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~ I. INTRODUCCION

El cultivo de Prunus spp. constituye un importante rubro de la
fruticultura nacional. Dentro de las especies frutales de hoja caduca, el 49,5 %
de la superficie cultivada corresponde a Prunus ( JUNAGRA, 1991}

Los montes estan localizados principalmente en la zona sur del pais
(Dptos de Canelones y Montevideo). Esto se debe fundamentalmente a la
cercania del mercado consumidor.,

El principal canal de comercializacién lo constituye el mercado interno,
con la ventaja de presentar buena potencialidad como producto de exportacion
en la regidn. En este aspecto, en la temporada 1993-1994 se registraron
. exportaciones de durazno {(Prunus persica (L) Batsch) del orden de 60.612
kg (59,37 % del total de la produccidn), siendo los paises destinatarios
Argentina y Brasil con 60 y 40 % de las ventas respectivamente. En el caso de
ciruela, el principal pais importador fue Brasil y la variedad Golden Japan
representd el mayor volumen exportado. Con respecto a nectarina, las
exportaciones se realizaron a Argentina y Brasil con 17,84 y 82 16 % de las
venias respectivamente.

Dentro de las enfermedades que afectan este género, la mancha
bacteriana causada por Xanthomonas campestris pv. pruni se encuentra
muy extendida en todas las regiones en que se cultiva el mismo.

Esta enfermedad es destructiva durante la estacion de crecimiento,
atacando hojas, frutos y ramas de ciruelos, damascos, durazneros y nectarinas.
Los arboles se pueden debilitar por el desarrollo de lesiones en hojas y cancros
en ramas (Du Plessis, 1989).

La infeccién en fruta provoca que la misma se desvalorice
comercialmente (Shepard y Zehr, 1994).
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Los datos estan estrechamente ligados a las condiciones climéticas y a
la susceptibilidad diferencial de las variedades.

La mancha bacteriana es grave en ciertos paises, en cambio en otros
causa escasas perdidas, siendo ademas la intensidad de ios sintomas muy
variable de un afo a otro (Keil y Weaver, 1970).

Los escasos estudios realizados en nuestro pais scobre esta bacteriosis
no han permitido conocer aun detalles en cuanto a la incidencia de ia misma vy
su posible control (INIA, 1983). Ademés existen en muchas casos confusiones
en cuantoc a su etiologia, por ser los siniomas bastante semejantes a 0s
producidos por algunas enfermedades a hongo.

A nivel internacional, desde que se comprobo la presencia del patdgenc
en arboles frutales, se ha intentado controlar con bactericidas y se han
seleccionado cultivares con cierta resistencia. A pesar de ello, no estan
disponibles medidas de control efectivas. De acuerdo a estudios realizados a
nivel mundial, el control de esta enfermedad se basa fundamentalmente en Ia
resistencia de cultivares {(Du Plessis, 1989).

Considerando la importancia actual o potencial del cultive de Prunus
spp. en nuestro pais y la escasa informacion que a nivel nacional se posee
sobre Xanthomonas campestris pv. pruni en relacion a su incidencia y
desarroflo en nuestro clima, en este trabajo se pretende .

a) conocer las variaciones estacionales del patogeno sobre diversos
huéspedes instalados. Se pretende determinar los momentos clave de
actividad de ja bacteria con el propédsito de establecer posibles programas de
controf;

b} comparar metodologias existentes a nivel nacional e internacional
sobre deteccion de la bacteria a nivel de laboratorio, para determinar bajas
poblaciones de la misma diferenciandola claramente de otros organismos.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

A. LA MANCHA BACTERIANA (Xanthomonas campestris pv. pruni)
{E. F. Smith) Dowson.

1. Antecedentes v distribucion geografica

Esta enfermedad ha sido reportada en la mayoria de los paises donde
se cultivan frutales de carozo (Hayward y Waterston, 1965, citados por Moffett
y Croft, 1983).

Fue descripta por primera vez par Smith en el afo 1902, en hojas y frutos
de ciruetlo japonés (Prunus salicina) en Michigan, Estados Unidos (Miles,

1977). En Ameérica del Norte ademas se [a encuentra en Canada y México
(EPPQ, 1990).

En Sudafrica fue detectada en 1956 en duraznero (Prunus persica) y en
1958 en damasco (Prunus armeniaca) en las |ocalidades de Villiersdorp,
Franschhoek, Ceres y Stellenbosch. De ahi se ha extendido a toda la zona
donde se cultivan frutales de carozo (Du Plessis, 1989).

Es la principal enfermedad en frutales de carozo en Australia,
encontrandese en ios Estados de Queensland, Australia QOccidental, Nueva
Gales del Sur y Vicloria (Moffett y Croft, 1883). También se la cita en Nueva
Zelandia (EPPQ, 1990).

En Europa ha sido reportada en casi todos los paises productores de
ciruela, damasco y durazno, excepcion hecha de Suiza y Chipre, donde si bien
se citd no se encuentra establecida. Otros paises donde se ha reportado son:
Austria, Bulgaria, Holanda, ltalia, Libano, Rumania y Rusia (EPPO, 1980).



En 197D, Durgapal la encuentra en cuillivos de ciruelo, damasco,
duraznero y nectarinas en la India. Posteriormente fue reportada en Arabia
Saudita, Corea, Japon, Pakistan y China (aun ne establecida) (EPPO, 1990).

En América del Sur, la primera cita de la enfermedad corresponde a
Drummond (1944) en el Estado de San Pabio (Brasil).

Luego fue descripta en los Estados de Rico Grande del Sur, Santa
Catarina y Parana por Robbs et al (1971}, Feliciano (1973) y Mohan (1977).
citados por Nogueira y Rodrigues Nefo (1982).

Se localizé también en cultivos de Prunus spp. en Argentina y Uruguay
(EPPO, 1990).

2. Hospederos

Se cita sobre distintas especies del género Prunus, siendo los mas
comunmente atacados: almendro (Prunus amygdalus) cerezo (Prunus
avium), ciruelo (Prunus salicina), damasco (Prunus armeniaca), duraznero
(Prunus persica) y nectarina (Prunus persica var. nectarina).

También son susceptibles especies exoticas u ornamentates comao
Prunus davidiana y Prunus Jaurocerasus (EPPO, 1990).
Los cultivares provenientes del grupo japonés (Prunus japonica y Prunus
salicina) son generalmenie mas susceptibles que los europeos {(Prunus
domestica) (Bazzi y Mazzucchi, 1984; Topp et al, 1989, citados por EPPO,
1990).



3. Impertancia eccnomica

De acuerdo a Dunegan (1932) las perdidas econdmicas resultan de tres
factores principales:
a) debilitamiento del arbol;
b) muerte de ramas,
¢} dafo a la fruta.

El debilitamiento del arbol se produce por la continua infeccion foliar y
posterior defoliacion durante la estacién de crecimiento, 1o que conduce a una
merma en fa produccion.

Los arboles muy afectados se caracterizan por una pérdida gradual de
las ramas principales de estacion en estacidon hasta que se vuelven
econdmicamente improductivos (Moffelt, 1973 citado por EPPO, 1990).

En variedades de ciruelo susceptibles se observan danos severos en las
ramas; en duraznero el dafio es mas leve (Dunegan, 1932).

La aparicion de manchas sobre la superficie del fruto lo desmerece,
sobre todo en frutos amarillos o verdosos. Los frutos atacados pierden valor
comercial y son producto de descarte a la hora de su venta como fruta fresca ¢
para procesar, segun la gravedad del ataque.

Dhanvantari et al (1978) reportan que la perdida en rendimiento puede
ser alta en algunas estaciones debido a que la fruta infectada no es aceptable
para el procesamiento.

Por otro lado, se realizan tratamientos quimicos gue pesan en los
costos finales def cultivo.

La EPPO (1990) considera a Xanthomonas campestris pv. pruni plaga
cuarentenaria. Debido a esto, en el futuro, podria ser motivo de restriccion de
las exportaciones de fruta a los mercados mas exigentes.
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4. Dangs

Moffett (1973) citadc por Topp et al (I1989) opina que les cancros en
ramas y la muerie de las mismas son problemas mas graves que las manchas
en hojas, debido a que la bacteria puede sobrevivir en el cancro durante el
invierno.

Con el desarrollo de lesiones en hojas, su posterior defoliacion y la
aparicidn de cancros en ramas, los arboles se debilitan {Du Plessis, 1989).

En ciruelo, el daino causado es particularmente grave en arboles jovenes
donde el crecimiento se ve afectado por defoliacién y muerte de ramas. En
algunos anos el dano producido en fruta puede disminuir la cosecha en un

50 % fAtkinson, 1971 citado por Bazzi y Mazzucchi, 1980).

Moffett (1973) sefiala que el manchado severo de la hoja resulta en
caida prematura de la misma.

Desde el puntc de vista comercial, e dafio en fruta es lo mas
preblematico (Du Plassis, 1989).

Agrios (1986) reporta gue la enfermedad es mas severa en arboles
debilitados que en los vigorosos y por |0 tanto mantener los arboles vigorosos
ayuda a resistir la enfermedad.



5. Sintomatoiogia

a. Hoja

Las lesiones en las hojas aparecen a principios de octubre (Hemisferio
Sur) coincidiendo con el comienzo de la estacion de crecimiento (Moffett, 1973).

Los primeros sintomas aparecen en el envés de la hoja como areas
pequenas, circulares o irregulares, de 0,5 a 1 mm de diametro, de color verde
claro a amarillo, con el centro de color marrén claro (EPPO, 1950).

Estas manchas se distinguen claramente a contraluz (Scortichini y
Simeone, 1990).

A medida que crecen se visualizan en el haz de la hoja, de forma
angular, de 1 a 5 mm de diametro y de color purpura, marrén o negro (EPPO,
1980). El tejido circundante se colorea de amarillo, formando un halo alrededor
de la mancha. Luego se desarrofla una zona de aspecto humedo que rodea !a
mancha (Dunegan, 1932). Las areas afectadas caen, usualmente luege de
oscurecerse, dando una apariencia de cribado a la hoja (EPPO, 1990).

Las manchas en las hojas se desarrolian alrededor de 14 dias después
que la bactena ha penetrado en los tejidos (Du Plessis, 1989).

Civerolo (1975) reporta la ocurrencia de lesicnes circulares 0 angulares
de color blanco grisace¢ al realizar inoculaciones en hojas; observa ademas
gue si se realiza la inoculacion en hojas mas jdvenes el tamario de la lesién es
mas grande.

Las manchas se concentran en el apice de la hoja, debidoe a que la
bacteria se acumula en esta zona en gotas de luvia o rocic (EPPQO, 1990).



Sin embargo, Du Plessis (1889) sefala que las manchas se pueden
localizar en cualquier lugar de la superficie de la hoja. Aunque se ha reportado
su ubicacion a lo targo de ios nervios principal y secundarios en ciruelos y
damascos. Las lesiones pueden ser tan numerosas que coalescen y afectan
grandes partes de la lamina foliar.

Moffett (1973) observd en ciruelo que las hojas gue emergian eran mal
desarroiladas y atizonadas, no expandiéndose en algunas oportunidades. En
hojas nuevas, las areas de la {amina adyacentes al nervio central y el peciolo
se encontraban descolordas.

b. Rama

Se distinguen dos tipos de cancros en rama: de primavera y de verano.

Cancro de Primavera

Se desarrolla despues de |a brotacion en |a parte apical de {as ramas de
la estacion anterior. Al principio los cancros son escasos y no se detectan
hasta que las primeras hojas aparecen (Larsh y Anderscn, 1948).

Al inicio del desarrolio el cancro es pequeno, de aspecto humedo, y se
extiende de 1 a 10 cm paralelo al eje de la rama. La punta de la rama puede
necrosarse, mientras que el tejide por debajo de la lesidon (donde la bacteria
esta presente) aparece de color negro, éste es el [lamado " dano de punta
negra" (EPPO, 1990).

De acuerdo a Du Plessis (1989) las lesiones se oscurecen y la epidermis
se rompe, desarrollandose los cancros en una mitad de la circunferencia de la
rama. Sin embargo, se ha observado que en duraznero pueden rodear la rama
y causar muerte de apices.El mismo autor sefiala que el cancro de primavera

sélo se desarrolla cerca del apice de la rama en duraznero, aungue en ciruglo
puede desarrollarse a 1o largo de la misma.
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Larsh y Anderson (1948) reportan gue no se produce desprendimiento
de la corteza de |la zona invadida por el patégeno como sucede en el cancro de
verano.

Feliciano y Daines (1970) reportan que la incidencia del cancro de
primavera puede variar de un ano a otro, dependiendc de las condiciones
ambientales que ocurren durante el periodo en que se produce la infeccion.

Cancro de Verano

Thornberry y Anderson (1933) citados por Moffett (1973) observaron que
el cancro de verano se origina en las ramas jovenes luego gue las lesiones en
las hojas se han desarrollado completamente.

Primero las lesiones son humedas, de color pupura y rodean a las
lenticelas. Luego se secan, aparecen con bordes limitados, hundidos,
circulares a elipticas, con un margen humedo (EPPO, 1990).

El cancro de verano se desarrolla 5 semanas después que las ramas
han comenzado a crecer en el caso de que la bacteria ingrese por heridas en la
hoja ¢ en el peciolo. Pero también puede darse el caso de que el cancro se
desarrolle a partir del movimiento sistémico de la bacteria desde ramas
infectadas en la estacion previa (Du Plessis, 1987).

Moffett (1973) reporta que es dificil encontrar cancros en durazneros
hasta fines de enero (verano).

Los cancros se desarrollan justo por debajo de la insercidn de los
peciolos con &l tallo, levemente hundidos en el centro y de forma eliptica, con
borde humedo. La epidermis se rompe en el centro del cancro y se libera goma
con bacteria. En algunos casos pueden rodear la circunferencia entera de la
rama (Du Plessis, 1989}
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De acuerdo a Du Plessis (1987), w=altas poblaciones del patdgeno
favorecen el desarrollo del cancro de verano. El mismo autor sefiala que ramas
mas viejas (con mas de 7 semanas de edad) no desarrollan cancro, lo que
demuestra un efecto retardador de los tejidos mas viejos sobre el desarrollo del
mismo.

Segun Patrick {1978) los cancros formados en verano son fuente
potencial de indculo para la primavera siguiente.

¢. Fruto

Du Plessis {1989) observa que las frutas se infectan cuando el patégeno
se dispersa desde las hojas hacia ellas.

En fruto de duraznero aparecen manchas pequenas, circulares,
hundidas, de color marrdn que le confieren una apariencia de moteado. Estas
manchas pueden presentar margenes humedos y a menudo un halo de color
verde claro. Como resultado del desarrollo del fruto, la zona de la mancha se
agrieta (EPPO, 1990).

De acuerdo a Du Plessis, (1989} las lesiones son de 2 a 5 mm de
diametro las cuales se pueden extender 1 a 2 mm en el mesocarpo 0 en el
endocarpo.

En ciruela, los sintomas pueden ser completamente diferentes en los
distintos cultivares; en algunas variedades es comun la ocurrencia de lesiones
negras y hundidas, mientras gue en ofras solo ocurren lesiones muy pequefas,
como puntos (EPPO, 1990).

De acuerdo a Ercolani (1970), el aspecto final de la lesidon es una
mancha necrdtica, superficial, redonda ¢ angulosa, de 2 a 6 mm de diametro.



Con-respecto a la incidencia de mancha bacteriana en fruta, Millikan y
Hibbard {(1964) y Du Plessis (1989) afirman que las lesiones pueden ser tan

(1989) determinan baja incidencia.

Segun Moffett (1973) el fruto se hace resistente a la infeccidn de 4 a 6
semanas antes de la cosecha.

Dhanvantari et al (1978) reportan que la incidencia de mancha bacteriana
en fruto es mas problematica en cultivares tardios.

8. Signo

'Dunegan (1932) determina la presencia de exudado bacteriano en el
enves de la hoja en forma de una pelicula blanguecina.

Durgapal (1970) reporta la presencia exuberante de exudadc bacteriano
en lestones de hojas y cancros en ramas.

Miles et al (1977) sefalan que se produce exudado en la superficie de la
hoja 6 dias antes de que los sintomas sean visibles.

Du Plessis (I989) observa la presencia de exudado bacteriano en
cancros de primavera y verano en aigunas oportunidades.

7. Condiciones predisponentes

De acuerdo a EPPO (1990) las condiciones favorables para el desarrolic
de la enfermedad son: estacion calida con temperaturas que oscilan entre 19 y
28°C, precipitaciones frecuentes y ligeras acompanadas de vientos fuertes y
rocios.

lLos ataques severos del patogenc ocurren bajo condiciones de
humedad y tiempo céalido (Shepard y Zehr, 1987).



Las poblaciones de Xanthomonas campestris pv. pruni en |as hojas se
incrementan rapidamente sélo después de periddos de lluvias.
No se ha observado esta enfermedad en zonas aridas, EPPO (1SS0).

Shepard y Zehr (1987) trabajando en laboratorio, demostraron que se
requiere un periodo de 24 a 48 horas de humedad a 24°C para que se
produzca una infecciédn significativa. A mayor temperatura, 30°C (considerando
cualquier periodo de humedad), aumenta la severidad de la enfermedad.

Young et al (1976} citados por Goodman y Hattingh (1988) sefialan que
la bacteria no es tolerante al frio. Esto lo demuestran por el hecho de que al
conservar yemas infectadas en un ambiente frio, éste no fue favorable para el
desarrolio de la bacteria.

Matthee y Daines (|1969) citados por Moffett (1973), encueniran que
arboles de durazneros cultivados en suelos livianos son mas susceptibles a la
mancha quée aquelios cultivados en suelos mas pesados.

Ademas, la susceptibilidad a la enfermedad se modifica si se altera la
nutricién mineral. En este aspecto, Matthee y Daines (1968) determinan que
niveles altos de nitrdogeno y bajos de potasio incrementan la susceptibilidad de
las plantas a esta enfermedad.

8. Contro!

Es importante determinar la epoca mas apropiada para la realizacion del
control quimico, de tal manera de reducir efectivamente la poblacion del
indculo.

