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RESUMEN

Este trabajo se realizd con dos objetivos bisicos: (a) ava-
luar la eficacia de métodos de medir el nivel de inbculo resi-
dual de Pseudomonas solanacearum en un terreno y (b) utilizar

estos métodos para determinar el efecto de varios sistemas de
labranza de suelo sobre el nivel de dinbculo de 2. solanacearum,

en terrenos naturalmente infestados. EL trabajo se realizd en
suelos del orden Inceptisol, Typic Distropepis, ds textura iran-
co-arcillosa, en el CATIE, Turrialba, Costa Rica.

No se logrb detectar la bacteria en los tejidos leflusos
de malezas susceptibles que crecian sin sintomas en terrencs
altamente infestados. Algunas plantas jOvenes de Mclsmpodium

verfoliatum, que invade terrenos recién arados, se marchitan,
y de estas si se 2isld la bacteria, pero s0lo en esta etapa
transitoria sirvid esta maleza como indicador de P. golznacea-
rum.

Para medir el nivel de P. gelznacearum en el suel? se DI0-

baron varias plantas indicadoras sembradas en muestiras lleve-
das al invernadero, asi como varios medios de cultivo selecti-

vos. 1 método de invernadero mis eficaz fue el uso de wlan-

tas indicadoras de pava {cv Atzimba) y Nicotlana glutinoes:

iL

2n

LJ

ese orden. LOs indicadores tomate (cv Tropic) y berenjenﬂ
(Solanum melongena) fueron inconsistentes en detectar a 1a

bacteria, mientras que Melsmpodium perfelistum y pléntulas

provenientes de brotes separados de papa no fueron capaces de
detectarla.

También fue posible detectar a P. golanzcegarum directa-

mente del suelo, con el medio de cultivo selectivo de T2C més
los antibibticos polimyxin B sulfato (10C ppm), tirotricina
(20 pom), chloromicetina (5 pow), ademéds de timercosal (0.05 prm)
y ¢ristal violsta (50 num), pero sclzmente en suelos donde el
porcentnje promedio de marchitez de vapa en el campo era muy
alto. Esto se debid, mrln01nal"hnte, a la gran cantidzd de

otras bacterizs avarentsmente antarénica a D, solnnacearium

ix



presentes en estos suelos, 1o que obligd z diluir mucho 1=z
muestra.

En la segunda etapa se tratd de determinar el nivel resi-
dual de P. solanacearum en suelos bajo rotacidn con maiz y fri-

jol y sometidos, durante tres afios y medio, a los sistemas de
labranza siguientes: a) labranza convencional (terrenc arado);
b) labranza reducida (cafias de malz arrancadas y mezcladas con
tierra); c¢) minima labranza {(cafias de maiz arrancadas y dejadas
sobre el suelo); d) cero labranza (cafias de malz sin remocidn).
EL método de invernadero (siembra de papa en muestras de
suelo) permitid detectar a P. solanacearum en todas las parce-

las y did una indicacibn cuantitativa, aceptablemente aproxi=-
mada, del efecto del método de labranza sobre la pcblaci?n
relativa de la bacteria. El método de laboratorio (caltivo

en medio selectivo) detectd la bacteria s0lo en el suelo de las
parcelas donde el porcentaje promedio de marcnitez bacteriana
en papa resultd posteriormente muy elevado, y did escasa infor-
macidn cuantitativa (cerca de 25.000 células de P. solanzgearunm

por gramo de suelo seco).

Para determinar el verdadero nivel poblacional de la bac-
teria se usd papa (cv Atzimba) y tomate (cv Tropic) sembradas
en el campo, a los cuales se les midid la incidencia semanal
de marchitez bacteriana., La poblacidn de P. solanacearum, aczi

como la marchitez bacteriana, se incrementaron de manera alta-
mente significativa en terrenos con labranza convencional, en
contraste con los tres tratamientos de latranza reduvcida; no
se encontraron diferencias significativas entre estos filltimos.
El tomate fus mucho wmhs tolerante que la papa a la marchitez
bacteriana en el campo, no pudiendo detectar diferencias sig-
nificativas entre los tratamientos de labranza.



SUMMARY

The primary objectives of this investigation were: a} to
evaluate the efficiency of methods for measuring Psesudomonas

solanacearum residual inocculum in the soil; b) to use the vest
methods in determining the =affect of several tillage systcms
upon the level of P. solsnacearum inoculum in a naturally in-

fested soil., The work was carried out in soils of the Incepti-~
sol order, classified as Typic Distropepts, with a loamy-clay
texture; in CATIE, Turrialba, Costa Rica.

The bacterium could not be detected in woody tissues of
susceptible weeds growing symptomless on heavily infested, un-
disturbed soils. Scme young Helampodium nerfoliatum plants,

which invaded recently-plowed soils, did wilt, and the bactew
rium was isolated from them, but only in this traneient stage.
did this weed serve as an indicator of P. solanacgarum.

Several indicator species planted on soil samples in the
greenhouse, as well as several selective culture media, were
tested in measuring the level of P. solanaccarum. 5he most

reliable greenhouse methods were the use of potato {cv. Atzim-
ba) and Nicotiana glutinosa indicator plants, in that order.

Tomato {(cv. Tropic) and eggplant were erratic indicators of
the bactefium while Melamnodium perfolistum and detached potato

sprouts failed to detect it.
It was also possible to detect P. golanacearum directly

from the soil, with a selective medium consisting of Kelman's
T7C medivm plus the antibiotics polymixin B sulfate (100 prm)
tyrothricin (20 omm) and chloromycetin (5 ppm), as well ds iy
merosal (0.05 ppm) and crystal violet (50 ppm); but only in
soils conducive to a very high average wilt percentage of ovo-
tatoes in field plantings., This was mainly due to the lzrge
numbers of othuer bacteria, avparently antagonic to Pe. solopaceon-
rum, which are vresent in these soils, forcing to very bigh
dilutions of the samples,

xi



In the gzcond stage an attempt was made to deterwmine tae
residual level of P. solanacearum in soils subjected to =

corn~-bean rotation for 3.5 years under the following tillage
systems: a) conventional tillage (plowed and disked soil);
reduced tillage (corn stalks pulled and wmixed with soil); c)
minimun tillage (corn stalks pulled and left on the ground);
d) zero tillage (corn stalks not removed).

The greenhouse method (potatoes planted in soil samples)
allowed detection of P. solanacearum in all plots and gave an

acceptable cuantitative indication of the effect of tillage

on the relative population of the bacterium. The laboratory
method (culturing in selective media) detected the bacterium
only in soil samples from plots where the average percentage
wilt of potatoes later proved very high, and gave oniy scant
quantitative informaticn (about 25,000 P. solanacearum celle
per gram of dry soil).

To determine the actual population level of the bpacteriunm,

potato (cve Atzimba) and tomato (cv, Tropic) were planted in

the field, and weekly incidence of bacterial wilt reccrded.
Bacterial wilt significantly increased in soils undar conveli=
tional tillage, in contrast to the three reduced tillage treat-
ments; there were no significant differences among the latter.
Tomato was much more tolerant to bacterial wilt than potato in
the field, and failed to detect significant differences among
tillage treaiments.
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INTRODUCCICHN

Pseudoronas solanacearum £,F. Smith es una bacteris de

gran votencial fitopaitugénico, que se encuentra en suelos de
michkas partes del mundo, Su Ambito de hospedantes incluye més
de 200 especies de planias, por lo que les pérdidas que causa
son incaiculables, Thurston (82) indicd que, en el afio 1973,
aproximademente 680.000 hectireas no pudieron sembrarse con
cultives tales come temate, papa, chile y otros cultivos, debi-
do a la infestacidn de los terrenos por P. golanacearum; es po-

sible que actualuente esta cifra sea mavor aftin, _

En aAmérica Central, muchog agricultores siembran falz y
frijol para auto consuwme y cultivos horticolzs como cebolla,
camote, oucurbitficeas, voinita, papa vy itomate vara comerciali-

A
13

ar. D& 1ss wonas mhs calmdas, sin enbargo, la marchitez bac-
r hace que la siembra de papa, y a.menudo la de tomate,

iy

g

3
-_i 9

mesiado arriesgada; la rpresencia de P. solsnacesrum en

ics suelos es un serio obsticulo para 21 desarrollo de sistemas
de prodquccibn sgricola con papa o tomate (31). Por lo tanto,
es convenienle sstudiar los factores gue afectan la persisten-
cia de 1z bacteria en el suelo, rara poder desarrollar técnicas
que Jizminuyan la severidad del atague y, de esta manera, dar-
le 21 zpgricultor la posibilidad de utilizar sistemas de produvc-
cibn arropiado a sus necesidades, que incluva, sdembs de sus
1 tradicionalse, vapa vy tomate, de alto valor nutritivo
y edemds remunerativos como fusnte adicional de ingreso.

Po stlanaccarum comprende varias razas: la raza 1 es la

que se encuenira corrientemente en las zonas mis cllidas y tie-
ne muchos hcspedantes, agricclas y silvestres, Se ha determi-
nado gue eota rara sersiste durants perfodos preolongados en te-
s Co&ta Rica, a0n en auscncia de
ag cemereiales susceovtitvles; se ha tratado de dismi-
6n de la bacteria mediante la rotacibn con maiz,
frijol, comote y kudzl, zin resultado; por otro lado, se ha

0 aue la incidencia de la morchitez es rfs alta en suelos



dends la labranza regular del terreno nropicia la renovacidn

de malezas anuales, y hay evidencia preliminar de que el con-
trol quimico de esas malezas puede disminuir el inbculo (32),.

Para werificar lo anterior v tratar de determinar los factores

[

que afectan la sobrevivencia de la bacteria, se »royectd un

trabajio de investigacibn con lns siguicntes objetivos:

1,

Ze

Bvaluar varics métodos de medir el nivel de inbculo de
Pseudcuionas golanacearum sn diversos suelos del 4rea expe-

»imental del CATI®, cuyo historial de marchitez bacteriana
g5 Conocldo,

Utilizar el método mAs eficaz encontrado para determinar
el nivel de P, golanacearur en terrenos experimentales del

CATIE sin historial reciente de scolanficeas, y en los que

se ha cultivado durante varios afics un sistema de produc-
cidn basado en malz v frijol bajo diferentes métodos de la-
branza del suzlo.



REVLSTON DE LITERATURA

A. EL

»
patogeno

Pseudomonas golanacearum fue la primera bacteria fitopatb-

gena seflalada en la literatura, siendo Burrill, en 1891, guien
obtuvo el primer cultivo nuro de la misma. En 1896, Erwin F,
Smith describid y clasificd a este organismo como Bacillus S50~
tanacearum y logrd reproducir ia enfermedad en papa y tomate,

inoculindolos con cultivos nuros de la bacteria; en 1914 el nmis-
mo autor la reclasificd cono Psevdomonas solznacearum (L0).

Buddienhagen, Sequeira y Xelman (%) han determinado tres
razas de esta especie, basandose en los hespedantes afectados
en condiciones naturales, la expreszidn de sintomas en una serie
de hospedantes diferenciales y la apariencia de las colonias
en el mediu TZ0. Ia raza 1 se encuentra en papa, tomate, be-
renjersa, tavacc, ruchas malezas y ciertos banancs diploides;
la raza 2 causa marchitez en banancs y otras musiceas; y la
razs 3 afecta psva y tomate, aunque Lambién otras solanlceas
vero no con alta virulencia, Las razas 1 y 2 poseen a su vez
varias cepas o subgrupes. Por su parte, Hayward (27) clasifi-
cb una coleccibn de 185 aislamientos de varios paises en cuatro
biotipes, de acuerdo a la capacidad en oxidar tres disacéridos
(lactosa, wanosa y celobiosza) y tres hexvsas (manitol, sorbi-
tol y dulcitol). =1 bictivo 3 oxide ambos grupos, pero el bio-
tipo 1 ningunoj el biotipo 2 oxida los disacaridos pero no el
alecoiol hexogu; y el biotiro 4 cxida el alchol hexosa, vero no
los disachridos. In cuanto a los hospedantes, el biotipo 2 es
recgtricto a pspa v tomate, en cambio los biotipos 1 y 3 afecw
tan una gron diversidad de plantas,

A.1 Veriologia

in bacteria tlene forma de bastoncillo

trenes redondendos (bacile); sus medidas var



0.7 am de archo y 0,8 y 1,9 pm de largo, prosentando sus mAxi-
mas dimensicnes en cultivos jévengs ¥y dimensiones reducidas en
¢l exudado de plantas con marchitez. No produce esporas ni

se encapsula; el nfimero de flagelos alin no estid definido, pero
se crge gue en habitats naturales posee de 1 a 3 flagelos y
gue estos estln en posicidn unipolar (11, 4O).

£.2 Aparisncila de las colonlas

La apariencis de las cclorias en cuanto zl tamafio, forma
y color varia con el medio de cultive utilizado, la edad, el
tipo de luz empleada para la otservacidn, la variabilidad na-
tursl cel organismo y las condiciones de incubacidn (11), Pa-
ra Kelnan  (41), en el medio TZ2C (cloruro 2,3,5 trifenil te-

trazolium), Jdespués de 36-48 horas de incubacibn a 32°C, lss

i)

colonias tiemnen de 3 3 5 mn de db&metro, algunas tienen una C
central rojiza sobre un fondo cremosc y son irregularmente re-
donderudas; otras son circulares, de dimensiones mhs reducidas

de ¢oloaracibn totalmente rojiza; ademds, entre esus dos ti-
pos extrenos pueden encontrarse formas intermedias.

A.3 Tisiologila

Ia tempzratura bptima para el crecimiento Zin vitro de P.
selanacenrum  estl comprendida entre 35 y 37°C, siendo la tem-

veratura minima de 10°C, la whxima de 41°C y el punto de tempe-

raturz letal 4=z 52“8; La hacteria no sopcrta tajaz humedades,
endo despuds de 6 dias de exposicibn a ambientes de baja

hunedad relativa, 5 a las LB horas en anbiente seco (40). Se~
b citado por Esquivel (11}, el crecimiento del orga-

nizmo se inhlbid en un medio de papa acidulado a ™ 4,2 y, a

peaar ¢ ogue no dotorwind el pi mfAxing, obsered creciniento

afin a ¥l de 8,71, Por su verte, Echandi (9) no obtuvo creci-

an PDA a valerss de ol inforicres a 4 y determind la

produceidn de anilasa, gelatina y HZS por el microorganismo,



A.b Patogenicidad

Kelman (41) halld cue el medio TZC servia para determinar
en forma rlpida la patogenicidad de las colonias en cultivo,
por su forma, color y tamafio. Los tivos patbgenos presentan,
luego de 48 heras de incubhacidn a 32°C, colonias irregularmen-—
te rednrdzs, de color blanco cremaso con € central rojiza y de
% a 5 mm de difimetro; por el contrario, las no patogénicas son
circulares, de color rojizo y miden de 1,5 a 2 mm de difumetro.

