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RESUMEN

Ralstonia solanacearum {E.F.Smith) Yabuuchi et al., causa fa mar-
chites bacteriana de un amplio rango de cultivos en muchas regio-
nes tropicales y subtropicales
y en algunas zonas calientes
de paises con clima templado.
Esta bacteria es una especie
altamente variable, por consi-
guiente, el estudio de su diver-
sidad poblacional es un impor-
tante factor a considerar para
su control. El objetive principal
de este estudio fue el de carac-
terizar la estructura poblacional
de R. solanacearum al deter-
minar sus razas y biovares en
diferentes sitios de Nicaragua.
El muestreo se llevé a cabo en
cuatro departamentos de Nica-
ragua (Esteli, Matagalpa, Jino-
tegay Rivas). Se recolectarony
purificaron 33 aislamientos. De
estos, 27 aislamientos fueron
confirmados que eran R. sola-
nacearum. A través de pruebas bioquimicas se identificaron veinte
aislamientos pertenecientes ala Raza 1, Biovar 3y 7 pertenecientes
ala Raza 2, Biovar 3. El biovar 3 es el més prevalente en los sitios
muestreados.

Palabras claves: Marchitez bacteriana, cultivos de solanaceas,
diversidad poblacional, pruebas bioquimicas.

ABSTRACT

Ralstonia solanacearum (E.F.Smith} Yabuuchi et al,, causes bac-
terial wilt of a wide range of crops in many tropical, subtropical and
warm temperate regions world-
wide. This bacterium is a highly
variable species; therefore, the
study of its population diver-
sity is an important factor to be
considered for its control. The
main objective of this study was
to characterize the population
diversity of R. sofanacearum by
determining its races and biovars
in different sites of Nicaragua.
The sampling was carried out in
four departments of Nicaragua
(Esteli, Matagalpa, Jinotega
and Rivas). Thirty three isolates
were collected and purified. Qut
of these, 27 isolates were con-
firmed to be R. sofanacearum.
Twenty isolates belonging to
race 1 biovar 3, and 7 belonging
to race 2 biovar 3 were identified
through biochemical tests. In the sampling sites the biovar 3 is the
most prevalent.

Key words: Bacterial wilt, solanaceacus crops, population diversity,
biochemical tests.
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{a marchitez bacteriana de un amplio range de cultivos en
muchas regiones tropicales y subtropicales y en algunas
zonas calientes de paises con clima templado (Roncal ef al., 1998).

Las investigaciones han demostrado que R. solanacearum es
una especie altamente variable gue abarca cinco biovares y cuatro
razas (Hayward, 1991), en las cuales las cepas muestran una impor-
tante diversidad a nivel fisioldgico, seroldgico, caracteristicas gené-
ticas y rango de hospedantes (Poussier ef al., 1999). El sistema de
razas agrupa a las cepas &n cualro razas de acuerdo al rango de
hospedantes (Buddenhagen et al., 1962; He et al., 1983),. El sistema
de biovares agrupa alas cepas en cinco biovares basandose en la uti-
lizacion de tres disacaridos y la oxidacién de tres hexosas alcohdlicas
(Hayward, 1964; Hayward et al., 1991).

Dentro del biovar 2 se han determinado 2 fenotipos: el fenotipo
A {biovar 2T}, ef cual incluye cepas metabdlicamente mas activas,
adaptadas a condiciones tropicales calientes y con un rango de hos-
pedantes mas amplio; el fenctipe B (biovar 2A), el cual corresponde
a las cepas de la Raza 3 e incluye cepas metabdlicamente menos
activas y adaptadas a temperaturas frescas (Hayward et al., 1989).

Recientemente, el uso de técnicas moleculares ha suministrado
un nuevo esquema de clasificacion, el cual ha separado las especies
de R. solanacearum en dos grupos principales, la division Asiatica y
la Americana (Cook et al., 1989; Seal et al., 1992; Seal et al., 1993,
Poussier et al., 1999).