Sin embargo, debido al escaso conocimiento sobre el ciclo biologico, no
es posible definir un programa preciso de tratamientos para combatir
eficazmente la enfermedad (Stefani et al, 1989).
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Bazzi y Mazzucchi {1380) recomiendan la realizacion de tratamientos en
dos épocas durante ta estacion de crecimiento:

a) a yema hinchada para proteger ia nueva vegetacion;
b) en la estacion propiamente dicha para preveniy la infeccion foliar.

Se obtiene control significativo de la enfermedad en arboles tratados
hasta 50 dias después del comienzo de la estacidn de crecimiento. Este
periodo es suficientemente largo para permitir que la planta madure y los
tejidos se vuelvan resistentes a la infeccton por Xanthomonas campestris pv.
pruni, ya que es probable que la bacteria invada los tejidos al principio de
dicha estacion (Keil y Civerclo, 1979).

Dhanvantari et al (1978) sefalan gue seria beneficioso un tratamiento
que reduzca el inéculo que sobrevive en invierno antes que cause infecciones
primarias y secundarias.

En este sentido Bazzi y Mazzucchi (1980) proponen dos tratamientos
con productos cupricos a la caida de la hoja, con el objetivo de proteger las
heridas que se producen al caer las mismas, que son via de entrada de!
patdgeno.

Sands y Walton (1975) sugieren la aplicacion de scluciones de
antibiéticos a bajo volumen y alta concentracion en otofio. De este modo no
hay posibilidad de que el fruto entre en contacta con el producto gquimico.

Keil y Weaver (1G670), trabajando con durazneros, reportan un buen
control de la enfermedad al realizar aplicaciones adicionales de antibioticos
luego de pericdos de Huvias.
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B. LA BACTERIA

1. Descripcion del género

Segun Bradbury (1986}, es aercbia obligatoria, Gram negativa, movil con
un flagelo polar, de tamano de 0,4-0,7 x 0,7-1,6 um.

No posee estructuras especiales como cubiertas, endosporas o
tricomas.

Presenta colonias mucosas, circuiares, viscosas, usualmente de color
amarifio en medio nutritivo, aungue algunos aislamientos no poseen pigmento.

Duranie mucho tiempo se pensé que el pigmente amarillo caracteristico
de la bacteria era caroteno, en la actualidad se les ha dado el nambre trivial de
xanthomonadinas.

Presenta reaccion positiva frente a la catalasa.

No realiza denitrificacion o reduccion de nitratos.

Produce pequefias cantidades de acido provenientes de varios
carbohidratos y de similares fuentes de carbono, exceptuando ramnosa,
adonitol, sorbitol, dulcitol, meso-inositol, inulina, y saticina. Ademas puede usar

sales de varios acidos organicos como fuente de carbono.

Para su crecimiento activo requiere sustancias organicas como
metionina, acido glutamico, acido nicotinico.

Su crecimiento se inhibe con 0,02 % de cloruro de trifenil tetrazolio.
Con respecto a sensibilidad a antibioticos, varios patovares muestran

sensibilidad a tefraciclina, estreptomicina, eritromicina, kanamicina,
cloranfenicol y acido nalidixico y resistencia a colistina y lincomicina.



2. Diferencias con otros géneros

Vidaver y Davis (1988) sefialan las siguientes caracieristicas para el
género Clavibacter que lo distinguen del géenero Xanthomonas: no mavil y
gram positiva.

Con respecto a las caracteristicas bioquimicas, el género Clavibacter
produce acidos a partir de carbohidratos en forma lenta y débii, algunas razas
producen acidos a partir de glucosa y glicerol. Usa sales organicas como
fuente de carbono, perc no utiliza benzoato, formato, galacturonato, malonato,
oxalato o tartrato; ademas no hidroliza caseina (Davis et ai, 1984).

Las siguientes caracteristicas morfologicas del género Pseudomonas lo
diferencian del género Xanthomonas: uno o mas flagelos polares y forma de
" bastén recto o curvado.

En el aspecto bioguimico, el género Pseudomonas puede realizar
denitrificacion, mientras que el género Xanthomonas no realiza esta actividad.
El génerc citado en primer téermino no produce xanthomonadinas (Hildebrand et
al, 1988).

3. Caracteristicas de Xanthomonas campesltris pv. pruni.

De acuerdo a Hayward y Waterston (1965} es aerobia. Gram negativa,
de 0,2-0.8 x 0,8-1,7 um con un flagelo polar simple. En medio nutritive que
contenga carbohidratos presenta colonias amarilias, mucosas, brillosas, vy
convexas.

Produce &cidos en forma oxidativa de glucosa, sucrosa, fructosa,
arabinosa, rafinosa, galactosa, lactosa, maltosa (séic en algunos casos en
periodaos prolongados de incubacién), celobiosa y glicerol.

No produce acidos de las siguientes fuentes de carbono: manitol.
inulina, dulcitol, mesoc-ingsitol, sorbitol y salicina.
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Presenta la capacidad de hidrolizar caseina y gelatina y en contraste
con la mayoria de las especies de Xanthomonas, |a hidrélisis del almidon es
lenta e incompleta

No produce nitritos provenientes de nitratos; no produce ureasa.

El medio de cultivo debe contener acido nicotinico para su crecimiento
(Wilson y Henderson, 1963, citados por Hayward y Waterston, 1965).

La temperatura minima para su crecimiento es de 7°C, optima de 25°C y
maxima de 38°C.

4. Biolcgia
a. Ciclo biolagico

Durante el invierno, la bacteria sobrevive en los cancros de las ramas,
en el interior de las yemas axilares y terminales (Dhanvantari, 1977), en las
hojas infectadas que caen al suelo (Bucur et al, 1962) y en la base de la cicatriz
foliar (Feliciano y Daines, 1970).

En primavera, antes de la brotacion, la bacteria comienza a multiplicarse
en dichos cancros y en las cicatrices foliares contaminadas en el otofio
anterior. A partir de ahi la bacteria invade los espacios intercelulares de la base
de las yemas, causando la muerte de los brotes jovenes. Desde la base de ia
yema el patogeno puede difundirse a la corteza del entrenudo, formando los
denominados cancros de primavera. En estos se encuentra ia principal fuente
de inoculo para las infecciones primarias de las hojas y flores, siendo ias
bacterias arrastradas por el viento y la lluvia (Bazzi y Mazzucchi, 1280)



Una vez dadas las condiciones predisponentes, ta bacleria invade las
hojas a través de estomas y heridas, causando lesiones que constituyen la
fuente secundaria de inoculo para toda la estacion de crecimiento (FPPO,
1990).

En los frutos, la entrada de la bacteria tiene lugar a través de estomas o
pequenas heridas causadas por granizo e insectos.

Durantie el verano, la elevada temperatura, la baja humedad, y la
cicatrizacion de algunos cancros obstaculizan ia difusion de la enfermedad
(EPPQ, 1990).

En otono, las bacterias procedentes de las manchas foliares y de los
cancrc;s, contaminan las heridas dejadas por las hojas, penetrando por los
vasos y los espacios intercelulares del tejido expuesto. Esto se agrava cuando
las hojas son arrancadas antes de tiempo por vientos fuertes sin que la capa de
abscision se haya formado aun (Bazzi y Mazzucchi, 1980).



Figura N°1 Ciclo Biologico de Xanthomonas campestris pv. pruni en ciruelo
Fuente: Bazzi, C., Mazzucchi, U. 1980.
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b. Sobrevivencia -

En duraznero, la bacteria inverna en los espacios intercelulares de la
corteza y en el parénquima del ficema y xilema de la zona apical de las ramas
formadas en la estacidn anterior. En ciruelo y damasco, los cancros de verano
continuan desarrollandose y produciendo indculo la primavera siguiente
(EPPO, 1930).

Thornberry y Anderson (1933) y Stefani et al {(1989) indican que la
bacteria sobrevive durante el invierno en hojas infectadas que se encuentran
en el suelo. Sin embargo, Dhanvantari (1971} sefiala que la bacteria no
sobrevive en hojas infectadas enterradas en el suelo, sobreviviendo en suelo
estéril_durante mas de un afo a temperaturas gue oscilan entre -20 y 20 °C.

Adam et _al (1955) reportan que se puede aislar una cantidad suficiente
de bacterias de ramas recolectadas luego del mes de diciembre {Hemisferio
Norie), ya que en invierno, las temperaturas bajas reducen o inactivan la
misma. Sin embargo, cuando las ramas se exponen durante 5 dias a 24°C vy
una humedad relativa alta, se incrementa el nimero de aislaciones. Esto indica
que una cantidad suficiente de bacterias es capaz de scbrevivir durante el
invierno en los tejidos corticales de la rama.

Kuwatsuka (1921) citado por Dunegan (1932) sefala que logré aslar la
bacteria de cancros en ramas de ciruglo durante el invierno.

Moffett (I1973) reporta ta presencia de bacteria viable en un pequeno
porcentaje de cancros en madera de 2 anos.

Dhanvantari (1971) determina la presencia de colonias bacterianas en
yemas axilares y apicales provenientes de arbaoles infectados a principios de ia
estacion de crecimiento.
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Feliciang y Daines (i970) al realizar inoculacicnes en et apice de la
rama, determinan que se produce mayor nUmerd de cancros en éste que si las
mismas se realizan en partes mas basales de la rama. Por este motivo
concluyen que el apice de la misma provee de condiciones favorables para la
sobrevivencia de la bacteria.

c. Dispersion
A corta distancia

Du Plessis (1987) reporta que la dispersidon de la bacteria se ve
favorecida por lluvias y vientos fuertes y que la misma se produce desde fas
lesiones en hojas y cancros de verano hacia las heridas de las hojas.

Miles et al (1977) observan que los estomas proveen un sitio importante
para el egresc de la bacteria, la cual puede ser posteriormente diseminada y
producir infecciones secundarias.

Los mismos autores reportan que la bacteria se dispersa desde [as
heridas de las hojas y de los cancros hacia los frutos, produciendo en eslos
lesiones que se extienden 1 a 2 mm en el mesocarpo.

Goodman y Hattingh (1986), al realizar injerto en ciruelo, cbservan que las
ramas presentan cancros a nivel de la union con el injerto, ¢ que estaria
demostrando la transmision del patdégeno por esta practica cultural.

Goodman y Hattingh (1988) reportan la presencia de bacteria en los
cancros, la cuai se adhiere a los instrumentos de poda, lo que provee de un
excelente vehiculo para la transmision del patogeno. La transmisidn es mas
frecuente cuando la poda se realiza en condiciones frescas y humedas que en
condiciones de periodo seco y caluroso. Asi, estos autores sefialan que en un
ensayo, el 66% de los arboles desarroliaron cancre cuando la poda se realizd
en tiempo humedo vy fresco.



La dispersion del patégeno hacia arboles adyacentes se correlaciona
con la direccion y velocidad del viento (Larsh y Anderson, 1948).

A larga distancia

El patdgenc se distribuye de una localidad a otra por material infectado.
Ademas lluvias frecuentes y rocios acomparfiados de vientos leves a fuertes
distribuyen la bacteria entre arboles, cultivos y regiones (Du Plessis, 1989).

Por otro lado, la introduccion de material no saneado seria una fuente
probable de entrada del patogeno a una zona libre del mismo.

d. Penetracion

Smith (1903) reportado por Larsh y Anderson (1948) sefala gue ia
bacteria ingresa por los estomas y en las primeras etapas de la enfermedad se
encuentra en la camara subestomatica.

De acuerdo a Agrios (1986) las bacterias que se encuentran en una
pelicula de agua sobre un estoma nadan con cierta facilidad hacia él y se
introducen en la cavidad subestomatica, donde se reproducen e inictan la
infeccion.

En concordancia con esto, Daines (1961) citado por Matthee y Daines
(1969) explica que la bacteria requiere una capa de agua continua entre el
interior y exterior de la hoja para ingresar a la misma a través de los estomas.

Miles et al (I1977) reportan que en duraznerg la bacteria es mas
abundante en el envés de |a hoja que en el haz, debido a que en esta especie
los estomas se encuentran en la cara inferior de la misma.



Matthee y Daines (1969), trabajando con-durazneras, encontraron que el
incremento en la apertura estomatica esta correlacionado con un aumento en |a
congestion hidrica, siendo este un factor importante para el desarrollo de |a
enfermedad. Ademas la mayor apertura estomatica esta en relacion at nivel de
nitrdgeno y al cultivar. Con respecto al nivel de nitrogeno, al aumentar este
aumenta la apertura estomatica, siendo ésta mayor en foilgje de arboles que
crecen en suelo liviano que en suelo pesado.

Feliciano y Daines (1970), observan que las heridas frescas de las hojas
proveen un sitio apropiado para la penetracion del patdgeno Ademas, el
iIngresc de la bacteria a nivel de ia herida provocada por la defoliacion solo se
produce cuando ésta no ha suberificado.

Adam et al (1955) determinan que hay gran resistencia a la invasion en
" las zonas basales de la rama. Esto es debido a gue en la porcion basal los
gstomas son vigjos, menos activos y posiblemente se encuentren en menor
numero gue en la parte apical. La presencia de feldégeno por debajo de la
epidermis, en la porcion basal, podria proteger la corteza contra la invasion
externa.

La resistencia a la invasion por parte de las ramas en invierno podria
explicarse por la inactividad de las células corticales en dicha época
(Thornberry y Anderson, 1933).

Bazzi y Mazzucchi (1980) sefialan que en fruto el ingreso de la bacteria
se da a nivel de estomas y pequefias heridas, causadas principalmente por
granizo e insectos.
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e. Infeccion

De acuerdo a Civerclo (1975) se requiere una concentracion de inoculo
de 10° a 10° UFC/ml para que se produzca clorosis en todo el sitic de
inoculacion en 2 dias.

A una concentraci\n de inécuio de 10° a 10° UFC/ml, aparecen lesiones
circulares o angulares de color blanco grisaceo de 2 a 8 dias después de |a
inoculacion. A una concentracion de indculo de 10”7 a 10° UFC/m!, las hojas
desarrollan clarosis general.

De estos resultados, Civerolo {1975) concluye que el intervalo de tiempo
entre inoculacion y aparicion de sintomas depende de la concentracion de
indculo.

Du Plessis {(1987) sefiala que aun una baja poblacion del patogeno
inoculada en el peciolo, causa altos porcentajes de cancros en los nudos (24 -
54% ).

Civerolo (1975) menciona que hay una relacion lineal entre el numero
de lesiones que se desarrollan en cada sitio de inoculacion y la concentracion
de la bacteria en el inéculo (si el mismo contiene menos de 10° UFC/mI).

Shepard y Zehr {1994) y Du Plessis (1987) reportan que la bacteria se
puade aislar de drganos que no presentan sintomas.

El dltimo autor indica, que al realizar inoculaciones, no se desarrollaron
sintomas en ramitas en un periodo de 12 semanas, luege de esta practica. Esto
estaria indicando gue la bacteria podria sobrevivir y permanecer latente en las
ramas durante el verano por lo menos de 8 a 12 semanas.



f. Translocacion .

Du Plessis (1985) sostiene que la migracion de Xanfhomonas
campestris pv. pruni en nervaduras de la hgja precbablemente comienza luego
de visualizarse los sintomas en la misma. La deteccion de |la bacteria en vasos
del xilema de peciclos, sugiere que migra a travées de los vasos. La presencia
del patégeno en gran concentracion en secciones discontinuas del mismo tallo,
indica gue el mismo migra en bajo numero hacia lugares donde puede
mulliplicarse rapidamente.

Antes de la caida de la hoja, el patdogeno migra sistémicamente a través
de los haces vasculares de las hojas infectadas hacia las ramas. Esto se
comprueba por el hecho de que se obtienen aislaciones provenientes de ramas
con y sin hoja. Hay alta correlacidn entre infeccion en ramas y presencia de la
bacteria en hojas adyacentes.

Du Plessis (1987), al realizar inoculaciones en arboles de ciruelo, cultivar
Golden King, observa el desarrollo de cancro de primavera de 1 a 2 nudos de
distancia desde el punto de inoculacion, lo gue confirma el movimiento
sistemico del patdgeno en la rama.

El desarrollo del cancro de primavera como el de verano en ciruelo, se
deben al movimiento sistémico de la bacteria desde hojas y ramas infectadas.

Bazzi y Mazzucchi (1980) explican que la bacteria invade los espacios
intercelulares del tejido de la base de la yema, luego de su penetracion en la
herida dejada por |a hoja. La bacteria se puede difundir desde la base de la
yema hacia ta corteza limitrofe del entrenudo, formando el cancro primaveral.

Segun Du Plessis (1990) el movimiento sistémico de la bacteria se
extiende a frutos y semillas a través de los pedinculos.



El mismo autor encontré que el 34% de la fruta cuyos pedunculos
abian sido inoculados con el patdgeno, presentaban lesiones de mancha
acteriana, comparado con 8,6% de fruta control (sin inocular).

Du Plessis (1990) mediante microscopio electronico, observé masas de
acteria en vasos del xilema de peduncuios infectados, testa, endocarpo y
1esocarpo y probd gue la bacteria se mueve y prolifera en el sistema vascular
‘e diferentes partes de la fruta.

Ademas se encontro el patdgeno en semillas. Esto ultimo seria
nportante en el caso de que se utilizaran semillas infectadas para obtener
wortainjertos.

Finalmente Du Plessis {1990) concluye gue el movimiento sistémico de
(anthomonas campesiris pv. pruni hacia los frutos no es importante en la
widencia de la enfermedad, ni como fuente secundaria de indculo.
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C. TECNJCAS DE DETECCION DE LA BACTERIA

1. Medios de cultivo

a. Medio de cultivo selectivo XPSM (Civerolo et al, 1982}

Civeralo (1982) sefiala que cuando se realiza cultivo de la bactena en
XPSM vy se incuba a 27°C, las colonias que se obtienen son convexas,
mucosas, de color grisaceo {ocbservadas a simple vista) o con el centro de color
amarillo claro (observadas al microscopio). Ademas las colenias se presentan
con margenes enteros, de didmetro de 1 a 2 mm, son brillantes u opacas y
lisas.

