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En los municipios de Villamaria y Manizales (Caldas) se presenté una enfermedad en los
arboles de duraznero [Prunus persica (L.) Batsch] con incidencia del 100%. Los sintomas eran
flacidez en las hojas, defoliacion y secamiento de ramas. Estas presentaban lesiones con aspecto de
cancer con exudados de goma. Una bacteria Gram negativa, fluorescente, fue aislada de tejidos
enfermos en medios King’'s B y agar nutritivo. Las pruebas LOPAT revelaron: levano positivo;
oxidasa, pudricion blanda de papa y arginina dihidrolasa negativa; y reaccion de hipersensibilidad
positiva en tabaco. La patogenicidad fue confirmada inoculando plantulas de duraznero de un afio,
las cuales presentaron sintomas similares a los observados en campo. Pruebas bioquimicas y
fisiologicas indicaron que la bacteria que causa la Muerte descendente del duraznero en Caldas
pertenece a Pseudomonas syringae pv. syringae.
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Abstract

A disease in peach trees [Prunus persica (L.) Batsch] was dectected in the municipalities of
Villamaria and Manizales (Caldas) with an incidence of 100%. The symptoms of the disease were
flaccidity of the leaves, defoliation and drying of branches. Infected plants showed lesions resembling
cankers with gum exudation. A Gram negative and fluorescent bacterium was isolated from diseased
tissues in King's B and nutrient agar media. The LOPAT tests showed: levano positive; oxidase,
potato soft rot, arginine dihydrolase negative; and positive tobacco hypersensitivity reaction in
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tobacco plants. The pathogenicity of the bacterium was demonstrated by inoculating one year old
peach trees, which showed similar symptoms to those observed in the field. Both biochemical and
physiological tests indicated that the bacterium causing the dieback in peach at the department of
Caldas belongs to Pseudomonas syringae pv. syringae

Key words: bacterium, Dieback, peach, pathogenicity, Pseudomonas syringae

Introduccién

Los frutales caducifolios tienen una creciente deman-
da comercial a nivel de fruta fresca; ésta demanda requiere
técnicas que permitan incrementar las cosechas como base
para competir con una produccion abundante y de buena
calidad (Pachon & Bridg, 1993). La produccién nacional
de duraznero ha estado representada en huertos caseros y
algunos cultivos ubicados en los departamentos de
Boyaca, Cundinamarca, Santander, Antioquia, Caldas y
Narifio. Debido a la introduccién de materiales con bajo
requerimiento de frio, las areas se han incrementado en
estas regiones del pais pasando de 450 a 850 ha en el afio
2005 (Molina & Parra, 2007). Para el 2009, los departamen-
tos que se destacaban por su producciéon eran: Boyaca
con 915 ha y el Norte de Santander con 321 ha con rendi-
mientos de 13y 11,9 ton ha™!, respectivamente (Agronet,
2009). Se observa un incremento muy significativo en el
area cultivada ya que en el afio 1986, fue de 260 ha en todo
el pais (Campos, 1993). En los municipios de Villamaria y
Manizales (Caldas), especificamente en las fincas Valles y
Guamal en Villamaria y Los Manzanos en Manizales, ubi-
cadas entre 2.100 y 2.200 msnm, respectivamente, se pre-
sentdo una enfermedad en los cultivos de duraznero,
afectando a las variedades Newball, Sapote, Florida y
Amarillo. Los sintomas externos observados eran flacidez
de las hojas, con posterior defoliacion y secamiento de
ramas. Las ramas presentaban lesiones con aspecto de
cancer con exudados gomosos y finalmente los arboles
morian. Al hacer cortes transversales de ramas se obser-
vaba una coloracion parda oscura, que iba en forma des-
cendente a través de ramas y tallos.

Las observaciones de campo y la percepcion de los
cultivadores de la region indicaban un incremento en la
severidad de la enfermedad en épocas lluviosas y hume-
das, mientras que en épocas secas, la enfermedad tendia
a estabilizarse. La razon de la severidad de la enfermedad
era desconocida, pero parecia factible que una combina-
cion de factores predisponentes, particularmente
climaticos de suelo, y el uso de materiales susceptibles
favorecian su expresion. En los cultivos de duraznero de
Boyaca, Cundinamarca y Nariflo no se reportaban dafios
de ésta naturaleza.

