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Abstract

Several methods were tested for detecting the residual inocduni of Pseudomonas
solanacearum, Race 1, in inceptisols at Twrriglba, Costa Rica, where the bacteriun is
apparently endemic Planting frealthy potato tubers in soil samples in the greenhouse,
then wsing plant wilt as indicator of the pathogen's presence, was qualitatively the
most efficient methad,; however, it was nor possible o guantify precisely the level of
primary inoculun in several soils A selective culture medivm containing terrazolium
chiloride plus antibiotics allowed detection af V. solanacearum ar concentrations near
25 000 cells/gram of dry soil, even though a large number of antagonistic bacteria
predominated in many samples, completely inhibiting P solanacearum

Both methods were used to detect P solanacearum fn samples from soils
subjected for nearly four years to three systems of minimum tillage or one of tradi-
tional mechanical tillage, populations were consistenly larger in mechanically-tilled
soil | This was confirmed by planting potato and tomato directly in the field, where
significant contrasts in percentage of bacterial wilr resulted. The decrease of the
bacterivnt in mininman-tifled soils was artribured to an increase in organic mafter and
thus an incregse in antagonistic microorganisneg
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Introducion

a raza 1 de la bacterta Pseudomonas solana-
ceariem . F . Smith, cuyo dmbito de hospedan-
tes incluye tomate, papa, chile, tabaco, beren.
jena y numerosas especies no cuitivadas, es un habi-
tinte de los suelos de .muchas regiones lropicales;
generalmente causa sintomas tipicos de marchitez
vascular, pero también infecciones sin sintomas (1)
En Costa Rica se encuentra en las zonas medias y
bajas, por debajo de tos | 200 msnm aproximada-
mente (2}, etacando principalmente tomate y tabaco;
la papa se siembra poco en tales zonas, en gran medi-
da debido 2 su susceptibilidad a esta enfermedad La
frecuente aparicion de marchitez bacteriana en papa-
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les v tomatales sembrados en terrenos previamente
libres de cultivos susceptibles (2, 3, 12) hace presu-
mir que la bacteria puede permanecer en el suelo
por periodos largos, ya sex  alojada en el xilema de
hospedantes que no dan sintomas (1, 7), en la rizos-
fera de los mismos o aun de especies no hospedantes
(13), o bien en niveles relativamente profundos del
suelo (4, 18)

En Costa Rica y otros paises se han hecho in-
tenitos de disminuir experimentaimente |a poblacién
de la Raza 1 de P solanacegrum en el suelo mediante
rotaciones con hospedantes no susceptibles, como
maiz, frijol y camote (3, 7). En ningln caso se ha
podido disminuir el indculo con esas rotaciones, si
bien se observd que en terrenos donde las malezas
fueron controladas con herbicidas, el staque posterior
de marchitez bacteriana en papa fue menor que
donde se practicd labranza de suelo para el control
de malezas (7).

Se considera importante seleccionar un método
confiable pero simple, que no requiera instalaciones
especiaies, para detectar la presencia de la Raza |
de P. solanacemum en los suelos y que también
sirva, de ser posible, para cuantificar el nivel de
inoculo Esto permitiria evitar la slembra comercial
de hospedaates susceptibles en terrenos infestados o,
por el contrario, programar la siembra experimental
de variedades cuya reaccidn a ese patégeno se desea
evaluar. Algunos autores (1, 13) han intentado este
reconocimiento mediante el aislarniento de la bacte-
ria de presuntas malezas hospedantes sin sintomas.
Otros han hecho siembras de plantas indicadoras
directamente en el campo (8, 12, 16), 0 en muestras
de suelo Hevados del campo al invernadero (4, 9, 16,
18); en la mayoria de los casos se ha usado tomate
o tabaco, que indican, mediante su reaccién de mar-
chitez, la presencia de P solgnacearum en las mues-
tras; sin embargo, esto toma varias semanas y requie-
re considerable espacio y material de invernadero

También se han desarroilado medios selectivos de
cultivo, que se espera puedan detectar, directamente
y en pocos dias, las poblaciones de P. solanacearum
en determinado terreno (5, 6, 9, 15). La mayoria de
estos medios selectivos, empero, no han sido proba-
dos con suelos tropicales, y en general sélo han detec-
tado la bacteria en svelos deliberadamente infestados
con suspensiones del patdgeno poco tiempo antes
del muestrec, vy no en terrenos agricolas con infes-
taciones naturales

Esta investipacion se hizo con la finalidad de eva-
luar alpunos de esos métodos de deteccion de Ja Raza
1 de P solanacearum, en terrenos de zonas bajas
tropicales, asi como determinar la forma en que ésta

bacteria sobrevive en estas zomas y ¢l efecto del ma-
nejo del terreno sobre iz misma. El estudio se desa-
rrolld en el Centro Agrondmico Tropical de Inves-
tigacidén y Ensefianza (CATIE) en Turriatba, Costa
Rica, durante ei afio de 1980

Materiales y métodos

A Determinacion de P solanacearum en malezas sin
sintomas

Se tratd de determinar si la bacleria podia sobre-
vivie en hospedantes alternos sin causar sintomas,
Se utilizaron malezas que invadieron un terreno
donde, desde 1976 hasta 1980, hubo siembras de
diferentes cultivos en rotacion con el cultivar de
papa ‘Atzimba’, que s muy susceptible a la mar-
chitez bacteriana, y con el hibrido MS 35-22, que es
tolerante {7) La seleccion del terreno se hizo bajo ia
suposicion de que, donde estuvo el cultivar ‘Atzimba’,
el nivel de indculo seria mayor que donde hubo
MS 35-22. De cada una de las 12 subparcelas mues-
treadas (6 de cada cultivar) se recolectaron 10 ejem-
plares de las malezas mds imporiantes que fenian
lefio en el tallo: Melampodium perfoliattum H. B K |
Bidens pilosa L. y Gaelinsoga ciliata (Raf) Blake, las
tres susceptibles a P solangceaim, ninpuna de las
plantas recolectadas moestraba sintomas de marchi-
tez.

