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Presentacion

La marchitez bacteriana inducida por Pseudomonas solanacearum E.E. Smith, es
una enfermedad que afecta a gran nimero de plantas cultivadas y silvestres
entre las que se incluyen la papa y otras Solanaceas de importancia econé-
mica. Por la amplitud de la gama de hospedantes de esta bacteria
fitopatégena y por su distribucidén cada vez mayer en diferentes regiones de
la mayoria de pafses latinoamericanos, 1la marchitez bacteriana es
considerada como la enfermedad mis importante y miAs diffcil de combatir en
el cultivo de papa. Es también la mds seria limitacién para la expansién
del cultivo en nuevas zonas de produccién, tales como las de climas hiimedos
y cdlidos de la zona térrida.

Dada la gran importancia de la enfermedad y la necesidad de facilitar el
intercambio de experiencias e informacién, connotados cientificos nacionales
e internacionales, que trabajan con esta enfermedad en Latinoamérica, se
reunieron en un seminario de investigacién y trabajo con el fin de analizar
y discutir la situacidén actual y las perspectivas en el control de la
enfermedad.

Este documento estd basado principalmente en los trabajos presentados
durante el referido seminario de investigacién v trabajo, el cual fue
realizado en Brasilia, Brasil, del 31 de agosto al 3 de setiembre de 1982,
con el patrocinio del CIP y de la EMBRAPA. Se han incluido también trabajos
de otros cientificos que no participaron en dicho seminario. Esta decisién
se considerd necesaria para hacer mds completa la informacién aquf
presentada.

Se incluyen también las conclusiones y recomendaciones del seminario, que
servirdn, sin lugar a dudas, como marco de referencia para priorizar los
trabajos de investigacién en el futuro,

Esta publicacién, en su modestia, pretende dar a conocer a los investigado-
res, extensionistas, productores y estudiantes iatinoamericanos, el marco de
referencla general sobre la marchitez bacteriana de la Papa en América
Latina, contribuyendo en esta forma con una fuente de informacién en
espafnol, que estaba haciendo falta.

Esperamcs que la informacidén aqui presentada ayude en parte a aumentar el
intercambio de informacién y una mayor interaccién entre los cientificos
latinoamericanos, facilitando asf las investigaciones en muchos aspectos de
la enfermedad y del patdgeno aiin no aclarados.

Sus comentarios sobre esta publicacién serdn bienvenidos y ayudardn a conti-
nuar el trabajo de editar informacidn dGtil, para apoyar a los cientificos
que trabajan en el control de la marchitez bacteriana de la papa en América
Latina.

Oscar A, Hidalgo, Fitopatdlogo
Hernan Rincén, Comunicador
Centro Internacional de la Papa
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Conclusiones

El Seminario de Investigacidén y Trabajo sobre Avances en el Control de 1la
Marchitez Bacteriana (Pseudomonas solanacearum) de la Papa en América
Latina, llegd a las siguientes conclusiones:

1,

Mantener abierta la posibilidad de continuar las reuniones del grupo de
cientificos presentes en este Seminario, investigadores en bacterias
patégenas de papa, con base en:

a) Futuros planes cooperativos de investigaciédn.
b) Reuniones dentro del ambito de los Congresos Latinoamericanos de
Fitopatologia.

Publicar un boletin informal de noticias y breves comentarios técnicos
con las siguientes caracteristicas:

~ Periodicidad anual.

- Tamano correspondiente a hoja tipo carta.

- Publicacidn en el perfodo diciembre/enero de cada afio, determinando
fecha limite para recepcidn de contribuciones.

- Responsable designado para el préximo perfodo, Dr. Gustavo Granada,
Instituto Colombiano Agropecuario, Estacidn Experimental ICA -
Palmira -~ Valle.

Solicitar a 1los coordinadores que sean designados en cada pais 1la
difusién, entre otros investigadores, de 1la existencia del citado
boletin, para obtener contribuciones adicionales.

Difundir entre los participantes y sus colaboradores en los paises, el
cuadro adjunto de prioridades de investigacién de Pseudomonas
solanacearum,

Se concluye que las categorias de investigacién de mayor importancia en
el momento actual son:
TAXONOMIA

a) Determinacién de razas y bioformas.

b) Levantamiento y evaluacién de razas y bioformas por pais.
c) Estudios de variabilidad del patégeno.
EPIDEMIOLOGIA

a) Evaluacidn de la supervivencia de la bacteria en el suelo y en
plantas silvestres.

b) Evaluacién de la supervivencia del patégeno en plantas cultivadas.

c) Interaccién planta-suelo-patdgeno.

d) Evaluacidn del proceso de susceptibilidad de plantas al patégeno.

CONTROL

a) Estudio de la legislacidn sanitaria como medio de control.

b) Rotacidn de cultivos como medio de control,

c) Estudio de suelos supresivos biolégicos.

d) Estudio de resistencia al patdgeno en progenies y cultivares.
e) Estudio de metodologia para deteccidn de la bacteria.



CUADRO DE PRIORIDADES DE INVESTIGACION (P) Y AREAS ACTUALMENTE TRABAJADAS (T) EN VYARIOS PAISES Y EN EL CIP.
Setiembre de 1982

ARGENTINA BRASIL COLOMBIA PERU URUGUAY CIP PROMEDIO
P T P T P T P T P T P T
TAXONOMIA
1. Levantamiento 1 + 1 + 1 - 1 - 1 + 3 + 1,33
2. Determin. razas-bioformas 1 - 1 + 1 + 1 - 1 + 2 + 1,16
3. Variabilidad 1 - 1 + 2 - 1 - 2 - 2 + 1,5
EPIDEMIOLOGIA
1. Supervivencia en suelo 1 - 3 + 3 - 1 + 1 + 3 + 2,-
2. Supervivencia en plantas
a. cultivadas 2 - 1 + 1 + 2 - 1 - 3 + 1,66
b. silvestres 3 - 1 + 2 - 2 + 1 - 3 + 2,-
3. Supervivencia en equipo y m. 2 - 3 - 3 - 3 - 2 - 3 - 2,66
4. Susceptibilidad plantas 2 - 2 + 1 + 2 - 1 - 3 1,83
5. Interacciones 3 - 1 + 3 - 1 + 1 - 1 + 1,66
CONTROL
l. Legislacién 1 + + 3 - 3 - 1 + - 2,-
2. Rotacién cultivos 2 - 1 + 2 + 1 - 1 - 2 - 1,5
3. Suelos supresivos
a. Fisico 3 - 1 + 2 - 3 - 2 - 3 - 2,33
b. Quimico 3 - 1 + 2 - 3 - 2 - 3 - 2,33
c. Bidlogo 3 - 1 + 2 - 3 - 2 - 1 - 2,~-
4. Pasteurizacién 3 - 3 + 3 - 3 - 3 - 3 - 3,~-
5. Productos quimicos 3 - 3 + 3 - 3 + 2 + 2 - 2,66
6. Resistencia 3 - 1 - 1 + 1 + 2 - 1 + 1,5
7. Metodologia-Deteccidn 1 - 3 - 1 + 1 - 1 + 3 - 1,66




Documentos

SITUACION ACTUAL Y PERSPECTIVAS FUTURAS EN EL CONTROL DE LA MARCHITEZ
BACTERIANA DE LA PAPA EN AMERICA LATINA

E.R. French¥*

La marchitez bacteriana (Pseudomonas solanacearum) fue una enfermedad de
distribucién limitada en la papa en América Latina por tratarse de un
cultivo de clima frfo. Probablemente hubo tentativas de expandir la
produccién a zonas cdlidas, que fracasarfan a rafiz de la marchitez, la cual
fue registrada a mediados de siglo en pafses como Brasil, Colombia, El
Salvador y Venezuela. La mayor latitud a la cual ha sido reconocida fue el
sur de Brasil (Kelman, 1953),

En México la papa sélo complementaba al mafz en zonas de altura donde se
cultivan variedades nativas; después de la expansién de variedades introdu-
cidas y con el aumento en el movimiento de semilla al dejar de ser ésta
importada, se presenté recientemente la marchitez bacteriana en varios
estados del pais (Fucikovsky, 1978). #%n la misma &poca sucedid algo similar
en el Uruguay, donde la semilla importada es multiplicada generalmente una
sola vez, pero se dan casos de uso de semilla local o trafda del sur del
Brasil (Garcia et al., 1979). Poco después fue determinada P. solanacearum
en las Provincias de Santa Fé y Buenos Aires en la Argentina, zonas que
tienen un libre intercambio de semilla de papa con el Uruguay.

Hay dos razas de P. solanacearum que atacan a la papa. La raza 1 que tiene
una amplia gama de hospedantes incluyendo muchas solandceas cultivadas vy
silvestres distribuidas en las zonas cilidas del continente y la raza 3, que
rara vez ataca otra especie que la papa y estd distribuida principalmente en
las zonas de clima frio, aunque ocurre en la cuenca amazdnica a 170 metros
de altitud (French, 1979; Martin et al., 1981, 1982). Es importante saber
cual de las razas afecta al cultivo porque la restringida gama de hospedan-
tes de la raza 3 hace mis factible su control con rotacién de cultivos
(French, 1979).

El control de la marchitez bacteriana de la papa se puele realizar, en la
mayor parte de las regiones afectadas, aplicando principios de control inte-
grado. La bacteria sobrevive poco tiempo en suelos supresivos (French et
al., 1975) y con el uso de semilla libre de la bacteria se evita su manteni-
miento y diseminacién. En el caso de la raza l, es esencial la rotacién
apropiada, incluyendo un buen control de malezas. Es muy importante que no
queden tubérculos en el campo. Los nematodos y dafios mecdnicos favorecen su
incidencia. La aiseminacién puede ocurrir con el movimiento de suelo
adherido a maquinaria, o zapatos y por el flujo del agua (French, 1979),

Sin embargo, en algunas circunstancias es diffcil aplicar los métodos de
control integrado y en otras su aplicacidn cuidadosa no resulta en un con-
trol completo. Por lo tanto, en el CIP se considerd necesario complementar
con resistencia los métodos culturales de control, iniciindose un programa
al respecto utilizando la resistencia hallada en Solanum phureja en Colombia
y desarrollada inicialmente en colaboracidn con la Universidad de Wisconsin.

* Centro Internacional de la Papa, Lima, Peri.



Las primeras variedades resistentes fueron seleccionadas en el Perid (Herrera
et al., 1978). La variedad Molinera fue utilizada en un programa de control
integrado en el Departamento de Hudnuco, con lo cual se logré la erradica-
cién de esta enfermedad y el levantamiento de una cuarentena.

En el CIP continGa el desarrollo de clones resistentes, en colaboracién con
programas en distintos paises (Martin & French, 1980). Ademds de la resis-
tencia derivada de S. phureja, se ha seleccionado resistencia en varias es-
pecies silvestres, combindndose en ciertos casos con resistencia al nematodo
de} nédulo (Martin & French, 1977; Martin et al., 1980). Desafortunadamente
la resistencia no es general, sino especifica a patotipos e independiente de
la raza de P. solanacearum, siendo tedricamente posible seleccionar un cul-
tivar resistente a una variante de cada raza pero no necesariamente a otras
variantes. Cuando un clon es resistente a una variante, es altamente pro-
bable que lo sea a otra variante también (30% de probabilidad en un estu-
dio), pero hay casos de variantes para las cuales no se ha encontrado aidn un
cultivar resistente, especialmente si se hace la seleccidn a temperatura
alta (French, 1979).

Por lo expuesto, es claro que el problema de la marchitez bacteriana de la
papa se viene acentuando al incrementar la actividad agricola sin tomar las
medidas sanitarias necesarias. Por otro lado, estid aumentando el conoci-
miento sobre el control y se estdn desarrollando variedades resistentes. Si
se aplican estos conocimientos y se contindan las investigaciones seria
posible erradicar la raza 3 de P. solanacearum de las regiones subtroplcales
v templadas como asi también de las frias de altura en la region de la zona
térrida donde fue irtroducida esta enfermedad. En las zonas mas calidas,
donde existe principalmente la raza 1, la aplicacién de esta tecnologia
permitird reducir el problema y erradicarlo s6lo en casos especiales donde
los suelos son altamente supresivos.
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LA "VAQUITA" O LA MARCHITEZ BACTERIANA DE LA PAPA CAUSADA
POR Pseudomonas solanacearum EN MEXICO

Leopoldo Fucikovsky*

La marchitez bacteriana causada por Pseudomonas solanacearum E.F. Smith fue
descrita en 1955 por primera vez en México y se encontrd afectando los
cultivos de papa, jitomate y pldtano. Esto sa registrd en la "Lista de las
principales plagas y enfermedades de los cultivos de México" (Anénimo,
1955). Sin embargo, en esta publicacién no se especificaron los estados
donde aparecis la enfermedad. Rodriguez (1972) publicé wuna 1lista de
enfermedades donde cita la marchitez bacteriana afectando el jitomate y el
platano en los Estados de Sinaloa y Chiapas respectivamente., En 1975, el
autor detectd la marchitez bacteriana en papa en la variedad Alpha en una
escala alarmante, encontrdndose el 20 a 80% de plantas muertas en algunos
campos comerciales de los Estados de Michoacdn, Tlaxcala y Sinaloa
(Fucikovsky, 1977). Los agricultores de Michoacdn han tenido pérdidas
considerables debido a esta enfermedad, tanto en el campo como en el
almacén. En el campo los tubérculos afectados producen frecuentemente
exudados en los brotes o se pudren totalmente. En el almacén, después de
algin tiempo, presentan A4reas hundidas en los brotes y al apretar los
tubérculos enfermos y cortados, sale un exudado lechoso.

Po1r esta razén, los agricultores del Estado de Michoacdn dieron el nombre de
la "Vaquita" a esta enfermedad. Tomando en consideracién lo anterior, se
escribié un boletin sobre la '"Vaquita" de la papa (Fucikovsky, 1976) para
informar asi a los agricultores de México sobre este problema.

Con el conocimiento de la P. solanacearum en papa en México se dictaron
medidas cuarentenarias internas, dirigidas especialmente al movimiento de la
papa. El Servicio Nacional de Inspeccidn y Certificacidén de Semillas no
acepta nivel alguno de presencia de P. solanacearum en campos para la pro-
duccidén de semilla bidsica, registrada o certificada. Ademis, recientemente
se delimitaron zonas que serdn protegidas por la ley en las que se incluye
el Valle de Toluca, el cual es una zona autosuficiente donde no se introduce
papa de otras zonas, pero de donde se envia papa a otras regiones del pais
como son Fresnille y Ojo Caliente de Zacatecas; Derramadero en Coahuila;
Guasave y Ahome en Sinaloa; y Gémez Farias, Madera y Guerrero en Chihuahua.
Estas zonas se denominan receptoras y surtidoras ya que pueden recibir papa
de otras, producirlas y surtirlas para el exterior**. Debido a estas accio-
nes, la enfermedad disminuyé considerablemente en los siguientes afios y por
ahora se encuentra bajo un buen control.

Sin embargo era necesario conocer detalladamente la distribucidn de esta
enfermedad en México, asi como razas de P. solanacearum existentes y tener
la facilidad de reconocer la "Vaquita" de la papa con rapidez y seguridad.
Se hizo un estudio (Fucikovsky, 1978) de la distribucién de las razas de P.
solanacearum y se ha encontrado que la raza 3 esti presente en los Estados
de Chihuahua, Nuevo Leén, Sinaloa, Zacatecas, Guanajuato, Michoacan,
Tlaxcala y posiblemente Coahuila. Esa raza se detectd solamente en la
variedad Alpha. La raza ! se encontrd en el estado de Oaxaca causando una

* Centro de Fitopatologia, Colegio de Postgraduados Chapingo, México.

** Villarreal, M. Comunicacién personal,
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marchitez en tabaco y la raza 2 afectando al platano en el estado de
Chiapas. También se encontraron tubdrculos de papa afectados en el mercado
de la ciudad de Cirdenas, Estado de Tabasco, lo que indicé el movimiento de
la papa en México, antes de tener la cuarentena interna.

De este modo se determind que la bacteria se encontraba ampliamente distri-
buida y que eran muy necesarias las medidas tomadas, como la cuarentena, no
sembrar papas cortadas, no sembrar en terrenos que tenian solandceas culti-
vadas anteriormente, asi como desinfectar externamente la semilla y usar
semilla sana para la siembra.

De dénde vino esta enfermedad, es una pregunta que no ha sido posible
contestar con seguridad. Es un hecho de que solamente la variedad Alpha ha
sido afectada hasta ahora, lo que sugiere que la enfermedad fue importada a
México en esta variedad hace muchos anos, tal vez en 1965 o antes Yy que a
través de las generaciones se ha incrementado hasta las proporciones que se
han visto en 1975-1976 y que han causado pérdidas y preocupaciones, espe-
cialmente por la importancia de esta variedad, ya que es una d- las mas
utilizadas en México, pues aproximadamente un 40% de la superficie total se
siembra en Alpha*,

Ademds del trabajo de mapificacién de P. solanacearum, el trabajo de detec-
cién en papa (Fucikovsky, 1978) ha sido personalmente satisfactorio, ya que
en corto tiempo puede estar uno seguro de que P. solanacearum esti o no
presente. El método consiste en el empleo de Ia reaccidn de la oxidasa
directamente en el campo. Para ésto se presionan los tubé&rculos cortados
contra un papel de filtro impregnado con 1% de N, N-dimetil-p-fenilendiamina
o su forma tetrametilica. La reaccidn positiva sucede en 10 segundos.
Igual reaccidn se observa con la determinacién de la Gram negatividad por el
método de Ryu {(1978) utilizado por Gregersen (1978) donde se emplea 3% de
KOH. Los exudados bacterianos en apariencia de gotas de leche en la
superficie cortada del tubérculo, al mezclarse con el hidr6xido producen
unos hilos finos al levantar la mezcla con aza bacteriolégica, comprobandose
de esta manera si las bacterias de la muestra son Gram negativas. Otras
pruebas confirmatorias han sido descritas (Fucikosvky, 1978) para la
identificacidén de este patSgeno. La combinacidn de estas pruebas sencillas
y rdpidas nos dirige hacia 1la mejor identificacién de P. solanacearum vy
descarta las bacterias como Erwinia carotovora subsp. carotovora o
atroseptica y también Corynebacterium michiganense pv. sepedonicum. Con un
sencillo adiestramiento y herramientas baratas se puede hacer un diagnéstico
en el campo.

A raiz de la existencia de una enfermedad tan peligrosa de la papa en México
se han formulado algunos trabajos de tesis de maestria en el Colegio de
Postgraduados, Chapingo, México. La primera tesis fue presentada por Jesis
S. Camacho en 1980 y denominada "Efecto de Globodera rostochiensis (Woll.
1923) Mulvey y Stone 1976 ("nematodo dorado” de 1a papa) y Pseudomonas
solanacearum E.F. Smith (causante de la "marchitez bacterial") inoculados en
forma aislada y asociados, sobre diferentes variedades de papa". Se ha
considerado el peligro potencial para México de la asociacidén de Globodera
rostochiensis y P. solanacearum, ya que ambos organismos estin presentes en
algunas zonas paperas del pais y se estudid la interaccién del nematodo y la

* Villarreal, M. Comunicacion personal.
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bacteria en el invernadero, okservdndose el aumento de la intensidad del
sintoma y una aceleracidn de los sintomas (hasta cuatro semanas mis tempra-
no) cuando los dos organismos estuvieron juntos, en comparacién con sintomas
producidos separadamente por cada uno. La segunda tesis relacionada con
P. solanacearum la presentd Gregorio Leandro Madrigal en 1982 con el titulo
"Efecto de algunos pesticidas sobre Pseudomonas solanacearum en papa"
encontrando que los fungicidas Captan, Maneb, Mancozeb y Thiram mostraron
efecto bactericida bajo diferentes concentraciones y bajo diferentes
condiciones como fueron in vitro, en el invernadero y en el campo. Sin
embargo también se presentd fitotoxicidad causada por los productos.

En la actualidad se estan desarrollando trabajos de investigacién sobre la
supervivencia de la bacteria en el campo, sobre el perfeccionamiento de la
deteccidn de la bacteria en los tubérculos de papa en el campo por métodos
simples y efectivos y pruebas de resistencia y adaptabilidad de clones de
papa traidos del Centro Internacional de la Papa. De estos clones dltima-
mente se han seleccionado dos, con una buena tolerancia% y en el futuro se
esperan mis trabajos relacionados con éstos y otros aspectos.
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ALGUNOS TRABAJOS CON Pseudomonas solanacearum REALIZADOS EN COLOMBIA

Rafael Navarro y José L. Zapata*

INTRODUCCION

La papa es el alimento bdsico en la dieta diaria del pueblo colombiano. La
produccién total aproximada es de 900 000 t/afio, las cuales se dedican casi
en su totalidad al consumo interno.

En el departamento de Antioquia se siembran cerca de 14 000 ha/afio v los
cultivos se concentran en la regidn Andina del oriente antioqueiio, compren-
diendo los municipios de la Unidn, Sonsén, La Ceja, Abejorral, El Carmen y
Rionegro.

En el municipio de Rionegro (2 120 metros de altitud), se presentan
problemas fitosanitarios de importancia econdémica en los cultivos de papa
que, sin duda, disminuyen la produccidn y crean desaliento entre los produc-
tores de este tubérculo. La marchitez bacterianz, conocida también como
"Dormidera", (Pseudomonas solanacearum E.F. Smith) es uno de los problemas
limitantes que se ha extendido a casi todas las zonas cultivadas de esta
region.

RESUMEN DE LAS INVESTIGACIONES REALIZADAS EN COLOMBIA CON P. solanacearum

La marchitez bacteriana fue encontrada en Colombia por primera vez en 1945
por los agrdonomos de la Secretaria de Agricultura, y confirmados posterior-
mente por Garcés en 1947. Fue encontrada en la vereda Santa Helena, del
Municipio de Medellin, situada a 2 550 metros de altitud y con temperatura
media de 15°C. Rojas Pefia (1950) menciona la presencia de la enfermedad en
las regiones productoras de Antioquia. Posteriormente Thurston (1963) rea-
1iz6 las pruebas de caracterizacién de la bacteria y encontré plantas con la
enfermedad en la Sabana de Bogotd a 2 600 metros de altitud. En vista de la
gravedad del problema para casi todas las zonas productoras del pais, Lozano
y Thurston en 1965 inocularon 1 051 clones, entre Solanum phureja, S.
andigena y S. tuberosum con la raza 3 de P. solanacearum y encontraron re-
sistencia en seis clones de 8. phureja nativos de Colombia. FEstos clones
son los que han servido de base para cruzamientos con S. tuberosum y §.

andigena.

Estudios realizados por Belalcazar, Uribe y Thurston (1968) en Colombia,
mostraron que la bacteria puede afectar gran ndmero de malezas incluyendo el
nabo (Brassica campestris), fioque (Datura stramonium), uchuva (Physalis
peruviana), los llorones (Solanum caripensis), hierbamora (Solanum nigrum) ;
ademds comprobaron que otras malezas pueden actuar como portadoras de la
bacteria sin mostrar ningiin sintoma, como es el caso del Chenopodium
amaranticolor, Chenopodium ambrosioides, Chenopodium peniculatum, Gnaphalium
elegans, Rumex acetogella, Rumex crispus, Spergula arvensis, Verbena
brasiliensis y Soliva anthemidefolia,

* Respectivamente: Programa Sanidad Vegetal, Instituto Colombiano Agrope-
cuario y Centro Internacional de la Papa, Regidn Andina, Colombia.
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En 1968 se evaluaron para resistencia a la bacteria, 1 561 clones de papa
provenientes de Sturgeon Bay (USA). Este trabajo se reaiizé en el Centro
Regional de Investigacién 'La Selva'. En 1970 se probaron otros clones
provenientes de Wisconsin pero seleccionados en Popaydn (Colombia). En 1la
actvalidad, de é&stos sobreviven dos clones denominados 5/5 y 7/10, los
cuales aunque son susceptibles a Phytophthora infestans muestran alguna
resistencia a P. solanacearum y son altamente resistentes a los virus Y y X
de la papa. -

En 1972 se hicieron investigaciones para definir la supervivencia de 1la
bacteria en el suelo; se encontrd que despuds de seis meses de permanecer
el suelo sin malezas, al sembrar papa, practicamente desaparecen los
sintomas de la enfermedad.

Otras investigaciones posteriores se relacionaron con el efecto de diferen-
tes fuentes de cal en la presencia de sintomas de la marchitez en papa; en
este ensayo se vidé que la cal retardé la aparicidn de los primeros sintomas,
efecto que se vid hasta los 30 dias de la inoculacién; después de este tiem-~
po las plantas se marchitaron en la misma forma que las parcelas que no re-
cibieron cal.

En la Universidad Nacional (Seccional Medellin), en condiciones do labora-
torio, se estudid el efecto de la materia orgdnica sobre las poblaciones de
P. solanacearum. Se demostrd que la adicién de desechos orginicos podria
ser desfavorable para suelos que presenten problemas por marchitez bacte-
riana.

En 1976 se encontré que el tomate de &rbol (Cyphomandra betacea) una planta
rerenne cuyo fruto es utilizado para fabricacién de conservas, era afectadc
severamente por P. solanacearum raza 3, biotipo 2.

Er. 1976 se inicié en Colombia la cooperacién del ICA con el proyecto de
Pseudomonas solanacearum del CIP, en las localidades de Popayan (1 700
metros de altitud) y Rionegro. Hasta el momento se han realizado nueve
siembras con diferentes clones para su seleccidn por caracteristicas agro-
némicas y relativa resistencia a la bacteria.

El clon WIS BR 63-65 podria considerarse como el Gnico que ha mostrado buen
potencial de produccidn y tolerancia a la bacteria. Sin embargo, cibe ano-
tar que este mismo clon mostrd en 1976 alta incidencia de P. solanacearum
tanto en el follaje como en los tubérculos; su comportamiento en técminos de
resistencia fue similar a la variedad Kennebec utilizada como testigo sus-
ceptible. No obstante, a partir de 1977, el clon BR 63-65 siguidé presen-
tando baja incidencia de la enfermedad y excelentes rendimientos, superando
en todos los casos a las variedades regionales.

Desde 1976 hasta el scgundo semestre de 1981, los materiales se evaluaron
principalmente para produccidn, caracteristicas comerciales de tubdrculos y
para presencia de Pseudomonas sclanacearum en plantas y en tubérculos. Se
ha notado que hay una estrecha relacion entre el porcentaje de plantas
enfermas y el de tubérculos afectados por la bacteria.

Algunos clones mostraron alta resistencia a 1la bacteria pero presentaron
caracteristicas agrondmicas poco deseables o eran susceptibles a otras en-
ferm:dades también limitantes en nuestro medio.
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SITUACION ACTUAL DE LAS INVESTIGACIONES SOBRE LA MARCHITEZ
BACTERIANA DE LA PAPA EN EL PERU

Edgardo Torres*

En el Perd, la marchitez bacteriana (Pseudomonas solanacearum) es conside-
rada como una enfermedad econdémicamente importante en el cultivo de la papa,
especialmente en aquellas zonas destinadas a la produccién de semilla. La
bacteria se halla presente en zonas frias de la regién andina y zonas cali-
das y himedas de la selva, pues ha sido observada en Piura, La Libertad,
Cajamarca, Ancash (French, 1977), Hudnuco (Torres, 1975), San Ramdn y
Yurimaguas (Martin y French, 1977).