La variabilidad presentada por un patégeno en particular es
un importante factor a considerar para su control, Por esta razén, la
caracterizacion de R. solanacearum es un prerrequisito para estudiar
su epidemiologia y desarrollar estrategias de control (Smith et al.,
1895). Por o tanto, en un programa de manejo de la marchitez bacte-
riana se debe considerar la variabilidad poblacional de R. sclanacea-
rum, principalmente, cuando la estrategia basica es la utilizacién de
variedades resistentes (Silveira et al., 1998).

Basandose en lo anterior, el objetivo fundamental de este estudio
fue caracterizarla diversidad poblacional de R. sofanacearumatravésde
la determinacion de las diferentes razas y biovares que conforman
esas poblaciones en los sitios seleccionados.

Ralstonia solanacearum (E.F.Smith) Yabuuchi et al., causa

MATERIALES Y METODOS

Sitios de muestreo. La recoleccion de las muestras se efectud en
los meses de Enero y Febrero del afio 2002 en los departamentos de
Esteli (Miraflor, La Pita y La Laguna en Tisey), Jinotega (Santa Las-
tenia y El Mojén), Matagalpa (La Fundadora) y Rivas (San Esteban y
San Jorge). Se recolectaron plantas de papa y pseudotalios de pla-
tano que presentaban sintomas de la enfermedad, asi como también
tubérculos de papa sospechosos de albergar a la bacteria.

Aislamiento del patogenc. La bacteria fue inicialmente aislada
en el medio agar sacarosa-peptona (ASP). La virulencia de los ais-
lamientos fue comprebada en el medio cloruro de tetrazolium (TZC)
de Kelman (1954). Se aislaron y purificaron 33 cepas de las ocho
localidades en los cuatro departamentos. Las diferentes cepas fueron
preservadas en agua destilada estéril (ADE) para evitar que mutaran
a formas avirulentas {French et al., 1995).

Caracterizacion de las razas. Se utilizaron 33 plantas de tabaco
cv. Habano criollo, cultivadas en invernadero. Se utilizo el método pro-
puesto por Lozano y Sequeira {1970), el cual consiste en la infiltracién
del mesdfilo de las hojas de tabaco plenamente desarrolladas. Para la
infiltracién de la suspension bacteriana se utilizaren agujas hipodér-
micas (No. 25). Los criterios que se utilizaron para la caracterizacion
de las razas fueron los siguientes: la Raza 1, causa clorosis a los
dos dias después de la inoculacion y marchitamiento tipico después
de 7-8 dias; la Raza 2, provoca reaccion hipersensitiva12-24 horas
después de la inoculacion; y 1a Raza 3, causa solamente clorosis 2-8
dias después de la inoculacion.

Caracterizacion de los biovares. Se determinaron sobre la
base de la utilizacién de tres disacaridos (lactosa, maltosa y celo-
biosa} y la oxidacion de tres hexosas alcohdlicas (dulcitol, manitol
y sorbitol). Se utilizé un medio base (NH4H,PO4 1 g, KCE0.2 g,
MgS04.7Ho0 0.2 g, peptona 1 g, azul de b romotimol 0.03 g, agar 3
g, agua destilada 1000 ml) al cual se le agregé las soluciones de los
carbohidratos al 10% segun el procedimiento descrito por Lelliott y
Stead (1987). Se inocularon 198 tubos de ensayo con Lna suspension

Tabla 1. Clasificacion de Ralstonia solanacearum en biovares basada en la habilidad de utilizar disacaridos y oxidar
hexosas alcohélicas. + =reaccion positiva (produccion de acido), - = reaccion negativa.

Pruebas fisiologicas Biovares

1 2 3 4 5
Utilizacién de disacaridos
Celobiosa - + + - +
Lactosa - + + - +
Maltosa - + + - +
Oxidacion de alcoholes
Dulcitol - - + + -
Manitol - - + + +
Sorbitol - - + + -
Fuente: French et al. (1995).
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de la bacteria R. solanacearum (controles positivos) y otros 198 tubos
no fueren inoculados (contrales negativos).