Por otro fado, se determind si en plantas de M
perfolistunt sin sintomas, pero contiguss a plan.
tas marchitas, se podia detectar la presencia de esta
bacteria. Esto se hizo en un terreno recién arado, sin
historial reciente de solaniceas, donde habia M
perfoliatunm en diferentes situaciones, asi: a— jévenes
marchitas; b- adultas marchitas; ¢~ jovenes sin sin-
tomas; d— adultas sin sintomas; e~ jovenss sin sinto-
mas pero contiguas a planias marchitas; {— con los
primeros sintomas de marchitez y contiguas z plantas
marchitas.

El tallo de cada plante muestreada se pasd a agua
estéril tras desinfeccion superficial y se hizo un es-
trizdo en el medio TZC (11); como control se hizo es-
trisdo de P soplanacearum puro, aislado de M perfo-
liatum.

B. Determinacion de nivel de £ solanacearum en el
suelo por medio de plantas indicadoras

En una primera prueba se utilizaron como indica-
doras la papa (cv. ‘Atzimba’}, el tomate {(cv. Tropic),
y la maleza Melampodium perfoliatum De cada una
de las 12 subparcelas utilizadas para la bisqueda de la
bacteria en malezas se obtuvieron 10 submuestras de
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suelo a 10-20 cm de profundidad, que se combinaran
en una sola muestra por subparcela; la mitad de cada
muestra se distribuyd de inmediato en seis poles en
¢l invernadero {4-5 kg de suelo por pote), sembrin.
dose cada especie indicadora en dos potes. Cuando
las rarces llenaron el pole, se corlaron verticalmente
a 8 cm del tallo en cuatro costados. La segunda mi-
tad de cads muestra se paso a cajas grandes, donde
se sembro malz parg mantener una condicion similar
a [a def campo

La reaccion de las plantas indicadoras se calificd
un mes después de la siembra, de scuerdo con la si-
guiente escala; Grado 1 = plantas sanas al llegar a a
madurez; Grado 2 = plantas con sintomas de marchi-
tez solo después de cortar raices; Grado 3 = plantas
con sintomas de marchitez atn antes de cortar raf-
ces. Lin los potes donde no hubo marchitez se arranco
fa planta indicadora adulta y se sembro una nueva,
para verificar la ausencia de la bacteria

Tres meses después se repitio la misma prueba, uti-
lizando el suelo mantenido con plantas de maiz

Una segunds prueba se realizd utilizando como in-
dicadoras pldntulas de berenjena (Solaman melonge-
na), plintulas de Nicoriana glutinesa, tubércuios pe-
queiios de papa, cv. ‘Atzimba’; y brotes de cuatro
semanas, separados de tubérculos de papa. Se utiliza-
ron dos tipos de suelo: uno provino de un terreno
donde se acababa de cosecher un papal que sufrio
ataque severo de P solanacearum (“suelo infestado™);
el otro fue de un terreno vecino al infestado, perc
donde no se habiz sembrado papa (*suelo testigo™).
Cada uno de estos tipos de suejo se evaiud dos veces
con cada planta indicadora, excepto los tubéreulos de
papi, con fos que se evalud cada suelo en seis oportu-
nidades El corte de raices ¥ la calificacion en tres gra-
dos de reaccion se efectuaron al igual que en la
primera prueba,

€ Deteccidn de Ia bacteria en medios de cultivo
selectivos

Se utilizaron cuatro medios de cultivo selectivos,
desarroltados por Granada y Sequeira (5) para deter-
minar niveles de £ solanacearion en el suelo, que
contienen complementos crecientes de  antibidticos

Formuiz A = Glucosa (5 g/1), Peptona (10 g/i),
Caseina hidrolizada (1 g/l), Cloruro de tetrazolio
(50 ppm), Agar (18 g/l}, Cristal violeta (50 ppm),
sulfato de Polimixina B (100 ppm) Formula B =
{ormula A + Mertiolato {0.05 ppm)

Formula C= féormula B + tirotricina (20 ppm) y
Cloromiceting (5 ppm)

Formula D = fdrmula € + Vancomicina (10 ppm)
y Bacitracina (50 ppm).

Se probaron dichas formulas con cultivos puros de
P solanacearum, con suelos de campo conocidos
como naturalmente infestados con P solanacearum y
con suelos de infestacion desconocida, sin antece-
denies de siembras de solanicess El suelo se mues-
ired a 10-30 cm de profundidad, se homogenizéd y se
suspendid mediante agitacion lenta en agua estéril;
se probaron difucionesde 1:10, 1:100 y 1:1 000 g:ml.
De estas se esparcieron alicuotas de 10,05y .1 ml
por phto petri de 9 cm didmetro, con el medio de
cultivo solidificado.

