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RESUMEN

La agalla de corona en Gypsophila paniculata L. es ocasionada por Erwinia
herbicola. Esta enfermedad produce marchitez y muerte de plantas. El cono-
cimiento y control de los mecanismos de diseminacién evitara la propagacion
de la bacteria en las dreas de desarrollo y por consiguiente en el material que
se utiliza en produccion. El estudio se llevé a cabo en la empresa MG Consul-
tores Ltda., en Chia, Cundinamarca y tuvo como fin contribuir a la identificacion
de mecanismos de diseminacion de E. herbicola en G. paniculata L., con el
objetivo de contar con la informacién necesaria para implementar un programa
de manejo de la enfermedad. Las evaluaciones se realizaron en agua de: riego.
estancada en el piso, de canales de drenaje y de lixiviacion de bancos; en una
mosca de los invernaderos identificada como Diptera: Ephydridae; en sustratos
de enraizamiento: en soluciones desinfestantes; en los guantes de los opera-
rios y en las paletas de revision de plantas.

Los resultados muestran que la bacteria estuvo presente en todos los materia-
les muestreados, con excepcién del agua de riegoy los guantes. La presencia
de la bacteria en la mosca la convierie en una plaga importante en la disemina-
cion de éste patégeno, puesto que la bacteria se encuentra en agua estancada
y canales visitagos frecuentemente por el insecto, que la puede transportar
hasta los bancos y plantas.

" Universidad de Caldas, Facultad de Ciencias Agropecuarias, Manizales.
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SUMMARY

Thg crow gall on Gypsophila paniculata L. is caused by Erwinia her
This_dls_ea_se causes wilt and dead of plants. Knowledge and control
seminaltlon mechanisms can avoid propagation of bacteria in areas of g
G. paniculata and on production material. This investigation was carried
MG Gonsqltores Company Chia (Cundinamarca) Locality in order 1o |
the mechaisms of spreading of £ herbicola on G paniculatato design adi
manage.rner_it program. The evaluations of Bacterium presence 8 sites
psed: lrrlga_tton wa-ter, puddle, drain channels, and lixiviation benches. Besidu
in .the- green house fly (Diptera: Ephydridae), rooting substrata dé‘siﬁfés |
soiutiong gloves and plant revision blades. Results showed thaf bacteri-é-'
presgr_it in all the materials, but not in irrigation water.and gloves. The fly r
important agent of spreading bacteria from puddies and drain chan-nels to pira "

INTRODUCCION

Holanda, Ecuador, Peru y Colombia. Entre |los muchos : res qua
se le dan estan: “Aliento de Bebe""Planta nube” o “Gaég'()(gr?irlﬁosr gESa)res .
Gypsophila es atacada por nematodos, por hongos en donde se pueden citar
algunos como Fusarium sp., Alternaria sp. y por bacterias fitopatogenas entré
las que se er)cuentran Pseudomonas sp. (Gonzélez, 2000) y Erwinia herbicola
pV: gypsop_hn‘ae (Manulis gt al., 1991; Cooksey,1986; Clark et al.,1989) que.
produce hiperplasia en las células, sintoma muy p_arecidcT al 'c’;ué causa
Agrobacterium tumefaciens ( Cooksey,1986; Clark et al,,1 989).

La agalla de la corona y raices en Gypsophila fue descrita en 1930 por Brown
(Brown, 1832; Brown, 1934, citado por Cooksey, 1986). El organismo respon-
__sablgf fue descrito como una bacteria anaerdbica facultativa de 'color émarillo
identificada por Brown como Bacterium gypsophilae (Brown, 1934, citado pb;f
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Looksey, 1986), luego cambié a Agrobacterium gypsophilae (Brown) Starr &
Weiss (Starr et al.. 1943, citado por Cooksey, 1986), y ahora clasificado como
Frwinia herbicola (Lohnis) Dye (Graham et al., 1974; Krieg et al., 1984, citado
por Cooksey, 1986). Sin embargo, existen conflictos en los repories sobre la
habilidad de la bacteria para inducir agallas en Gypsophila (De Cleene et al.,
1081: Geesteranus et al., 1966; Graham et al., 1974; Miller et al., 1981; Vigodsky-
Haas et al., 1981, citado por Cooksey, 1986). ;