En duraznero se presentan diferentes enfermedades con
caracteristicas devastadoras como: Cancer bacteriano pro-
vocado por Pseudomonas syringae pv. syringae Van Hall y
P. syringae pv. persicae (Prunier et al.) Young et al., el cual
conduce a la muerte de plantas jovenes en un lapso de un
afio y de adultas en dos ¢ tres afios (Noval, 1991). Hattingh
etal. (1989) reportan la muerte de mas de un millon de arbo-
les de duraznero en Francia por causa de ésta enfermedad.
Entre los hongos que causan marchitamentos y dafios en
tallo y ramas se encuentran los géneros Leucostoma,
Verticillium, Ceratocystis, Phomopsis y Botryosphaeria
(Gubler, 1995).

El agente causante de la enfermedad atin no se ha iden-
tificado y se desconocen los factores predisponentes que
favorecen su desarrollo impidiendo el disefio de estrate-
gias efectivas de manejo. Esta investigacion propuso abor-
dar los procedimientos adecuados para el diagnodstico
correcto del agente o los agentes causantes de la Muerte
descendente del duraznero como paso fundamental para
el diseflo de practicas de manejo que permitan proteger los
cultivos con la perspectiva de mejorar la rentabilidad de
las inversiones sin deteriorar el ecosistema por el uso de
practicas inadecuadas de manejo.

Materiales y métodos

La investigacion se inicio con el muestreo en la finca
Guamal localizada en el municipio de Villamaria (Caldas) ubi-
cada a 2.100 msnm; con temperatura promedio anual de
15,5°C, precipitacion promedio acumulada anual de 2.100
mm y una humedad relativa del 80%; y en el municipio de
Manizales en la finca Los Manzanos, localizada en la vereda
Malteria, ubicada a 2.200 msnm; con temperatura promedio
de 17°C y precipitacion promedio acumulada anual de 2.200
mm y una humedad relativa del 88%. Las pruebas prelimina-
res se llevaron a cabo en el laboratorio de Caducifolios, del
departamento de Fitotecnia, de la Universidad de Caldas,
Manizales, cuyas caracteristicas son: temperatura prome-
dio 18 °C, humedad relativa 73,3 % y altitud 2.200 msnm.

Toma de muestras y procesamiento. Se recolectaron
muestras de ramas, tallo, y raices de arboles de tres afios y
medio de edad, de las variedades Newball, Florida, Sapote y
Amarillo, sembradas a una distancia de 4x5 m. Basicamente
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el manejo sanitario de las plantaciones consistio en realizar
podas y aplicacion de benomil sobre las heridas en dosis de
I cm? L-' de agua . Las ramas fueron tomadas principalmente
donde se observaba el avance de la enfermedad. Las mues-
tras se colocaron bajo un esterecoscopio, para observar cre-
cimientos miceliales 6 estructuras de algiin hongo. Una parte
de cada muestra se coloco en camara hiimeda (Del Rio &
Sauceda, 1997). Luego de ésta observacion se procedio a
realizar siembras por aislamiento directo, asi: se lavaron las
partes colectadas enfermas con agua corriente y luego se
sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio al 2%
durante 2 6 3 min y se enjuagaron nuevamente con agua
destilada estéril. Luego en una camara de aislamiento y con
un bisturi estéril, se hicieron cortes de 1 a2 mm?en la zona
de avance de la enfermedad y se depositaron durante 2 min
en una caja Petri que contenia una solucién de hipoclorito
de sodio al 2%, posteriormente se pasaron con una pinza
estéril a otra caja Petri conteniendo agua destilada estéril.
Finalmente, fueron depositados en papel secante estéril para
retirar el exceso de humedad. Estas muestras se sembraron
en papa, dextrosa, agar (PDA) acidificado, el cual se prepa-
r6 disolviendo 39 g de PDA en 1 L de agua y esterilizado en
autoclave a 121 °C y 15 1b de presion, durante 20 min. Se
verti6 de 20 a 25 mL por caja Petri, y se adiciond dos gotas
de acido lactico al 25% con el propdsito de bajar el pH entre
4y 5 para inhibir el desarrollo de bacterias (Del Rio & Sau-
ceda, 1997); igualmente se sembraron tejidos en agar nutri-
tivo (AN) marca Oxoid (agar 15 g; peptona 5 g; extracto de
carne 4 g), para el aislamiento de bacterias, el cual se prepa-
r6 disolviendo 24 g de AN en 1 L de agua, se dej6 hervir por
1 min, se esterilizé en autoclave y se vertid en cajas Petri.
Las siembras se dejaron a una temperatura de 26°C, en una
estufa de temperatura controlada marca DIES, por espacio
de 72 h. Al desarrollarse bacterias alrededor del tejido, se
hizo resiembras para separar las colonias y se procedio a
purificar las bacterias por el método de estria o agotamien-
to, el cual consiste en hacer trazos sobre el medio de cultivo
para ir diseminando la bacteria sobre la superficie del medio.
Para esto se tomaron cuatro cajas Petri con AN, las cuales
se sembraron asi: se tomo el asa previamente flameada y fria
con el crecimiento bacteriano alrededor del tejido y se traza-
ron estrias en forma de zig zag en las placas una y dos sin
flamear la aguja, se repitio la operacion con las placas tres y
cuatro pero trazando estrias, se dejaron incubar a 26°C du-
rante 24 a 36 h. Las cajas fueron observadas diariamente
registrando el tiempo de aparicion y las caracteristicas de la
colonia como color, formay brillo. A partir de éstas colonias
puras aisladas, se realiz6 la resiembra en medio King’s B
(Peptona 20 g, K2HPO4 3H20 2,5 g, MgSO4 7H20 6 g, glice-
rol 15 mL, agar 15 g), para la deteccion de pigmentos
fluorescentes y se dejaron en incubacién durante 72 h al

