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ABSTRACT

During the 2002 growing season a research was
conducted in order to establish the causal agents
responsible for “soft rot” in stems and tubers of calla
(Zantedeschia spp.) in greenhouse productions in
Southern Chile. In order to compare with local bacte-
rial isolates, “softrot” was induced in potato (Solanum
tuberosum L.) tubers from commercial productions
near the city of Valdivia. To establish differences in
virulence, potato isolates were inoculated on calla
tissues and viceversa. 33 isolates were determined to
belong to the genus Erwinia (carotovora group) (E.c.)
accordingly to the following characteristics: Gram
(-), oxidase (-), potato rot (+). Complementary and
more specific tests included, sensitivity to erythromy-
cin, utilization of palatinose, reducing substances from
sucrose, acid production from a-methyl glucoside and
growth at 37°C. Finally, it was possible to identify two
isolates of E.c. subsp. atroseptica and 21 E.c. subsps.
carotovora isolated from calla plants tubers. There
was no evidence of the phytopathogenic species E.
chrysanthemi among the isolates studied, an indica-
tion that this bacterial pathogens is absent in Chile.
This is the first report indicating that isolates of
Erwinia carotovora subsp. atroseptica are affecting a
new crop in Chile, such as calla. The cross inocula-
tions performed demonstrated that virulence is more
aggressive with isolates obtained from calla tissues.
Chances that the isolates obtained from calla came
from abroad are very high, and may interfere with
local crops such as potato.
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RESUMEN

Durante la temporada 2002 se realizé una investiga-
cion para establecer los agentes causantes de pudri-
ciones humedas en tallos y tiiberos de cala (Zantedes-
chia spp.) provenientes de producciones bajo inverna-
dero en el Sur de Chile. Para comparar con cepas
locales se realizaron aislamientos a partir de tubércu-
los de papa (Solanum tuberosum L.) obtenidas de una
produccion comercial cerca de la ciudad de Valdivia.
Para analizar las diferencias en virulencia, las cepas
de papa fueron inoculadas sobre cala y viceversa. De
los aislamientos bacterianos obtenidos se determina-
ron 33 pertenecientes al género Erwinia (grupo caro-
tovora) (E.c.) de acuerdo a las siguientes caracteristi-
cas: Gram (-), oxidasa (-) y pudricion de rodajas de
papa (+). Pruebas complementarias y mas especificas
incluyeron sensibilidad a la eritromicina, utilizacién
de la palatinosa, sustancias reductoras a partir de
sacarosa, produccion de acido a partir de o-metil
glucésido y crecimiento a 37°C. Finalmente, fue posi-
ble identificar dos cepas de E.c. subsp. atroseptica'y
21 E.c. subsp. carotovora de tuberos y plantas de cala.
No hubo evidencia de la presencia de la especie fito-
patdgena E. chrysanthemi entre los aislamientos estu-
diados, una indicacion que esta especie estd ausente en
Chile. Este es el primer informe sobre la presencia de
aislamientos de la subespecie atroseptica afectando
un nuevo cultivo como la cala en Chile. Las inocula-
ciones cruzadas demostraron que la virulencia es ma-
yor con las cepas obtenidas de tejidos de cala. Las
posibilidades que estas cepas sean foraneas son bas-
tante altas, y pueden interferir con producciones de
cultivos locales como la papa.

Palabras clave: Erwinia, pudricion himeda, cala,
Zantedeschia.
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INTRODUCCION

La XRegion de Chile es una zona que se caracteriza
por presentar en gran parte una agricultura tradicio-
nal, sin embargo, en la actualidad se estan explo-
rando nuevos rubros productivos. Existen diversas
empresas y agricultores que estan invirtiendo e
incursionando en el cultivo industrial de calas de
colores (Zantedeschia spp.) para la produccién de
flores de corte. Nuevas y llamativas variedades son
producidas para ser comercializadas, tanto a nivel
nacional como internacional; el volumen de unida-
des se ha incrementado afo tras aio, como también
la superficie plantada. A pesar que una importante
parte de esta actividad se realiza al aire libre, el
cultivo intensivo bajo plastico esta incrementando.
Algunas de estas explotaciones se han iniciado
importando tiberos desde el extranjero, implican-
do importantes inversiones iniciales.

