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En los municipios de Villamaria y Manizales (Caldas) se presentd 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 papay argininadihidrolasanegativa; y reaccion de hipersensibilidad
positivaen tabaco. La patogenicidad fue confirmadainoculando plantul as de duraznero de un afio,
las cuales presentaron sintomas similares a los observados en campo. Pruebas bioquimicas y
fisiolégicas 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
cankerswith gum exudation. A Gram negative and fluorescent bacterium wasisolated from diseased
tissuesin King's B and nutrient agar media. The LOPAT tests showed: |evano 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 testsindicated 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

I ntroduccion

Los frutales caducifolios tienen una creciente deman-
dacomercial anivel defrutafresca; éstademandarequiere
técnicas que permitan incrementar | as cosechas como base
para competir con una produccién abundante y de buena
calidad (Pachén & Bridg, 1993). Laproduccién nacional
de duraznero ha estado representada en huertos caserosy
algunos cultivos ubicados en los departamentos de
Boyacd, 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). Parael 2009, |os departamen-
tos que se destacaban por su produccion eran: Boyaca
con 915 hay el Norte de Santander con 321 ha con rendi-
mientos de 13y 11,9 ton ha't, respectivamente (Agronet,
2009). Se observa un incremento muy significativo en el
areacultivadayaque en el afio 1986, fue de 260 ha en todo
el pais (Campos, 1993). Enlosmunicipiosde Villamariay
Manizales (Caldas), especificamente en lasfincas Vallesy
Guamal en Villamariay Los Manzanos en Manizales, ubi-
cadas entre 2.100 y 2.200 msnm, respectivamente, se pre-
senté 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 coloracién parda oscura, que iba en forma des-
cendente através de ramas'y tallos.

Las observaciones de campo y la percepcion de los
cultivadores de la regi6n indicaban un incremento en la
severidad de la enfermedad en épocas lluviosas y hiume-
das, mientras que en épocas secas, |la enfermedad tendia
aestabilizarse. Larazon de laseveridad de laenfermedad
era desconocida, pero pareciafactible 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, Cundinamarcay Narifio no se reportaban dafios
de ésta natural eza.

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
afoy de adultasen dos 6 tres afios (Noval, 1991). Hattingh
et al. (1989) reportan lamuerte de més de un millon de &rbo-
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 adn no se haiden-
tificado y se desconocen los factores predisponentes que
favorecen su desarrollo impidiendo el disefio de estrate-
gias efectivas de manejo. Estainvestigacion propuso abor-
dar los procedimientos adecuados para el diagnéstico
correcto del agente o |os agentes causantes de la Muerte
descendente del duraznero como paso fundamental para
el disefio de préacticas 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.

M aterialesy métodos

La investigacion se inicid con el muestreo en la finca
Guamal localizadaen €l municipio deVillamaria(Cal das) 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
Manizalesenlafincal os Manzanos, localizadaen lavereda
Malteria, ubicadaa2.200 msnm; con temperatura promedio
de 17°Cy precipitacion promedio acumuladaanual de 2.200
mm Yy unahumedad rel ativadel 88%. L as pruebas prelimina-
ressellevaron acabo 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 muestrasy procesamiento. Se recolectaron
muestras de ramas, tallo, y raices de &rboles de tres afios y
medio de edad, delasvariedades Newball, Florida, Sapotey
Amarillo, sembradas a unadistanciade 4x5 m. Basicamente
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el manejo sanitario de las plantaciones consistié en realizar
podasy aplicacién de benomil sobre las heridas en dosisde
1 cme L-1deagua. Lasramasfueron tomadas principal mente
donde se observaba el avance de la enfermedad. Las mues-
tras se colocaron bajo un estereoscopio, para observar cre-
cimientos miceliales 6 estructuras de algiin hongo. Unaparte
de cada muestra se colocé en camara himeda (Del Rio &