Aunque originalmente se pensd que esta enfermedad ocurria s8lo en lugares
cdlidos y bajos, su aparicién en zonas altas, arriba de los 2 000 metros de
altit:.d, estarfa demostrando la existencia de variantes de la bacteria capa-
ces de causar marchitez a temperaturas relativamente bajas. En condiciones
naturales del Perd, la papa es atacada por las razas 1 y 3 de la bacteria
Pseudomonas solanacearum (French, 1977), considerdndose a la raza 1 como
tipica de areas bajas de la zona térrida y a la raza 3 como tipica de zonas
frias (regidn andina), aunque esta {iltima también puede encontrarse en &reas
de selva, por ejemplo, en San Ramén.

De todas las medidas de control adoptadas para contrarrestar la accidn
patégena de P. solanacearum, la utilizacién de variedades resistentes es la
que ofrece mejores perspectivas. En el Peri, los trabajos de mejoramiento
para obtener cultivares resistentes se iniciaron a partir de 1970 (Martin y
French, 1977) habiéndose evaluado 950 clones, bajo condiciones de campo,
procedentes de las colecciones del Banco de Germoplasma del CIP, del
Programa Nacional de Papa y del Programa Internacional de Mejoramiento, de
la Universidad de Wisconsin. En la actualidad el CIP continda con el
Programa de desarrollar clones resistentes a la marchitez bacteriana y
distribuirlos a los Programas Nacionales de Papa que estén interesados er
ellos. Como r~sultado del trabajo conjunto entre el CIP y el Ministerio de
Agricultura de Perid, se obtuvieron dos variedades resistentes: en 1975
Caxamarca y en 1976 Molinera (Herrera_gg_il., 1977, French y Herrera, 1971).

Desde 1979, dentro de un convenio suscrito entre el CIP y la Universidad de
Hudnuco, se han proseguido las evaluaciones de clones que previamente fueron
identificados como resistentes a la marchitez bacteriana, conjuntamente con
nuevos clones desarrollados por el CIP.

Para la conduccidn de estos trabajos se eligieron dos campos naturalmente
infestados con P. solanacearum, ubicados en zonas ecoldgicamente diferentes,
uno en Umari (Hudnuco) y otro en San Ramén (Junin) que corresponden a zonas
de sierra y selva del Perid respectivamente.

El campo de Umari estd ubicado a 2 400 metros de altitud, 700 mm de preci-
pitacidn promedia anual, 6,0°C y 20°C como promedios de temperatura miiima y
midxima respectivamente. En 1975 se detectd en esta zona la presencia de P.
solanacearum y el lugar de mayor incidencia fue el terreno donde se realizan

* Universidad de Hudnuco, Hudnuco, Peri
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los actuales ensayos. El cultivo tradicional en esta zona es la papa, sien~
do el maiz el cultivo de rotacién mds generalizado.

El campo de San Ramén estd a 1 150 metros de altitud, con una precipitacién
promedia anual de 2 700 mm y promedios de temperatura minima y médxima de
18,5°C y 28°C respectivamente. Es una zona de clima tropical, que corres-
ponde a la regién de selva alta de la jungla amazdrica. Como en toda zona
de selva, la papa no es una especic cultivada habitualmente: Fue introdu-
cida en 1974 por el CIP para realizar estudios de adaptacién. Fn una siem-
bra de 1978, se observd una fuerte incidencia de marchitez bacteriana.

Para detectar y cuantificar la poblacién bacteriana, se utilizaron dos
métodos: plantas hospederas susceptibles (tomate var. Huando, y papa var.
Ticahuasi) y un nuevo medio selectivo desarrollado por Granada y Sequeira
(1981), que permitié determinar la presencia y el potencial de P.
solanacearum en ambos lugares.

En los ensayos se registraron evaluaciones de porcentaje de marchitez segiin
la sintomatologfa que desarrollaron las plantas en el transcurso del periodo
vegetativo, la sintomatologia en tubérculos al momento de la cosecha, la
infeccién latente, el rendimiento en los campos infestados de San Ramén y
Umari y en terrenos libres de la bacteria en la costa (La Molina y El
Asesor) y en la sierra (Valle de Huinuco).

Un grupo de 35 clones que estuvo a cargo del autor del presente informe,
corresponde a materiales seleccionados por el CIP en 1979 z=on resistencia
combinada a tizén tardio y a marchitez bacteriana. Con este material se
llevaron a cabo seis ensayos de campo y uno en invernadero donde se evalud
la resistencia a tres asilamientos de P. solanacearum provenientes de la
zona tdrrida. -

Obviamente, las condiciones climiticas, la virulencia del patdgeno, y la
presencia de nematodos, influyeron grandemente en la reaccidn de los clones
al patégeno.

Un ejemplo elocuente se tuvo en el caso del clon Cruza 148 que en San Ramén
no presentd sintomas en el follaje, ni infeccién latente (Cuadro 1), pero
que en Umari alcanz6 porcentajes altos de marchitez (100% y 46,6%) vy
presentd exudado vascular en los tubérculos al momento de la cosecha (Cuadro
2). Ningln clon se comportd bien an ambos lugares, debido a la pobreza del
suelo o a estrés por calor.

En los ensayos de San Ramén, cuatro clones no presentaron sintomas de infec-
cién en el follaje (MS 82.60, MB 6.1, MB 34.22 y Cruza 148). De éstos dni-
camente Cruza 148 no tuvo infeccién latente (Cuadro 3). En Umari fueron
tres los clones que no presentaron sintomas de infeccién en el follaje
(MB 6.42, BR 63.76 y BR 63.15), los dos dltimos no presentaron exudado
vascular al momento de la cosecha, aunque si tuvieron reaccidn positiva a 1la
infeccidn latente (Cuadros 1 y 3).

En cuanto a rendimiento, en condiciones de poco riego (costa y sierra) en
terrenos libres delg. solanacearum, la mayorfa de los clones alcanzaron ren-
dimientos superiores a los 800 gramos por planta. En los trabajos en inver-
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nadero, dnicamente el clon MS 42.3 fue resistente a dos alslamientos (122 de
Ruanda y 165 de Sri Lanka); MS 1C~2, MB 6.13 fueron resistentes al aisla-
miento 112 de Nepal y MB 5.24 y MB 34.22 fueron resistentes al aislamiento
165 de Sri Lanka.

Como un trabajo complementario, en 1981, en Umari, se condujo un ensayo de
control quimico, aplicando Agrimycin a la semilla y al suelo, utilizando la
var. Ticahuasi. No se obtuvieron resultados significativos.
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Cuadro 1. Reaccidén de 35 clones a la marchitez bacteriana (Pseudomonas
solanacearum) en la zona de selva de San Ramén - Peri.
Porcentaje de plantas marchitas*
Clones 1979 1980 1981

1 MS 117.36 25 bd 8,33 ab**
2 MS 10.1 32,5 bf 16,6 ab
3 MS 82.60 0 a 0 ab 0 a
4 MS 42.3 33,3 ab 10 a 33,3 ac
5 MS 84.5 11 ab 0 a 0 a
6 MS 35.9 0 a 57,5 dh 55,3 bc
7 MS 108.45 40 b 100 h 41,6 bc
8 MS 1C-6 13,3 ab 40 bf 27,7 ac
9 MS 91.18 0 a 40 cg 16,6 ab
10 MS 1C-2 0 a 12,5 ab 23,3 ac
11 MS 35.4 26,6 ab 75 gh 46,6 bc
12 MS 1E-7 20 ab 12,5 ab 13,3 ab
13 MB 6.1 0 a 0 a 0 a
14 MB 34,22 0 a 0 a 0 a
15 MB 5.9 33,3 ab 58 dh 16,6 ab
16 MB 5.5 0 a 20 be 56,6 bc
17 MB 6.11 23,3 ab 25 bc 30 ac
18 MB 5.24 0 a 0 a 0 a
19 MB 10.1 13,3 ab 16,5 ac 13,3 ab
20 MB 34.99 6,6 ab 0 a 0 a
21 MB 6.42 13,3 ab 20 bc 43,3 be
22 MB 6.13 13,3 ab 0 a 33,3 ac
23 BR 70.126 0 a 55 dh 35 ac
24 BR  62.3 26,6 ab 32,5 bf 41,6 ac
25 BR 62.5 13,3 ab 10 ab 38,3 ac
26 BR 18.7 0 a 30 bc 53,3 bc
27 BR 69.92 0. a 0 a 40 ac
28 BR 63.65 33,3 ab 0 a 28,3 ac
29 BR 63.76 20 ab 0 a 11 ab
30 BR 63.15 13,3 ab 0 a 46,6 ac
31 PSY 89.43 8,3 ab 0 a 46,6 ac
32 PSY 100.15 13,3 ab 20 bc 47,6 bc
33 PSY 104.33 19,3 ab 90 h 11 ab
34 Cruza 148 0 a 0 a
15 Ticahuasi*** 46,6 b 66 fh 80,3 c

ke

Promedio de tres repeticiones (5 plantas/repeticién).

Clones seguidos por una misma letra,
entre si al nivel de 5% (Prueba de Am

*k%% Testigo.
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Cuadro 2. Reaccidn de 34 clones a la marchitez bacteriana (Pseudomonas
solanacearum) en la zona de sierra Hudnuco - Perd.

Porcentaje de plantas marchitas*

Clones 1980 1981

1 MS 117.36 33 ad** 46,67 bg
2 MS 10,1 0 a 53,33 cg
3 MS 82.60 50 ad 26,67 ac
4 MS  42.3 100 d 80 dg
5 MS 84.5 67 bd 28,33 af
6 MS 35.9 100 d 80 bf
7 MS 108.45 80 bc 73,33 cg
8 MS 1C-6 17 ab 20 ac
9 MS 91.18 50 ad 73,33 cg
10 MS 1¢C-2 0 a 73,33 cg
11 MS 35.4 25 ac 0 a
12 MB 6.1 33 ad 46,67 bg
13 MB 34,22 33 ad 46,67 bg
14 MB 5.9 67 bd 73,23 dg
15 MB 5.5 67 bd 53,33 bg
16 MB 6.11 83 «cd 0 a
17 MB 5.24 50 ad 86,67 fg
18 MB 10.1 50 ad 33,3 bg
19 MB 34.99 17 ab 60 cg
20 MB 6.42 0 a 0 a
21 MB 6.13 17 ab 40 af
22 BR 70.126 50 ad 8,33 ab
23 BR 62.3 33 ad 0 a
24 BR 62.5 40 ad 56,67 cg
25 BR 18.7 100 d 83,33 fg
26 BR 69

.92 67 bd 80 dg
27 BR  63.65 17 ab 20 ad
28 BR 63.76 0 a 0 a
29 BR 63.15 0 a 0 a
30 PSY 89.43 17 ab 40 af
31 PSY 100.15 80 ad 86,67 fg
32 PSY 104.33 83 bd 26,67 ae
33 Cruza 148 100 d 46,67 bf
34 Ticahuasi*** 100 d 100 4

* Promedio de 3 repeticiones (5 plantas/repeticién).

** Clones seguidos por una misma letra no difieren significativamente
entre sf al nivel de 5% (Prueba de Amplitud Mdltiple de Duncan).

*%* Testigo.
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Cuadro 3. Incidencia en tubérculos al momento de la cosecha (exudado en el
anillo vascular) y después de almacenados en invernadero a
28-30°C. Rendimiento de los clones en terrenos infestados con
(Pseudomonas solanacearum).

Exudado

vascular* Infeccidn latente** Rto. g/planta

Clones Umari Umari San Ramén Umari San Ramén
1980 1981 1980 1981 1979 1980 1980 1979 1980

1 MS 117.36 - + + - + 340 50
2 MS 10.1 - + + + 306 16
3 MS 82.60 + + - + - + 258 60 65
4 MS 42.3 + + + - + 16 161 110
5 MS 84.5 + + + - 0 90 70
6 MS 35.9 + + + - + 100 231 27
7 MS 108.45 + + + + + 40 95 5
8 MS 1C-6 + + + " + 721 136 60
9 MS 91.18 + + + - + 700 318 30
10 MS 1C-2 + + + + 337 126 166
11 MS 35.4 + - + + + 430 248 56
12 MS 1E-7 + + - + - - 44 17

13 MB 6.1 + + - + - 353 96 -
14 MB 34,22 - + + + - 420 267 270
15 MB 5.9 + + + - + 333 13 160
16 MB 5.5 + + + - + 80 286 111
17 MB 6.11 + + - + 387 103 19
18 MB 5.24 + + + + 470 31 190
19 MB 10.1 + - 286 78
20 MB 34.99 + + + - + 544 147 161
2 MB 6.42 + + - - - + 675 173 65
22 MB 6.13 + + + + - 300 282 233
23 BR 70.126 + + + + 390 20 33
24 BR 62.3 - - - - + - 620 199 5
25 BR 62.5 + + - - 0 280 190
26 BR 18.7 + + + 0 96 3
27 BR 69.92 + + + + + 100 176 122
28 BR 63 65 + + + + + 215 160
29 BR 63.76 - - - + + - 623 70 40
30 BR 63.15 - - - + - - 948 160 220
31 PSY 89.43 + + - + - + 807 112 27
2 PSY 100.15 + + - + - - 650 428 22
33 PSY 104.33 + - - - - 225 97 5
34 Cruza 148 + - - - 40 362
35 Ticahuasi + + - + + + 689 246 48

* Corte transversal de 5 tubérculos/repeticidn, al momento de la cosecha.

** An3lisis en laboratorio, 5 tubérculos/repeticién.
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SITUACION DE Pseudomonas solanacearum EN LA REPUBLICA ORIENTAL
DEL URUGUAY

Felipe Canale%*

INTRODUCCION

Desde el punto de vista de su produccidén y consumo, la papa constituye en el
Uruguay, un cultivo de gran importancia socioeconémica. Segin el Ministerio
de Agricultura y Ganaderia (1973), aproximadamente 22 300 establecimientos
agropecuarios se dedican a este cultivo y su producto abastece pricticamente
la totalidad de la demanda interna. Asimismo, la papa constituye el cuarto
producto agricola en la dieta familiar, considerdndosele como "producto de
primera necesidad".

Desde principios de la década del 70, la bacteria Pseudomonas solanacearum
ha venido disemindndose en las distintas &reas paperas del pais, produciendo
severos danos a los cultivos e inutilizando suelos para la produccién de
este cultivo. Esta situacién ha venido agravindose en forma continua, lle-
vando a que en la actualidad los esfuerzos para su control se hayan intensi-
ficado.

En el presente informe, se ofrece una resefia histérica de la enfermedad en
el Uruguay y se expone la situacidn actual de la misma.

ANTECEDENTES

Si bien la presencia de la marchitez bacteriana ("podredumbre parda bacte-
riana") en el Uruguay se sospecha desde la década del 60, en los departa-
mentos de Rocha y Tacuarembd; es recién en 1974, cuando en la Estacidén Expe-
rimental Granjera '"Las Brujas'", se identifica el organismo causal de los
sintomas observados en el campo, como Pseudomonas solanacearum (Smith)
Smith.

Posteriormente dicha Estacién Experimental realizd varios aportes, difun-
diendo aspectos sobre sintomatologia, ciclo de la enfermedad, condiciones
predisponentes, dispersién y control (Stuckey et al., 1974, Moscardi vy
Garcia, 1976).

En 1976, French**, confirmé desde el Centro Internacional de la Papa, la
presencia de Pseudomonas solanacearum (Smith), raza 3, biotipo 2, sobre
muestras procedentes del departamento de Rocha, que resultan similares a las
identificaciones realizadas para el Brasil.

Sobre esta base y con el conocimiento de la existencia de trafico ilegal de
papa para semilla en la region fronteriza con el Brasil; Garcia et al., 1979
senalan la posibilidad de que la enfermedad fuera introducida del Brasil al
Uruguay, pues hasta el presente no ha sido demostrado que esta bacteria
pudiera ser autéctona de los suelos uruguayos.

Fl

* Direccidn de Sanidad Vegetal, Ministerio de Agricultura y Pesca, Uruguay.

** French, E. 1976. Correspondencia personal. Centro Internacional de la
Papa, Lima
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Fl mismo informe anterior, sefiala que la diseminacién de la bacteria dentro
de las zonas mencionadas se debid principalmente a la comercializacign local
de papa para semilla, llegando al Departamento de Salto como semilla
supuestamente producida en Rocha. En los campos nuevos se pudo constatar el
alto grado de eficiencia de la diseminacién a través del movimiento de
maquinaria y vacunos, asi como con las aguas de drenaje superficial.

EFn 1977, la Intendencia Municipal de Tacuarembd dispuso la fiscalizacién de
los lotes de papa comercializados localmente para semilla, a fin de evitar
la diseminacién en ese departamento.

Crisci (1978) comunicd la presencia de Pseudomcnas solanacearum en Piedras
de Afilar (Departamento de Canelones), y en una muestra procedente del
Departamento de San José. En 1980, Vilaré (13), detecta la enfermedad en
Costas de Mauricio {Departamento de San José).

Garcia et al., 1979 sefialaron la importancia econdémica de 1la enfermedad,
sugiriendo la adopcién de una serie de medidas de control legal, para evitar
su diseminacién.

Canale (1981) informé a la Direccién de Sanidad Vegetal sobre la situacién
de la enfermedad, planteando la adopcién de medidas para combatirla. La
Divisidn Fitopatoldgica de la Direccidén de Sanidad Vegetal, planificé
posteriormente el desarrollo de una campafia de lucha contra la enfermedad,
solicitando los recursos necesarios para la instrumentacién de la misma.

En octubre de 1981, la Direccién de Sanidad Vegetal, autorizé los fondos v
al mes siguiente la Divisién Fitopatolégica, a través de su Departamentc de
Epidemiologia Especial inicié la primera etapa de la "Campafia de Lucha
contra Pseudomonas solanacearum”, que consistid en un diagnostico de 1la
situacién fitosanitaria del cultivo de papa en San José, con especial
énfasis en la deteccién de focos de esta bacteriosis.

En diciembre de 1981, la "Reunién Bilateral Uruguay-Brasil sobre Sanidad
Vegetal', acogié la propuesta de la delegacién uruguaya aprobando una reso-
lucién mediante la cual se establecié un intercambio constante de informa-
cién entre ambos paises, los cuales se comprometieron a llevar adelante
accicnes conjuntas, simultdneas y prioritarias para el control eficiente del
intercambio fronterizo y, finalmente, se propuso que el tema fuera incluido
en las agendas de los futuros foros de la region.

En 1982, la Direccién de Sanidad, elevé a consideracisn del Poder Ejecutivo,
un proyecto de decreto, declarando a Pseudomonas solanacearum plaga nacional
v estableciendo la obligatoriedad de su control.

F1 26 de agosto de 1982, la "Reunién Bilateral Argentina-Uruguay sobre Sani-
dad Vegetal" aprobé una resolucién reconociendo la prioridad y urgencia
planteada por la situacién epidemiolégica de Pseudomonas solanacearum en la
regidn, recomendando que esta enfcrmedad fuera incluida en la Lista de
Plagas v Enfermedades Prioritarias de la Regién; y se acordd también solici-
tar a los organismos internacionales (IICA, CIP) su participacién activa ern
esta problemitica.
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IMPORTANCIA ECONOMICA

l. El Cultivo de Papa en el Uruguay:

El cultivo de papa es practicado en casi todo el pafs. Segin el
Ministerio de Agricultura y Ganaderfa (1973) se siembran aproximadamente
25 000 ha/afio. Los Departamentos de San José y Canelones concentran el 68%
de la superficie sembrada y generan 73% de la produccidn nacional. Es
importante senalar que el Departamento de Canelones concentra el 75% de la
produccién de tomate del pais (Comisién del Plan Granjero, 1978), cultivo
que también es susceptible a P. solanacearum.

La produccidén anual de papa en el pals supera las 100 000 toneladas,
las cuales son obtenidas a través de dos ciclos de produccidn (otofio y
primavera). El ciclo de otofio es abastecido por semilla importada del
Hemisferio Norte, en tanto que en el ciclo de primavera se utiliza como
semilla, material procedente del ciclo de otofio (primera multiplicacién
de la papa importada). En el ciclo de primavera un pequefio porcentaje
de semilla proviene del Programa de Certificacién de la Estacién Expe-
rimental Las Brujas, en tanto que el grueso del material usado como
semilla se origina en el propio estahlecimiento productor, donde no se
toman las precauciones fitosanitarias necesarias para la multiplicacidn
de semilla.

2. Danos provocados por Pseudomonas solanacearum:

Moscardi y Garcia (1976), establecieron que durante la temporada de
1975, sobre un total de 29 productores paperos de la zona comprendida entre
Santa Teresa y Chuy (Rocha), el 59% habia experimentado pérdidas debidas a
la marchitez bacteriana, las cuales oscilaban entre 5 y mids del 90% de 1la
produccién.

La Estacion Experimental del Norte (Garcia et al., 1979), reportd que
en la temporada 1975/76, la enfermedad fue detectada en casi todas las &reas
paperas del Departamento de Tacuarembd, con porcentajes de infeccidn en
plantas de hasta 80%.

En el 4drea de influencia de Castillos (Departamento de Rocha), estima-
ciones de Molina consignadas en Garcia et al., 1979 indicaron que durante el
periodo 1970/74, el 22% de los suelos aptos para papa (3 000 ha) habfan sido
afectados por P. solanacearum.

Gamarra, en documentos presentados por Garcia et al., 1979, sefals 1la
presencia de la enfermedad en el drea papera de Cerro Largo (alrededores de
Melo), durante la primavera de 1975, donde causd severas pérdidas en algunos
establecimientos.

SITUACION ACTUAL

En 1981, Ja Divisidén Fitopatoldgica de la Direccidén de Sanidad Vegetal,
inicié un reconocimiento (''relevamiento'") fitosanitario de las principales
dreas paperas del pais (San José y Canelones), con el objetivo fundamental
de determinar la situacidn epidemiolégica de Pseudomonas solanacearum, y el
nivel sanitario general de los cultivos, incluyendo observaciones y evalua-
ciones sobre otras enfermedades.
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l. Reconocimiento fitosanitario (noviembre 1981 - febrero 1982).

El reconocimiento implicé la definicién previa de los limites del &irea.
Para identificar los lotes se usaron hojas del Plan Cartogriafico Nacional
(escala 1:20 000) en las que figura la totalidad de los padrones del &drea
divididos por un sistema de coordenadas.

Los equipos técnicos, entrenados previamente para esta labor, se inte-
graron en dos grupos que, avanzande en sentidos opuestns, realizaron la
inspeccion de los cultivos correspondientes a los padrones de cada es-
tablecimiento, quedando de esta manera perfectamente identificados.

La informacidén correspondiente a cada cultivo fue consignada en plani-
llas especiales para su posterior procesamiento por computadora.

2. Diagndstico.

El diagnéstico de la enfermedad se realizd primero en el campo, basin-
dose en los sintomas visuales de la enfermedad (halo vascular oscurecido y
exudacidn de mucilago por los tubé&rculos, tanto a nivel del anillo vascular
como de los ojos). Los sintomas visuales de campo fueron confirmados en el
laboratorio mediante aislamiento en medio Kelman (8) y posteriormente
mediante pruebas de patogenicidad en plintulas de tomate cv. "Loica".

3. Resultados.
Si bien la informacién acumulada se encuentra en procesamiento, se
tienen ya algunos datos preliminares:

a) Prevalencia: se localizaron 47 predios afectados por P,
solanacearum, totalizando 419 ha, que representan el 9,117 de 1la
superficie destinada al cultivo en el Departamento de San José.
En el perfodo de reconocimiento se cubrieron 4 600 ha.

b) Origen de la enfermedad: en 23 casos se pudo determinar fehacien-
temente el origen de la enfermedad, resultando que:

- En 50%Z de los casos la semilla se adquirio del Departamentc de
Rocha (donde la enfermedad se encuentra ampliamente diseminada), o
de productores locales que habfan tenido cultivos afectados por la
bacteriosis.

-~ En el 50% restante de casos se comprobs el uso de maquinaria
(préstamo, arriendo, etc.) de productores que tenfan cultivos
afectados por la enfermedad.

c) Nivel de conocimientos: 76% de los productores cuyos campos
fueron inspeccionados no conocfan la enfermedad. En 24% de los
casos en los que la enfermedad era conocida, los productores
también tenian conocimientos sobre su transmisidn y medidas
preventivas de control.

d) Diagnéstico e investigacién: el procedimiento de diagnéstico
utilizado resultd demasiadc laborioso, dado el gran volumen de
muestras procesadas.
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Con el fin de agilizar los métodos de trabajo, que permitieran
también estudiar la ecologia y sobrevivencia en el suelo vy
materiales contaminados, se estudiaron varios mé&todos rapidos de
diagndstico. Se evaluaron varias técnicas seroldgicas incluyendo
aglutinacidn en gota, doble difusién en agar, ELISA e inmunofluo-~
rescencia indirecta. Para las dos primeras técnicas se usaron los
procedimientos de rutina. Para el caso de la técnica FELISA se
sigui’ el método de Clark y Adams (1977) y para el de inmunofluo-
rescencia indirecta, el método empleado por Faure et al. (1977).
Los resultados obtenidos con estas dos @ltimas confirman la gran
sensibilidad y la posibilidad de las mismas para ser usadas en el
diagnéstico de P. solanacearum en semilla de papa.

Se evaluaron también distintos tipos de desinfectantes para
maquinaria y equipo: se comprobd la buena accidén de amonios
cuaternarios, fenoles terciarios, hipoclorito de sodio y formol.

CONCLUSIONES

1. La informacién presentada indica la presencia de la bacteria en casi
todas las dreas productoras de papa del Uruguay.

2. En los Departamentos de Rocha, Cerro Largo y Tacuarembs, la produccién
de papa se desarrolla en campos ganaderos, en los que s6lo realizan uno o
dos cultivos sucesivos en el mismo terreno. Desde este punto de vista y
considerando la amplia disponibilidad de suelos aptos para el cultivo en
dichas zonas, el problema debido a esta enfermedad no puede catalogarse de
grave, siempre y cuando se adopten las medidas sanitarias correspondientes
en las 4dreas infestadas. No obstante, la sola presencia de la bacteria
configura un alto peligro de diseminacién hacia otras zonas de
caracteristicas agricolas intensivas.

3. El reconocimiento fitosanitario realizado por la Direccién de Sanidad
Vegetal en los Departamentos de San José y Canelones indicd una alarmante
diseminacidn de la bacteria en la principal irea papera del pais.

4. La produccidn de papa en los Departamentos de San José y Canelones (mis
de 657% del Aarea destinada a ese cultivo en el Uruguay), es realizada en
predios agricolas de uso intensivo, tradicionalmente dedicados al cul-
tivo, donde 1la posibilidad de rotacidén con otros cultivos no es mayor
de dos afios en promedio. Ante esta situacidn, la presencia de 1la en-
fermedad en estos departamentos es calificada como de grave y urgente,
pudiendo traer severas consecuencias socioeconémicas.

5. La comercializacién, para semilla, de papa infectada y el uso de maqui-
naria contaminada, aparecen como los principales agentes de diseminacién,

6. El conocimiento de los productores encuestados sobre la enfermedad y su
control, elementos esenciales en la lucha contra la misma, es bajo o nulo.

7. Las técnicas serolégicas ELISA e inmunofluorescencia indirecta pueden
ser usadas en el estudio y combate de P. solanacearum.

31



8. Se confirmd la aplicabilidad de amonios cuaternarios, fenoles tercia-
rios, hipoclorito de sodio y formol como productos desinfectantes de
herramientas y equipos.