D Prediccion del nivel de inbeulo en suelos con dife-
rentes labranzas

Para comprobar su eficacia, los métodos seleccio-
nados de las etapas anteriores se pusieron a prueba
mediante la evaluacién de suelos con nivel de infesta-
cidn desconocido, pero manejados {labrados) de di-
ferentes maneras, de tal forma que fuera de esperar
diferencias microbioldgicas entre ellos. Para ese fin
se utilizd un terreno sin historial reciente de solani-
ceas y sometido, durante los tres afios y medio ante-
riores, a los sigulentes cuatro diferentes sistemas de
iabranza, todos dentro del sistema de cultivo maiz-
frijol (14):

a. Suelo preparado en forma tradicional {TA): terre-
no roturado dos veces al afio con arado y desmenu-
zado con rotavator; los desechos de cada cosecha
anual de maiz y {rijol, asi como las malezas, se
arrancaron de raiz y se sacaron del terreno, dejan-
do el suelo limpio.

b Cobertura vegetal mezclada con tierra (CMMT); el
terreno no se trabajd con implementos; las cafias
de matz de cada cosecha anterior se arrancaron
manualmente, se trozaron junto con las malezas
y se mezchiron levemente con tierra de la misma
parcela, quedando en una proporcion de 1:1.
Inmediztamente después de cada siembra se aplicd
Gramoxone (Paraquat 0.5 kp/haia).

¢. Mantenimiento de cobertura vegetal de residuos de
cosecha sobre el suelo (CMSS); Jos desechos de
maiz y las malezas mds sobresalientes se trozaron
y se dejaron sobre el suelo. Este tratamiento es
similar al anterior, pero no se realizo ninguna mez-
cla de los residuos de cosecha con suelo; se uso
Gramoxone contra las malezas

d Suelo no alterado (CMS8R); cada afio las cafias de

maiz del cuitivoe anterior quedaron en pie, dobla-
das a la mitad. Se realizd uinicamente ef trabajo de
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preparacidn de suelo necesario para ia siembra y la
fertilizacion; se aplicd Gramoxone pars controlar
las malezas,

£l ensayo estaba sembrado en un disefio experi-
mental de parcelas divididas con cuatro repeticiones,
como parte de un experimento del CATIE a largo
plazo {14) Para ta presente prueba, se tomaron mues-
tras de suelo a lo largo de una banda central en cada
una de las 16 parcelas, a una prefundidad de
10-30 cm. De cada parcela se tomaron 16 muestras,
que se mezclaron; luego se distribuyd la mayor par-
te d= este suelo en el invernadero en ocho potes de
24 x 20 cm, en seis de los cuales se sembrod un tubér-
culo de papa {cv ‘Atzimba’); en los otros dos se sem-
braron seis plantas de Nicotiana glutinosa Estas fue-
ron las dos mejores especies indicadoras en ese orden
encontradas en anieriores ensayos de invernadero.

El resto del suelo se utilizé para aislamientos con
medios selectivos en el laboratorio, se usaron tres
platos petri con medio de la formula C por cada
una de las 16 muestras de suelo del experimento;
la dilucion del suelo en agus fue de 1:300 y la ali-
cucia de 0.1 mi

Para conocer el nivel real de infestacion se sembrd
papa {ev ‘Atzimba’) y tomate {cv. ‘Tropic’) directa-
mente en el campo, y se correlacionaron los datos
de prediccion en invernadero y laboratorio con los
obtenidos en ef campo. En éste ¢l pardmetro medido
fue ef porcentaje de plantas marchitas, que se tomd
a intervaios semanales; de todas estas lecturas se
obtuvo el porcentaje promedio de marchitez (PPM).

Resultados v discusion

A . Determinacion de P solmigceqrum en malezas sin
sintomas

No se observd exudade bacteriano, ni fue posible
aislar la bacteria, de ninguna de las 360 plantas exami-
nadas de las malezas Melampodium perfoliatum,
Bidens pilosa y Galinsoga ciligta El terreno mues-
treado  estaba altamente infestado con P solanag-
cearumt @ juzgar por el alto porcentaje de marchitez
en las siembras de papa anteriores y posteriores al
muestreo (7)Y, aln asi, ni siquiera se presentaron
malezas con sintomas de macchitez durante el reco-
nocimiento.

En plantas de M. perfoliatum con sintomas exter-
nos de marchitez, de un terreno secién arado, asi fue
posible detectar la buacteria mediante aislamientos
en medios de cultivo. Se obtuve mayor densidad de
poblacién bacteriana en el medio cuando se utiliza-

ron plantas, jovenes o adultas, con sintomas avanza-
dos de marchitez que cuando se utilizaron plantas con
sintomas incipientes. Por el contrario, no se obtuvo
ninguna colonia en los platos correspondientes a plan-
tas sin sintomas, adn aquellas que crecieron a sélo
3 cm e plantas totalmente marchitas

M. perfoliatum se ha reportado como hospedante
con sintomas de iz bacteria, tanto en combinacién
como en ausencia de cultivos susceptibles, y asi se
observd durante el transcurso de esta investigacion,
en diversos terrenos cercanos. Puede considerarse una
planta indicadora de ia presencia de P. solanacearum
en determinadas dreas, cuando invade el terreno des-
pués de la labranza mecdnica {arados o rastreadas).
Sin embargo, en los terrenos sin labranza celonizados
por esta y otras malezas, al terminar el cultive de
papa, M. perfolianon no mostrd marchitez; es dificil
que la bacteria pueda haber estado infectando estas
plantas sin causar sintomas, pueste que hubiese sido
detectada aunque fuera en unas pocas de las plantas
examinadas en esta prueba. El hecho de que haya
habido gran infestacidn en ese suele v, a pesar de ello,
no se hayan encontrado malezas marchitas, posible-
mente se deba z la no labranzs del suelo después
de iz cosecha de papa; es de esperar que, si estos
ferrenos hubieran sido rastreados luego de fa cosecha,
permitiendo fa invasion de M perfoliatum, si se
hubiesen encontrado plantas marchitas en el campo
(7). Corrobora lo anterior el hecho de que se aisld
consisientemente ia bacteria de las malezas que inva-
dieron un terrenc que fue arado y rastreado, aln
cuando tuvo una siembra previa cen un cuktivo no
susceptible (maiz),