A medida que las actividades de este rubro han ido
avanzando en el tiempo, se ha podido establecer la
presencia de factores que disminuyen su rentabili-
dad. Uno de ellos es la enfermedad que se presenta
en tuberos y base de tallos de plantas, conocida
como “pudricion blanda”. Esta patologia es univer-
salmente atribuida a bacterias del género Erwinia,
patdgenos tipicos causantes de este tipo de dafios.
De acuerdo a Wright y Burge (2000), Nueva Zelan-
da, nacion que exporta un gran volumen de flores y
tuberos, sufre pérdidas anuales que alcanzan los
dos millones de ddlares.

La taxonomia del género Erwinia es compleja y
esta constituida por varios grupos. El més relevante
es el grupo carotovora que se caracteriza por in-
cluir la especie E. chrysanthemi (Ech) y las subes-
pecies E. carotovora subsp. carotovora (Ecc)y E.
carotovora subsp. atroseptica (Eca). De acuerdo a
Hauben et al. (1998) éstas han sido clasificadas en
el antiguo género Pectobacterium, como P. chry-
santhemi, P. carotovorum subsp. carotovorumy P.
carotovorum subsp. atrosepticum, sin embargo,
esta nomenclatura no ha sido ampliamente acepta-
daporlos fitopatologos. Los sintomas causados por
estas bacterias en tuberos y base de los tallos son la
clasica alteracidon enzimatica de los tejidos, que se
tornan blandos y humedos. Asimismo, también
como acciéon bacteriana se puede presentar una
erratica emergenciade los tallos y la posterior caida
de los mismos. Otro sintoma, es el colapso del
pedunculo de la flor ya cortada durante el periodo
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de postcosecha. Ademas, el tejido degradado y
macerado por las Erwinia spp. bajo condiciones
naturales es de consistencia blanda, de aspecto
opaco, de color blanco y desprende un fuerte olor a
podrido (Welsh, 1991; Dole y Wilkins, 1999).

En la actualidad, en Chile, y en particular en la X
Regioén, no se han realizado estudios tendientes a
determinar los agentes causantes de esta enferme-
dad. Como hipétesis de la presente investigacion, se
postula que las severas pudriciones de tuberos y
tallos de plantas de cala detectados en el sur de
Chile son provocadas por especies de Erwinia per-
tenecientes al grupo carotovora. Por lo tanto, el
objetivo principal de este trabajo fue llevar a cabo
procedimientos de aislamiento y diagnostico bacte-
riolégico para establecer los agentes responsables
involucrados en el desarrollo de sintomas de “pu-
dricién blanda”, en tejidos sintomaticos provenien-
tes de tuberos de cala de la X Region. Como obje-
tivo secundario se realizaron comparaciones de
virulencia entre aislamientos bacterianos prove-
nientes de cala con aquellos que inducen similar
patologia en tubérculos de papa (Solanum tubero-
sum L.).

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Las variedades y el numero de tiberos colectados
con sintomas de pudricion en la localidad de Cayu-
mapu, Valdivia (39°38” lat. Sur, 73°5° long. Oeste)
fueron los siguientes: ‘Chianti’ (8), ‘Pot of Gold’
(8), ‘Sensation’ (12), ‘Florex Gold’ (8), ‘Majestic
Red’ (7), ‘Aurora’ (10)y ‘Hot Shot’ (10). En Puerto
Octay se obtuvieron 15 tuberos de la variedad ‘Ma-
jestic Red’ y desde la Estacion Experimental Santa
Rosa de la Universidad Austral de Chile, Valdivia,
se colectaron dos tuberos de una variedad no iden-
tificada. También se conté con dos muestras que
presentaban tallos con pudriciéon blanda, la primera
formada por 15 plantas de la var. ‘Hot Shot’, y la
segunda por dos plantas de ‘Aurora’, ambas obteni-
das de una plantacion de calas de colores en las
cercanias de Valdivia (Cayumapu). Para la obten-
cién de aislamientos bacterianos causantes de pu-
driciones himedas a partir de papa se utilizaron 20
tubérculos de papa cv. Desirée.