9. Es necesario intensificar los programas de produccién de semilla certi-
ficada e introducir en los mismos los materiales resistentes disponibles al
momento. En este sentido, la Direccidn de Sanidad Vegetal y el Centro de
Investigaciones Agricolas '"Alberto Boerger', comenzaron un programa conjunto
de evaluacidn del material genético suministrado por el Centro Internacional
de la Papa.

10. La prioridad y urgencia del combate de esta enfermedad ha sido recono-
cidas a nivel regional. En las Reuniones Bilaterales sobre Sanidad Vegetal
entre Uruguay y Brasil y entre Argentina y Uruguay se ha solicitado su
inclusién en la Lista de Plagas y Enfermedades Prioritarias de la Regidn y
se ha invocado la accidn de los organismos internacionales (CIP, IICA) al
respecto.
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ESTADO ACTUAL DE LA MARCHITEZ BACTERIANA DE LA PAPA
Pseudomonas solanacearum EN ARGENTINA

Irma de Mitidieri*

INTRODUCCION

La presencia de Pseudomonas solanacearum en Argentina se conoce desde hace
muchos afios. La primera cita bibliogrdfica corresponde a Zeman (1919,
1921), quien en 1921 estudid una bacteriosis del bananero en Chaco y
Corrientes. En un principio el agente etiologico fue denominado Bacillus
musarum Zem, pensando que se trataba de una especie nueva vy posterIB%mente
resultd sin6nimo de Pseudomonas solanacearum.

La bacteria también fue determinada en Formosa y norte de Misiones, afec-
tando al bananero, y en los alrededores de la ciudad de La Plata afectando
al tomate (Zeman, 1921),. '

Segin Ferndndez Valiela (1975), Carrera, en 1960, diagnosticé la presencia
de la enfermedad en Salta afectando plantas de tabaco. En 1971, Castafién
(1972), sefiald la presencia de la enfermedad afectando seriamente cultivos
comerciales de tomate, cultivar "PLATENSE", en Corrientes.

En 1979, se localizaron lotes de papa afectados por marchitez bacteriana en
dos importantes regiones prouductoras del sudeste de la provincia de Buenos
Aires y Rosario. Ambas regiones estdn ubicadas por debajo de la isoterma
media anual de 18°C y entre 500 y 1 0C0 mm anuales de lluvia.

La identificacidn del patégeno estuvo a cargo de técnicos del Centro Inter-
nacional de la Papa (CIP), en Lima, Perd.

Ante el peligro que significa para la produccién papera del pais la apari-
cidn de tal grave enfermedad, inmediatamente se comenzaron a planificar las
formas de accidén que permitan elaborar la estrategia para el control de la
misma.

REGIONES PRODUCTORAS DE PAPA

La papa en la Repibllica Argentina se cultiva en regiones muy distantes entre
si, determinadas por condiciones ecolégico-econdmicas; no obstante, es fac-
tible cultivarla, pricticamente en cualquier regidn agricola del pafs.

Asi, surgen pequefias zonas productoras cuando el precio del producto es
elevado, que luego desaparecen al bajar los mismos, debido a que no existe
una tradicidn en el cultivo por parte de esos productores.

En las zonas donde el productor tiene arraigo en el cultivo, también ocurren
altibajos en cuanto al drea sembrada como consecuencia del precio de 1la
papa, por lo tanto, la superficie cultivada tiene importantes variaciones de
un ano a otro.

* Estacidn Experimental INTA, San Pedro, Argentina.
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Lo« regiones productoras mis importantes se encuentran en la pampa himeda Y,
entre cllas, la del sudeste de la provincia de Buenos Aires se destaca por
su superficie y volumen de produccidn. Le sigue en importancia la denomi-
nada "Rosario'" con dos siembras anuales y que estd ubicada al norte de la
provincia de Buenos Aires y al sur de la de Santa Fe.

Existen otras de nenor significado, pero que adquieren importancia por la
oportunidad de la produccidén o por abastecer a su zona de influencia, y
comprenden a la del noroeste, en las provincias de Tucumdn, Salta y Jujuy;
noreste, en las provincias de Entre Rios, norte de Santa Fe, Corrientes,
Chaco y Formosa, central en las provincias de Cérdoba y Santiago del Estero:
oeste o Cuyo, en las provincias de Mendoza, San Juan y San Luis y las del
sur de Argentina, en las provincias de RIo Negro, sur de Buenos Aires,
Neuquén y Chubut, con subregiones muy distintas y dispersas. Un pequeno
centro de produccidn se localiza en la parte central de la provincia de
Buenos Aires.

REGION SUDESTE DE LA PROVINCIA DE BUENOS AIRES

La integran las localidades de Balcarce, General Alvarado, Loberfa, General
Pueyrreddn, Tandil, General Madariaga, Mar Chiquita y Necochea. Es la prin-
cipal zona productora de papa para consumo y para semilla de la Argentina.
Su capacidad productora estd cimentada en excelentes condiciones climiticas,
elevada fertilidad de los suelos, suficiente disponibilidad de terreno para
permitir rotaciones adecuadas y un factor humano receptivo a los avances
tecnolégico: que permiten mejorar la calidad y sanidad de los cultivos.
Tiene una sola época de siembra y el ciclo de cultivo va desde mediades de
octubre hasta marzo; no obstante, se cosecha hasta julio o mds adelante se-
gin condiciones climiticas y de mercado.

En el sureste de la Provincia de Buenos Aires la mayorfa de la semilla
utilizada en la siembra es de produccién local, o importada de Europa o
Canadd. Algunos productores utilizan papa~semilla producida en la Region
Rosario durante la segunda parte de la temporada.

Los cultivares wutilizados son: “HUINKUL MAG", '"SPUNTA", '"KENNEBEC",
"SERRANA", '"BALLENERA", entre los mids importantes.

Durante la temporada 1978/1979 y posteriormente en la de 1980/81, se obser-
varon brotes de marchitez bacteriana (Pseudomonas solanacearum) afectando a
seis y cuatro lotes respectivamente, del cultivar "KENNEBEC" destinado a la
produc-ién de papa para consumo. En ninguno de los lotes se habfa cultivado
papa durante los (ltimos cinco afios. En todos los casos, la papa utilizada
para la siembra provenia de los distritos de Arroyo Seco, Figuiera, Pavén y
General Lagos, pertenecientes al departamento de Rosario.

Los lotes afectados fueron localizados con precisién y la produccién de
estos cultivos fue destinada a consumo en su totalidad; en los terrenos
contaminados no se ha vuelto a cultivar papa y las largas rotaciones que se
practican en esta zona permiten esperar la erradicacién de la enfermedad
mientras no se utilice papa-semilla contaminada.

Durante 1980, se desarrolld un plan de difusién masiva destinado a advertir
a técnicos y productores sobre la existencia de la enfermedad, su localiza-
cidén, los riesgos de su difusién y la importancia de utilizar simiente pro-
veniente de cultivos con sanidad reconocida.
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Existe una serie de circunstancias que permiten esperar en forma optimista
que los focos de la enfermedad localizados en esta zona, puedan ser contro-
lados totalmente.

REGION ROSARIO

En la regién productora mis antigua del pafs, se cultiva papa desde fines
del siglo pasado. Por su importancia econémica constituye la segunda zona
productora del pais.

La integran las localidades de General Lagos, Arroyo Seco, Figuiera y
Coronel Bogado en el departamento de Rosario de la provincia de Santa Fe;
las de Pavdén y Tehobal en el de Villa Constitucidn de la misma provincia y
las de San Nicolds, Ramallo y San Pedro, Baradero, Zirate y Campana en la de
Buenos ..ires,

Estd formada por una franja costera al Rfo Parand de unos 200 km de largo
por unos 10 km de ancho en la provincia de Buenos Aires y alcanza hasta 30
km en la de Santa Fé.

El nimero de explotaciones dedicadas al cultivo de la papa ha decrecido sen-
siblemente en los dltimos afios, y también, aunque en menor proporcidn, la
superficie sembrada. En cambio, la produccidn ha mantenido su nivel gracias
a una mayor tecnificacién.

La zona tiene la particularidad de permitir dos cosechas anuales en el mismo
suelo. La primera o de primavera se hace a comienzos de agosto para cose-
char desde mediados de noviembre hasta fines de diciembre. La superficie
sembrada es de alrededor de 5 000 hectireas. Los cultivares empleados son:
"HUINKUL", "SPUNTA" y "KENNEBEC". La papa-semilla procede del sudeste de la
provincia de Buenos Aires. El producto entra directamente a los mercados de
consumo sin previo almacenamiento y se le denomina de acuerdo a su ingreso a
los mercados como papa semitemprana,

La segunda cosecha de otofio se efectlia desde fines de enero hasta el 15 de
febrero, para cosechar en mayo-junio. Entra a los mercados generalmente
después de un estacionamiento en la chacra. Se le denomina de produccidn
tardia y los cultivares empleados son "KENNEBEC" y "SPUNTA".

La papa-semilla procede de Canadi u Holanda cuando es de origen importado.
En cambio, si es ce origen local, puede ser de la primera cosecha (diciem-
bre) o también de la obtenida del otofio anterior, (junio) y conservada en
cdmara fria durante cinco o seis meses. La superficie sembrada es similar a
la de primavera.

Parte de esa produccién, cuando proviene de papa-semilla importada, se
comercializa como papa-semilla para la Regidn Sudeste, por encontrarse sus
tubérculos en ese momento en excelente estado fisioldgico; ademis, tienen
buena sanidad con respecto a virus por la baja presencia de &fidos durante
el otofio. El resto se comercializa para consumc desde agosto hasta octubre.

Ante la aparicidn en el sudeste de plantas afectadas por la marchitez bacte~

riana, técnicos de la Estaci6n Experimental Regional Agropecuaria del INTA
de Balcarce recorrieron la zona de Rosario, en el mes de marzo de 1979,

37



sefialando que la enfermedad estaba generalizada en las localidades de Gene-
ral Lagos y Arroyo Seco. Esta evaluacidn fue comprobada posteriormente por
técnicos de la Estacidn Experimental Agropecuaria del INTA de San Pedro.

En la Seccidn de Fitopatologia de la E.E.A. INTA de San Pedro se probé la
patogenicidad de un aislamiento de Pseudomonas solanacearum procedente del
sudeste de la provincia de Buenos Aires. Para ello se utilizaron papas de
los cultivares '"SEBAGO", "KENNEBEC" y 'SPUNTA".

Los métodos de inoculacién utilizados fueron: inoculacién de los tub&rculos
antes de la siembra, mediante heridas practicadas en las proximidades de las
yemas, y mediante inyeccidén en las axilas de las hojas.

Mediante el primer método se obtuvieron reducciones de un 26 y 37%Z en la
brotacidn para los cultivares "KENNEBEC" y "SEBAGO" respectivamente. Con el
segundo método, a los 5 dias de realizada la inoculacién se obtuvo 100% de
plantas marchitas en los tres cultivares ensayados,

También se inocularon por este {ltimo método, plantas de tomate y berenjena
con resultado positivo,

Desde la aparicién de la enfermedad en la zona, no se han producido daros
significativos que ocasionaran graves pérdidas en la produccion.

En recorridos realizados durante 1982, se comprobd la presencia de la enfer-
medad en las localidades de General Lagos, Arroyo Seco, Figuiera y Pavén,
todas en la provincia de Santa Fe.

La E.E.A. INTA de San Pedro, juntamente con su Agencia de Extensién de
Arroyo Seco, advirtid a técnicos y productores de la zona sobre la aparicién
de la enfermedad, caracterfisticas de la misma y riesgos que significa para
la produccién papera. Con esa finalidad se realizaron varias reuniones y se
confecciond un folleto de divulgacién.

METODOS DE CONTROL

En abril de 1981, la Coordinacién del Programa Papa organizé una reunidn en
la Estacidn Experimental Agropecuaria INTA de San Pedro, a fin de considerar
las lineas inmediatas de accién para evitar la propagacién de la enfermedad.

Una de las prioridades surgidas en la mencionada reunién fue la realizacidn
de un reconocimiento ("relevamiento") para determinar las &reas afectadas
por Pseudomonas solanacearum en la Argentina.

Se establecis que para el diagnéstico de la enfermedad se utilizarfa el
método de inmersién de trozos de tallos en agua, recomendado por el CIP,
Para definir la contaminacién de un lote bastari una planta enferma.

Por otro lado, se considerd de primordial importancia recomendar a 1los

productores que eviten el cultivo de papa u otras solaniceas en terrenos
infectados, y que no usen semilla proveniente de cultivos enfermos.
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Finalmente, se acordd llevar a cabo un plan de trabajo en el que intervengan
todas las unidades relacionadas con el cultivo de papa, para estudiar la
viabilidad de la bacteria en suelos infectados sometidos a diferentes sis-
temas de rotaciones.

Los riesgos de diseminacidén de la enfermedad fueron debidamente considerados
por los integrantes de la Secretaria de Agricultura y Ganaderia de 1la
Nacidén, quienes la declararon plaga de la agricultura, por disposicién
D.F.F. N°, 42 del 18-5-1982, dictada por el Departamento de Fiscalizacién
Fitosanitaria, de la Secretaria de Agricultura y Ganaderia de la Nacién,
Decreto Ley N°. 6, 704/63, Articulo 2°.
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SINTOMATOLOGIA Y DESARROLLO DE LA MARCHITEZ BACTERIANA
(Pseudomonas solanacearum) EN LA PAPA

E.R. French*

Los sintomas de la marchitez bacteriana de la papa son similares a aquellos
causados por la falta de agua o a otros tipos de marchitez patolégica, pero
cominmente la marchitez bacteriana es inicialmente unilateral, afectando los
foliolos de un lado de una hoja, las hojas de un lado de un tallo, o un
tallo si y otro no.

Cuando la infeccidn es temprana y la temperatura relativamente alta, toda la
planta puede marchitarse y morir. Acompanando al avance de la marchitez
foliar, el sistema vascular va adquiririendo un color marrén pardo. Segiin
la etapa de crecimiento en el momento de la infeccidén, la variedad y las
condiciones ambientales, puede suceder que no se manifiesten ni la decolora-
cidén, ni la clorosis o necrosis del follaje. Los sintomas subterrineos mis
conspicuos se encuentran en los tubérculos. Los ojos del tubérculo exudan
bacteria y a este exudado se adhiere el suelo. En algunos casos, la zona de
los ojos o del estolén se decolora. Cuando se parten los tubérculos, en
pocos minutos de los haces vasculares afectados sale un exudado formando
"perlas". Los tubérculos afectados retienen inicialmente su consistencia y
adquieren un leve olor caraterfstico, luego se van descomponiendo como
consecuencia de infecciones secundarias y pueden adquirir mayor coloracién,
ademis de pudricién blanda y fé&tida.

Un método dtil para diagnosticar la presencia de bacteria en tallos enfermos
es cortar un trozo de | a 2 cm de largo y colocarlo en la parte superior de
una columna de agua cristalina y quieta. En pocos minutos, si hay bacte-
rias, los haces vasculares las exudan en flujos ahilados descendientes que
se van difundiendo en el agua (French et al., 1972).

El factor que mids favorece a esta enfermedad es la temperatura alta, razén
por la cual los sintomas son mis conspicuos y tempranos, con mayores dafos,
en cultivos de regiones cdlidas. Los cultivos de clima frio (por encima de
los 2 800 metros de altitud en la zona térrida) presentan sintomas mids leves
que pueden pasar desapercibidos, aunque la bacteria esté en 1la mayoria de
las plantas y los tubérculos actdien como portadores, causando severos dafios
si son usados como semilla en sitios con mayor temperatura (French et al.,
1972).

Existen dos razas de Pseudomonas solanacearum que causan la marchitez
bacteriana de la papa: la raza 3 que es especifica a la papa; y la raza 1|
que afecta a la papa y también a un sinndmero de plantas cultivadas y
silvestres (Buddenhagen et al., 1962; French y Herrera, 1969; Kelman, 1953).
La marchitez bacteriana ocurre en la franja de la zona térrida y las zonas
templadas en todo el mundo (Kelman, 1953). La raza 3 es de mis reciente
determinacién, y ocurre en zonas frias como las alturas de la regién andina
(Fz=nch et al., 1972; Herrera, 1972) y en el Uruguay (Stuckey et al., 1975).

* Centro Internacional de la Papa, Lima, Perd.
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La transmisidén de P. solanacearum ocurre principalmente por el uso de semi-
lla (tubérculos) portadora de la bacteria, lo cual ha dado lugar a una dise-
minacién ripida y a través de distancias considerables. En forma local, la
bacteria es transportadora por el agua, y en el suelo que se adhiere a los
implementos y a los pies del hombre (French, et al., 1972). Se considera
que P. solanacearum sobrevive muchos afios en el suelo (Kelman, 1953; Nielsen
y Haynes, 1960). Investigaciones recientes por French et al., (1975)
indican que la bacteria de la marchitez bacieiiana persiste mds en suelos de
Sierra pero que ésto no ocurre en Vird, casi a nivel del mar. En 1la
Estacion Fxperimental La Selva en Rionegro (Antioguia) Colombia, a 2 100
metros de altitud, la infectividad para la papa se redujo rdpidamente hasta
ser casi nula en tres meses, siendo el suelo &cido y rico en materia
organica (Navarro, 1975).
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FUENTES DE DISPERSION Y ETIOLOGIA DE UN MARCHITAMIENTO BACTERIANO Y
PUDRICION DE TUBERCULOS DE PAPA EN EL SUDESTE DE LA PROVINCIA DE BUENOS
AIRES
Alicia Melegari* y A. Escande**

INTRODUCCION

El sudeste de la provincia de Buenos Aires es la principal zona productora
de papa para consumo y para semilla de la Argentina por reunir caracteristi-
cas ecoldgicas, fisicas y socloecondmicas que posibilitaron el logro de bue-
nos rendimientos y de buena simiente durante afios.

Para mantener un adecuado estado sanitario de los cultivos es necesario pro-
tegerlos de aquellas enfermedades que, ademds de ocasionar una severa dismi-
nucién de los rendimientos y dafios durante la conservacidn, sean de diffcil
control y comprometan la calidad de la simiente.

El activo movimiento de papa para siembra que se produce entre las distintas
zonas productoras de la Argentina y desde el exteriocr, conduce en ocasiones
a la introduccién y difusién involuntarias de nuevas enfermedades que, en
algunos casos, amenazan la produccién.

Un ejemplo de ello fue la aparicién de un marchitamiento de plantas y una
pudricidén de tubérculos, ambos aspectos de origen bacteriano. Esta enferme-
dad se observd por primera vez en el sudeste bonaerense durante la temporada
de 1978/1979, y posteriormente en la de 1980/1981, en escasos lotes del
cultivar Kennebec destinados a la produccidn de papa para consumo. En los
cultivos afectados, el follaje de algunas plantas presentaba sintomas de
marchitamiento con una marcada epinastia, coloracidn verde grisdcea y hojas
de consistencia fldcida. En ocasiones las plantas afectadas se presentaban
aisladas y distribuidas al azar; en estas circunstancias las plantas adya-
centes a las enfermas las ocultaban con su follaje, pudiendo pasar inadver-
tidas. En otros casos se observaron filas de dos, tres o mids plantas de un
mismo surco o manchones de didmetro variable con plantas afectadas.

En el corte longitudinal de la base de los tallos enfermos, se observd una
coloracidén marrén de los haces vasculares. Cuando las plantas enfermas
habian formado tubérculos, al cortarlos longitudinalmente y ejercer presién
en los mismos, se obcervd la presencia de gotas viscosas de color crema que
salian de los haces vasculares. En los casos en que los tubérculos estaban
muy afectados fue posible observar la zooglea bacteriana saliendo por los
ojos de los mismos.

El objetivo de este trabajo fue determinar el agente causal de la enfermedad
y la fuente de dispersién del indculo.

MATERIALES Y METODOS

Con la cooperacion de las Agencias de Extensidén Rural de la Estacidn
Experimental Regional Agropecuaria de Balcarce, INTA, se detectaron los

* Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Mar del Plata,
Balcarce, Argentina.

** Estacidén Experimental Regional Agropecuaria de Balcarce, INTA, Balcarce,
Argentina,
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lotes de papa del sudeste bonaerense que presentaban sIntomas de marchita-
miento de plantas y pudricidon de tubérculos., En cada caso se registrd el
lugar de origen de la papa utilizada para la siembra, el porcentaje de plan-
tas afectadas y los cultivos sembrados en anos anteriores en el Ilote
afectado.

A partir del signo de la enfermedad observado en tubé&rculos y tallos de
plantas afectadas, se realizaron aislamientos en agua destilada y esterili-
zada. El Dr. C. Martin del Centro Internacional de la Papa, identificé los
aislamientos realizados en el primer aro.

En la campana de 1980/1981, la identificacién del patbgeno se realizé en el
Laboratorio de Patologia Vegetal de la EERA de Balcarce, INTA, utilizando el
medio de Tetrazolio (Kelman, 1954) para la determinacidn del género y de la
especie. Para la determinacidon de bilotipo se realizaron pruebas de
utilizacién de manitol, sorbitol, lactosa y maltosa (Hayward, 1976). Se
inocularon plantas de los cultivares Huinkul MAG, Spunta y Kennebec, para lo
cual el patdgeno fue sembrado en un medio de Kelman, sin tetrazolio, y los
cultivos fueron colocados a 30°C, en la oscuridad, durante 48 horas. Se
prepard una suspensidn del cultivo en agua destilada y esterilizada, cuya
concentracién no fue medida, utilizando un anza esterilizado. Se efectud
una puncidn axilar en el tercio superior de plantas de 25 cm de altura,
donde se depositd una gota de la suspensidn del cultivo. Las plantas fueron
acondicionadas a 30°C bajo luz/dfa continua de 2 000 lux hasta que 'se
observaron sintomas de marchitamiento. De las plantas con sintomas se
realizaron reaislamientos.

RESULTADOS

En el sudeste de la provincia de Buenos Aires, durante la campafia 1978/1979,
se detectd la enfermedad en seis lotes del cultivar Kennebec. En ellos el
porcentaje de plantas afectadas oscild entre 5 y 25%Z.

Adem3ds de 1la disminucidén de 1los rendimientos originada por la muerte
prematura de las plantas, en algunos lotes afectados se registraron
pudriciones que afectaron hasta el 85% de los tubérculos producidos.

El Dr. Martin identific6é al patbSgeno como Pseudomonas solanacearum E.F,
Smith raza 3, biotipo I7.

En todos los casos 1la papa utilizada para siembra provenia de la zona pro-
ductora de Rosario y los cultivos estaban sembrados en terrenos en los que
no se habia cultivado papa durante los Gltimos cinco afios.

En Marzo de 1979 se visité la zona de Rosario y se recorrieron 320 hecta-
reas, que representaban aproximadamente el 50% del &rea sembrada con
tubérculos del cultivar Kennebec provenientes de Canada.

El 73% de la superficie recorrida presentaba plantas con sintomas y signos
idénticos a los mencionados anteriormente y correspondfa a lotes en los que
se habfa cultivado papa en forma continua, al menos durante los dos afios
anteriores.

El porcentaje restante, aparentemente libre de la enfermedad, correspondia a
un lote en el que se realizaba la segunda siembra de papa luego de diez afios
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de campo natural; la primera siembra se habfa efectuado en julio de 1978 con
papa del cultivar Huinkul MAG procedente del sudeste bonaerense.

En la campana papera de 1980/1981, en el sudeste de la prcvincia de Buenos
Aires, se detectd la enfermedad en cuatro lotes del cultivar Kennebec. En
todos los casos, la papa para siembra provenfa de la zona de Rosario y en
ninguno de los lotes se habia cultivado papa en los dltimos cinco afios.

Los aislamientos efectuadus confirmaron la presencia de P. solanacearum raza
3, biotipo II; en el medio de Kelman con tetrazolio se desarrollaron, al
cabo de 48 horas de incubacién, tipicas colonias blancas con una tonalidad
rosada formando una espiral en el centro de aquéllas.

Al inocular plantas de los cultivares Huinkul MAG, Spunta y Kennebec, se
produjeron los sintomas caracteristicos de la enfermedad. De dichas plantas
se reaislé P. solanacearum raza 3, biotipo II,

DISCUSION

Para impedir la propagacién de la enfermedad a través de la siembra de tu-
bérculos provenientes de dreas afectadas en otras zonas de produccién, seria
necesario delimitar con precisién el drea afectada, educar a los sectores
vinculados a la produccidén de papa y adoptar las medidas de policfa sanita-
ria necesarias para alcanzar dicho objetivo.

Debido a que la semilla infectada es la principal fuente de inéculo de 1la
enfermedad, para su control es necesario utilizar semilla libre del patoge-
no. Para realizar esta medida es recomendable establecer cuarentenas
internas que impidan el traslado de papa para siembra de zonas afectadas a
zonas libres de la enfermedad.

En los campos contaminados se debe excluir la siembra de papa por un periodo
de cinco afios como minimo y el esquema de rotacién elegido para ese periodo
no debe incluir solaniceas.

En el sudeste de la provincia de Buenos Aires, los lotes afectados fueron
localizados con precisién y la produccién de esos cultivos fue destinada a
consumo en su totalidad. En los terrenos contaminados no se ha vuelto a
cultivar papa y las largas rotaciones que se practican en esta zona produc-
tora, que comprenden periodos no inferiores a cinco afios, permiten esperar
la erradicacién de la enfermedad mientras no se utilice simiente contami-
nada.

CONCLUSIONES

Se comprobd la presencia de Pseudomonas solanacearum raza 3, biotipo II. Se
determind que la enfermedad era originada por la siembra de tubérculos in-
fectados provenientes de campos de la zona productora de Rosario, Argentina,
donde se practicaban cultivos continuos de papa sobre el mismo terreno. Al
ser inoculadas, las plantas de los cultivares Huinkul MAG, Spunta y Kennebec
manifestaron epinastia y marchitez.

El bajo nimero de lotes afectades en el sudeste de la provincia de Buenos
Alres y las largas rotaciones de cultivos que se practican allf, permiten
esperar la erradicacién de la enfermedad mientras no se siembre simiente
contaminada.
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AVANCES EN LOS ESTUDIOS SOBRE METODOLOGIA DE DETECCION DE
Pseudomonas solanacearug EN EL URUGUAY

F., Canale, A. Peralta, M. Colombo*

La pudricién parda de la papa en el Uruguay ha sido diagnosticada hasta el
presente en forma rutinaria mediante sintomatologfa de campo, uso de medios
de cultivo diferenciales, pruebas bioquimicas e inoculacidn de plantas
hospedantes. Debido a su lentitud, dichas técnicas no son dtiles para el
procesamiento de un gran nimero de muestras, ni se adaptan bien a estudios
detallados de aspectos ecolégicos de sobrevivencia de la bacteria en el
suelo. Por ello, el Departamento de Bacteriologfa de la Direccién de
Sanidad Vegetal inici6 estudios para adaptar distintas té&cnicas seroldgicas
para el diagnéstico ripido de P. solanacearum. Se han probado dos técnicas:
ELISA (enzyme-linked inmunosorbent assay) segiin descripcién de Clark y Adams
(1977) e IIF (inmunofluorescencia indirecta) seglin Faure et al. (1977).

Los resultados preliminares indican lo siguiente:

- En el diagnéstico '"in vitro" de cultivos puros de la bacteria es
posible detectar con ELISA hasta 7,5 x 10 bacterias/ml, y con IIF hasta
7,5 x 10° bacterias/ml.

- En el caso de suelos artificialmente infestados, siguiendo el proceso
de floculacién utilizado por Schmidt (1974), con algunas modificaciones, %
usando ambas técnicas se pueden detectar poblaciones de hasta 6 x 10
bacterias/g de suelo.