Los resultados sugieren que esta raza de P. solana-
cearum es un componente normal de la microflora
de estos suelos, persistiendo al menos temporalmente
como saprofita o en asociacion no patogénica en la
rizosfers de especies hospedantes o no hospedantes
{13, 17). No estd claro porqué solo infecta al hospe-
dante susceptible tras ia labranza del suelo, y no
cuando éste se mantiene en barbecho con una pobla-
cion heterogénea de rnalezas

B. Determinacion del nivel de P. solgnacearum en el
suelo por medio de plantas indicadoras

La siembra de tubérculos de papa (ev. ‘Atzimba’)
resultd el mejor método de invernadero para detec-
tar la presencia de P. solanacearum en el suelo. En
todus las pruebas la papa tuvo un grado promedio de
deteccidn superior al resto de los indicadores utiliza-
dos (Cuadros 1 y 2)

Nicotiana glutinosa {Cuadro 2) fue algo menos efi-
ciente en detectar la presencia de la bacteria, ademds
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Cuadro 1. Deteccion de P sofanacearim en invernadero por medio de planias indicadoras, en muestras de suelo de un terreno con

diferentes porcentajes previos de marchitez bacterinna,

Siembra previa

Rexaceion de plantas indir.-adr;mu:h

Cultivar ppm® Puapa Tomate Melampodivm
Rep | Rep 2 Rpt Rp2 Rp i Rp2
‘Atzimba’ 36 1.0 1.0 10 10 10 1.0
‘Atzimba’ 28 HN) 25 10 10 10 [0
‘Atzimba’ 43 10 10 i0 10 10 1.0
*Atzimba’ 55 235 30 10 10 1.0 10
‘Atzimba’ 62 LS 30 10 io i0 10
‘Atzimba’ 46 10 i0 PG 10 i.0 10
MS 35-22 6 30 20 10 10 1.0 16
MS 35-22 10 25 20 1 & 10 20 16
MS§S 3522 11 10 20 10 10 1.0 1.6
M§ 35-22 23 25 30 10 10 1.0 16
MS 35-22 24 20 25 16 10 i0 14
MS 35-22 20 10 i G ig 10 i0 16

a PPM: porcentaje promedio de marchitez en la siembra previa de papa en el campo (7)

b Escala 1 = sin sintomas; 2 = sintomas despudés de cortar rajces; 3 = sintomas antes de cortar rafces.

¢ Hecha 3 meses después de la repeticion i, con suelo manienido bajo cultivo de maiz en el invernadero,

Cuadro 2. Deteccion de P solonacearum en invernadero por medio de plantas indicadoras, en dos suelos contiguos, con y sin inciden-
cia previa de marchitez bacteriana (“infestado™ y "testigo™, respectivamente).

Reaccion de plantas indicadomsb

Suelo pPM* Papa {de Nicotiana Berenjena Papa (ide brotes
tubércuios) glurinasa derraigados)

Infestadeo 59 1.8 P4 i5 1.0

Testigo - 14 26 1. 10

a Porcentaje promedio de marchitez en siembra previa de papa

b Escala: | = sin sintomas; 2 = sintomas despuds de cortar tajees: 3 = sintomas antes de cortar raices

de mostrar ciertas desventajas prdctieas (dificultad
de germinacién y crecimiento lento; sin embargo,
en ciertas circunstancias podria ser un indicador util,
st se considera que su semilla se puede guardar en
refrigeracion por mucho tiempo, ccupa poco espacio
y puede ser utilizada en cualquier momento. La
berenjena fue sun menos eficiente. Con la maleza sus-
ceptible Melampodiian perfoliatian se obtuvieron sin-
temas de marchitez en un solo caso, mientras que en
tomate nunca se presentaron sintomas (Cuadro 1),
Con brotes de tubérculos de papa (Cuadro 2) no se
pudo detectar en el invernadero la presencia de la bac-
teria, debido a que tuvieron un crecimiento pobre al

ser transplantados ai suelo en prueba, lo que aparente-
mente les hizo poco susceptibles a la infeccidn por
P solanacearum.

En las verilicaciones de ambas repeticiones, con
tomate y M perfoliatum en suelos que dieron reac-
cion negativa, solo se logrd detectar la presencia de
la bacteria en tres plantas de tomate y en ninguna de
A perfoligrum, esto confirmé la inelicacia de ambos
como indicadores de invernadero. Ademds, nunca
hubo evidencia de [a bacteria en sus heces vasculares
{prueba del exudado), por fo que aparentemente ni
siquiera hubo penetracién en estas planias.
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En cuanto a los niveles de indculo de los suelos
evaluados, los resultados {ueron diferentes de fo que
se esperaba obtener Asi, en suelo de subparcelas
donde hubo ‘Atzimba' se esperaba el nivel de
indculo mds alto, y por lo tanto un grado mayor de
resccion en el invernadero, que en el de las subparce-
las de M8 35-22; sin embargo, ocurrié a la inversa
{Cuadro 1) Lo anterior podria deberse 2 que, en las
parcelas donde hubo Atzimba, la salida masiva de
exudado bacteriano de las plantas hacia el suelo (9,
16} estimuld a organismos antagonicos a . solanacea-
nem a aumentar su poblacion y por ende bajar iz de
P solanaceartun (6}  En  cambio, donde hubo
MS 35-22 la poblacion primariz de P solanacearum,
si bien menor, podria haber estadoe en cierto equili-
brio con la flors microbiana y sobrevivir mejor en
el suelo (6, 18). Esto en parte fue confirmado por
siembras de papa posteriores en las mismas parce-
las de campo (7}, donde hubo alta incidencia de
marchitez bacteriana, pero de nuevo sin correlacidn
con los niveles de incidencia de la siembra anterior
al muestreo.