Se han establecido diferencias en patogenicidad de los
aislamientos de P. golanscearum provenientes de distintas re-

giones, por medio de inoculaciones de los distintos aislamien-

*

tes en las miswas especies diferencisles, 6 por inoculacidn
cruzada del aislamiento de una especie sobre otra y viceverss
(21, 42, L3). Loz

minar la patogenicidad de un aislamiento de este organismo, se

-

ano y Thurston (51) estiman gue, para deter-

dzbe inccular plantas diferencisles de tabaco, papa, tomate v
banano, pero que ademfs debe estudiarsa 2l couportamiento de
la bacteria en el medio TYC y realizarse una serie de pruebas
fisico~guimicas,

et

Be Desarrcllo de la eniermedad

Bel Penetracibn del patbgeno

Piversos estudios concuerdan con que 1cs primeros sitics
de cntrada del patdgeno son los lugares donde ocurre la emer-
gencia de raices del hospedante, aungue en ccendiciones de cam-
vo la ponatracibn ocurre frecuentemente por medio de heridas
causadag an laz raices por insectos, transplante, equipo meci-
rica v nesfiados, ILos sintomms de ls enfermedad aparecen ge-
roralwonto desovds dg 5 a 4 diss Ae haber penetrado el organis-
o, prosresan rhvidamsnts v ctliminan con la muerte de la plan
ta; sin embarsgo, se ha denostralio que antes de la muerte de la
planta se livsra gran nliwero de bacterias en el suelo; estas
desenpafinn un papel importsnte en la diseminacibn del patdgeno



las plentas sanas adyacantes (4i4, 54, 65, 68), En condi-
Ones as camro, uno de los principales factores que facilita
iwtracibn de la bacteria en el hospedante son 1os nemb~

ot hed
i
o)
0]
et

odos, cuyo efecto se ha comprobado en condiciones de inverna-
. frtre las especies importantes para el desarrollo de 1la
marchitez bacteriona en papa se encuentra Meloidogvne incosni-

ta zerita, 1a cual hace incperante la resistencia a marchitez
bacteriana (24, 32).

Be2 Incubaribn

El desarrollo de la marchitez bagteriana depende de la
temperatura, luz y longitud del dia. La temperatura es, segln
varios invaslbigadores, el factor determinante para el desarro-
1lo we szintomas y se estima que el dptimo de temperatura del
suelo esih entre %0 y 35°C, con un minimo de & a 15°C y un mb-
Zzimo de 35 a 41°C, La temveratura del aire influye wmenos que
la del suelo en el desarrollo de sintemas; sin embargn, tempe-
raturas zltas del suelo comvinadas con temperaturas altas del
aire ocagionan sintomas mhs severos (13, 34, 48, 57, 80).

B.3 Sintomatologia

Los sintomas de la enfermedad caugada por P, solanacearum

varian ceglin la especie, edad y nutricibn del hospedante, la
tempesratura, la humedad relativa, la virulencia del patdgeno
y la concentracidn del mismo. ILa narchitez es el sintoma ca-
racteristico de ssta enfermedad y puede aparecer en cualquier
etapa de decarrollo de la planta, A veces se marchita una ra-
ma zolamente, perco a los vocos dias sigue el resto de la plan-
ta, ©n la parts baja del tallo se observa oscurecimiento de

2 damcetrarze la produccidn de exudado bactew

——

1a madars v pusd

3
o

rianov si s2 pone una astilla de nadora en agua, En papa, los
ce

b]

slulonss subtarrinsos encuantran en los tubéreculos y esto

C

se demuestra por el exudado cue sale por las yemas, 0 por el
haz vazcular cusndo los tubireulos se parten (12, 15), Wallis



v Truter (85) indican que inicialmente las bacterias invaden
ctlulas pegueflas, adyacentes a los vasos largos, pero luego
migran hacia c¢%lulas que ya han formado tilosas, en donde, al
cabo de L8-72 horasz, liberan materiales 3dentificados como PO~
lisaclridcs extracalulares, que se depositan en las paredes y
vasos del tallo y constituyes la mayor causa de marchitez, Hu-
sain y Kelman (30) definen a esta sustancia como un polisach-
rido couplejo de alto peso molecular, con glucosa como base de
la cadena del polinmero. ZAste exudado aumenta la viscosidad de
la cerriente vascular e interfiere con el movimiento del agua
en vasos del xilema, Tambi®n han enceontrado (29) pectin-me-
til-esterasa, poligalacturonasa y celulasa, y suponen que la
coloracibn café de lous haces vasculares puede originarse de

la actividdad de la poligalacturcnasa en las paredes de los

uk By{e Y=

Ce Persistencia de la bacteria

Cel ©on el suelo

Thurston (82) sefiala que, en general, la enfermedad es
més seria bajo condiciones calientes y suelos nlimedos, y esta-
blece gue la alta humedad del suslc aumenta: 1) la superviven-
cia de l= bacteria en el suclo; 2) la infeccibn; 3) la salida
de indeulo de plantas hospedantes, diseminfndose a través del
suelo; &) el desarrollo de¢ la znfermedad despuds de la infec-
cibn,

Seneviratne (69) sefiala que, en Ceylen, las condicicnes
biolézicas y de ambiente del guelo son determinantes para la

s el piotipo 3 pa=-

Sy

distribucibn ‘e biotipos de P. solanacearum;
e 1 tico :ibn seca, mientras
'tipaz 2 vy 4 avureciercn en el Area de transicibn
c £ emés, supiere que ese

ice y conponenie normal de la microflora

i cono saprdfito & no pateoglénico so-

bro ralcesn de oopcciocs no harredantes, vy aque comienza a ser



patcoginica en presencia de hospedantes susceptibles. Tanaka
(78, 79) indica que la distribucibn de la bacteria en suelos
tabvacalsros del Japbn infestadus naturalmznte ocurre en un es-
trato de 0-80 ¢m, =stando los niveles de alta infestacidn a
0-50 cm de profundidad inmediatamente después de la cosecha.

Me Carter, Dukes y Jaworskl (55) sefialan que en Georgia este
organicsmo se encontrd ffécilmente alrededor de los 30 cm de pro-
fundidad, bajd marcadamente a profundidades da 30-45 em y no
fue encontrada umhs abajo de los 45 ¢y la ausencia de la bactew
ria a los 15 cm fue resultado de la ssquia del suelo al tiem-
po de la muestra; el tiempo necesario para causar marchitesz
severa en tomate varid desde 19 dlas, cuando el patdgeno esta-
ba de O a 15 ¢m en el suelc, hasta 104 dilas, cuando estaba en
un estrato de 45«50 cm.

. Grahan y Lloyd (1G), en campos de Austrzlis naturalmente
infestados, detectaron a la bacteria entre 15 y 75 cnm de pro-
fundidad con el uso de plantas de tomate, on un muestreo reali-
zado o0cho rmeses degpufs de habar obtenido gran infestzcidn en
una siembra de pana, In suelos infestados artificialmente, 1a
recuperacibn de la bacteria por medios ds cultivo selectivos
ocurrib a profundidades de 55-65 cn, tanto en suelos resados
¢ono en arenosos. Lo anterior sugiere que, en cilertos suelos
este organisms susle sobrevivir de manera libre en los estra-
tos rrofundos, debido a la baja actividad microbial, Ademis,
la cantidad de oxigeno aprovechable es baja a esas profundida-
deg, condiciones a las cuales DP. solnnacearnn se ha mostrado

tolerants y no asi sus orpanicmos antagdbnicos.

Tacaka {73), cn Japdbn, observd mayor incidencia de mar-

chitez a 27°C, mencs a 34°C y 2fin menous a 17° C, en un suelo
n

os0. Hsu (28), sin embargo, encontrd en Taiwan un

3

mutante resistonte oqus eckrevivid por nfhs tiompo en el suele

T

a 12°C y en un 3f sobrovivid wenos a 23°C y

-
3
on va 0 de 4,1 a 5,7 5 (63%) dsterwind en el sur de
Lstndes Unidos, que la infeccidh ocurre mfs Fhcilmente en sue-
n 3¢ da en suelos secos donde el por-
t

e y siempre con un



tl de 6,0 a 8,1,

‘Egte organismo tiene una amplia distribucidn en diferentes
tipos de suelo, pudiéndose encontrar en suelos arenosos, fran-
cos y hasta arcillosos (84)¢@ Keshwal (4&), en la India, dater-
mind que la incidencia de marchitez aumenta con el incremento
de 1o capacidad de retencifn de humedad, aumento del carbdn or-
ghnico y con la disminucibdn del CaCO y de las poblaciones de
Penicillum sp del suele., Tambisdn mstablecmo que el contenido

de nitrbdgeno, flsforo, potasio y poblacionucs de bacterias, Ag-
bergillus sp y otros hongos, no afecta la poblacidn del patd-
geno en el suelo., Por el contrario, Tanaka y Noda (77) esti-
maron gue, en superficies del sguielo con incrementos de niveles
de materia orginica y microbios, las poblaciocnes de la bacle-
ria bajaban mis r&pidamente que en el subsuelo, que contiene
pcca materia orglnica; al afisdir sctifrcol a un subsuelo in-
festado, se redujo la poblacidn de P, solsnscesarum considera-

o

blemented lic Carter (535) establecid gue este patdgeno persis-
tid por L4 afiuvs en Georgia, en dos camuos infestados artificial-
mente, mediante el recorte e irncorporacidn del naterial infes-
tado de plantas enfermas de tomate,

Ce2 ¥n hospedantes alternos

El contrcl de Pseudomonas solanacearum se hace dificil

porque, una vez infestado el suelo, sobrevive parasitando scla-
nfceas nativas o en asociacibn con la rizosfera de un gran nfi-
mero de hierbas invasoras. w1 nlmero de especies vegetales
perasltadas por esta bacteria es muy amplio, incluyendo culti-
vos de gran importancia econdmizcz., La familia Solanaceas es
la gque contribuye con ¢l mayor nlunero de hospedantes, siguién-
dole las de las fomilias Compositae y Leguminosae (1, 40),
Tn ogeneral, informes qua2 sclialan infeccoiones naturalas de

cizs cultivadas se encuantran
0.(2, 3, 5, 45, &6, 67, 76).
iz (25), an Venyn, encontrd que 1a raza 1 de esta bacteria

4
un gran nflmere de molozas ¥ aspe
frocuentemente en le Litaprat

5
ec el princinal patigeno de cawnpo, en papa, tomate y berenjenay

o
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la dctectd, ademés, en las malezas Poriulzca oleraceae de la
familia Fortulacaceas y Sclanum nigrum de la familia Solana-

ceas, siendo esta Oitima afectada por las razas 1 y 3. Erinle
(10), en liigeria, encontrd warias maleszas hespedantes a P. s0-

lanacsarvm, estando entre ellas: Verrnonia pszuciflora y Aseratunm
cenyzoidezg de la familia Compositae, Commelina sp de la familia

Commelinaceae, Vigra sp de la familia Leguminosae y Solanum no-

diflorum de la familia Solanaceae, ocue fue la més afectada.

Graham y Lioyd {18) indican quz Solanum nizrum y Solanum

cinereun son hospedantes alternos del biotipo 2 en Australis
vy resaltan el hecho de que S. ginereum, cuando ec inoculada o
crece en sueles infestades, no muestra sintomas externos, pero
el examzn al microscopioc muzstra descoloracibn maridn oscura en
el sistema vascular y, ademfis, evudado bacterial,

“Jackson, Gonzdlez y Agwilar (31), en terrenos del CATIE,
en Turrialbsa, han notado algunas malezas locales como hospedane
tes de la bacteria; la mbs importante es Melampodiunm perfnlig-

tum (Cavanilles) H,B.X., de la familia Compositae, gue invade
terrencs reclén arados, marchitfndose tanto en estados de plan-
ta jbven como adulta., Zntre otras malezas en que se observaron
los sintomas de marchitez, se aisld la bacteria de una de ellas
(Bidzns-vilogsz L.), pero no de la otra {Emilia sanchifolia (L)

D.Cus)e Chinchillal/logré aiclar P. gsolanacsarum de dos malezas

que mostraban marchitez en Esvarza, Costa Rica. Dichas male-
zas fusron Croton hirtus, de la familia Euphorbiaceae, e Hyotis

suavenlians dz ia familia Tabiatae.

Por otro lado, Jackson y Gonzélez (32) encontrarcn que,
en varcelas donde las malezas habian sido controladas con Pa-
raquat, la incldencia de merchitez en el cultivar de papa At-

N

imba fue significativamente menor gue en otros tratamientos

1o

¢ conlrol dg malezas por laboreo mecinico, Afn asi, la canti-
cod de vurchitez on parcelas con pravis anlicacidn de berbicie

-1 PR
el DTN

51 bilon 10 enforisdad se desarrolld mis lenta-

-
1w
mente, En parcelos donde las malezaos se desarrollaron libra-

1/ Carlos Cuinciilla, V,U,R., San Jost, Costa Rica, octubre
1972, coourd 5 Coona

=
A
GurLcencion noroaonal
PR SN 1 A Wb L.k e NARIP N R N Y
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mente, la enfermedad se desarrolld més répidamente en siembras
pesteriores de papa.

De Efecto dol uso del terrena en la sobrevivencila

i

15
iy
o
W
o
o+
i

ria

Varios autores indican que la duracibn es mhs importante
que la naturaleza de la rotacidn de cultivos, para el control
de Po golanacearum. Rotaciones de un 2io han sido suficientes

para reducir el nivel de inbculo bajo ciertas circunstancias,
pero de d0s alios o mAs resultaron mis eficaces, Entre los cul-
tivos de rotacibn no susceptibles mis sefialados estén el arroz
y algunos pastos (4, 7, 14).

Saequeira y Averre (71) sugleren que la aparicibn de la ra-
za 2 de la bacieria en suelos sanos se debe al agua de drenaie
proveniente de suelos infestados, y su esiablecimiento a las
malezas susceptibles presentez. Clayton y colaboradores (7)
indican gue la ocurrencia de la enfermedad en tabaco (raza 1)
generalmente estf relacionada con la invasidn previa de plantas
hospedantes y que ni siquiera eliminando todas las malezas hay
una disminucidn de la poblacibn del patbdgeno en el suelo., Por
el contrario, Wavarro (62), en Colombia, considera que para
bajar le dincidencia deo la reza 3 del patbgeno de un suelo in-
fostado se debe dejar por lo menos sels meses de reposo el
suelo, con un control de malezas mediante herbicidas; en su
opinibn, las malezas son los hospedantes de la bacteria en
ausancia del cultivo de pava.

Saequelira (70), trabajsndo con la raza 2 de la bacteria,
encontrd que en suclos tropicales infestados y abandonados, pe-

ro qua fueron arados varias veces durante la estacidn seca y
luzzo repnlantados con banano, hubo una bajs incicdencia de la
enferusdad del Moko, causada por dicha raza.