Para extraer la bacteria del suelo se agité vigorosamente una dilucién 1:10
de suelo en agua, a la cual se adiciond Tween 80 y una silicona antiespuman-
te. La suspensién producida, se dejé sedimentar en presencia de un agente
floculante. Una alicuota del sobrenadante fue filtrada, concentrada y enri-
quecida. Se utiliz6 suelo estéril, artificialmente inoculado con distintas
concentraciones de bacterias.

Tanto ELISA como IIF fueron aplicadas a los distintos pasos del procedimien-
to de extraccién. Los resultados de ambas pruebas se presentan en los
cuadros 1 y 2 respectivamente,

La especificidad del antisuero utilizado se probé a nivel de género y raza,
pero no a nivel de especie de Pseudomonas. Es posible distinguir géneros,
pero no razas (Cuadro 3). Estos resultados son ldgicos, si se tiene en
cuenta que en la preparacién del antisuero se utilizaron cé&lulas enteras
como antigeno.

Estos resultados son promisorios desde el punto de vista de aplicabilidad de
estas técnicas en estudios epidemiolégicos de esta enfermedad, por ejemplo:
en la resistencia de distintos cultivares, la sobrevivencia en el suelo, la
prueba de lotes de semilla, la accién de productos desinfectantes, etc., que
se contemplan como lineas de trabajo en la Divisién Fitopatolégica.

* Técnicos de la Divisién Fitopatoldgica de la Direccidn General de Sanidad
Vegetal, Uruguay.
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Cuadro 1. Deteccidr de P, solanacearum con ELISA en tres etapas de extrac-

cién de la bacteria del suelo.

Suero
9 7 3 2
Etapa 6 x 100 6 x 10" ....6 x 10° 6 x 10° 6 x 10 T.suelo Salino
Filtrado 3% 0 0 0 0 0 0
Concentrado 4 3 1 1 0 0 0
Enriquecido 4 4 2 1 0 0 0

* Escala: 4 = reaccién de color amarillo intenso; 3 = reaccién media;

reaccidén débil; 1 = reaccién muy débil; 0 = sin desarrollo de

N
Lt}

color.

Cuadro 2. Deteccién de P. solanacearum con IIF en tres etapas de extraccidn

de la bacteria de un suelo artificialmente inoculado.

Etapa 6 x 109 6 x 107 seedb X 103 6 x 102 6 x 10 T. suelo
Filtrado + + - - - -
Concentrado + + + + - -
Enriquecido + + + + - -

+ = Se detectan células fluorescentes en el frotis.

No se detectan células fluorescentes en el frotis.

49



Cuadro 3: Especificidad del suero anti-Pseudomonas solanacearum,

Especie

(Cepa) Raza Origen Elisa* IIF**
X. campestris R.0.U, 0 -
pv. citri "A"

(X.C.1IV)

X. campestris Brasil 0 -

pv. phaseoli

ssp. fuscans
(IBBF 158)

E. herbicola EE.UU. 0 -

Ps. solanacearum

(PS 15) 3 Uruguay 3 +
(62) 1 Brasil 3 +
(98) 3 Brasil 3 +
(K-60) 1 Brasil 4 +
(188) 2 Brasil 2 +

* 4 = reaccién de color amarillo intenso; 3 = reaccidn media;
2 = reaccidn débil; 1 = reaccidn muy débil;
0 = sin desarrollo de color.

** + = se detectan células fluorescentes en el frotis.

no se detectan células fluorescentes en el frotis.
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DTAGNOSIS DE LA MARCHITEZ BACTERIANA DE LA PAPA,
CON ENFASIS EN LATENCIA

E.R. French*

El diagnéstico de 1la marchitez bacteriana causada por Pseudomonas
solanacearum requiere los siguientes pasos:

1. Observacion cuidadosa de los sfintomas compardndolos con los descritos
en la literatura (Kelman, 1980).
2. Deteccidén de exudado bacteriano del sistema vascular de plantas con

sintomas. Las plantas jévenes se someten a la prueba de flujo de un seg-
mento del tallo (Martin, 1981). Cuando hay tubérculos maduros se puede, a
veces, ver exudado por los ojos donde generalmente se adhiere el suelo
(Fucikovsky, 1979). Si no los hay, se cortan tubérculos para observar
exudado sobre la superficie cortada (French et al., 1972; Martin 1981).

3. Realizacién de la Tincidn de Gram "rapida" (French y Herbert, 1980) con
resultado gram negativo. Con esta prueba se distingue a esta enfermedad de
la dnica con la cual se podrfa confundir por sintomatologia: la pudricién
anular causada por Corynebacterium sepedonicum.

Estos tres pasos dan un alto grado de confianza, pero cuando se trata de la
presencia de la enfermedad por primera vez en una regién o pais, se debe
comprobar la patogenicidad de la bacteria y realizar su identificacién. La
determinacidn del biotipo ayuda a clasificar el patégeno en raza 1 & 3.

La serologfa es un método cuya utilidad en la clasificacidn de las bacterias
exige aidn mayor refinamiento. Digat y Cambra (1976) desarrollaron un
antisuero para Pseudomonas solanacearum, pero no fué de adecuada especi~
ficidad.

Schaad et al., (1978) brepararon antisueros para un extracto proteico
complejo de la membrana celular y pudieron distinguir cinco serotipos. El
serotipo II correspondié a seis aislamientos de papa. Lamentablemente, para
consegulr esta especificidad se requiere el uso de métodos muy laboriosos.
Sequeira** ha desarrollado antisueros para los principales biotipos.

Fucikovsky (1978) desarrolld un método para realizar pruebas de oxidasa en
campo, que da resultados a los 10 segundos después de colocar papel de
filtro impregnado en una solucién de 1% N,N-dimethyl-p-phenylenediamine
sobre la superficie recién cortada de un tubérculo del que se sospecha que
proviene de una planta con marchitez. Este método funciond bien con las
variedades comerciales afectadas por marchitez en México, pero debe ser
ensayado para cada variedad ya que algunas dan respuestas positivas cuando
estan sanas.

La latencia o no presencia de sintomas cuando hay infeccién, da lugar a una
rapida diseminacién de P. solanacearum con la papa (Hayward, 1979) por ser
este cultivo reproducido vegetativamente. La raza 3 es la que ha estado
involucrada mis veces en casos de latencia y se ha diseminado a los lugares

* Centro Internacional de la Papa, Lima, Perd.

** Dr, Luis Sequeira, Universidad de Wisconsin, comunicacién personal.
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mids altos de la Cordillera de los Andes (3 500 m en Chocén, Junin-Perd) y a
las latitudes mds distantes de la linea ecuatorial (Sur de Suecia; Provincia
de Buenos Aires, Argentina), segin el registro de aisiamientos de 1la
coleccidn del CIP.

Cuando se siembran en climas mds cdlidos tubé&rculos con infeccidn latente,
los resultados pueden ser serios y hasta desastrosos. Desastres recientes
han sido registrados en el norte del Perid (French et al., 1972) en el pro-
grama de produccidén de semilla en Suddfrica* y en menor grado en México
(Fucikovsky, 1978).

Cuando ha ocurrido marchitez bacteriana como consecuencia de la siembra de
tubérculos enfermos, E&sta se perpetda si el agricultor escoge tubérculos
aparentemente sanos de su cosecha y los vuelve a sembrar, aunque sus condi-
ciones no sean propicias para el mantenimiento de la enfermedad a través del
indculo del suelo (French et al., 1975).

El desarrollo de la infeccion latente depende de muchos factores incluyendo
temperatura y nivel de resistencia del cultivar (Ciampi et al., 1980).
Detectar esa latencia puede ser diffcil, por lo cual se debe evitar el uso
de semilla de origen desconocido. Sin embargo, hay situaciones en las
cuales un programa de semilla de papa tiene que ser desarrollado en campos
en los cuales P. solanacearum es indigena, aunque no limitante.

Ejemplos son los programas de semilla de Ruanda (CIP, 1982) y Sri Lanka**,
en los cuales se sacan del campo las plantas marchitas y el suelo adyacente.
En Sri Lanka se sacan también las plantas vecinas, mientras que en Ruanda se
cosechan &stas aparte para consumo.

Cuando un campo semillero ha tenido marchitez bacteriana, aunque se tomen
las medidas senaladas para los casos de Ruanda y Sri Lanka, es probable que
la semilla transmita un nivel bajo de la enfermedad, lo cual se ha visto en
Sri Lanka.

En Nepal, Hogger y Shrestha (1981) demostraron que en el valle de Kathmandu
se podia producir semilla de bajo contenido de marchitez latente si se usaba
semilla seleccionada antes y después de almacenar a 25°C durante un mes y si
se seguia la secuencia de rotacidén arroz: papa: forraje natural en el
curso de un afo.

Con miras a poder evaluar si semilla de origen no certificado teria infec-
cién latente, Gonzdlez (1977) demostrd que podia detectar la presencia de
marchitez en tub&rculos escogidos de un cultivo que tuvo 15% de marchitez.
Almacend muestras de tubérculos aparentemente sanos a 28°C por 3 y 6 semanas
detectando asi tanto los tubérculos enfermos que se pudrieron o mostraron
sintomas externos como otros que tuvieron sintomas internos.

Para determinar con mayor precisidn la infeccién latente, Ciampi et al,,
(1980) utilizaron cultivos de enriquecimiento para detectar la presencia a de
P. solanacearum en tubérculos inoculados. Sin embargo, en los trabajos
rutinarios del CIP, se ha encontrado que hay mayor probabilidad de detectar

* A. Kelman, comunicacién personal.

*% Velupillai y French, por publicar.
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infecciones latentes de bajo nivel en tubé&rculos si se colocan trozos de
tubérculo, que incluyen el haz vascular cerca del estolén, en agua estéril
por unos 10 minutos y luego se estria sobre medio Kelman. Si se prolonga el
tiempo y se provee un medio nutritivo, generalmente las bacterias secunda-
rias se multiplican mis ripidamente y no es posible aislar a Pseudomonas.
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Pseudomonas solanacearum: POTENCIAL DE INOCULO Y SU DETERMINACION

G.A. Granada*

INTRODUCCION

Un gran volumen de la investigacidén sobre marchitez bacterial por P,
solanacearum se limita a registrar nuevos brotes de la enfermedad sobre
diferentes especies vegetales, aspectos taxonémicos, pérdida de la resis~
tencia de materiales resistentes o tolerantes, etc. Pocos trabajos presen-
tan datos sobre aspectos epidemiolégicos de la enfermedad. La escasez de
trabajos en el campo epidemiolégico reside principalmente en la falta de
metodologia y técnicas adecuadas para acometer este tipo de estudios.

En términos generales, mientras la investigacidén de aspectos epidemioldgicos
no sea considerada al mismo nivel que la generada para aspectos de mejora-
miento por resistencia genética, la explicacién a muchos fendmenos de la
enfermedad continuari pendiente. Dicha investigacidn, para lograr sus come-
tidos, deberd ser continua y replicada principalmente en sitios donde la
enfermedad tenga caracteristicas endémicas.

Afortunadamente, el interés por estudios de tipo epidemiolégico es creciente
en nuestros dias. Esperamos ver en un futuro cercano que el resultado de
conferencias de planeacién como &sta, acelere la investigacidn necesaria que
permita disponer de metodologia adecuada para medir cualitativa y cuantita-
tivamente aspectos epidemiolégicos de Pseudomonas solanacearum.

POTENCIAL DE INOCULO

1. Inéculo potencial en el suelo

La presencia de inSculo potencial en el suelo equivale a la capacidad de
supervivencia del patdgeno en dicho suelo.

Los resultados de trabajos iniciales de Smith (1944) sobre control de 1la
bacteria por rotacién de cultivos establecieron la idea de que la bacteria
podia sobrevivir en el suelo por muchos afios. Informacidn mis reciente, sin
embargo, parece indicar que en términos generales la supervivencia de P,
solanacearum esti relacionada a la especializacién fisiolégica, y que en
ausencia de plantas, a) la raza | sobrevive por mis tiempo que las razas 2 vy
3 (Buddenhagen, 1965; Tanaka, 1979b; Ramos, 1976; Smith, 1943; McCarter,
1976; Seneviratne, 1976), b) cepas de la raza 2 pueden sobrevivir mids tiempo
(Sequeira, 1962; Stover, 1972) que raza 3 (Navarro, 1975; Rangaswami vy
Thirunavvkarasu, 1964).

Bajo condiciones de campo es dificil separar permanentemente la influencia
de las plantas y residuos de cosecha sobre 1la supervivencia de P,
solanacearum. Quizi sea é&sta una de las razones por las cuales se haya
registrado diversidad de comportamientos para dicha bacteria en el suelo.
Plantas no consideradas como hospedantes por algunos autores en épocas ante-~
riores, o residuos de cosecha incorporados al suelo, han podido viciar
registros de supervivencia como tal.

* Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), Palmira, Colombia.
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Bajo condiciones de laboratorio y de invernadero se ha demostrado que la
supervivencia de P. solanacearum en suelo desnudo, no va mds alli de un afio
en el mejor de los casos (Hsu, 1977; Granada, 1981; Rangaswami vy
Thirunavukarasu, 1964; Graham y Lloyd, 1979).

Sin descartar el hecho de que condiciones de suelo, textura, humedad, pH,
etc. puedan tener una marcada influencia en la relativa supervivencia de P.
solanacearum en el suelo per se, es posible que los registros de larga su-
pervivencia de la bacteria bajo condiciones naturales esté&n afectados prin-
cipalmente por la presencia de plantas que, actuando como hospederas sin
manifestacién de sintomas (Granada y Sequeira, 1981; French et al., 1981;
Berg, 1971) o como simples portadoras, mantienen altas poblaciones infec-
tivas capaces de manifestarse sdlo cuando por pricticas de rotacién de cul-
tivos se siembran cultivares susceptibles, dando la impresién de que la bac-
teria ha sobrevivido en el campo por largos perfodos de rotacidn, como es el
caso registrado por Smith en 1944,

2, In6culo potencial en tejido vegetal

a) Semilla botdnica. Registros de la Unién Soviética indican que P,
solanacearum puede sobrevivir en semilla de trébol (Nikitina and Korsakov,
1978), y frijol y lupino (Budanova et al., 1976).

El trabajo de Elango y Lozano (1980) acerca del papel de semilla botdnica de
yuca como portadora de inbculo potencial de Xanthomonas campestris pVv.
manihotis, patégeno de tipo vascular al igual de P. solanacearum, indica, al
igual que los registros de la Unidn Soviética, la importancia de la semilla
botdnica como posible fuente de indculo potencial. Recientemcnte, Granadak
ha aislado P. solanacearum (biotipo 2 & raza 3) a partir de bayas de papa
cosechadas de plantas con sintomas de marchitez bacteriana. La nueva
modalidad de cultivo de la papa a través de semilla botinica, hace pensar
que la posibilidad de transmisién de la bacteria a través de semilla

botdnica no se debe descartar.

b) Semilla vegetativa (tub&rculos). Cuando el cultivo de material:as de
papa tolerantes o resistentes sobre suelo infestado da lugar a la produccién
de tubérculos con infeccién latente, las posibilidades de incrementar y
diseminar el indculo potencial en esos materiales es mayor. Quizds la mayor
y mds efectiva distribucién de la bacteria alrededor del mundo se realizd
cuando se intercambiaba la semilla vegetativa entre los paises interesados
en la adquisici6n de germoplasma con mejores caracteristicas agrondmicas y
de resistencia a enfermedades que los locales o nacionales. El trabajo de
Ciampi et al. (1980) a este respecto no deja ninguna duda acerca del papel
de clones tolerantes como posibles portadores de indculo potencial.

3. Indculo potencial en la rizosfera de plantas

Varias plantas no hospedantes han sido registradas como fuentes de
indculo * potencial de fitopatSgenos tales como Erwinia corotovora var.
atroseptica (de Mendonca and Stanghellini, 1979), Erwinia sp. (Burr and
Schroth, 1977; Kikumoto and Sakamoto, 1969), Pseudomonas syringae pv. tabaci

* Informacién sin publicar.
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y P. angulata (Valileau et al., 1944), Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(Diachum and Valleau, 1946), X. campestris pv. malvacearum (Smith, 1962), X.
campestris pv. oryzae y X. campestris pv. citri (Goto, 1971).

Existen pocos registros del comportamiento de P. solanacearum en la rizos-
fera de plantas hospedantes y no hospedantes. Quimio y Chan (1970)
registraron declinacién gradual de poblaciones de la bacteria (raza 1) en la
rizosfera de Eleusine indica, Oryza sativa y Zea mays, y aumento en la
rizosfera de Portulaca oleracea,

Granada y Sequeira (1981) en un estudio detallado mediante inoculaciones
(por inmersién) del sistema radicular de plantulas hospedantes resistentes
de pimentén, tomate e higuerilla, encontraron que P, solanacearum, a
diferencia de otras bacterias fitopatégenas, no sobrevive en la rizosfera.
La presencia de poblaciones significativas en la rizosfera siempre estuvo
asociada con infeccidén local o sistémica del sistema radicular sin que las
plantas mostraran sintomas.

Aunque en el estudio realizado por Quimio y Chan (1979) se incluyeron
observaciones por s&lo nueve semanas, los resultados coinciden con los
encontrados por Granada y Sequeira (1981) respecto a 1la declinacién de
poblaciones iniciales de la bacteria en la rizosfera y a la presencia de
infeccidn en los casos de aumento de poblaciones.

Tanaka y Tomaru (1970) encontraron que las poblaciones de P. solanacearum
eran mayores en la rizosfera de variedades de tabaco susceptibles que en la
de resistentes, pero es probable que lo observado equivalga a diferentes
grados de invasidn de las rafces sin expresién de sfntomas, y no a la super-
vivencia del patdgeno per se en la rizosfera. Otras determinaciones en las
que se registran diferentes grados de persistencia de la bacteria en la ri-
zosfera de malezas (French et al,, 1981), pueden tener su explicacidn en la
afirmacién anterior.

4. Plantas de cultivo resistentes o tolerantes como reservorios de inéculo

potencial

La asociacién de P. solanacearum con plantas tales como frijol
(Bushkova, 1974; Akiba et al., 1981) algodén (Sulladmath et al., 1975),
meldn, sandia, calabaza (Nikitina y Bychkov, 1977), papaya (Seshadri et al.,
1977), soya (Myakishko et al., 1977; Nikitina y Korsakov, 1978), Jute
(Mishra y Ghosh, 1978) etc., ha sido considerada rara y en la mayoria de los
casos de poca importancia en la ecologia del patdgeno.

En la mayoria de los casos anotados, los registros se han hecho con base en
el estudio de plantas que, por presentar sintomas anormales en el campo, han
permitido registrar la presencia del patdgeno.

Si es verdad que el dafio econémico a muchos de los cultivos antes anotados
puederser de poca importancia, la presencia de inéculo potencial, tanto en
las plantas anormales detectadas como en las aparentemente sanas, llega a
ser muy importante.

Para un investigador no es extrafio que al manejar materiales susceptibles a
marchitez bacteriana en un campo infestado, no todas las plantas presenten
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sIntomas de marchitez al mismo tiempo, presentdndose plantas que hasta la
cosecha se ven aparentemente sanas, pero que al esfudiar mis detenidamente
su producto se confirma que si hubo escape a la manifestacién de sfntomas
externos, no lo hubo a la colonizacién del tejido. Ej.: tubérculos de papa
(Ciampi, et al., 1980), tallos y raifces de pimentén, tabaco, tomate,
higuerilla, cafia de azicar (Granada, 1981).

Los escapes a la colonizacidén de tejido en materiales tolerantes o resisten-
tes, sin embargo, puede tener validez en los mismos cultivos citados, aun en
los casos de inoculacién del sisvema radicular en época temprana. Es é&sta
una caracteristica que se observa con frecuencia en P. solanacearum
(Granada, 1981).

5. Plantas de cultivo no hospedantes como fuentes de indculo potencial

Si ha sido importante conocer el comportamiento de materiales tole-
rantes o resistentes como fuentes de indculo, mds adn lo ha sido descubrir
el mantenimiento de indculo potencial en plantas consideradas desde hace
muchos afios como no hospedantes, o inmunes, a P, solanacearum,

Plantas cultivadas tales como mafz, sorgo, arveja, cafa de azlicar, soya, y
arroz, crecidas en suelo infestado con cepas de raza 1 de P. solanacearum
permitieron determinar, previo lavado de rafces y esterilizacidén de 1las
mismas en alcohol al 70% por mis de 10 minutos, que altas poblaciones infec-
tivas de la bacteria podian recuperarse del macerado de rafces 10-15 dias
después de la siembra (Granada y Sequeira, 1981),

Quizds debido a determinaciones incompletas o equivocadas, realizadas hace
muchos afios, respecto al comportamiento de especies de plantas a P.
solanacearum (Smith, 1944), o simplemente por 1la falta de estudios
tendientes a conocer la epidemiologia de este patdgeno, muchos
investigadores hasta nuestros dfas han debido acogerse a los conceptos
establecidos hace ya unos 40 afios, con las consiguientes equivocaciones en
la elaboracién de conclusiones.

Mds concretamente, el desconocimiento del papel de plantas consideradas
antes como no hospedantes en el mantenimiento de poblaciones de la bacteria
capaz de llegar de nuevo a plantas susceptibles una vez cumplida la rota-
cién, hizo pensar a muchos equivocadamente acerca de la capacidad de super-
vivencia de la bacteria en el suelo por largos perlIodos y la inoperancia de
las rotaciones (Jackson y Gonzilez, 1981; Smith, 1944; Harris, 1976). El
estudio de cepas provenientes de Costa Rica, aisladas exactamente del mismo
lugar donde Jackson y Gonzdlez (1981) registran inoperancia de rotaciones
con maiz, frijol, caupf, tomate, etc., permitid comprobar que efectivamente
la bacteria era capaz de permanecer en rafces de frijol y mafiz al crecer en
suelo infestado con dichas cepas. Plantas de frijol (cultivar Red Kidney),
soya (cultivar Asgrow 2656), arveja (cultivar Perfection 8221), mafz
(hibrido A 619 x W 64 A), sorgo (cultivar Arkansas 653), arroz (cultivar
Kimmaze) y cafia de azdcar (cultivar L 6296), inoculadas en su sistema de
ralces en estado de plantula o sembradas en suelo infestado con cepas de
raza |, mostraron capacidad de mantener poblaciones relativamente altas en
sus raices una vez lavadas y esterilizadas en alcohol del 70% por 5-15
minutos (Granada, 1981),
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En plantas de maiz inoculadas por inmersién y conservadas con buen estado de
humedad hasta por tres meses mds (en los materos donde desarrollaron)
después de su ciclo vegetativo, se observé que la bacteria estaba aln viva
en las raices en poblaciones de 5 x 10 células/sistema de rafcesk.

6. Malezas como reservorios de indculo potencial

Las afirmaciones sobre el papel muy importante que juegan las malezas
en el mantenimiento de 1inéculo potencial estidn siendo cada vez mejor
documentadas. Por ejemplo, en el caso de Xanthomonas campestris, s&lo
recientemente se ha explicado que los altos niveles de pudriciém negra de
las cruciferas, registrados en los dGltimos 10 afios en campos trasplantados o
sembrados a partir de semilla, tienen su explicacién en la presencia de
malezas cruciferas como reservorio de inéculo potencial de X. campestris
(Schaad y Dianese, 1981).

Evidencia de que especies de plantas nativas pueden actuar como reservorios
de P. solanacearum se encontrd sobre Heliconia y Eupatorium odoratum para
las razas 2 y 1, respectivamente (Sequeira y Averre, 1961; Kelman, 1953).

Muchos trabajos registran mds de 250 especies de plantas en &areas cultiva-
das, susceptibles a P. solanacearum: (Kelman, 1953; Dukes et al., 1965;
Buddenhagen, 1969; Quimio, 1974; Harris, 1976; Ramos, 1976; Erinle, 1976;
Rao, 1976; Olsson, 1976; Keshwal et al., 1977; Granada y Navarro, 1978; Amat
et al., 1978; Graham y Lloyd, 1978; Strider et al., 1981; Moffett y Hayward,
1980; Jackson y Gonzdlez, 1981).

Algunos de los hospedantes registrados son plantas perennes que no muestran
sintomas (Dukes et al., 1965; Olsson, 1976; Graham y Lloyd, 1978; Berg,
1971), pudiendo actuar como fuente de indculo potencial en forma permanente.
La presencia de una cepa de una raza dada de P. solanacearum en un
hospedante susceptible, no necesariamente implica que esa cepa en particular
puede infectar otras plantas que sean susceptibles a otras cepas del
patdgeno. Registros dados por Strider et al., (1981), Quimio (1974),
Keshwal et al., (1977), Kelman y Person (1961) y French et al., (1981),
sustentan esta afirmacién.

Muy posiblemente la falta de correlacidn entre la presencia de malezas sus-
ceptibles en A4reas cultivadas y la severidad de marchitez bacteriana se
deba: a) al hecho de que en el Adrea de estudio existan diferentes bioformas
para unas de las cuales clertas malezas y plantas de cultivo sean suscepti-
bles y para otras no (Ramos, 1976; Seneviratone, 1976; Harris, 1976; French
et al., 198l; Moffett y Hayward, 1980); b) a métodos deficientes de
muestreo y deteccién de tal manera que, existiendo unas pocas plantas
enfermas dentro de una poblacién dada, éstas escapen al muestreo, o que
siendo portadoras de poblacién bacteriana, no todas sus rafces estén
colonizadas de tal manera que, procesando sélo una parte de ellas, se escape
su determinacidén. No necesariamente todas las plantas de una poblacién
llegan a enfermarse aunque hayan sido inoculadas, siendo necesario para la
determinacién de la bacteria procesar todo el sistema de rafces de la planta
bajo estudio (Granada, 1981).

* Granada, informacién sin publicar.
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7. Comportamiento de razas y bioformas

Tres razas de P. solanacearum han sido registradas con base en patoge-
nicidad y gama de hospedantes (Buddenhagen.gg‘gl., 1962), y se han descrito
cuatro bioformas con base en caracteristicas fisiolégicas (Hayward, 1964).
La raza 1 tiene una gama de huéspedes mis amplia que la raza 2 y que la raza
3 (Buddenhagen et al., 1962; French, 1979).

El estudio de cepas de las razas 1 y 3 sobre clones de papa resistentes a P,
solanacearum ha permitido registrar diferentes comportamientos dependiendo
de la temperatura a la cual crecen los materiales. La ausencia de infeccién
de tubérculos se logrd en clones que crecfan sobre suelo infestado con ambas
razas (1 y 3) a baja temperatura (12 a 22°C), mientras que la infeccién
latente se presentd a temperaturas de 24 a 28°C, siendo mayor el porcentaje
de infeccién latente para cepas de la raza 1 (26,7%) que para cepas de la
raza 3 (9,2%) (Ciampi et al., 1980).

De acuerdo con Granada y Sequeira (1981) de las tres razas conocidas, la
raza 1 fue la m3s agresiva cuando se estudid su comportamiento sobre dife-
rentes especies de plantas. Cepas de la raza 1 fueron consistentemente
recuperadas del sistema de raices de varios cultivos (frijol, mafz, pimen-
tén, higuerilla, tomate) en ausencia de sintomas de marchitez a través de su
ciclo vegetativo. Aunque la raza 2 (cepas 135 y 290) fue capaz de colonizar
tejido de pimentén e higuerilla, y la raza 3 (cepa 276) pimentdn y tomate,
Su comportamiento fue mucho mids débil que en los casos de la raza 1 sobre
los mismos cultivos. Esto no demerita, claro esti, la importancia de
que en una variedad o cultivar dado, la bacteria mantenga un alto nivel de
indculo potencial sin expresién de sintoma alguno. La tasa de colonizacién
observada en tejido de plantas resistentes o consideradas no hospedantes fue
lenta dado que infeccidn sistémica s6lo se detectd en la base del tallo
después de 12 a 16 semanas de inoculacién.