Sauceda, 1997). Luego de ésta observacion se procedi6 a
realizar siembras por aislamiento directo, asi: selavaron las
partes colectadas enfermas con agua corriente y luego se
sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio a 2%
durante 2 6 3 min y se enjuagaron nuevamente con agua
destiladaestéril. Luego en unacamarade aislamientoy con
un bisturf estéril, se hicieron cortesde 1 a2 mm2en lazona
de avance de laenfermedad y se depositaron durante 2 min
en una caja Petri que contenia una solucion 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-
ré disolviendo 39 g de PDA en 1L deaguay esterilizado en
autoclave a 121 °Cy 15 Ib de presion, durante 20 min. Se
vertio de 20 a25 mL por caja Petri, y se adiciond dos gotas
deé&cido lactico al 25% con el propésito debajar el pH entre
4y 5 parainhibir 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
carne4 g), parael aislamiento de bacterias, el cual se prepa-
rédisolviendo 24 gde AN en 1 L deagua, se dejé hervir por
1 min, se esteriliz6 en autoclave y se vertié en cajas Petri.
Las siembras se dgjaron a unatemperaturade 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 procedié a
purificar las bacterias por el método de estria o agotamien-
to, el cual consiste en hacer trazos sobre el medio de cultivo
parair diseminando labacteria sobrelasuperficie del medio.
Para esto se tomaron cuatro cajas Petri con AN, las cuales
se sembraron asi: setomd el asa previamente flameaday fria
con el crecimiento bacteriano alrededor del tejidoy setraza-
ron estrias en forma de zig zag en las placas unay dos sin
flamear laaguja, serepitid laoperacién con lasplacastresy
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 apariciény las caracteristicasdela
coloniacomo color, formay brillo. A partir de éstas colonias
puras aisladas, se realizo laresiembra en medio King's B

(Peptona20 g, K2HPO4 3H20 2,59, MgS04 7TH20 6 g, glice-

rol 15 mL, agar 15 g), para la deteccién de pigmentos
fluorescentes y se dejaron en incubacién durante 72 h al

cabo de los cuales fueron examinadas bajo unalampara de
luz ultravioleta. Ademas se sembré en medio D-4, el cual
contiene glicerol, sucrosa, caseina enzimética hidrolizada,
NH,Cl, NaHPO,, dodecil sulfato de sodio y agar, selectivo
para bacterias del género Pseudomonas fluorescentes,
oxidasanegativa (Shaad, 1980). Labacteriafue conservada
en tubos de ensayo con agar infusion cerebro — corazon,
BHI, marca Oxoid (infusién cerebro, 200 g; infusion cora-
z6n, 250 g; peptona, 10 g; NaCl, 5 g; fosfato disodico, 2,5 g;
dextrosa, 2gy agar 15g).

Pruebas morfoldgicas. A partir de los cultivos puros
se hicieron las pruebas morfol 6gicas de tincion de Gram,
solubilidad en KOH, movilidad en gota suspendida,
catalasay tincion de flagelos (Del Rio & Sauceda, 1997;
Shaad,1988; Noval,1991).

Pruebasde patogenicidad. Paraéstas pruebas se prepard
una suspension bacteriana, tomando una asada de siembra
estéril de bacterias procedentesde un cultivo joven (24-26 h),
la cual se depositod sobre agua estéril, se homogenizd y se
ajustd su densidad basada en la escala de opacidad de
McFarland que se prepara mezclando las dos soluciones si-
guientes: A) Cloruro debario (Cl,Ba) a 6%y B) Acido sulfu-
rico (H,SO,) a 1% (Noval, 1991). Laslecturas se efectuaron
comparando al trasluz la opacidad del tubo problema con la
opacidad de los de laescala; para éstas pruebas se utilizaron
tubos con concentraciones mayores a nimero uno, con una
densidad de 3x107 bacterias/ mL de agua.

I noculacion en frutosde dur azno. 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 orificiosfueron cubiertos con algo-
dén empapado en agua destilada estéril y se aseguraron
con parafilm. Losfrutos se dejaron en incubaciéon de48 a72
h. Delamismaformaseinocularon dos frutos de cada cam-
pana con agua destilada estéril como control.