Para el crecimientc de las colonias en este medio de cultivo se requiere
un periodo de incubacidén de 5 a 7 dias a 27°C.

Una ventaja de XPSM es que otras bacterias u hongos que pueden estar
asociades a Xanthomonas campestris pv. pruni tanto en hojas infectadas
como asintomaticas, se desarrollan con una tasa de crecimiento muy baja, lo
que facilita su diferenciacion.

Civerolo {1982) reporta que se desarrollan colonias de otros patovares
de Xantomonas campestris en XPSM, siendo la eficiencia de este medio en
general alta para cast todas las razas de Xantomonas campestris pv. pruni.

Si se realizaran modificaciones en la composicion del medio,
posiblemente se obtendria un crecimiento mas rapide de la bacteria, con el
desarrolio de colonias amarillas, mucosas, caracteristicas del género
Xanthomonas.

Por ultimo, Civerolo (1982) concluye que XPSM es simple, barato, util, y
presenta buena sensibilidad y selectividad para la aislacion de Xanthomonas
campestris pv. pruni de arboles infectados naturaimente.



XPSM seria una herramienta potencial para el estudio epidemiolégico
cuando es necesario monitorear poblaciones de la bacteria que se encuentran
en un amplio rango de huéspedes.

b. Comparacidn del medio de cultivo selectivo (XPSM) con el medio
de cultivo no selectivo.

Civerolo (1982) al comparar el medio de cultivo selectivo con el medio
NGA (agar nutritivo suplementado con 2% de glucosa) observa que se
desarrotlan més colonias en el primero que en el segundo. No gbstante, las
colonias crecen mas rapide y de mayor tamarno en NGA.

Las caracteristicas cualitativas de las colonias enn XPSM, como forma vy
~textura, son similares a aquellas en NGA, en cambio difieren en la
pigmentacion (colonias de color amarillo en NGA) y el pericdo de incubacian,
el cual es de alrededor de 2 a 3 dias para NGA.

Cuando se usa NGA, las aislaciones provenientes de hojas tienen que
ser diluidas por lo menos 100 veces para reducir el numero de colonias de
otras bacterias, que puedan interferir con el desarrollo de ésta.

Cuando se realiza repique de colonias tomadas al azar de XPSM a
NGA, se cbtienen colonias tipicamente amarillas, mucosas y convexas en un
lapso de incubacidn de 2 a 3 dias a 27°C.



2. Serologia

a. Caracteristicas generales

Las técnicas seralogicas han adquirido un mayor auge en el campo de la
Patologia Vegetal en las dltimas décadas en el testaje rutinario de muestras
vegetales.

Esta metodologia ha sido reconacida como una técnica potencial para la
deteccion de bacterias, virus y micoplasmas causantes de enfermedades en
plantas (Clark, 1981}

De acuerdo a Schaad (1979} la serologia es una herramienta importante
en biologia molecular, usandose en la actualidad para la determinacion de
* organismos patogenos e identificacion de compuestos especificos.

Las técnicas seroldgicas inmunoenzimaticas como por ejiempio Enzyme-
Linked Inmunosorbent Assay (ELISA) se basan en una reaccion seroldgica gue
utiliza conjugados. La técnica inmunoenzimatica mas comunmente usada para
la deteccion de fitopatogenos es el ELISA doble sandwich de anticuerpos.

Esta técnica ha sido usada exitosamente desde 1976 (Nomé et al
1980).

Consiste esencialmente en los siguientes pasos:

1} la inmumoglobulina especifica para el patogeno a determinar se
adsorbe a una superficie sdlida de material plastico (microplacas de
poliestireno);

2) al agregar una suspension del patogeno correspondiente, este es
atrapado por la inmunoglabulina fijada;

3) se adiciona el anticuerpo ligado a una enzima; el patégeno que quedo
atrapado en el paso anterior fija este anticuerpo marcado;



4) luego de lavado, se agrega un sustrate especifico de la enzima, que
asi es hidrolizado.

Luego de cada uno de los pasos anteriores, excepto €l ultimo, se
procede al lavado de la superficie para eliminar los excedentes gue no
permanecen fijados (Voller et at, 1978).

|.a reaccion se detecta por un cambio de color de la sclucion y se puede
evaluar visualmente o midiendo Ia absorbancia con espectrofctometro.

Si la enzima utilizada es ia fosfatasa alcalina, su sustrato, p-nilrofeni
fosfato incoloro es transformade a p-nitrofenol de color amarillo, cuya
intensidad se mide con espectrofotometro a 405 nm.

Segun Clark {1981) la técnica de ELISA presenta algunas ventajas

frente a otras técnicas serologicas y a métodos tradicionales de deteccion de
patdgenos.

Es capaz de detectar patdgenos que aparecen en concentraciones mas
bajas que las que pueden ser determinadas por métodos clasicos de
precipitacion, debiéndose a dos causas:

a) el trampeo selectivo del patdogeno con anticuerpos especificos
previamente adsorbidos a la fase solida;

b) el empleo de un sistema de deteccion de sensibilidad y capacidad de
discriminacion suficientemente alta como para detectar la presencia del
patogeno.

Una segunda ventaja de esta técnica es su habilidad para delectar
antigenos de diferente tamafio y morfologia. Esto hace posible que se use el
mismo protocolo para casi todos los grupos de patogenos vegetales.

Una tercera ventaja es la objetividad gue presenta en sus resultados
(Clark, 1981).



Sin duda, ta mayor ventaja que posee €s su capacidad de proveer datos de
tipo cuantitativo. Esto permite obtener estimaciones’ confiables de [a poblacion
del patdgeno (Trigalet et al, 1978) y confirmar resuitados praliminares
obtenidoes con otras tecnicas (Vruggink, 1978).

Debido a su potencial de tipo cuantitativo, tedricamente todo valor
superior al control negative debe ser positivo, Pero en las muestras de control
negativo también existe una variacién en la intensidad de coloracien del
sustrato. Debido a esta variacion se hace necesario determinar arbifrariamente
un valor de absorbancia para el limite superior del conirol negativo. Diferentes
autores han adeoptado como limite superior del mismo, el promedio de los
testigos sanos mas 2 0 3 veces la desviacidén estandard de fos mismos (Clark,
1981).

Ademas esta técnica es efectiva cuando se necesita evaluar gran
cantidad de muestras a corto plazo (Clark, 1981).

Es dtil ademas cuando se deben confirmar resultados preliminares en fa
identificaciéon de un patogeno (Schaad, 1979).

Clark (1281) senala que la tecnica se utiliza para investigar la existencia
de posibles huéspedes alternativos de fitopatdogenos, y en este aspecto, varios
investigadores usan el meétodo para ese proposito, entre ellos: Bar Joseph, M.,
Saillard, C. y Sweet, J.B.

Por ultimo, es una técnica versatil, que se realiza rapidamente, con gran
precision y bajo costo, comparada con otros metodos de deteccion de
patdgenos. En tests al azar, la técnica puede rapidamente discriminar plantas
sanas de enfermas (Nome et a], 1980).
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b. Utilizacion de técnicas seroldgicas en Bacteriologia.

Muchos investigadores usan técnicas serologicas para la identificacion
de bacterias obtenidas directamente de tejidos vegetaies enfermos.

La alta sensibilidad del test ELISA ha sido reportada como dtil en el
diagndstico de Erwinia atroseptica, Xanthomonas c. pv pelargonii y
Clavibacter m. subsp. sepedonicum (Schaad, 1979)

Vruggink (1878) por su parte, confirma que la técnica es util en la
deteccidn de bacterias fitopatogenas.

El test de ELISA doble sandwich (DAS) puede ser usado para detectar e
identifi'car razas de Xanthomonas campestris pv. citri Ademas permite el
diagndéstico rapido de esta bacteria en tejidos enfermos de citrus. Pero también
puede ser util para detectar en forma rapida la presencia de Xanthomonas
campestris pv. citri en tejidos que no muestran sintomas y en huéspedes
alternativos (Civerolo y Fan, 1982).

De acuerdo a Afanador y Victoria (1981) los métodos serologicos se
consideran de alta cenfiabilidad en la identificacion de bacterias fitopatdgenas.

El test de ELISA puede ser una herramienta valida en el estudio de la
disiribucién gecgrafica de bacterias fitopatogenas (Nome et al, 1980)



c. Deteccion de Xanthomonas campestris pv. pruni por medio de
técnicas serolégicas.

Du Plessis et al {1979) reportan el uso del test de agiutinacion y de
Qutcherlony para el estudic de distintas aislaciones de Xanthomonas
campestris pv. pruni.

French et al (1978) trabajaron con la técnica de inmunofluocrescencia en
el estudio de varias bacterias en Prunus spp.

Schaad (1978) uso la técnica de inmunoflucrescencia para la
identificacidn de varias especies de Xanthomonas, entre ellas Xanthomonas
campesiris pv. pruni proveniente de una muestra de duraznero.
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lll. MATERIALES Y METODOS

A. UBICACION Y CARACTERISTICAS DE LOS MONTES DEL
ENSAYO

Para este trabajo se utilizaron muestras de hojas y ramas de diferentes
especies de Prunus, recogidas en quintas en produccion en Montevideo,
Progresc y Juanicd (Departamento de Canelones). Para facilifar la
identificacion de los cultivares estudiados se nombran con NuUmMeros romanos,
los que se ubican a continuacin del nombre, entre paréntesis.

NECTARINA cv. FANTASIA (I}

Este monte esta ubicado en el predic del Sr. Domingo Moizo, Camino al
Gigante, Juanico, Departamento de Canelones.

Cansiste en un cuitivo de nectarina de la variedad Fantasia, de 10 aros
de edad, con un marco de plantacién de 4,0 x 4,5 m.

El cultivo se encuentra instalado sobre suelo arcilloso.

El manegjo de suelo que se realiza es el siguiente: se aplica herbicida en
lafila y en la entrefita se trabaja con excéntrica.

La fertilizacidn se realiza a base de urea y la misma se aplica en tres
epocas. antes de la floracion, después de cuajado y postcosecha.

El estado sanitario general del cultivo es satisfactorio
Se realizan tratamientos en forma calendaria.



Fecha Producto

25- 7-92 Aceite - DNOC (Selinon)
18- 8- 92 Oxicloruro de Cobre (Fanavid Flowable)
27- 8-92 Qxicloruro de Cobre -Carbendazim
(Fanavid Flowable}-(Carbendazim)
15- 9- 92 Carbendazim (Carbendazim)-Captan (Captan)
3-10- 62 Ziram (Ziram Bayer)-Parathion
19- 10- 92 Captan (Captan)-Parathion
9- 11-92 Captan (Captan)-Metidation (Suprathion 40 1=.C)
18- 12- 92 Captan (Captan)-Metidation (Supracid 40)
20- 1-93 Iprodione {Rovral)
29- 4-93 Oxicloruro de Cobre (Fanavid Flowable)

DURAZNERQ cv, BRUNETTO (I}

El monte esta ubicado en el predio del Sr. Domingo Moizo. Camino al
Gigante, Juanicd, Departamento de Ganelones.

Consiste en un cultivo de duraznero de la variedad Brunetto, de 13
afios de edad, con un marce de plantacion de 4,0 x 4,5 m.

El manegjo que se reatiza en este monte es igual al anterior.

El estado sanitario general del cultivo es satisfactorio, se realizan
tratamientos en forma calendaria.
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Fecha Producto

25- 7-92 Aceite - DNOC (Selinon)
18- 8-92 Oxicloruro de Cobre {Fanavid Flowable)
27- 8-92 Oxicloruro de Cobre -Carbendazim
(Fanavid Flowable)-(Carbendazim})
15- 9-92 Carbendazim (Carbendazim)-Captan {Captan)
3-10- 92 Ziram (Ziram Bayer)-Parathion
19- 10- 92 Captan (Captan)-Parathion
9-11-92 Captan (Captan)-Metidation (Suprathion 40 EC)
18- 12-92 Captan (Captan)-Metidation (Supracid 40)
20- 1-93 Iprodione (Rovral)
. 29- 4-93 Oxicloruro de Cobre {Fanavid Flowable)

DURAZNERO cv. REY DEL MONTE (lll)

Dicho monte se localiza en el predio del Sr Pefia. Camino al Gigante,
Juanico, Departamento de Canelones.

Se trata de un cultive de duraznero, variedad Rey del Monte, de
aproximadamente 14 afios de edad, con un marco de plantacion de 35 x50m

El cultivo esta instalado sobre sueic arcilloso y el mismo se trabaja con
excentrica.

El estado sanitario general del cultivo es satisfactorio.

Al principio de la estaciéon de crecimiento se aplica mezcla sulfocalcica
de cabecera (mes de setiembre). En el mes de octubre se aplica sulfato de
cobre al 2% y en el mes de abril se realiza tratamiento con mezcla sulfocalcica
al 10 %.
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DURAZNERO cv. JUNEGOLD {{V)

Este monte esta ubicado en el predio de los Srs. Vazquez y Ferrando,
Ruta Nacicnal N° 5 (Gral. Fructuoso Rivera), km 28, Progreso, Departamenio

de Canelones.

Consiste en un cultivo de duraznero de la variedad Junegold de 9 anos
de edad, con un marco de plantacion de 3,5 x 5,0 m plantado a iresbolilio.

El cultivo se encuentra instaladoe sobre suelo arcilloso con un horizonte
A de 30 cm. El manejo de suelc que se realiza es el siguiente: en la fila se
aplica herbicida sistémico y en |la entrefila se deja empastado. La fertilizacidon
nitrogenada se realiza en dos épocas: a caida de hoja y luego del cugjado. Se
aplicar; 50 unidades de nitrato de potasio con el riego.

Ei estado sanitario general del cultivo es satisfactorio.

Se realizan tratamientos en forma calendaria:

Fecha Producto

8-7-92 Oxicloruro de Cobre (Fanavid FFlowable)
28- 7-92 Oxicloruro de Cobre (Fanavid Flowable)
28- 8-92 Ziram {Ziram Bayer)

8- 8-92 Ziram {Ziram Bayer)

3-10-92 Ziram (Ziram Bayer)-Endosulfan (Thionex 35)
27-11-92 Ziram (Ziram Bayer)-Fosalone {(Zolone F.N.)
11-12-92 Carbaril (Sevin 85 S)-Captan (Captan)

1-4-93 Oxicloruro de Cobre (Fanavid Flowable)




NECTARINA cv. NECTARED Il (V) _

Ef monte esta ubicado en el predio de los Srs. Vazquez y Ferrando, Ruta
Nacional N° 5 (Gral. Fructuoso Rivera), Progreso, Departamento de Caneiones.

Consiste en un cultivo de nectarina de la variedad Nectared . de 9
afos de edad, con un marco de plantacion de 3.5 x 50 m cullivado a

tresbolillo.

El manejo que se realiza en este cultivo es igual al anterior.
Se realizan tratamientos en forma calendaria.

Fecha Producto

8- 7-92 Oxicloruro de Cobre (Fanavid Flowable)
28-7-92 Oxicloruro de Cobre (Fanavid IFlowabie}

28- 8-92 Ziram (Ziram Bayer)

8- 9-92 Ziram {Ziram Bayer)

3-10-92 Ziram (Ziram Bayer)-Endosuifan (Thionex 35)
27-11-92 Ziram {Ziram Bayer)-Fosalone (Zolone F.N )
11-12-92 Carbarii (Sevin 85 5)-Captan (Captan)

1-4-93 Oxiclorura de Cobre (Fanavid Flowabie)

DAMASCO cv. BULIDA (V1)

Este monte esta ubicado en el predio de la Facuiiad de Agronomia,

Avda. Garzon 780, Montevideo.

Consiste en un cultive de damasco de la variedad Bulida, de 15 afos de
edad y consta de 15 arboles sobre los que se tomaron las muesiras al azar.



CIRUELQ cv. GOLDEN JAPAN (Vi)
Este monte se encuentra ubicado en el predio de ta Facultad de
Agronomia, Avda. Garzdn 780, Montevideo.

Consiste en un cultivo de ciruelo de la variedad Golden Japan. de 10
anos de edad. En este monte se tomaron muestras de un arbol inoculado
previamente ccn la bacteria en estudio.

CIRUELQO cv. GOLDEN JAPAN (VIlIl)

Dicho monte esta ubicado en el predio del Sr. Ayphassoro, Progreso,
Departamento de Canelones.

Consiste en un cultivo de ciruelo de la variedad Golden Japan. El
mismo tiene una edad de 12 anos, con un marce de plantacion de 3,5 x50 m.

El cultivo se encuentra instalado sobre suelo arcilloso. El manejo de
suelo que se realiza es el siguiente: en fa fila se aplica herbicida y en la
entrefila se trabaja con chirquera o disquera. La fertilizacion nitrogenada se
realiza aplicando 100 kg de urea previo a la floracion.

El estado sanitario general del cultivo es satisfactorio.



Se realizan tratamientos en forma calendaria:

Fecha Producto

27-8-92 Oxicloruro de Cobre -
3-9-92 Oxicloruro de Cobre - Ziram (Ziram Bayer)

14-9-92 Ziram (Ziram Bayer)

23-8-92 Ziram (Ziram Bayer)
7-10-92 Endosulfan {Thionex 35)

22-10-92 Etilfosfito de Aluminio + Folpet (Mikal)

11-11-92 Mancozeb (Dithane M-45)

12-11-92 Metilazinfos (Gusathion M35)

30-11-92 Metilazinfos {Gusathion M35)

) 2-12-92 Mancozeb (Dithane M45) - Metilazinfos
(Gusathion M35)

16-12-92 Carbaryl (Sevin 85 8) - Iprodione (Rovrai)
4-1-93 Mancozeb (Dithane M45)

28-1-93 Captan {Captan)-iprodione {(Rovral)

28- 4-93 Oxicloruro de Cobre

29- 4-93 Oxicloruro de Cobre

CIRUELO cv. GOLDEN JAPAN (iX)

Se usé como testigo un arbol de ciruelo de la variedad Golden Japan
cultivado en Montevideo, en jardin de casa particular, fuera del area de montes
comerciales, de 10 afnos de edad, en produccion. El mismo no presentd
sintomas de la enfermedad en estudio en el transcurso de! ensayo realizado.
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B. TRABAJQO DE LABORATORIO
El ensayo se realizo en los Laboratorios Biolagicos de la Direccion de
Serviciocs de Proteccién Agricola del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y

Pesca.