cabo de los cuales fueron examinadas bajo una lampara de
luz ultravioleta. Ademas se sembrd en medio D-4, el cual
contiene glicerol, sucrosa, caseina enzimatica hidrolizada,
NH,Cl, NaHPO,, dodecil sulfato de sodio y agar, selectivo
para bacterias del género Pseudomonas fluorescentes,
oxidasa negativa (Shaad, 1980). La bacteria fue conservada
en tubos de ensayo con agar infusiéon cerebro — corazon,
BHI, marca Oxoid (infusién cerebro, 200 g; infusion cora-
zo6n, 250 g; peptona, 10 g; NaCl, 5 g; fosfato disodico, 2,5 g;
dextrosa, 2 g y agar 15 g).

Pruebas morfolégicas. A partir de los cultivos puros
se hicieron las pruebas morfolédgicas de tincion de Gram,
solubilidad en KOH, movilidad en gota suspendida,
catalasa y tincion de flagelos (Del Rio & Sauceda, 1997;
Shaad,1988; Noval,1991).

Pruebas de patogenicidad. Para éstas pruebas se prepard
una suspension bacteriana, tomando una asada de siembra
estéril de bacterias procedentes de un cultivo joven (24-26 h),
la cual se deposité sobre agua estéril, se homogenizd y se
ajusto su densidad basada en la escala de opacidad de
McFarland que se prepara mezclando las dos soluciones si-
guientes: A) Cloruro de bario (Cl, Ba) al 6%y B) Acido sulfa-
rico (H,SO,) al 1% (Noval, 1991). Las lecturas se efectuaron
comparando al trasluz la opacidad del tubo problema con la
opacidad de los de la escala; para éstas pruebas se utilizaron
tubos con concentraciones mayores al niimero uno, con una
densidad de 3x107 bacterias / mL de agua.

Inoculacidn en frutos de durazno. En dos campanas pro-
vistas de agua en el fondo, se colocaron seis duraznos ma-
duros previamente lavados y desinfestados con hipoclorito
de sodio al 2 %. Cuatro de los seis frutos fueron pinchados
con una aguja estéril y luego con una jeringuilla se puso
una gota de suspension bacteriana a una concentracion de
3x107 bacterias/mL. Los orificios fueron cubiertos con algo-
dén empapado en agua destilada estéril y se aseguraron
con parafilm. Los frutos se dejaron en incubacion de 48 a 72
h. De la misma forma se inocularon dos frutos de cada cam-
pana con agua destilada estéril como control.