Medios de cultivo
El medio para realizar los aislamientos fue agar
peptona (AP). Para determinar las pruebas de sen-
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sibilidad a eritromicina se us6 agar nutritivo adi-
cionado con glucosa al 1%. Para detectar sustan-
cias reductoras a partir de sacarosa se usé el
medio sacarosa (MS). El medio levadura y sales
(LS) se utiliz6 para determinar el crecimiento a
37°C y el medio oxidacion/fermentacion (O/F)
para determinar la utilizacién de la palatinosa y
del a-metil-glucésido. La composicién y prepa-
racion de estos sustratos se realizé de acuerdo a
Schaad (1994) y Pérombelon y Van der Wolf
(1998).

Obtencién de aislamientos bacterianos a partir
de tuberos de cala

Cada tubero se lavd con abundante agua corriente
utilizando una escobilla suave, eliminando el tejido
macerado. Los tejidos aun sanos y remanentes de
cada uno, se desinfectaron en una solucién comer-
cial de hipoclorito de sodio al 5% (v/v) durante 2
min. Luego, cada uno se sometio a tres enjuagues
continuos en un recipiente conteniendo agua desti-
lada estéril y se secod con papel absorbente estéril.
Enuna camara de flujo laminar se obtuvo con el asa
de siembra un pequefio indculo de la zona de avance
de la pudricién de cada tibero. El indculo se diluy6
entubos conteniendo 5 mL de agua destilada estéril.
De éstos ultimos se tomaron asadas que se sembra-
ron por diseminacion directamente en placas de AP,
las que se incubaron durante 48 h en una cadmara a
25-27°C. Se repicaron y purificaron las colonias
bacterianas que presentaban caracteristicas de
Erwinia, y se guardaron en tubos de agar inclinados
(AP) a 4°C.

Obtencién de aislamientos a partir de tubérculos
de papa

Se realizaron aislamientos bacterianos a partir de
20 tubérculos. Estos se lavaron con abundante agua
corriente y se limpiaron con una escobilla suave,
luego de lo cual se aplicé durante 2 min un bafio de
hipoclorito de sodio al 5% (p/v) realizado a partir de
una solucion comercial compuesta de 50 g L! de
cloro. Luego, se secaron con papel secante estéril y
se enterr6 una aguja flameada en 5-6 lenticelas.
Cada tubérculo se cubridé integramente con papel
absorbente estéril, se aplicé abundante agua desti-
lada estéril, y finalmente se cubri6 con tela plastica.
Estos tubérculos se introdujeron en una bolsa de
polietileno la que se cerrd, se dejaron en una cdmara
de incubacion durante 48 ha 25-27°C. Cuando parte
de los tejidos de los tubérculos se tornaron blandos
y macerados se utilizaron para realizar los respecti-

vos aislamientos. El procedimiento para la obten-
cién de cultivos bacterianos puros fue idéntico al
descrito anteriormente.

Obtencién de aislamientos a partir de tallos de
cala

En este caso se utilizaron tallos que presentaban
sintomas de “pudricion blanda” en la base y cuello,
los cuales se llevaron al laboratorio en bolsas de
papel cerradas y se procesaron el mismo dia. Se
limpi6 la superficie con agua destilada estéril y
mediante un bisturi flameado, se hizo un corte en la
zona de avance de la pudricion, de la cual se extrajo
un pequefio indculo con una asa flameada. Este se
diluy6 en agua estéril y luego se sembro por disemi-
nacion sobre placas AP y se incubo por 24-48 h en
una camaraa25-27°C. Los cultivos puros obtenidos
se trataron igual que los procedimientos anteriores.