Cada tubo de ensayo contenfa 4.5 ml del medio base y 0.5 ml
de uno de los carbohidratos al 10%. A cada cepa le comespondit 6
tubos de ensayo, ya que eran seis tipos de carbohidratos y como eran
33 cepas eso da el total de 198 tubos de ensayos. El experimento se
repitio dos veces con el fin de confirmar los resultados. Como referen-
cia se utilizé la informacion del Tabla 1 que establece los criterios de
ubicacion de cada uno de los biovares:

RESULTADOS Y DISCUSION

Sitios de muestreo. En la Tabla 2 se presentan los lugares y los hos-
pedantes de donde se recolectaron las diferentes cepas de R. sofana-
cearum que fueron incluidas en las pruebas de infiltracion de hojas de
tabaco para determinar las razas y en las pruebas fisiolégicas parala

determinacion de los biovares. Como se puede observar en el Tabla
1, solamente de dos hospedantes {papa y platano) se obtuvieron los
aislamientos, lo cual se debe a que en ese momento de la recoleccion
de las muestras (enero-febrero) eran los Unicos cultives dispenibles
en el campo.

Aislamiento del patégeno. Las colonias baclerianas que crecie-
ron en &l medio agar sacarosa-peptona fueron rayadas en el medio
TZC para determinar su virulencia en este medio de cultivo. De las
33 cepas aisladas, 27 de ellas presentaron caracteristicas claras de
virulencia en el medio TZC.

Estas colonias eran blanquecinas a cremosas, fluidas y con
un centro ligeramente rojo a rosado {Figuras 1 y 2). Por el contrario,
las seis cepas restantes presentaron una coloracién roja uniforme y
de aspecto butiroso. Estas lecturas fueron realizadas a las 48 horas
después que estas bacterias fueron sembradas en el medio TZC. La

Tabla 2. Cepas de R. solanaceartum recolectadas de diferentes sitios de Nicaragua y usadas en las pruebas bioqui-

micas y reaccidn de hipersensibilidad.

No. Cepascé dizo Hospedante Departamento Localidad
1 MJ-1 Papa Jinotega El Mojén
2 MJ-2 “ “ “
3 MJ-3 “ “ w
4 MJ-4 “ “ “
5 M]J-5 “ “ “
6 MJ-6 “ “ «
7 MJ-7 b - -
8 MJ-8 B 3 B
9 M1J-9 “ “ “
10 MIJ-10 * “ “
11 MJ-11 “ “ “
12 MJ-12 “ “ “
13 MJ-13 * “ “
14 LL-TEl “ Estell La Laguna (Tisey)
15 LL-TE2 * “ “
16 LL-TE3 “ “ p
17 LL-TE4 * * “
18 LL-TES “ “ “
19 LL-TE6 « “ “
20 LF-1 “ Matagalpa La Fundadora
21 LF-2 “ “ N
22 StL-3 * Jinotega Santa Lastenia
23 Nah-1 Platano Rivas Nahualapa (S. Jorge)
24 Nah-2 “ « i
25 Nah-3 " 5 “
26 SE-1 “ “ San Esteban
27 SE-2 * - “
28 SE-3 a “ “
29 SE-4 “ “ *
30 MF-1T Papa Esteli Miraflor
31 MF-2T “ * ‘
32 MF-5T «“ B B
33 LP-3B * * La Pita
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Figura 1. Colonias virulentas de la Raza | de R. solanacea-
rum obtenidas de papa.

temperatura y la humedad relativa promedio en que permanecieron
los cultivos fueron 28°C y 65% respectivamente.