Yor otro lado, Lloyd (49, S0) ha infcrmzdo en sus trabas-
os que lus malezas son de peca imrortencia como hospedantzs
¢ la roza 5 de 1z bacteria en zonas frescas de Australia; mas
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bien, parece que sohrevive por dos a tres afics, protegida den-
tro de trozos previamente colonizados .de desechos de hospedan-
tes, y en pocos casos vive libremente en las profundidades del
suelo, Este autor recomienda pastos como cultivo de rotacibn,
debido a que contribuyen a acelerar la destruccibn del habitat
de esta raza del patlgeno. Shamsuddin, Lloyd y Graham (73),
en un cauno infestado con la raza 3, compararcn tres tipos de
manejo de suelc y malezas: a) terrenc abandonado, limpic de
malezas y de desechos de hospedantes; b) terreno abandonado
con crecimiento libre de malezas; ¢) terreno bajo rotacidn con
los pastos Lolium multiflorum Lam., Dactvlis glouerata y Tri-

folium repens L. en una proporcidn 7:4: Observaron, al afio

v medio, que en el terrsno abandonade con malezas se incrsmen-
i al doble lz poblacidn del patbzeno (estimada mediante
la incidencia de la enfermsdad), en el terreno abandonado sin
malezas se mantuvo igual, pero en el terreno bajo rotacidn con
PEST.08 s2 “,dugo tres vaces la poblacifbn. A los dos afios v
niedio, arsnas hubo enfermedad en el terreno abandondado con
malezas, y en el resto no se presentd ia enfermedad,

BEn cyanto a la raza 1 de la bacteria, Graham, Jones y
Lloyd (20} ssiialan que se adapta mejor a regiones hfiredas v cé-
lidas, y que en estas condiciones tropicales y sub-tropicales
los residuos de cosecha infestados se descomponen por microor-
ganisznos, dando solamente sitics de refugio temporal para ls
bacteria. Jackson y Gonzldlez (32), en terrsnos de Turrialba,
Costa Rica, a 00 1 de altitud, donde rersiste la raza 1, han
eneayndo varizs rotaclonss con cultivos como frijol, maiz, ca~
nwoie, towate resistente, caupl v dejando el terreno en barbe-

3

chic; encontraron que la marchitsz bacteriana posterior no fue
reducida significativamente después de ninguna rotacién. Con-
cluyeron aue lag condiciones son faverebles para la suparvi-
cnels da la bactoria sn auscneis de culiivos susceptibles, 1o
el ose complenonia con <Ll hecho de que la zeoula total es di-

tarrenos. Bnocambio en la zona de

e+l pun ocuiras su estos
t 5, 8 1€00-2000 m de altitud, la raza 3 gene=-

p
e}
[y
[&]
23
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grradica del suelo con sblo un afio de rotacidn con

B, MEtudes de deitsctar la bactoria en el suelo

Ees1 Ylantas Indicadoras

Hesmith y Jenkins (63) sefialan que la ecologia de P. so-

i

anacoazum en el swelo no es vlen conocida, por falta de téeni-

2]

as sdecuacas y que, hasta ahora, la forma en que =se ha deter-
minado au sobrevivercia en el suelo ha sido por medio de plan-
tas indicadorarn. En condiciones de invernadero, se ha observao-
do gque pleantas indicadorass jbvenes muestran sintomas nés répl-
damente que las viejas, siendo el efecto de la edad mis noto-
rio en nlantas consideredas come mis resistentes 2] patbgeno.
Kratky y Ko (47) utiligaron, en invernadero, plantas de
ugeceptivles como indicadoras de suelcs infestsdos con

T te
Do golanscearun y obtuvieron sintomas de marchitez tipisos;
uelos sanos no obtuvieron marchitez. Por su parte Katsuras
v Uemura (3%) indican que, para que se presenten sintomas de
marciiitez en plantas deo tomate que c¢recen en suelos infestados
ec necesarin que se corten les ralices; relacionaron este heche
con la accidn de nemftcdos en el suelo, Graham y Lloya (17),
2l probar varias plantas indicadoras, recomendaron utiligzar
brotes de tubfrculo de pava que se ponen a germinar por 5 a 6
semanas en bandejas de arena, se le podan las raices con tije-
ras y se transvlantan en potes con suelo infestado para ser
probsdo; no recomiendan utilizcr tomate porque bajo sus condi-
ciones no mostrd sintomas tipices de marchitez bacteriana.
Hxiste una gran influenciz de la &énoca de la toma de la
musatra del sunlo infestado en la efectividad del uso de plan-
tas indicadoras. In ccte sentido, Lloyd (49) encontrd que
cuardo los sualos de camno con descechos de prlantas infestada

S2 @lmaconaron en tarros ¥ se colecaron en invernadero durante
20 seumenas, tajo condiciones de numedad adscuada v temperaturas
de 28°C de dia ¥ 24°C de noche, no se obtuvo ninglin sintoma
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de marchitez al sembrar plantas indicadoras de tomate, Por el

contrario; en suelos infestados abandonados, no alterados en

el campo por 20 semanas, luego de pucstos en macetas y sembra-

dos con tomate si se obtuve plantas enfermas, Lloyd congide-

ra gue esos resultados se deben a que, en un suelo disturbado,

hitwedo y caliente, el patbgeno no sobrevive en nfimeros detecta-
bles nor mis de 20 semanas, probablemante debido a la mayor ace
tividad microbial,

En cuanto al posible uso de plantas de papa como indica-
doras en el campo, lahmoud y colaboradores (53) establecieron
una correlacibn entre el peso de la semilla de papa, la severi-
dad de la marchitez y el porcentaje de tub&rculos infestados
en el campo., Semillas de 50 g mostrarcn mayor incidencia da

chitez que semillas de 100 g, donde hubo una reduccidn de
tuk€rculos infestades y un aumento de rendimiento.

Fe2 Medios selectivos

Debido a la falta de mdtodos eficientes de hacer aisla-
micentos a partir del suelo, se tiene poca informacibn direcia .
v&lida de los factores que influencisn la supervivencia de e

el

n desarrollado medios para aislamiento y

solanacoarun, 5S¢ ha
cuantificacién directamente del suelo, pero no han sido nuy
usados, debido a que densidades bajas del patbpgeno no son de-
tectabless Lo gue generalmente se ha hecho es inocular el
suelo con cantidades cenccidas de la bvacteria y lueso realizar
la red1c13n, vars poder cuantificar la pohlacibdn de la bacte-~
via (35, 43). -

mstos msidios selectivos se bazsan en un medio base, el TZC,
gue es un indicador de P. golanaczarum; el resto de los in-

predientes son sntidbidticos, cuva funcidn es eliminar otros
tinos de boctoriaz v hongos que so precenton en el suelo (37,
> r 1a cacia d2 estos medios varian se-
san ~1 tipo de suveloy las diferenclas ds humedad, la microflo-

las especies de

s el tivo de variants de P. golanaceirun,
malezas que crecen y el p del suelo (28, 64). Griffiths y Lim
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(23) indican que la bacteria puede aisiarse dzl suelo hasta
después de las cinco semanas de la inoculazcién del mismo. dJen-
kins, Morton y Duques (36) encontraron gue la poblacién minima
de P. solenacearum detectable del suelo fue 2,5 x 1O6célu1as/ml
de suélo, ¥y que no fue posible detectar poblaciones menores por

las siguientes razones: por la heterogeneidad del suelo; porque
la mayoria de las bacterias no existen como cdlulas individuales;
¥y porgue las bacterias se encuentran embebidas por la materia
orgénica & particulas del suelo.

Para Harris (26), el TZC es un medio til para estimar la
poblacidn del patdgeno en suelos, pero tiene una selectividad
limitada, siendo 106 células/ml la m&s baja concentracidn detec-
table. &in embargo, 2s posible mejorar progresivamente su se-
lectividad aumentando la concentracidan de TZC y agregando anti-
bibdticos tales como neomicina, estreptomicina, polimixina y ti-
rotricina. En general, existen diversos medios selectivos des~
critos en la literatura por varios investigadores, los cuales
buscan ser selectivos para aislamiento de P. solanacearum di-

rectamente del suelo; entre ellos esth el de Cuppels y Kelman
(8), el medio selectivo de Karganilla y Buddenhagen (38), el
medio selectivo final de Nesmith y Jenkins (63) y otros mis,
que siempre tienen la gran desventaja de que sdlo detectan a

P. golanscearum luego de que se han hecho incculaciones artifi-

ciales 0, en condiciones naturales, cuando las poblaciones de
la bacteria son muy altas; con el agravante de contar a veces
con muchos compunentes antimicrobiales dificiles de conseguir
(8, 38, €3).

BE.3 Serclogia

Va

.y o b - ™ P
para detoclar a P, molnonagosrum de

‘3

i

Q
%]
fud

investigadores han propuesto técenicas serolbgicas
1. suelo, que incluyen las
siypuientes pruebas: la de difusidn agar-gel, la de aglutina-
cidén y la 4z anticuerpos fluorscerntes. Sstos investigadores
le dan a la scrolcgla una serie de ventajas sohre los medios
selectivos y sobre las plantas indicadoras, a saber: mayor

sensitividad, espreificidad vy ravidez, capacidad de detectar



prblaciones menores de la bacteris en sl suelo y capacidad de
distinguir ecntre razas de la bvacteria (33, 35, 35, €0, 61).
Sin embargo, Jenkins, Morton y Dukes (3€) indican aque el gran
inconvenienie ds estas técnicas seroldgicas es que no distin-
guen entre células vivas y muertas, ni tampoco entre cflulas
vatoghnicas y no patoplnicas,

En suma, hasta el momento no existe un busn medio de dew
terminar directamente la presencia de P, golanacearum en un

suelo naturalmente infestzdo.

i6
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MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se dividid en dos etavas principales, La
primera consistid en evaluar métodos para medir el nivel de
inbculo residuval de Pseudomonas selanacearum, ya fuera en ma-

lezas &6 en €l suelo. En 1la segunda etava, se aplicaron los
métodos mhs eficaces para determinar el nivel de P. solanzcea-
rum en terrenos sometidos a varios sistemas de labranza del
suelo,

I. MEDICICN DEL NIVEL DX INGCULO RESIDUAL

A. Determinacibn de P. solanacearum en malezas sin sintomas

Se tratd de determinar, por medio de dos ensayocs, i 1ia
bacteria podia sobrevivir en hospedantes alterncs, como serian
las malezas, sin causar sintomas.

Ensayo i

Se utilizaron malezas de un terreno donds, desde 1976
hasta 1980, hubo siembras de diferentes cultivos en rotacifn
con el cultivar de pava Atzimba, que es susceptible a esta bac-
teria, y con el hitrido MS 35-22, que es tolerante. La selec~
cidn da este ferrsno se hizo bajo la suposicidn de oue, donde
estuvo el cultivar Atzimba, ol nivel de inbculo seria mayor
que donde nubo M35 35-22. La Figura 1 muestra 1la distribucidn
de las i2 subparcelas utilizadas en esta prueba.

Primeramente se reconocieron las malezzs rresentes cen el
terrcno; luego, de cada una de las 12 subvarcelas se recolecta-
ren 10 cjemplarce de lns malewss mds importantes que tenian le-

o, tedas sin sintomas exizrnos de marchitez bactoriana., Se

A

usaron plantas marchitas de Yelnznodivm perioliatum, de otro

terrenc vecino, como controles.
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Figura 1 Distribducibn de lzs subnarceWas ue se vitillize.con
en las prusbas de medicidn de indculo residual de
P. solanacearum en &l suelo. Los cultivares de
papa en la sismbra previa a la. muestra fueron
Atzimba (Atz) y M8 35-22 (MS); en paréntesis se
indica el porcentzje promedio de marchitez en esa
siembra,.

De cada ejemplar de maleza se cortaron, con un bisturi
esterilizado, secciones {inas de tallo que abarcaran haces
vasculares, y con una pinza estéril se depositaron dos sec-
ciones en 5-7 ml de agua destilada estéril, Luego de varios
minutos se observd el agua, para ver si habla alghn despren-
dimiento de flujo bacteriano en forma de hilos blanguecinose.
Posteriormentis, con el asa esteprilizada se szcd una porcidn
del agun vy se hizo un estriado sobre el medio TZC (Cuadro 14),
descrito wor Kelman (41), en nlatos petri. Como control se
hizo estriado en platos con cultivo puro de P. solanncearunm

aislado de una olanta de Ueolsrredium sp marchita,

nsavo 2

Tota prusba ge hiro vara determinar si eon plantas de la

maleza ¥elawrodium sp, sin sintomas de marchitez en el camno,
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pero contiguas a plantas marchitas, se podia detectar la pre-
sencia de P. solanacearum,

Se escogil un terreno recién azrado sin historial reciente
de solanfécess, dondc habia Melampodium sp de diferentes edades

y con diversos tipos de sintomas. Se hicieron aislamientos de
los siguientes tipos de plantas: a) jdvenes marchitas; t) adui-
tas marchitas; c) jdvenes no marchitas; d) adultas no marchitas;
e) sin sintomas de warchitez vero contiguas a plantas marchitas;
f) con primercs sintomas de marchitez, contiguas a plsntas mar-
chitas.

De cada categoria se seleccionaron 5 plantas y se intentd
el respectivo ezislamiento en el medio TZC, tal como se descri-
be en el Inzayo 1.

Be Detarwinsci?n del nivel de DP. solanscezrum en el suslec nor

medio de plantas indicadoras

La deteccibn de la bacteria en el suslo sc realizé de dos
formas: en el inverradero, por medio de plantas indicadoras de
susceptibllidad natural conocida y en el laboratorio, por cui-
tivo en medios selectivos.

Ensayo 1

Se realizd un primer ensayo utilizando como plantas indi-
cadoras la papa, cultivar Atzimba, el tomate, cultivar Tropic,
y la maleza Melampodium perfoliatum; se escogid suelo de cada

una de las i2 subparcelas utilizadas para la blisqueda de 1la
vacteria en malezas (Fipura 1). So evaluaron 12 muestras en
total, sgeis de las sgubpar

P

2lag del cuvltivar de papa suscepti-
¢ibé el nfibrido tolerante MS 35-.22,

c
ble Atzimba vy seis de donde cre
Cada muestra se distribuyd a su vez en seis potes en el inver-
nedero (4-5 k3 de suclo por pota) v en cada dos notee g: genbrd
la migma esvecle de vlonta inticadora, Cuzndo las rajces lle-
-

naron el pole, se cortarcn verticaluente a 8 ¢ del tallo, an

cuatro costezdos,
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La reaccibn de las plantas indicadoras se calificd un
mes ;kspués, de acuerdo con la sipguiente escala:
Plantas sanas al llegar 2 1la MAGUIEZcescessscnsesocs Grado 1

Plantas con sintomas de marchitez sblo despubs de
-+
COortar ralCESciesinsssecssonsansasesntcstootsscossossesns Grado 2

Plantas con sintcmas de marzhitez afin antes de

COrtar IralCeSesecsssecsssosnossscssnsssasnesasscsase Grado 3
Tn los potes donde no hubo marchitez se arrancd la planta in-
dicadora adulta y se sembrd una nueva, como prueba corroborati-
Va.