El mismo comportamiento ha sido registrado por Berg (1971) quien indicé que
la colonizacidén de hospedantes alternos de la raza 2 de P. solanacearum era
lenta, permitiendo a las plantas sobrevivir entre varios ciclos de corte por
medio de machete, siendo a la vez el machete la manera como el patdgeno
llegé a la planta de banano susceptible. La ausencia de sintomas en espe~-
cies resistentes ha sido observada por muchos investigadores bajo condicio-
nes de campo en diferentes localidades y con diversas cepas del patdgeno
(Smith, 1944; McCarter, 1976, Goto et al., 1978; Berg, 1971; Olsson, 1976,
Rao, 1976).

Se podria postular la hipdtesis de que una continua asociacién de cepas de
una raza dada de P. solanacearum con hospedantes que generalmente no
manifiestan sintomas, tal como frijol, podria llevar a una seleccidén de
nuevas cepas mds agresivas. Hay ahora mids registros que antes sobre 1la
incidencia de P. solanacearum en leguminosas (Bushkova, 1974; Quimio, 1974;
Myakishko et al., 1977; Nikitina y Korsakov, 1978; Abdullah, 1980; Akiba et
al., 1981). A medida que la patogenicidad se incrementa por seleccidn, se
observardn sintomas en el nuevo hospedante. El trabajo de Sequeira y Averre
(1961) respecto a la seleccién de una creciente patogenicidad de cepas de 1la
raza 2 de P. solana:earum en banano, pero aisladas originalmente de
Heliconia, sustenta en parte dicha hipotesis.
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La habilidad de las cepas de P. solanacearum para colonizar rafces de
plantas hospedantes, y las de plantas previamente denominadas como no
hospedantes podria llegar a explicarnos claramente la controversia existente
en la literatura respecto a la supervivencia de la bacteria en el suelo, y
el éxito o fracaso de rotaciones de cultivo para controlar la enfermedad.

DETERMINACION DE NIVELES DE INFESTACION

La variabilidad de cepas de Pseudomonas solanacearum, sustentada por la
existencia de razas fisiolégicas (Buddenhagen et al., 1962) o biotipos
(Hayward, 1964; Harris, 1971), segiin sea su determinacién basada en pato-
genicidad y gama de hospendantes o caracteristicas fisiolégicas, respectiva-
mente, ha impedido la generalizacidn de técnicas de determinacién, a lo cual
se agrega la variabilidad de comportamientos. A continuacidén se comentan
las principales.

1. Determinacién de P. solanacearum en suelo infestado

a) Medios selectivos. Alrededor de unos siete medios de cultivo
(Okabe, 1969; Karganilla y Buddenhagen, 1972; Cuppels y Kelman, 1974;
Harris, 1976; Tanaka y Tomaru, 1970; Nesmith y Jenkins, 1979; Granada y
Sequeira, 1981), y modificaciones de ellos (Amat et al., 1978, Graham vy
Lloyd, 1979) se han registrado para el aislamiento de P. solanacearum.
Desafortunadamente por el momento, ninguno de ellos es de uso generalizado.
Haciendo uso del medio SM-1 y SM-2 de Granada y Sequeira (1981) (ver Apéndi-
ce) el presente autor ha logrado aislar poblaciones tan bajas como 10° célu~
las/g de suelo seco utilizando suelos infestados tanto natural como artifi-
cialmente con razas 1, 2, y 3 de la bacteria. Aunque dichas foérmulas han
sido ensayadas con &xito en varios paises como Perd (Martin et al., 1981),
USA (Granada y Sequeira, 1981), Japon*, China y Colombia**, parece ser que
los resultados son mejores al trabajar con la raza 1 sobre suelos livianos
que sobre suelos pesados. En el manejo de los medios SM-1 y SM-2 es bdsico
tener presente que la morfologia de las colonias cambia drdsticamente depen-
diendo de bacterias antagonistas capaces de crecer en el medio en un momento
dado. Es necesario reajustar la formulacién de tales medios para la deter-
minacidn Gptima en otras localidades cuando es elevado el nimero de bacte-
rias contaminantes del suelo capaces de crecer en el medio.

b) Bioensayos.
1. La infiltracion de hojas de tabaco (Hicks-2 and
Awaha) para aislamiento y deteccién de P. solanacearum del suelo ha
permitido en el Japdn detectar poblaciones de 10! a 10¢ células/g de suelo
en un periodo de 20 dias (Tanaka, 1979a).

2. La siembra de plantulas indicadoras en el suelo
problema a nivel de campo (Ramos, 1976; Harris, 1976; Martin et al., 1981;
Navarro, 1975) o en materas con suelo problema a nivel de invernadero, con
posterior observacién de sintomas de la enfermedad (Tanaka, 1979; Graham y
Lloyd, 1979; French et al., 1981), es quizds el método mds cominmente
empleado en la determinacién de la presencia de P. solanacearum.

* Tanaka, informacién personal.

** Granada, informacién sin publicar.
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3. La siembra de tubérculos partidos que favorezcan una
rdpida formacidén de tubérculos pequefios en las plantas originales ha sido
propuesta por Graham y Lloyd (1978) para la determinacién de la raza 3,
entre 10 y 14 dias después de la siembra en suelo infestado.

4. Recientemente, Tanaka y Fukuda* han propuesto para
la determinacidu de raza 1 en tabaco una nueva técnica denominada "M&todo de
inmersidén de rafz de plantula de tomate", consistente en preparar una
suspensién del suelo problema en agua (1:20 suelo, agua en peso), vaciar el
equivalente de 100 ml de suspensién en un recipiente, depositar luego en €1
una plantula de tomate (cultivar Fukuda 100) de aproximadamente dos semanas
de edad y observar la manifestacién de sintomas desarrollados hasta los 14
dias en el invernadero a 30°C. Los autores manifiesEan poder determinar con
este método niveles de infestacidn tan bajos como 10 células/gramo de suelo
en 3 a 6 dias, dependiendo de la susceptibilidad del cultivar de tomate
usado.

Datos presentados por Martin et al. (1981) y Tanaka y Fukuda* en los que
comparan la efectividad de bioensayos con el uso del medio selectivo de
Granada y Sequeira (1981) permiten recomendar el uso indiscriminado de uno u
otro método de determinacién, con igual éxito.

2. Determinacidén de P. solanacearum en tejido infectado

a) Método de enriquecimiento. Consiste en tratar tub&rculos esteri-
lizados superficialmente con hipoclorito de sodio (1% por 3 min), lavar con
agua destilada estéril, sumergir en alcohol (70% por 2 min) y flamear. Una
vez estériles cortar trocitos de 2 x 1 x 0,5 cm, colocnrlos en tubos gque
contengan medio de cultivo 1liquido CPG (dcido casamino 1,0 g, peptona 10 g vy
glucosa 5,0 g) e incubar por 24 horas a 28°C. Transcurrido dicho periodo de
incubacidn rayar medio de TZC y observar la presencia de P. solanacearum dos
dias después de incubar a 28°C (Ciampi, 1979). La utilizacién de un medio
selectivo ayuda a hacer mids eficiente esta determinacidn.

La determinacidon de niveles de infeccidn de tubérculos de papa por P.
solanacearum puede hacerse también en la forma propuesta por Gonzilez
(1977), consistente en el almacenamiento de tubérculos a alta temperatura
(25 - 30°C) por espacio de un mes, detectando los que presenten sintomas al
cabo de dicho periodo.

b) MEtodo de reaccién de oxidasa. Es una técnica eficaz para
determinar tubérculos enfermos que de otra manera podrfan tomarse como
sanos. Consiste en cortar los tubérculos transversalmente realizandc con la
superficie del corte obtenido una impresidn sobre papel de filtro impregnado
con reactivo N,N dimetil-p-fenilene-diamina o su forma tetrametil. EIl
desarrollo de una coloracidn roja o azul (dependiendo de la amina usada) en
10 a 15 segundos permite registrar el tubérculo como enfermo. Con este
método se ha lo%fado determinar tubérculos enfermos con poblaciones tan
bajas como 9 x 10° células/g de tejido (Fucikovsky, 1978).

c) Método serolégico. Aunque al utilizar glicoprotefnas (de la pared
celular y el flagelo) como antigeno se ha demostrado la mayor especificidad

* Comunicacién personal, 1981,
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para determinar razas y cepas o bioformas de P. solanacearum (Digat, 1976),
su empleo en la determinacién de niveles de infestaciém del suelo o de
tejido vegetal sigue siendo poco practico.

CONCLUSIONES

Basdndose en la evidencia actual se puede concluir que:

1. Es una necesidad sentida promover la realizacién de mis estudios en el
campo de epidemiologia de Pseudomonas solanacearum.

2, La agresividad de P. solanacearum parece estar ligada con la
especializacién fisiolégica, siendo la raza 1 la mds dafilna al ir a
mayor ndmero de huéspedes.

3. Pseudomonas solanacearum no parece sobrevivir en suelo per se en
ausencia de especies vegetales.

4, Pseudomonas solanacearum no parece sobrevivir por largos periodos
asociada a la rizosfera de plantas.

5. La supervivencia de la bacteria en el suelo después de la rotacién de
cultivos y su manifestacidn en dreas virgenes recién cultivadas parece
estar ligadas a la colonizacién de los tejidos (raices y tallos) de
plantas cultivadas y silvestres respectivamente, sin la manifestacidn
de sintomas externos, dando la falsa apariencia de sobrevivir en el
suelo por largos periodos.

6. Los niveles de in6culo provienen, en mayor o menor grado de la
multiplicacion del patégeno en plantas cultivadas susceptibles o
silvestres.

7. No todos los individuos de una poblacién (cultivada o silvestre)
aparentemente uniforme, favorecen el establecimiento de P.
solanacearum.

8. Cuando la poblacién microbial lo permita, se sugiere el medio selectivo

de Granada y Sequeira para la determinacién de niveles de la bacteria
tanto en el suelo como en tejido aparentemente sano pero enfermo.

PROPOSICIONES

Por ser de interés como futuros temas de discusién, conviene hacer varias
proposiciones en los aspectos de investigacién, comunicacién y ejecuciédn.

a) Investigacidn

1. Determinacién a nivel nacional de razas y cepas de P. solanacearum.
Pocos paises disponen de un inventario detallado de razas y cepas del
patdgeno, que ayude a explicar en un momento dado, con bases de juicio,
el posible comportamiento de materiales en estudio.
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2, Una vez realizado dicho inventario, estudiar la susceptibilidad (en el
campo y el invernadero) de cultivos sembrados comdnmente en las &reas
infestadas. Esto con el fin de conocer su comportamiento como fuentes de
indculo potencial. La ausencia de sintomas implicard el estudio del sistema
radicular para determinar la presencia o ausencia de la bacteria. Igual
consideracidén debe darse a las malezas o plantas no hospedantes. Los
resultados oh~enidos facilitardn la escogencia de cultivos adecuados para el
establecimji-ato de rotaciones tendientes a controlar la enfermedad.

3. Identificacion de clones tolerantes o resistentes como posibles agentes
de diseminacidén de P. solanacearum a través de semilla botinica.

4, Estudio de las caracteristicas de suelos supresivos a P. solanacearum.

5. Confirmacién del uso pridctico del método seroldgico con base en
glicoproteinas como antigeno propuesto por Digat (1976), como una
herramienta de diagnosis ripida y sensitiva.

6. Estudio amplio del comportamiento de productos quimicos en el control
integrado de marchitez bacterial.

b) Comunicacién

1. Tal como lo propuse en la reunién que sobre planeacién del control de
enfermedades bacterianas de la papa se llevé a cabo en el CIP en 1979, creo
necesario establecer un medio de comunicacién que agilice la presentacién de
resultados, y que permita compartir experiencias y mantener el entusiasmo
entre todos los participantes.

2. Celebrar reunidén periddica del grupo de investigadores, al menos cada
dos afios, con el fin de evaluar los proyectos y reestructurarlos cuando sea
necesario.

c) Administracién - Ejecucién

La responsabilidad de la ejecucidn de proyectos sobre marchitez bacte-
riana debe, cuando sea posible, quedar a cargo de fitopat6logos. Dadas las
limitaciones de algunos de los paflses participantes, en recursos econdmicos
en el campo de la investigacidén a nivel nacional, se sugiere que los inves-
tigadores comprometan acciones de trabajo acordes con sus presupuestos o
ayudas externas, con el fin de que los compromisos que aqui se adquieran
sean una realidad en su ejecucién a corto o mediano plazo, segiin sea el
caso. Un comité o un coordinador, que pudiera ser un miembro del CIP como
directo promotor de este intercambio, debe tener a su cargo la coordinacién
de dicha investigacién para que sea continua y fructifera.
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APENDICE

Composicién del medio selectivo SM-1 (Granada, 1981)

Componentes Compuestos Concentracién
basicos (g/1) antimicrobiales (ug/ml o %)
Peptona 10 Cloruro de 2,3,5 trifenil-tetrazolio 50
Glucosa 2,5 Cristal violeta 50
Acido casamino 1 Mertiolate (tintura 1:1000) 0,005 %
Agar 18 Sulfato de polimixina 100

Cloromicetina* 5
Tirotricina 20

* Algunas cepas de las razas 2 y 3 de P. solanacearum son susceptibles a
cloromicetina.

Las soluciones madres de antibiéticos y fungicidas se esterilizan indivi-
dualmente disolviéndolas en etanol (70%, 1 ml) por 30 minutos, diluyendo
luego a la concentracién deseada con agua destilada estéril y almacenando a
4°C por un miximo de 90 dias. El cloruro de tetrazolio y el cristal violeta
se esterilizan a 121°C y 15 libras de presién durante siete minutos. El
mertiolate se agrega sin previo tratamiento.

Composicién del medio SM-2

Preparar cambiando en la férmula (SM~1) la tirotricina y la cloromicentina
por dcido nalidixico (1 pg/ml) y novobiocina (10 ug/ml), respectivamente.

Adn cuando el crecimiento de contaminantes fungosos es minimo en SM-1 y
SM-2, se sugiere el uso de ciclohexamida (50 ug/ml) o de clorotalonil
(80 ug/ml) cuando dichos contaminantes fungosos sean problema.

Determinacidn de niveles

Pesar 10 g de suelo; completar a 100 ml con agua destilada (diluc%én 1:10) y
agitar por 20 a 30 minutos. Continuar diluyendo hasta 1075 § 10~%, Sembrar
tres platos con 0,1 ml/plato de cada una de las diluciones preparadas. In-
cubar a 30°C por 2 a 4 dfas. Las colonias se pueden presentar inicialmente
como de color blanco o ligeramente rojizos. A medida que envejecen se tor-
nan de color violeta o rojizo mis intenso, siendo casi siempre flufdas,

redondas, enteras, y convexas a pulvinadas.
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CONTROL INTEGRADO DE LA MARCHITEZ BACTERIANA DE LA PAPA
Charles F. Robbs*

INTRODUCCION

En esta contribucién se incluyen algunos progresos obtenidos en el Brasil
sobre el "Control integrado de la marchitez bacteriana" y también se da
énfasis a las lineas de investigacidén de este importante campo de 1la
patologfa de la papa (Solanum tuberosum L.).

El Brasil, en el periodo 1977-79 fue el mayor productor de papa de América
del Sur, y el 19° productor mundial. La cosecha de papa en el Brasil en
1980, se estimS en 1 947 666 toneladas, lo que en términos relatives signi-
fica una reduccién de 9,6%, en relacién con la cosecha del afio anterior. La
produccién media en el quinquenio 1976-80, da al Parani el primer lugar como
productor, seguido de Sao Paulo, Rio Grande do Sul, Minas Gerais y Santa
Catarina, representando 99% del volumen producido en el Brasil. En contra-
partida, el Estado de Parand pierde la primacfa para Sio Paulo, en cuanto al
aspecto de productividad, pues este Estado presentd un rendimiento medio de
15 161 kg/ha (Oliveira y Miranda, 1981).

ASPECTOS DE LA ENFERMEDAD EN EL BRASIL

La papa en el Brasil es afectada por las razas 1 y 3 de Pseudomonas
solanacearum que causan dafios elevados al cultivo. Cominmente se registran
pérdidas superiores a 50%, que pueden ser agravadas por la pudricidn de tu-
bérculos infectados durante el almacenamiento (Robbs, 1965). La raza 3 es
comin en las regiones paperas de los Estados de Sio Paulo, Minas Gerais,
Parand y Santa Catarina (Rodriguez, 1976)., La raza 1, ademids de ocurrir en
otras dreas del Brasil, algunas veces juntamente con la raza 3, predomina en
dreas serranas de los Estados de Rio de Janeiro y Espirito Santo.

El agente de la marchitez bacteriana es indigena en muchos suelos virgenes
del Brasil (Deslandes, 1960; Robbs, 1965), siendo en otros introducido a
través de papa-semilla y otras fuentes de contaminacién. La bacteria puede
perpetuarse en la rizosfera o como pardsito de rafces en houpedantes
silvestres y cultivados, tolerantes y susceptibles.

La raza 3 presenta, al contrario que la raza 1, una gama mis limitada de
hospedantes silvestres y cultivados (French, 1979).

PRINCIPIOS GENERALES DE CONTROL

Antes de abordar los principios generales de control de la marchitez bacte-
riana, vale anotar que los sistemas de produccidn de papa en el Brasil in-
cluyen dos grupos distintus de productores. Un primer grupo representado
_por productores de papa-semilla bisica, certificada o registrada, y otro
grupo por productores de papa para consumo. Los requisitos técnicos y las
exigencias de los componentes del primer grupo son llevados con mayor rigor

* Universidad Federal Rural de Rio de Janeiro, Itaguai, Brasil.
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y conducidos con practicas culturales algunas veces caras; el nivel de tole-
rancia permitido para la marchitez bacteriana en estos productores es cero
(Ministerio, 1982).

En la metodologia del control integrado, se utilizan dos caminos: la elimi-
nacién o reduccién de indculo primario (sobreviviente) y la desaceleracién
de las poblaciones fluctuantes del patégeno durante el cultivo (Robbs,
1982). Con la adopcién de tales medidas, aisladamente o integrandolas, se
procura impedir los niveles de dafio econdmico al cultivo. Las medidas que
implican la eliminacién o reduccién de 1indculo primario incluyen los
principios de: EXCLUSION, ERRADICACION, TERAPIA y RESISTENCIA VERTICAL.
Las que afectan la desaceleracidn de los niveles poblacionales del patégeno,
incluyen los principios de: RESISTENCIA HORIZONTAL, PROTECCION y PREVENCION,

A continuacién se indican los métodos practicos de control utilizados o re-
conocidos a través de la investigacidn, incluyendo algunas 1lfneas de inves-
tigacion que podrian ser desarrolladas.

EXCLUSION

Se trata de un principio basico de conirol de patégenos vinculados princi-
palmente a la propagacién vegetal. Es de mayor importancia en el caso de
marchitez bacteriana de papa, por la posibilidad de introducir razas o
bioformas exéticas en el A&rea de influencia del hospedante. Teniendo en
vista la tolerancia cero (Ministerio, 1982) exigida para la semilla bisica,
registrada y certificada (clases A, B y C) con relacidén a P. solanacearum,
es obvia la necesidad de una rigorosa fiscalizacién del tubérculo-semilla
introducido para siembra. En 1979, la importacién de papa-semilla destinada
a certificacién llegé a 13 976 toneladas con un valor de USS$ 6 412 277 FOB
(Oliveira y Miranda, 1981).

Las dreas selectas y exentas del patdgeno para la produccidon de papa-semilla
certificada deberian estar protegidas por legislacidn especial, evitando 1la
introduccidén de cilertos patdgenos de papa, particularmente P. solanacearum
(Seneviratne, 1976). Asi mismo, se deberfa prohibir 1la entrada de
papa-semilla no certificada, de cultivo de papa para consumo. Ademds se
deberfan establecer incentivos especiales para la produccidén de material
certificado.

Gtras medidas complementarias de prohibicién, que podrfan contribuir para la
preservacién de &dreas exentas del patégeno, incluirfan: despojo de basura
doméstica que contenga restos de tubérculos (Deslandes, 1960) o frutos de
Solandceas; tradnsito de personas y vehiculos procedentes de 4dreas
infestadas, y utilizacidn de aguas sospechosas para irrigacién.

De un modo general, la utilizacién de papa-semilla certificada, tanto en
suelos levemente infestados o patdgeno-supresivos, constituirfa el mé&todo
ideal de control de la marchitez bacteriana entre productores de papa de
consumo, si éstas son complementadas con otras medidas integradas.

ERRADICACION Y TERAPIA

El empleo de medidas practicas que den lugar a la erradicacién del patégeno
en tubérculos-semillas, suelos infestados, o plantas susceptibles o toleran-
tes, han sido objeto de muchas lineas de investigacion entre los que se de-
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dican al control de la marchitez bacteriana de papa en el mundo. A conti-
nuacién se mencionan algunas de estas lfneas de investigacién, que podrian
ser desarrolladas.

Papa-Semilla

En un programa de papa-semilla, con cultivares susceptibles, en pequefa
escala, los tubérculos afectados podrian ser eliminados por la incubacién de
los mismos a 30°C, durante una o mis semanas, o simplemente sacadndolos de la
cdmara fria y manteniéndolos a temperatura ambiental en las regiones de
clima caliente (Drummond, 1981). Entretanto, los tubérculos con infecciones
latentes originadas al final del ciclo de la planta, particularmente con la
raza 3, no siempre podrdn ser detectados, afin cuando &stos sean incubados a
28°C durante tres semanas (Gonzdlez, 1977).

Se conocen varias tentativas para erradicar el patégeno del interior de
tubérculos-semillas, particularmente en el caso de infecciones incipientes,
mediante el uso de antibiéticos (Medeiros, 1966; Robbs, 1960). El mayor
problema que ha sido encontrado reside en la ausencia de absorcidn de los
productos a través de la cdscara del tubérculo entero para alcanzar la
bacteria en la regidén vascular. Medeiros (1966) ensayando colorantes
vitales, bactericidas, estreptomicina y un insecticida sistémico metil
dimetén (metasystox) en tubérculos inoculados con cepas de Erwinla
(Pectobacterium) carotovora, concluyd lo siguiente:

a) Que los productos ensayados no fueron absorbidos en soluciones con pH
6, préximo al punto isoeléctrico de los tejidos de papa;

b) Que la absorcién maxima s6lo ocurria con tubédrculos envejecidos, o sea,
en actividad fisiolégica.

c) Que la absorcién mixima ocurrfia en soluciones con pH 9, 7 6 4, siendo
la estreptomicina a 1 000 ppm en imersién durante 3 horas, el producto
mds eficiente en la inhibicidn de E. carotovora.

En el caso de que la absorcién de antibiéticos o quimioterapéuticos fuese
realmente comprobada, dentro del espectro de sensibilidad a las varias
estirpes de P. solanacearum algunas con variaciones (Thruston, 1963), habria
gran posibilidad de uso de productos mds econémicos, viables en el caso de
infecciones latentes; constituyendo una interesante lfnea de investigacidn
para explorar.

Suelos infestados

La presencia de la bacteria en el suelo es algunas veces imprevisible aiin en
suelos virgenes y su constatacién dependeri de metodologfas muchas veces
complejas (Fucikovsky, 1979).

La rotacidn de cultivos, sin duda alguna, induce en algunos tipos de suelo y
de acuerdo con la raza de P, solanacearum involucrada, resultados satisfac-
torios, permitiendo el cultivo de material para consumo a niveles acepta-
bles, bajo el nivel de dafio econdmico. Ciertamente, deberin ser empleadas
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otras medidas complementarias de control. En el Brasil (Drummond, 1981;
Robbs, 1960) las gramineas han sido recomendadas y utilizadas con é&xito en
muchas dreas en la reduccién del potencial de in6culo del suelo. Medeiros
(1961), estudiando el efecto de la rotacidn del cultivo de papa con el arroz
{Oryza sativa L.), concluyd lo siguiente:

a) En suelos del valle del rfo Paraiba (Taubaté, Estado de Sao Paulo),
permanentemente cultivados con papa en rotacidn con arroz en un régimen de
inundacidn en pozas, se presentaba un elevado nimero de actinomicetos y
estaba ausente la marchitez,

b) En suelos de varios Fstados de Brasil, cultivados con papa sin rotacién
de cultivo de arroz, se observaron pocos actinomicetos y se presentaba
severa 1ncidencia de marchitez,

Drummond (1981) estudiando la rotacién de papa con arroz, verificé que este
cultivo no posec ningiin efecto antagdénico a la marchitez bacteriana, salvo
cuando se irriga en un régimen de inundacién, pues el agua siempre corriente
en el arrozal arrastra la bacteria, si alli hubiesen existido plantfos ante-
riores contaminados, persistiendo el patdgeno en agua no corriente. El
efecto inverso (Seneviratne, 1976) fue observado en Sri Lanka, habiéndose
concluido que la irrigacion del arroz durante las fases de crecimiento no
eliminaba el patGgeno de esos suelos. Quimio y Tabei (1978) en las
Filipinas concluyeron que suelos sembrados con maiz y arroz, posefan,
después de la siembra, menores niveles de P. solanacearum en el suelo.
Jackson y Gonzdlez (1979) en experimentos de rotacidn con papa en Costa
Rica, concluyeron que los 1Indices de marchitez bacteriana no fueron
significativamente reducidos después de rotaciones con maiz, frijol vy
camote, particularmente en la presencia de malas hierbas.

En el municipio de Araguari, Estado de Minas Gerais, todo cultivo de tomate
es realizado en suelos cubiertos por lo menos durante dos afos con pastos
sin ninguna incidencia de marchitez bacteriana, aun 2n las épocas mds ca-
lientes y aun no ocurriendo con el cultivo en suelos virgenes.

Aunque los resultados podrdn variar de acuerdo con la regién, las rotaciones
con gramineas tales como: pastos, sorgo, arroz, mafz, cafia de azdcar vy
posiblemente triticales (Drummond), constituyen la mejor opcién para la
reduccién del potencial de inéculo de P. solanacearum en el suelo,
evitdndose la colonizacién de invasoras tolerantes o susceptibles durante
perfodos de dos a tres afos.

En un ensayo preliminar conducido en las condiciones de la Baixada Fluminen~-
se durante el verano con la cubierta protectora de pldstico en el suelo
hGmedo y revuelto (Katan, 1981), se redujo significativamente el Indice
poblacional de P. solanacearum, raza !, teniendo al tomate como planta de
prueba. Nuevos ensayos con bases experimentales deberan ser conducidos con

papa.

Para el tratamiento quimico del suelo después de la erradicacién de plantas
afectadas en el cultivo, ha sido recomendado el metan sodio (Vapam o VPM)
(Medeiros, 1961) en la base de 130 a 600 ml/1Pm“, y la creolina o el sulfato
de cobre en soluciones acuosas de 5% y 5 1/m”, con eficiencias de 90 y 100%
respectivamente (Drummond, 1981).
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Plantas susceptibles o tolerantes

Los hospedantes susceptibles se encuentra principalmente entre las
solanidceas, se incluyen ciertas compuestas: mamoneira (Ricinus communis),
beldroega (Portulaca oleracea) y diversas invasoras que pueden albergar al
patégeno en la rizosfera o en la propia planta. Durante el cultivo en la
rotacidén todas las hospedantes asi como plantas espontaneas de papa
(originadas de tubérculos no recogidos); deberfan ser totalmente
erradicadas, dentro de las posibilidades, procuridndose de esta manera
reducir a un minimo el potencial de inéculo sobreviviente.