Inoculacion en hojas de duraznero. En 10 cajas Petri
estériles, sobre cuatro capas de papel filtro humedecido
estéril, se colocaron cuatro hojas de duraznero previamen-
te lavadas y desinfestadas con hipoclorito de sodio al 0,5%,
las cuales fueron inoculadas utilizando dos cuchillas de
afeitar tipo Minora, puestas en un mango de madera tipo
valso y aseguradas con chinches. Se realizaron heridas en
la nervadura principal y en los bordes, luego de ser sumer-
gida en la misma suspension bacteriana utilizada en la prue-
ba anterior. Los controles se realizaron haciendo el mismo
corte en las hojas, pero con agua destilada estéril.
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Postulados de Koch. Para aplicar estos postulados, se uti-
lizaron plantas de duraznero (Prunus persica L.) de un afio de
edad, variedad Florida Bell, sobre patrén Durazno Blanco
Comun, provenientes del vivero Frutales de Narifio (Ipiales,
Narifio) donde no se ha reportado ésta enfermedad. Las plan-
tas fueron sembradas en bolsas plésticas de 5 kg con una
mezcla de arena:suelo (1:2), abonado con gallinaza y se ubi-
caron bajo techo en el jardin botanico de la Universidad de
Caldas, ubicado a 2.150 msnm con unas condiciones climaticas
de humedad relativa de 82,6 % y una temperatura promedio
de 18°C. Las plantas fueron fertilizadas con 15-15-15 (NPK) a
una dosis de 1,44 g por planta cada tres semanas. La bacteria
fue inoculada a una concentracion de 1,5x 108 bacterias/mL de
agua (Tello et al., 1991) correspondiente al tubo dos de la
escala de opacidad de MacFarland, utilizando cuatro plantas
en cada método de inoculacién y dos como testigo, las cua-
les fueron tratadas de igual forma pero con agua destilada
estéril. Luego de ser inoculadas, las plantas fueron asperjadas
con agua, cubiertas completamente con bolsas de polietileno
sostenidas por palos de valso y amarradas con cauchos en la
parte inferior alrededor de la bolsa para asi proveer una cama-
ra himeda, las cuales fueron retiradas a los tres dias después
de la inoculacion. Se hizo observacion de los sintomas desa-
rrollados y se procedid a hacer un nuevo aislamiento del pa-
tégeno.

Tratamiento 1. La suspension bacteriana fue inyecta-
da con una jeringa de tuberculina en los internudos inme-
diatamente debajo del peciolo de la quinta hoja expandida
de cada rama; las hojas anterior y posterior se marcaron
con una X usando un marcador indeleble.

Tratamiento 2. Se inyecto la suspension bacteriana en
el punto de insercion de las ramas con el tallo principal.

Tratamiento 3. Se realizaron cortes en los apices de las
ramas y se inyectaron con la suspension bacteriana.

Tratamiento 4. Se hizo inoculacion en hojas asperjan-
dolas previamente con carborundum, para provocar heri-
das y asi permitir la entrada de la bacteria. Se hizo presion
de la hoja entre el dedo pulgar sobre la haz y el envés
sostenido con los otros dedos, luego se asperjo la sus-
pensién bacteriana sobre las hojas a tratar con un asper-
sor manual casero marca Plasti hogar.

Pruebas fisioldgicas y bioquimicas. Se realizaron las
pruebas LOPAT (Levano, Oxidasa, Papa, Arginina y Tabaco),
claves para discriminar Pseudomonas fluorescentes, pro-
puestas por Lelliott et al. (1966).Como referencia se utilizo
una cepa de Pseudomonas syringae pv. tomato a la que se
denomino (Pst). [gualmente la bacteria en estudio se codifi-
c6 como (P001). Otras pruebas realizadas fueron: reduccion

de nitratos, hidrdlisis de la gelatina, utilizacion de la glucosa
O/F, desarrollo a 41°C, hidrolisis de la esculina e hidrolisis
de la arbutina (Shaad, 1988).

Produccidn de la toxina siringomicina. De un aisla-
miento bacteriano desarrollado en caldo nutritivo por 24 h,
fue puesta una gota de 10 mL en el centro de una caja Petri
con papa-dextrosa-agar (PDA) y dejado 6 dias a tempera-
tura ambiente. Luego se hizo una suspension con el hon-
go Geotrichum candidum, tomando el hongo cultivado
por estriado en dos cajas de PDA. A cada una se le agregd
5 mL de agua destilada estéril, raspando suavemente el
in6culo con una asa para no arrastrar PDA, y se vacio en
un beaker estéril. La operacion se repitié con la segunda
cajay se agregd 40 mL mas de agua destilada estéril. Lue-
g0 se asperjaron las cajas con la ayuda de un aspersor de
uso doméstico marca Plasti hogar. La zona de inhibicion
fue medida de las margenes de la colonia bacteriana 24 h
mas tarde (Gross & DeVay, 1977). Se hicieron cuatro repli-
cas y dos testigos los cuales solamente fueron asperjados
con el hongo sin la bacteria presente.