| a dissminacion de las bacterias fitopatégenas de una planta a otra o a otras
partes de la misma planta, se lleva a cabo principalmente a través del agua, los
insectos, diversos animales y el hombre. Lalluvia o el riego llevan'y distribuyen
hacterias de una planta a otra, de uno de sus organos a otro y del suelo a las
partes inferiores. Los insectos no solo llevan las bacterias hasta las plantas,
sino que Jas inocutan en ellas al introducirlas en determinadas zonas, donde
casi siempre se desarrollan. En algunos casos las bacterias fitopatogenas
persisten también en los insectos y dependen de ellos para sobrevivir y
diseminarse. En otros casos los insectos son importantes, aungue no esen-
ciales. en la diseminacion de ciertas bacterias fitopatogenas.

£l hombre contribuye a la diseminacion de las bacterias cuando manipula plarn-
tas o realiza practicas de cultivo, pero también las lleva a grandes distancias al
transportar plantas infectadas u 6rganos de ellas, hasta otras areas nuevas o
al introducir tales plantas de otras partes. Las bacterias pueden sobrevivir en o
sobre las semillas, otros 6rganos de las plantas o insectos que viven en el
suelo. Sobre las plantas, las bacterias pueden sobrevivir epifiticamente en ye-
mas. en hetidas, en sus exudados o en el interior de varios tejidos u organos
que infectan (Agrios, 2001).

Algunos hongos y bacterias (Erwinia sp., Pseudomonas sp., Fusarium sp. y
Ceratocystis sp.) han aparecido portados en estiletes y extremidades de in-
sectos (Alpizar et al., 1997). La bacteriosis del mango causada por Erwinia
carotovora (Jones) Holland y E. herbicola (l.ohnis) Dye, previamente senalado
como E. mangiferae (Doyge) Bergey (Elliot,1951), se disemina por la lluvia,
esquejes intyctados y por insectos. La penetracion de la bacteria es por heri-
das y aberturas naturales: estomas, hidétodos y lenticelas (Guevara etal,, 1985).

Resultados de estudios presentados por Guevara et al., (1985) muestran que
4 bacteria se encuentra en forma epifitica o residente en los érganos de la
plantay sobre todo en el exudado de lesjones 0 cancros en el tronco, de donde

es diseminada por los insectos gue visitan la planta, o por la lluvia y' el
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viento. Guevara et al,. (1986), en estudios realizados en cuanto a la diseming.
cién por insectos demuestran gue los diversos géneros analizados (Anasfrepha:f

spp, Ceratifis capitata, Antiteuchus tripterus, Alabama sp., Aulacaspis sp.y Azieca

Sp,) son capaces de portar la bacteria Erwinia spp, tanto externa como intemamen-
te, por lo tante, juegan papel importante en la diseminacion de la enfermedad. Te-
niendo en cuenta estas consideraciones, el presente trabajo se realizé con el obje-
to de contribuir a la identificacién de mecanismos de diseminacion de Erwinia
herbicola pv. gypsophilae (Lohnis) en Gypsophila paniculatal. para lograr una ma-
yor eficiencia en el manejo'y control de la enfermedad. .

METODOLOGIA

Caracterizacion de Erwinia herbicola -
Crecimiento en medio MS (Millery Schroth, 1972), en anaerobiosis a 36°C.

Licuefaccion del medio gelatina
Positivo.
Fermentacion/Oxidacion
Fermentacion.

Matilidad en medio SIM
Positiva.

Crecimiento en NaCl al 5%
Positivo.

Pudricion de la papa
Negativa.

Tincién de Gram

Gram negativa. Bacilos rectos.

Diagnostico del diptero Ephydridae. En capturas con aspiradora en el bloque

de planta madre de Gypsophila paniculata, de la Unidad de Propagacion se en-
contrd frecuentemente un diptero de la familia Ephydridae, que fue utilizado
para las pruebas de diseminacion.