Durante el cultivo, toda planta que exhiba sintomas de marchitez bacteriana,
deberd ser inmediatamente erradicada y colocada en sacos plasticos para
su posterior destruccidn o entierro profundo. Ademids de esta erradicacion,
en las &dreas de encuesta se deberd proceder a la desinfestacién de 1los
lugares donde fueron encontradas las plantas afectadas, evitiandose de esta

manera la diseminacién del patSgeno (Drummond, 1981).

RESISTENCIAS GENETICAS

La resistencia vertical y principalmente la horizontal podrfan constituir un
instrumento valioso en una estrategia de control integrado. Se podria com-
binar resistencia a una o mds enfermedades primarias del cultivo. Los tra-
bajos de cooperacién vienen demostrando ya la existencia de material prome-
tedor para algunas dreas, exhibiendo niveles aceptables de resistencia hori-
zontal (Granada, 1979). Algunos clones de papa son pasivos para infecciones
latentes adquiridas a temperaturas mis elevadas, habiendo factores genéticos
con posibilidades de eliminar esta condicién (Ciampi et al., 1980) y con
viabilidad para ser aprovechados en un programa regionai—aé—aejoramiento.

PROTECCION

Incluye medidas relacionadas con el hospedante, procurdndose evitar durante
el ciclo la presencia de factores que podrian condicionar la predisposicién
de la planta al patdgeno. Esos factores de estrés, podrdn ser de naturaleza
abidtica (dafios, excesos hidricos) o biéticos (insectos, nematodos).

Entre los estreses de naturaleza abiética, se sefialan los dafios causados a
las raices durante las practicas culturales, tales como deshierbas y
aporques. El empleo de herbicidas podrfa contribuir bastante para reducir
los inconvenientes del deshierbo manual. El empleo inadecuado de 1la
irrigacién es otro factor importante para favorecer enfermedades bacterianas
de la papa. Un pequefio exceso de agua en el periodo de formacidén de
tubérculos, aumenta el nidmero de los mismos por planta (Purcino, 1981),
ademds de disminuir el ataque del agente causal de 1la sarna comin
(Streptomyces scabies), siendo por tanto de utilidad en la produccién de
papa-semilla. Los excesos de agua en el cultivo no sélo contribuyen a
predisponer 1la planta a enfermedades bacterianas (Erwinia spp. y P.
solanacearum), sino que también permite, por escorrentfa, 1la ripida
diseminacidén de patégenos hacia las plantas localizadas en las cotas menos
elevadas (Drummond, 1981). La vigilancia de los indices hidricos adecuados
para el cultivo es de gran valor en los cultivos irrigados.
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El combate de insectos subterrdneos y de nematodos presentes en el cultivo,
es de gran valor en una estrategia de control integrado. Unos pocos insec-
ticidas-nematicidas, el aldicarb por ejemplo, ya estdn registrados para su
empleo en los surcos de siembra.

La proteccién biolégica realizada a través del empleo de microorganismos
antagénicos a P. solanacearum, viene siendo investigada con éxito en algunos
casos (Chen et al., 1981; Drummond, 1981). Todo indica que ese tipo de
proteccidn dependera de la raza o bioforma del patégeno involucrado, su
potencial de inéculo en el suelo al momento de siembra y de la capacidad de
adaptacién y de multiplicacién del microorganismo antagénico en el ambiente
de la planta (Medeiros, 1961).

PREVENCION (ESCAPE)

Podrd ser utilizada con la manipulaciér de pardmetros climiticos (zonifica-
cién) en la época de cultivo (P. solanacearum, raza 1) o con el empleo de
clertos tipos de suelos 1llamados supresivos, resistentes al patégeno o
incompatibles con él. Cualquiera de los procesos permite el cultivo de papa
con bajisimos niveles de infeccién o total existencia de ciertas estirpes de
P. solanacearum. Algunas veces, el cultivo es atacado por otros patégenos
considerados secundarios. En las regiones serranas del Estado de Rio de
Janeiro donde predomina la raza 1, asf como en otras regiones del pafs, es
perfectamente viable el cultivo de papa a partir de marzo, obteniéndose bue-
nas producciones con un minimo de riesgo de ataque de la marchitez bacteria-
na, teniendo en vista la ocurrencia de temperaturas mids bajas (regiones sur
y sureste),

Los suelos 1llamados resistentes, supresivos o incompatibles con P,
solanacearum que pueden ser detectados a través de ensayos con plantas indi-
cadoras (Drummond, 1981; French, 1979), podrfan constituir una opcidn
valiosa para el cultivo de papa, inclusive para certificacidén de material
propagativo.

Esa incompatibilidad podria ser de naturaleza fisica y relacionada con el
tipo de suelo involucrado (Rat, 1978) donde la presencia de montmorillonita,
una arcilla de triple camada (aluminio entre dos laminas de sflico), da
resistencia a la penetracidn del patdgeno en las rafces. Otro tipo de suelo
supresivo (CIP, 1977) se encuentra posiblemente asociado con la salinidad
del mismo, medida mediante conductividad eléctrica.

La actividad de ciertos microorganismos antagénicos presentes en camadas mis
superficiales (Medeiros, 1961) podria dar a ciertos suelos un factor
supresivo bioldgico, ausente en los horizontes mis profundos (Tanaka, 1976)
por falta de actividad microbiana. Ese factor bioldgico supresivo podria
ser exaltado en algunos suelos con el cultivo de ciertas gramfneas en cuya
trizosfera ocurre wuna colonizacién de actinomicetos (Streptomyces)
antagénicos a P. solanacearum (Medeiros, 1961).
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INVESTIGACIONES PARA EL COMBATE DE LA MARCHITEZ BACTERIANA DE LA PAPA
REALIZADAS EN EL PERIODO DE 1957 A 1982, EN RIO DE JANEIRO

Octavio A. Drummond*

INTRODUCCION

Los estudios e investigaciones de campo para el combate de la marchitez
bacteriana de la papa (Solanum tuberosum), causada por la bacteria
Pseudomonas solanacearum, fueron iniciados por el autor en el antiguo Insti-
tuto Agrondmico de Minas Gerais, en Belo Horizonte, siendo después conti-
nuados en los campos del km 47, municipio de Itaguai, RJ. en la época per-
teneciente al Centro Nacional de Pesquisas Agronémicas, del Ministerio de
Agricultura. Los trabajos fueron continuados por la EMBRAPA y PESAGRO-RIO.

Actualmente estdn siendo desarrollados en la PESAGRO-RIO, por su Infectario
de Marchitez Bacteriana, en 80 parcelas ("canteros") con paredes de ladrillo
(de 5 m" cada uno, en bloques de a ocho, separados por caminos protectores)
en EPAMIG y el Centro Integrado de Apoyo al Productor, de la Secretaria de
Agricultura de Minas Gerais. Un nuevo infectario de la marchitez serd
construido en la Hacienda Experimental de Lambari, EPAMIG. Los organismos
que han financiado este proyecto son los siguientes: Instituto Agronémico
de Minas Gerais (extinto), Ministerio de Agricultura (SNPA), EMBRAPA,
PESAGRO-RIO, CNPq, EPAMIG,

FINALIDADES

Desarrollar practicas o sistemas de campo, con el fin de erradicar la
bacteria pardsita de los campos infestados. Estin siendo investigados:

- La permanencia de la bacteria en el campo.

- Su resistencia al resecamiento del suelo, bajo condiciones de campo.

- Microorganismos del suelo, o de la rizosfera de las plantas,
antagénicos a la bacteria (antibidgenos).

- Incorporacidn de esos antibidgenos al suelo, a fin de tornarlo
inadecuado para la persistencia de la bacteria.

- Antagonismo de rafces vivas o muertas, de plantas invasoras, o de rota-
cidén, a la bacteria de la marchitez, por accion directa o por la accién
de la flora microbiana de sus rizosferas.

- Uso de agentes fisicos o quimicos, en la erradicacidn de la bacteria en
el campo.

- Obtencidn de clones o cultivares de papa, resistentes a la marchitez.

MATERIALES Y METODOS

Estos trabajos, en gran parte, fueron ejecutados en parcelas delimitadas en
el campo, en Belo Horizonte, usando 46 cilindros de cemento enterrados ver-
ticalmente, con | m de didmetro. En Itaguaf, (km 47), las parcelas estan
delimitadas por paredes de ladrillos en ndmero de 80 y situzdas en plena
"Baixada Fluminense', casi sobre el nivel del mar, con clima caliente y hid-~
medo, extremadamente favorable a la enfermedad. Otro infectario se encuen-

* Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerals, Belo Horizonte, MG,
Brasil,

83



tra en organizacién en la Hacienda Experimental de Lambari, en el Sur de
Minas, a 700 metros de altitud con un clima medio a frfo, en un lugar
reconocidamente infestado.

Las parcelas del infectario de Itaguai fueron todas inoculadas en 1967, y se
sembraron en ellas tubérculos inyectados con suspensiones ricas en la bacte-
ria. El proceso fue repetido en 1968. En 1970, se hizo la primera siembra
de papa sana, 20 plantas por parcela de 5 m“, pudiéndose verificar la mar-
chitez existente, en 35 a 100% de las plantas.

La media general fue de 88,67% de plantas con marchitez; 16 parcelas dieron
100%.

Establecida la marchitez en el suelo de las parcelas, se iniciaron los tra-
tamientos para su erradicacién. Desde 1970 hasta el presente, est&n en
prueba nuevos y antiguos tratamientos, procuridndose usar por lo menos dos a
tres parcelas para cada uno, durante uno a seis semestres. Esto complica
bastante el experimento y la interpretacién de la eficiencia real de los
tratamientos; un nuevo tratamiento es aplicado solamente después de que la
parcela estd contaminada. Ha habido recurrencia de la enfermedad en par-
celas que llegan a 0% de marchitez, a pesar de que las parcelas no fueron
pisoteadas y de que las herramientas usadas fueron desinfectadas antes del
trabajo. Es posible que esas reinfestaciones sean provocadas por focos no
detectados en la hilera central de la parcela de papa.

Este método de estudio en el campo, en parcelas delimitadas por muros, tiene
como principal ventaja que el drea en estudio no cambia. En el perfiodo de
veinte, treinta o mds afos tendremos siempre el mismo pedazo de tierra con
las modificaciones sufridas, debido a los tratamientos recibidos. No hay
invasién de tierra y aguas vecinas, mis alin, los caminos entre parcelas
estdn cubiertos con piedra quebrada y toda el drea estd cerrada con un cerco
metdlico. El local del infectario estd situado entre arboledas, predios y
gramados, sin recibir sombras perjudiciales.

Las investigaciones en el infectario fueron apoyadas con trabajos de labora-
torio, de la Seccién de Fitopatologia de Itagual, PESAGRO, hasta 1981, y del
CIAP, en Belo Horizonte, de 1981 en adelante. En ectos trabajos, se estudid
también la tolerancia de la bacteria a los percolados de las rafces de las
plantas de rotacién.

RESULTADOS

Permanencia de la bacteria en el campo,

La bacteria permanece activa en el campo por mids de 15 anos, conforme datos
obtenidos en historiales de cultivos de papa enfermos. En dreas cubiertas
con plantas nuevas y cortadas, se ha presentado la marchitez en cultivos
alli formados (Caeté&, Serra do Curral-MG., Papanduva, S. Catarina). El ori-
gen de los focos existentes en esas areas parece ser los residuos de las
actividades de carboneros que en ellas trabajaron, naturalmente, dejando en
el terreno restos contaminados de papa usada para consumo, adquirida en el
comercio. Es practica corriente, no sembrar papa en &reas con restos de
carbdn vegetal o sefiales de antigua habitacidn, pues esos lugares pueden ser
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focos de marchitez. Esto se observa igualmente en el rozado de la vegeta~
cién de cerrados, como se pudo verificar en 1981, en la siembra de 116
hectdreas de papa, en un drea recién desmontada de cerrado, en las mirgenes
de la laguna de Furnas, municipio de Pimenta-MG. Allf{ aparecieron focos de
marchitez bacteriana, préximos a antiguas habitaciones.

Resistencia al resecamiento

En pruebas de campo, en cilindros, de los cuales se sacé la tierra infesta-
da, dejdndola secar por cuatro meses y después retorniandola a los cilindros,
la marchitez aparecid cuando fueron resembrados con papa. Con tierra infes-
tada y tamizada, puesta a secar por un mes, la marchitez se redujo en 15%.
En tierra infestada en macetas, secada durante seis meses, se acabd la
marchitez. No hay dudas que el resecamiento de la tierra destruye la bac-
teria, pues &sta no tiene la capacidad de formar esporas resistentes de re-
poso. En dreas sujetas a perfodos de sequfa, la bacteria puede sobrevivir
como parte de la rizosfera de plantas nativas. En el caso de Furnas, citado
antes, el area era rica en arbustos de "lobeira" (Solanum licocarpum).

Microorganismos del suelo antagénicos a la bacteria

Existen varios organismos antagénicos, principalmente en los grupos de
Streptomyces, Bacillus y Trichoderma. Un pequefio infectario en el Instituto
Agrondmico de Minas Gerais (BH), después de funcionar bien por varios anos,
dejé de producir plantas enfermas. Un levantamiento de la microflora del
suelo, reveld grandes cantidades de Streptomyces griseus, con aislamientos
altamente antagdnicos a Pseudomonas solanacearum. Se han recibido informes
del mismo fenémeno, de Minas Gerais y Santa Catarina en el Brasil y de los
E.U., donde campos infectados por la marchitez dejaron de serlo.

Se recibid de los E.U. un cultivo de S. griseochromogenes, aislado original-
mente en el Japdn, con capacidad antagdnica a bacterias Gram negativas del
suelo. La Dra. Drummond usé esta bacteria peletizada en goma ardbica,
cubriendo el tubérculo de papa y sembriandolos en terreno contaminado. De
las 13 parcelas tratadas, dos tuvieron 0% de marchitez en la segunda siembra
de papa; en una el porcentaje de marchitez disminuyd de 70 a 7% en la
segunda siembra y en la tercera; en las otras parcelas, la marchitez se
presentd normalmente. Naturalmente se trata de la cuestién del &xito o
fracaso de la inoculacién del antibiSgeno al suelo. Se probaron varias
técnicas para tratar de garantizar este &xito.

Se probd también la incorporacién al suelo de agentes conductores orginicos
y minerales, tales como semillas de algoddén procesadas en autoclave, es-
tiércol de corral, residuos calcdreos, caparazén de cangrejo como fuentes de
quitina, y de lodo de filtro de la fabrica de azidcar, basura de la ciudad,
ceniza de madera, en combinaciones y cantidades diferentes, algunas veces
con buenos resultados.

Por ejemplo: griseus en algoddén, lodo de la fdbrica de azdcar y cascara
molida usados en parcela bajaron la marchitez de 55% a 0%; en otra que llevé
griseus mids algoddn, NPK, caparazén de cangrejo molida, bajé de 65% a 0%,
manteniéndose en nivel por cuatro siembras; en otras parcelas con griseus en
algoddn y caparazén bajd la marchitez de 25% a 0% en dos siembras sucesivas
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y sembrando nueva papa infectada. En este {ltimo caso la marchitez perma-
necid de 0 a 15% por varias siembras sucesivas. En otra parcela, con 67% de
marchitez, ésta se redujo a 8% y después a 0% en dos siembras seguidas
cuando recibié el griseus en algodén, caparazén molida y residuos calcéareos.
Adicionando griseus en algodén, caparazén molida y material calcareo dolo-
mitico, en el surco del cultivo, cuatro parcelas tuvieron sus tasas de
marchitez reducidas de 5 y 100% a 0-20%. Con griseus asociado a tolete de
cana sin gémula (para no brotar, como fuente de hidrato de carbono), en una
parcela la marchitez bajé de 93 a 0% en dos siembras sucesivas; en otras
cuatro parcelas los tratamientos tuvieron poco efecto y la marchitez aumenté
de 407 a 100%.

Un Aspergillus sp. antagdénico fue también estudiado en una parcela aplicdn-
dolo al suelo asociado con pasto Guatemala. La tasa de marchitez disminuyé
de 71 a 20% en la primera siembra de papa y a 0% en la segunda. El griseus
asociado al mismo pasto, no mostrd efecto alguno.

Estas observaciones muestran que es posible usar microorganismos antibis-
genos en la erradicacién de la marchitez, siempre y cuando el terreno les
sea favorable. La asociacidn con raices de plantas adecuadas de modo que
puedan ser parte de dos rizosferas, serfa una solucién ideal; se podrfa usar
una planta, debidamente inoculada con un antibiégeno, en la rotacidén con

papa.

La falta de aireamiento del suelo por saturacién con agua fue estudiada con
agua empozada en siembras de arroz, en manilla y parcelas. En el verano la
marchitez persistié en los terrenos contaminados después de cuatro meses de
inundacién. En las pruebas con agua corriente, la marchitez bajo de 18,7% a
0,8%. El hecho que los terrenos inundados de arroz quedaron libres de la
bacteria, indica que la misma es lavada del terreno o arrastrada por las
aguas de irrigacién, &sto también acontece en el valle de Parafba do Sul,
Sao Paulo. Pruebas en parcelas no inundadas mostraron que el arroz no tiene
valor antagénico algunc para la bacteria; de tres parcelas, dos tuvieron
marchitez exaltada de 60-70%; después de tres semestres con arroz. En una
parcela, con poca marchitez (15%), la enfermedad bajé a 5% después de un
semestre con arroz.

Agentes quimicos en el combate de la marchitez.

En una parcela cercada ('cantero") el bisulfureto de carbono, 800 1/ha, mas
2 000 1l/ha de gasolina, redujo la marchitez 12 a 0%, lo cual se mantuvo
constante por tres siembras seguidas. En otras dos parcelas, la marchitez
bajé de 68-70% a 12-15% respectivamente.

El material calcftico, 5 t/ha, elevé el pH de 4,0-6,8 a 5,4-7,7 en prueba
realizada en 80 parcelas: 40 con calcio y 40 sin calcio. Después de un afio
aplicando el calcio, la marchitez sufrié una ligera reduccidn: en las par-
celas que tenfan pH sobre 7,0, varié de 10 a 65%; y en las otras parcelas la
marchitez varié de 60 a 100%.

Ese mismo material calcftico aplicado antes de la siembra (1 t/ha), aparen-
temente estimuld 1z marchitez, la cual vari6 de 46-85 y 100% a 63-100 y 837%.
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El material dolomitico aplicado en dosis de 755 kg/ha, bajé regularmente el
porcentaje de marchitez, de 60% a 13%, de 95 a 53%, de 75 a 7% y de 90 a
80%. Dosis elevadas de material dolomitico (10 t/ha), no erradicaron la
marchitez, mds alin, en una parcela de 207 se mantuvo en este porcentaje y
después baj6 a 10%. El uso del material dolomitico es una prictica aconse-
jable para disminuir el porcentaje de marchitez.

La creolina comercial en solucién de 5% en agua; y dosis de 5 l/m2, en una
parcela redujo la marchitez de 80% a 0%, lo cual fue mantenido por cinco
siembras seguidas; en otras parcelas la redujo de 60 a 20%, de 5 a 0% y 50
a 10%Z. Con creolina al 10%, hubo efecto negativo, no habiendo reduccién de
la marchitez.

El "enxofre" en polvo (1 t/ha), inoculado con tierra de jardin enriquecido
por bacterias oxidantes de "enxofre'", no tuvo efecto sobre la marchitez.

El herbicida Hyvar (15 kg/ha), redujo la marchitez de 100 a 0% en una
parcela y de 43 a 0% en otra; esta dltima tasa fue mantenida por cinco
siembras consecutivas (9 semestres). En otra parcela, la marchitez bajé
s6lo de 53 a 46%.

El egtiércol de corral curtido (agente quimico-biolégico) en cantidad de 50
kg/m”, redujo la marchitez en una parcela.de 100% a 8% y no la afectd en
otra (95 a 93%). A menor dosis, (4,5 kg/m“) no mostré efectos favorables.
Dos t/ha de NPK estimulé la marchitez (de 47-67% subié a 92-100%).

La gasolina, 2 000 1l/ha, aplicada antes de la siembra, rebajo la marchitez
de 64-91 a 7-21%.

El sulfato de cobre al 5% en cantidad de 5 1/m2, redujo la marchitez de
15-60 a 0% en dos manillas y dos parcelas. En concentraciones menores
(0,05, 0,1, 0,5, 1%) no hubo efecto total,

El Nematicida Vapan, en dosis de 100 cm3/m2, disueltos en 10 litros de agug;
la formalina comercial del 40% diluida al 0,5%, y anlicada en dosis 30 l/m".
no redujeron la marchitez. El DD (nematicida) inyectado de a 5 cm” por
hueco (10 cm entre huecos) redujo la marchitez de 100 a 60%; el nemagén
(nematicida) y la cal hidratada (1l t/ha) redujeron el porcentaje de marchi-
tez en 50 y 337 respectivamente.

Plantas de rotacién en la erradicacidén de la marchitez

Numerosas plantas fueron estudiadas en relacidn con su capacidad de erradi-
car la bacteria del suelo infectado de las parcelas cerradas. Dieron resul-
tados negativos, en varias pruebas: pifia (por cinco semestres), lechuga mis
extracto de estiércol (un semestre), beterraga, pasto napier, zanahoria,
centeno, brdcoli, col china, coliflor, col manteca, crotalaria paullinia,
glrasol, Indigofera sp. (higuera), nabo Ascor, pepino, okra, ramio, Tajetes
sp. y Wedellia sp.

Tuvieron efectos positivos, algunas veces eliminando totalmente la marchitez
de la tierra de la parcela o reduciéndola, las siguientes plantas: camote
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(5 y 3 semestres); cafia de azicar CB 45-3 (5 semestres); pasto gordura (5
semestres); pasto Guatemala (2 y 3 semestres); pasto limdn (4 semestres);
pasto vetiveria (6 semestres); cordén de fraile (3 semestres); frijol de
puerco (2 semestres); maiz sintético 47 (3 y 9 semestres); mucuna preta (4
semestres); sorgo forrajero Santa Elisa (3 y 8 semestres).

Como testigo de la permanencia de la bacteria en el suelo se sembrd papa, y
casi de immediato se vié que habia tendencia de la enfermedad a mantenerse
en el suelo de las parcelas, segiin estos datos: (75%, 53,3%; 76,9%;
(vacio), 43%; 95%; 92,9%; 100%, por ocho semestres). Las veinte lecturas de
los Indices de marchitez ocurridas en otofio (siembra en mayo) y de primavera
(siembra en setiembre) en cultivos de papa, se muestran a continuacidn:

- Otofio: 75%; 53,3%; 95%Z; 9,5%; 100%; 65%; 93,3%; 83,3%; 60%; media:
78,0%,

- Primavera: 71,9%; 92,9%; 92,3%; 100%; 83,3%; 80%; 84,6%; 100%; 80%,
media: 88,5%.

En el otofio, en las condiciones climidticas de Itaguaf (km 47), la marchitez
se puede manifestar con fndices de 100% lo que es comparable con los fndices
de la primavera.

Como testigo de la permanencia de la bacteria en tierra no cultivada
se tuvieron cinco parcelas sin cultivo de papa (2 a 8 semestres); los
Indices de marchitez ocurridos en la primera siembra variaron de 5 a 46%,
siendo antes de 4 a 47%. Después de ocho semestres (sin cultivo) en una
parcela la marchitez bajé de 47 a 12%.

Tolerancia de Pseudomonas solanacearum a las excreclones radiculares de
plantas de rotacién.

Para verificar en el laboratorio la tolerancia de 1la bacteria a las
excreciones y demds sustancias formadas por las rafces de las plantas, se
desarrollé una técnica de hacer gotear un litro de agus durantg ocho horas,
en macetas con las plantas de prueba. El percolado (- 300 cm”) se colectd
debajo de la maceta y fue esterilizado a 115°C por 20 minutos, recibiendo
después una suspensidn rica de Pseudomonas solanacearum. La presencia de la
bacteria viva en el percolado era verificada periddicamente repicando la
suspensién en caldo peptonado; midiendo la turbidez de la suspension con la
consecuente turbacién del mismo, se sabia si la bacteria atin estaba viva.

De 21 plantas probadas, s6lo Avena Coker 76-14, Cebada MN522, Trigo (IAS 55,
e 1AC 5), maringd y triticale Beagle 5, produjeron percolados inadecuados
para la sobrevivencia de la bacteria. No mostraron efecto antagénico: Ajo
chonan, Avena 15 (x -2060-5), Avena negra, Papa Ulla, betarraga, zanahoria
(mostr6 algin antagonismo), Centeno BR 3 Ponta Grossa, cordbén de fraile, col
manteca, coliflor, frijol de vagem (mostrd algin antagonismo), alame, nabo y
triticale 8 (PFT 766 BRA) (mostrd algiin antagonismo). Es posible que 1la
esterilizacién del percolado descomponga las substancias termoldbiles
presentes, las cuales podrian tener también poder antagdnico a la bacteria.
Se esta intentando verificar esta posibilidad por simple tindalizacién del
percolado, antes de ser incubado con Pseudomonas solanacearum.
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Obtencidn de cultivares resistentes a la marchitez.

Se hicieron pruebas de resistencia a la marchitez con cultivares europeos y
algunos americanos; sélo Katahdin mostré cierta resistencia, escapando al
ataque de la enfermedad hasta el tercer mes de cultivo, cuando fue también
destrufdo. Este tipo de resistencia es de valor prdctico negativo, pues
cultivares resistentes pueden no ser muy atacados y serdn terribles
vehiculos de diseminacién de la bacteria.

En colaboracién con la Estacién Experimental de Sturgeon Bay, Wisconsin,
U.S.A., se probaron varios clones silvestres, encontrando 50% de resistencia
en los Solanum phureja. El mejoramiento de la papa por la obtencién de
clones o cultivares resistentes a marchitez, estid adn incipiente. El
producto obtenido debe ser de tipo comercial, aceptado por el mercado, lo
que no aconiece en general con los tubérculos producidos por los clones
silvestres. Estamos listos para probar cualquier material producido por
mejoradores en cuanto a su resistencia a la marchitez.

CONCLUSIONES

- La marchitez es una seria amenaza al cultivo de papa del Brasil v
también a la produccién de semilla bdsica y certificada. Esta es la
consecuencia de la importacidén cada afio de nueva semilla certificada de
Europa.

- Los terrenos contaminados deben sufrir rotacidn con ciertas plantas que
han mostrado antagonismo a la bacteria, tales como: cafia de azidcar,
sorgo forrajero, maiz para ensilage, pasto guatemala, ciertas varie-
dades de avena, cebada, trigo y triticale.

- La rotacidn debe ser observada durante tres afios por lo menos, no
sembrando en este intervalo plantas susceptibles o tolerantes a la
bacteria. El terreno debe ser siempre cultivado, en este periodo,
evitdndose la 1invasiér de malas hierbas que puedan abrigar a 1a
bacteria.

- La produccién de semilla certificada de papa deberd ser hecha en terre-
nos que observaran esa rotaciédn.

- En cultivos con pocos focos de la enfermedad, ésta podra ser erradicada
por la aplicacién de sulfato de cobre al 5%, (5 litros por lugar de
cada planta enferma); una semana después de esta aplicacidn, esas
plantas deberdn ser removidas con su tierra y con las plantas vecinas,
quemadas por la accién del sulfato de cobre. Sembrar cafia de azidcar o
pasto guatemala por cuatro anos.