Caracterizacion de las razas. En el invernadero, la temperatura
y la humedad relativa promedio durante el desarrollo del experimento
fueron de 32°C y 57% respectivamente y un fotoperiodo de 12 horas
aproximadamente. Las primeras respuestas a las inoculaciones de
las cepas en las hojas de tabaco fueron obtenidas 36 horas después,
cuando se observd una reaccion de hipersensibilidad en las hojas
de tabaco que fueron inoculadas con las cepas obtenidas de platano
{Cuadro 3 y Figura 3). Sobre la base de esta reaccién estas cepas
fueron ubicadas en la Raza 2. Alas 72 horas después de |as inocu-
laciones hubo una respuesta generalizada en las plantas de tabaco.
Alas 72 horas, en veinte plantas de tabaco se observé clorosis a la
cual le siguié marchitamiento de las plantas, por lo cual se determind
que estas cepas pertenecen a la Raza 1 del patogeno (Cuadro 3 y
Figura 4).

Figura 2. Colonias virulentas de la Raza 2 de R. selanacea-
rum obtenidas de plitano.

Alas 36 horas inicialmente, en las proximas 96 horas posteriores
a la inoculacién, en seis plantas de tabaco se observé un amarilla-
miento atipico, el cual aumento de intensidad a medida que avanzaba
el tiempo (Tabla 3 y Figura 5).

Esta sintomatologia no varid del todo, incluse cuando se hicieron
fecturas a las 144 horas después de la inoculacion. A excepcion de
este sintoma, las plantas no presentaron ningun otro tipo de afecta-
cion, por lo que se presume que estas cepas sean de una idenfidad
distinta a la R. solanacearum.

De las 33 cepas inoculadas en las plantas de tabaco, 20 presen-
taron caracteristicas sintomatoldgicas de ser de la Raza 1, 7 cepas
dieron una reaccion de hipersensibilidad en las hojas de tabaco 36
horas después de ser inoculadas, por lo que se determiné que per-
tenecen a la Raza 2 de R. solanacearum. Seis cepas no presentaron
caracteristicas distintivas, por la que no fueron ubicadas en ninguna
de las razas conocidas de R. solanacearum y su identidad perma-
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Tabla 3. Reaccién de hojas de tabaco a la infiltracion con cepas de Ralstonia solanacearum, recolectadas de ocho

localidades (cuatro departamentos) de Nicaragua.
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(nica y exclusivamente por el Biovar 3, ya que en este estudio se
incluyeron (nicamente dos hospedantes y un nimero no conclusivo
de cepas de la bacleria.

Futuras investigaciones en esta direccién deben incluir un
numero mayor de plantas hospedantes y por lo tanto un ndmero
mayor de cepas para tener una idea mas amplia de la estructura
poblacional de este importante patogeno, el cual no ha recibido la
atencién debida, aln cuando se sabe gue su rango de hospedantes
es bastante amplio y tiende a ampliarse atn mas no solamente en
plantas hospedantes nuevas, sino también territorialmente como con-
secuencia del irrestricto comercio internacional de productos vegeta-
les (material de siembra) y localmente como resultado de la constante
expansion de la frontera agricola.

Figura 4. Clorosis seguida de marchitamiento causada
por cepas de la Raza 1 de R. solanacearum obtenidas
de papa de los departamentos de Jinotega, Matagalpa y
Esteli.

Figura 5. Amarillamiento del &rea de infiltracidn causada por
cepas desconocidas v que presumiblemente pertenezcan a
Erwinia carotovora.

nece aun sin determinar, aungue sus caracteristicas fenotipicas
sugieren que son Erwinia carotovora p.v. atrosepfica.
Caracterizacion de los biovares. Seg(in |a respuesta obtenida
en las pruebas bioquimicas con los carbohidratos, todos los 27 aisla-
mientos plenamente identificados como R. solanacearum pertenecen
al Biovar 3. Las seis cepas desconocidas fallaron en oxidar el dulcitol,
por lo que no fueron ubicadas en ninguno de los biovares hasta ahora
plenamente reconocidos (Tabia 4). Esto no puede llevar a la conclu-
sidn de que las pobiaciones de R, solanacearum estan conformadas 29



