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PODREDUMBRE RADICAL BACTERIANA

DEL ALCAUCILEN MENDOZA (ARGENTINA)
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RESUMEN

En alcauciles (Cynara scolymus L.) de
la variedad Bleek cultivados en Coquimbito
(Mendoza, Argentina) se observd marcada
detencion del crecimiento y atraso en la for-
macion de las inflorescencias. Las plantas
sanas tenian aprox. 1 m de altura mientras
las enfermas no llegaban a 30 cm. Las ho-
jas mas externas manifestaban clorosis y
leve marchitez con posterior necrosis. Se rea-
lizaron aislamientos en APG desarrollando-
se colonias de aspecto mucoso, sobreele-
vadas, de color castafio claro. También se
sembré en medio Kelman base sin TZ de-
sarrollando colonias de iguales caracteristi-
cas pero con bordes festoneados tipicos del
género Erwinia. Pruebas bioquimicas y de
patogenicidad en invernaculo resultaron po-
sitivas. Se identific6 a Erwinia carotovora
(Jones) Bergey et al. subsp. carotovora Dye,
como agente causal de esta podredumbre
radical en alcaucil.
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ABSTRACT

Artichoke (Cynara scolymus L.) crops
cv. Bleek from Coquimbito (Mendoza, Argen-
tina) presented a marked delay of the growth
and tardiness on inflorescences formation.
Healthy crops had 1 m of height while ill
ones did not reach 30 cm. The most external
leaves showed chlorosis and light wilt with
subsequent necrosis. It was made isola-
tions in PGA, where colonies of mucous
aspect, over elevated of light brown colour
were developed. It was isolated, too in base
Kelman media without TZ where colonies
of the same above characteristics were
developed but they presented festooned
borders typical of the Erwinia genus. It was
made biochemical and pathological tests
en greenhouse resulting positives. Erwinia
carotovora (Jones) Bergey et al. subsp.
carotovora Dye was identified as causal
agent of this soft-rot on artichoke.
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En Mendoza (Argentina) la superficie cultivada con alcaucil (Cynara scolymus L.)
no supera las 200 ha ubicadas en El Pastal (Las Heras), las cercanias de Lavalle y
Coquimbito (Maipu). El suelo de dichas zonas es torrifluvente tipico con subsuelo
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pedregoso y de textura franco arcillosa, donde la permeabilidad esta limitada a la pro-
fundidad del pedregal. Por lo tanto, toda patologia proveniente desde el suelo tiene una
alta incidencia en la obtencion de alcachofas de buen tamafio y calidad. En marzo del
2000 se registraron altas temperaturas ambientales y abundantes lluvias causando el
anegamiento por desborde de los cauces de riego. Una de las parcelas mas afectadas
-con alcauciles de 6 meses- permanecio anegada durante aprox. 72 horas. A los 15
dias, gran cantidad de plantas manifestaba escaso desarrollo con follaje erecto en la
parte central, flacido y necroético en las hojas de mayor edad (fotos 1, 2,y 3).
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Eltalloy las raices principales presentaban exteriormente un oscurecimiento 'y,
en cortes transversales y longitudinales de las raices, en el cilindro central se veia
podredumbre blanda gelatinosa, pardo claro brillante, suave al tacto y sin olor extrafio
gue -con el tiempo- tendia a desaparecer o a reabsorberse originando un progresivo
ahuecamiento, sin pérdida de consistencia de la parte vascular. Desde el cuello hacia
el tallo, los cortes transversales permitieron observar necrosis de vasos. También se
constato un elevado namero de raices muertas (fotos 4 y 5). La gravedad de lo obser-
vado a campo, la etiologia desconocida y la alta incidencia en los costos de produc-
cién, motivaron la realizacién del presente trabajo.
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Antecedentes bibliograficos

Las primeras investigaciones sobre enfermedades bacterianas del alcaucil se reali-
zaron en ltalia (12). Se mencion6 a Erwinia carotovora (Jones) Holland como agente causal
de la podredumbre radical bacteriana en Italia (4) y a Erwinia carotovora en Izmir, Turquia
(21). Contradictoriamente se afirm6 que la remolacha y el alcaucil eran resistentes a : var.
atroseptica y var.carotovora (3). Posteriormente se establecid que el patégeno penetra por
heridas causadas en la raiz durante el laboreo del suelo y luego se trasloca al tallo (L5)
siendo el agua de riego el vehiculo de transporte y diseminacion de la bacteria (13). En 1983
se aisl6 a Erwinia carotovora pv. carotovora en Victoria (Australia)(7). Se estimé que el 20 %
de las plantas de alcaucil ARA-85-7-10 morian infectadas con Erwinia sp. a los 6 meses de
transplantadas (14). Se determiné a Erwinia chrysanthemi como causante de detencion del
crecimiento, marchitez y podredumbre del cuello en alcaucil cultivado en California ().
Ademas, la deficiencia de calcio en el suelo predispone a la planta a una infeccién con
Erwinia (8). Las condiciones ambientales, sumadas a la anaerobiosis del suelo y tempera-
turas de 30 °C, aumentan la vulnerabilidad del tejido vegetal y la capacidad de multiplicacion
del patégeno. Esta bacteria puede sobrevivir de un afio a otro en el residuo de la vegetacion
espontanea (18). En Mendoza (Argentina) se aislo en 1997 a Erwinia nigrifluens provocando
seria necrosis de las bracteas de las inflorescencias (20). En Tucuméan (Argentina) se ha
citado a Erwinia carotovora como agente de podredumbre himeda y dafio al sistema vascular
en alcaucil (11).