Utilizacion de fuentes de carbono. Los cultivos de las
bacterias POO1 y Pst fueron sembrados en tubos que conte-
nian el medio basal Hugh y Leifson (H y L); (peptona, 2 g;
D(+) glucosa, 10 g; azul de bromotimol, 0,03 g; agar, 2,5 g;
NaCl, 5 g y fosfato dipotasico, 0,3 g en 1L de agua) previa-
mente esterilizados a 121°C por 20 min y enfriado. Se prepard
la solucion de cada azicar a una concentracion final de 0,1%
y fue adicionada a los tubos previamente micro filtrados con
filtros milipore GSWP 02500 con un tamafio de poro 0,22 p en
un portafiltro Swinnex 25 mm. La microfiltracion es utilizada
para preservar intactas las proteinas que sufren desnaturali-
zacion 0 la descomposicion de algunos azicares por las tem-
peraturas de esterilizacion (Shaad, 1988). Se adicion¢ a cada
tubo 5 mL del medio basal. Las colonias bacterianas de 24 h
de desarrollo en AN fueron inoculadas con un asa recta, de
cada azlcar probada se dejo un tubo control el cual fue ino-
culado con agua destilada estéril. Un cambio de color verde a
amarillo que contrasta con el verde del control y el crecimien-
to de la bacteria alrededor del punto de inoculacion fue regis-
trado como positivo para el desarrollo en presencia de la fuente
de carbono evaluado, las cuales fueron: arabinosa, ribosa,
xilosa, mannosa, cellobiosa, sucrosa, rhamnosa, maltosa,
manitol, adonitol, inositol, sorbitol, betaine, trigonelline,
erythitol, acido L lactico, acido L tartarico y tartrato. Los tu-
bos fueron incubados durante 48 a 72 h a 26°C.

Resultados

Aislamiento de la bacteria. En cdmara himeda y en las
siembras en PDA, no se encontraron crecimientos
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fungosos. Es de anotar que en las raices no se encontro la
bacteria tal como lo describe Byther (1981). En los tallos y
ramas donde se presentaban canceres y en el avance de la
muerte descendente de ramas y tallos se aisld por siembra
directa en forma consistente una bacteria en medio agar
nutritivo (AN) después de 72 h de crecimiento. Las carac-
teristicas de la colonia bacteriana aislada de ramas y tallos
en AN fueron: color: blanco — crema — brillante, forma cir-
cular, margen entera, elevacion convexa. La bacteria crecid
en el medio D-4 selectivo para Pseudomonas fluorescentes,
oxidasa negativa y en medio King’s B, present6 un color
verde manzana brillante bajo luz ultravioleta, lo que indica
la presencia de fluorescencia.

Pruebas morfoldgicas. Estas pruebas revelaron que
tanto la bacteria POO1 como la Pst eran Gram (-), moéviles
con uno 6 dos flagelos polares y catalasa positiva.

Pruebas de patogenicidad

Inoculacién en frutos de durazno. Los duraznos inocu-
lados con el aislamiento POO1, mostraron una coloracion

café un poco hundida a los tres dias después de inocula-
cion; los duraznos control no presentaron esta coloracion.

Inoculacién de hojas de duraznero. En el sitio de corte
hubo necrosamiento y se formé un halo clordtico; en las
hojas control se observo el corte sano.

Postulados de Koch. A los siete dias después de la
inoculacion se evaluaron los tratamientos con los siguien-
tes resultados:

Tratamiento 1. Las ramas inoculadas presentaron seca-
miento, amarillamiento y flacidez de las hojas cercanas al
punto de inoculacion. En la parte que se hizo la inyeccion
empezo el necrosamiento hacia la parte terminal de la rama
con caida posterior de hojas. Todas las ramas inoculadas
presentaron sintomas. Las hojas de las plantas control per-
manecieron verdes y en posicion horizontal (Figura 1A).