Inoculacién en hojasde duraznero. En 10 cajas Petri
estériles, sobre cuatro capas de papel filtro humedecido
estéril, se colocaron cuatro hojas de duraznero previamen-
telavadasy 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. Serealizaron heridas en
lanervaduraprincipal y enlosbordes, luego de ser sumer-
gidaen lamismasuspensién bacteriana utilizada en laprue-
baanterior. Los controles se realizaron haciendo el mismo
corte en las hojas, pero con agua destilada estéril .
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PostuladosdeK och. Paraaplicar estos postulados, se uti-
lizaron plantas de duraznero (Prunuspersical.) deunafio de
edad, variedad Florida Bell, sobre patron Durazno Blanco
Comun, provenientes del vivero Frutales de Narifio (Ipiales,
Narifio) donde no se hareportado éstaenfermedad. Lasplan-
tas fueron sembradas en bolsas plasticas de 5 kg con una
mezclade arena:suelo (1:2), abonado con gallinazay se ubi-
caron bajo techo en €l jardin botanico de la Universidad de
Caldas, ubicado a2.150 msnm con unas condiciones climaticas
de humedad relativa de 82,6 % y unatemperatura promedio
de 18°C. Lasplantasfueronfertilizadas con 15-15-15 (NPK) a
unadosisde 1,44 g por plantacadatres semanas. Labacteria
fueinoculadaaunaconcentracion de 1,5x108 bacterias/mL de
agua (Tello et al., 1991) correspondiente al tubo dos de la
escalade opacidad de MacFarland, utilizando cuatro plantas
en cada método de inoculacion y dos como testigo, las cua-
les fueron tratadas de igual forma pero con agua destilada
estéril. Luego de ser inocul adas, | as plantas fueron asperjadas
con agua, cubiertas completamente con bolsas de polietileno
sostenidas por palos de valso y amarradas con cauchos en la
parteinferior alrededor delabolsaparaasi proveer unacama-
rahimeda, las cualesfueron retiradas alos tres dias después
delainoculacion. Se hizo observacion de los sintomas desa-
rrolladosy se procedi6 a hacer un nuevo aislamiento del pa-
tégeno.

Tratamiento 1. Lasuspension bacterianafueinyecta-
dacon unajeringade tuberculina en los internudos inme-
diatamente debajo del peciolo de la quinta hojaexpandida
de cada rama; las hojas anterior y posterior se marcaron
con una X usando un marcador indeleble.

Tratamiento 2. Seinyect6 la suspensién bacterianaen
el punto de insercion de las ramas con el tallo principal.

Tratamiento 3. Serealizaron cortesenlos apicesdelas
ramasy se inyectaron con la suspensién bacteriana.

Tratamiento 4. Se hizo inoculacién en hojas asperjan-
dolas previamente con carborundum, para provocar heri-
dasy asi permitir laentradadelabacteria. Se hizo presién
de la hoja entre el dedo pulgar sobre la haz y el envés
sostenido con los otros dedos, luego se asperj6 la sus-
pension bacteriana sobre las hojas a tratar con un asper-
sor manual casero marca Plasti hogar.

Pruebas fisioldgicas y bioquimicas. Se realizaron las
pruebas L OPAT (L evano, Oxidasa, Papa, Argininay Tabaco),
claves para discriminar Pseudomonas fluorescentes, pro-
puestas por L elliott et al. (1966).Como referenciase utilizo
una cepa de Pseudomonas syringae pv. tomato a la que se
denomind (Pst). Ilgualmente labacteria en estudio se codifi-
€0 como (P001). Otras pruebas realizadas fueron: reduccion

denitratos, hidrdlisisdelagelatina, utilizacion delaglucosa
O/F, desarrollo a41°C, hidrdlisisde laesculinae hidrdlisis
delaarbutina (Shaad, 1988).