Ademés, se realizd una segunda repeticidn con las mismas
muestras de suelo, pero después de ser usadas dara una siem-
bra con maiz (cv. Tuxpefio, Crema C-7) en el invernadero. Cuan-
do el maiz formd la mazorca, se arrancaron las plantas v cada
uno de los suelos de las 12 subparcelas se distridbuvd en sels
potes, sembrindoss cada dos potes con la misma especie de plan-
ta indicadorz; se cortaron las ralces y se calificd ia reac-
cibn de la misma forma gue en la primera repeticibdn,

Ensayo 2

3e 1levd a cabo un segundo ensayo utilizando come indica-

dores los siguientes: pléntulas de berenjena (Solanum melonze-

na); plantulas de Micotiana glutinosa; tubérculos pequefios de

papa, cultivar Atzimba; brotes de tubérculos de papa puestos
a germinar previamente en arena, Se utilizaron dos tipos de
suelo: uno provino de un terrenc donde s2 acababa de cosechar
papa y donde hubo gran infestacidn con B, golanacearum ("suelo

kS

infestado"); el otro fue de un terreno vecino al infestado, pe-
ro donde no se havia senbrado pana ("suelo vecino"),

Cada uno do los dos suzlos se distribuyd en tres cajas de
20x60x50 enmy divididas a su vez en cuatro compartimientos. Xn
dos de los compurtimientos de cada caja se sembraron dos fubér-
culos paguafios dz rapn por compzriimiento, gue sirvieren de

testizos; los otros dosg compartimientcs se sembraron con [Jico-

(o

5
iana slutincsa en una de las cajas, con berenjena en la otra
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y en la fltima con pllntulas provenientes de brotes de tubdr-
culos de pava, cuyas raices se podaron al ser transferidos al
suelo en cuestiln. u

Cada uno de estos tipos de suelos se evalud dos veces con
cada planta indicadora, excepto los tub&reculos de papa, con
los que se svalud en seis oportunidades, E1 procedimiento de
cortar raices y la escala de calificacibén fue igual al del
Ensayo 1.

Ce Detececibn de 1 ac ia e

e — - S

medios de cultivo seleativos

Se utilizaron inicialmente tres medios de culiiveo selec-
tiveos, decarrollados en la Universidad de Yisconsin para de-
terminar niveles de Z, gnlanncesrum en el sueslo, cuyas fhHrmulas

incluysn conplementos crecientes de antibidticos (Cuadro 1).
Los primeros cinco ingredientes de las fdrmulas corresponden
al medio TZC {Cuadro 14); el resto de los insgrsdientes se afia-
did en alicuotas de 1 ul de soluciones patrdn, preparadas en

anpollas de agua destilada estéril y traspasadas mediante je-
ringas .y agujas hinodérmicas estériles, vsadas comercialmente
para inyecclones; en dichas ampollas se mantuvieron las solu-
ciones bases y soluclones patrones bajo refrigeracidn., Se hi-
cleron pruebas preliminsres para verificar el crecimiento de
a en epztos medlios selectivos, ¥ dos ensaycs para

verificar la eficiencia de estos con suelo de campo. Luego

d2 haber hecho vrushbas con estas tres féramulsas, se evalud una

cuarta fOrmuia (D}, desarrollada en busca de mejor szelectivi-

. p

dad que las anteriores,
in las prugbas preliminares se compararon les itres medios

de cultivo con el testizo, TZC; las evaluaciocnes se hicieren

a
por meadlo de conteo d2 coilonias en cads nlato, Se hicieron

Cu
o

recclias de Do fClonncesrus vuro con suclo likre la btactieria,

b
O
r\.
A
-
&3]
'l
s

SUSZ 1
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para probar ol ~fncts de dilusionmss o 2ll
»”»

e
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e
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gion de sueslo, Con dichzaz pruchtas se log ccer =21 cre-
ciriento de D, zmal-rnconrun, en contraste con otras vacterias




Cuadro 1. Composicidn de los medios selectivos utilizados
parz aislar P. solanscearum del suelo 1/

Concentracidn

Ingrediente (en agua destilada)

FORMULA A
1) Glucosa*. « o s o o s o o o o u 5g/L
2) Peptona*s. « o o e o s+ o s o o o 10g/1
3) Caseina hidrolizada (casaminofcidos)* . 12/l
4) Clorurc de tetrazolio* « + . o « o « SOppm
5) Agar*s s+ o s s s e« s s« e o o o 185/1
6) Cristal vicleta 5 o« o o « o « o « S0Opp:a -
7?) Polimixina Be sulfato & o o« o o o & 100D

FORMULA B
Fdormula A +

8) Timerosal « + o 3 o o s o « s o 0.05ppm
FORMULA C
Formula B +
9) Chloromicetina. . o . o . ° “ * . 5ppm

10) Vancomicina. ° [ 3 » . ° ° ° . . 10ppm
11) Bacitracina, . ° . ° . . o ° a s 50ppm
12) Tyrothricina +« « o o« o o o o« « « 20ppm

Formula B +
TerthriCina o ° - - ° » - ™ ° - 20ppm
Chleromicetinas. o« o o o & o o s Sppm

[

*  Compenentes del {ledio TZC de Kelman (41)

1/ Gustavo Grarada, Universided de Wisconsin, izdison,
s . -y PR . .
Jlscorsine Febrero 1950, cemvnlcacilén personal,
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de estos susles, en las distintas fdrmulas. De varias dilucio-
res de la suspensibn de suelo, se escogid la de 1:100 (g:ml)
por ser la 1:As baja que permitif desarrollo de colonias indi-
vicdualimente reconocibles, tanto de P, solanacearum como de

otras colonias. Oe conpard el uso de alicuotas de 1,0 u 0,5 ml
vor plato, escogifndose la segunda en base a la facilidad para
distribuir este vclumen en el medio,

Insayos 1 v 2

La metodologia descrita se aplichd con suelos donde se
habia obtenido marchitamiento total en una siembra de papa
("suelo infestado", el mismo del Unsayo 2, seccibn B}, asi co-
mo en suelo de un terreno vecino, sin siembras recientes de so-
lanfceoas (M"suelo vacino”); el suelo se muestred a 10-%0 cm de
profundided, s¢ prepararon diluciones en apua estdril de 1:100
(g:ml) v se esvarcieron alicuotas de 0,5 ml por vlato. Zn el
ensayo 1 se utilizaron 12 platos por cada una de las tresz {br-
mulas con el suelo "irfestado" y 12 platos rAs con el suelo
"vecino'. In el ensavo 2 sblo se utilizd la fdrmula B, vor
haber resultado de mis fheil lectura, con 12 platos nara el
suclo infestado y 12 vara el suslo vecino,

—y

Enzayo 3

Con el fin de mejorar la selectividad de los medios
selactivos’, se probd una fbrmula intermedia entre las B v C,
descritezs en el Cuadro 1, nor recomendacibn del investigador
que logs dogsar rollﬂm/a So uzd suele de una parcela ﬂe Camno
donde ura siembra de nzna 2lcanzd pos

e 105 de suelo en 100 nl de
; aque esta vez s agith vor 30
t btenifndose luego diluciones de 1:100 y 1:1000,
Lo alicuots afindids = cada vlsio con ol nuevo wedic =2 redulo
1

ml; de cods dilucidn se fdzo un traspase a tres nlatos

?/ " Crenndn U”‘i"‘" dod de Vs Q;'.Sil.., ?=!rtdis:0n, Visgeonsin,
e e
- @ -
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11, PERSISTENCTIA DE P,solanacearum EN BELACION AL MAWEJO
PRZVIO DEL TERRENO

A. Descrincibn v antecedentes del Area de estudio

=

Bl trobajo se localizd en el campo ewperimental denomina-
do "La Montafia', del CATIZ en Turrialba, Costa Rica, con una
elevacidn aproximcda de 600 msnm, La zona pertenece a la fore
racibn ecolbgica de bozque muy hlmedo tropical premontanc, con
promecdios de 245 dias de 1luvias al afio y 2640 mm de precipita-
cidn total anual, La temperatura media anual es de 22,3°C (mh-
ximo promedio 27,0°C y minimo promedio 17,6°C). Los suslos
del &reca de estudio son de origen aluvial fluviolacustre, per-
tenecioente al orden de los Incentisoles ¥ clasificados como
Typle lMstropepts, de texiura franco areillosa, La fertilidad
natural varia ds mediana a baja ¥ el drenaje ds normal 2 imve-
dido.

Se usbd un terrsno sin historial reciente de solaniceaas,

v que habia servido, durante los tres afios v medio anrteriores,
para un experimento dirisido por P, A, lVoreno, del Presrama de
Cultiveos Anuales del CATIE; con 21 mismo ce ha comparado el
efecto del manejo de malezas mediantoe cuatro diferentes giste-
mas de labhranza (tratamio ntos), sobre tres difzrentes sistemas

@

de cultivo que involucran maiz en dos siembras por afio, frijol
v malz nsociads con frijo}l en una 2poca (subtratamientos) (59).

b

Lo (ltinmn cienbra de dicho eumarinento so cosochd on merzo de
1980, » cn junio ee inicid el presents trabajo.
Be Trotrmientos

Los tratamientos del euperimento vravio gue se aprovecha-

=y

ron fusron fnicamorts log zictemas de labpn nzay solanants se
. . » -
ugaron Lro sub-norenlos con 2l sistera de cultivo "mals + fri-

3~ O . - PN P ™ T - gy g b
Jol, ooouddo do whist, anualnents (Fig 2)., Loo custro ciste-
™
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Bse1 JSuelo propnrndo en forma tradicional: ferreno roturado

dos veces al afis con arado y lusgo deguenuzado y mullido con
rotavator (rotavator manual YApriah® 7 HP)., Fn este tratamienw
to se sacaron todos los desechos de cada cosecha de maiz y

de frijol, asi como las malezas, arrancindose de raiz, reti-
rando todo el material vegelal v dejando el guelo limpio (en

adelante se denomina TA = terreno aradol.

B.2 Cobkerturs vozotal mencliada con tierraza: el suelo no se

trabajd con imvlementos, sinog que las caflas de la cosszcha ante-
rior de malz se arroncaron manualmente; luego, junto con las
malezas existentes sobre el terreno, se trozaron y con una pa-
la se mezclaron levemente con tierra de la uwisna narcelsa, cue-~
dando aproximadanente en una proporcibdn de 1:1, Innmediatamen-
te des-ubs de cada siembra se aplichd Groroxons (Foracuszt 0,5
kg/ha i.2.) para el control de las malezas. (T adslante CHMMT=
caflas de mafiz mezcladas con tierra).

Be3 lManiteniwmiento de coknerturs vegetal de resginuos de cogecha
50brs sl los desechos de naiz y las malemas whs.

ot ID
o j=
[9)]
o,

g:
sobresalient trozaron ¥ se dejarcn sobre el suelo; ecte
1

tratamiento es b g anterior, pzr0 na se vrsa-
1lizd ninguna mezele de los residuos de cosecha con suelo. Pa-
ra destruir les malezas se usd Gramoxone, al irual que en an-

terior tratomiente (en adelante CMS8S= cafias de maiz =obre el

suelo).,

BolL IZuslo mo attsrade:  los restos de cogecha v lag nalezas

se dejaron en 2l csmpo sgin removar ni trozer; 1as cafias de

neafiz del cultivo anterior quedsrcn en oie dovladas hasta la

nitad, y tan solo se cortaron con machete algunas hojas, EI
as

e
cultivo siguiente se sembrd entre las hil de estas cailas

i n de

(W)

e
rafiz, Yo ronlizd {ndecnmsnic el trahajo de vrenaracid
guslo nocegario nora aonborar v oadicionar el fortilizante al-
redsdeor del hero da 1a condllna, tratends da no alterar la co-

nnoounerior dsl torreno,  Se anlied Gramoxone parn quswmar
3
LY

las malezms de Im wvercela, 2l isunl oue en lus trotanmientos
anteriores (on sdelante 0°S7 = cafing de nnfz sin roncsisn),
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A la vez que se ftomaron las musstras de suelo para pre-
diccibn de la infestacibn por P. sglanacearum mediante prue-

bas de invernadero y laboratorio, se determind la persistencia

real de P. solanaceorum utilizando como cultivos indicadores
papa c¢v. Atzirba y tomate cve. Tropic. %In cada parcela se sem-
braron tres hileras de papa de & m cada una, a 90 cm enire ni-
leras y 30 cm entre plantas (78 plantas por parcela) v 2 hile~
ras de tomate a 1 m entre si, con 25 cu entire planta.

Los sistemas de cultivos y de labranza de suelo se habilan
mantenido, anies de sembrar la papa y el tomate, en un disefio
experimental de parcelas divididas con cuatro repeticlones; sin
embargo, para efecto de este estudio =1 disefic quedd como blo-
ques al azar con cuatiro repeticiones, debido a gue solamente

S A“bwgo, bzjo los distintos sistomas de labranza, con la
subparcelas de la rotzcibn "msiz + frijol seguido de mzizM
(Figura 2).

C. Labores asronbmicas

Coal Sdiembrs

i
Tl tomate se tuvo en semilleros en invernaderg por 3 se-
manas, antes de ser transplantado al campc el 6 de junio de

1

1980; se usd espeque y sz colocd una plantula de tomste en

cada hoyo. La papa se sembrd, ya brotada, el 10 de junie; sa2
abrieron hovns individuales en planc con palas paguefias v ce
coloch un tubireulo nor hovo, En ambos casos se tratd de re-
mover la menor cantidad de suzlo posible,

Ce2 rertilizaciln

")

ara la fertilizacibn se tomd en cuenta 1los requerimien-
1

z cantidad de materis orsfinisa zdicic-

o

tos de coda oultivs v
nada al suelo nor loz rocitae de residucs de coseenn, Soore

ann bara o sn lon tres trots

amientos de conertura verotal ma enie
O Lo nisna coantidad de fertzlizanie, acuniendo que en los
dicilonabn imal cantidad de nmateria corpinica al suelo;

*
Y mAyor

cL trctoricnts imais v oavnde (TR) reeibi

antidsd do fopetid i anie aue los oltios (Cusdro 2),
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Cuadro 2 Cantidad de fertilizante (kr/ha) para los cultivos
papa y tomate en cads tratamiento d=z labranza de

sualo
Tratamiento {(sig- mpoca v
i BT de l & =~ - ) - - .
Cultivo tema abranza N PdO5 Kao MgO bosicidbn

de suelos)

Tomate ChiiT, CHSS, CHSR 50 187 100 ww- A los 10

2fas de
la siemn-
TA 100 200 200 ——— bra en
zona de
raices
Papa T, CM8s, CMSR 100 287 100 50 A la siem-
bra en el
N fondo del
TA 150 300 200 50 Surce
Formulaciones de fertilizante= 10-30.10, nitrato de zponio
(33,59 i1); cloruro de potasio (507 Ka); sulfato de masnesio

(172 Mz2)

Cve3 Deshierbas y medidas titosanitarias

Se realizaron dos deshierbtas manuales con cuchilleo traw
tando de remover lo menos nosible el suelo, en todos los tra-
tamientos de labranza del suelo, a los 21 ¥ 51 dias ds la
siembra de ambos cultivos., Debidec a la gran sus eptlbvlldad
de cztos cultivos 2l ataqus de criscm®lidos (Dinhrotica sp)
¥ a los hongos del follaje, s ¢d semanalmente Sevin
(0,72 ke/ha) mezclado con Dithanc =45 (2 ks/ha) vy el adhe-
rente Ystravon (0,25 litres/ka); sin embarso, ss presentd
un ataque muy szverc dsl honzo Stawmohrlium sp en el tonmate,

i N T D PR I T oy e e I SR o me quy e p s e
vor motivo del cunl hulo gue ornlicar nasta dos wees por sonine

na, tonto Daconilt (1,7 ke/ha) como Tacobre (2,9 kiz/ha), quo
1+

fndn

ergn un countrol wodinnaments efactivo,
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D, Eyaluacibn de la persistencia de D, soianscearum en el
terreno

Dol Plantas indicadoras en invernadero

Para esta prueba, se tomaron muestras de suelo a lo largo
de cada una de las 16 parcelas, en un sitio intermedio entre
las secciones correspondientes a papa vy tomate, a 80 cm o mis
de cualguiera de estas plantas. Tl muestreo se realizd cuan-
do comenzaron a salir scbre el suelo las plantas de papa (a
las 2 semanas de la siembra) y a una profundidad de 10-30 cm.
Por cada parcela se tomaron 16 muestras gue se mezelaron; lue-
go se distribuyl este suezlo en ocho potes de 24320 cr, en seis
de los cualez se sembrd un tubbrculo de papa (cv, Atzimha);
en los otros dos se sembraron seis vlantas de Ficotians slutia

noga; esas fueron las dos mejores plantas indicadoras encontra-
das en los antariocres snsayos (en sse orden); se cortaron las
raices cuando estas llenaron el pote, Para la calificzcibn
se utilizd la escala descrita en la seccibn I E.

