DETERMINACION DE Psedomonas marginalis pv. marginalis (BROWN)
STEVENS, CAUSANDO PUDRICION DEL TALLO EN HABA
(Vicia fabae L..), EN CHILE'
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Paulina Sepaiveda R.2

ariefinum L),

fabae, legumes, rots, necrosis.

SUMMARY

During 1990/91 season a disease was detected on faba bean fields in the central region of Chile, South
America. The diseased plants showed stunting, yellowing and necrotic soft rot of the stems.

Pssudomonas marginalis pv. marginalis was identified as the causal organism of the symptomatology
affecting faba bean plants on the field, being this one the first determination of this bacteria in this plant in
Chile. The determination was based upon pathogenicity tests and other culture characteristics of the
bacteria. The bacterial culture was aiso pathogenic in beans (Phaseolus vulgaris L.) and chickpeas (Cicer
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INTRODUCCION

A nivel mundial existen pocas enfermedades
causadas por bacterias en el cultivo del haba en
comparacién con las provocadas por hongos o
virus. Salt (1983), sefala que ciertas pudriciones de
raices y talto, como también afecciones en hojas,
vainas y semillas son causadas por bacterias. Las
especies Pseudomonas fabae ((Yu) Burckholder) y
P. marginalis pv. marginafis (Brown) Stevens, han
sido mencionadas por Yu {1936} y Bradbury (1986),
respectivamente, como causantes de enfermedades
en haba. P. marginalis pv. marginalis es consi-
derada por este (ltimo autor, como un patdgeno
que afecta un gran numero de especies muy
diferentes como leguminosas (haba, fréjol, arveja),
cruciferas (repollo, brocoli, coliflor), ademés de
lechuga, tabaco, etc.

La distribucién geografica de la bacteria corres-
ponde al sector Este de Africa, Japén, Australia,
diversos paises de Eurcpa, Argentina y Brasil
{Bradbury 1986). En nuestro pais, no existia hasta
el momento ninguna informacién de enfermedades
causadas por bacteria en haba.

T Recepcion de otiginales: 17 de Junio de 1991,
2gstackon Experimental La Platina (INIA), Caslitla 438, Cotteo 3,
Santiago, Chiie.

Los sintomas mas frecuentes causados por P.
marginalis pv. marginalis correspondsen a necrosis
marginal de las hojas. Las areas necréticas tienen
una consistencia acuosa, en un comienzo, para
volverse secas una vez avanzada la enfermedad.

Durante la temporada 1990/91 se detectd en
siembras de haba de semilla grande (tipo
Exportacién), ubicadas en la zona central de Chile,
una enfermedad que afectaba a las plantas en los
primeros estados de desarrollo, con aproxima-
damente 20 a 25 cm de altura. Estas plantas
presentaban menor desarrotlo, amariltez y una
severa pudricién necrética de consistencia acuosa
en el sector basal del tallo, que avanzaba hacia el
apice, produciendo la muerte de las plantas.

La coincidencia entre los sintomas encontrados en
el campo y 1os descritos en el extranjero para P.
marginalis pv. marginalis, permiti¢ establecer como
objetive del presente trabajo, el verificar si la enfer-
medad ocurrente en nuegstro pais, efectivamente era
provocada por este patdgeno.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento
Para realizar el aislamiento de |a bacteria se lavaron

en agua cofriente jas plantas afectadas, luego con
un bisturf, previamente esterilizado, se cortaron

AGRICULTURA TECNICA (CHILE) 52 (3): 301 - 304 (JULIO - SEPTIEMBRE, 1992}



302

pequefios trozos de tejido enfermo tomando los
méargenes del avance de la lesién, los gue se
colocaron en una gota de agua destilada estéril, se
maceraron y el extracto se sembré por el métode
del rayado en placas Petri con agar de extracto de
levadura con dextrosa’y CaCQ, (YDC) (extracto de
levadura 10 g/L; dextrosa 20 g/L; CaCO, 20 g/Ly
agar 15 g/L). Las placas se incubaron en camara
de cultivo a 28 °C bajo oscuridad por 24 a 48 horas.
Se subcultivaron colonias aisladas en placas con
¥DC y medio B de King (King, Ward y Raney, 1954)
y se incubaron a 28 °C bajo oscuridad antes de
seguir con la caracterizacién de la bacteria encontrada,

Caracterizacién morfo-fisiolégica

El aislamiento obtenido se caracterizé respecto ala
tincién de Gram, forma celular, color, forma y
aspecto de la colonia en YDC y medio B de King.

Se estudié también la capacidad del aislamiento
para reducir el nitrato en un medio constituido por
extracto de levadura 5 g/L; KNO, 10 g/L; agar 1 g/
L; NH,H,PO, 1 g/L; KCI 0,2 g/L y Mg80, x 7H,0
0,2 g/L (Shaad, 1988).

Preparacién del in6culo

El in6culo utilizado en la prueba de hipersensibilidad
en tabaco y pruebas de patogenicidad se cbtuvo
pre-cultivando el aislamiento en medio de B de King
por 24 horas. Con el cultivo, se prepard una
suspensién bacteriana en agua estéril, con una
concentracién de 10° unidades formadoras de
colonia (UFC).