Se tratd de deferminar si existia asociacion entre
los datos de invernadero y campo Se encontrd que
no exisfia tal correlacion entre los grados obtenidos
con papa en el invernaderc y los porcentajes prome-
dios de marchitez previos y posteriores (7) al mues-
treo, en ninguna de las dos repeticiones

Un resultado similar, més inesperado adn, ocurrid
cuando se compararon un suelo con alta infestacidn
natural conocida y  {“suelo infectado™) y el suelo
vecino al anterior, sin siembras recientes de hospe-
dantes susceptibles (“suelo testigo”). El nivel de
indculo detectado por la papa y N glutingsa fue mds
alto en el segundo caso (Cuadro 2}, De nuevo, esto
podria obedecer a la accidn de un mecanismo de
controf bioldgice en el terreno donde recientemente
fiwbo alta incidencia de marchitez bacteriana. Casos
similares han sido sefialados por Jaworski y Morton
en Georgia (8) v Martin ef al. en el Pertl (12)

C. Deteccién de Ia bacteria en medios de caltivo
selectivos

En una primera prueba se esparcieron en platos
petri con medios de fas formulas A, B y D, alicuotas
de 0.5 ml de diluciones 1:100 {g:ml) del suelo “in-
festado” y del suelo “testigo”, descritos en la segun-
da prueba de deteccidén por plantas indicadoras. Tras
3 dias de incubacion a 28°C, solamente se reconocid
una colonia de P. solanacearum en un total de 112
platos; crecieron colonias de muchas otras bacterias
no identificadas, con un promedio por plato de
1679 en A, 1306 en B y 870 en D. No hubo creci-
miento de hongos en ningan plato. En los platos tes-
tigo, donde se esparcieron suspensiones de suclo mez-
clado con cultivos puros de P. solanacearuim, las colo-
nias de esta bacteria fueron reconocidas fdcilmente,
si bien su crecimiento se redujo ligeramente en el
medio D. Al cabo de 3 dias de incubacion las colo-
nias de P solanacearum eran fluidas, color crema,
de 2-3 mm de didmetro y pulvinadas,

En la segunda prueba se usé solamente la formula
C, con muestras de un suelo sin siembras previas de
solandceas, pero tomadas a 2 m de plantas jévenes
de papa que empezaban a mostrar marchitez bacte-
riana (la que leego alcanzé 100% de incidencia). El
suelo se suspendié 1:10 en agua; la suspensidn se
agité por 30 minutos y se diluyd 1:100 y 1:1000;
se esparcieron alicuotas de 0.1 ml por plato Esta vez
s¢ obtuvieron cinco colonias de P solanaceariom,
cuatro de ellas a la mayor dilucion (Cuadro 3} Su
crecimiento fue similar al de cultivos puros estriados
en los medios By C

Con la dilucion 1:100, el nimero de colonias de
otras bacterias fue comparable sl obtenido con el
medio D en la primera prueba, pero hubo mucha
inhibicion mutua a dilucién 1:10, lo que evidente-
mente imposibilitd también el desarrollo de P. solana-
cearum.

Cuadro 3. Coloniss de P solanaceqrum y otras bacterias obtenidas con tres diluciones de la suspension de un suelo altamente infestado,

en el medio de cultivo selectivo C.

P. solanaceartin

Otras bacterias

3 Plato 1 2 3

Dilucion {g:mi) Plato | 2

Nimere de colonias
L:10 0 0 0 1 539G 684 827
11100 i g 0 2354 239 455
1:1000 1 2 1 22 40 34
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En vista de estos resultados, que sugieren la pre-
sencia en estos suelos de muy altas concentraciones
de bacterias gue compiten con P solanacearum en
el medic selectivo, se decidid utilizar, en adelunte,
una suspension de suefo de 1:300 (g:ml) intermedia
entre las dos que dieron resultado en la segunda prue-
ba. Si bien esta difucion evidentemente solo permiti-
riz detectar poblaciones bastante altas de P solana-
ceqrurn {19% células/gramo o mds), tales poblaciones
no parecen excepcionales, en vista de las frecuentes
epifitias severas de marchitez bacterianz en suelos
como los estudiados (7, 8, 13).