Tratamiento 2. Empez6 el necrosamiento de la base de
las ramas hacia arriba principalmente en las ramas tiernas.
Se presentaron exudados gomosos en los puntos de ino-
culacion y también hubo caida de hojas (Figura 1B).

A

B.

Figura 1. A. Tratamiento 1. A. Inoculacion por inyeccion en la 5a hoja expandida. Observe el
amarillamiento y flacidez de las hojas, necrosamiento en hojas y ramas. B. Tratamiento 2. Inocula-
cion en el punto de insercion de la rama en el tallo. Obsérvese canceres en el punto de inoculacion, y
marchitamiento en ramas inoculadas.
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Figura 2. A. Tratamiento 3. Inoculacion por inyeccion en los dpices de las ramas. Observe el marchi-
tamiento y necrosamiento en las ramas terminales y en las hojas. B. Tratamiento 4. Inoculacioén por
aspersion en hojas. Se observa una quemazon en las hojas inoculadas, no hay marchitamiento.

Tratamiento 3. Hubo marchitamiento en los terminales
de las ramas inoculadas y avanzando hacia la parte infe-
rior; en algunas hojas, el necrosamiento avanzo por las
nervaduras principal y secundarias (Figura 2A).

Tratamiento 4. Solamente se presentd una quemazon
como dafio mecanico y no se noté6 marchitamiento ni
amarillamiento de las hojas (Figura 2B). No se present6 mar-
chitamiento en ramas, como en los tratamientos 1,2 y 3.

Caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas. Las prue-
bas LOPAT revelaron colonias tipo levano positivo;
oxidasa, podredumbre en papa y arginina dihidrolasa ne-
gativos; e hipersensibilidad en tabaco positivo. Los aisla-
miento bacterianos P00l y Pst fueron negativos en las
pruebas reduccion de nitratos, licuacion de la gelatina,
utilizacion de la glucosa O/F y no se desarrollaron a 41°C.
Hidrolizaron la esculina y la arbutina utiles para determi-
nar la produccion de B-glucosidasa (Figura 3).

Produccion de siringomicina. La zona de inhibicion,
medida desde la colonia bacteriana P001, fue en promedio
de 11,5 mm, indicando que se produjo la toxina bacteriana
siringomicina, evitando asi el desarrollo del hongo alrede-
dor de la colonia bacteriana, contrario al testigo, donde el
hongo se desarrolld completamente en la caja Petri. La co-
lonia bacteriana Pst probada, no inhibid el desarrollo del
hongo, lo cual indica que este patovar no produce la toxi-
na siringomicina (Figura 4).

Figura 3. Hidrdlisis de la arbutina: Arbutina positiva en
Pseudomonas syringae pv. syringae y Pseudomonas syringae
pv. tomato; en el centro, control negativo.

Figura 4. Produccién de la toxina siringomicina por la bacteria
Pseudomonas syringae pv. syringae inhibiendo el desarrollo del
hongo Geotrichum candidum (izquierda); la bacteria Pseudo-
monas syringae pv. tomato no produjo la toxina (centro). En el
control, se desarrollo el hongo en todo el medio (derecha).
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Utilizacidon de fuentes de carbono. La bacteria
Pseudomonas syringae pv. syringae (P001) y la cepa de
referencia Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) utiliza-
ron como fuente de carbono: manitol, inositol, sorbitol,
trigonelline, erythritol, 4cido L lactico, 4acido L tartarico,
arabinosa, ribosa, xilosa, mannosa,y sucrosa. La bacteria
no se desarrolld en presencia de adonitol, tartrato,
cellobiosa, ramnosa y maltosa. En betaine, la bacteria pre-
sentd una reaccion variable. En la Tabla 1, se resume los
resultados de las pruebas realizadas.

Tabla 1. Caracteristicas resultantes de las pruebas morfologicas,
fisiologicas y bioquimicas de las bacterias Pseudomonas
syringae pv. syringae (P001) y Pseudomonas
syringae pv. tomato (Pst).