Objetivos

Determinar la etiologia de la enfermedad, las condiciones ambientales que favo-
recen su desarrollo y la severidad del dafio ocasionado, sin llegar a un estudio
epidemiologico profundo.

MATERIALES Y METODOS

I. Hipdtesis detrabajo

La observacion sintomatolégica de cortes transversales y longitudinales de tallos
y raices de plantas afectadas, el resultado de los aislamientos y la informacion biblio-
grafica disponible fundamentaron la hipétesis de que una bacteria es el agente causal
de la podredumbre radical del alcaucil.
[1. Aislamientos

Se realizaron a partir del tallo y raices correspondientes a plantas del origen
citado. Para ello se cortaron cubos de tejido de aprox. 5-6 mm de lado que se sem-
braron en cajas de Petri con Agar Papa Glucosado (APG) al 2 % pH 7 (16). A las 48
horas y con las colonias obtenidas se prepar6 una suspension concentrada (blanco
lechosa) y se realiz6 estriado en caja con medio de cultivo Kelman base sin TZ.
I1l. Pruebas de patogenicidad

Se utilizaron plantas obtenidas de semilla de la variedad Bleek. Se inocularon
plantas de 4-6 hojas verdaderas, cultivadas en macetones dentro de invernaculo a
temperatura ambiental de 28 °C como maximo y 50 - 60 % de humedad relativa. El
suelo, traido del lugar de origen y esterilizado con bromuro de metilo en la dosis
corriente, se mantuvo 26-30 °C, humedad a saturacion durante las primeras 72 horas
después de la inoculacion y en capacidad de campo durante el resto del ensayo.
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Para las mediciones de humedad de suelo se empled el método de bloques de resis-
tencia granular Watermark® . El inéculo se obtuvo de colonias en medio Kelman sin
TZ y consistié en una suspension bacteriana de 10° ufc/ml en agua estéril, cuya
concentracion se determino por el método de diluciéon y recuento en placa. La inocu-
lacién se realizd provocando heridas sobre el cuello y las raices principales de las
plantas mediante dos procedimientos:

1. Heridas longitudinales superficiales efectuadas con aguja gruesa comin in-
troduciendo trocitos de agar con colonias de bacterias que luego se cubrie-
ron con algodén humedecido y cinta engomada.

2. Inyeccion de 1 cn? de suspension bacteriana a 1 cm de profundidad utili-
zando agujas hipodérmicas.

En ambos casos se realizaron 3 repeticiones de 20 plantas cada una. Los testi-
gos fueron plantas cultivadas en las mismas condiciones y con igual desarrollo que
las inoculadas con el patégeno pero insertando trocitos del medio de cultivo sin colo-
nias bacterianas e inyectando agua destilada estéril, respectivamente.

IV. Reaislamientos

Se hicieron a partir de tallos y raices de las plantas en invernaculo a los 15 dias de su
inoculacién llevando a cabo los mismos procedimientos realizados en los aislamientos.
V. Agente causal

a. Caracteres morfoldgicos y de cultivo

La morfologia celular se observo mediante coloracién de Gram, modificada por
Hucker (S.A.B., 1957). Los flagelos se tifieron segun Bailey (modificacion de Fishery
Conn). La esporulacion se determind en forma indirecta por siembra de una suspen-
sion bacteriana sometida a 80 °C durante 20 minutos en agua de peptona (9). Las
caracteristicas del cultivo se determinaron en APG; el crecimiento mucoso en agar
nutritivo con 5 % de sacarosa y la podredumbre en papa (10). Se mantuvieron las
cepas bacterianas en heladera a 4 °C, sembradas en tubos pico de flauta en estrias
con APG. Otros tubos, conservados a temperatura ambiente, se repicaron respecti-
vamente cada 30 dias y cada semana. También se guardaron tiras de papel de filtro
estéril, embebidos previamente con suspension concentrada de bacterias (blanco
lechoso), dentro de tubos de vidrio.