D.2 Medios  selectivos._ en el laboratorio

Las muestiras de suelo utilizadas para estos aislamientos
fueron las mismas de la prusba con plantas indicadoras. Se
utilizaron tres vlatos con la ffrmula D (Cuadro 1), por cada

una de las 16 muestras de suelo del experimento; la dilucibn
[ mis slecua~

en azta eccstiril fuz de 1:300, qus parecid ser la
whe

da en base a los resultados del enzavo C3.

- . A = - 3
trz, av2 gz tomd o odintervolos ssuanelos; de todss ostrs loc-
- I'd
t i L Jo vromzdio de marehilez (OFM),

120 una lectura de indice de scveridszd, en la
filtina semena del ciclo verntativo de la pane

2y
guardaba correlacidn con el porcentaje promadio de marchitez;
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para calcular el indice de severidad se asignd a cada planta
un valor de 1 a 6, en la sigulente escala: 1= planta sana;

2= una hoja marchita; 3= 1/3 de la planta marchita; 4= 2/3 de
la planta marchita; 5= toda la planta marchita; 6= planta muer-

H

ta; luego se obtuvo el promedio por cada parcela (31).
D,4 Rendimiento y sanidad de los tubgrculos

La cosscha de la papa se realizbd a las 13 semanas de la
siembra y se midibd la produccidn por parcela, el nfimerc de tu-
bérculos aparentemente sanos ¥y el nlimero de tubérculos con sin-
tomas externos de infeccibdn por P. solanacearunm. De los consi-

derados como sanos, se tomd una muestra de 100 tubérculos por
parcela, que se colocaron en polsas de papel en invernadero;
semanalmente se hicieron cobservaciones para ver si se presenta-
ban tub&rculos podridos, Pasadas 3 semanas, los tubbrculos fue-
ron lavedos y cortados transversalments, con un cuchillo esté-
ril, 2 1 cm de la base, Los que mostraron sintomas de necrosis
en el anillo vascular, caracteristicos de P, golanacearun; se

pusieron en chmara hlmeda durante 1-2 horas, para estimular la
produccidn de exudado bacterisno; la vpresencia de este consti~
tuyd confirmacibn de la infeccidn vor P. solanacearurn.
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RESULTADOS Y DISCUBION

I. MEDICION DEL NIVEL DE INOCULO RESIDUAL

A. Deteccibn de P, solanacearum en malezas zin sintomas

Ensayo 1

Tras el reconocimiento de las malezas de las parcelas don-
de estuvieron los cultivares de papa Atzimba, susceptible a
P. solanacssrum, y M5 35-22, tolerante a la misma (Fig 1)}, se

escogiercn tres especies en base a su frecuencia y la presencia

de lefio, todas sin sintoras de marchitez: l2lszmpodium nerfelia-

——

tum B, ¥, Didens nilocs Loy Galivsoga cilista (Raf) Blake:
se recolectaron 10 ejempleres de cada especie vor subrarcel

llo se observd exudado bacteriano, ni fue positle aislar
la bacteria en ninguna de las 3£0 plantas; la bacteria se ais-
16 de las plantas control, nrocedentes de otro terreno y con
marchitez, No hay duda de que el ferreno nmuestreado estaba al-

tamente infestado con P. solanacearum, ya que se presentd un

alto porcentaje de marchitez en las siembras de papa anteriores

(Fig 1) y posteriores (32) al muestreo, sobre todo en el cul-

tivar Atzimba, Aln asi, ri siguiera se presentaron malezas

con sintomas de marchitez durarnte el recornocimiento.
Halanvodivm perfolintum se ha reportado como hospedante

con sintomas de la bacteria, tznto en combinacidn como en au~
sencia de cultivos susceptibles (31), v asi fue observada du-
rante el transcurso d2 esta investigacibn en terrencs cercznos.
Puede considerarse una planta indicadora de 1la presencia de P,
solannceartn en daterminadsg aroen, cuando invade a1 terreno

logpults de 1a labkranzo mecfivica, contribuwvendo tambifn de es
ta forma a la multinliecacidn de la bacteria, Pero on los te-
rrenos colonizados por malezas al terminar el cultive de papa,
Yelomradium no mostrd merchitez; es dificil que la bacteria
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pueda haber estado infectando estas plantas sin sintomas, pues-
to que hubiese sido detectada aunque fuera er unas pocas de

las plantas utilizadas en esta prlieba° Por otro lado, el he-
cho de gue haya habido gran infestacibn en las parcelas y, a
pesar. de ello, no se havan encontrado malezas marchitas por

P. golanncearum, posiblemente se deba a la labranza del suelo

después de la cosecha de vava., Es de esperar que, si estos
terrsnos hubieran sido rastreados luego de la cosecha, y en-
tonces permitido la invasibn de las malezas, si se hubiesen
encontrado malezas marchitas en el campo, tal como lo reportan
Jackson, Gongzalez v Aguilar (31).

En siembras postericres en las mismas parcelas, luego de
rotaciones con kudz® v wmaiz, con los mismos cultivares de pa-

pa, s2 obtuvo un porcantzje de infestacibn en ambos cultiva-
res mayor queé en la siembra anterior a este muestreo (32).

Insayo 2

Tste sesundo ensayo, complemento del anterior, demostrd
que solamente en vlantas de Melamvodium sv con sintomas ex-
ternos de marchitez es posible detectar la bacteria mediante

ailslamientos en medios de cultivo. Se obtuvo mayor densidad
de vpoblacidn bacteriana en el medio cuandc se utilizaron plan-
tas, jbvenes & adultas, con sintomas avanzados de marchitez
(trat. 1 y 2, Cuadro 3), que cuando ge utilizaron plantas con
los primeros sintemas (trat. 4). Por el contrario, no se ob-
tuvo ninsuna colonia en leos vlatos en gue se utilizaban plan-
tas sin sintomas de marchitez, alin en el caso del tratamiento
5, qua eran plantes uticadas de 5 a 10 cm a plantas totalmen-
te narchitas,.

Zstos resultados compnlenzntan a los obtenidos en el ensa-
vo antaricr en loz siszulentes osvectos: &) se vudo conéeguir
cron cantidad do Uolsmnodium con gsintoma

~ e I

s d2 narchitez bacte-
rinna oopestreando on un camyo recién arsdo, lo gue susiere
gus 1o romocidn de un terreno el necesaria psra que P. golana-

ceprun quede o disvosicidn de este ti

[o I
=
Q

de malezas, quizh sl
c

ser 1levada a la zoon de ralces en formacibn; b)Y el hecho de



Cuadro 3 Determinacifn de P. solanac:
Melampodium sp con y sin sir
de un campo reci®n arado, (

um en plantas de
omus, muestreadas
vlatos por muestra)

Aislamierto en redio de cultivo T7C
- Muestra '~ N° platos con ;recimiento de
P.solanacearum [E. sglanacearum

1. Plantas jbvenes marchitas 5 Muy denso
2. Plantas adultas marchitas 5 Muy denso
3. Plantas jbvenes no marchitas 0] S
L, Plantas adultss nc marchitas 0 -
5. Plantas sin marchitar, junto

a plantas marchitas O ———
£, Plantas con primeros sin-

tcuas de marchitez, junto

a plantas marchitas 5 Poeco denso

que en este caso el terrenc escogido tuvo una siembra previa
con un cultivo no susceptible (maiz), mientras que en 21 caso
del Ensayo 1 el muestreo fue luego de una siembra de pana don-
de hubo alta incidencia de marchitez bacteriana, sugiere que

la bacteria se manifiesta en Melamnodium nerfoliatum sblo en

la medida en que se remueva el suelo, indevnendientemente del
cultivo que la preceda; c¢) Melsmpodivm s» actud como una buew

na indlcadora de campo de la presencin del organismo en cues
tibn pero no un hosnedante alterno per anente, puessto que so-
lamente se obtuvieron aislamientos de plantas con sintomas
externos de marchitez, vero nunca en las plantas sin sintomas

aunque estuviesen contizuas a las marchitas, Anarentexente

~ s » -
tedaz log »wlaontan 3%vanacs gue o2 inf-oton con T, svlnnrféhrwm
sufren marehitoz, eo dicir, congtitursn indiesdorss del estado
de infostoeiln vor un Inanco de pocos ooranns; pero 1u¢go =510

gucdan las wplsantas =onns, vy estas no se infs
te. ¥n una prucba exyploratoria, zlsunas n

s
ron inoculzdas en el tollo con susnansiones concentradas de

34
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P. solanacearum; aflin a2si, ni una sola mostrd sintomas.

Los resultados de estos dos ensayos sugieren que esta ra-
za de la bacteria es un componente normal de la microflora de
estos suelos, persistiendo al menos temporalmente como saprb-
fita ¢ blen en asociacidn no patogénica sobre raices de espe-
cies no hospedantes, como lo propuso Seneviratne para el caso
de Ceylan (69). FEstos resultades tambifn coinciden con los ob-
tenidos por Moffett y Fayward (58) en Australia, guienes no lo-
graron detectar P, golaniscearum en el interior de ralces o ta-

llos de malezas sin sintomas colectadas en campos naturalmente
infestados por la raza 1; y los de Smith vy Godfrey (74) en Ca-
rolina del Norte, gue no enconiraron correlacidn positiva en~
tre la poblacibn ds malezas susceptibles v la severidad de mar-
chitez de canpojy smbos plantean la nosibilidad de que P. gola-
nacsarun sobreviva whs bisn en la rizosfera de estas malezas
susceptibles,. (

1

.B
i.J
io
t

..m.-—a

B, Determinacibn del nivsl de P. solanzcearum en 2l s
d

“nsayo 1

En este ensayo se probaron tres especies de plantas indi-
cadoras, susceptibles a P. sglanace garum; se realizaron dos re-

peticicnes con sus respectivas pruebas corroborativas.
™n la primera repeticibdn (Cuadro L), solsmente se obtuvie-

ron sintomas de marchitez cuando se usd papa como indicador,

+

Yy on un s0lo caso con relomnodium perfoliatum. Utilizando to-

mate no se obtuve nlantas con sintonas en ninguna de las muese
tras. Cuando se utilizd papa comc indizador, el grado de detec-

- ” - - . o - P,
rilm Dan o marvorelmants macns oo lag muostEr

\ 2 zg de suelo nrovenion-
M - £ . . -
teg de Loz sub-marcolss donds se cultivd el hibrido 8 385.22
(grado promedio = 2,17 guz 5n l=2s da suszlo vrovenisnie de

4

las sub-parcelas en que se cultivd el eultivar Atzimba (pgrado

4]

pronsdio = 1,42).



Cuadro 4 Deteccidn de P, solanacearum en invernadero por me=
dio de plantas indicadoras, en muestras de suelo
de un campo con diferentes vnorcentajes de infeccibn
previa en hapa

iﬁ:g?igiéi Reaccidn de wvlantas indicadorasg/
Tratamiento g o - ‘
fig 1) PPMl/ Papa Tomate Melampodium
Gredo promedio de la escala;é
Suelo de 1 55,7 1 1 1
parcelas 2 27,9 1,5 1 H
donde hubo 3 42,9 1 1 i
papa cv. 4 55,0 245 1 |
Atzimba 5 61,9 1,5 1 1
6 L, 1 1 1 1
Promedio I, 91 1,42 1 1
Suelc de 1 5,7 3 ! 1
parcelas 2 10,4 2,5 1 2
donde hubo 3 11,2 1 1 1
pava CVe L 23,4 2,5 1 1
M3 35-22 5 24,2 2 i 1
S 19,6 2 1 i
Promedio 15,74 2,17 1 1,17

1/ PPM = porcentaje promedic de marchitez en siembras previas
de papa en el campo.

2/ Dos potes por repeticidn y una planta por pote.

%/ ZIZscala: Grado 1 = plaﬁtaq gsanas al llegar a la madurez.
Grado 2 = »lantas con sintomas de marchitez sb0lo desnués
ae corTar roicss, Gruuo 3 = plantas con sintomas de
marchitas aflin antes de cortar raices.

e uti-

i

nsavo, en que

o

£
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lizzron las wisnas mucetres de sualc de cada subporcels, pero
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mbra de walz en drvernadaro, se otiuvo el nis-
0 cet

mo tipo de rosultados, en cusnto a guo g0l
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t
la nresenciz de lo bacteria por nsdio de plantas dz par

F
indiendor. Fsta vez no so mrosentd nincfin caso de deteccibn

con eloproliam miocon tomate (Cuadro 5).
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Cuadro 5 Deteccibn de P. solanacearum, por medio de plantas
indicadoras en las muestras de suelo del Cuadro 4,
luego de siembra de malz bajo condiciones de inver-

nadero

Subparcela Reaccidn de plantas indicadorasg/
muestreada
N"(ver 1/ :
fig 1) PPM—

Tratamiento
Papa Tomate Melampodium

_..Grado promedio de la escala 3/

Suelo de 1 35,7 1 1 1
parcelas 2 27,9 2,5 1 1
donde hubo 3 L2,9 1 1 1
papa c¢v. 4 55,0 3 1 1
Atzimba 5 61,9 3 1 1
6 L6, 1 1 1 1

Promedio 44,91 1,92 1
Suelo de 1 5,7 2 1 1
parcelas 2 10,4 2 1 1
donde hubo 3 11,2 2 1 1
papa cVa L 25,4 3 i 1
M5 35-22 b, 2h,2 295 i 1
6 19,6 1 1 1
Promedio 15,74 2,08 i 1

1/ PPM = porcentaje promedio de marchitez en siembras previas
de papa en el campo.

2/ Dos potes por repeticibn y una planta por pote.

3/ Escala: Grado 1 = plantas sanas al llegar a la madurez,
Grado 2 = plantas con sintomas de marchitez solo despuéds
de cortar razices. Grado 3 = vplantas con sintomas de mar-
chitez afin antes de cortar raices.

Utilizando =olamente los rzsultados obtenidos con papa co-
nmo indicador, se tratb de determinar si existia asociacibn en-
tre los datos do dnvernaderc y ci320 en ambas reneticiones; se
encontrd quo no habla correlacidn entre los grados obtsnidos

con papa e€n el invernadero y los porcentajes promedios de mar-
chitez previos al musstreo en ninguna de las dos repeticicnes
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(R-0,41 y 0,12, resvectivamente).