Pruebas P001 Pst

Forma Baston recto Baston recto
Presencia de flagelos Varios polares

Color de las colonias Blanco crema Blanco crema
Reaccion de Gram - -

Catalasa + +
Prueba O/F Aecrdbica Aerodbica
Crecimiento a 41°C - -
Fluorescencia en medio King’s + +
Produccion de levano + +
Oxidasa - -
Pudricién blanda de papa - -
Arginina dihidrolasa - -
Hipersensibilidad en tabaco + +
Reduccion de nitratos - -
Licuefaccion de gelatina - -
Hidrolisis de la esculina + +
Hidrolisis de la arbutina + +
Produccion de siringomicina + -
Utilizacion para el desarrollo:

Manitol + +
Adonitol - -
Inositol + +
Sorbitol + +
Betaine V Vv
Trigonelline + +
Erythritol + +
Acido L lactico + +
Acido L tartarico + +
Tartrato - -
Arabinosa + +
Ribosa + +
Xilosa + +
Mannosa + +
Cellobiosa - -
Sucrosa + +
Rhamnosa - -
Maltosa - -

Discusion

En los cultivos de duraznero [Prunus persica (L.)
Batsch] se reportan diferentes microorganismos que pro-
vocan marchitamientos vasculares, canceres y muerte des-
cendente, caracteristicas de la enfermedad que se presentd
en los municipios de Villamaria y Manizales (Caldas). Entre
los hongos citados se encuentran los géneros Leucostoma,
Verticillium, Ceratocystis, Phomopsis y Botryosphaeria
(Gubler, 1995). No obstante, en la investigacion realizada,
no se encontraron crecimientos fungosos ni en camara
hiimeda ni en las siembras en PDA. Entre las enfermeda-
des bacterianas, se han mencionado como causantes las
bacterias Pseudomonas syringae pv. syringae Van Hall y
P.s. pv. persicae (Prunier et al.) Young et al. (Hatting et
al., 1989). En la observacion microscopica, luego de reali-
zada la tincion de Gram, las bacterias aisladas en este tra-
bajo aparecieron de color rosa-rojo, indicando que la
bacteria es Gram negativa, reaccion caracteristica, segiin
Del Rio & Sauceda (1997), de la mayoria de bacterias
patdgenas de plantas. De los aislamientos realizados fue
obtenida una bacteria que formo colonias de color blanco-
crema-brillante, circular, convexa y de margen entera. La
bacteria resulto catalasa positiva seglin la reaccion descri-
ta por Shaad (1988), aerdbica; con un tipo de metabolismo
estrictamente respiratorio y no fermentativo. Las bacterias
POO1 y Pst. presentaron una reaccion negativa a la prueba
arginina dihidrolasa, oxidasa, y reduccion de nitratos
(Schaad, 1980).

Por las caracteristicas mencionadas y segun la descrip-
cion de Goto (1992), la bacteria objeto del estudio pertene-
ce al género Pseudomonas: Gram negativa, con forma de
baston recto o de varillas levemente curvas de 0,5-1,0 x
1,5-5,0 mm, méviles, con uno 6 dos flagelos polares. Por
ser una bacteria fluorescente en medio King’s B, oxidasa
negativa, arginina dihidrolasa negativa, no reduce nitra-
tos, no se desarrolla a 41°C y no utiliza como fuente de
carbono celobiosa ni ramnosa para su desarrollo, pertene-
ce a la especie syringae.

De los cuatro patovares de Pseudomonas syringae que
atacan a los frutales caducifolios, en duraznero solo se
han reportado los patovares syringae y persicae (Hatting
et al., 1989). Teniendo en cuenta el esquema de Shaad
(1988), el aislamiento POO1 se ubica en el patovar syringae
por ser levano y B-glucosidasa positiva, la cual utilizo para
su desarrollo como fuente de carbono: manitol, inositol,
sorbitol, erythritol, trigonelline y no se desarroll6 en pre-
sencia de adonitol ni tartrato.

El aislamiento de la bacteria PO01 presento las siguien-
tes caracteristicas LOPAT propuestas por Lelliot et al.
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(1966): produce colonias tipo levano, es negativa para
oxidasa, actividad pectolitica (ablandamiento de la papa) y
arginina dihidrolasa, y elicita hipersensibilidad en tabaco,
como lo sefiala Young (1995) para el patovar persicae. Pero
se diferencia de éste porque Pseudomonas syringa pv.
persicae no produce B-glucosidasa ni la toxina siringo-
micina, ademas no utiliza para su desarrollo inositol,
erythritol ni trigonelline.