Los insectos fueron inmovilizados para mas facilidad en la manipulacion, introdu-
ciéndolos en la nevera a 4°C durante 20 minutos- Luego se pasaron seis insectos:
por tratamiento, en cajas de Petri. En uno de |os tratamientos los insectos se:
retiraron transcurrida una hora y en el otro permanecieron en las cajas de Petri en,
la incubadora durante 48 horas gue se tuvieron incubando [os dos tratamientos.

Viraje del medio de verde a naranja con colonias de color rojizo. I

Diagnoéstico del agua de riego. Se tomaron 500 ml, 250 mly 100 ml de agua
de riego y se filtraron 'por Millipores de 0,2 pm, las particulas retenidas fueron
tomadas con un asay sembradas en medio MS por el método de rayado. Las
muestras fueron sometidas a anaerobiosis por 96 horas con temperatura de
36°C. Eltestigo negativo correspondié a un filtrado de 500 ml de agua destila-
da estéril y el testigo positivo a un filtrado de 100 ml de solucion bacteriana &
una concentracion de 1,6 x 102UFC/ml. Para establecer la concentracion del
testigo positivo se diluyd bacteria en 100 ml de agua destilada estéril y se hicie-
ron las diluciones 107 - 102 - 102 - 104-10% con sus respectivas siembras.

Diagnéstico de agua de lixiviacion, estancadas y canales. Aguas de
lixiviacion, estancadas dentro de los bloques y canales de desagiie de la Uni-
dad de Propagacién fueron tomadas en frascos estériles para determinar la
presencia de la bacteria. Para este analisis se llevaron a cabo diluciones hasta
10 con dos replicas de cada una de las muestras y sembradas en superficie.
Todas las muestras fueron incubadas a 36°C durante 48 horas. Como testigo
negativo se tomaron 100ul de agua destilada estéril y como testigo positivo
100p! de solucién bagcteriana a una concentracion de 9 x 10* UFC/ml, iguals
mente tomando dos replicas para cada uno.

Andlisis microbiolégico de suelos. Se tomaron dos de los sustratos utiliza-
dos en la Unidad de Propagacion: cascarilla de arroz quemada y tratado con
vapor en los bancos y, cascarilla de arroz quemada + cocopeat himedo trata-
da con vapor previo a la adicion de Nitrato de Calcio antes de ser llevada a los
bancos. Estas fueron procesadas y analizadas para verificar la presencia de
E. herbicola. Se tomaron 10g a los cuales se le agregé 10 ml de agua destilada
estéril. Se llevaron a cabo diluciones hasta 102 con dos replicas de cada una
de las muestras y siembra en superficie de la misma manera como se descri-
be anteriormente para lixiviados, agua estancaday canales.

Analisis de desinfestante (timsen). En el momento en que dos colaborado-
ras de la Unidad de Propagacion se encontraban erradicando plantas con pre-
sencia de agalla se cambié el Timsen y se inicié con una solucion recién prepa-
rada, para determinar el tiempo de accion desinfestante. Luego de haber pasa-
do 15 minutos de uso del desinfectante, se tomo una primera muestra de 300m
a cada una de las colaboradoras y una segunda muestra fue tomada a los 30
minutos. Las diluciones se llevaron hasta 102 con dos replicas de cada una de
las muestras y siembra en superficie como se ha descrito anteriormente.
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Andlisis de paietas utilizadas en la erradicacion de piantas con agalla. A
final del proceso de erradicacion de plantas con agalla se tomaren dos paletas de
las utilizadas para la revision de estas. Los extremos de la paleta fueron frotados
en el medio MS y ademas fueron puestas en 10 ml de agua destilada estéril. Se
realizé siembra de 100 ul en medio MS y se incubé a 36°C durante 48 horas

Anélisis de guantes utilizados en la erradicacion de plantas con agalia.
Después de una jornada de erradicacion de plantas con agalla se tomaron los
guantes y se les hizo un frotis del pulgar e indice derechoy del pulgar e indice
izquierdo ademas se enjuagaron en 20ml de agua destilada estéril, se les hizo
diluciones hasta 10 y se sembré en superficie en medio selectivo MS el cual
se incubd a 362 durante 72 horas.