LA CALERA

Agronomia

UNA

30

Tabla 4. Utilizacion de disacaridos y oxidacion de hexosas alcohdlicas por cepas de Ralstonia solanacearum reco-
lectadas de ocho localidades (cuatro departamentos) de Nicaragua y su caracterizacion en biovares y razas

Cepa Disacdridos Hexosas alcohdlicas Bi
- - - - iovar Raza
No. Lactosa Maltosa Celobiosa Dulcitol | Manitol | Sorbitol

1 + + + + + + 3 1
2 + + + + + + 3 1
3 + + + + + + 3 1
4 + + + - + + -

5 + + + - + + - -
6 + + + + + + 3 1
7 + + + + + + 3 1
g + + + + + + 3 1
9 + + + + + + 3 1
10 + + + + + + 3 1
11 + + + + + + 3 1
12 + + + + + + 3 1
13 + + + + + + 3 1
14 + + + + + + 3 1
15 + + + + + + 3 1
16 + + + + + + 3 1
17 + + + + + + 3 1
18 + + + + + + 3 1
19 + + + + + + 3 1
20 + + + + + + 3 1
21 + + + - + + - -
22 + + + - + + - -
23 + + + + + + 3 2
24 + + + + + + 3 2
25 + + + + + + 3 2
26 + + + + + + 3 2
27 + + + + + + 3 2
28 + + + + + + 3 2
20 + + + + + + 3 2
30 + + + + + + 3 1
31 + + + + + + 3 1
32 + + + - + + - -
33 + + + - + + - -

Como ha sefialado Hayward (1964) y He et al. (1983), no hay
correlacion directa entre |as caracteristicas fisioldgicas y de patoge-
nicidad en la mayoria de los casos. Por lo tanto, la determinacion de
biovares en el laboratorio no es particularmente Util para determinar
el potencial de rango de hospedantes de una cepa en parlicular, El
rango de hospedantes debe ser determinado mediante la inoculacion
de hospedantes diferenciales en el invernadero, lo cual a su vez estd
sujeto a la variabilidad inherente de los procedimientos de inocula-
cién. Ademas, ciertas plantas hospedantes se marchitaran cuando
sean inoculadas en el invemadero, pero no lo haran en condiciones
naturales. Por lo tanto, este estudio puede ser considerado solamente
como preliminar y debe ser confirmado mediante investigaciones adi-
cionales donde se incluya un nimero mayor de cepas de otras loca-
lidades de Nicaragua.

Las pruebas fisiolégicas utilizadas en este estudio constituyen
una buena herramienta para la identificacién de las cepas de R. sola-
nacearum cuando no se disponen de otros medios para hacerlo. Sin
embargo, estas pruebas requieren de mucho tiempo (mas de 14 dias)
para conocer los resultados, por lo que se hace necesario la bis-
queda de técnicas mas precisas y rapidas.

En este sentido, los platos de microtitulacion, fas pruebas sero-
l6gicas y las técnicas moleculares han venido a darle respuesta a
esta demanda, ya estan siendo ampliamente utilizadas para estos y
otros fines. Estas nuevas herramientas no solamente nos ayudarén a
caracterizar las poblaciones def patégeno de manera precisa y rapida,
sino que también nos darén pautas para la toma de decisiones para
el manejo de la bacteria.
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CONCLUSIONES AGRADECIMIENTOS

En los sitios muestreados las cepas de R. sofanacearum perlenacena Se agradece el apoyo financiero brindado por el Programa de Apoyo
la Raza 1 (Jinotega, Matagalpa y Esteli) y a la Raza 2 {Rivas). al Consejo de Investigacion (PACI) de la Universidad Nacional Agraria

El Biovar 3 es el que predomina dentro de las razas y cepas {UNA) para la ejecucién y cuiminacién de esta investigacion.
identificadas.

Se hace necesario el uso de técnicas distintas a las pruebas
fisioldgicas para un analisis mas rapido y preciso de la estructura
poblacional de R. solanacearum en Nicaragua.
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