1. Medigs de cultivos utilizados

Se usaron dos medios de cultivo:

NAD (nutriente agar dexirosa) no selectivo

Agar nutritivo 23 gr
Dextrosa 5 ar
Agua destilada 000 ml

XPSM (Civerolo et al 1982)

Acido alginico 2 gr
8-azaguanina 02 gr
Acido nicotinico 2 gr
Cisteina 3 mgr
KH2PO4 08 gr
K2HPO4 08 gr
Bacto agar 15 ar
Chlorotalonil 06  mgr
Kasugamicina 6,8 mgr
Agua destilada 000 ml

Los antibidticos - fungicidas referidos en altimo términc se adicionaron
luego del autoclavado.



Una vez preparados ambos medios se digpensaron en matraces de 500
ml cada uno para ser autoctavados y conservados a 4°C. En el moemento de su
utilizacion se fundieron en hormo microondas durante 3 minutos vy se
dispensaron en piacas de Petri.

2 Metodoicgia de extraccion y procesamiento de muestras.

Se recolectaron 16 muestras entre el 23-10-92 al 23-4-93. periodo que
coincide con la etapa productiva de la especie.

Se tomaron al azar ramas del crecimiento del ano, de 15 cm, siguiendo
las diagonales del mente. Se recolectaron 3 ramas de cada diagonai del
monte, de las cuates se removieron las hojas mas jovenes. No se consideraron
frutos.

Se separaron ramas y hojas de cada muestra y se procedio a la
observacion visual para detectar sintomas causados por la bacteria en estudio.

Las ramas y las hojas por separado se colocaron en boisas de palietileno
transparente debidamente identificadas y se conservaron a 4°C por 24 horas.

Luege se colocaron en bolsas de polietileno a las que se agregd una
sclucion de buffer peptonado (0,85% de NaCl, 0,1% de peptona, 25 ul de
Tween-20) y se sellaron. La cantidad de buffer adicionado fue de 150 cc en
case de hojas y de 50 cc en caso de ramas, cantidad suficiente para cubrir
completamente el material. Las mismas se colocaron en agitador reciprocante a
50 rpm por aproximadamente 20 minutos para asegurar el total lavado de
bacterias presentes en la superficie de hojas y ramas.

Luego de este dltimo paso, el liquido contenido en las bolsas de
polietileno se colocd en frascos plasticos aptos para centrifugar. Las muestras
asi acondicionadas se centrifugaron a 15000 rpm durante 10 minutos para
obtener el precipitado de las bacterias. Se extrajo el liquide sobrenadante por
medic de bomba de vacio.



3.Siembra en medio de cultivo

El precipitado se resuspendid en 5 cc de saline al 50% y se utilizaron
i00 ul para sembrar en placas de Petri conteniendo aproximadamente 10 m| del
medio de cultivo. Se efectuaron dos repeticiones para cada medio de cultivo.

Las placas se incubaron a 27°C para favorecer el desarrolio de colonias.
Paralelamente las soluciones se analizaron por el test de ELISA-DAS.

Se realizd ta observacian de {as colonias en NAD a las 48 horas y en
XPSM a los 7 dias. tomando como criterios morfologicos: color, forma, borde y
consistencia. En ambos casos se realizé el repicado de las colonias mas
representativas a NAD, las que se observaron 48 horas despues.

4.Serologia

El test ELISA se realizd segun o descripto por Bidwell, Voller y Bartiett
con el siguiente detalle:

1) En placas de poliestireno adecuadas para dicho test, se colocaron
200 ut de inmunoglobulina por hoyo a una concentracion de 10 ug/ml de buffer
coating. La placa se envolvido compietamente con plastico adherente (Rollepac)
para evitar la evaporacion y se mantuvo a 4°C durante 18 horas

2) Pasado dicho periodo se realizaron 3 lavados de la placa (1 minuto
cada una) con PBS-Tween para extraer el scbranie no adherido a las paredes
y fondo de la placa.

3) Se colocaron 200 ul de la muestra a analizar en cada hoyo,
realizandose 4 repeticiones para cada muestra.
Las muestras controles consistiercn en saline puro, testige negativo
proveniente del lavado de hojas y ramas sanas y tesligo positive proveniente
de suspension de bacterias obtenidas a través del cultivo en NAD de lesiones
tipicas en fruto. La placa se envolvido convenientemente y se coloco a 37°C
durante 2 horas.



4) Luego se realizo el lavado segun tem 2.

5) El conjugado anti Xanthomonas campestris pv.pruni con fosfatasa
alcalina, se diluyd en PBS-Tween a una relacion 1/100; se agregd 200 ulihoyo.
La placa se envolvio y se coloct a 37°C por un lapso de 2 horas.

6) Se realizd lavado segun item 2.

7Y El sustrato usado fue p-nitrofenil fosfato de sodio, disuelto en buffer
sustrato en una relacion de 1 mg/ml, usandose 200 ui/hoyc.

8) Se incubd a temperatura ambiente y al cabo de 15 minutas se realizo |a
primer lectura de ia placa segun colcrimetria (absorbancia) con lector

semiautomatico (Minireader 1l, Dynatech Instruments) Las lecturas se
~ repitieron a los 20 y 30 minutos.



44

+ V. RESULTADOS .

A. VARIACIONES ESTACIONALES

En cada fecha de muestreo se realizo observacion de sintomas en hojas y
ramas y éstos se registraron con el propositc de obtener las fechas de
aparicion de las primeras lesiones y el porcentaje de muestreos con sintomas
en ambos organos.

1. Sintomas observados.

En las hojas (aparentemente afectadas) de todos los cultivares en estudio
. 8e observaron lesiones en los espacios internervaies, proximo a las
nervaduras principal y secundarias. Las lesiones se podian observar a
contraluz.

En algunos casos habia dudas sobre la presencia de sintomas
especificos de Xanthomonas campestris pv. pruni debido a que los mismos
se pueden confundir con los producidos por ciertas enfermedades a hongos,
como mal del chumbg.

En las ramas jovenes se observaron cancros cerca del apice, por debajo
de la union de los peciocios con el tallo y en los entrenudos. Estos eran de
forma efiptica, alargados, hundidos en el centro y se disponian siempre en
forma paralela al eje de 1a rama.

En algunas oportunidades et cancro rodeaba la circunferencia entera de
la rama.

No se observaron cancros de primavera.

No se visualizd exudado en hojas ni en ramas.
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2. Aparigion de sintomas en ramas v hgjas de cada cultivar.

La fecha de aparicion de los primeras sintarmas en rama difiere para cada
cultivar, como se aprecia en el cuadro N° 1.

Los primeros sintomas en ramas se observaron de 2 a 4 meses luego de
comenzar el muestreo de las mismas al azar.

En cambio, fos primeros sintomas en hojas se observaron el 19 de
noviembre en todos los cultivares (cuadros N° 1 y 2. apéndice).

En el cultivar Golden Japan, que se utilizd como testigo control. no se
observaron siniomas caracteristicos de la enfermedad.

Cuadro N° 1. Fecha de aparicion de los primeros sintomas en rama.

CULTIVARES FECHA
Nectarina cv. Fantasia (l) 15/02
Duraznero cv. Brunetto (ll) 15702
Duraznero cv. Rey del Monte (llI) 19/03
Duraznero cv. Junegold (IV) 11/01
Nectarina cv. Nectared Il (V) 11401
Damasco cv. Bulida {VI) 19103
Ciruelo  cv. Golden Japan (VII) 25/02

Ciruelo  cv. Golden Japan (Vi) 4/03
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3. Comparacion del porcentaje de muestreos con sintomas en los
diferentes cultivares. )

Cuadro N° 2. Porcentaje de muestreos con sintomas en ramas y hojas.

CULTIVARES ORGANO

HOJA RAMA
Nectarina cv. Fantasia (I) 64 7
Duraznero cv. Brunetto (Ii) 57 21
Duraznero cv. Rey del Monte (lll) 43 21
Duraznero cv. Junegold (IV} 31 23
Nectarina cv. Nectared li (V) 57 . 14
Damasco cv. Bulida (V1) 86 7
Ciruelo cv Golden Japan (VIl) 78 21
Ciruelo  cv. Golden Japan (VHI) 71 7

Al comparar los cultivares de nectarina, se observa que el porcentaje de
muestreos que presentaron sintomas en hojas fue aproximadamente igual.

En el cuitivar | ta mayoria de los muesirecs presentaron sintomas en
hojas en la misma época en que aparecieron {0s primeras cancros er ramas.

El culfivar V mostré mayor porcentaje de muestreos con sintomas en
ramas que el cultivar I. Estos se observaron un mes mas fempranc en et
cultivar V (Cuadros N° 1 y 2, apéndice).

Comparando los cultivares de duraznero, e cultivar IV present0 el menor
porcentaje de muestreos con sintomas en hojas.



La fecha de aparicidn de sintomas en hojas difirio en los 3 cultivares. Asf
en el Il se observaron sintomas en hojas en la mayoria de los muestreos
realizados a fines de febrero y en el mes de marzo. El cultivar 1l presento
mayar porcentaje de muestreos con lesiones en hojas al final del periodo. En &l
cultivar IV se observé mayor numero de muestrecs con sintomas en hojas en el
mes de enero (cuadros N° 1 y 2, apéndice).

En los cultivares Il y Il se visualizaron sintomas en hojas y ramas
adyacentes en el mes de marzo (cuadro N® 1, apéndice).

En los 3 cultivares se obluvo aproximadamente igual porcentaje de
muestreas con sintomas en ramas.

El orden de aparicion de los cancros en ramas fue el siguiente:

enaic  --—-—— cultivar JUNEGOLD
febrero -----—- cultivar BRUNETTO
marzo -----—--- cultivar REY DEL MONTE

En ambos cultivos de ciruelo, cuitivar Golden Japan, se obtuvo
aproximadamente igual porcentaje de muestreos con sintomas en hojas, sin
embargo, la aparicion de los mismos se detectd en diferentes epocas {cuadro
N° 2, apéndice).

Asi. el ciruelo japonés (VIl) proveniente del predio de Facultad de
Agronomia presentd el mayor porcentaje antes del 15 de febrero. Despues de
dicha fecha, el porcentaje no difirid considerablemente en ambos cultivas.

En el cultivar VIl los primeros sintomas en ramas aparecieron una semana
antes que en el cultivar VIII.

Cuando se comparan cultivos de un mismo predio, se observa que la
primera fecha de visualizacion de cancros coincide para ellos (cultivares 1y 1,
IV y V) (cuadros N° 1 y 2, apéndice).



El porcentaje «de muestreos con lesiones en hojas fue aproximadamente
ial en cultivos de un mismo predio (cultivares Uy Il, V1'y Vi),

4. Comparacion entre fechas de muestreo

De las 14 fechas de muestreos en las cuales se realizd observacién de
ttomas, se constata que en 11 de ellas se visualizaron lesiones en hojas en
mayoria de ios cultivares.

Estos 11 muestreos corresponden a los meses de noviembre (desde
ediados del mes), enero, principios y fines de febrerc, marzo y abril. Los 3
uestreos restantes se ubican a principios de noviembre, diciembre y a
ediados de febrero. A principios de noviembre no se constataron sintomas en

3jas en ningun cultivar

Con respecto a muestreos de rama, no se abservaron sintomas en ningun
dtivar en los meses de noviembre, diciembre, fines de enero hasta principios
2 febrera. En otofo, se obtiene mayor niumero de culiivares con lesiones en
ima en la misma fecha.
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5. Condiciones predisponentes

Las graficas N°Q al 12 del apendice muestran las lluvias y temperaturas
registradas durante la estacion de crecimiento.

Las temperaturas registradas durante todo el periodo fueron en gerneral
superiores a la requerida para el desarrollo de {a enfermedad.

Precipitaciones acumuladas (mm) durante la estacioin
de crecimiento.

MES pp (mm})
. Qctubre 137,7
Noviembre 521
Diciembre 10,8
Enero 103.2
Febrero 2766
Marzo 58
Abril 358.9

Se observa un incremento de las precipitaciones desde la primavera
hacia el otono.



B. METODOS DE DETECCION UTILIZADOS EN EL LABORATORIO.

Se describen las caracteristicas morfologicas de ias colonias aisladas en
NAD y XPSM, el porcentaje de muestrecs con aislamientos en NAD y XPSM, la
comparacion entre ambos medias de cultivo y la deteccidn de la bacteria en
NAD, XPSMy DAS-ELISA

1. Aislacion de Xanthomonas campestris pv. pruni en medic de cultivo
no selectivo (NAD).

En este medio de cultivo se observs crecimiento bactenano abundante y
rapido a las 48 horas de realizada la siembra en placas de Petri. Las colonias
que se obtuvieron se presentaron con las siguientes caracteristicas
morfolc';gicas: color amarillo (caracteristico del genero Xanthomonas),
| circutares, con margen entero, mucosas, convexas, de aspecto viscoso y
brillante.

Las primeras colonias se obtuvieron en €l mes de noviambre y
provenian de extracto de hojas (cuadros N° 3 vy 4, apéndice).

l.os resuitados obtenidos en el repicado (cuadros N° 5 y 6, apéndice) se
utilizaron para hatlar el porcentaje de muestreos con aislamientios en NAD en
las 3 estaciones estudiadas, como se aprecia en el siguiente cuadro.

Cuadro N° 3. Porcentaje de muestreos con aislamientos en NAD en las
3 estaciones.

ESTACION ORGANO
HOJA RAMA

PRIMAVERA 21 15,8

VERANO 30,4 286

OTONO 68.8 813




El porcentaje de muestreos con aislamientos en NAD tanto en hoja come
en rama aumenta desde la primavera hacia el otofo.

El comportamiento de los diferentes cultivares en cuanio a la época de
obtencion de mayor porcentaje de aislaciones en NAD  vand
considerablemente.

En los cultivares de duraznero se constata que en ios primeros
muestreos realizades se pudo aislar la bacteria de hojas en un solo cultivar y
de ramas en 2 de ellos {cuadro N%, apéndice).

Al comparar los cultivares de nectarina, en Nectared 11 no se pudo aistar
la bacteria al principio de ia estacion y en Fantasia se obtuvo bajo porcentaje
de aislaciones (cuadros N° 5 y 6, apéendice).

En los cultivos de ciruelo se aisié el patdgeno de hojas y ramas en forma
abundante al principio del muestreo (cuadro N° 8, apéndice).

En damasco se obtuvo bajo porcentaje de aislaciones proveniente de
extractoc de hoja al comienzo de la estacion de crecimiento y no se obtuviercn
aislaciones de rama en dicha epoca (cuadro N° &6, apéndice).
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Cuadro N° 4. Porcentaje de muestreos con colonias caracteristicas de la
bacteria aislada en NAD

CULTIVARES ORGANO
HOJA RAMA
Nectarina cv. Fantasia (1) 28 21
Duraznero cv. Brunetto (li) 35 28
Duraznero cv. Rey del Monte (lll) 21 21
Duraznero cv. Junegold (IV) 14 57
Nectarina cv. Nectared Il (V) 28 28
Damasco cv. Bulida (VI) 43 21
Ciruelo cv. Golden Japan (VII) 50 35
Ciruelo cv. Golden Japan (VIII) 35 35

En general, el porcentaje de aislaciones tanto en hoja como en rama fue
bajo.

2. Aislacion de Xanthomonas campestris pv. pruni en medic de cultivo
selectivo (XPSM).

En este medio de cultivo se observd crecimiento bacteriano lento y recién
a los 7 dias luego de la siembra se pudieron observar colonias. Las colonias
gque se obtuvieron presentaron las siguientes caracteristicas morfologicas:
color grisaceo, mucosas, lisas, de aspecto viscoso, opacas y el margen entero
oirregular. No se observaron estas colonias al microscopio.

Los resultados obtenidos en el repicado (cuadros N° 9 y 10, apéndice) se
procesaron para calcular el porcentaje de muestreos con aislamientos en este
medio de cultivo en las 3 estaciones.
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Cuadro N° 5, Porcentaje de muestreos con aislamientos en XPSM en las 3
estaciones. ’
ESTACION ORGANO
HOJA RAMA
PRIMAVERA 0 0
VERANC 156 15,6
OTONO 37,5 37,5

No se logro aislar la bacteria en hoja ni en rama al comienzo de la
estacion de crecimiento.

Las primeras colonias provenientes de extracto de ambos drganos se
obtuvieron a principios de verano.

El porcentaje de muestreos en los cuales se obtuvieron colonias aumentd
hacia fines del periodo {(otofio), observandose mayor frecuencia en los cultivos
de ciruelo.
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Cuadro N° 6. Porcentaje de muestreos con colonias de la bacteria aislada

en XPSM. )
CULTIVARES ORGANO
HOJA RAMA
Nectarina cv. Fantasia (l) 9 0
Duraznero cv. Brunetto (I} _ 9 0
Duraznero cv. Rey del Monte (lI) 9 9
Duraznero cv. Junegold (IV) 27 27
Nectarina cv. Nectared Il (V) 4 0
Damasco cv. Bulida (VD) _ 0 0
Ciruelo cv. Golden Japan (Vil) 18 36
Ciruelo cv. Golden Japan (V) 21 27

De este cuadro se deduce que el porcentaje de aislamientos fue muy bajo
en hoja y rama de todos los cultivares.

3. Comparacion del medio de cultivo selectivo (XPSM) con el medio de
cultivo no selective (NAD)

El aislamiente de la bacteria de los diferentes érganos vario con €} medio
de cultivo utilizado.

Asi en XPSM el crecimiento bacteriano no fue tan abundante ni se
produjo en forma tan rapida como en NAD.

La pigmentacion de las colonias difirié en ambos medios de cultivo,

En NAD se observaron colonias mas nitidas y caracteristicas dei género
Xanthomonas.