Los resultados anteriores varfan en principioc con los que
tebricamente se esperaba obiener; en parcelas donde hubo Atzim.
ba debid ser mbs alto el nivel de inbculc, vy por lo tanto de-
bid obtenerse un grado mayor en irnvernadero, que con suelo de
las subparcelas de MS 35-22, qus tuvo mucho menos infeccibn en
el campo, Lo anterior podria explicarse de la siguiente mane-
ra: a) In las subparcelas que tuvieron Atzimba de la primera
repeticibn, tedricamente debid existir una alta poblacibn de
P. solanacearum, por el hecho de que existe salida de exudado

bacteriano de las plantas haciz el suelo antes de que mueran
(40, 82). Sin embargo, parsciera que esa alta cantidad de cé-
lulas conpiten entre si y a la vez estimulan al resto de orga-
nismos de la flors microbiana, antagbnicos a P. sclanaceszrun,

a gue :unenten su poblaciln v vor ends bajsn la poblacibn de
P. solanzcearum (49), =n cambic, donde hubo MS 35«22 la pobla-

cidn primaria de P. solanazsarum debid haber sido menor vy, por

lo tanto, =sstar en cilsrto equlllorlo con la flora microbiana,
pudiendo sobrevivir de manera libre en el suelo (19). b) TIn
siembras posteriores al muestreo en estas mismas parcelas, he-
chas luego de una rotacidn con kudzfl v maiz, si bien los por-
centajes promedios de marchitez fueron alteos (alrededor del
53%), las parcelas menos infsctadas en la primera siembra nro
fueron las de nivel mis bajo en la segunda siembra (32); es
decir, la severidad de infestacibn de un afio no deternind ne-
cesariamente el nivel de inbeulo residual que se mantuvo hasta
el sizuiente

Tampoco hubo correlacibn snire el grado de reaccibn de pa-
pa en el invernadero v el porcentaje vromedio de marchitez (PPY)
de esa sesgunda siembra en el campo, lo que significa que el uso

4 - a »
da nlariag Ao vama oan a2l dnverradesro deftactd solaments s nna

marara gcun

LA R T . 1 - -1 k] - -
Itotiva 1a wressncis de P. o gohlonscoasrur en el terre-

e

™ esto enssro ze realizaron zdembs prucbas corroborativ

3

con tomate y Malnmeoadium s» en ambas repesticionss, sembréndola
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en los potes donde nd se habla vpresentado infeccibn en la pri-
mera siembra. S6lo se logrd detectar la presencia de la bac-
teria on tres plantas de tomate, correspondientes a dos subpar-
celas de la primera repeticibn (parcelas 3 v 4 de MS 35-22) v
a una subparcela de la segunda repeticidn (parcela 6 de Atzim-

ba). Con M¥slampodium sp no fue posible en ninglhn caso detec~
tar a P. solanacsarum en estos suelos,

Tstos corroborativos demuestran la dneficacia de tomate
v Melamvodium sp como indicadora de invernadero; ademfs, nunca

se logrb detectar la presencia de la bacteria en sus haces vas-
culares (prueba del exudado), por lo que aparentemente ni si-
guiera hubo psnetracidn de la bacteria dentro de las plantas.
Todo esto sugiere que en 1la prictica no se justifica realizar-
los, cuando no es posgible detectar en primera instancia la
presencia de la bacteria.

Ensayo 2

Los resultados de este enSQyo, al iszual que el anterior,
indican que la siembra de tubfrculos de papa es el mejor mé-
todo de invernadero para detectar la presencia de P. solznzcsa-
run (Cuadro 6), En todos los casos, tanto en el "suelo infes-
tado" cono en 21 "suelo vecino, el grado cobtenido con tubér-
culos de pava fue mayor que con el resto de especies indica-
doras yprobsdas., WNicotiana slutingsa fue algo menos eficiente

en detactar la nresencia de la bacteriz, y berenjena afin me-

nos., Con las n»nlintulas de papa provenientes de brotes no fue

W

rogible detectar al orszanismo en ninsln caso.
Una nosivle limitacidn de losz tubfrenlos de papa, al uti-

lizarlos cono indicadoras, es gu= deben venir de campos en
que se tenga la certeza de gque no sxiste P. solanacanrum (18).
" ocngo contrario, Misotdans ~lvtinnca pusde gor utilizada,

auneus oon clers 1 caanto a dificultas de zare
minacida v lanto creciviznto; sin enbaros, su samills sz opu
tener en reiril
nusde sor

u
-, I
seria una tercara counciln, TU2s parc



Cuadro 6 Deteccibn de P, g0 earum,en invernadero y por
plantas indicadoras, en suelo de un terrsno alta-
mente infestado y de uno vecino al mismo (Ensayo 2)

Plantas .. 8uelo Suelo
indicadoras infestado 1/ vacino
(PRli= 58,4)=

Grado promedio de la escala 2/
Plintulas de pava

provenientes de 3/
.4
tubérculos 1,8 24l
Hicotiana glutinosa 1,4 2,0
renjena 1,5 1,0
Plintulas de navna
provanis ntes de brotes 1,0 1,0
Promedios npor
muestrs de ouslo 154 1,6

1o

1/ Porcentaje promedio de marchitez en siembra previa de papa.

2/ FEscala: Grado 1 = plantas sanas al llsgar a la madurez;
Grado 2 = vlantas con sintomas de marchltez sblo después
de cortar raices; Grado 3 = plantas con sintomas de mar-
chitez aflin antes de cortar raices.

3/ Doce plantas por suelo por indicador.

lo demuestra el hecho de que en el "suelo vecino" no pudo de-
tectar la presecncia de la bacteria. Las plintulas de papa

provenientes ds brotes tuvieron =21 inceonveniente de un creci-
miento pobre al ser transplantadas al suelo en prueba, lo que
avarentencnte les hizo noco susceptibles a la infeccidn por
Ps solanacearun,

Como anteccdantes del terrenc en cucstibn, on 21 suclo
infestado nubo 53,87 d2 snsrchitsz vromedio, con el cultivar
2 orrpa Atodnua, nvdesdo aleongado 1007 1a Qltina zomonog oo
to significa todricamonte una poblacibn nuy alta de P, solas

c .

2l de inh

}-.u
<

s}
nnearun n el guclo vecino, el n
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bién tobricamente estar mls bajo, pucsto que no estuvo la papa
como fusnte de reproduccidn de la bacteria, Sin embargo, su-
cedid el mismo fenbmeno que en el ensayo anterior, puesto que
en el Y“suelo vecino!" en promsdio se obtuve un grado ligeramen-

te mayor en la deteccibn de P. solanscearum. Esto tiende a
corrovorar lo especulado en el primer ensayo, que en un suelo
muy infestado sz estinula el incremento de microorganismos an-
tagbnicos a P, golarazcearum, lo gue trae como consecuencia cier-

ta baja en la poblacidn detectable en el invernadero., Por el
contrario, en el suelo vecino parece existir un equilibrio en
este sentido. Algo similar se ha encontrsdo en suelos de la
Wstacibn Dxperimental Fabio Baudrit, en Alajusla, infestados

por la raza 1 l/.
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Ce la 1n bacteria en nedlos d= cultivos selectivos

it et St gl o,

nsavo 1

Cuando sz incubaron en los medios selectivos extractos
de un sueslo con infestacibn natural, no se obtuvo ninguna co-
lonia de 2. golanacearun en ninguno de los 84 platos utiliza-

dos (28 platos con cada formula), segln se muestra en el Cua-
dro 7.

En todos los platos crecieron abundantes colonias des o-
tras bacterias, de tan diversa indole gue no se intentd carac-
terizarlas; so0lo hubo una moderada disminucidn ds estas btac-
terias en los msdios con nfs antibibticos (B y C); esto indi-

(&3]

?

ca que los medios no son tan selectlvos para P. solanzscearim
+ m~ -~
03 [
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al nenos an e
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tropicales, comno 1o han gido en s
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los de zonas tennl . Lo que si se obtuvo fue una total

inhibicibn d¢ crecimionto funcsocso,
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Cuadro 7 Deteccibn de P. solanacearum por medios de cultivos
selectivos en un suelo naturalmente infestado y en
uno vecinao

“nsavo 1 noavgo 2
Muestra formulas del medio selectivo formula B
de A B C
suelo B;g%/Otrasg/E.g. Otras P.s. Otras Lese Otras
ihmero promesdic de colonias por plato

Infestado O 1764 0 1354 0  871. 0,17 1220
Vecino 0 1594 0 1040 0O 868 . 0 1607

1/ Pseoudomonas solanacearum 2/ Otras bacterias

Siempre hubo colonias similares a P. sglanacearum pero al

recultivarlas en platos con TZ0 y compararlas con =21 testigo

se comprobd gque no eran coloniss de P. golanacearum,; también

se hicleron con algunas de ellas pruebas de patogen 101dad que
resultaron negativas. =1 nlimero de otras bacterias varid de
acuerdo a la muestra, aunque generalnmente fueron mayores en
platos con la formula A; ademfs, en muchos platos se presentd
una masa mucilaginosa de tipo bacteriann, que cubria a veces

L2

hasta un 10077 de los platos. Se escogibd la f8rmula B para la -

suient=z prucha dado ague generalmente permitid el desarrollo

C"\

g un menor alinero de otras bacterias que en A, y permitid un

1o do P. solanazosrunm ligeramente més vigoroso que en
r]
i)

anterisr noro uiilizando esta vez la formula 8 solomante, se

platox

L P aw etiaa

utilizados (Cuzdrs 7). Tota colonin fue gstrisda de nuzvo
en TLC, comparindola con un testizo aislado del tallo de
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M. perfolintum, vy se ratificd que si era la bacteria en cues-

tibn, Dicha colonia se obtuvo en un plato gque recibid una
alicuota de 0,5 ml de extracto diluido 1:100 de szuslo "infesta-
do", y en el que adenfs crecid una poblacibn de otras bacterias
de aproximadamente 3C0 colonias, més una masa mucilaginosa,
presumiblemente bacteriana, que cubrid el 20% del plato. En
el resto de platos, en que no se obtuvo colonias de P. solana-
cearum, se presentaron muchas coloniss ris de otros tipos.
Ademfs, en casi todos los platos se obtuvo el mismo tivo de ma-
sa mucilaginosa de tipo bacteriano del ensayo anterior,

Bl hecho de que se detectara solamente una colonia de P.
solanacearum de suelo altamsnie infestado, en un total de 112

platos, indica que estas fbrmulas son relativamente ineficienw

-

tes como medio de vpredecir si un suelo estd o no infestado,

En contraste, esta prediccibn se logrd indirectemente con fa-
cilidad por medio de plantas indicadoras, sembradas en muestras
nrovenisntes de los mismos suslos utilizados con los medios

selactivos (Secciln B, Insayo 2, phgina 39).
Fnsayo 3

in &l medio selectivo intermedio entre B y C, tras una
agitacibn cxtendida a 30 minutos, y con alicuotes reducidas
0,1 ml por plato, no se obtuvo ninguna colonia de P, golanacea-
run en la dilucibn 1:10, =e obtuvo una solz en la dilucidn
1:100 7 cuatro en la dilucibn 1:100C, Zn cuanto al nfimero
de colonias de obtras bacterizs, esnarentemente hubo irnhibicibdn
entra ellas eon la dilucibn 1:10, donde el promedio fue de 1033
colonias v no de 3000 como era de egperar, de acuzrdo a los re-
sultados de ngysrss dilucions

s (Cuadro 8).
Se considerd que pudo haber
M

icionzg an el camno como 1a utiiizada
(102 de nmnrchitez en una sienbra vecina de papa); en consa-
celdid utilizar ung dilucibn de 1:300 para el res-
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Cuadro 8 Colonias de P. solanacearum y otras bacterias obteni-
das con tres diluciones .de un suelo altamente infes-
tado tras agitacibn prolongada, en el medio de culti-
vo selectivo D. '

; P, solanacearum QOtras bacterias
Dilucion plato ] 2 3 plato 1 2 z
nimero de colonias

1:10 0 0] 0 1590 684 827
1:100 1 0 0 254 239 455
1:1000 1 2 1 22 L0 34

to del trabajo, considerindola, logaritmicamente, un punio in-
termedio entre 1:100 y 1:1000.

II. PERSISTENCIA DE P, solanacearum EN RELACION AL MANEJO
PREVIO DEL TERRENO

A. Deteccibn a través de plantas indicadoras en invernadero

El uso de tubérculos de papa y el de pléntulas de Nico-
tiana glutinosa fueron, en ese orden, los mejores medios de

predecir la presencia de P. solanacearum en un suelo natural-

mente infestado. En base a ello, ambos se utilizaron en esta
parte del experimento también paraverificar su eficacia como
indicadoras.

Los resultados obtenidos confirman que la papa es la me-
jor planta indicadora para detectar P. solanacearum de un

stelo naturalmente infestado, sin historial reciente de sola=~
niceas (Cuadro 9)., Practicamente en todos lcs casos la pa-
pa did un valor mis alto en el grado de la escala utilizada
para tal fin; solamente en un caso (CMMT, repeticidn II) el
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Cuadro 9 Reaccibn de rlantas indicadoras en invernadero como
medio de predecir la presencia de la raza 1 de P.so-
lanacearum en terrenos con cuatro diferentes labran-
zas de suelo, Turrialba, Costa Rica

. Deteccibn por »nlantas indicadoras Porcentalje
Trata- Repe- promedio
miento ticibn Papa M. glutinosa march. en
(tubérculos) campo medi-
do en papa
(PPM)
—--Grado promedio de la escala e
I 242 ik 49,9
IT 2,2 1,5 61,3
TA III 2,7 1,7 7749
IV 242 2,2 68,6
5
Promedio 2429 ab/ 1,70 a 64,40
I 1,7 1,0 22,8
I1 1,8 2,2 3590
CMMT TiT 1,7 1,2 21,9
IV 1,8 1,0 8,8
Promedio 1,79 b 1,35 a 21,75 D
I 1,3 1,0 8,6
II 2,0 1,0 L",a
CHMSS III 2,5 1,9 5,0
IV 2,2 1,9 38,4
Promedio 2,00 ab 1,45 a 26,31 b
I 2,0 1,2 4y5
11 1,5 1,3 15,6
CMSR I7T 2,3 1,8 5Le6
IV 1,8 1,0 23,6
Promedio 1,92 ab 1,33 a 204,56 b
C.V, 14,26 50,92 29,32
l/ Tonalsa: Orado 1z plantas sanns al llegar a la mpd\lrnz; Org-
do 2= plantas con rleO”"T e nﬁrcnlwﬁz snlo d@HpJ s de
ccrtar raicos; Srodo 3= nlantas con sintomas de marchitesz
alm antes de Corior ralces.
2/ Promedios de 1a migma colurnna seguidos de 1a misma letra
no dific:ron sisnificativamente entre si, de acuerdo a la
Prueba de Duncan, al 0,057,
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valor del indice de N. gluﬁinosg fue mayor que el de papa.