Proceso de identificacion del género Erwinia
Este paso inicial se realiz6é con aquellos 58 aisla-
mientos puros obtenidos de tiberos de cala, base de
tallos de plantas de cala y tubérculos de papa, cuyas
caracteristicas visuales de las colonias se asociaron
al género Erwinia. Una vez transcurridas 24 y 48 h
de desarrollo en AP, se comenzd corroborando a
todos la pureza del cultivo, su morfologia macros-
copica y microscopica mediante tinciéon de Gram.
Posteriormente se realizé la prueba de oxidasa.
Finalmente, los aislamientos Gram (-) y oxidasa (-) se
inocularon sobre rodajas de papa. Para realizar esta
prueba se lavaron tubérculos sanos, con abundante
agua y una escobilla suave, posteriormente se su-
mergieron en hipoclorito de sodio al 5% durante
2 min, luego se enjuagaron tres veces con agua
destilada estéril y cada uno se secé con papel absor-
bente estéril. Estos se cortaron en rodajas de 3 cm de
grosor, y con un sacabocado estéril de 1 cm de
didmetro se hizo un orificio en el cual se deposita-
ron 400 uL de la suspension bacteriana a evaluar.
Las rodajas de papa inoculadas se pusieron en una
camara humeda e incubada a 26-28°C durante 48-
72 h.

Determinacion de especies y subespecies del gru-
po carotovora del género Erwinia

Aquellas cepas que en una primera etapa se clasifi-
caron como pertenecientes al género Erwinia, se
sometieron a pruebas bioquimicas y fisiologicas
especificas. Estas se llevaron a cabo de acuerdo a la
metodologia descrita por Schaad (1994) y Pérom-
belony Van der Wolf (1998), y fueron: crecimiento
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a 37°C, sensibilidad a la eritromicina, produccion
de sustancias reductoras a partir de sacarosa, utili-
zacion de la palatinosa y a-metil-glucosido.

Comparacion del nivel de virulencia entre los
aislamientos obtenidos desde cala con los obteni-
dos desde papa

Para comparar el nivel de la intensidad de la pudri-
cién entre los aislamientos, primero se inocularon
aquellos obtenidos a partir de tubérculos de papa y
tuberos de cala sobre rodajas de papa cv. Desirée.
Posteriormente, se inocularon tuberos de cala con
los aislamientos de ambas procedencias. Se utiliza-
ron 10 aislamientos obtenidos al azar provenientes
de papay 10 de cala. Para esta prueba se utilizaron
20 tubérculos y 20 tuberos var. Aurora sanos, los
que se lavaron con abundante agua corriente y una
escobilla suave y se les aplicd durante 2 min un
bafio de hipoclorito de sodio al 5% (p/v) realizado
a partir de una soluciéon comercial compuesta de 50
g L de cloro, luego se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril, y se secaron con papel absor-
bente estéril.

Las suspensiones bacterianas se prepararon con
cepas de 24 h de desarrollo, utilizando agua destila-
da estéril. Para igualar las concentraciones entre las
distintas cepas se ajusto la suspension a una densi-
dad optica a 600 nm igual a 1 (DO,,= 1,0), equi-
valente a una poblacion bacteriana de 1 x 108 UFC
mL"! (UFC: Unidades Formadoras de Colonias).
Una vez listas las suspensiones bacterianas, con un
sacabocado estéril se hicieron dos orificios de 0,5
cm de didmetro a cada tubérculo. En cada orificio se
introdujeron 400 uL de suspension bacteriana. Una
vezinoculados, tiberos y tubérculos se envolvieron
con parafilm, con el proposito de otorgar un am-
biente de baja tension de oxigeno favorable a las
bacterias. El material inoculado se dispuso en ca-
maras humedas durante tres dias a 27°C. Al cabo de
este periodo se evaluaron los resultados, para lo
cual los 20 tubérculos y 20 tuberos de cala se
cortaron en forma vertical en la zona en la cual se
realiz6 el orificio. Los aislamientos se catalogaron
como de virulencia escasa, baja o alta, en base a la
apreciacion visual. Esta medicion se realizo de
acuerdo a la extension que abarco la pudricidn en el
tubérculo; se clasific6 como escasa cuando se per-
di6 menos de 15% del material debido a la macera-
cidn, baja cuando la pérdida comprendié entre 15y
30%, y alta cuando fue superior a 30%. Asimismo
se utilizaron controles inoculados con agua estéril.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo al esquema desarrollado en esta inves-
tigacion, una cantidad importante de cultivos puros
obtenidos inicialmente en este estudio (58), fueron
sometidos a las pruebas preliminares para estable-
cer el género. De ellos, 33 aislamientos cumplian
con las caracteristicas del grupo carotovora de
Erwinia (bacilos Gram (-), oxidasa (-) y actividad
pectinolitica (+) sobre papa). En agar peptona las
colonias son redondas, pequefias, levantadas, lige-
ramente translicidas. Puede mencionarse que la
pudricion de la rodaja refleja indirectamente una
actividad enzimatica degradadora de la pectina,
siendo una de las caracteristicas fundamentales y
tipicas de este género. Asi también, la prueba de la
oxidasa (-), ya que evita confusiones con posibles
aislamientos de Pseudomonas, que generalmente
son oxidasa (+). Todos resultaron ser bastoncitos,
unicelulares, rectos y Gram (-).