Las colonias eran mas pequenas, menos convexas y a veces dificiles de
identificar en XPSM.



En NAD se oBtuvieron colonias bacterianas provenientes de exiracto de
hoja durante todo el pericdo, incrementandose hacia el ctofio.

En XPSM no se observaron colonias durante la primavera, aungue si €n
verano y otofio.

l.as primeras colonias provenientes de extracto de ambos érganos se
comenzaron a obtener mas temprano en NAD que en XPSM, en un periodo
que varié entre 1 mes y medio y 4 meses.

Comparando los 2 medios de cultivo se observa una clara diferencia en
cuanto al porcentaje de muestreos en los cuales se obtuvieron colenias. Se
obtuvo un promedic de 32% de aislaciones en NAD y 12% en XPSM.

En nectarinas, el porcentaje fue muy bajo en XPSM, en cambic en NAD,
se obtuvieron aislaciones en gran parte de los muestreos realizados a fines del
periodo.

En los cultivos de duraznero y ciruelo el porcentaje de aislacion aumenta
en los 2 medios de cultive en los meses de marzo y abnl. En estos cultivos se
obtienen aislaciones en NAD y en XPSM en la misma fecha de muestreo.
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4. Deteccion de Xanthomonas campestris pv. pruiti por la técnica de
ELISA-DAS. ’

Cuadro N° 7. Porcentaje de muestreos con resultados positivos de
ELISA-DAS en hoja y rama en las 3 estaciones estudiadas.

ESTACION ORGANO
HOJA RAMA

PRIMAVERA 43 30
VERANO 31 30
OTONO 75 43

]

Con este método fue posible detectar la bacteria en todas las épocas de
muestreo (Cuadro N°® 7},

El porcentaje de muestreos en los cuales se logrd detectar et patogeno
aumenté hacia principios de otorio.

Dicho incremento fue mas marcado en hoja que en rama.

En verano, el porcentaje fue aproximadamente igual en ambos organos.

Cultivares de Nectarinas

Los valores obtenidos para el extracto de hoja en et cultivar Fantasia son
bajos en todo el periodo (figura N° 1, apéndice).

Para el extracto de rama, el maximo que se obtiene (29/12) sigue a un
pico de hoja detectado un mes antes de dicho muestreo. Ademas, este valor
mas pronunciado coincide con la ausencia de deteccion de la bacteria en hoja.

A mediados del mes de enero los resultados en ambos extractos son
bajos y no difieren demasiado entre si.
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A principios de otoho, se observa una tendencia al aumento de dichos
valores. .

En el cultivar Nectared Il no se observan resultados tan pronunciados en
hojas ni en ramas en todos 10s muestreos realizados (figura N° 5, apéndice).

Al igual que en el cultivar Fantasia, el pico de rama que se da a
principios de verano coincide con la falta de deteccion de |a bacteria en hoja y
dicho incremento es precedido por un pico de hoja aobtenido 12 dias antes.

A partir del mes de enero, los valores obtenidos en los 2 extractos son
bajos y no hay diferencia entre ellos, observandose el mismo comportamiento

gue en el cultivar Fantasia

Hacia principios de otofo se produce un aumento de los resultados en los
2 drganos.

Al comparar los 2 cultivares, se observa gue en el cultivar Fantasia se
lograron valores mas altos de rama a principios de veranc y otofio.

En cambio, en hoja se obtuvieron valores muy bajos para los 2 cultivares,
encontrandose poca variacion entre ellos.

Cultivares de Durazneros

En el cuttivar Brunetto se observan picos de rama a comienzos de
verano y otofio.

El pico de rama en el mes de enero coincide con una baja deteccién de la
bactena en hoja.



Con respecto a extracto de hoja, los valores detectados son bajos en todo
el periodo, con una tendencia a aumentar hacia el otofio (figura N° 2
apéendice).

En el cultivar Rey del Monte se obtienen valores bajos en todo el periodo
para el extracto de rama; luego del 25/03 aumentan.

Los resultados de extracto de hoja son considerablemente mayeres a los
de rama, obteniéndose picos a fines de diciembre, mediados de enero vy
principios de otono, siendo el uitimo el mas pronunciado, superando a los
anteriores de 2,4 a 2,8 veces.

El aumento obtenido el 25/03 se comenzaba a visuatizar desde el mes de
febrero (figura N° 3, apéndice).

En el cultivar Junegold se observa un pico a fines det mes de octubre en
rama, después del cual sigue una disminucidn marcada hacia fines de
primavera, una baja deteccidn en verano y un fuerte aumento a principios de
otofio. Este ultimo coincide con la ausencia de deteccion del patdgeno en hoja.

LLos niveles obtenidos en hoja son bajos a lo largo de toda |la estacion de
crecimiento, tendiendo a aumentar en otofo (figura N° 4, apendice).

Cultivo de Damasco

En este cuitivo se visualizan 2 picos de rama, uno a fines de diciembre y
otro a principios de otofio (figura N° 6, apéndice).

El pico de rama que se da en diciembre coincide con un pico de hoja.

En extracto de hoja no se observaron valores altos en todo el periodoe, sin
embargo, se observa una leve tendencia a aumentar en ctofio.
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Cultivos de Ciruelo

En el cultivar Golden Japan (VIl) del predio de Facultad se obtienen 2
pICO$ de rama, uno a fines del mes de diciembre y otro a mediados de febrero,
siendo el primero mas pronunciado que el segqundo.

En relacion a hgja, los valores maximos se obtienen en primavera,
principios y mediados de verano. Ei mayor pico en hoja se produce a fines de
diciembre, el cual coincide con un pico de rama (figura N° 7, apéndice).

En el cultivar VIIl se cbservan valores de extracto de rama mucho mas
bajos que en el cultivar VI, dichos valores presentan una tendencia a aumentar
a principios de otono (figura N° 8, apendice).

Los resultados de hoja y rama del cultivar VIl no varian
considerablemente en todo el periodo, con excepcidon de un pico de hoja que
se da en ofono.

En el mes de abril hay una tendencia de aumento en exiracto de rama.
Por dltimo, cuando se comparan cultivos de un mismo predio se

observa que las curvas de absorbancia siguen la misma tendencia tanto en
hoja como en rama.
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C. COMPARACION DE LAS TECNICAS DE DETECCION DE
Xanthomonas campesltris pv. pruini.

Cuadro N° 8. Coincidencia entre resultados obtenidos en NAD y
observacion de sintomas {(en porcentaje).

CULTIVARES MUESTREOS
HOJAS RAMAS
c/s* sfs** cis*  sis*
Nectarina cv. Fantasia (I} 25 50 0 27
Duraznero cv. Brunetto (i) 37,5 50 33 33
Duraznero cv. Rey del Monte (lii) 33 16,6 100 0
Duraznero cv. Junegold (IV) 50 0 50 70
Nectarina cv. Nectared Il (V) 57 0 100 27
Damasco cv. Bulida (VI) 50 50 0 27
Ciruelo  cv. Golden Japan (VII) 66 33 66 33
Ciruelo  cv. Golden Japan (VIII) 55 0O 100 36
X 46 25 56 32

* con sintomas
** 8in sintomas

En la mayoria de los muestreos, tanto en los que se cbservaron sintomas
en hojas y ramas, como en los que no se observarcn, se obtuvieron aislaciones
en NAD (cuadro N° 8).

Se obtuvo el mayor porcentaje de muestreos con aislaciones en NAD en
los que presentaron lesiones en hojas y ramas.
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Cuadro N° 9. Total de cultivares que formaron colonias en NAD en las 3

estaciones.
ESTACION ORGANO
HOJA RAMA
PRIMAVERA 5 3
VERANO 7 7
OTONO 8 8

De un total de 8 cultivares, en primavera fue posible aislar la bacteria en
hoja y rama en 5 y 3 de ellos respectivamente (cuadro N° 9).

En los cultivos de ciruelo se aisld el patdégeno en hoja y en rama durante
la primavera, correspondiendo las restantes aislaciones de hoja en dicha época
a nectarina cv. Fantasia, duraznero cv. Brunetto y al cultive de damasco.

El cultivar de duraznero Junegold y los cultivos de ciruelo presentaron
colonias en NAD proveniente de extracto de rama en primavera.

En verano se obtuvieron aislaciones de hoja y rama de 7 cultivares,
exceptuando el cultivar de duraznero Rey del Monte

En otono todos los cultivares presentaron colonias en NAD.
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Cuadro N° 10. Coincidencia entre aislaciones obtenidas en XPSM y
observacion de sintomas {en porcentaje).

CULTIVARES MUESTREOS
HOJAS RAMAS
cls* sfs** c/s*  sls™
Nectarina cv. Fantasia () 16 O 0 0
Duraznero cv. Brunetto (Il) 16 O 0 0
Duraznero cv. Rey del Monte (Hl) 20 O 33 0
Duraznero cv. Junegold {IV} 50 20 100 14
Nectarina cv. Nectared Il (V) 0 0 0 0
Damasco cv. Bulida (VI) 0 0 0 0
Ciruelo cv. Golden Japan (V) 16 33 100 37,5
Ciruelo cv. Golden Japan (VHI) 42 0 0 33
X 20 6,6 29 10,5

*

con sintomas
** sin sintomas

Se obtuviercn aislaciones en XPSM en alrededor del 50% de ios
muestreos de hojas y ramas que presentaron o no lesiones.

El promedio de muestreos en los cuales se aislo la bacteria fue mayor en
aguellos que mostraren sintomas en los 2 organos.
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Cuadro N° 11. Total de cultivares con aislacién en.XPSM en las 3

estaciones.
ESTACION ORGANO
HOJA RAMA
PRIMAVERA 0 0
VERANOQO Z 1
OTONO 5 4

En primavera no se aislo la bacteria en este medio de cuitivo.

L

En verano y otonio, el patégeno se obtuvo en mayor namero de cultivares.

Se detectd |la bacteria en hoja en mayor numero de cuitivares que en

rama.

En la estacidon calida, se obtuvieron aislaciones de hoja soioc en los
cultivares Fantasia y Junegold en una sola fecha de muestreo (cuadros N° 12
y 18, apéndice). La Unica aislacion de rama se obtuvo en el cultive de ciruelo

proveniente del predio de Facultad.

En otofio se lograron aislaciones de hoja en los cultivares de duraznero

y ciruelo y se observaron colonias de extracto de rama en los mismos

cultivares que de hoja, con excepcion del cultivar de duraznero Brunetto.
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Cuadro N° 12. Porcentaje de coincidencia entre resultados de
ELISA-DAS y observacion de sintomas.

CULTIVARES MUESTREOS
HOJAS RAMAS
c/s* sis** - cis” sis**

Nectarina cv. Fantasia (I} 22 0 100 45
Duraznero cv. Brunetto (i) 14 20 33 11
Duraznero cv. Rey del Monte (lll) 60 71 33 20
Duraznero cv. Junegold (V) o 14 33 11

. Nectarina cv. Nectared Il (V) o 20 50 0
Damasco cv. Bulida (V) 25 0 0 33
Ciruelo  cv. Golden Japan (VIl} 82 100 50 40
Ciruelo cv Golden Japan (VIl}) 55 66 0 45

X 32 36 37 25

* con sintomas
** sin sintomas

Se logré detectar la presencia de la bacteria en la mayoria de los
muestreos realizados.

Se diagnosticd la presencia de este patdgeno en mayor numero de
muestreos que presentaron cancros que en aquellos en que no se visualizaron
los mismos.

En cambio, en hoja, el promedio fue mayor en los muestreos en los que
no se observareon lesiones (cuadro N® 12).
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Cuadro N° 13. Total de cultivares con deteccion de la bacteria en
ELISA-DAS en las 3 estaciones.

ESTACION ORGANO

HOJA RAMA
PRIMAVERA 7 7
VERANO 4 7
OTONO 8 8

Ep las 3 estaciones se pudo detectar la bacteria en un porcentaje alto de
~ cultivares, no habiendo diferencia entre hoja y rama, excepto en verano.

En primavera, no se detectd el patogeno en hoja ni en rama del cultivar
de ciruelo Golden Japan, proveniente del predio comercial.

En el verano, |la bacteria se logro detectar en hoja de los cultivares
Rey del Monte, Bulida y Golden Japan, no detectandose en rama del cultivar
Junegold.

En otono, todos los cultivares presentaron resultados positivos en este
test, tanto en hoja comoe en rama.
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V. DISCUSION

A. VARIACIONES ESTACIONALES

1. Sintomas observados

Para la observacion de sintomas se tomaron las hojas mas [ovenes de
ramas elegidas al azar, de acuerdo a lo sefalado por Civerolo {(1975) de que
las mismas son mas susceptibles a la infeccion.

La ubicacion de las lesiones en las hojas en los espacios internervales.
cercano a las nervaduras principal y secundarias esta de acuerdo con lo que
sefialan Bazzi y Mazzucchi (1980) y Scortichini y Simeone {1990).

La observacion de ias lesiones en hojas a contraluz caincide con |o
descripto por Scortichini y Simeone (1990).

Las dudas en algunos casos sobre la presencia de sintomas especificos
de Xanthomonas campestris pv. pruni estd de acuerdo con lo que subraya
Dunegan (1932) de gue las lesiones jévenes en hojas podrian confundirse con
otras enfermedades.

En relacion a la descripcion de los cancros en ramas, las observaciones
realizadas coinciden con o descripto por Goodman y Hattingh (1988) y EPPO
(1990).

La ubicacion de los cancros a lo largo de toda la rama esta de acuerdo con
lo que describen Du Plessis (1989) y EPPO (1990), no asi con lo que sefalan
Goodman y Hattingh (1988) de que los cancros se encuentran usualmente en
la mitad inferior de la misma.
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Se pudo observar gue el cancro rodeaba completémenle la rama en algunas
oportunidades. Esto coincide con lo reportade por Goodman y Hattingh (1986),
Du Plessis (1989) y EPPO (1990).

2. Comparacion de la aparicion de sintomas en los dilerentes culilvares.

Los primeros sintomas en hojas se observaron en el mes de noviembre en
todos los cultivares. Esta observacidn coincide con lo descriptio por Thornberry
y Anderson (1933) quienes observaron ias primeras lesiones en hgjas de
duraznero el 22/05 (Hemisferio Norte).

El porcentaje de muestrecs con lesiones en hojas mas bajo correspende a
duraznero cv. Junegold; se obtuvo solo 31%, cifra que es inferior a los
restantes cultivos y se considera como valor bajo. De acuerdo a Kell y Fogle
(1973) el cultivar Junegold mostro en su ensayo un alto grado de resistencia
(de 1 a 5% de hojas infectadas)

En damasco cv. Bulida, el 86% de los muestreos presentc sintomas en
hojas, Ie que indica un grade de infeccion alto y en consecuencia un cultivar
muy susceptible a la bacteria. Du Plessis et al (1979) seflalan que el cuitivar
Bulida puede ser afectado por varias aislaciones de Xanthomonas
campestris pv. pruni. Layne (1966) sostiene que esta bacteria causa grave
enfermedad en damasco.

Los primeros cancros en ramas se cbservaron en el mes de enero en
duraznero cv. Junegold y nectarina cv. Nectared Il. Esta observacién
coincide con la realizada por Moffett (1973) quien afirma que es dificil encontrar
cancros en ramas de duraznero hasta el mes de enerc (Hemisferio Sur).

En la mayoria de los cultivos los primeros sintomas en ramas aparecen
alrededor de 2 a 4 meses después de comenzar a visualizar lesiones en hojas.
Esto esta de acuerdo con Thornberry y Anderson (1933) quienes senalan que
los cancros en ramas se desarrollan 2 meses después de |a infeccidn primaria.
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En la mayor parte de los cultivos se observaron sintomas en hojas en una
misma fecha de muestreo, obteniendose 78% de muestreos en los cuales se
dio este resultado.

En el 50% de los muestreos de rama no se obtuvieron sintomas en ningun
cultivar, observandose cancros en el 21% de los muestreos en la mayoria de
los cultivares.

Esto sugiere que se produce un aumento de 1a poblacién bacteriana en
los diferentes cultivos bajo determinadas condiciones predisponentes.

Shepard y Zehr (1986) reportan haber hallado la bacteria en ramas y
hojas de ciruelos y durazneros durante todos los muestreos reaiizados en la
estacion de crecimiento.

¥

Comparacion entre cultivares de Nectarinas

El porcentaje de muestreos que presentaron sintomas en hojas fue alto
para los 2 cultivares de nectarinas estudiados. De esto se infiere que ambos
son susceptibles a la infeccion por esta bacteria. Este resultado esta de
acuerdo con Young (1978) quien afirma que Xanthomonas campestris pv.
pruni causa graves infecciones en nectarinas. Sin embargo, no esta de
acuerdo con Stefani et al (1989) y Lopez (1992) quienes sefialan que el cultivar
Nectared Il es poco sensible a este patdgeno.

El mayor porcentaje de muestreos que presentaron sintomas en hojas en
el cultivar Fantasia se obtuvo luego de los dltimos tratamientos quimicos
realizados. En ambos cultivos, los primeros sintomas en ramas tomadas al
azar aparecieron alrededor de un mes despues de la Ultima aplicacion de
producto quimico. De estc se deduce que la aplicacién de productos quimicos
protegen a la planta contra el ingrese del patogeno.
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Comparacion entre cultivares de durazneros.

De los resultados abtenidos se deduce gue la época de cbtencién de
mayor namere de muestreos con sintomas en hojas coincide con la aparicion
de los primeros cancros en ramas para los 3 cultivares.

Sélo en aigunas oportunidades {4/03 y 19/03) se cbservaron sintomas en
hojas y ramas adyacentes, lo que indica que hubo una baja relacidn entre
ramas con sintomas y hojas de 1as mismas con lesiones.

Esto estaria indicande que la bacteria infecta las hojas y luego necesita
un periodo para Hegar hasta la rama, via peciolo, colonizarla y producir
infeccidn, como o sefiala Du Plessis (1986).

La época de observacion de sintomas en hojas y en ramas adyacenies,
esta de acuerdo con lo que sefiala Du Plessis (1985) de que antes de la caida
de la hoja, el patogeno migra desde las hojas hacia las ramas; aunque este
autor afirma haber tenide una buena relacidn entre ramas infectadas y hojas
infectadas adyacentes, dicho resultado no se obtuvo en este trabaijo.