RESULTADOS

Diagnéstico del diptero Ephidridae. Para la mayoria de los diagnésticos se
obtuvo crecimiento de Erwinia herbicola cuando los insectos tuvieron 1a opor-
tunidad de caminar sobre el medio MS, excepto para las replicas 1y 4 de los
insectos que se expusieron una hora. Las pruebas bioquimicas fueron positi-
vas para Erwinia herbicola excepto la replica 1 correspondiente a los insectos
que permanecieron por 48 horas (Tabla1).

Tabla 1. Resultados de las pruebas de diagnéstico de presencia de
Erwinia herbicola en el diptero Ephydridae.,

TRATAMIENTO | REPLICA | MS | GEL | OF | sim | "2 | papA E”s";"fa Pkl
1 o e T R (T - "
48 Horas 2 + N + - i
Exposicion 3 + + -+ 4 + - +
4 + + + + + -
1 =
1 Hora 2 + 2 4
Bposidon |3 | 4 : : .
4 1
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Diagnéstico del agua de riego. Los tratamientos fueron negativos indicando
que la bacteria no esta presente en el agua de riego. En el rayado del testigo
positive hubo crecimiento bacteriano en una concentracién de 2 UFC/100 ml.
La concentracion de bacteria de la suspension del testigo positivo fue de 1,6 X
102 UFC/ml determinada por medio de siembra en superficie (Tabla 2).

Tabla 2. Resuitados de los diagnésticos del agua de riego a través de
micrefiltrade en membrana millipore de 0,2 pm por medio de siembra
en rayado.

Erwinfa

Agus gevisgo ms | GEL | OF | sim | Nacis% | papa | EINiE b

Rayado de lo retenido sp.

500 ml
250 ml -
1100 ml ;

Testigo negativo (500 mi) -
Testigo positivo (100 ml) i

Siembra 10" Testigo pos. | 16** | + + ¥ + . T

Siembra 10* Testigo pos.. | -

Siembra 10° Testigo pos. | -

Siembra 10* Testigo pos. | -

Siembra 10° Testigo pos, | -

Siembra 10° Testigo pos. | -

* URGH00 ml
= UFC/ ml
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Diagndstico de agua de lixiviacion, estancada y canales. La bacteria sg

encontro en los tres sitios analizados, con mayor concentracién en lixiviados
seguido del agua estancada y en baja concentracion en agua de canale

(Tabla 3). eﬂi

1

Tabla 3. Resultados de los diagndsticos de aguas de canales, estanca-

das y lixiviados del drea de propagacion. ‘
D:?:;Tes;:;ce;f:n:g:: 3 3 MS | GEL | OF | SIM :‘:i PAPA E"":"”""" hE."';}'"_"_";_ A
lixiviados P ervicota
Estancada Rosas +* + + + 4+ = +
Estancada Enraizamiento g¥ + + + + - *
Estancada Ambientacion +* + + ¥ + - +
Estancada Nucleo +* + + + + - £
Estancada Planta Madre +* + + + + - +
Canal Derecho Rosas ) + + + + - +
Canal lzquierdo Rosas o2 + + + + - +
Canal Derecho Enraizam. 4 * 4 + + - +
Canal lzquierdo Enraizam. s b + + + + + +
Canal Derecho Niicleo += + & + + - +
Canal lzquierdo Nucleo +* + + + # | «F +
Canal Derecho Planta Madre ™ 5 + + [ v
Canal lzquierda Planta M. v + + + - | + + +
Lixiviado banco 106 P.M: 4% 1] = + + + | - o ;.
Para 10:: * UFC/ml incontables.
** UEC/HI

Analisis microbioldgico de suelos. La muestra de cascarilla de arroz que
mada del area de enraizamiento fue negativa para la presencia de E. herblaol,
pero en cambio en la cascarilla de afroz + cocopeat ya humedecida y con
nitrato de calcio se obtuvo una concentracién 3,6 x 10° UFC/ml de Erwinia
herbicola (Tabla 4).