Hipersensibilidad en tabaco

Hojas de tabaco cv. Samsun, se infiltraron con la
suspensidn bacteriana de acuerdo a la metodologia
descrita por Klement, Farkas y Lovrekovich (1984).
Como testige se infiltraron hojas de tabaco del
mismo cultivar con agua destilada estéril. Las
plantas se mantuvieron en invernadero a tempe-
ratura de 20 a 24 °C por 24 a 48 horas,

Prueba de patogenicidad

Veinte plantas de haba de aproximadamente 15 dias
se inyectaron con 0,5 m| de la suspension bacteriana
en la parte basal del tallo y en las axilas de ia
insercién de las hejas. Como testigo, se utilizé un
nimero igual de plantas inyectadas con agua
destilada estéril. Las plantas inoculadas se man-
tuvieron en condicicnes de alta humedad y
temperatura de 28 *C por 24 horas.
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La patogenicidad del aislamiento se verificd en otras
especies leguminosas como fréjol, arveja, garbanzo
y lenteja. Se inocularon con suspensién bacteriana
inyectada en {a parte basal del tallo 10 plantas
respectivas (de aproximadamente 15 dias), de
fréjoles cvs. Tértola-INIA y Pinto 114, arvejas cv.
Amarilla-INIA, garbanzos cv. California-INIA, lentejas
cv. Araucana-INIA y haba corriente. Como testigo,
se utilizaron igual ndmero de plantas de cada culfivar
inoculadas con agua destilada estéril. Las plantas
se mantuvieron en cidmara himeda a 27 a 28 °C por
24 a 48 horas.

RESULTADOS
Aislamiento y caracterizacién morfo-fisiolégica

Las colonias aisladas se caracterizaron en medio B
de King por |la presencia de pigmentos fluorescentes
bajo luz ultravioleta. La forma de las colonias era
esférica, con margenes definidos, brillantes o
vidriosas. En medio YDC las colonias presentaban
forma similar, pero de una coloracidn crema
tornandose rosado-anaranjado a medida que
pasaba el tiempo.

La superficie de la colonia sn ambos medios se
aprecié fina convex, mucoide y de margenes enteros.

Las células bacterianas aisladas fueron Gram
negativas con forma de bastones. Se determind una
capacidad positiva para la reduccidn de nitrato.
Estas caracteristicas permiten identificar el
aislamiento bacteriano como pertenaciente al género
Pseudomonas (Hildebrand, Schroth y Sands, 1988).

Hipersensibilidad en tabaco

La reaccién de hipersensibilidad en hojas de tabaco,
fue positiva, cbservindose necrosis en las zonas de
infiltracion a las 24 horas, mientras los testigos
permanecieron sanos.

Pruebas de patogenicidad

A las 10 horas de la inoculacién, se observaron los
primeros sintomas de [a enfermedad en las plantas
de haba y correspondian a una necrosis de
consistencia acuosa en el sector circundante al
punto de inyeccién. Esta necrosis avanzaba sobre
y bajo el punto de la inoculacién (Figura 1). A las
24 horas las plantas presentaban severos danos de
pudricién en el tallo que compromaetia seriamente
su rigidez, observandose un quiebre del mismo y
muerte de las plantas.

El aislamiento de Pseudomonas resulté ademas ser
patégenico en fréjol y garbanzo. Los sintomas se
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FIGURA t. Necrosis en tallo de haba producido por Psetidomonas
marginales pv. marginalis.

FIGURE 1. Necrotic soft roton faba bean stem caused by Pseudomonas
marginalls pv. marginalis.

presentaron a las 24 horas después de la
inoculacidén como una pudricién nacrética de
consistencia acuosa y posterior muerte en el caso
de fréjoles y habas. En garbanzo, los sintomas
fueron mas leves, observandose s6lo necrosis en el
tallo. Las arvejas y lentejas, no presentaron ningan

sintoma. Las plantas testigos permanecieron sanas
durante todo el tiempo que duré el experimento. De
las plantas afectadas, se aisld una bacteria con
caracteristicas idénticas a las que presentaba la
utilizada en la inoculacién.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demostraron la pato-
genicidad del aislamiento bacteriano de plantas de
haba de la zona central.

Los sintomas originalmente obsarvados corres-
pondieron a la accién de la bacteria aislada.
Ademas, fue posible establecer la patogenicidad de
la bacteria en otras especies leguminosas como
fréjol y garbanzo.

De acuerdo a las caracteristicas morfo-fisiolégicas
y pruebas de patogenicidad, la bacteria fue
clasificada como perteneciente al género
Pseudomonas. Aislamientos de la bacteria, fueron
enviados al Commonweaith Mycological Institute
(C.M.L} para su identificacién, donde se identificd
como Pseudomonas marginalis pv. marginalis;
quedando registrada con el numero 346520.

RESUMEN

De acuerdo a los antecedentes recopilados por la
autora, no existe informacidn sobre la presencia de
la bacteria anteriormente en Chile.

Durante la temporada 1990/91 se detectd en
siambras de haba de la zona central de Chile, VI
Regién, una enfermedad que afectaba a las plantas
en los primeros estados de desarrollo. Las plantas
presentaban menor crecimiento, amarillez y una
severa pudricién necrética de consistencia acuosa
en el sector basal de los tallos. Dicha necrosis
avanzaba hacia el apice produciendo la muerte de
las plantas afectadas.

Pseudomonas marginalis pv. marginalis, fue iden-
tificada como el agente causal de la sintomatologia
encontrada en el campo, basandose en prueba de
patogenicidad y caracteristicas morfo-fisioldgicas.
Ademas 8] aislamiento bacteriano resultd ser
patogénico en fréjol y garbanzo.

Esta corresponde a la primera determinacidn de
Pseudomonas marginalis pv. marginalis afectandg
el cultive de haba, en Chile,

Palabras claves: enfermedades, bacteria, Pseudo-
monas marginalis pv. marginalis, bacteriosis, haba,
Vicia fabae, leaguminosas, pudriciones, necrosis.
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