- Son necesarios estudios que esclarezcan el comportamiento de
Pseudomonas solanacearum en tubérculos almacenados al frio, pues traba-
jos publicados indican la eliminacién a 2-3°C. Esta técnica seria de
gran alcance practico.

- El estudio y reconocimiento de las razas de la bacteria existentes en
nuestros campos de papa debe ser continuado y activado para entender
mejor la ocurrencia de la enfermedad en nuestros cultivos.
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RESISTENCIA GENETICA: FUENTES Y MEJORAMIENTO GENETICO

Peter Schmiediche*
INTRODUCCION

La marchitez bacteriana es una de las enfermedades mis serias para la pro-
duccidon de papa en las zonas tropicales. Con el reciente avance en el
desarrollo de papas adaptadas a las regiones de la zona tdrrida, el problema
de la marchitez bacteriana se presenta ain mis. No hay ningin control qui-
mico efectivo contra esta enfermedad y las dnicas medidas fisicas que se
pueden tomar para controlar el patSgeno son medidas de rotacion de los cul-
tivos y cuidadosas pricticas de almacenamiento de la semilla.

Hasta ahora el dnico control verdaderamente efectivo ha sido a través de
variedades genéticamente resistentes a Pseudomonas solanacearum.

Cuando se buscan fuentes de resistencia genética se presenta el problema de
la enorme variabilidad y complejidad del patdgeno que existe en una serie de
patotipos de los cuales cada uno tiene interacciones muy especificas con el
genotipo de la papa (el hospedante) con el ambiente (sobre todo las tempera-
turas) y con el tipo del suelo. Esas interacciones especificas han sido
fuente de mucha frustracidn en 1los trabajos de mejoramiento de variedades
resistentes, pues genotipos perfectamente resistentes bajo condiciones de
invernadero no mostraron la misma resistencia al mismo patotipo bajo condi-
ciones de campo, dado que las reacciones de este patotipo fueron diferentes
en distinto tipo de suelo y en diferentes temperaturas ambientales,

Para los mejoradores del CIP, que tienen el mandato de producir germoplasma
mejorado para pricticamente todo el mundo donde el problema existe, la
variabilidad que resulta de la interaccién de este patdgeno variable con el
medio ambiente que estd sujeto a variacidn, es un verdadero reto. La
interaccién de patotipo, medio ambiente y hospedante esti, sobre todo,
determinada por las temperaturas que rigen en un zmbiente dado. Este hecho
permite separar la investigacién y el trabajo para el mejoramiento de
genotipos resistentes en dos partes: material resistente para zonas de
temperaturas relativamente bajas y material para la zona térrida.

Fuentes de Resistencia Genética y Mejoramiento Genédtico

Todo el material con resistencia genética que se ha desarrollado en 1los
Gltimos diez afos proviene de algunos clones diploides de Solanum phureja
que se habian hallado en la Coleccién Central Colombiana (Sequeira, 1979).
La constitucidén genética de esos pocos clones fue tal que existia
resistencia, aunque especifica, contra todos 1los patotipos conocidos del
patdégeno. Sin embargo, esta resistencia tiene la tendencia a fallar bajo
condiciones de altas temperaturas (un promedio de mds de 20°C durante el
periodo vegetativo).

El material resistente tampoco tenfa suficiente adaptacién al calor. Como
ya se ha mencionado anteriormente, existe una interaccidn compleja entre el
hospedante, el patotipo y el ambiente. Por lo tanto, no ha sido posible en
el programa de mejoramiento del CIP desarrollar clones especificos para toda

* Centro Internacional de la Papa, Lima, Perd.
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nuestra clientela. Sin embargo, ésto no significa que no existe material
resistente para la mayoria de las zonas templadas o sea para las zonas cdli-
das que tienen inviernos templados como las pampas del norte de la India.

El principal problema no es el desarrollo de material resistente, sino la
identificacidén del material con la resistencia adecuada para la condicién
especifica de cada lugar que estd afectado por marchitez bacteriana.

Antes de tratar sobre el proceso de identificacidn de genotipos resistentes,
quisiera exponer como se han utilizado las fuentes de resistencia genética
en los dGltimos afios y como se sigue con esta labor.

Ya se ha mencionado anteriormente que la resistencia para las regiones
templadas se encontrd en algunos clones colombianos de S. phureja, la cual
es una de las especies diploides de la papa cultivada. Los diploides son
especies primitivas con bajo rendimiento en la mayorfa de los casos y con
tubérculos poco aceptables en los mercados modernos. Pero la calidad culi-
naria de algunos clones diploides ha dado lugar a la produccién continua de
este material,

Mediante el uso de gametos no reducidos (2n), que ocurren en todas las papas
diploides cultivadas y silvestres, se han transferido los dos genomios de
los clones resistentes de S. phureja a material tetraploide con buenas ca-
racteristicas agrondmicas y alto rendimiento. Este tipo de hfibrido se deno-
mina TD (cruce tetraploide x diploide). Se ha logrado mantener la resisten-
cia de los clones originales de S. phureja en el material tetraploide. Al
mismo tiempo se ha incorporado resistencia vertical y horizontal o '"de
campo" a Phytophthora infestans. Actualmente el programa de mejoramiento
del CIP estd en pleno proceso de combinar resistencia horizontal sola a P.
infestans con la de marchitez bacteriana.

Como no es posible desarrollar clones especificos para lugares especificos,
se busc6 un método que permitiera mantener la resistencia contra este
patdgeno variable en la forma mis amplia posible.

La metodologia fue encontrada hace mids de diez afios con el método de
"Mejoramiento de Poblacién" (iendoza y Rowe, 1977). Este método ha sido
descrito en forma detallada en otras oportunidades y yo quiero poner énfasis
s6lo en algunos puntos claves.

Este método de mejoramiento asegura que se mantenga una poblacién altamente
heterogénea y heterozigota. Se mejoran las poblaciones en ciclos sucesivos
de seleccidn recurrente. Por supuesto, se busca mantener esta heterogenei~
dad, particularmente para los genes de resistencia al patégeno.

Si se quiere identificar clones para una zona templada, que esti afectada
por marchitez bacteriana, es necesario probar una poblacidén del material
heterogéneo que es potencialmente resistente al patotipo de aquel lugar. Es
la tarea de los colaboradores en el campo evaluar entre este conjunto de
genotipos los individuos resistentes y con buen rendimiento bajo las condi-
ciones especificas de la zona afectada. Normalmente el CIP remite varias
familias de tubérculos, es decir, tubérculos provenientes de una hibridacién
de padres prometedores. Es muy probable que entre estos se encuentre mate-
rial resistente y rendidor para la mayorfa de las zonas afectadas con
temperaturas relativamente bajas.
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Sigue el trabajo de mejorar este material a través de mids ciclos de selec-
cién recurrente y con cuidadosa introduccidn de nuevas fuentes de resis-
tencia sin perder las buenas caracteristicas obtenidas hasta ahora.

Este material también ha mostrado resistencia en zonas cilidas en algunos
casos, pero la resistencia falla frecuentemente con temperaturas muy altas,
particularmente con matcrial menos adaptado al calor.

En los dltimos afios se ha encontrado material silvestre diploide, particu-
larmente clones de la especie S. sparsipilum, que muestra resistencia a
cinco patotipos de Pseudomonas solanacearum y que aparentemente también
resiste el calor de la zona térrida. En la historia del mejoramiento de la
papa siempre se han usado especies silvestres, y el ejemplo mis conocido es
el de la especie mexicana S. demissum que se ha usado frecuentemente para
resistencia a Phytophthora infestans. Alrededor de 200 de las 600 varieda-
des europeas actualmente en uso contienen genes de S. dewissum.

Se considera que S. sparsipilum es uno de los progenitores de las papas cul-
tivadas tetraploides, un hecho que facilita su uso en el mejoramiento de
material con resistencia a marchitez bacteriana. El uso de material silves-
tre tiene problemas especificos que merecen ser considerados.

La ruta mds directa para el uso de los clones silvestres diploides serfa un
cruce entre los genotipos resistentes con material tetraploide que reune las
demds caracteristicas deseables. Esto requiere el funcionamiento de gametos
no reducidos (2n) en el material diploide. Los hibridos de la F pilerden
gran parte de las caracteristicas buenas de su madre y muestran muchas
caracteristicas silvestres tales como poco rendimiento, estolones largos vy
tubérculos mal formados con alto contenido de glicoalcaloides que son
téxicos. Esto hace necesarios siete a ocho retrocruzamientos a la madre
original. Con cada generacién de retrocruzamiento se plerde parte de 1la
resistencia del progenitor silvestre. Para encontrar clones que combinen la
resistencia con las caracteristicas de una buena variedad comercial, es
necesario seleccionar de poblaciones relativamente grandes.

Otro camino que se ha tomado en el CIP es mejorar la poblacién diploide a
través de varios ciclos de seleccién recurrente. Esto se puede hacer hibri-
dando haploides de buenas variedades o de material diploide proveniente de
las especies cultivadas diploides S. stenotomum, S. phureja y S. goniocalyx
con los clones silvestres que tienen la resistencia.

Se ha mostrado que es posible avanzar rapidamente al nivel diploide en
cuanto a caracteristicas agrondémicas manteniendo al mismo tiempo la resis-
tencia original del material silvestre. Si se hibrida este material diploi-
de ya mejorado con material tetraploide de alto rendimiento y bien adaptado
a altas temperaturas se obtienen, ya en la F,, hibridos que muestran buenas
cualidades y alto rendimiento (Tabla 1). Un solo retrocruzamiento de estos
hibridos provenientes de cruces TD a la madre puede dar lugar a material de
calidad comercial.
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Este es un nuevo camino para el uso de papa silvestre, que va a originar
nuevo material genéticamente resistente a la marchitez bacteriana. Otro
hecho importante es que la resistencia que se encuentrz en las especies
silvestres no es de la misma naturaleza que la resistencia que se encontrd
anteriormente en S. phureja. En otras palabras, si se logra combinar la
resistencia de varias fuentes, se van a obtener poblaciones y, al final,
variedades comerciales que tienen una resistencia amplia que permite
combatir el patotipo en toda su variabilidad inclusive en las zonas cdlidas.

Sin embarge, el mejorador de las nuevas poblaciones con nuevos tipos de
resistencia puede hacer solamente una parte del trabajo. Los colaboradores
en los programas nacionales tienen que participar en el proceso de mejora-
miento identificando los genotipos resistentes bajo las condiciones de cada
pais y bajo las condiciones de zonas especificas en el pais.
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Tabla 1.

Mejoramiento para resistencia a marchitez bacteriana en 1981 (Prueba clonal).

No. de Clones Pro-

No. de Clones Pro-

Rendimiento por

Grupo Fuente de bados en Campos no bados en Campos z Planta
Resistencia Infectados Infectados Sobrevivientes en kg

TD - Tetraploide S.sparsipilum 343 - - 1,01 Promedio
la. seleccién S.chacoense
Febrero 1981 S.phureja
TD - Tetraplcide
2a. selecciédn ditto 51 - - 1,33 Promedio
Octubre 1981 1,45 Mejor clon
Familia seleccio- 1,58 Promedio
nada de un TD x familia
clon tropical ditto - - - 3,00 Mejor clon
(Prog. Mendoza)
A1 — Tetraploide 1,10 Promedio
Seleccidn Pre- S.phureja - 18 90-100 1,67 Mejor clon

1981




AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y PRESERVACION DE
Pseudomonas solanacearum

Julio R. Neto*

I. INTRODUCCION

Entre las enfermedades bacterianas de las plantas cultivadas, la marchitez
bacteriana causada por Pseudomonas solanac :arum es la mis importante, dado
que puede propiciar pérdidas elevadas especialmente en papa, tomate, tabaco
y berenjena, entre otras,

Esta especie bacteriana es compleja y presenta diferentes aislamientos con
caracterfsticas fisiolégicas y patogenicidad distintas. De este modo, es
conveniente evaluar el potencial de patogenicidad a través del conocimiento
de las razas y bioformas, aGn cuando este conocimiento aporte apenas una
idea superficial del aislamiento estudiado.

A continuacién se describen varias técnicas, con el propésito de resumir
algunos de los trabajos desarrollados para el aislamiento, identificacidn y
preservacién de P. solanacearum.

I1. TECNICAS DE AISLAMIENTO

A) El material debe estar preferiblemente en moderado estado de infeccién.
De ocurrir exudado bacteriano en el tallo de 1la planta (o del tubérculo en
el caso de papa); el exudado podrd ser dilufdo (una anzada) en 10 ml de agua
destilada estéril y posteriormente estriado en placas cor un medio de
cultivo,

En el caso de que no hubiera exudado, se puede usar una cdmara super-himeda
(Amaral, 1962), que auxilia en la obtencidn de la bacteria: a) poner el
tallo de la planta (con el sistema radicular intacto) en un recipiente con
agua; b) cortar el tallo transversalmente y poner un tubo de ensayo sobre el
corte, de modo que llegue hasta el nivel del agua. Una vez que el agua es
absorbida por el sistema radicular de la planta, se tiende a provocar un
exudado del tallo cortado.

En tubérculos de papa sin exudado visible, se deben buscar los vasos con
anormalidad en la coloracién y con auxilio de bisturf, retirar pequefias
porciones de tejido vascular, cortando en sentido longitudinal; el tejido
cortado se pone en una limina de vidrio sobre una gota de agua y se examina
al microscopio. En caso de infeccién por P. solanacearum, los terminales de
los vasos cortados deben exhibir una corriente o masa de células bacterianas
hacia el agua, las cuales podran ser recogidas por medio de un tubo capilar
o pipeta Pasteur y transferidas luego en un medio de cultivo adecuado para
el aislamiento.

B) Para el aislamiento de P. solanacearum presente en el sistema vascular
de la planta, se corta el tallo enm el sentido longitudinal, con un bisturi
flameado previamente, se retiran porciones de tejido vascular oscurecido (1
cm de largo), colocdndolos sobre liaminas con agua estéril y, presionando los

* Instituto Bioldgico de Sao Paulo, Estacidn Experimental de Campinas,
Campinas SP, Brasil,
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tejidos con el auxilio del bisturf; se obtiene asf 1la bacteria, que deberi
ser estriada en un medio de cultivo.

c) En el caso de tubérculos de papa en estado avanzado de descomposicién,
debida principalmente a la accién de organismos secundarios, P. solanacearum
podrd ser aislada a través de induccidn en plantulas de tomate (Robbs,
1962). Unas tijeras de punta fina, flameadas previamente, se introducen en
la regidn vascular del tubérculo con movimientos de abrir y cerrar; luego
con las mismas tijeras se seccionan las hojas cotiledonares de las plantulas
de tomate cultivadas en vasos pequefios. En 5 a 6 dfas P. solanacearum indu-
cird marchitez en las pldntulas, de donde podrid ser aislada con facilidad.,
Ademds de facilitar el aislamiento, esta prueba permite el diagnéstico de la
marchitez a partir de tubérculos en descomposicién.

De otro lado, los sintomas de descoloracidén vascular y descomposicién de
tubérculos de papa pueden estar asociados con el ataque de Corynebacterium
michiganense subsp. sepedonicum, o bien de Erwinia carotovera, subsp,
atroseptica o E. chrysanthemi. En este caso, Corynebacterium puede ser
distinguida de P. solanacearum mediante la tincién de Gram, mientras que las

Erwinias podrdn ser diagnosticadas por su accidn pectinolitica.

D) Tincidén de Gram - Existen muchas modificaciones de la prueba de tincién
de Gram. Los reactivos y el tiempo empleados dependen de la rutina del
laboratorio. Un ejemplo es la modificacién de Kopeloff y Beerman, que
se describe a continuacién.

Preparacién de las soluciones (Gram modificado por Kopeloff vy
Beerman).

Sol. a - Cristal violeta o violeta gencilana....eeeeeeeeeeseensesl g
Agua destilada ....eeviiiieiniiieetecnecnrersnnsnnseesel00 ml
Sol. b - Carbonato de SOA10 «vuuveevereresonernesncannnennnsensasl g
Agua destilada s..uiiiiiiiiiiiiiencentnenenrsnnanneeess20 ml
S0l. € ~ YOdo MELALLICO tiutvnnenenenesenseesnoncsneoensonnnsanes? g
Solucidn normal de hidréxido de S0d10 vevevrevneesesneenees.10 ml
Después de disolver el yodo, completar a 100 ml con
agua destilada.
Sol. d - Fucsina bésica I T PP | P 1
Agua dest1lada ....ieiueiiiiritenttitncaneostesnneransecessssl00 ml

PROCEDIMIENTO

1) Preparar laminas con exudalo o células tomadas directamente de un medio
de cultivo (24 h) y dejar secar al aire. Fijar el frotis en la llama y
enfriar;

2) Recubrir con la solucién a, agregande 2 a 3 gotas de la solucién b,

dejando en reposo durante 1 a 2 minutos;

3) Verter la mezcla y lavar con la solucién c. Después, cubrir el frotis
con la solucidn c y dejar en reposo durante dos minutos;

4) Lavar con agua corriente y dejar secar;
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5) Destefiir con alcohol etflico (95%) o acetona, agitando la limina leve-
mente durante 10 a 15 segundos; lavar con agua corriente;

6) Cubrir con la solucidn d durante 5 a 10 segundos;

7)  Lavar con agua corriente, dejar secar la ldmina y examinar al micros-
copio.

En el caso de Corynebacterium (Gram positivo) las células aparecen en el
microscopio con coloracién azul, mientras que Pseudomonas e Erwinia (Gram
negativas) toman coloracién rojiza o rosicea.

El didgnostico de Erwinia podrid ser efectuado por medio de la prueba pecti-
nolitica en pimentén (Robbs, 1966). De frutos de pimentén previamente
lavados y flameados se retiran discos, que son puestos en placas de Petri,
con la cadscara hacia abajo. Con auxilio de un anza se retiran porclones de
tejido del tubérculo examinado y se colocan en el centro de los discos
(dejar un disco como testigo). La descomposicién del disco en 24 horas
indica ia presencia de Erwinia, de donde podra ser aislada.

ITI. MEDIOS PARA AISLAMIENTO DE P. SOLANACEARUM

Ordinariamente, P. solanacearum puede ser aislada y cultivada en variado
nimero de medios de cultivo, muchos de los cuales se usan para miltiples
propdsitos.

Kelman (1954), elabord un medio para el aislamiento de P. solanacearum,
usando tetrazolio. Este medio ha mostrado ser de gran valor, dado que
limita el crecimiento de contaminantes y permite separar los tipos viru-
lentos de los no virulentos de la bacteria.

Medio TZC: (Kelman, 1954)

A)  Solucién de TZC (cloruro de 2, 3, 5 trifenil-tetrazolio).

Disolver 1,0 g de TZC (1% p/v) en 100 ml de agua destilada; acondicionar en
frasco oscuro y esterilizar en autoclave durante 8 a 10 minutos. Guardar la
solucién en refrigeracién.

Observacidn: 1la distribucidn de la solucién en ampollas de vidrio (I
ml cada una) facilita su manejo.

B) Medio bdsico (sin TZC)

Dextrosa* .....uiiiieiiiiiiiiniiireierstrenennaess10,0 g

Peptona .....cciiviiiiiiiiiiiiiiiiiieiinreneneesd.10,0 g

Acido casamino...... cecrersestessasesessnssessssssly0 g (hidrolizado)
ABAT t.eiieiiitnieriettitaraceneresnersssssaneess.18,0 g

Agua destilada ......ciiieiietininiiicancnnsnssessl000 ml

* La dextrosa usada en cantidad de 2,5 g aumenta el crecimiento en especial
de la raza 3.

El medio basico debe ser distribufdo en alicuotas de 100 6 200 ml y éstas
deben ser esterilizadas en autoclave., Cuando fuera utilizado, fundir el
medio al bafio marfa y adicionar el TZC al medio de modo que se obtenga una
concentracién final de 0,005% (0,5 ml TZC 1% para 1,0 ml para 200 ml de
medio basico). Distribuir 20 ml/placa.
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Harris (1976), al adicionar el TZC al medio basico en la proporcidn de 400
ppm (incluyendo Actidiona 100 ppm y Neomicina 200 ppm), comprobd que era mis
selectivo, siendo posible detectar la presencia de P, solanacearum en suelos
naturalmente infestados.

C) Medio YC con TZC

A falta del medio de TZC, el medio YS (Dye, 1968) puede ser utilizado con
€xito, agregando TZC en la misma concentracién (0,005%) y usando el mismo
procedimiento.

Medio bisico YS:

NH4 H POA'""""""""""""""0’5 g (Dihidrofosfato de amonio)
K2 HPGA................................0,5 g (Fosfato dcido de potasio)
Mg SO,. 7TH,0uvvvnvieniiiiieieiineeensa0,2 g (Sulfato de magnesio)
Extracto de levadura.......ecvvvueeeeaa5,0 g

Y2 P b 0 I

Agua destilada.....cevvverevecnenns..1000 ml.

pH = 6,8 a 7,2

Los medios de cultivo descritos deben ser preparados entre uno y dos
dfas antes de su uso, a fin de secar el agua de condensacién de la
superficie del medio.

IV. IDENTIFICACION DE P. SOLANACEARUM

A) Medio TZC. Las colonias virulentas aparecen fluidas, ligeramente
enraizadas, de coloracidn blanca crema, con el centro rosiceo. Frecuente-
mente son irregulares y raramente redondeadas. Las colonias no virulentas
son redondas, butirnsas. de coloracién rojiza. Muchos contaminantes tienen
también esta apariencia.

B) Coloracién con "Sudan Black"

Las células de P. solanacearum, provenientes de cultivos o examinadas di-
rectamente de exudados de plantas, exhiben una coloracidn bipolar (Smith,
1896), debido a la presencia de inclusiones de pol? -beta~hidroxibutirato
(Hayward, 1960). Pueden ser observadas en liminas fijadas y tenidas con
safranina, fucsina o azul de metileno, mientras que el "Sudan Black" es
apropiado para la coloracién de estos lfpidos (Burdon, 1946).

Preparacion del colorante:

a) preparar la ldmina y fijar en 1la llama; b) cubrir la lamira con el
colorante "Sudan Black" durante 15 minutos; c) escurrir el exceso y dejar
secar al aire; d) lavar la lidmina en agua corriente y secar; e) tefiir con
safranina (0,5%) durante 13 segundos. Lavar y secar.

Los extremos de las células de P. solanacearum toman una coloracién
azul oscura o azul ceniza, mientras que el citoplasma permanece rosiceo.
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C) Otras caracteristicas de P. solanacearum

Ademds de los caracteres mencionados, P. solanacearum exhibe las siguientes
propiedades:

- Tiene metabolismo respitatorio aerdbico

~ Presenta catalasa y oxidasa positivas

- Produce ureasa

- Reduce el nitrato a nitrito

- Posee baja tolerancia a NaCl ( 2%)

- Produce de pigmento variable de un aislamiento a otro.

-~ No produce fluorescencia o pigmentos de tipo fenazina o carotenoide.

V. CLASIFICACION DE P. SOLANACEARUM

Los sistemas de clasificacidn para P. solanacearum mds utilizados actual-
mente son aquellos que subdividen Ia bacteria en 3 razas (Buddenhagen et
al., 1962) o en 4 bioformas (Hayward, 1964).

La clasificacidn en razas reconoce:

Raza 1, afecta solandceas en general y varias otras plantas cultivadas de
muchas familias;

Raza 2, ataca las musdceas (banana, pldtano, abacid y heliconias);

Raza 3, especifica de papa, afecta otros hospederos en condiciones espe-
clales.

Este sistema natural, basado en patogenicidad de hospedantes puede
proporcionar interpretaciones equivocadas, toda vez que aislar la bacteria
de determinada planta no significa que el patdgeno esté mejor adaptado al
hospedante (French, 1979).

La clasificacidn en bioformas fue elaborada por Hayward (1964) quien esta-
blecid 4 biotipos, en base a la utilizacién de los disacidridos, lactosa y
maltosa y en la oxidacidn de los alcoholes (hexosas), manitol y sorbitoel.

Determinacién de bioformas.

A) lMedio basico:

NH H2 P04.............................1,0 g (Dihidrofosfato de amonio)
KCﬁ cesessestatssessessesensesssassssssly2 g (Cloruro de potasio)

Mg SO, . 7H20...........................0,2 g (Sulfato de magnesio)
Peptona..ciiieseeesiecacensncnsensnenal,0 g

Azul de bromotimol....eeeevsesesesesss0,08 g

Y2 b o I I

Agua destilada.iecececeaeasacceneeensssl000 ml

Ajustar el pH con NaOh (40%) hasta 7,0-7,1. Dispensar el medio en frascos
(90 ml cada uno) y esterilizar en autoclave (121°C/30 min).

B Soluciones de carbohidratos

Esterilizar los carbohidratos separadamente, en soluciones de 10%, dis-
tribuyéndolos en cantidades de 10 ml. Esterilizar en autoclave los
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alcoholes-hexosas a 110°C/20 minutos. Los disacdridos (lactosa y maltosa)
deben ser esterilizados por filtracién o tindalizacién (3 dfas sucesivos).

C) Para usarlo, fundir el medio bisico, enfriar a 60°C y mezclarlo con 1la
solucidén (10 ml) de carbohidrato, dando la concentracidén final de 1% en el
medio. Distribuir 4 ml/tubo.

La inoculacidn de los medios se hace agregando dos anzadas de una suspensidn
bacteriana. Incubar a 28°C y examinar hasta los 14 dfas. El cambio de
coloracidn del medio para amarillo indica reaccidn positiva (fermentacidn de
disacaridos u oxidacién de alcoholes).

Bioformas

Utilizacién/ 1 2 3 4

Oxidacién

Lactosa - + + -
Maltosa - + + -
Manitol - - + +
Sorbitol - - +  +

Una correlacion entre bioforma y raza, puede ser obtenida asf:

Raza | = biloformas 1. 3 y 4, aislados de no musiceas.
Raza_g = son los alsiados de musiceas.
Raza 3 = bioforma 2.

VI. MANUTENCION Y PRESERVACION DE P. SOLANACEARUM

La manutencidn de P. solanacearum en cultivo es problemitica. Esta especie
bacteriana pierde con facilidad sus caracterfsticas bioldgicas en medio
artificial, experimentando mutaciones diversas, especialmente en cuanto a
patogenicidad. Por tanto, el cultivo periddico de P. solanacearum es
indeseable. -

Preservacion significa la conservacidn del cultivo a largo plazo, mantenien-
do todo su potencial bioldgico. Varios métodos son conocidos para la pre-
servacion de cultivos bacterianos. P. solanacearum puede ser conservada
durante largos perfodos utilizando por ejemplo: a) cobertura con aceite
mineral, b) agua estéril y c) liofilizacién.

La té ‘Ica de conservacign escogida dependerid de las condiciones y disponi-
bilidades de cada laboratorio en particular.

a) Uso de aceite mineral

Con este proceso se puede preservar el cultivo durante meses ya que esen-
cialmente previene el desecamiento y la oxidacidén del medio, ademis de
suprimir el crecimiento por la exclusidn del oxIgeno.