Produccion dela toxina siringomicina. De un aisla-
miento bacteriano desarrollado en caldo nutritivo por 24 h,
fue puestaunagotade 10 mL en el centro de unacaja Petri
con papa-dextrosa-agar (PDA) y dejado 6 dias atempera-
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 unase le agreg6
5 mL de agua destilada estéril, raspando suavemente el
inéculo con una asa para no arrastrar PDA, y se vaci6 en
un beaker estéril. La operacién se repitié con la segunda
cajay se agreg6 40 mL mas de agua destilada estéril. Lue-
go se asperjaron las cajas con la ayuda de un aspersor de
uso doméstico marca Plasti hogar. La zona de inhibicion
fue medida de las mérgenes de la colonia bacteriana 24 h
mastarde (Gross & DeVay, 1977). Sehicieron cuatro repli-
casy dos testigos los cual es 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 Hughy 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 dipotésico, 0,3 g en 1L de agua) previa-
mente esterilizadosa 121°C por 20 miny enfriado. Se prepard
lasolucion de cadaaziicar aunaconcentracion final de 0,1%
y fue adicionada alos tubos previamente micro filtrados con
filtrosmilipore GSWP 02500 con un tamafio de poro 0,22  en
un portafiltro Swinnex 25 mm. Lamicrofiltracién esutilizada
para preservar intactas las proteinas que sufren desnaturali-
zacién 6 ladescomposicion de algunos azlcares por lastem-
peraturas de esterilizacion (Shaad, 1988). Se adiciond acada
tubo 5 mL del medio basal. Las colonias bacterianas de 24 h
de desarrollo en AN fueron inoculadas con un asa recta, de
cada azUicar probada se dej6 un tubo control el cual fueino-
culado con agua destilada estéril. Un cambio de color verde a
amarillo que contrastacon €l verde del control y el crecimien-
to delabacteriaalrededor del punto deinoculacion fueregis-
trado como positivo parael desarrollo en presenciadelafuente
de carbono evaluado, las cuales fueron: arabinosa, ribosa,
xilosa, mannosa, cellobiosa, sucrosa, rhamnosa, maltosa,
manitol, adonitol, inositol, sorbitol, betaine, trigonelline,
erythitol, &cido L |&ctico, &cido L tartéricoy tartrato. Lostu-
bos fueron incubados durante 48 a 72 h a 26°C.

Resultados

Aislamiento delabacteria. En cAmarahimeday enlas
siembras en PDA, no se encontraron crecimientos
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fungosos. Es de anotar que en las raices no se encontré la
bacteriatal como lo describe Byther (1981). Enlostallosy
ramas donde se presentaban canceresy en el avance de la
muerte descendente de ramas'y tallos se aisl6 por siembra
directa en forma consistente una bacteria en medio agar
nutritivo (AN) después de 72 h de crecimiento. Las carac-
teristicas de lacoloniabacteriana aisladade ramasy tallos
en AN fueron: color: blanco —crema— brillante, formacir-
cular, margen entera, elevacion convexa. Labacteriacrecio
en el medio D-4 selectivo para Pseudomonas fluorescentes,
oxidasa negativay en medio King's B, present6 un color
verde manzanabrillante bajo luz ultravioleta, lo queindica
la presencia de fluorescencia.

Pruebas morfologicas. Estas pruebas revelaron que
tanto la bacteria PO01 como la Pst eran Gram (-), moviles
con uno 6 dos flagelos polares y catalasa positiva.

Pruebasde patogenicidad

I noculacion en frutosde dur azno. Los duraznosinocu-
lados con el aislamiento PO01, mostraron una coloracién

A

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

Inoculacién dehojasdeduraznero. En el sitio de corte
hubo necrosamiento y se formé un halo clorético; en las
hojas control se observé el corte sano.

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

Tratamiento 1. Lasramasinocul adas presentaron seca-
miento, amarillamiento y flacidez de las hojas cercanas a
punto de inoculacion. En la parte que se hizo lainyeccion
empezo el necrosamiento hacialaparteterminal delarama
con caida posterior de hojas. Todas las ramas inoculadas
presentaron sintomas. Las hojas de | as plantas control per-
manecieron verdesy en posicion horizontal (Figura1lA).

Tratamiento 2. Empezo el necrosamiento de labase de
lasramas haciaarriba principalmente en lasramastiernas.
Se presentaron exudados gomosos en |os puntos de ino-
culacién y también hubo caida de hojas (Figura 1B).

B

Figura 1. A. Tratamiento 1. A. Inoculacién por inyeccion en la 5a hoja expandida. Observe el
amarillamiento y flacidez de las hojas, necrosamiento en hojasy ramas. B. Tratamiento 2. Inocula-
cioén en el punto de insercion de laramaen el tallo. Obsérvese canceres en el punto de inoculacion, y
marchitamiento en ramasinocul adas.
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A B

Figura 2. A. Tratamiento 3. Inoculacion por inyeccion en los &pices de las ramas. Observe el marchi-
tamiento y necrosamiento en las ramas terminales y en las hojas. B. Tratamiento 4. Inoculacién por
aspersion en hojas. Se observa una quemazon en las hojas inoculadas, no hay marchitamiento.