b. Propiedades culturales, fisiolégicas y bioquimicas

El género se determind segun el método de Schaad (17). Crecimiento en medio APG.
Coloracion de Gram (17). Desarrollo de colonias amarillas o anaranjadas en agar nutritivo
con glucosa (NGA); agar extracto de levadura mas CaCO, (YDC), agar caldo nutriente
extracto de levadura (NBY), pigmentos fluorescentes en medio King et al. B (KB), cristal
violeta pectato (CVP) y D-1 agar. Crecimiento anaerobio y aerdbico. Coloracion de flagelos.
Formacioén de esporas y micelio aéreo. La diferenciacion de la especie dentro del grupo
carotovora (soft-rot group) se efectud mediante las siguientes pruebas: degradacion de los
pectatos, podredumbre blanda en papa, licuacién de la gelatina, produccién de acetoina, de
gas a partir de glucosa, de indol, de pigmento, de acidos a partir de D-lactosa, maltosa,
metil a-d-glucésido, reduccion de la sucrosa. Crecimiento a 36-37 °C.

c. Otras propiedades: viabilidad

Después de 7 meses se inocularon plantas en invernaculo con indculo provenien-
te de tiras de papel de filtro estéril embebidas previamente en suspensién concentra-
da de bacterias sembradas en medio Kelman sin TZ.
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RESULTADOS

Aislamientos y reaislamientos

Se proceso material de raices y tallos provenientes de campo e invernaculo. De estos
aislamientos se obtuvieron colonias de bacterias con las caracteristicas descriptas. Los
reaislamientos dieron como resultado colonias bacterianas similares a las inoculadas.

Pruebas de patogenicidad

Alos 7 dias las plantas inoculadas con aguja gruesa comun (Il 1) no presenta-
ban sintomas. Las inyectadas (Il 2) manifestaban podredumbre del cilindro central,
como la descripta en la introducciénde este articulo. Se llevaron a cabo observacio-
nes semanales para comprobar la evolucién de la enfermedad.

 Entre los 7 y 10 dias posteriores a la inoculacién se observo clorosis de las
hojas inferiores y marchitez. Entre los 15y 20 dias, las plantas tenian una marcada
marchitez de todas las hojas externas, permaneciendo vivas solo las del centro, pero
con notable clorosis.

* Alos 25 dias las hojas externas manifestaban necrosis y las internas, clorosis
muy marcada.

« En dias subsiguientes, las plantas fueron muriendo. Al extraer las mismas del suelo
y realizar cortes transversales y longitudinales de las raices se observo la podredumbre del
cilindro central con las mismas caracteristicas que la de campo (foto 5, pag. 36).

Caracteres morfoldgicos y de cultivo (tabla 1)

Se realizaron estudios comparativos de las distintas caracteristicas de las bacte-
rias y su crecimiento en medios de cultivo. El patégeno es un bastén Gram negativo,
movil, flagelos peritricos, largo promedio: 2,65 py ancho promedio: 0,65 p. Observadas
las colonias a las 48 horas se detectaron las siguientes caracteristicas: en APG y
Kelman base sin TZ eran circulares, amarillo palido, consistencia mucosa, convexas
en el centro, borde liso o ligeramente ondulado y festoneado, respectivamente.

Tabla 1.

Bacteria Erwini Pseudo Xanthgo Agrobac Clavi Strepto
rwinia ;

problema monas monas terium bacter myces

Crecimiento en APG + + + + + + +

Crecimiento en medio

Kelman base s/tz
Colonias amarillas

en NGA, YDC, NBY
Pigmento fluores-

cente en KB
Crecimiento anaerobio + +
Crecimiento aerobio + + - + + + +

Mas de 4 flagelos + +
peritricos

Crecimiento en D-agar - - - - + - -
Coloracion de Gram - - - - - + +
Formacion de esporas - - - - - - -
Micelio aéreo - - - - - - +

Caracteres

+ + - - - - -

- - +v + - + -

+: 80 % o mas de razas positivas v: variable
- 20 % o menos de razas positivas *: no determinada
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También hubo desarrollo en medio aerdbico como anaerobio. No se desarrolla en
D-1 Agar. No forma colonias amarillas en NGA, YDC y NBY. No posee pigmentos
fluorescentes, esporas y micelio aéreo.