Tabla 4. Resuitado de los diagnésticos de sustratos.

NaCi Erwinia | Erwinia
SUSTRATOS MS | GEL | OF | SIM 59% PAPA an; Karbicole

Cascarilla +cocopeat
+Nitrato de Calcio'

Siembra 107
Siembra 10°
Siembra 10~
Siembra 107
Slembra 107 36* |+ + + - - -
Cascarilla de arroz quemada
Siembra 10 -
Siembra 107 -
Siembra 10% -
Siembra 107 -
Siembra 10° -

+

+ |+ |+

! El Nitrato/de Galcio se adiciono, después:de la desinfestacion. En el proceso de adicion OGLMNG
recontaminacion.

* UFG/m

Analisis de desinfestante (timsen). Para una de las colaboradoras no se
obtuve presencia de bacteria a los 15 minutos pero a 30 minutos se encontro
en el medio MS en una concentracion de 2,6 x 104 UFC/ml. Para el desinfestante
de la segunda colaboradora se encontré bacteria a los dos tiempos en una
concentracién de 1,3 x 108 UFC/ml a los 15 minutos e incontable a los 30 mifi-

tos (Tabla 5).
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Tabla 5. Resultados del diagnéstico del desinfestante Timsen en dos.
tiempos y en dos colaboradores laborales.
DESINFESTANTE '
(TIMSEN)
Colaboradora 1

Siambra 107
Siembira 107

Siembra 107 =

Colaboradorai1 30 m

| NaCl
o

Erwinia
5p.

M5 | GEL | oF | sim PAPA Erwinia:
herbico

16 m

Siembra 10 +
Siembra 107 + i

Slembra 107

Colaboradora2 15m
Stembra 107 i

Siembra 107 +
Siembra 107

Siembra 107
Siembra 107

| Siembra 10 + + + + + - + |

* UFC/mi

Esto indica que el desinfestante se inactiva en un tiempo menor de lo 15 minu-
tos contribuyendo a partir de ese momento, a la contaminacion y no al control.

Analisis de paletas utilizadas en la erradicacion de plantas con agalia. En
el rayado de los extremos de dos paletas hubo presencia de bacteria y ademas
en la siembra de la suspension del enjuague de las mismas se presents un
crecimiento de colonias que a 10" fue incontable (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados del diagndstico de las paletas de erradicacion de
plantas con agalla por medio de rayado de sus extremos y siembra de

una muesira de la suspension resultante del enjuague.

PALETAS DE
ERRADICACION

Paleta 1
Siembra 107 + + £ + + 1 T
Extremo 1 AL
Extremo 2 -
Paleta 2
Siembra 10" + + + *
Extremo 1
Extremo 2 =

Erwinia

NacCl Erwinia
FAPA herbicola

s, 5% sp.

GEL OF SIM

Colabaradora 2 30 m i
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Analisis de guantes utilizados en la erradicacion de plantas con agalla.
No se presenté crecimiento bacteriano en ninguna de las formas de analisis de
los guantes (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados del diagnéstico de los guantes para erradicacion de
plantas con agalla por medio de rayado de indices y pulgares y siembra
de muestras de las diluciones resultante del enjuague de los mismos.

GUANTES PARA ERRADICACION MS
| Guante derecho
indice .
Pulgar =
Guante Izquierdo
Indice -
Pulgar =
Siembra 10" -
Siembra 10 -
Siembra 10° - |

CONCLUSIONES

El diptero de la familia Ephydridae es portador de la bacteria Erwinia herbicola
y sumado a su alta poblacién puede desempenar un papel importante en la
diseminacion de esta bacteria.

Erwinia herbicola no se detectd en el agua de riego pero si en agua de lixiviacion,
estancada y canales.

La presencia de Erwinia herbicola en algunos de los sustratos tratados con
vapor muestra que se esta incurriendo en recontaminacion en las labores de
adicién de correctivos y en su manejo.

El efecto del desinfestante “Timsen” es menor a 15 minutos.

Erwinia herbicolano se encontr en los guantes de las colaboradoras.
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