Existen evidencias que las especies E. chrysanthe-
mi 'y subespecies de E. carotovora (subsp. caroto-
voray subsp. atroseptica) causantes de pudriciones
htimedas representan una seria y constante amena-
za, altamente perjudicial para el cultivo de la cala.
A este respecto, Corr (1993), Funnell y MacKay
(1999), Kuehny (2000) y Wright y Burge (2000),
sefialan que esta patologia constituye la mayor pro-
blematica de la produccién comercial de Zantedes-
chia spp. Esta investigacion, aunque no corrobora
lo expuesto por los precedentes autores, es la prime-
ra evidencia para evaluar, en futuros trabajos, si
constituye una amenaza seria para el cultivo. No
obstante, por el grado de dispersion geografica de
las muestras utilizadas para realizar este estudio,
Erwinia en cala podria constituirse en una enferme-
dad emergente para Chile.

En efecto, y de acuerdo a lo expresado por Wright
(1994), es de vital importancia prevenir y controlar
la “pudricién blanda bacteriana” en este cultivo.
Esto se debe principalmente al precio de cada uni-
dad productiva. El costo de adquisicion de cada
tubero oscila entre US$ 1,0 a 1,5 en el extranjero, o
su equivalente en el mercado nacional. Por otra
parte, cada flor alcanza un valor entre US$ 0,3 a 1,5
en el mercado internacional (Huber, 2003. Ingenie-
ro Forestal, Bopar S.A. Comunicacidn personal).

El aspecto econdémico implicado es relevante, por
cuanto, reponer en una unidad productiva comer-
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cial una importante cantidad de tiberos de cala que
se pierden debido a “pudriciones blandas” durante
el almacenaje o plantas durante el cultivo, afecta
directamente la actividad econémica de una empre-
sa. Por lo tanto, establecer con claridad las causas
responsables de las patologias es importante para
generar sistemas de manejo y control.

El proceso para determinar las especies bacterianas
involucradas en pudriciones himedas tiene dos eta-
pas. Una, es asignar a los aislamientos obtenidos el
género taxonoémico, para este caso el Erwinia spp.
La segunda consiste en someter las cepas estableci-
das como Erwinia spp. en la primera etapa, a dife-
rentes pruebas que permiten diferenciarlas en Ecc,
Eca o bien Ech. De acuerdo a este esquema, las
pruebas iniciales separan este género de otros, como
son el Pseudomonas y Bacillus, y otros asociados a
suelos y plantas. Las segundas, son aquellas que
permiten separar a las tres Erwinia ya mencionadas.

Cabe senalar que el tipo de pudriciéon inducida por
los cultivos puros sobre rodajas de papa puede
variar en su aspecto, dependiendo de la especie
involucrada, sea esta de Erwinia, Pseudomonas, o
Bacillus (Goto, 1990). La pudriciéon causada por
los representantes del grupo carotovora de Erwinia
es profunda, brillante, de color blanco a pardo
claro, y rodeada por un anillo negro. Todas las
inoculaciones sobre rodaja de papa que se realiza-
ron en la primera etapa correspondieron a este tipo
de degradacion.