D. Prediccion del nivel de inéculo en suelos con dife-
rentes [abranzas

Cuando se compararon los métedos de deteccidn
de P solangceartm en sueclos sometidos  a cuatro
dilerentes sisternas de labranza por tres afios y medio,
[a papa en invernadero fue la que predijo con mayor

Cuadro 4.
terrenos con cuatro diferentes labranzas de suelo.

acierto el nivel de indculo de las 16 parcelas, nivel
determinado luege mediante el desarrolio de marchi-
tez en siembras de papa y tomate directamente en ¢
campo. Nicotiena glutinosa y los medios selectivos
también detectaron la infestacion existente, pero no
predijeron con tanto acierto el nivel de indeculo. Hubo
un mayor uivel de indculo en ¢l suelo sometido al
método tradicional de labranza {TA) que en los otros
tres, maneizdos con labranza reducida, donde el
indeulo generalmente disminuyd

1. Deteccién a través de plantas indicadoras de inver-
nadero

Es papa, utifizada como indicadora de inverna-
dero, encontrd diferenclas significativas solamente
entre TA (promedio 22% en la escala de 1 a 3), v
CMMT (promedio 1 75) segun la prueba de Duncan
al G 05% (Cuadro 4); no hubo diferencias significati-

Reaccion de plantas indicadoras en invernmdero como medio de predecir In presencia de Ia raza | de P solanaccarum en

Deteccion por plantas indicadoras

Tratamiento Repeticion Papa N ghitinosa Porcentaje marchitez
(tubérculos) en papa, catapo (PRM)
Grade promedio de I escala’
I 22 14 499
3] 22 1.5 613
TA 11 27 17 779
v 22 2.2 6B 6
Promadio 2.29% 1.70% 64.40"
I 17 10 228
11 i8 2.2 3313
CMMT i1l i7 iz 219
v I8 10 88
Promedio 1,759 1358 21757
H 1.3 e 86
H 20 10 472
CMSS il 25 19 540
v 212 19 384
Promedio 2.00°" 145 26.31°
I 20 [2 4.5
3] 15 1.3 15.6
CMSR IH 23 1 8 546
134 18 14 136
Promedio 1.92%0 1.33% 24.56"
C V. 14.26 3092 29 32

I Escala: Grado 1 = plantas sanas af Hegar a o madurez: Grade 2 = plantas con sintomas de marchitez sole despuds de cortar rafces;

Grade 3 = planias con sintomas de marchitez atin antes de cortar raices
Promedios de la misma columna segeidos de la misma letra no difieren significativamente entre si, de acuerdo 2 In prueba de Duncan,

2

al 0§ 05%
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vas enire estos y los otros dos tratamientos A nivel
de campo, sin embarge, el tratamiento TA produjo
un porcentaje de marchitez (PPM) significativamente
superior a fos otros tres (Cuadro 4) Es de suponer
que en el invernadero no se detectaron el festo de
las diferencias entre tratamientos debido a la canti-
dad limitada de plantas indicadoras utilizadas (scis
plantas por repeticidn por tratamiento),

Cuando se utilizé Nicotiana glutinose como indi-
cador, no se detectsron diferencias significativas al
0.05% entre tratamientos, st bien la tendenciz fue
similar a la de fa papa.

Para determinar si existia asociacion entre los valo-
res de campo (PPM) vy los datos de invernadero, se
calculd el coeficiente de correlacién entre los tres
pardmetros, el cual indico la siguiente relacion:

0.74
Papa < B PPM
(invernadero) {papa)

0.60 0.63

N glutinosa
{invernadero)

Esto sugiere la utilidad de la papa come medic
para predecir la presencia de la Raza 1 de P solang-
cein en un terreno del que se desea saber si estd
infestado o no, a pesar del tiempo requerido {cerca
de tres semanas) En cuanto a Mcotiana glutinosa,
el coeficiente de correlacion obtenido indica que se
puede confiar en su uso como medio de predecir la
presenciaz de esta bacteriaz en un suelo, si bien es
menos sensible que a papa a la hora de cuantificar
el nivel de indculo

2. Aislamiento en medios selectivos

Er este intento de prediccion del nivel de indculo
solo se logré detectar a P solgnacearum, mediante
cultivo en medios selectivos, en aquellas parcelas
que posteriormente mostraror mds del 81% de mar-
chitez de plantes de papa en la dltima semana de eva-
luacidn, o un porcentaje promedio de marchitez
superior a 38% (Cuadro 5) La [érmula utilizada {(C),
a pesar de su alta concentracién de antibidticos,
aparentemente no inhibid el crecimiento de P. solanag-
cearum, como lo indica el hecho de que cuando se
suspendid 1 g de suelo en 300 mi de estéril y se le
agregd 107 cel/ml (poblacion estimada) de P. solana-
ceartim, se desarrollaron 1 145 colonias por plato

Cuadro §. Cuantificacidn de P solanacearum de 16 parcelas de un suclo naturalmente infestado, por un medio selectivo de cultivo,

T ratamiento Repeticion Aislamientos de suelo, medio selectivo marchitez en papa
P solmacearnan Otras bacteriag
Prom. 3 platos Prom. 3 platos PPM Ult. semana
Numere promedio de colonias

I 13 123 49.9 1000
I 03 76.7 613 100.0

A i1 13 273 719 1000
v 533 686 1000
I 0 102 228 538
[t ] 291.3 335 76.5

CMMT [t 0 38 21.9 45.6
v 0 323 88 286
I 0 180 86 267
I 0 164 4.2 19.0

CMSS 111 0 17279 544 937
v 0.66 79 384 815
i 0 100.7 43 195
i1 0 843 i56 430

CMSR i B33 2717 546 100 .8
v ¢ 1253 236 531

Suela (1:300) +

P solanacearum

(aprox 10%) 1 145 381
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de esta y 381 colonias de otras bacterias (Cuadro 5).
Se notd que los platos en donde se detectd P. solana-
cearum tenfan en general una poblacién mds baja
de otras bacterias (72 colonias por plato en prome-
dio), mientras que en platos sin P. solanacearum la
poblacién de tales bacterias fue generalmente eleva-
da (promedio 140 colonias por plato). Esto pudiera
indicar un efecto sobre Pseudomonas. Podria enton-
ces ser la baja poblacién de otras bacterias lo que per-
mitid detectar a Pseudomonas en parcelas como las
de TA. Para verificar lo anterior, se determinaron
los coeficientes de correlacion entre los siguientes
pardmetros:

PPM & 046 # otras bacterias
(campo) (medio selectivo)

0.73 —-0.43

P. solanacearum
(medio selectivo)

Los resultados indican que existe asociacion entre
el nimero de colonias de P. solanacearum obtenidas
en el laboratorio y los valores de PPM obtenidos en
el campo. En los dos casos en que no se obtuvo corre-
lacién significativa, el signo sugiere que existe una
asociacion inversa, es decir, que a medida que
aumenta el nimero de otras bacterias (posiblemente
antagénicas a P. solanacearum) en el medio selectivo,
disminuye el nimero de colonias de P. solanacearum
y el porcentaje promedio de marchitez en el campo
y viceversa. En Japon (18), en Kenya (6) y en Austra-
lia (4) se ha determinado que en suelos donde se in-
crementa la materia orgdnica la poblacién de P. sola-
nacearum baja rdpidamente, probablemente debido
a una mayor actividad microbial. Todos estos resul-
tados permiten suponer que la posibilidad de detec-
tar la presencia de P. solanacearum en medios selec-
tivos de laboratorio depende del efecto que bacte-
rias antagénicas ejerzan sobre su desarrollo en estos
medios (6). Ain si el tipo de labranza no influyera
directamente sobre P. solanacearum pero si sobre sus
organismos antagonicos, a través del incremento en
materia orgdnica, habria aumento o no de la pobla-
cién de la primera en la medida que quiebre o se
guarde esa relacion.

En las muestras donde se detectd la bacteria, su
poblacién varié de 2.5 a 5.0 x 10* células por gramo
de suelo seco. Esta poblacion resulta elevada si se
considera que es natural, no inducida, puesto que
se encontrd en un terreno donde ain no habia indi-
cacion alguna de marchitez bacteriana, ni hubo siem-
bras de solandceas por muchos afios. Otros autores
(9, 15, 16), han encontrado poblaciones similares

o mayores, pero en suelos directa o indirectamente
infestados artificialmente; en suelos naturalmente
infestados, Jenkins, Morton y Dukes (9) no lograron
detectar a P. solanacearum, atin con métodos serold-
gicos muy eficientes. En las tierras altas de Kenya,
Harris (6) pudo detectar de 10® a 10% células/gramo
de suelo naturalmente infestado, mediante aislamien-
to en un medio selectivo. Sin embargo, no se conoce
informacién sobre el nivel de indculo primario de P.
solanacearum, Raza 1, en tierras bajas tropicales,
por lo que el presente trabajo pareciera ser la primera
indicacion al respecto.

3. Desarrollo de la enfermedad en el campo

La marchitez bacteriana atacé con severidad la
papa sembrada en las parcelas sujetas a labranza
tradicional (tratamiento TA), donde se alcanzo el
100% de marchitez entre la quinta y la décima
semanas. En contraste, en los suelos con los tres trata-
mientos de labranza reducida, el desarrollo de la
marchitez fue mds lento y apenas afectd, en prome-
dio, cerca de la mitad de las plantas (Figura 1). No
hubo diferencias entre estos tratamientos pero si
la hubo (al 0.01%) entre ellos y el laboreo tradi-
cional (Cuadro 4).

En las parcelas manejadas con labranza reducida
durante mds de tres afios, el tratamiento sin remocién
de las malezas, controladas periédicamente con her-
bicidas, asi como la ausencia de aradas, hicieron que
se mantuviera una capa de mantillo sobre el suelo,
donde, la elevada actividad biolégica presumible-
mente redujo las poblaciones de P. solanacearum,
como lo sugieren los aislamientos en medio selec-
tivo (Cuadro 5) y en concordancia con los resulta-
dos de otros autores (4, 6, 18). Probablemente Ila
falta de diferencias significativas entre los PPM de

100 A
90 -7

80 4

PAPA

PORCENTAJE PROMEDIO DE MARCHITEZ

CMSS > TOMATE

CMMT
CMSR

T T
n 12

SEMANAS DESPUES DE LA SIEMBRA

Fig. 1. Determinacion del nivel de indculo primario de Pseu-
domonas solanacearum en suelos con infestacion
natural.
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fos tratamientos de labranza reducida se debe, en
parte, a una aparente recontaminacion de las par-
celas ubicadas en un borde de! experimento; ahi
el drenaje superficial, proveniente de terrenos ve-
cinos arados regularmente, puede haber introdu-
cido cantidades importantes de indculo {Cuadro 4:
rep U, trat. CMMT;rep. 11 y IV, trat. CMSS).

Donde el suelo se habia arado y rastreade dos
veces al afio hubo repetidas brotaciones de malezas
anuales, que erun controladas manualmente (14},
entre ellas predomind M. perfoliotum, especie de la
que algunas plantas jovenes se marchitaron; no se
llegé nunca, enlonces, a k invasion y desarrgllo suce-
sivo de una poblacion diversa v estabie de malezas, de
manera gue no se pudo verificar si se hubiera repetido
aqui la situacion descrita en el terrenc donde se bused
sin éxito la bacteria en malezas sin sintomas. s apa-
rente que son las malezas jovenes, que invaden los
terrenos recién arados, las que ol infeciarse incre-
mentan el inécule de P solangcearum en el suelo;
en esta etapa, M perfoliation podria constituir
un indicador de campo de fa presencis de la bac-
terig, aunque sblo sea transitortamente.