El aceite mineral (de uso medicinal) utilizado para recubrir el cultivo
puede ser esterilizado en autoclave a 121°C/20 minutos.
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El procedimiento es simple: 1la bacteria se cultiva en medio inclinado (en
tubos de rosca) que proporcione buen crecimiento; el cultivo se recubre con
el aceite mineral, siempre | a 2 cm encima del agar. El aceite mineral
puede ser substituido por parafina liquida (esterilizada a 160°C/2 horas).
Almacenar a temperatura ambiental y proceder al repicado periddico (seis
meses) a fin de observar el estado del cultivo.

b)  Agua estéril

Cuando ocurra un alto Indice de mutantes avirulentos en cultivos de P,
solanacearum, &stos pueden ser preservados en ampollas o tubos con agua
destilada (agua deionizada o potable) estéril.

Procedimiento: cultivar la bacteria en medio de TZC y seleccionar colonias
de tipo virulento; repicar para el medio basico (sin TZC). Después del
crecimiento del cultivo, transferir (una anzada) a los tubos (con tapa de
rosca) con 5 a 10 ml de agua estéril. Proceder a repicar periédicamente
(cada seis meses) en medio TZC y purificar nuevamente en el caso de aparecer
gran nimero de mutantes avirulentos (50% de las colonias).

P. solanacearum puede ser preservada por este método durante largos perio-
dos, de hasta cinco afos o mids. Ademis, el método no es caro y su manejo es
bastante fdcil.

c) Preservacidn por liofilizacidn

Este método consiste bdsicamente en desecar células bacterianas a bajas
temperaturas ("freeze-drying") y almacenarlas en ampollas selladas al vacfo.
La liofilizacién es particularmente til para preservar las colecciones de
cultivos, donde son almacenados grandes cantidades de cultivos por largos
periodos.

De manera general para la liofilizacidén de cultivos bacterianos se siguen
los siguientes procedimientos:

1) Seleccién de las ampollas: estd relacionada con el tipo de equipo
disponible y con la técnica de liofilizacién (grupo o miltiple; con o sin
precongelamiento, etc.). Para miltiple normalmente se utilizan tubos de 0,7
x 12 cm (didmetro externo y longitud respectivamente) y capacidad para 0,5
ml.

2) Preparacién de las ampollas: es recomendable esterilizar las ampollas
inicialmente con calor seco (160°C/2 horas). Después, preparar las ampollas
para recibir el cultivo: depositar en el fondo de cada ampolla una pequefia
porcidén de algoddn hidréfilo y colocar una tira de papel de filtro (2,0 x
0,5 cm) con la identificacién del cultivo. Luego, taponar la ampolla con
algoddn no absorbente y esterilizar en autoclave (120°C/30 minutos).

3) Seleccién de substancia crioprotectora: para bacterias, usualmente son
utilizados como crioprotectores la sacarosa, la leche, el glicerol o el
sulfoxido de dimetilo.
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. La sacarosa es utilizada en concentracién final de 12%. Puede ser
preparada a partir de una solucién madre de 24% (p/v),
esterilizada en autoclave. Al mezclarla con porciones iguales de
la suspension bacteriana en agua destilada da la concentracidn
final deseada.

. La leche desnatada se utiliza en solucién acuosa a 20% (p/v) en
preparaciones para liofilizacién del tipo de grupo ("batch").

. El glicerol (Difco No. 0282), se utiliza en la concentracién final
de 10%.

La sacarosa/peptona se esterilizan separadamente soluciones de
14% de sacarosa y 14% de peptona. Se mezclan en partes iguales
antes de usar, para obtener una concentracién final de 7Y%.

Cualquiera de las substancias crioprotectoras mencionadas puede ser utiliza-
da; es diffcil predecir cudl es la mids adecuada asi como la concentracidn
optima para cada cultivo en particular. El autor ha verificado buenos
resultados con la mezcla de 10% de sacarosa 10% y 10% de peptona en la
proporcidn de 4:1.

4) Preparacion de 1los cultivos: las células bacterianas que seran
preservadas como suspensién en crioprotector, deben ser colectadas en la
fase final de] :recimiento logaritmico. Las sustancias mucocomplejas
extracelulares p...‘'en estar relacionadas con la proteccién de las células
durante la liofilizacidn, por lo tanto, es deseable cultivar la bacteria en
medios que induzcan esta formacién.

Se han obtenido resultados satisfactorios con el cultivo de P. solanacearum
en el medio YDC (Dye, 1968) o GPA (Starr et al., 1960). Las colonias viru-
lentas en medio TZC son repicadas al medio YDC e incubadas por 24 a 48 ho-
ras. P. solanacearum no deberd ser colectada directamente del medio TZC,
pues esta sal ejerce efecto deletéreo sobre las células bacterianas durante
el procesamiento. Resuspender el cultivo en el crioprotector, para formar
una suspensién densa, en cantidad suficiente para la presentacién de 20 a 30
arpollas (0,1 a 0,2 ml de la suspensién por ampolla, distribuidos con pipeta
Pasteur).

5) Procesamiento de la liofilizacién y el almacenamiento: el procedimiento
difiere segiin el equipo utilizado. El tiempo de liofilizacidn no deberd ser
inferior a seis horas, a fin de asegurar un adecuado_secamiento del cultivo.
La presién final debe estar en torno de 1072 a 10"3 Torr. Al final de 1la
liofilizacién, la ampolla debe ser sellada con llama y en el vacfo. Para
facilitar el sellado, una constriccién (y espesamiento) deberd ser hecha al
medio de la ampolla, generalmente a una altura de 7 cm de la base. Al final
de la operaci6n, probar las ampollas con un equipo de alta frecuencia y
descartar las ampollas defectuosas. Por lo menos dos ampollas deben ser
abiertas y probadas en cuanto a viabilidad y pureza del cultivo. Almacenar
las ampollas al abrigo de luz.

De una manera simple, estos métodos resumen las técnicas para aislamiento,
identificacién y preservacién de P. solanacearum. Para informaciones
adicionales, consultar las siguientes referencias: Lelliott, 1965; Jenkins
y Kelman, 1976; NZ DSIR, 1971 y ATCC Methods, 1980.
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EVALUACION DE CAMPO PARA CLONES DEL CIP MEJORADOS
POR RESISTENCIA A LA MARCHITEZ BACTERIANA

E.R. French#*

El programa de mejoramiento por resistencia a marchitez bacteriana ha desa-
rrollado clones con resistencia derivada de Solanum phureja. Esta resis-
tencia es controlada por pocos genes y es especifica para una o mis varian-
tes de la bacteria. Estas variantes pueden pertenecer tanto a la raza 1
como a la raza 3 de Pseudomonas solanacearum. La raza 1 se caracteriza por
tener muchos hospedantes en varias familias de plantas incluyendo especies
cultivadas y malezas; comdnmente, muchas solandceas son susceptibles. Esta
raza se encuentra con mds frecuencia en climas cdlidos (tropicales y subtro-
picales bajos). La raza 3 es especifica de la papa pero a veces puede
infectar otro cultivo o maleza de un lugar dado. Esta ocurre principalmente
en climas frios, tanto tropicales de altura como de zona templada, o en
plantas de papa en clima cidlido que crecen de tubérculos-semillas producidos
en climas frios,

Generalmente la raza | persiste en el suelo por muchos afios por lo que tiene
muchos hospedantes, mientras que la raza 3 tiende a desaparecer en pocos
anos (puede incluso desaparecer tan ripidamente que dificulte realizar
evaluaciones). Por observacién o conocimiento previo puede que sea posible
juzgar qué raza se tiene, pero, si hay duda al respectc, el CIP puede dar
informacion sobre cémo recolectar y enviar muestras para su identificacidn.

Ambas razas pueden ocurrir en un mismo campo en zonas tropicales de altitud
baja a intermedia (0-1500 m). Ubicar un clon con resistencia a variantes de
cada una de las dos razas es posible, pero es poco probable. Es mas
probable que los clones desarrollados hasta la fecha posean resistencia a
variantes de la raza 3 mds bien que a las de la raza l. Como las variantes
de la raza | ocurren con mis frecuencia en climas calientes, la resistencia
a ellas probablemente no sea completa sino s6lo un cierto grado de resisten-~
cia, es decir, se enferman menos plantas. Ademds no se debe olvidar que el
dafio por nematodos acentda la incidencia de marchitez bacteriana.

Establecimiento de un campo para evaluacién

La seleccion de plantas resistentes exige un campo con ura razonable
uniformidad de infeccién. Generalmente, es preferible escoger un campo con
un historial conocido de infeccién por marchitez o con facilidad para
observar marchitez bacteriana y registrar su distribucién o con ambas
caracteristicas. Si se ha ubicado un campo con potencial de inéculo bajo,
se puede sembrar um cultivo susceptible y observar la incidencia natural de
marchitez. Si usted juzga que esa incidencia es insuficiente o esti mal
distribuida, compense inoculando.

Si no se encuentran cerca campos asi, entonces serd necesario infestar un
suelo, pero los resultados pueden ser impredecibles: o se tiene un poten~
cial insuficiente de inéculo, o se tiene uno tan alto que todo lo que se
siembre muera ripidamente.

* Centro Internacional de la Papa, Lima, Peri.
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Para infestar el suelo de un campo, siembre tub&rculos cosechados de un
cultivo con marchitez y permita el desarrollo de la enfermedad, fomentandolo
con riego (si fuera necesario y posible) para mantener un alto nivel de
humedad de suelo. Como alternativa, siembre un cultivo susceptible e
inocilelo.

La inoculacién puede ser diffcil porque quizds no se cuente con las
instalaciones y la experiencia para aislar y multiplicar la bacteria. Los
tubérculos de plantas enfermas son una buena fuente de indculo. Parta
tubérculos aparentemente sanos procedentes de plantas que se marchitaron y
escoja los que tienen exudado en el anillo vascular. Con el exudado se
prepara una suspensién lechosa para inocular. La inoculacién se puede
realizar cortando, con unas tijeras mojadas en el indculo, las puntas de 2 a
3 hojas por planta o inyectando con jeringa y aguja gruesa en la axila de 2
6 3 hojas. La enfermedad debe desarrollarse si la temperatura promedia es
20°C o mas.

Una vez que comienzan a marchitarse las plantas se puede sembrar una prueba
un mes después. Arranque plantas de numeracién impar en el surco y
reemplicelas con .o plantas en prueba. Tanto las bacterias que queden en
el suelo como los restos del sistema radicular servirdn de indculo; ademis
exudarin bacterias de las ralces de las plantas enfermas que quedan.

Siembra de un experimento de evaluacidn

El disefio experimental depende principalmente de la cantidad de tubérculos
disponibles por clon. Veamos tres casos:

1) Familias de tubérculos donde cada tubérculo es un clon diferente;

2) Clones selectos, previamente evaluados y multiplicados, donde hay cinca
tubérculos de cada clon, ¥y

3) Selecciones avanzadas para cada una de las cuales hay disponibilidad de
20 6 mids tubérculos. (Ver anexo I.)

l. Familias de tubé&rculos. Siembre intercalando con un cultivo o variedad
de papa susceptible, de manera que las distancias sean 80 cm entre plantas
en prueba y 90-100 cm entre surcos. Las plantas susceptibles pueden ser
sembradas cada 80 cm, unas semanas antes. Siembre los tubérculos de cada
familia consecutivamente en un surco intercalados con la variedad
susceptible, continuando si fuera necesario en el surco siguiente. Anote
cuidadosamente esta secuencia y ponga ura estaca para cada planta, o al
menos para cada cinco plantas (Fig. 1).

2. Clones selectos. Contando con cinco tubérculos por clon se tienen dos
posibilidades.

a) sembrar los cinco en una parcela, lo cual puede dar resultados no
confiables cuando el potencial de inéculo varfa de parcela a parcela, o

b) utilizar parcelas de a una planta y establecer cinco repeticiones en un
disefio de bloque completamente al azar (Fig. 2).

La segunda posibilidad es mds diffcil de preparar y conducir, pero da datos
confiables,
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FIGURA 1. Disefio experimental para la ciembra de familias de tub&rculos. Se
alterna un susceptible (S) con plantas de prueba (P) tanto a lo
largo de los surces como entre surcos, excepto en el perfmetro
donde todos son S. La distaancia entre plantas es 40 cm y entre
surcos 100 cm,

BORDE S S S S S S S S S S S S

Familia A S P S P g P S P S P S S

Al A2 A3 A4 A5
Fam, A & B 3 S P S P S P S P S P S
A6 Bl B2 B3 B4

Fanilia C S P S P S P S P S P S S

cl C2 c3 C4 C5

Familia D S S P S P S P S P S P S

Di D2 D3 D4 D5

BORDE S S S S S S S S S S S S

FIGURA 2. siembra completamente al azar de cinco tubérculos por clon, inter-
calada con un susceptible (S). La distancia entre plantas es 60
cm y entre surcos 100 cm.

BORDE S S S S S S S S S S S S

Surco 1 S A3 S Al S1 A4 S1 Al S A2 § S

Parcela N° 1 2 3 4 5
Surco 2 S S A4 S A2 S A3 S A2 S A4 S
Parcela N° 6 7 8 9 10
Surco 3 S A3 S Al 5 A2 S A4 S A3 S S
Parcela N° 11 12 13 14 15
Surco 4 S S A2 S Al S A3 S Al S A4 S
Parcela N° 16 17 H 19 20
BORDE S S S S S S S S S S S S
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3. Selecciones avanzadas. Clones que hayan pasado ambas pruebas (de
familia de tub&rculos y de clones selectos), y que hayan demostrado buen
potencial por su resistencia y por sus caracterfsticas agrondmicas, son
multiplicados y distribuidos para pruebas en lugares donde se hayan
establecido buenos campos de prueba. Como tales clones son pocos, pueden
ser comparados, en siembras en bloque al azar, con selecciones previas o
variedades locales. Estas selecciones avanzadas se siembran usando
prdcticas cultuiales normales a excepcién de aumentar la distancia entre
plantas y surcos para poder observar mejor y contar el niimero de plantas
enfermas por parcela. Los 20 tubérculos pueden ser utilizados en bloques
de a cinco, con cuatro repeticiones. El intercalado con un susceptible
puede no ser necesario. Para registrar mayor rendimiento y diferencias
salientes en caracteristicas agrondmicas (tipo de follaje, forma de planta,
forma de tubérculo, color de piel y de carne, etc.) se puede utilizar el
c6digo numérico dado por Bryan, 1983%.

Registro de datos

Tres factores son importantes:

1) Marchitez de plantas

2) Infeccidn de tubérculos (sintomas visibles o infeccidn vascular
latente) y

3) Rendimiento de tubérculos utilizabies.

Es necesario mantener un registro semanal para establecer la fecha en que
la planta se marchita y muere a causa de P, solanacearum, o si la muerte es
por otras causas. Se deben controlar insectos y hongos. Cabe notar que si
no hay un control adecuado del tizén tardic no se podran registrar los datos
de marchitez.

El Anexo II es un formulario para la toma de datos, llenado con ejemplos de
datos para familias de tubérculos, cl-nes selectos y selecciones avanzadas,
Se adjunta ademds un formulario que puede se fotocopiado para su uso o se
pueden pedir copias al CIP. Un segundo juego puede ser modificado para
registrar caracteristicas agrondmicas.

Para mayor informacién sobre 1la sintomatologfa, consulte el Compendio de
Enfermedades de la Papa, publicado por el CIP**,

Interpretacidén de datos

Los resultados variardn segin el clima (temperatura, precipitacién). Es
importante escoger bien la estacién del afio y la fecha de siembra. Para
climas frescos probablemente sea posible seleccionar clones completamente
resistentes a pesar de crear las condiciones mis favorables posibles para la
bacteria.

Para climas mis cdlidos quizds s6lo sea posible seleccionar clones que
sufren menos que otros.

* Bryan, J.E. 1983. Pathogen tested potato cultivars for distribution.
International Potato Center, Lima, Perd.

** Hooker, W.J. (ed): 1980. Compendio de Enfermedades de la Papa. Trad.
del inglés por T. Ames de Icochea. Centro Internacional de la Papa,
Lima, Perd.
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Se dan ejemplos de resultados en el Anexo II. El miembro de la familia A,
clon A-l1, es aparentemente resistente y de rendimiento satisfactorio. A-2
es susceptible y se descarta. A-3 es aparentemente resistente y de buen
rendimiento por lo cual también es seleccionado.

El clon selecto A-1, cuando fue probado en cinco repeticiones de a una
planta, fue infectado en cuatro de las cinco repeticiones y fue descartado.

El clon selecto A-3 se comportd bien en las cinco repeticiones, exceptuando
un nivel bajo de infeccién latente en los tubérculos que se hizo evidente
después de almacenarlos. Este clon entrd a un estudio comparativo con la
designaci6n de seleccidn avanzada A-3.

La seleccidn avanzada A-3 crea un dilema: casi no mostréd marchitez, tiene
buen rendimiento y poca infeccidn latente (todas las repeticiones fueron
similares a la que se muestra). Seria riesgoso usarla para establecer una
variedad si no se contara con un buen programa de semilla.

La seleccién avanzada A-7 (la repeticién dada es representativa de las
cinco) es fdcil de interpretar. No hubo plantas marchitas ni se presentaron
sintomas en tubérculos. Se le puede considerar tentativamente como
altamente resistente bajo las condiciones de prueba empleadas (clima,
variante de la bacteria, etc.)

ANEXO 1.
Definiciones para los fines de este articulo:

Familia de tubérculos: Un juego de tubé&rculos, individuos de una sola
progenie identificados con un nidmero de seis digitos (el primer digito
indica el programa de mejoramiento del CIP, los siguientes dos el afo del
cruzamiento y los tres restantes identifican la familia). Las selecciones
de una familia se denominan clones, cada uno de los cuales recibe el mismo
nimero de la familia mds un punto decimal seguido de su numeracién propia
que consiste de uno a tres digitos. Por ejemplo, la familia de tub&rculos
382508 estd compuesta de 100 tubérculos individuales (cada uno de un
genotipo distinto), y se seleccionan cuatro de éstos, los clones 382508.7,
382508.31, 382508.54 y 382508.86.

Clones selectos: Individuos seleccionados de familias de tub&rculos a
través de pruebas adicionales. Conservan la misma numeracién que en la
familia de tubérculos pero son ensayados en juegos de cinco o mis
tubérculos.

Selecciones avanzadas: Clones selectos que han sido escogidos en pruebas de
campo rcon otros clones selectos y han sido incrementados como variedades
potenciales. Estos pueden ser identificados por el sistema de numeracidn
antes ilustrado correspondiente al nimero de clon, o mediante un nimero de
seis digitos cuando pertenecen al programa de semilla libre de enfermedades
del CIP, pero su origen no es el programa de mejoramiento del CIP.
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ANEXO I

Formulario para registrar marchitez bacteriana

Parcela N°/ Semanas después de la siembra® Comc:hab Almacenamiento©
Codigo 31 4|5 6| 7| 8 E| S| Peso3 | E (35) S E (6s) S
Famiba A0 1L L1111 0(9{ 990l 0| 9 | o | 9
A2 111 |1 [M|M]X 34| 2100 4! 0

A3 1L [ |1 |1 |1 ol1oj1150l 0 |70 0|10
&.
L Glan A3 1| 1|11 |11 O(n|12201 0 | 11| 1 | /0
2. A-1 1011 |1 |M|X 35| 7601 2| 3| 1| 2
3 A-41 1171 |M | M|X 0|0 0
273
. Seblec. A-7| Al rana, 4 Llarscok, lond el swrecy
Plawda Nel{ | |1 |1 |1 |11 019 9202% b, 4 -
2(7117 11 (71 |/ |1 0|7 850 | Le dy cada
3lo|l /117|711 01/2] 1080 | opl ol 24
41701 |1]71]y olw| 1sol Y |7 71
Sl717 11711111 018 | 900| 7ub)| lesas, b&krcos
TOTAL 47| 4900 | carne cyerma:
FPramedior 9.4 980 :
2. Setec. A-3 | Plamlas alls) flor Lila |
Flamiaonwe)| 1|1 1|17/ 0|l 1150
Sll |1 |71 MM 2100 /100 | | o | ,.
ANARENENERAN, ol 1400 ~ | TT 7
ANANEVEVEVER- 0 | /4| 1450| Ojss psco (rofamass
Sler 717177 0 (12| 1320 | remado &scarbs
63| 6420| Pl resado claro
12.6| 1234 Coume wimuJIZ@/

a/ Evaluar segun:

emergido

NXZ—0

nmaw nuwn

no emerge aan

marchitando
marchito, no recuperable
muerte por otra causa

b/g _s: Ndmero de tubérculos enfermcs (E) o
sanos (S) — segun sintomas externos.
Peso S: Peso de tubérculos sanos, en gramos.

c/ Numero de tubérculos E 6 S después de alma-
cenar 3 y 6 semanas, cortando para la evalua-

cion final.
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Formulario para registrar marchitez bacteriana

Parcela N°/

Semanas después de la siembra? Cosechab Ailmacenamiento®

Codigo

E |S | PesoS E (35s) S E (6s) S

3/ Evaluar sequn:

no emerge aun

emergido

marchitando

marchito, no recuperable
muerte por otra causa

NXZ—-0
nmnon o

b/g _s: NUmero de tubérculos enfermos (E) o
sanos (S) — seglin sintomas externos.
Peso S: Peso de tubérculos sanos, en gramos.

c/ NOmero de tubérculos E 6 S después de alma-
cenar 3 y 6 semanas, cortando para la evalua-
cion final.

113




Participantes

ARGENTINA

Alicia Melegari

Universidad Nacional de Mar del Plata
Facultad Ciencias Agrarias - Depto. Agronomia
Casilla Correos 276 - 7620 Balcarce

Irma M. de Mitidieri

Pablo Bianchini

Estacidn Experimental Agropecuaria San Pedro - INTA
Ruta 9 -~ Km 170 Telf: 329-25075

2030 San Pedro - Bs. As.

BRASIL

Armando Takatsu
Universidad de Brasilia - Depto. de Virologia Vegetal
70.910 Brasilia - DF Telf: (061) 272.0000 (Ramal 2192)

Charles F. Robbs

Universidad Federal Rural do Rio de Janeiro - UFRRJ

Antiga Rodovia Rio-S3o Paulo - Km 47 Telf: (021) 788.2300
23.460 Seropédica (Itaguaf) - Rio de Janeiro.

Hilario da Silva Miranda Filho
Instituto Agronémico de Campinas (IAC)
Cx. Postal 28 Telf: 192-419057
13.100 Campinas - Sdo Paulo

José Tadeu Athayde

EMCAPA

Cx. Postal 391 Telf: (027) 226.0533 (Ramal 138)
25.000 Vitoria - Espfrito Santo

Alvacir A. Fedalto (Ramal 245)
Carlos A. Lopes (Ramal 240)
Claudilo Bittencourt da Silva (Ramal 240)
Fermin de la Puente (Ramal 246)
Flavio A. Couto (Ramal 203)
Francisco B. Reifschneider (Ramal 242)
Leonardo de Brito Giordano (Ramal 234)
Ossami Furumoto (Ramal 246)

EMBRAPA - Centro Nacional de Pesquisa de Hortaligas - CNPH
Cx. Postal (11) 1316 Telf: (061) 556.5011
70.000 Brasilia-DF

115



Octavio A. Drummond

EPAMIG
Av. Amazonas 115 - 7° andar
Cx. Postal 515 Telf: (031) 222.6544
30.000 Belo Horizonte - Minas Gerais
COLOMBIA
Gustavo Granada
ICA
Apartado Aéreo 233 Telf: 28162 (Ext. 231)
Palmira

Rafael Navarro

ICA

Apartado Aéreo 51764 Telf: 712459
Medellin

PERU

Edgardo Torres
Universidad de Huanuco "Hermilio Valdizan"
Dos de Mayo 680 Telf: 2340

Huanuco

URUGUAY

Felipe Canale

Direccidn General de Sanidad Vegetal
Millan 4703

Montevideo

CIP

Eduardo R. French

Peter Schmiediche

Centro Internacional de la Papa
Apartado 5969 Telf. 366920
Lima - Perd

Oscar A. Hidalgo

Centro Internacional de la Papa

c/o Centro Nacional de Pesquisa de Hortaligas - CNPH
EMBRAPA - Cx. Postal (11) 1316 Telf. 556.2384
70.000 Brasilia-DF - Brasil

Oscar S. Malamud
José Luis Zapata
Centro Internacional de 1la Papa

Apartado 92654 Telf. 281.9468
Bogotd 8, D.E.
Colombia

116



INVITADOS

- Leopoldo Fucikovsky Z.
Centro de Fitopatologia
Colegio de Postgraduados
56230 Chapingo
México

- Julio Rodrigues Neto
Instituto Bioldgico
Cx. Postal 70
13,100 Campinas
Sdo Paulo - Brasil

117



Programa

AVANCES EN EL CONTROL DE LA MARCHITEZ BACTERIANA
(Pseudomonas solanacearum) DE LA PAPA EN AMERICA LATINA.
REUNION DE PLANEAMIENTO.

Brasilia, Agosto 31 - Septiembre 3, 1982
MARTES 31

SESION I INAUGURACION Y PRESENTACION GENERAL
Moderador: F. Couto

8:00- 9:00 Inauguracién
Presentacién de participantes

9:00-10:00 Situacidn actual y perspectivas futuras
en el control de la Marchitez Bacteriana. E.R. French

10:00~-10:30 Cafe

SESION II SITUACION ACTUAL DE LAS INVESTIGACIONES
SOBRE LA MARCHITEZ BACTERIANA EN LOS PAISES
LATINO-AMERICANOS
Moderator: O. Hidalgo

10:30-10:50 ™ Colombia G. Granada
10:50-11:15 Peru E. Torres
11:15-12:00 Brasil C.A. Lopes

0. Drummond
12:00-14:00 Almuerzo
14:00-14:30 México y Centro América M. Villarreal

14:30-14:50 Argentina A. Melegari
I, de Mitidieri

14:50-15:10 Uruguay F. Canale
15:10-15:30 Café
15:30-17:00 Discusidn General

MIERCOLES 1

SESION III EPIDEMIOLOGIA DE LA MARCHITEZ BACTERIANA

Moderator: E,R. French
8:00- 9:00 Sobrevivencia de.g. solanacearum R. Ribeiro
9:00-10:00 Potencial de indculo y su determinacidn G. Granada

119



10:00-10:30

10:30-11:30

11:30-12:30
12:30-14:00

14:00-15:30

15:30-17:30
JUEVES 2

SESION IV

8:00- 9:00

9:00-10:00
10:00-10: 30
10:30-11:30
11:30-12:30
12:30-14:00
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15:00-17:00

VIERNES 3

SESION V
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14:00-15:30

15:30-17:00
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Careé

Diagnosis de la Marchitez Bacteriana con
énfasis en latencia

Campo-bio: Aspectos epidemiolégicos
Almuerzo
Demostraciones: Aislamiento, identifica-

cacién y mantenimiento de P. solanacearum

Trabajos practicos relacionados.

MEDIDAS DE CONTROL DE LA MARCHITEZ BACTERIANA
Moderator: H. Miranda

Resistencia genética: fuentes de resistencia

y mejoramiento genético

Pruebas nacionales con clones mejorados

Café

Control integrado de la Marchitez Bacteriana
Discusidn sobre control

Almuerzo

Tolerancia de P. solanacearum en programas
de produccidn de semilla

Visita de campo e invernadero: Pruebas de

material genético

PLANEAMIENTO Y COORDINACION DE ACTIVIDADES
Coordinadores: C,A. Lopes y O. Malamud

Planeamiento y coordinacidn de actividades de
investigacidén y transferencia de tecnologia
en los paises latinoamericanos y entre ellos

Almuerzo

Demostraciones: Técnicas de inoculacién con

P. solanacearum

Trabajos practicos relacionados

Clausura
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