La segunda etapa de este proceso de identificacion
etiologica, contemplo la realizacidon de las pruebas
bioquimicas y fisioldgicas especificas de caracteri-
zacion a las 33 cepas determinadas como Erwinia
spp. Del total de cepas, 19 se aislaron de tiberos,
cuatro de tallos florales y 10 de tubérculos de papa.
Los resultados se presentan en el Cuadro 1. Este
resume las subespecies de E. carotovora, las cuales
pueden estar presentes indistintamente, tanto en
cala como papa.

Se detectaron dos cepas de Ecay 21 de Ecc afectan-
do a tuberos y tallos de cala. Por otro lado, de los
aislamientos realizados a papa se determinaron sie-
te Ecay tres Ecc. De acuerdo a estos resultados, se
demuestra que ambas subespecies de E. carotovora
se encuentran afectando a papay cala como agentes
causantes de pudriciones humedas. Por otro lado,
los resultados de estas pruebas no arrojaron eviden-

cias sobre la presencia de Ech, especie pectinolitica
del grupo carotovora de Erwinia.

Estos resultados apoyan lo ya sefialado por Ciampi
(1990), quien indica que Ech no se encuentra en el
territorio nacional. A este respecto se deben estable-
cer estrictas normas tendientes a exigir certificados
fitosanitarios al material de cala y papa que ingresa
al pais para excluir esta especie fitopatdgena.

En Chile, los trabajos relacionados con patégenos
causantes de pudriciones humedas en cala son esca-
sos. Besoain ef al. (2002) encontraron que los agen-
tes causantes de “pudricidon blanda” en el valle de
Quillota se concentran en una sola especie bacteria-
na: E. carotovora. A pesar de constituir el tnico
estudio realizado a este respecto, no se entregan
mayores evidencias etioldgicas, ni se ahonda en
subespecies u otras posibles especies pectinoliticas.

La informacioén obtenida en la presente investiga-
cidn clarifica hasta ahora el panorama etiologico de
estas bacterias fitopatogenas sobre cala. La presen-
cia de cepas de Eca como causantes de pudriciones
en tuberos de cala implica que esta subespecie no
esta circunscrita solamente a papa. Efectivamente,
Eca se ha asociado normalmente al género Sola-
num,y mas directamente a la sintomatologia descri-
ta como “pie negro” en la base de tallos de plantas
de papa. El presente trabajo describe por primera
vez para el pais, la presencia de Eca en un nuevo
hospedero, como la cala. Se debe recalcar que la
contaminacion de partes vegetales por Ecc y Eca es
casi inevitable y ocurre mayoritariamente en zonas
superficiales en lenticelas y tejidos suberizados
(Pérombelon y Van der Wolf, 1998).

Por otra parte, la presencia de una gran cantidad de
cepas de Ecc confirma la capacidad de esta subespe-
cie para afectar auna mayor variedad de hospederos
que Eca, la cual esté circunscrita a papa provocando
“pie negro” (Agrios, 1997). Esta diferencia en ran-
gos que manifiesta Ecc por sobre Eca es clasica e
implica serias complicaciones en las unidades pro-
ductivas que no disponen de espacio para realizar
rotaciones, como lo constituyen los invernaderos.
Este aspecto debe ser tomado en consideracion,
para enfrentar “pudriciones himedas” en un mono-
cultivo, ya que la enfermedad incrementa su agresi-
vidad afio tras afio. Las determinaciones de Ecc y
Ecarealizadas en este trabajo coinciden plenamen-
te con las descripciones de Schaad (1994) y Seo et
al. (2003).
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Cuadro 1. Utilizacién de palatinosa, o-metil glucosido, produccion de sustancias reductoras a partir de sacarosa,
sensibilidad a eritromicina y crecimiento a 37°C, de 33 aislamientos de Erwinia spp. obtenidos a partir de
tiberos y tallos de cala y tubérculos de papa.

Table 1. Utilization of palatinose, a-methil glucoside, production of reducing substances from sucrose, sensibility
to erythromycin and growth at 37°C, of 33 isolates of Erwinia spp. obtained from tubers and stems of calla and
potato tubers.