El tomate fue también afectado por marchitez
bacteriana, pero mds tarde y en menor grado que
la papa (Figura 1); ademds, no indico diferencias
significativas al 0.05% entre tratamientos, si bien
mostrd correlacion con la severidad de marchitez
en papa. En una parcela TA el 76% del tomate se
marchitd al cabo de 12 semanas; casos similares
han ocurrido en terrenos vecinos. El nivel consistente-
mente baje de marchitez en fomate en los suelos
con labranza reducida (promedio 8 7% a las 12 sema-
nas, nunca mayor de 28% Y sugiere que este método
de manejo podria ser una alternativa viable para el
control de la marchitez bacteriana en suelos de regio-
nes calidas tropicales infestadas con la Raza 1 de
P solanacearum

Resumen

Se evaluarcon varios métodos de detectar el indculo
residual de Pseudomonas solanacearim, Raza 1, en
inceptisoles de Turralba, Costa Rica, donde dicha
bacteria es aparentemente eadémica. El mis eficaz
cualitativamente fue la siembra de tubérculos sanos
de papa en muestras de suelo flevadas al invernadero,
utilizdndose la marchitez como indicador de [a bac-
teria; sin embargo, no fue posible cuantificar con
exuctitud el nivel de idculo primario en varios
suelos. Un medio de cultivo selectivo, conteniendo
cloruro de tetrazolio mds antibidticos, permitic
detectar P solanaceqrum a concentraciones de cerca
de 25 000 células/gramo de suelo seco, si bien en

muchas muestras predominaron diversas bacterias
antagdnicas que inhibieron totalmente a P. solanacen-
1M,

En muestras de suelos sometidas por casi cuatro
afios a ires sistemas de minimo iaboreo se detectaron,
por ambos métodos, poblaciones menores de P
solanacearum que en las de suelos sometidas al lzboreo
mecdnico tradicional. Esto se conlirmd mediante
siembra de papa y tomate directamente en el campo,
determindndose contrastes significativos en el porcen-
taje de marchitez bacteriana obtenido. La disminu-
cion de la bacteria en suelos con mirimo laboreo se
atribuy6 ai incremento en la materia orginica y, por
ende, en microorganismos antagonistas
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FRISSEL, M J v 1. A VAN VEEN (eds) 1981
Simulation of nitrogen behaviour of soil-plant
systems Centre for Agricuitural - Publishing and
Documentation, Wageningen. 277 p.

El nitrogeno es el nutrimento que méas limita, con
excepcién del agua, la produccién de los cultivos en la
mayoria de los suelos del mundo. As{ para aumentar
la produccién agricola en los proximos 20 afios no
solo se debe aumentar la utilizacidn de fertilizantes
nitrogenados sino también, por razones de poca dis-
ponibilidad v alte precio, ia eficiencia de su utiliza-
cion por los cultivos. Para lograr este objetivo es nece-
sario comprender con mayor profundidad la dinamica
del nitrogeno en el suelo sobre tode en o relativo a su
disponibilidad y absorcién por las plantas asi como
los procesos que conducen a la pérdida del mismo
(nitrificacién, desnitrificacion, volatizacion de NHj)

Desgraciadamente la falta de informacién experi-
mental sobre estos procesos impide la postulacion de
generalizaciones vilidas que permitan predecir el com-
portamiento del nitrogeno en el suelo bajo la influen-
cia de un nimero de factores ambientales dados. Sin
embargo, con la informacion ya disponible es posible
desarrollar modelos matemdticos que permitan un
acercarniento al problema. Este fue el motivo de s
reunion de trabajo del panel de expertos que se levo
a cabo en Wageningen a principios de 1980 y cuyas
ponencizs, discusiones y conclusiones recoge esta pu-

blicaciéon. La reunidn puso en relieve las grandes difi-
cuttades tedricas v pricticas en el campo,

La ventaja de los modelos es el de dar un asidero
conceptual sobre cada proceso en particular, en tal
forma que se puede comprender las posibles relacio-
nes, causa-efecto de importancia.

En el desarrolio de un modelo se define muy bien
los pardmetros, asi como su mutua interrelacién. Des-
graciadamente a veces ia importancia relativa de cada
factor es muy arbitraria v depende del criterio del
autor; peor aiin, raras veces este énfasis es verificable
experimentalmenie. Este es el mayor defecto de los
modelos presentados, aparte de algunos errores de en-
foque pues por ejemplo, para un modelo de desnitrifi-
cacidn de suelos bien estructurados se dejz por fuera
el papel de la rizosfera.

La gran contribucidn de esta publicacién es preci-
smmente poner en evidencia la enorme brecha de in-
formacion que existe entre los modelos conceptuales
v la informacién experimental disponibie sobre los
principales fendmenos responsables de los cambios
del nitrogeno del suelo, al mismo tiempo sefiala aque-
llas dreas que necesitan atencidn experimental urgen-
te.

De esta manera se aportan nuevas ideas que dan
luz al camino a seguir en las investigaciones relaciona-
das con el nitrdgeno del suelo.

Se recomienda este libro para todos aguellos inves-
tigadores dedicados al estudio dei nitrégeno en el sue-
lo, asi como también para los agronomos interesados
en el tema.
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