El dltimo tratamiento gquimico que realizé et productor en el cullivar
Brunetto fue el 20/01; se obtuvo el mayor porcentaje de muesireos con
sintomas en hojas luego de dicho tratamiento.

En el cuitivar Junegold, se observaron sintomas en hojas en gran parte

de los muestreos realizados alrededor de un mes después del ultimo
tratamiento quimico.

En Rey del Monte, se observd el mayor porcentaje de muestreos con
sintomas en hojas alrededor de 1 mes y medio después de la cosecha,
probablemente luego de los ultimos tratamientos.

De esto se deduce que los tratamientos quimicos realizados protegen a la
planta contra el ingreso de la bacteria.



70

En el cultivar Rey del Monte, ios cancros en rama aparecieron mas tarde
que en los otros cultivos de durazneros, concentrandose hacia el final del
periodo. Esto se debe probablemente a una mayor resistencia por parte de
este cultivo a formar cancros en rama, lo que o haria mas resistente con
respecto a los otros cultivos en relacion al debilitamiento del arbol. No se han
encontrado referencias bibliograficas que avalen esta afirmacién.  Puede
deberse ademas a que las ramas mas viejas retarden al desarrollo del cancro
de acuerdo a o que senala Du Plessis (1987).

Comparacion entre cultivos de ciruelo

Estos cultivos presentaron sintomas en hojas en un alto porcentaje de {os
muestreos; de esto se deduce un alto grado de infeccion en los mismos y por
ende de cultivares muy susceptibies a la mancha bacteriana.

Esta conclusion coincide con Scortichini y Simeone {1990) y EPPO (1990)
guienes senalan que el ciruelo japonés es muy susceptible a Xanthomonas
campestris pv. pruni.

La diferencia que se observa en ambaos cultivos en cuanto a la época de
mayor numero de muestreos con sintomas en hojas se debe probablemente al
efecto de los productos quimices utilizados en el cultivar comercial que
disminuyen la poblacion bacteriana. Esta afirmacion seria avalada por el hecho
de gue en el cultivar comercial se observa un aumento de |los muestreos
presentando sintomas en hoja luego del ultimo tratamiento quimico -

El retraso en la aparicion de sintomas en ramas y la menor obtencion de
los mismos en el cultivar comercial con respecto al cultivar del predio de
Facultad se atribuye también a la aplicacion de fitosanitarios.
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Comparacion entre cultivos de un mismo predio

Al realizar la comparacion, se concluye que en 2 predios fue posible
encontrar cancros en ramas en cultivos contiguos {duraznero y nectarina) en fa
misma fecha de muestreo.

En general, el porcentaje de muestreos con sintomas en hojas fue similar
para los cultivos de un mismo predio.

Estas 2 conclusiones permiten inferir que la bacteria puede dispersarse
entre cultives, como 10 sefiala Du Plessis (1989). Goodman y Hattingh (1988)
reportan que a menudo las herramientas de podar no se desinfectan cuando se
podan diferentes cultivos en un mismo predio, por lo que la bacteria puede
dispers'arse por medic de las mismas.

Ademas el manejo realizade en cullivos de un mismo predio permitiria la
obtencion de resultados similares en los mismos.

En cambio, el porcentaje de muestreos presentando cancros vario para
cada cultivo en cada predio, le que se atribuye al diferente grado de
susceptibilidad.

Con respecto al cultivar de damasco, Scortichini y Tropianc (1992)
subrayan que el cultivo de damasco puede ser infectade por esta bacteria si e!
mismo esta situado en las proximidades dei cultivo de ciruelo japonés: esta
afirmacion ha sido constatada en este trabajo.



3. Influencia de las condiciongs predisponentes sobre |a aparicion de |a
Mancha Bacteriana :

En la temporada que se realizd este {rabajo, las condiciones ambientales
fueron favorabies para la dispersion de la bacteria.

l.as temperaturas maximas registradas en todo el pericde fueron en
general superiores a la requerida para el desarrollo de ia enfermedad, como lo
senala EPPO (1990).

Durante la primavera se registraron precipitaciones en menor cuantia que
en verano y otofo, visualizandose lesiones solo en las hoias.

En verano y otorio se produjeron lluvias abundantes, observandose
lesiones en hojas y ramas. Esta afirmacion concuerda con Dunegan (1932)
quien indica que las fluctuaciones anuales de la enfermedad pueden ser
atribuidas a los cambios en la cantidad de precipitaciones, ya que éstas
permiten |a dispersidon de la bacteria entre arboles y cultivos.

En la mayoria de los cultivos se obtuvo el mayor porcentaje de muestreos
con sintomas en hojas y se observaron los primeros cancros en rama alrededor
de un mes después de los ultimos tratamientos quimicos realizados.

Es probable que la residualidad de los productos quimicos apiicados
influya en la época de aparicion de sintomas.



B. METODOS DE DETECCION UTILIZADOS EN EL LABORATORIO

1. Aislacion de Xanthomonas campestris pv. pruni en medio de cultivo
no selectivo (NAD).

Las caracteristicas maorfoldgicas de las colonias bacterianas que se
describen en este trabajo coinciden con las expresadas por Dunegan (1932),
Durgapal (1970), Ercolani (1970), Civerolo (1982}, Stefani el _al (1989} y
Scortichini {1990) para el crecimiento de Xanthomomas campestris pv. pruni
en medio de cultivo conteniendo agar nutritivo.

El periodo de incubacion en NAD fue similar al gque senala Civerolo
(1982).

Por este método se logro aislar |la bacteria de rama durante la primavera.
Este resultado no coincide con el obtenido por Thornberry v Anderson (1933)
quienes afirman que es dificil aislar el patdgenc de ramas durante esta época
del afio. Sin embargo, esta de acuerdo con Dunegan (1926} quien aislo la
bacteria de extracto de ramas al comienzo de la estacién de crecimienio.

Las primeras colonias provenientes de extracto de hojas se obtuvieron en
el mes de noviembre. Este resultado esta de acuerdo con Thorberry y
Anderson (1933) quienes lograron obtener aislaciones de hojas de durazneros
en el mes de mayo (Hemisferio Norte).

El! mayor porcentaje de aislaciones de hojas y ramas al comienzo de la
estacion se obtuvo en los cultivos de ciruelo. Ello se puede deber a la mayor

susceptibilidad que presentan estos cultivares, tal como indican Scortichini y
Troptano (1992).

En el resto de los cultivos se obtuvo bajo porcentaje de aislaciones al
comienzo de la estacion de crecimiento, probablemente por la baja pobtacién
del patdgeno en dicha época.
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Durante el verano ias aisiaciones de hojas y ramas fueron escasas debido
probablemente a gue temperatura elevada y humedad baa afectan la
dispersion e infeccion de la bacteria.

Bazzi y Mazzucchi (1980) citados por Lopez (1992) sefalan que la
diseminacion de la bacteria se realiza en primavera y oiocho, ya que en el
verano las temperaturas elevadas cicatrizan los cancros obstaculizando |a
difusion de la enfermedad.

La poblacién bacteriana disminuye en la superficie foltar (Young, 1978) y
en los cancros que se secan (Thornberry y Anderson, 1933) duranie el verano.

La cobtencidén a principios de otofio de aislaciones abundantes en casi
todos los cultivares se atribuye al aumento de la poblacion det patégeno.

Este medio de cultivo presenta la ventaja de que en é| se pueden abtener
colonias tipicas del género Xanthomonas, las cuales son faciles de reconocer
a simple vista.

Ademas es un medio de cultivo de bhajo costo, de facil preparacion y
manejo y en el cual se obtienen colonias en un corto pericdo de tiempo,
facilitando |a deteccion rapida de la bacteria,

La obtencion de los extractos para la siembra 24 horas después de la
recoleccion de las muestras, fue causa probablemente de bajos porcentajes de
muestreos en los cuales se obtuvieron colonias tipicas de la bacteria, ya que la
bibliografia indica que NAD es eficaz en la deteccion de Xanthomonas
campestris pv. pruni.
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2. Aislacion de Xanthomonas campestris pv. pruni en medio de cultivo
selectivo (XPSM).

En el medio de cultivo selectivo se observo crecimiento bacteriano lento.
Se observaron colonias 7 dias luego de la siembra. Esto concuerda con lo
observado por Civeroio (1982) y Shepard y Zehr (1994).

La mayoria de las caracteristicas morfologicas de las colonias obtenidas
en este medio de cultive coinciden con las descriptas por Civerolo (1982); sin
embargo, este autor reporta que las colonias pueden presentar aspecto
brillante, caracteristica que no se constato en este estudio.

Cuando se obtuvieron colonias provenientes del repicado desde XPSM a
NAD, se cbservaron colonias tipicas del género Xanthomonas en un periodo
“de incubacién de 48 horas. Este resultade coincide con el obtenido por

Civerolo (1982).

El porcentaje de muestreos en los cuales se obtuvieron colonias en
general fue muy bajo durante toda la estacién de crecimiento.

En primavera no se obtuvieron colonias en XPSM debido probablemente
a la baja poblacion bacteriana existente en dicha época. Este resultado no
concuerda con el obtenido por Shepard y Zehr (1994) quienes aislaron la
bacteria en XPSM durante todo el afio.

A principios de otofio se logré aislar la bacteria de los cultivos de ciruelo
y duraznero. Esto Ultimo se atribuye al aumento de Ia pobiacidn bacteriana en
esta epoca. Esto concuerda con Shepard y Zehr (1994) quienes aislaron |a
bacteria en XPSM de hojas y ramas de duraznero y ciruelo al comenzar el
otof1o, cuando hay un incremento de la poblacidn del patégeno.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo. se considera que
XPSM no es eficaz en la deteccion de la bacteria en todas las épocas de
muestreo.

Al aumentar la poblacion de la misma, XPSM es mas efective en la
deteccion, que en la época en que ella es baja.

Presenta como desventaja el hecho de que las colonias se oblienen en un
periodo muy largo {7 dias) lo que impide realizar una deteccion rapida de la
bacteria.

Por otra parte, en XPSM las colonias no son faciles de reconocer ya que
no presentan el tipico color amarillo caracteristico de Xanthomonas
campestris pv. pruni.

Se considera que XPSM es un medio de cultivo que tiene alto costo por la
cantidad de sustancias que lo componen y ademas, en algun momentc es
posible carecer de un componente lo que limita su utilidad.

Estas afirmaciones no estan de acuerdo con Civerolo {1982) quien senala
que XPSM es barato y tiene buena sensibilidad y selectividad.
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3. Comparacion del medio de cultivo selectivo {XPSM) con el medio de

-

cultivo no selectivo (NAD).

Al comparar ambes medios de cuitivo se deduce lo siguiente.

La pigmentacion de las colonias obtenidas difiné en los 2 medios de
cultivo y las colonias crecieron mas rapido en NAD gue en XPSM: esto esta de
acuerdo con lo senalado por Civerolo (1982}

Con respecto al desarrollo de las colonias, los resultados obtenidos no
concuerdan con lo reportade por Civerote (1982) quien obtuvo mayor numero
de colonias en XPSM que en el medio de cultivo conteniendo agar nutritivo.

A pesar de las buenas caracteristicas mencionadas para XPSM por
Civerolo (1982), en el presente trabajo se obiuvo menor porcentaje de aislacion
en todas las épocas de muestreo realizadas, comparado con NAD.

Et hecho de detectarse la bacteria mas temprano en NAD gue en XPSM
le otorga una mayor ventaja.

Al considerar que en primavera hubo una poblacion bacteriana baja, NAD
seria mas efectivo o mas sensibie en la deteccion de la bacteria que XPSM.

A principtos de otofo, época en gue se prevee un aumento de la
poblacion del patdgeno, en NAD se obtienen colonias provenientes de todos
los cultivares estudiados. En XPSM solo se obtuvieron colonias de los cultivos
de ciruelo y duraznero en dicha época.

E! uso simultdnec de los 2 medios de cultivo permitiria una rapida
aislacion e identificacion de Xanthomonas campestris pv. pruni.
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En conclusion, el uso de XPSM comparadoc con NAD no seria una
herramienta util en el monitoreo de Xanthomonas éampestn’s pv. prurni o en
el estudio de desarrollo de ta enfermedad, a menos que se revea la
composicion def medio y se astudie el comportamiento de los aislamientos
nacionales.

4. Deteccion de |la bacteria por la técnica de ELISA-DAS

Los resuitades obtenidos en este trabajo indican en primera instancia que
este test fue adecuado ya que con él se pudo detectar la presencia de la
bacteria en hoja y rama de todos los cultivares en todo el ciclo,

Comparando los resultados del cuadro N? 7, se observan diferencias en el
porcentaje de muestreos con resultados positivos en las 3 estaciones.

Desde la primavera al verano, el porcentaje de muestreos con resultados
positivos en hoja desciende. Ademas en esta ultima estacion no se observa
diferencia entre hoja y rama.

Esto permite concluir que las condiciones atmosféricas en |z estacion
calida limitan la dispersion e infeccion por este patégeno.

El hecho de obtenerse siempre mayor porcentaje de muestreos con
resultados positivos en hoja que en rama, indica probablemente que la bacteria
puede ser aislada mas facilmente de la superficie foliar que de las ramas.

Se nota un incremento de la deteccion hacia principios de otofio. Esto
esta asociado a la mayor concentracion de indcule que se encuentra en dicha
época.
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Segun EPPO (1990), la bacteria aparece y se dispersa en primavera. en
verano se reduce la poblacion y las infecciones tardias ocurren en otono,
afirmaciones que estan de acuerdo con los resultados obteridos en este
trabajo.

Los extractos de arboles sanos siempre dieron valores de absorbancia
muy bajos lo que permitid comparar con las muestras provenientes de arboles
aparentemente infectados.

Cultivares de Nectarinas

Los cullivares de nectarinas presentan un comportamiento similar en
relacion a extracto de hoja y la forma general de las curvas es de la misma
tendencia.

La obtencicn de valores mas altes en rama del cultivar Fantasia a
principics de verano y otono estaria indicando mayor infestacidon en este
cultivar.

Sin embargo, se observan valores de absorbancia bajos en generat en os
2 cultivos tanto en hoja como en rama, con respecto a los otros cullivares
estudiados.

Este resultado sugiere que estos cultivares de nectarinas son resistentes
a este patdgeno.
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Cultivares de Durazneros

En relacidn a ios cultivares de durazneros, Rey del Monte presenta
valores foliares mas altos que Brunetto y Junegold, con picos pronunciados
en verano.

En este sentido, Rey del Monte presentaria mayor concentracion de
inoculo en hoja. No se han encontrado referencias bibliograficas sobre el nivel
de susceptibilidad de esta variedad.

En general se encontrd poca variacion entre los resultados de ramas de
los 3 cultivares, exceptuando un fuerte aumento en el cultivar Junegold en el
otofic. Esto se debe probablemente al aumento de la peblacion bacteriana en

este cul'tivo en dicha época.

Con respecto al cultivar Junegold, los resultados obtenidos no
concuerdan ¢on 10 que reportan Keil y Fogle (1973) de que este cultivar es
resistente a la mancha bacteriana. Sin embargo, estos autores senalan que el
comportamiento obtenido en dicho cultivar se da en una determinada localidad
y en un aio en particular. Ellos concluyen que diche comportamiento puede
variar en otros lugares y en afnos diferentes, lo que estad de acuerdo con o
obtenido en este trabaijo.

Cultivos de Ciruelos

En el cultivar del predio de Facultad (VIl) se observa una relativa
constancia de los resultados ebtenidos en todo el periodo, siendo los mismos
muy altos. Los picos de rama en general coinciden con ios picos de hoja. Estos
resultados sugieren la presencia de gran concentracion de indculo en este
cultivo. Esto estaria indicando la alta susceptibilidad del cultivar come lo sefiala
EPPO (1990).



La diferencia pbservada en ios 2 cultivos de ciruelo se debe posiblemente
al efecto predio. Aunque también puede darse la”posibilidad de gue estan
actuando diferentes aislaciones en los mismos.

Por ultimo, podria darse el casc de que el patdgeno no se encontrara
uniformemente distribuido en todos los tejidos del vegetal, como lo sefialan
Shepard y Zehr (1994) lo que habria dificultado la abtencion del mismo en el
ciruelo det! predio comercial.

Independientemente del cultivar y de acuerdo a la tecnica de  ELISA-
DAS, hay 2 picos estacionales marcados que se dan a principios de verano y
otofio,

El pico de rama que se abtiene a principios de verano es precedido por
" un pico de hoja en los cultives de ciruelo y en el cultivar de nectarina
Nectared Il.

Los picos de rama coinciden con la ausencia de deteccion de {a bactena
en hoja en 5 cultivos.

Estos resultados sugieren que en primer tugar la bacteria infecia a las
hojas y luego se dirige a las ramas, colonizéndolas y produciendo infeccion,
como lo afirma Du Plessis (1986).

Basado en los resultados de {os test de ELISA-DAS, se concluye que el
métedo puede ser usado para detectar la presencia de |la bacteria.

De acuerdoe a revision biblicgrafica, esta técnica no se ha utilizado en la
deteccién de Xanthomonas campestris pv. pruni. En este aspecto, EPPO
(1990) subraya que aunque las técnicas seroldgicas han sido utilizadas para el
diagnostico de otros patovares de Xanthomonas campestris en frutales, las
mismas no se han utilizado para la deteccion de Xanthomonas campestris pv.
pruni.
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Se considera que esta técnica es suficientemente sensible para detectar
la presencia de la bacteria en poblaciones bajas como sucedio en primavera.

Vruggink (1978), Schaad (1979), y Civeralo y Fan {(1982) consideran gue
la sensibilidad de esta técnica en la deteccion de este patdégeno es similar a la
reportada para otras bacterias fitopatdgenas.

Este metodo presento las siguientes ventajas:

a) no se necesita equipo muy costoso,

b) es de facil manipulacion,

c) ahorra tiempo en el diagnostico;

d) dtll para corroborar sintomas dudosos;

e) resultados cuantificables,

Presenta como desventaja la preparacion de los extractos, la cual se
compensa con las ventajas antedichas.