Origen Aislamiento Utilizacion Utilizacion de Sensibilidad  Sustancias Crecimiento Subespecie
de a-metil - a reductoras a37°C
palatinosa  glucésido eritromicina  de sacarosa
Aislamientos obtenidos a partir de tuberos de cala

Puerto Octay I - - - - + Ecc
“ II - - - - + Ecc

« 111 - - - - + Ecc

“ v - - - - + Ecc
Cayumapu 2.2 - - - - + Ecc
“ 2.3 - - - - + Ecc

“ 2.5 - - - - + Ecc

“ 2.6 - + Ecc

“ 2.7 - - - - + Ecc

“ 2.8 - - - - + Ecc

“ 3 + + - + - Eca

“ Bl + + - + - Eca

“ B2 - - - - + Ecc

“ C - - - - + Ecc

“ D - - - - + Ecc

“ F - - - - + Ecc

“ G - - - - + Ecc

“ H - - - - + Ecc

Sta. Rosa 2 - - - - + Ecc

Aislamientos obtenidos a partir de tallos de cala

Cayumapu 1T - - - - + Ecc
“ 2T - - - - + Ecc

“ 3T - - - - + Ecc

“ 4T - - - - + Ecc

Aislamientos obtenidos a partir de tubérculos de papa

Paillaco 1 + + - + + Eca
“ 2 - + + Eca

“ 3 - - - - + Ecc

“ 4 + + - + + Eca

“ 5 + + - + + Eca

Los Lagos 6 + + - - + Ecc
“ 7 + + - + + Eca

“ 8 + + - + + Eca

“ 9 + + - - + Ecc

“ 10 + + - + + Eca

- = prueba negativa, + = prueba positiva,
Ecc = Erwinia carotovora subsp. carotovora; Eca = Erwinia carotovora subsp. atroseptica.
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Otra fase de esta investigacion consistio en selec-
cionar al azar 10 cepas de Erwinia aisladas de papa
y compararlas en su agresividad con otras 10 prove-
nientes de calas. Un sistema similar al de este
trabajo fue utilizado por Lapwood y Read (1985)
para evaluar susceptibilidad de cultivares de papa a
Erwinia. Todas estas cepas fueron utilizadas en
inoculaciones cruzadas. Los resultados fueron cla-
rosy se presentan en el Cuadro 2. Se aprecia que las
cepas provenientes de cala son mas virulentas que
aquellas aisladas de papa. El dafio se manifiesta
tanto en un avance mas rapido de la pudricién como
enunamayor agresividad hacia los tejidos, indistin-
tamente sean de papa o cala.

Existe una alta posibilidad que sean foraneas las cepas
mas agresivas, y que originalmente fueron aisladas
de Zantedeschia spp. Los tiberos y tallos utilizados
para realizar los aislamientos se usaban por primera
vez en una explotacion comercial en Chile y eran
provenientes de Nueva Zelanda. Es conocida la capa-
cidad de dispersion por todo el mundo de agentes
fitopatdgenos en 6rganos como los utilizados en esta
investigacion (Ciampi, 2002). Para confirmar este
hecho seria recomendable, en trabajos futuros, reali-
zar pruebas moleculares para diferenciar con mas
precision el origen de las cepas, debiéndose contar con
cultivos de Erwinia que sean realmente foraneas.

Esrelevante que los aislamientos obtenidos a partir
de tubérculos de papa, es decir, patdgenos presentes
en los suelos y cultivos chilenos, hayan mostrado
una virulencia menor a la presentada por los aisla-
mientos obtenidos de cala. La mayor virulencia de
las cepas provenientes de cala se deberia principal-
mente a la pobre rotacion que se realiza para este
cultivo en Nueva Zelanda (Vanneste y Cornish,
1995), y donde esta enfermedad es realmente grave
(Wright, 1998). Por tratarse de un cultivo de inver-
nadero la rotacion es complicada e impracticable.
Por otro lado, el hecho de utilizar un suelo con el
mismo cultivo durante varios afios, determina que
las poblaciones de patdgenos se hagan cada vez mas
virulentas y se incrementen en numero en los teji-
dos y suelo. Esta realidad ha planteado un manejo
integrado y una agricultura de precision para mini-
mizar los impactos de los sistemas agricolas inten-
sivos (Welbaum et al., 2004). A este respecto se
reconoce que E. carotovora tiene una tendencia a
perpetuarse como saprofito en el suelo y a estar
presente en tejidos vegetales en forma asintomatica
(Goto, 1990; Pérombelom, 2002).