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

Tratamiento 4. Solamente se presentd una quemazon
como dafio mecanico y no se noté marchitamiento ni
amarillamiento delashojas (Figura2B). No se presentd mar-
chitamiento en ramas, como en lostratamientos 1, 2y 3.

Caracteristicasfisiol6gicasy bioquimicas. Las prue-
bas LOPAT revelaron colonias tipo levano positivo;
oxidasa, podredumbre en papay arginina dihidrolasa ne-
gativos; e hipersensibilidad en tabaco positivo. Los aisla-
miento bacterianos P001 y Pst fueron negativos en las
pruebas reduccién de nitratos, licuacion de la gelatina,
utilizacion delaglucosa O/F y no se desarrollaron a41°C.
Hidrolizaron laesculinay laarbutina Utiles para determi-
nar la produccion de R-glucosidasa (Figura 3).

Produccion de siringomicina. Lazonadeinhibicion,
medida desde |a colonia bacteriana PO0O1, fue en promedio
de 11,5 mm, indicando que se produjo latoxinabacteriana
siringomicina, evitando asi el desarrollo del hongo alrede-
dor de la colonia bacteriana, contrario al testigo, donde el
hongo se desarrollé completamente en la caja Petri. Laco-
lonia bacteriana Pst probada, no inhibi6 el desarrollo del
hongo, lo cual indica que este patovar no produce latoxi-
nasiringomicina(Figura4).

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. Produccion de latoxina 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 desarroll6 el hongo en todo el medio (derecha).
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Utilizaciéon 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, &cido L léactico, acido L tartérico,
arabinosa, ribosa, xilosa, mannosa,y sucrosa. La bacteria
no se desarroll6 en presencia de adonitol, tartrato,
cellobiosa, ramnosay maltosa. En betaine, labacteriapre-
sentd una reaccion variable. En laTabla 1, se resume los
resultados de las pruebas realizadas.

Tabla 1. Caracteristicas resultantes de las pruebas morfol dgicas,
fisioldgicasy bioquimicas de | as bacterias Pseudomonas
syringae pv. syringae (P001) y Pseudomonas
syringae pv. tomato (Pst).

Pruebas PO01 Pst

Forma Baston recto Baston recto
Presenciadeflagelos Varios polares

Color delascolonias Blanco crema Blanco crema
Reaccion de Gram - -

Catalasa + +
Prueba O/F Aerdbica Aerdbica
Crecimiento a41°C - -
Fluorescenciaen medioKing's + +
Produccién delevano + +
Oxidasa - -
Pudricién blanda de papa - -
Argininadihidrolasa - -
Hipersensibilidad en tabaco + +

Reduccién de nitratos - -
Licuefaccion degelatina

Hidrélisisdelaesculina + +
Hidrdlisisdelaarbutina + +
Produccion de siringomicina + -
Utilizacion parael desarrollo:

Manitol + +
Adonitol - -
Inositol + +
Sorbhitol + +
Betaine \% \%
Trigonelline + +
Erythritol + +
AcidoL l&ctico + +
Acido L tartéarico + +
Tartrato - -
Arabinosa + +
Ribosa + +
Xilosa + +
Mannosa + +
Cédllobiosa - -
Sucrosa + +
Rhamnosa - -
Maltosa - -