C. COMPARACION DE LAS TECNICAS DE DETECCION DE
Xanthomonas campestris pv. pruni.

La bacteria se logré detectar en todos los métodos en hojas y ramas que
presentaron o no sintomas. Sin embargo, ta eficiencia de deteccion dependio
del método utilizado.

Asi en hojas con sintomas, NAD presento el mayor valor promedio de
muestrecs en los que se consiguid detectar la bacteria con respecto a XPSM vy
ELISA-DAS. Sucedid lo mismo en ramas con cancros.

En hojas y ramas sin sintomas, XPSM presentd &l menor valor promedio
de muestreos en los que se obtuvo aislaciones.

En ramas sin sintomas se obtuvo el mayor porcentaje en NAD.

En hojas asintomaticas el promedic mayor se obtuvo en el metodo
serologico.

De los muestrenos de ramas que no presentarcn sintomas, se cbtuvo
mayor porcentaje de deteccion en NAD que en  ELISA-DAS. Dicha diferencia
50l0 estuvo dada por 2 cultivares de durazneros y uno de nectarina.

De estos resultados se deduce que se enconird una mejor relaciéon entre
NAD y observacicn de sintomas que en (os otros metodos.

El hecho de obiener resultados positivos en muestras asintomaticas,
indica que la bacteria esta presente en los tgjidos aparentemente no afectados.
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La mayoria de las bacterias fitopatdgenas producen reacciones en |as
plantas afectadas en un cortoc periodo de tiempo, permitiendo el diagnostico
rapido de la enfermedad por medio de la observacion de los sintomas
producidos por éstas {Agrios, 1985). Pero este no es el caso de Xanthomonas
campestris pv. prumni, ya gue las manchas que se desarrcllan en hojas
demoran alrededor de 14 dias en hacerse vigibles, de acuerdo a lo reportado
por Dhanvantari (1977) y Du Plessis (1989).

Esto sucede también en ramas donde ia bacteria puede permanecer
latente sin producir sintomas de 8 a 12 semanas (Du Plessis. 1987). Los
resultados obtenidos por estos autores han sido confirmados en este trabajo.

Ademas, la deteccion de la bacteria en hojas y ramas asintomaticas
ayudaria a monitorear la misma, y en consecuencia, se podrian realizar
~ tratamientos en la época mas adecuada tendientes a disminuir ia poblacion.

Es posible gue las muestras asintomaticas contengan una menor
cencentracién de indculo, que aquellas que presentan lesiocnes. En este
aspecto, la técnica de ELISA-DAS presentd mayor sensibilidad en {a deteccidn
con respecto a los medios de cultivo.

ELISA-DAS permitid detectar la bacteria en hoja y rama de la mayoria
de los cultivares mas temprano que ios medios de cultivo.

Ei periodo entre la primera deteccion por esta técnica y la primera
observacion de sintomas o aistacién en NAD o XPSM, fue en general mas corto
en hoja que en rama. En S cultivares, se observaron sintomas en hojas y se
aislo la bacteria de las mismas en NAD alrededor de 20 dias después de la
primera deteccion en el test serolégico. En rama, en cambio, se visualizaron los
primeros cancros de 3 a 5 meses luego gue se detectara por primera vez en
ELISA-DAS y de 1 a 2 meses después de su aislacion en NAD.



En XPSM en general se aislo la bacteria luego de su deteccion en NAD y
ELISA-DAS, con excepcion de algunos cultivares en los que no se observo
crecimiento bacteriano.

La deteccion de la bacteria en una época mas temprana en ELISA-DAS
le otorga una mayor ventaja a esta técnica con respectoc a NAD y XPSM, lo que
serfa beneficioso para realizar controles preventivos antes de que ocurra ia
dispersion de la misma.

De acuerdo a Schaad (1979) el diagndstico correcto de cualquier
enfermedad es un requisito para el control de la misma y cuanto mas rapido se
detecta el patdgeno, se pueden implementar medidas hacia su prevencidn o
erradicagién . En este sentido, ELISA-DAS seria |a técnica mas adecuada, ya
que en pocas horas se aobtienen resultados satisfactorios aun con baja
‘densidad poblacional. En cambio, los medios de cultivo necesitan varios dias
para que se desarrolle la bacteria.

Debido a gue los sintomas pueden confundirse con los producidos por
otras enfermedades, como o afirma Dunegan (1932} ELISA-DAS seria util en
la confirmacion de os mismos.

Ademas permite la confirmacion de resultados obtenidos en los medios de
cultivo, como lo sefnala Schaad (1979) para Xanthomonas campestris, ya que
con &l se obtienen resuitados cuantificables .

La simplicidad, el diagnostico rapido, et bajo costo como lo reportan Nomé
et al (1980) y el hecho de detectar la bacteria mas tempranc en ELISA-DAS
que en los medios de cultivo, hacen de este método una herramienta eficaz
para ser usada en la deteccion de este patogeno, tanto en estudios
epidemiologices como cuarentenarios.
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- VI. CONCLUSIONES

De la interpretacion de los resultados se puede concluir gque:

1} [a primera observacion de sintomas en hojas se realizo en el mes de
noviembre, apareciendo los primeros cancros 2 0 3 meses despues;

2) el mayor porcentaje de muestreos que presentaron sintomas en hojas
se obtuvo después de la cosecha de ios cultives; este periodo coincide con |a
aparicion de fos primeros cancros en la mayoria de los cultivares;

3)« NAD fue mas eficaz que XPSM en ia aislacion de la bacteria,
. detectandcla mas temprano y durante todo el periodo,

4) en ELISA-DAS se encontraron 2 picos estacionales a principios de
verano y otorio, independientemente del cultivar;, este método resultd ser
adecuado presentando varias ventajas: facil manipulacion, diagnostico rapido,
bajo costo, util para corroborar sintomas dudosos y resultados cuantificables;

5) el método de deleccion que se relaciond mejor con la observacion de
sintomas fue NAD:

6) la bacteria se aislé de muestras asintomaticas, lo que indicd que la
misma se encontraba en dichos tejidos;

7) en ELISA-DAS se detectd la presencia de la bacteria mas temprano
que en {os medios de cultivo:

8) NAD y ELISA-DAS presentaran mejor relacion entre ellos ya que con
ambos se detectd el patégeno casi en los mismos cultivares en las 3
estaciones.
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VII. RESUMEN .

En la temporada 1882 - 1993 se llevd a cabo un estudio sobre
Xanthomonas campestris pv. pruni causante de la mancha bacteriana en
Prunus spp.

Esta enfermedad se halla muy extendida en las regiones donde se cultiva
este género, atacando a todas sus especies y siendo destructiva durante la
estacion de crecimiento.

El presente trabajo tuvo los siguientes objetivos:

a) conocer las variaciones estacionales de la bacteria en monies
comerciates, determinando fos momentos claves de actividad de |la misma;

b) comparar 'la metodologia a nivel de laboratorio para determinar bajas
poblaciones bacterianas y poder diferenciar a esta bacteria de otros patogenos.

Se estudiaron 4 especies de Prunus spp: ciruelo, damasco, duraznero y
nectarina.

Las muestras (ramas y hgjas) se recolectaron en montes comerciaies de
Montevideo, vy de Juanico y Progreso (Departamento de Canelones).

El trabajo de taboratorio se realizé en los Laboratorios Biologicos de la
Direccion de Servicios de Proteccién Agricola del Ministeric de Ganaderia,
Agricultura y Pesca.

Se utilizaron 2 métodos de deteccion: medios de cultivo y test seroldgico,
los que se compararon con la presencia o ausencia de sintomas.



Los medios de cultive utilizados fueron: NAD (nutriente agar dexirosa,
medio no selectivo) y XPSM (Civerolo et al, 1982, medio selectivo), en el test
serologico se trabajo con ELISA-DAS.

La técnica de ELISA-DAS resultd ser el método mas efectivo en la
deteccion de la bacteria. Esto se debe a que:

a) se detectd la presencia de la bacteria mas temprano que en los medios
de cultivo,

b) se realizé un diagndstico rapido; se necesitaron pocas horas para
detectar el patdgeno vs. dias en ios medios de cultivos;

¢) los resultados fueron cuantificables ;
d) fue atil en la confirmacion de sintomas dudosos.

El medio de cultivo no selective (NAD) fue mas eficaz en la aislacion de
la bacteria que e! medio de cultivo selectivo (XPSM).

NAD y ELISA-DAS presentaron buena relacion entre ellos, detectandose
la bacteria casi en los mismos cuitivares a fo largo de todo el ciclo

La bacteria se logrd aislar de muestras asintomaticas.
S5 encontraron 2 picos estacionales :

a) a principio de verano ;
b} en otofio.



Vill. SUMMARY

Xanthomonas campestris pv. pruni which causes bactenal spot on
Prunus spp., was studied throughout the 1992 - 1993 season.

This disease is found around the world where this genus s cultivated,
affecting all the species and is destructive during the growing season.

This work had the following objectives:

a) determine the seasonal variations in the population of the bacterium in
commereial orchard in order to establish key moments of activity,

b) compare laboratory techniques used to detect low population of the
bacterium and to diferenciate it from another pathogens.

Four species of Prunus spp were studied: plum, apricot, peach and
nectarine.

The samples (twigs and leaves) were colected in commercial orchards of
Monievideo, and Juanico and Progreso (Canelones Department).

The laboratory work was carried out in the Biological Laboratories of the
Plant Protection Services Direction of the Ministry of Agriculture.

The methods of detection used were: NAD (non-selective medium). XPSM
(selective medium, Civerolo ef al, 1982); and the serological test, ELISA-DAS.

ELISA-DAS iest was the most effective method for detection, for the
following reasons:

a) it detected the presence of the bacterium earfier than culture ;



1)

b) the diagnosis was quick;, a few hours-were needed to detect the
pathogen vs. days in cultures;

c) the results were measurable.
d) it was useful to confirm doubtful symptoms.

The non selective medium (NAD) was more efficient in detecting the
bacterium than the selective medium (XPSM).

The results of NAD and ELISA-DAS were related because they detected
the bacterium in almost the same cultivars during the growing season.

The bacterium was isolated from asymptomatic samples.
Two seasonal increases in the population of the bacterium were detected

a) at the beginning of the summer ;
b) in autumn.
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Xl. APENDICE

Cuadro N* 1. Momentos de visualizacion de sintomas en hojas y ramas

en los cultivares | i, 11l y IV,
Cultivar

i i li v
Organo R H R H R H R H
Fecha de
muestreo
12-11+92 - - - - - - - -
19-11-92 -+ -+ -+ -+
26-11-92 -+ - -+ -
29-12-92 -+ -+ - - - -
11-1-93 - - - +
21-1-93 -+ - - -+ -+
28-1-93 -+ - - - - -+
4-2-93 -+ -+ - - - -
16-2-93 + - + - - - - -
25-2-93 -+ -+ - - - -
4-3-93 -+ + + - - -
19-3-83 - - -+ + o+ + -
25-3-93 .- - - + - _—
23-4-93 -+ + + + o+ + -
R: Rama
H: Hoja

+. presencia de sintomas
- ausencia de sintomas



Cuadro N° 2. Momentos de visualizacion de sintomas en hojas y ramas
en los cultivares V, VI, VI, Vlll y IX.

Cultivar
v Vi Vil Vil 12X

Organo R H R H R H R H R H

Fecha de
muestreo

12-11-92 -
19-11-92 -
26-11-92 -
. 29-12-82 -
11-1-93 + - -
21-1-93 -+ -
28-1-93 -+ -
4-2-93 - - -
15-2-93 - - -
25-2-93 -
4-3-93 +
19-3-93 -
25-3-93 -
23-4-93 .- - -+ -+ -+ - -
R: Rama

H: Hoja

+ +
}

I 1
+ +
| |
1 1
1 1

+ o+ o+ + + o+ o+
1

+
L |
+ o+ *t 4+ + + +
1
+
F

+ o+ o+ o+
+
ot o+

+: presencia de sintomas
- ausencia de sintomas
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Cuadro N° 3. Fecha de aislacion de Xanthonronas campestris pv.pruni de
hojas vy ramas de los cultivares I 1), I v IV en medic de
cultivo no selectivo (NAD).

Fuente de aislacion

Cultivar
| Il ]| v

Organo R H R H R H R H

Fecha de

muestreo

23-10-92 +  + + o+ +  + + o+
.~ 30-10-82 - - - - - - - -

12-11-92 + o+ + + -+ - -

19-11-92 + - + + - - +

26-11-92 + 4+ + o+ - - + -

29-12-92 + - * -+ -

11-1-93

21-1-93 + + - - -+ + +

28-1-93

4-2-93 + o+ -+ -+ + -

15-2-93 - - - -+ Foo-

25-2-93 -+ + - - + -

4-3-93 -+ - -+ + -

19-3-93 + + -+ + + + -

25-3-93 + + + + +  + +

23-4-93 + + + + F+

R:Rama

H:Hoja

+. presencia de colonias caracteristicas de la bacteria
-> ausencia de colonias caracteristicas de la bacteria
En las fechas 11-1-93 y 28-1-93 se obtuvieron cultivos muy contaminados.



Cuadro N° 4. Fecha de aislacion de Xanthomonas campestris pv.pruni de
hojas y ramasde los cultivares V, Vi, VII, VIl y IX en medi¢
de cultivo no selectivo (NAD).

Fuente de aislacion

Cultivar
V Vi Vi VK X"
Organo R H R H R H R H R H
Fecha de
muestreo
23-10-92 + o+ + + o+
- 30-10-92 -+ + + o+
12-11-92 + - + + + + + - -
19-11-92 - - -+ -+ + o+ -
26-11-92 -+ -+ + o+ + o+ + A
29-12-92 + o+ - - + o+ + o+ - -
11-1-93
21-1-93 + o+ + - - - + - - -
28-1-93
4-2-93 + o+ -+ + o+ + - - -
15-2-93 + + + + + o+ + 4+ + -
25-2-93 + o+ -+ + o+ + o+
4-3-93 + o+ + + + 4 + o+ - -
19-3-93 + - - + o+ -4 - -
25-3-93 + o+ + + A + o+ +
23-4-93 + + + +  + S & - -
R:Rama
H:Hoja

+: presencia de colonias caracteristicas de la bacteria
- ausencia de colonias caracteristicas de la bacteria

En las fechas 11-1-93 y 28-1-93 se obtuvieron cultivos muy contaminados.
* dichas muestiras se incorporaron al trabajo el 12- 11 - 92,



Cuadro N° 5. Resultados del repique de Xanthomonas campestris
pv.pruni desde medio de cultive no selectivo (NAD) de los
cultivares 1, Il, lll y IV a medio de cultivo no selectivo (NAD).

Fuente de aislacion
Cultivar
| I M v

Organo R H R H R H R H

Fecha de

muestreo

23-10-92 - - - - - - - -
30-10-92 - - - - - - - -
12-11-92 -+ + + - - - -
19-11-92 - - + o+ - - + -
26-11-92 - - - - - - -
29-12-92 + + -+ - - - -
11-1-93

21-1-93 - - - - - - -+
28-193

4-2-93 - - -+ - -
15-2-93 - - - - - -
25-2-93 -+ - - - -
4-3-93 - - - - - -
19-3-93 - - - -

25-3-93
23-4-893_ . + - A

R:Rama

H:Hoja

+: presencia de colonias caracteristicas de la bacteria
- ausencia de colonias caracteristicas de la bacteria

+ + o+ o+
1

+
+
+
+ + +
+
+

En las fechas 11-1-93 y 28-1-93 se obtuvieron cultivos muy contaminados.
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Cuadro N°® 6. Resultados del repique de Xanthomonas campestris pv.

pruni desde medio de cultivo no selective {NAD) de

los cultivares V, VI, VII, VIl v IX a medio de cultivo no

selectivo (NAD).

Fuente de aislacion
Cultivar
Vv Vi Vil VIHI X

Organo

R H R H R H R H R H

Fechade

muestreo
- 23-10-92
30-10-92
12-11-92
19-11-92
26-11-92
29-12-92
11-1-93
21-1-93
28-1-93
4-2-93
16-2-93
25-2-93
4-3-93
19-3-93
25-3-93
23-4-93

1
+ T + +
1 |
' +
1
+

+ +
+
1

o+ o+ + +
]

H:Hoja

+. presencia de colonias caracteristicas de |la bacteria
- ausencia de colonias caracteristicas de la bacteria

En las fechas 11-1-93 y 28-1-93 se obtuvieron cultivos muy contaminados.
* dichas muestras se incorporaron al trabajo et 12 - 11 - 92
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Cuadio N° 7. Fecha de aislacion de Xanthomonas campestris pv. pruni
en hojas y ramas en los cultivares |, Il, Hi y IV en medio de
cultivo selectivo (XPSM).

Fuente de aislacion

Cultivar
| Il ] v

Organo R H R H R H R H

Fecha de

muestreo

23-10-92 - - - - - - - -
30-10-92 - - - - - - - -
12-11-92 - - + + - - - -
19-11-92 + o+ + o+ -+ +
26-11-92 -+ - - + - + .
29-12-92 + + + + + + +
11-1-93

21-1-93 -+ + + - - -+
28-1-93

4-2-93 -+ + + +  + +  +
15-2-93

25-2-93

4-3-93

19-3-93 - - -+ + o+

25-3-93 + o+ + + +

23-4-93 + +

R:Rama

H:Hoja

+. presencia de colonias caracteristicas de la bacteria

- ausencia de colonias caracteristicas de la bacteria

En las fechas 11-1-93 y 28-1-93 se obtuvieron muestras muy contaminadas.
En el periodo comprendido entre el 15-2-93 y el 4-3-93 incilusive no se pudo
realizar aislacion en medio de cultivo selectivo por faita de material.
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Cuadro N° 8. Fecha de aislacion de Xanthomonas campestris pv. pruni
de hojas y ramas de los cultivares V, VILLVII, VIIl y 1X en
medio de cultivo selectivo (XPSM).