Todos estos antecedentes deben constituir un aviso,
ya que se estd frente a microorganismos que no
solamente pueden causar dafio a la produccion de
flores de corte de cala, sino también a otras, tales
como el cultivo de la papa, el cual tiene gran rele-
vancia en la X Region de Chile. Este problema
puede llegar a alcanzar gran magnitud e importan-
cia fitosanitaria, debido al gran volumen de mate-
rial propagativo vegetativo de tuberos de cala que
Chile importa desde paises como Holanda y Nueva
Zelanda.

Cuadro 2. Intensidad de virulencia presentada por los
aislamientos obtenidos a partir de cala y de papa
al ser inoculados en tejidos de tubérculos de papas
y en tiberos de cala sanos.

Table 2. Level of virulence presented by the isolates
obtained from calla and potato after being
inoculated on potato and calla healthy tissues.

Nivel de Nivel de
virulencia virulencia en
en tubérculos tuberos de
de papa cala

Aislamientos obtenidos
desde tubérculos de papa

1 Eca + -/+

2 Eca + -/+

3 Ecc + -/+
4 Eca - -/+

5 Eca + -/+

6 Ecc ++ -/+

7 Eca + -/+

8 Eca - +
9 Ecc + -/+
10 Eca + -/+

Aislamientos obtenidos
desde tuberos de cala

B, Eca - -/+
F Ecc - -/+
C Ecc + ++
3T Ecc + ++
B2 Ecc ++ ++
2.2 Ecc ++ ++
2.3 Ecc ++ ++
3 Eca + ++
2.5 Ecc + ++
I Ecc ++ ++

-/+ = Escasa virulencia.

+ =Bajavirulencia (entre 15y 30% del material inoculado se
pierde debido a la maceracion).

++ = Alta virulencia (mas del 30% del material inoculado se
pierde debido a la maceracion).

Ecc = Erwinia carotovora subsp. carotovora, Eca= Erwinia
carotovora subsp. atroseptica
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CONCLUSIONES

Los estudios bacterianos realizados a partir de tejidos
de tuberos de plantas y tallos de cala y de tubérculos
de papa permitieron determinar 33 cepas como
pertenecientes a Erwinia spp. grupo carotovora.
Todos los aislamientos obtenidos a partir de tallos
de cala resultaron ser E. c. subsp. carotovora (4).
Aquellos provenientes de tiiberos de cala fueron E.
c. subsp. atroseptica (2) y E. c. subsp. carotovora
(21). Los obtenidos a partir de tubérculos de papa
correspondieron a E. c. subsp. atroseptica (7)y E.
c. subsp. carotovora (3).

Se determiné por primera vez en Chile que cepas de
E. c. susbp. atroseptica, que son tipicas causantes
de “pie negro” en plantas de papa, se encuentran
afectando a un nuevo hospedero como la cala. Los
mismos resultados indican que dentro del material
analizado no se encuentra la bacteria fitopatogena
pectinolitica E. chrysanthemi, especie que no esta
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presente en el territorio nacional, debiéndose tomar
resguardos de exclusidn para prevenir su ingreso.

Se pudo establecer que las cepas pectinoliticas de
Erwinia aisladas de tallos y tuberos de cala son
mucho mads agresivas y virulentas que las de
tubérculos de papa.

De acuerdo a los resultados obtenidos se vislumbra
que Erwinia puede constituirse en una limitante
para el cultivo de cala, tal como lo es en el de papa,
en particular, en aquellas producciones bajo plastico,
ya que las temperaturas son mas altas y favorables
paraestas bacterias. En este sentido, es recomendable
adquirir tuberos de calas libres de patdgenos y
derivados de cultivos meristematicos in vitro.
Asimismo, se deben evitar las plantaciones tardias
en invernadero, de manera de no entrar a las épocas
primaverales con sustanciales incrementos de
temperatura que estresan a la planta y favorecen la
expresion de Erwinia.
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