Debido a que se obtuvieron posteriormente los porcentajes
promedio de marchitez de campo (PPM), se pudo verificar la efec-
tividad de las plantas indicadoras como medio de predecir la
presencla de P. solanacearum en este campo. El anflisis esta-
distico produjo los siguientes resultados: a) cuando se utili-
20 papa como indicadora solamente hubo diferencias significati-
vas entre TA (promedio 2,29) y CMMT (promedio 1,75) seglin la
prueba de Duncan al 0,05%; no hubo diferencias significativas
entre estos y el resto de tratamientos (Cuadro 9)., Es de su~
poner que no se detectaron el resto de diferencias entre tra-
tamientos en el invernadero, debido a la cantidad limitada de
plantas indicadoras utilizadas (6 plantas por repeticidn por
tratamiento); b) cuando se utilizd Nicotiana glutinosa como
indicadora, no hubo diferencias significativas entre tratamien-
tos, es decir, este indicador no logrd detectar las diferencias
existentes a nivel de campo; c¢) el coeficiente de correlacibn
entre los tres datos, para determinar si existia asociacidn
entre los valores de campo (PPM) y los datos de invernadero,
indicd la siguiente relacibn:

Papa o O,

74 PPM
o.;\/75~

N. glutinosa

Los resultados confirman el valor de usar a la papa como
medio para predecir la presencia de la raza 1 de P. solanaces-

rum en un terreno del que no se tenga conocimiento si esti in-
festado o no. En cuanto a Nicotiana glutinosa, el coeficiente

de correlacidn obtenido indica que se puede confiar en su uso
como medio de predecir la presencia de P, solanacearum en un

suelo. Sin embargo, resulta menos efectivo que la papa en
predecir la presencia de la bacteria en condiciones de campo.
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B. Aislamiento en medios selectivos

En este intento de prediccibn de infestacibn por P. sola-
nacearum s0lo se logrd detectar a la bacteria en parcelas que
luego mostraron mis del 81% de marchitez de plantas de papa en
la (ltima semana de evaluacidn, y mids de 38% en promedio gene-
ral de marchitez (Cuadro 10),

La férmula utilizada,a pesar de su alta concentracidn de
antibibdticos, aparentemente no inhibid el crecimiento de P. so-
lanacearum, como lo indica el hecho de que cuando se diluyd
un suelo 1:300 y se le agregd 10° cel/ml (poblacibn estimada)
de P, solanacearum, se consiguid 1145 colonias de esta y 381
colonias de otras bacterias ({iltima linea del Cuadro 10). La
dilucibn de suelo 1:300 pareciera que fue adecuada, porque,
comparando los resultados de la dilucidn 1:1000 del Ensayo
103 (phgina 44) y los de la dilucidn 1:300, con el mismo sue-
lo (Rep. III del tratamiento A) del presente ensayo, se nota
que en ambos se obtuvo nfimeros similares de colonias de P. s0-
lanacearum y de otras bacterias. Esto sugiere que en el se-
gundo caso no hubo autoinhibicibn, aunque haya aumentado la
concentracidn de suelo; por lo tanto, a la dilucibn 1:300
aumentan las probabilidades de detectar a P. solanacearum en
suelos de bajas poblaciones.

Por otra parte, se notd ques los platos en donde se detecw
td P. solanacearum tenian en general una poblacidn baja de

otras bacterias (72 colonias por plato, en promedio), mientras
que el promedio de estas bacterias en platos sin P. solanacea-
rum fue generalmente elevado (promedio 140 colonias por plato).
Esto pudiera indicar un efecto del manejo de suelo sobre las
otras bacterias, inverso al efecto sobre Pseudomonas, pudiendo
ser la baja poblacibn de otras bacterias lo que permitid de-
tectar a Pseudononas en las parcelas TA.

Para elucidar lo antericr, se determinaron los coeficien-
tes de correlacibn entre los siguientes parémetros:
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PPM -0, 46 Nimero promedio de otras colonias en
. " laboratorio

0,73 -0,43

Nfimero promedio
de colonias de
P. solanacearum
en laboratorio

Los resultados indican que existe asociacibn entre el nfi-
mero de colonias de P. s0lanacearum obtenidas en el laboratorio
y los valores de PPM obtenidos en el campo. En los dos casos
en que no se obtuvo correlacidn significativa, el s=igno suglere
que existe una asociacidn inversa, es decir, que a medida que
aumenta el nfimero de otras bacterias (posiblemente antagbnicas
a P. svlanacearum) en el plato, disminuye el porcentaje prome-
dio de marchitez en el campo y el nlimero promedio de colonias
de P. solanacearum en el laboratorio, y viceversa., En Japbn
(77) y en Australia (49) se ha determinado que, en suelos don-
de se incrementa la materia orginica, la poblacibn de P. sola-

nacearun baja rfipidamente, probablemente debido a una mayor ac-
tividad microbial.

Todos estos resultados hacen suponer que el detectar la
presencia de P, golanacearum en medios selectivos de laborato-

rio podria ser determinado por el efecto que bacterias antagd-
nicas a P. solanacearum ejercen sobre su manifestacidn en es-
tos medios selectivos; puesto que el tipo de labranza influye
directamente sobre P, solanacearum, asl como sobre su relacidn

con sus organismos antagbénicos, habria aumento o no de la pobla-
cidn de la primera en la medida que quiebre o se guarde esa re-
lacibn.

©1l suelo utilizado en estos aislamientos se secd al aire
vy se calculd el nlimero de c&lulas de P. golanacearum detecta-
das por gramo de suelo seco; en las muestras donde se detectd
la bacteria, su poblacidn varib de 2,5 a 5,0 x 104 ¢&lulas por

gramo de suelo seco, El hecho de haberse cuantificado pobla-
ciones tan bajas de P. solanacearum de un suelo naturalmente




50

infestado es importante, puesto que fuera del trabajo de Grana-
da y Sequeira (22) sdlo hay informes en la literatura de cuan-
tificacidn precedida por inoculacibn artificial del suelo, ¥y
afin asi con un minimo de 2,5 x 106 células/ml de suelo (36);

en otros casos, con diferentes medios selectivos, se ha medi-
do solo hasta un minimo de 107 células/g  de suelo seco (8, 38,
63).

En las figuras 4 y 5 se muestran las colonias de P. s0la-
nacearum en cultivo puro, en mezcla de cultivo puro con extrac-
to de suelo, en sblo extracto de suelo, y se observa un plato
gin colonias de P. solanacearum, en el que se nota la gran can-

tidad de colonias de otras bacterias, en contraste con otro en
que si se pudo detectar a P. se¢lanacearum, con pocas colonias
de otras bacterias.

Cs Marchitez y severidad en el campo

C.1 Porcentaje de marchitez en papa

El porcentaje promedio de marchitez (PPM) se obtuvo de
nueve lecturas semanales, luego de la emergencia; a la décima
semana las plantas estaban ya demasiado maduras como para
apreciar con certeza casos incipientes de marchitez. Para efec-
tos de cAlculos estadisticos cada uno de los valores de PPM se

Fig, &4 Crecimiento de P. solenacearum en el medio de cultivo
selectivo de Granada y Sequeira (22). 4.1 Plato A= crecimien-
to de P. solanacearum en cultivo puroc. Plato B= mezcla de cul-
tivo puro de P. sglanacearum con extracto de suelo. Plato C=
o¥on1a de P. solanacecarun (flecha) proveniente de un extracto
de suelo. 4.2 Plato A= colonias individuales de P. solanacea-
rum creciendo en cultivo puro. 4.3 Plato B= crecimiento de co-
Teonias de P, gwiﬂw“r~~rvm (prezvia inoculacidn) junto con colo-

nias de otxae tacterias del suslo. Las flechas seflalan las
co1oni g de Po.rglnince ﬂrnw. L,4 Plato C= colonia de P. solana-
cearuan - (flecinz) aicleua uirsctamente de un extracto del suelo.

Tl rngto de colorias corresponden a las "otras bacterias'" pre-
sentes en ese suelo.
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Figs 5 Deteccibn de P. solanacearum (flecha) en un plato
(C) en que se desarrollaron pocas colonias de
otras bacterias; en contraste con el plato D, en
el cual no se pudo detectar a P. solanacearum,
pero existe gran cantidad de colonias de otras
bacterias,
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transformbd por arcoseno (75). Los valores de marchitez por
semana, repeticidn y tratamiento, se muestran en el Cuadro 6A.
En el tratamiento de terreno arado (TA) hubo un desarro-
1lo continuo de la enfermedad en las cuatro repeticiones (Fig.
6), comenzando dicho ataque inmediatamente después de emerger
las plantas. E1 ataque ocurrid mis temprano en la repeticidn
IIT y més tarde en la I; en la repeticibn III se habia llega-
do a 100% de infeccidn de las cinco semanas de la siembra; en
cambio, en la repeticidn I se llegh a ese porcentaje en la dé-
cima semana. Lo importante es que con este tratamiento de la-
branza del suelo (TA) hubo un desarrollo acelerado de la en-
fermedad, llegando en todos los casos hasta un 100% de infec-
cidn (Fig. 7). Los anflisis estadisticos indican que este
tratamiento resultd significativamente diferente al 0,01% del
resto de los tratamientos (Cuadros 11 y 9A). No se encontra-
ron diferencias estadisticas significativas entre los trata-
mientos de cafia de maiz mezclados con tierra, cafias de maiz
sobre el suelo y caflas de maiz sin remocibn, que resultaron
todos estadisticamente diferentes al tratamiento TA, Todos
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los tratamientos de labranza reducida tuvieron un comportamien-

to similar a través del ciclo de vida de la papa, difiriendo
marcadamente con el de labranza convencional (Fig. 7).
Pseudomonas solanacearum tiene una distribucibdn muy hete-

rogénea en el suelo, afin en puntos cercanos de suelos relati-
vamente uniformes (40, 71) ;esto hace que la variabilidad sea
alta en ensayos de poblacibn o de nivel de enfermedad, y obli-
ga a veces a considerar individualmente el comportamiento de
determinadas repeticiones, que difieren de las demis por fac-
tores muy localizados. Tal fue el caso de las repeticiones
TIT y IV en este experimento, '

ntre los tratzamientos de labranza reducida se establecie-

ron diferencias marcadas de acuerde a la repeticibn; en el
tratamiento CM38 (Cuadro 6A, Figura 6), repeticiones I y II,
la marchitez a la décima semana de la siembra fue apenas de
26,7 y 19,0% respectivamente, mientras que en las repeticiones



Porcentaje de marchitez

5y

I, IT, III, IV =
n{,nn

TA CMMT

100

Ao

q0
&0
50
4O ‘F/f‘J/
30 _ '
PR
1o

ero de repeticibn

R II

R
R ITI
R IV

i3 3 45 613 41l ] 23456 3 84]¢C

Semanas después de la siembra

CMSS | CMSR

R I11

R IV
R IT

(o0 : : '
Qo R TIII

?O R IV

30

6O

50

H0 /
30

20 ,_4// R I _

1o RIT #WJW“J/

34 45 6 47 8 4C : I 234 5 ¢ 743 410

w

» -
Semanas desnues de la sienmbra
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Cuadro 11 Valores promedios, por tratamiento de labranza del
suelo y repeticidn, de los porcentajes de marchiteg
en papa y tomate y del indice de severidad en papa |

en el camno.

Porcentaje promedio de marchitez Indice de

Trata- N
Repet. severidad
miento Papa Tomate en_papa
—Porcentaje promedio— Grado promn,
L 49,9 Sily 5,8
II 61,3 33,7 5,9
TA 111 7759 5s1 6,0
v v 68,6 352 6,0
Promedio bLh,b]l at**11,33 a 5,94 a*
I 32,8 5’2 3’2
II 33,5 345 Lyl
CMMT ITT 21,9 1,8 3,0 .
v 8,8 3,0 252
Promedio 21,75 b 5.58 a 2,22 Db
I 8,6 0 2,0
I1 Ly2 242 1,7
CMSS 111 54,0 12,6 5,5
v 38,4 12,0 4,9
Promedio 26,31 b 6,72 a 2,54 b
I Ly5 1,0 1,7
CHSR I1T 54,6 3,1 5,6
IV 23,6 1,8 3!3
Promedio 24,56 b 1,48 a 3,39 b

Coeficiente de
variacidn 29,32 77255 32,073

1/ Promedios de la misma columna seguidos de la misma letra
no difieren significativamente entre si, de acuerdo a la
prueba de Dunca, al 0,054 (*) y al 0,01% (**),
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" TIT y IV la marchitez 1legb a 93,7 y 81,5%., La Figura 2 mues-
tra la ubicacibn de estas parcelas ern el campo; las repeticio-
nes I y II, al lado derecho de esta Figura, estfn en sitios no
accesibles al transito de gente e implementos, debido al canal
de drenaje alli ubicado; en cambio, las repeticiones III y IV
estén en un lugar en que hay mayor trénsito de gente y llega
el agua de drenaje de otros terrenos sujetos a aradas conven=-
cionales; las aguas de drenaje se han sefialado como responsa-
bles de la diseminacibn local de P, solanscearum (71). Adenmis,
las parcelas del tratamiento de CMSS en las repeticiones III y
TV estaban ubicadas en la parte oceste de la repeticidn, es de-
cir, aflin ms accesibles a todos estos factores. Sucede lo mis-
mo con el tratamiento CMMT, pero esta vez es la parcela de la
repetizidn II la que tiens el mayor porcentaje de marchitez,
aparentemente por su ubicacidn en el extremo de la repeticidn.
Todo lo anterior hace suponer que las diferencias tan mar-
cadas entre repeticionss sean por estos factores externos y no
por efecto de la repeticibn. Si esto es cierto, y las parcelas
hubiesen estado ubicadas en un lugar sin efecto de esta serie
de factores secundarios, los resultados en tcdas las repeticio-
nes posiblemente hubiesen sido semejantes. Problemas de esta
naturaleza fueron encontrados por Seneviratne (69) en Ceylan,
en estudios sobre distribucibn de biotipos de P, solanacearum,
¥n la Figura 8 se muestran los efectos de la minima la-
branza, representados por el tratamiento ClSR, en la reduccibn
de la marchitez bacteriana, en contraste con la labranza con-
vencional (TA), que conlleva a un aumento significativo de la
poblacidn de malezas (59), algunas de ellas susceptibles a
P. golanacearum, La Figura 9 muestra como algunas plantas de

olamnodivg rerfolistum, que invaden el terreno con labranza

convencional, se marchitan al mismo tiempo que las Gltimas
plantas de papa.
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Fig. 9 Presencia de la maleza Melampodium sp
en estado sanc (M.s.) y con primeros
sintomas de marchitez bacteriana (M.m.),
en una de las parcelas sometidas a la-
branza convencional (TA), con un 100%
de infeccibn en papa (P.m.)
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Ce2 Indice de severidad en papa

Este valor fue obtenido en la filtima semana en que se hi-
zo la evaluacibn del porcentaje de marchitez, mediante la esca-
la descrita por Jackson y Gonzélez (31), fundamentalmente para
determinar si habla correlacibn entre este indice y el porcen-
taje promedio de marchitez (PPM). Los mayores indices de seve-
ridad se encontraron en el tratamiento de terreno arado, y fue-
ron significativamente diferentes al resto de tratamientos (CMMT,
CMSS y CMSR) (Cuadros 11 y 74). A su vez, al igual que con el
PPM, estos Gltimos tratamientos de minima labranza no difieren
estadisticamente entre si. EL coeficiente de correlacibn, en-
tre los valores de indice de severidad y los del PPM en papa,
fue de 0,98, lo que indica una asociacidn muy alta entre ambos.
Tebrlcamente, se pudo haber hecho una sola evalunacibn, midien-
do severidad, sin necesidad de los conteos semanales de per=
centaje de marchitez., 8in embargo, el indice de severidad tie-
ne el inconveniente de que es dificil determinar si una plan-.
ta murid por efecto de P. solanacearum o por otro factor ex-

terno durante las primeras semanas del cultivo, de alli que se
deba determinar periddicamente las causas de muerte de las
plantas.