Pseudomonas syringae pv. syringae produce la toxina
siringomicina, la cual inhibe el desarrollo de los hongos
Geotrichum candidum y Rodothorula pilimanae (Laco-
vellis et al. 1992). El patovar persicae también produce
toxinas llamadas persicomicinas las cuales presentan
antibiosis a Bacillus thuringiensis (Barzic & Guittet,
1996). El aislamiento de la bacteria POO1 produjo la toxina
siringomicina ya que inhibié el desarrollo del hongo
Geotrichum candidum. La bacteria Pseudomonas syringae
pv. tomato (Pst) no inhibio el desarrollo del hongo, lo que
indica que este patovar no produce la toxina siringomicina
como lo indican Lacovellis et al. (1992).

La sintomatologia de la enfermedad desarrollada por las
plantas inoculadas consistié en secamiento de ramas,
amarillamiento y flacidez de las hojas con su posterior cai-
da, necrosamiento de ramas terminales y canceres en los
puntos de inoculacidon y exudados gomosos de color ambar.
Las pruebas de inoculacion hechas a través de las ramas
corroboran las observaciones de Hatting & Roos (1995)
quienes indican que la bacteria P. syringae pv. syringae
penetra por heridas hechas durante la poda, remocion de
chupones y caida de hojas. Estos investigadores afirman
que la bacteria P. syringae pv. syringae también puede co-
lonizar la superficie foliar epifiticamente y luego traslocarse
sistémicamente a través de la planta. No obstante, en las
plantas inoculadas a través de las hojas solamente se
present6 una quemazon tipica de dafio mecanico, sin reper-
cusion vascular como ocurre por la acciéon de un micro-
organismo. Es posible que la bacteria permanezca en las
hojas en forma epifita para luego entrar por heridas en tallos
y ramas y traslocarse via xilema como lo indica Agrios (2005).

Ademas, las observaciones de campo reportadas por
los cultivadores indican que en épocas secas la enferme-
dad tiende a estabilizarse, lo cual coincide con lo reporta-
do por Hatting et al. (1989), en el sentido que los periodos
de lluvia, las temperaturas frias y la alta humedad
incrementan la severidad de la enfermedad y favorecen la
dispersion e infeccion de P. syringae pv. syringae.

El procedimiento metodologico desarrollado en esta in-
vestigacion permitio obtener la informacion suficiente para
el diagnostico correcto del agente causante de la Muerte

descendente del duraznero, reportada en la region objeto
del estudio. Aunque es el primer trabajo de identificacion en
Colombia, la bacteria seguramente esta presente en las otras
areas de desarrollo del duraznero como Boyacd, Cauca y
Santander, pero no causa los dafios reportados debido a
factores ambientales menos favorables a la bacteria.

Conclusiones

La sintomatologia de la enfermedad reportada en los
cultivos de duraznero de las variedades Newball, Sapote,
Florida y Amarillo de los municipios de Villamaria y Mani-
zales (Caldas), ha sido descrita como flacidez de las hojas,
con posterior defoliacion, secamiento de ramas y muerte
de la planta. Las ramas presentan lesiones con aspecto de
cancer con exudados gomosos; al hacerles cortes trans-
versales, se observa una coloracion parda oscura, que va
en forma descendente a través de ramas y tallos. En las
pruebas de inoculacion hechas a través de las ramas, la
bacteria rapida y consistentemente expreso la sintoma-
tologia observada en campo: marchitamiento, clorosis en
hojas seguida por necrosamiento y posterior caida de las
hojas, canceres en los tallos con exudados gomosos y
dafios vasculares.

Las pruebas patologicas, fisioldgicas y morfologicas
realizadas indicaron de manera consistente que la causa
de la enfermedad conocida como Muerte descendente o
Cancer bacteriano en duraznero (Prunus persica) en los
municipios de Villamaria y Manizales es la bacteria
Pseudomonas siringae pv. syringae.

La bacteria se encontré asociada con la enfermedad y
fue aislada de ramas y tallos donde se presentaba el avan-
ce de la enfermedad. La bacteria se purifico y se inoculd en
plantas sanas, las cuales expresaron los mismos sintomas
observados en el campo. Finalmente, la bacteria fue re-
aislada de las plantas inoculadas y a las pruebas realiza-
das se encontraron las mismas caracteristicas de la bacteria
inoculada, cumpliendo asi con los postulados de Koch.
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