Propiedades culturales, fisiologicas y bioquimicas (tabla 2)

La comparacion de las caracteristicas fenotipicas del patdgeno investigado con
las distintas especies patdgenas de Erwinia dio los siguientes resultados: microorga-
nismo anaerobico facultativo, desarrolla a 36-37 °C, produce la degradacion de los
pectatos; inoculado en tubérculos de papa se desarrolla produciendo una podredum-
bre blanda (aspecto y textura de puré), sin olor; licua la gelatina, produce acetoinay
acidos a partir de D-lactosa, melobiosa y celobiosa. Resultaron negativas: la produc-
cién de gas a partir de glucosa, produccién de indol y pigmento. La comparacion de
las pruebas realizadas permite establecer con certeza que la cepa aislada se aseme-
ja a Erwinia carotovora subsp. carotovora.

Tabla 2.
o E. carotovor . .
Test Erwinia CaroCa Xt?osoea SuBbestlzvas E.chry  E.cypri E.rha
problema = osep = santemi pedii  pontici
tovora tica culorum
Degradacién i i i i i } }
pectatos
Soft-rot papa + + + + + - w
Licuacion gelatina + + + + \Y - -
Acetoina + + + + + - +
Gas a partir de % _ _ _ v + _
glucosa
Indol - - - - \Y - -
Pigmento - - - - \Y - +
Produccion de acidos
D-lactosa + + + + \Y - +
D-Maltosa * - Vv + - \%
Metil a-d glucésido * - + + - - \%
Melobiosa +
Celobiosa
Reduccién sucrosa * - \% + \% -
Crecimiento
+ + - + + +
a36-37°C v
+: 80 % o més de razas positivas w: reaccion en trigo v: variable
- 20 % o menos de razas positivas *: no determinada

Otras propiedades: viabilidad
A los 8 meses se reaislaron colonias de bacterias de caracteristicas semejantes
a las originalmente inoculadas.

DISCUSION

Las colonias aisladas del alcaucil traido desde el campo y del inoculado en
invernaculo presentaban las siguientes caracteristicas: Gram negativas, moviles,
flagelos peritricos, anaerobias facultativas, de color amarillo crema brillante en APG y
crema palido brillante en Kelman sin TZ.
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A pesar de la diversidad de criterios existentes entre los diversos autores que
han estudiado las caracteristicas fenotipicas de esta bacteria, se han llevado a cabo
20 observaciones con el objeto de analizar las propiedades fisioldgicas, bioquimicas
y de cultivo (2, 6, 17). Las pruebas realizadas con las colonias aisladas desde el
alcaucil traido de campo, como de las plantas cultivadas en invernaculo, permiten
considerar como perteneciente al género Erwinia (Winslow et al.) y a la especie
carotovora subsp. carotovora (Jones) Dye, grupo carotovora o soft-rot (6).

E. carotovora subsp. carotovora es una bacteria que produce la desintegracion
de los tejidos (podredumbre blanda) y necrosis vascular de los 6rganos infectados
(1). Se mencionan a E. carotovora como un microorganismo que ataca tejidos blan-
dos, suculento de numerosas plantas (19). No se le conoce especificidad por un
hospedante en particular y con frecuencia se presenta como contaminante o patége-
no secundario de muchas especies cultivadas. Cuando las condiciones ambientales
son favorables, se multiplica rapido y produce los tipicos sintomas de podredumbre.
La presencia de agua condensada sobre la superficie de los tejidos es reconocida
como un factor desencadenante de los procesos patogénicos de esta bacteria.

La sintomatologia observada a campo es la misma que se reprodujo en las prue-
bas de patogenicidad. De repetirse las condiciones favorables, que no necesariamen-
te deben ser una inundacion del suelo por lluvias estivales o desborde de cauces de
riego, sino también un mal manejo del agua de riego, un mal trazado de las pendien-
tes o el uso intensivo de este suelo ya contaminado, puede ocasionar dafio a los
cultivos de distintas especies en el futuro. También se debe tener en cuenta que se
trata de una bacteria que persiste poco tiempo viable en el suelo pero su mayor
supervivencia depende de temperaturas frescas y suficiente humedad. Es muy proba-
ble que el patdgeno no sea endémico en el suelo y que la reinfestacion ocurra con
uso intensivo del mismo. Otro factor es el laboreo del suelo que siempre ocasiona
corte de raices provocando las heridas que son puerta de entrada para la bacteria.

CONCLUSIONES

* Los resultados obtenidos en los aislamientos, reaislamientos y pruebas de
patogenicidad permiten asegurar que los sintomas observados en el alcaucil son
producidos por una bacteria. Por lo tanto, la hipétesis de trabajo es verdadera.

* Latécnica de inoculacién por heridas demuestra que éstas son las puertas de
entrada en el huésped.

* Las condiciones meteorolégicas y de suelo son predisponentes para la infeccion.

* Se trata de un patdgeno resistente a la desecacion "in vitro" y con una viabilidad
"in vivo" de ocho meses o mas.

* De acuerdo con lo expuesto, la bacteria aislada del alcaucil es Erwinia carotovora
subsp. carotovora.
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