En general el porcentaje promedic de marchitez en papa,
0 bien el indice de severidad, constituyeron los mis claros
indicadores de la persistencia de Pseudomonas solanacearum

en estas parcelas. Las pruebas de invernadero, y en menor
grado las del medio selectivo, constituyeron una prediccibn
confiable desde el punto de vista cualitativo, pero no cuan-
titativo (Fig. 10).

Ce’3 Porcentaje promedic de marchitez en tomate

La evaluacibn en tomate se realizh por medio de la deter-
minacidn semanal del porcentaje de marchitez, en este cazo en
base a 12 semanas. In el Cuadrg 8A se presentan los porcenta-
Jes semanales de marchitez por repeticibn, wmientras que en la
Figura 7 se muestra el progreso de la enfermedad en cada tra-
tamiento.
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Figura 10 Resefla de la evaluacidn de distintos métodos para

detectar la opresencia de Psoudomonas solanacearun

en sueslo infestado.
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Cuando se usb tomate como indicador de campo no hubo dife-
rencias significativas entre tratamientos al 0,05%, de acuerdo
con la prueba de Duncan; hubo casds, como la segunda repeti-
¢idn del tratamiento TA, en que el porcentaje de marchitez en
la Qiltima semana llegd hasta 76%, pero en el resto de repeti-
ciones del mismo tratamiento sdlo llegd a 9%. Estos resulta-
dos indican que el tomate, en comparacidbn con la papa, es un
indicador menos eficaz de la presencia de la raza 1 de P. sola-
nacearum en estos terrenos, a pesar de permanecer mayor tiempo
en el campo (Figura 7).

Hay antecedentes de ataques severos de marchitez bacte-
riana en tomatales sembrados en terrenos adyacentes al de es-
te experimento, pero en todos los casos fueron terrenos suje-
tos a labranza convencional. Los resultados aqui descritos
sugieren que el tomate podria ser cultivado sin mucho riesgo
cuando la labranza de suelo es minima o cero; el desarrollo
de la enfermedad fue lento en los tratamientos de minima la-
branza, llegando apenas en el tratamiento CMSR a un miximo
de 7% de plantas marchitas en la repeticibn més afectada, en
CMMT a un miximo de 11% y en el de CMSS a un maximo de 28%
(Cuadro 8A). Zsto indica que la cero labranza puede ser un
buen recurso para el cultivador de tomate que confronte la
presencia de la raza 1 de P. solanacearun en sus terrenos.

Se encontrd asociacibn entre el PPM de tomate y el indi-
ce de severidad a la décima semana en papa, con un coeficien-
te de correlacibn de 0,60; esto corrobora el efecto de los
tratamientos de manejo sobre el inbculo disponible para toma-
te, a pesar de la falta de diferencias significativas entre
tratamientos,

Se notd que la &poca de mayor susceptibilidad del tomate
(donde ocurrid ¢l mayor incremento de plantas marchitas) estu-
vo alrededor de la &poca de floracibn (Fig. 7). Probablemen-
te esto se debid al "stress" en que entra la planta en esa
&poca, que la hace mis susceptible a la bacteria. En cambio
después de esa época, va en la formacidn y maduracibn de
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frutos, las plantas se volvieron méas resistentes a P. solana-
cearum y précticamente no hubo nuevos casos de marchitez,.

D. Rendimiento y sanidad de los tubérculos de papa

La produccibn de papa de este experimento no se debe con-
siderar desde el punto de vista comercial, sino mas bien como
una medida del efecto que tiene P.solanacearum sobre 1los tubér-

culos de un cultivar de papa susceptible, ¥y bajo las condicio=-
nes, quizh, mis extremas que existen de marchitez de campo,
Ademés, la papa en este caso fue usada como indicadora de P.
solanacearum en suelos con distintas labranzas y, como tal,

no le fueron dadas las condiciones para un bptimo desarrollo

agrondmico; las Qinicas labores realizadas fueron la siembra,
la fertilizacibn, dos cortes manuales de malezas y la cGse-
cha, pero en ningln momento se hizo aporca, labor muy impor-
tante en papa, para no alterar los tratamientos de suelo que
durante cuatro afios fueron mantenidos en estos terrenos,

En parcelas con el tratamiento TA casi no se cosechd nin-
ghn tubérculo, y de los cosechados la mayoria estaban infec-
tados (Cuadro 12). Zn el resto de tratamientos se cosechd
gran nimero de tubérculos, pero muchos de ellos ya estaban
infectados. De la nmuestra de 100 tubérculos, tomada para de-
terminar el porcentaje de marchitez post-cosecha, se encontrd
que este varid de 19,58% (CHMMT) a 38% (CMSR); con este se co-
rrigieron los valores de tub&érculos avarentemente sanos al
momento de la cosecha, pzra obtener el nlmero real de tubér-
culos sanos por tratamiento; solamsnte hubo diferencia sig-
nificativa, al nivel de 0,05% entre los tratamientos CVMMT y
TA; lo mismo ocurrid con el rendimiento por peso, expresado
en toneladas por hecthrea. =n el rendimiento total (sanos +
infectados) no nubo diferencia significativa entre tratamien-
tos, a pesar de las marcadas difersncias qus indican los pro-
medios (Cuadro 12, Figura 11). -

Los resultados anteriores, en que solamente hubo dife-
rencia significativa entre CMMT y TA,son consecuencia de que
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Cuadro 12 Efecto del manejo previo de suelo sobre la produc-
cidon de tubérculos de papa sanos e infectados,
corregidos por el porcentaje de marchitez de post

cosecha
Rendi- » . .
mars men Moo ons®  Difectadosl’ pienss
T/ha N % N % canos”
T/ha
I 17 31,5 37 68,5
II 6 30 14 70
TA 111 0 0 0 0
Iy 0 0 0 0
Prom. 0,18 a2/ 6 b 31,08 13 68,9 0,03 b
T 80 40 120 60
IT 71 59,2 49 40,8
omMT 1T 172 60,8 111 39,2
v 160 54,8 132 45,2
Prom. 4,92 a 121 a 53,97 103 46,0 2,40 a
I 192 46,5 224 53,8
IT 201 50,1 200 49,9
CMSS  III 21 53,8 18 16,1
v 28 40,6 L1 59,4
Prom. 4,74 2 110 ab 47,78 121 52,2 1,95 ab
I 110 38,1 179 61,9
IT 109 35,9 195 64,2
CMSR  III 8 26,7 22 73,3
IV 98 44,3 123 55,7

Prom. 4,35 a 81 ab 38,5t 130 61,49 1,44 ab

Cooficiente de N
variacibn 80, 21 82 61 87,75

1/ Incluye tudbfrculos con sintomas al ser cosechados vy los
que mostraron pudricién interna 3 semanas despuls de la
cusacha,

2/ Promedios de la misma columna seguidos de la misma letra
no difieren significativamente entre si, de acuerdo a la
prueba de Duncan al 0,05%.
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Rica.
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, _
en las repeticiones III y IV de los tratamientos CMSS y CMSR
hubo mucha marchitez por P. solanacearum antes de gue las plan-

tas pudieran producir tubérculos (Fig. 11), por las razones
explicadas anteriormente (punto C.1, pag. 57), de tal forma que
en esas parcelas el rendimiento fue casi nulo. Este did mér-
genes de error sumamente altos en el anflisis estadistico (Cua-
dro 15A) y coeficientes de variacibn igualmente elevados (Cua-
dro 12).

Para comprobar que fue el efecto de la marchitez en esas
repeticiones el que afectd el nlmero y rendimiento de tubércu-
los sanos, se determinaron los coeficientes de correlacibn en-
tre el rendimiento total (tubédrculos sanos + infectados) y el
porcentaje promedio de marchitez (PPM) en papa por parcela,
asi como el coeficiente entre rendimiento de tubérculos sanos
vy PpM, La primsra comparacidn did un valor dz ~0,95 y la se-
gunda comparacibn -0,89; es decir, al aumentar el PFM bajaron
proporcionalrente los rendimientos; no hubo efecto comvensato-
rio come ocurre en otras enfermedades, donde lac plantas sanas
utilizan el espacio que dejan las que mueren.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en este trabkajo, se

pueden establecer las siguientes conclusiones:

1)

2)

3)

4)

5)

€)

No es confiable determinar la infestacibn por Pseudomonas
Solanacearum, raza 1, de un terreno dado mediante el aisla-
miento de la bacteria del sistema vascular de las malezas
susceptibles Melampodium perfoliatum, Bidens pilosa ¢ Ga-
linsoga ciliats que crecen sin sintomas, porque la mayoria,

sl no todas, de las plantas que crecen normalmente no se
infectan con la hacteria. Ninguna d= estas malezas sufren
una epifitia siguiera comparable con la de la papa.

¥l método mis sensible para predecir cualitativamente el

nivel de P, solanacearum, raza 1, de un suelo.naturalmen—
te infestado, es el uso de cultivares suscevtibles de pa-
pa (como Atzimba), sembradas como indicadores en muestras
del suelo a evaluar.

Nicotiana glutinosa se puede usar de manera conrfiable como
indicador para voredecir, pero no cuantificar, la presencia
de esta bacteria en el suelo, en caso de no disponerse de
tubérculos de papa adecuados,

La maleza Melampodium perfoliatum puede ser un indicador
a nivel de campo de la raza 1 de P. solanacearum, aunque

generalmente solo transitoriamente, poco despuds de haber
invadido un terreno recientemente removido.

El vso de medios de cultivo selectivos en suelos trovicales
podria tener efectividad limitada, ali detectarse P. sola-
nacearum sb0lo cuando los niveles de voblacidn de esta hac-
teria son muy altos en el suelo en relacidn a otras bac-
terizz, wnosiblemente antapinicas.

Un cultivar susceptible de papa, como Atzimba, es el me-
Jor indiczdor de campo de la presencia de la raza 1 de es-
ta bacteria, mientras gue afn un cultivar considerado co-
mo susceptible de tomate, como Tropic, es m&s resistente
que la papa bajo condiciones comparables.
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La labranza convencional del suelo (arada y rastreada) pro-
picia el aumento de la poblacibn de P. solanacearum en el

suelo y por ende las posibilidades de marchitez bacteriana
de los cultivos susceptibles,

La labranza reducida, la minima labranza y la cero labran-
Za, con los restos de cosecha formando mantillo sobre el
suelo, propician la disminucidn de la poblacibn de P, 50~
lanacearum del suelo, con respecto a la labranza convencio-

nal,

Bajo condiciones del trdpico hfimedo, la reduccibn de la pro-
duceidn total en el cultivo de papa a causa de la mérchitez
bacteriana estd directamente relacionada con la frecuencia
de infecciones tempranas, Sin embargo, atagques tardios
afectan directamente al tubérculo ya producido ¥ Dpueden
ocagionar una pérdida considerable de producto comerciali-
zable,
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Cuadro 1A Ingredientes del medio T2C, utilizado para tratar
de aislar P. solanacearum de malezas

Ingredientes Cantidad por litro

1) Peptona 10 g

2) Glucosa 58

%) Casamino &cidos (caseina hidrolizada) 1 g

L} Agar 18 g

5) TZC (cloruro de 2,3,5 trifenil

Letrazoiium) 0.05 g
6) Agua destilada 1000 ml
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Cuadro 34 An&lisis de varianza de los grados de deteccidn
de Pseudomonas solaznacearum utilizando papa co-
mo indicadora de invernadero

Fv SC GL CM F.calc,
Bloques 0,57 3 0,19 2,381 n.s
Tratamientos 0,62 3 0,21 2,554 n.s
Error 0,72 g 0,08
Total 1,91 15

Cuadro LA Anflisis de varianza de los grados de deteccibn
~  de Pseudomonas solanacearun utilizando Nicotiana
glutinosa como indicadora de invernadero

FV SC GL CM F.calc.
Bloques 0,60 3 0,20 0,988 n.s
Tratamientos 0,36 3 0,12 0,590 n.s
Error 1,83 9 0,20

Total 2,80 15
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Cuadro 704 Valores de los indices de severidad cbtenidos a
la décima semana de la siembra en papa. Tu-
rrialba, Costa Rica

rado de severidad, décima semana
Trataw Gra !

Rep. Promedio
miento Grado 1 2 3 I 5 6
—— Nimero de plantas—————
T 0 0 0 3 8 67 5,8
1T 0 0 0 2 1 73 5,9
TA 111 0 0 0 0 0 77 6
1V 0 0 0 0 0 81 6
Z 0 0 0 5 9 298 5.9l
I 36 2 3 6 7 24 3,2
IT 19 0 5 4 15 38 4y 3
CMMT II1 13 1 2 L 3 26 5,0
1V 55 0 3 2 L 13 2,2
Z 153 3 13 16 29 101 3,22
I 55 2 3 2 4 9 2
II 6L 1 2 5 3 4 1,
CMSS 111 5 0 3 0 4 67 5,5
IV 15 0 0 4 8 54 e
£ 1%9 3 8 11 19 134 3,50
I 62 1 4 1 5 L 1,7
IT L5 0 2 6 3 23 2,9
CMSR  TIT 0 0 3 L 12 60 5,6
1v 38 0 1 6 11 25 3,3
< 155 i 10 17 2] 112 3439
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Cuadro 9A Andlisis de varianza de los valores de porcentajes
promedio de marchitez en papa

FV SC GL CM Fecal, F.tab,
Blogues 923,24 3 307,75 3,0%ns 2,86
Tratanientos 1971, 44 3 657,15 6,47%

Error 914,320 9 101,59
Total 3808, 98 15

Cuadro 10A An&lisis de varianza de los valores

severidad en papa

del indice de

Fy 5C 3L CM Focale. F.tab,
Bloques 7,40 3 2,87 1,490 3,86
Tratamientos 20,04 3 6,68 L,05*

Error 14,84 9 1,65
Total L:‘Zl—p-? 15

Cuadro 114 An8lisis de
promedio de

varianza de los valores
marchitez en tonate

de porcentajes

Fv sC GL CcM Fecal. F,tab,
Bloguss g6,39 3 22,13 O,40ns 3,86
Tratamientos 217,33 3 GO, 4l 1,13ns
Error 718,32 9 79,81
Total 103%,0% 15
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Cuédro 13A An&lisis de varianza del nflimerao de tubirculos
5ano0s reales
FV 5C GL oM F. calc,
Bloques 6508, 69 3 2169,56 0,50 ns
Labranzas 32418,69 3 10806,23 2,50 ns
Error 38878, 56 9 4319,84 ‘
Total 77805,94 15

Cuadro 14A

Andlisis de varianza del rendimiento de tubérculos
58n0s reales

FV SC GL CH F.calc.
Bloques 2,17 3 0,72 O,44 ns
Labranzas 12,66 3 4,22 2,58 ns
Error 14,753 9 1,64
Total 29)56 15
Cuadro 154 Anflisis de varianza del rendimiento total

Fy SC GT, CM F. calc.
Bloques 22,15 3 7438 0,91 ns
Labranzas 61,22 3 10,41 2,51 ns
Total 156,19 15
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