Discusion

En los cultivos de duraznero [Prunus persica (L.)
Batsch] se reportan diferentes microorganismos que pro-
vocan marchitamientos vascul ares, canceresy muerte des-
cendente, caracteristicas de laenfermedad que se present6
enlos municipiosde Villamariay Manizales (Caldas). Entre
|os hongos citados se encuentran |os géneros Leucostoma,
Verticillium, Ceratocystis, Phomopsis y Botryosphaeria
(Gubler, 1995). No obstante, en lainvestigacion realizada,
no se encontraron crecimientos fungosos ni en camara
himeda ni en las siembras en PDA. Entre |as 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 laobservacion microscopica, luego dereali-
zadalatincion de Gram, las bacterias aisladas en este tra-
bajo aparecieron de color rosa-rojo, indicando que la
bacteria es Gram negativa, reaccion caracteristica, segin
Del Rio & Sauceda (1997), de la mayoria de bacterias
patégenas de plantas. De los aislamientos realizados fue
obtenida una bacteria que formd colonias de color blanco-
crema-brillante, circular, convexay de margen entera. La
bacteriaresulto catal asa positiva seguin lareaccion descri-
tapor Shaad (1988), aerdbica; con un tipo de metabolismo
estrictamente respiratorio y no fermentativo. L as bacterias
P0O01 y Pst. presentaron unareacciOn negativa ala prueba
arginina dihidrolasa, oxidasa, y reduccion de nitratos
(Schaad, 1980).

Por las caracteristicas mencionadasy segun ladescrip-
cion de Goto (1992), labacteriaobjeto del estudio pertene-
ce al género Pseudomonas: Gram negativa, con formade
baston recto o de varillas levemente curvas de 0,5-1,0 x
1,5-5,0 mm, moviles, 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 celobiosani ramnosa para su desarrollo, pertene-
ce alaespecie syringae.

Delos cuatro patovares de Pseudomonas syringae que
atacan a los frutales caducifolios, en duraznero solo se
han reportado |os patovares syringae y persicae (Hatting
et al., 1989). Teniendo en cuenta el esquema de Shaad
(1988), €l aislamiento POO1 se ubicaen el patovar syringae
por ser levano y [3-glucosidasa positiva, lacual utilizé 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 delabacteria POO1 presentd 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 lapapa) y
argininadihidrolasa, y elicita hipersensibilidad en tabaco,
como lo sefidla Young (1995) parael patovar persicae. Pero
se diferencia de éste porque Pseudomonas syringa pv.
persicae no produce [3-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 (L aco-
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 latoxina
siringomicina ya que inhibid el desarrollo del hongo
Geotrichum candidum. Labacteria Pseudomonas syringae
pv. tomato (Pst) no inhibié el desarrollo del hongo, lo que
indicaque este patovar no produce latoxinasiringomicina
como loindican Lacovelliset al. (1992).

Lasintomatol ogia de laenfermedad desarrolladapor 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 inoculacién y exudados gomosos de col or 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, remocién de
chupones y caida de hojas. Estos investigadores afirman
gue la bacteria P. syringae pv. syringae también puede co-
lonizar lasuperficiefoliar epifiticamentey luego traslocarse
sistémicamente a través de la planta. No obstante, en las
plantas inoculadas a través de las hojas solamente se
presentd una quemazdn tipica de dafio mecanico, sin reper-
cusion vascular como ocurre por la accion de un micro-
organismo. Es posible que la bacteria permanezca en las
hojas en forma epifitaparaluego entrar por heridasen tallos
y ramasy traslocarse viaxilemacomoloindicaAgrios(2005).

Ademas, las observaciones de campo reportadas por
los cultivadores indican que en épocas secas la enferme-
dad tiende a estabilizarse, |0 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 laenfermedad y favorecen la
dispersién e infeccion de P. syringae pv. syringae.

El procedimiento metodol 4gico desarrollado en estain-
vestigacion permitid obtener lainformacion 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 deidentificacién en
Colombia, labacteria seguramente esta presente en las otras
areas de desarrollo del duraznero como Boyaca, Caucay
Santander, pero no causa los dafios reportados debido a
factores ambientales menos favorables alabacteria.

Conclusiones

La sintomatologia de la enfermedad reportada en los
cultivos de duraznero de las variedades Newball, Sapote,
Floriday Amarillo delos municipiosde Villamariay Mani-
zales (Caldas), ha sido descritacomo flacidez delas hojas,
con posterior defoliacion, secamiento de ramas'y muerte
delaplanta. 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 inoculacién 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
dafos vasculares.

Las pruebas patoldgicas, fisioldgicas y morfoldgicas
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 ramasy tallos donde se presentaba el avan-
cedelaenfermedad. Labacteriase purificdy seinocul 6 en
plantas sanas, |as cuales expresaron |0s 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 labacteria
inoculada, cumpliendo asi con los postulados de Koch.
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