Fuente de aislacion
Cultivar
\Y Vi Vi vilrx IX*

Organo R H R H R H R H R H

Fecha de

muestreo

23-10-92 - - - - -+
30-10-92 - - - -
12-11-92 + - - -
19-11-92 + + -+
26-11-92 - - + -
29-12-92 + 4+ + + - - + - - -
11-1-93

21-1-93 -+ + + + - + - - -
28-1-93

4-2-93 +  + + - + + - - - -
15-2-93

25-2-93

4-3-93

19-3-93 - - + o+ + + o+ + +
25-3-93 +  + +

23-4-93 -+ + + + o+ + + + +
R:Rama

H:Hoja

+. presencia de colonias caracteristicas de la bacteria

- ausencia de colonias caracteristicas de la bacteria

En las fechas 11-1-93 y 28-1-93 se obtuvieron cultivos muy contaminados.

En el periodo comprendido entre el 15-2-93 y el 4-3-93 inclusive no se pudo
realizar aislacién en medio de cultivo selectivo por falta de material.

* dichas muestras se incorporaron al trabajo el 12 - 11 - 92.

+ + +
1
1
1




K

Cuadro N° 9. Resultados del repique de Xanthomonas campestris pv.
pruni desde medio de cultivo selectivo (XPSM) de log
cultivares | Il lll y IV a medio de cultivo no selectivo (NAD).

Fuente de aislacion
Cultivar
| il ] Y

Organo R H R H R H R H

Fecha de

muestreo

23-10-82 - - - - - - - -

30-10-92 - - - - - - - -

12-11-92 - - - - - - - -

19-11-92 - - - - - - - -

26-11-92 - - - - - - - -

29-12-92 -+ - - - - - -
11-1-83

21-1-93 - - - - - - -+

28-1-93

4-2-93 - - - - - - - -

15-2-93

25-2-93

4-3-93

19-3-93 - - - - + +

25-3-93 - - - - - -

23-4-93 - - -+ -~ -
R:Rama

H:Hoja

+: presencia de colonias caracteristicas de la bacteria
- ausencta de colonias caracteristicas de la bacteria
En las fechas 11-1-93 y 28-1-93 se obtuvieron cultivos muy contaminados.

£n el periodo comprendido entre el 15-2-93 y el 4-3-93 inclusive no se pudo
realizar aislacion en medio de cultivo selectivo por falta de material.

+ + o+
+ I
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Cuadro N°10. Resultados del repique de Xanthomonas campesltris pv.
pruni desde medio de cultivo selectivo {(XPSM) de los
cultivares V, VI, VI, VIl y IX a medio de cultivo no selectivo

NAD]).

Fuente de aislacion
Cultivar
VvV VI vii Vil IX*

Organo R H R H R H R H R H

Fecha de

~ muestreo

23-10-92 - - - - - -
30-10-92 - - - - - -
19-11-92 . . - - - - - - - -
26-11-92 - - - - - - - - - -
29-12-93 - - - - - - - - -
11-1-93
21-1-93 - - - - + - - - - -
28-1-93
4-2-93 - - - - - - - - - -
15-2-93
25-2-93
4-3-93
19-3-93 - - - - + + + + + -
25-3-93 - - - - +  + + o+ - -
23-4-93 - - - - + - + o+ - -
R:Rama
H:Hoja
+: presencia de colonias caracteristicas de {a bacteria
- gausencia de colenias caracteristicas de 1a bacteria
En las fechas 11-1-93 y 28-1-93 se obtuvieron cultivos muy contaminados.
En el periodo comprendido entre el 15-2-93 y el 4-3-93 inclusive no se pudo
realizar aislacion en medio de cultivo selectivo por falta de material.
* dichas muestras se incorporaron al trabajo el 12 - 11 - 92.
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Cuadro N° 11. Resultados de las técnicas utilizadas para la deteccion de
Xanthomonas campestris pv. pruni en rama del cultivar |

Fecha de Sintoma NAD XPSM DAS - ELISA
muestreo

23-10 * - -
30-10 * - -
12-11 ; ) -
19-11 - . :
26-11 - - -
29-12 . + .

+ X 4+

" 1101 - - el

21-01 - - - -
28-01 - o i +
4-02 - - - -
15-02 + - +
25-02 - - -
4-03 - - .
19-03 - - - X
25-03 - + - -
23-04 - + - +

+: presencia de sintomas / deteccidn de la bacteria
->ausencia de sintomas / no deteccidn de la bacteria
X nO s€ realizo lectura en el test de ELISA

*: no se realizd observacion de sintomas

** cultivos contaminados
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Cuadro N° 12. Resultados de las técnicas utilizadas para la deteccion de

Xanthomonas campestris pv. pruni en hoja del cultivar |

Fecha de Sintoma NAD XPSM DAS - ELISA
muestreo

23-10 * - -
30-10 * - -
12-11 - + -
19-11
26-11
- 29-12
11-01 * ** -
21-01
28-01
402
15-02
25-02 + + -
4-03 + - -
19-03 - - - X
25-03 - + - -
23-04 + - - +

b+ o+ o+
LI |
LI |
x4+ o+

+ + +
*
®
*
*

+: presencia de sintomas / deteccion de la bacteria

- ausencia de sintomas / no deteccion de la bacteria
X: no se realizé lectura en el test de ELISA

* no se realizd observacion de sintomas

**. cultivos contaminados
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Cuadro N° 13. Resultados de las técnicas utilizadas para 1a deteccion de
Xanthomonas campestris pv. pruni en rama del cultivar L.

Fecha de Sintoma NAD XPSM  DAS - ELISA
muestreo

23-10 * - -
30-10 . - ;
12-11 - - .
19-11 . - ;
26-11 - - : .
29-12° - + ; ]
11.01 - * o :
21-01 - - - +
28-01 - " e ;
4-02 : : ; ;
15-02 + ] ]
25-02 - - :
403 - ; ;
19-03 - - ) X

25-03 ; + ] )

23-04 - + . +

x o+

+: presencia de sintomas / deteccion de la bacteria

- ausencia de sintomas / no deteccion de la bacteria
X. no se realizd lectura en el test de ELISA

* no se realiz6 observacion de sintomas

** cultivos contaminados



Cuadro N° 14. Resultados de las técnicas utilizadas para la deteccion de
Xanthomonas campestris pv. pruni en hoja del cultivar Il.

Fecha de Sintoma NAD XPSM DAS-ELISA
muestreo

23-10 * - -
30-10 * - -
12-11 - + -
19-11 +

26-11 + - - -
29-12 +

11-01 - * * -

X 4+ +

+
1
1

" 21-01 - - -

28-01 ) ok o )
4-02 + + - -
15-02 - - -
25-02
4-03
19-03
25-03
23-04 + - +

+ 4+ o+
1
1

i

+

1
+ + X

+: presencia de sintomas / deteccién de la bacteria

- ausencia de sintomas / no deteccion de la bacteria
x: no se realizo lectura en el test de ELISA

*: no se realizé observacion de sintomas

** cultivos contaminados
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Cuadro N° 15. Resultados de las técnicas utilizadas para la deteccion de

Xanthomonas campestris pv. pruni en rama del cultivar lil.

Fecha de Sintoma NAD XPSM  DAS - ELISA
muestreo

23-10 < :
30-10 L .
12-11 . -
19-11 - :
26-11 - -
29-12 - 2 :
11-01 L w -
21-01 - - g
28-01 I = +
4-02 - - p
15-02 LA :
25-02 - s -
4-03
19-03
2503
23-04

+ X o+

+ + +
+ + o+
1
1

+: presencia de sintomas / deteccion de la bacteria

- ausencia de sintomas / no deteccion de la bacteria
X: no se realizd lectura en el test de ELISA

* no se realizd observacion de sintomas

** cultivos contaminados



Cuadro N° 16. Resultados de las técnicas utiliza'das para la deteccidon de
Xanthomonas campestris pv. pruni_en hoja del cultivar ill.

Fecha de Sintoma NAD XPSM DAS - ELISA
muestreo

23-10 * -
30-10 » -
12-11 . -
19-11 +
26-11 + - - -
29-12 ; _ . +
11-01 - o -
21-01 + - -

28_01 " L ek

4-02 ; - -
15-02 - -
25-02 ] ]
4-03 +
19-03 +
25-03 ;
23-04 "

x + o+

+ o+ o+,
S
+ o+ o + o+ o+

+. presencia de sintomas / deteccion de la bacteria

-. ausencia de sintomas / no deteccion de ia bacteria
X. no se realizd lectura en el test de ELISA

*: no se realizé observacion de sintomas

**. cultivos contaminados
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Cuadro N° 17. Resultados de las técnicas utilizadas para la deteccion de
Xanthomonas campestris pv. pruni en rama del cultivar IV.

Fechade  Sintoma NAD XPSM DAS - ELISA
muestreo

23-10 * - - ;
30-10 * - -
12-11 ) - ;
19-11 ; +
26-11 ; + ] -
2912 - - ] ;
11-01 + > e )
21-01 ; ; . -
28-01 : w o ;
4-02 -
15-02 .
25-02 )
4-03 ;
19-03 +
25-03 ;
23-04 +

x o+

[
1

+ 4+ + +
1

+ o+,
+ +
+ o+ X

+: presencia de sintomas / deteccidn de la bacteria

-, ausencia de sintomas / no deteccidon de la bacteria
x: no se realizd lectura en el test de ELISA

* no se realizo observacion de sintomas

**- cultivos contaminados
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Cuadro N° 18 Resultados de las técnicas utilizadas para la deteccion de

Xanthomonas campestris pv. pruni en hoja del cultivar IV.

Fecha de Sintoma NAD XPSM DAS -ELISA
muestrec

23-10 * - -
30-10 " - - +
12-11 - - - X
19-11 +
26-11 + - - -
29.12 ; ; ; .
11-01 - ** bl -
21-01 + + + -
28-01 - *E o -
4-02 - - - -
15-02 - - -
25-02 - - .
4-03 ; . -
19-03 - - - X
25-03 + + + -
23-04 - - + +

+: presencia de sintomas / deteccién de la bacteria

-> ausencia de sintomas / no deteccidon de Ia bacteria
X no se realizd lectura en el test de ELISA

*: no se realizo observacion de sintomas

** cultivos contaminados
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Cuadro N° 19. Resultados de las técnicas utilizadas para la deteccidon de
Xanthomonas campestris pv. pruni en rama del cultivar V.

Fecha de Sintoma NAD XPSM DAS - ELISA
muestreo

23-10 . _ .
30-10 . ; -
12-11 i - -
19-11 ; . - -
26-11 - . - ;
29-12 ; ; _ -
11-01 + wr > +
21-01 - - - -
28-01 ; * ** :
4-02 - - - -
15-02 - - -
25-02 - + -
4-03 + + _
19-03 - - - X
25-03 - - - .
23-04 - + - +

4+

+: presencia de sintomas / deteccidn de la bacteria

- ausencia de sintomas / no deteccion de la bacteria
X, no se realizd lectura en el test de ELISA

*: no se realizd observacion de sintomas

** cultivos contaminados
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Cuadre N° 20 Resultados de las_técnicas utIiIizédas para la deteccion de
Xanthomonas campestris pv. pruni en hoja del cuitivar V.

Fecha de Sintoma NAD XPSM DAS - ELISA
muestreo
23-10 * - - -
30-10 * - -
12-11 - - -
19-11 + - -
26-11 + - - -
29-12 - - - -
1 1 _01 v _ *k ET _
21-01 + - - -
28-01 + o *x -
4-02 - - - -
15-02 - - -
25-02
4-03
19-03
25-03
23-04

x +

+ + + +
+ + + +
1

1
1
1
+

+. presencia de sintomas / deteccién de |a bacteria

- ausencia de sintomas / no deteccidon de la bacteria
X: No se realizo lectura en el test de ELISA

*. no se realizd observacion de sintomas

** cultivos contaminados



Cuadro N° 21. Resultados de las técnicas utilizadas para la deteccién de

Xanthomonas campestris pv. pruni en rama del cultivar V1.

Fecha de Sintoma NAD XPSM DAS -ELISA
muestreo

23-10 * - - -
30-10 * - - +
12-11 - - - X
19-11 ; ; - ;
26-11 - - ; _
29-12 - ; ; +
11-01 . » +
21-01 - - ; .
28-01 - rE o -
4-02 - - - .
15-02 - + +
25-02 - - -
4-03 - + +
19-03 + - - X
25-03 - + - -
23-04 : . ; +

+: presencia de sintomas / deteccion de |a bacteria

- ausencia de sintomas / no deteccion de la bacteria
X. no se realizd lectura en el test de ELISA

* no se realizé observacion de sintomas

** cultivos contaminados



Cuadro N° 22 Resultados de las técnicas utilizadas para la deteccion de
Xanthomonas campestris pv. pruni en hoja del cultivar VI.

Fecha de Sintoma NAD XPSM  DAS - ELISA
muestreo

23-10 . .- ;
30-10
12-11
19-11
26-11
26-12"
11-01
21-01
28-01
4-02
15-02
25-02
4-03
19-03
25.03 + . ]
23-04 + + ] +

*

1
|
1 1
x4

+ +
|
i

ek Tk +

L ke
+

1
1
1

+ F + + + + + + + 4+
1
1
1

+ + 4+
1

1

1

1
>

+: presencia de sintomas / deteccion de la bacteria

- ausencia de sintomas / no deteccidn de la bacteria
X: No se realizé lectura en el test de ELISA

* no se realizé observacion de sintomas

** cultivos contaminados



Cuadro N° 23. Resultados de las técnicas utilizadas para la deteccidon de
Xanthomonas campestris pv. pruni en rama del cultivar VII,

Fecha de Sintcma NAD XPSM DAS - ELISA
muestreo

23-10 * - -
30-10 * - -
12-11 - + -
19-11 - - -
26-11 - - - -
29-12 - - -

11-01 - x ok +
- 21-01 - - + -
28-01 - i * -
4-02 - - - -

15-02
25-02
4-03

19-03
25-03
23-04 -

X+

+ o+
i

1
+ o+ o+
1

+: presencia de sintfomas / deteccién de ta bacteria

-, ausencia de sintomas / no deteccion de la bacteria
X: No se realizo lectura en el test de ELISA

*: no se realizé observacion de sintomas

**: cultivos contaminados



Cuadro N°24 Resultados de las técnicas utiliz_adas para la deteccion de
Xanthomonas campestris pv. pruiti en hoja del cultivar VIl

FFecha de Sintoma NAD XPSM DAS - ELISA
muestreo

23-10 * - -
3010 * - -
12-11
19-11
26-11
29-12
11-01
21-01
28-01
4-02
15-02
25-02
4-03
18-03 - -
25-03 + +
23-04 + + -

+ X 4+

+ 4
]
1
1

+ + + + + + o+
+ * '

|¢ i

+ + t o+ + 4

+ 0+ >+

-+

. presencia de sintomas / deteccidn de la bacteria

- ausencia de sintomas / no deteccion de la bacteria
X: No se realizd lectura en el test de ELISA

*: no se realizé cbservacion de sintomas

**. cultives contaminados
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Cuadro N® 25 Resultados de las técnicas utilizadas para la deteccion de
Xanthomonas campestris pv. pruni en rama del cultivar VIIi

Fecha de Sintoma NAD XPSM DAS - ELISA
muestreo

23-10
30-10
12-11 - - - X
19-11 -+ - -
26-11 - - - -
29-12 - - - -
1101 - -y
21-01 -+ - -
28-01 - xx +
4-02 - - - +
15-02 .- +
25-02 -+
4-03 + + -
19-03 -4
25-03 - - + -
23-04 . + +

+: presencia de sintomas / deteccion de la bacteria
- ausencia de sintomas / no deteccion de la bacteria
x: no se realizd lectura en el test de ELISA

* no se realizd observacian de sintomas

** cultivos contaminados
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Cuadro N°® 26 Resultados de las técnicas ultilizadas para la deteccion de
Xanthomonas cammpestris pv. pru;ii en hoja del cultivar Vil

Fecha de Sintoma NAD XPSM  DAS - ELISA
muestreo

23-10
30-10
12-11 - - - X
19-11 + + - -
26-11 + - - -
29-12 - - -
1 1 _01 ' + £ * %
21-01 + - - -
28-01 - b o
4-02 + - -

15-02 - - -
25-02
4-03
19-03
25-03
23-04

+ + o+ + o+

o+, o+
+

+ o+ x4+

Este cultivar se incorpord al trabajo el 12 - 11 - 92.

+. presencia de sintomas / deteccion de la bacteria
- ausencia de sintomas / no deteccion de la bacteria
X: no se realizd lectura en el test de ELISA

* no se realizo observacion de sintomas

**. cultivos contaminados



RESULTADOS DE DAS - ELISA.ﬂ
NECTARINA CV. FANTASIA (1).

1,6
1
1° SINTOMAS. J 1° SINTOMAS. ]
0,6 e
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DURAZNERO CV.BRUNETTO (ll).

RESULTADOS DE DAS - ELISA.
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ABSORBANCIA (405 nm)

-

RESULTADOS DE DAS - ELISA. ‘
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1'5 — e e e e i e
e e e
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ABSORBANCIA (405 nm)

RESULTADOS DE DAS - ELISA. H
DURAZNERO CV. JUNEGOLD (IV).

1,6
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05 //
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ADSOURDANCIA (4U35 )

RESULTADOS DE DAS - ELISA. ]
NECT{\HINA CV.NECTARED H (V).
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ABSORBANCIA (405 nm)

1,6

0,5

RESULTADOS DE DAS - ELISA. }
DAMASCO CV. BULIDA (V1).
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RESULTADOS DE DAS - ELISAfLH
CIRUELO QV.GOLDEN JAPAN (V).

1,6 : )
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ABSORBANCIA (405 nm)

RESULTADOS DE DAS - ELISA.
CIRUELO CV. GOLDEN JAPAN (VIil).
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Oct., Nov. y Dic. (1992).
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Precipitaciones (mm/dia)

Oct., Nov. y Dic. (1982).
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Precipitaciones (mm/dia)

Enero, Fsbrero, Marzo y Abril (1993).
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