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ReEsuMEN

Desde el afio 1995 en el estado Mérida, se vienen presentando
casos de “dormidera” repentina en el cultivo de tomate, con
caracteristicas semejantes a las ocurridas en papa. Con el fin de
determinar la etiologia y la distribucién de la “dormidera”, se
realizé un estudio, a partir de plantas y/o suelos de siembras
ubicadas en las principales zonas productoras del estado: Tabay
(1.900 - 2.020 msnm) , Ejido (1.300 msnm), Lagunilllas (1.100
msnm), Estanquez (900 msnm), Tovar (1.200 msnm) y Timotes
(2.200 msnm). Para el aislamiento del patégeno se realizaron
siembras en placas petri que contenian el medio de cultivo Cloruro
de Trifenil Tetrazolio de Kelman (1954), utilizando el método de
las cuadriculas, obteniéndose colonias puras después de la tercera
réplica en el referido medio. La especie bacteriana se identificé
de acuerdo a la metodologia de Schaad (1988) y por serologia.
Para determinar el biovar se realizaron pruebas bioquimicas de
utilizacién de azlcares y oxidacion de alcoholes (Hayward, 1964).
Las pruebas de patogenecidad se hicieron en plantas de tomate
var. Rio Grande, berenjena morada var. Egg.plant, papa var.
Caribay y pimentén var. Yolo Wonder. Los analisis resultaron
positivos en una (1) finca de Tovar, en tres (3) de Ejido, en dos (2)
de los alrededores de Tabay Municipio Santos Marquina y una
(1) de Estanquez. En Lagunillas y Timotes no se encontré la
enfermedad. Todos los aislamientos obtenidos resultaron ser
Ralstonia (= Pseudomonas) solanacearum, biovar 2A. Los
sintomas caracteristicos de la enfermedad fueron: necrosamiento
de las yemas, desintegracién de los haces vasculares, frutos
pequefios y marchitez. La apariciéon de la enfermedad pudo ser
una consecuencia de la siembra continua de especies solanaceas,
uso de herramientas contaminadas, escorrentia y/o la siembra de
semilla infectada .

Palabras clave: Ralstonia solanacearum, Biovar, marchitez
bacteriana.

ABSTRACT

Since 1995, cases of sudden wilt have been present in tomato
with similar characteristics to those ocurring in potato. In order
to determine the ethiology, and distribution of the wilt, a study
was conducted by sampling plant and/or soil in tomato farms from
the main productive areas of Merida State: Tabay (1900 — 2020
mosl), Ejido (1300 mosl), Lagunillas (1100 mosl), Estanquez (900
mosl), Tovar (1200 mosl) and Timotes (2200 mosl). To isolate the
pathogen, samples were grown in Petri dishes with the Triphenyl
Tetrazolium Chloride medium of Kelman (1954), by the quadricle
method. Pure colonies were obtained after three (3) transfers in
the same medium. The bacteria species was verified following
the Schaad methodology (1988) as well as serology, and the biovar
by biochemical tests of sugars utilization and alcohols oxidation
of Hayward (1964), were performed. The pathogenicity tests were
conducted on tomato plants ‘Rio Grande’, dwarf violet Eggplant,
‘Caribay’ of potato and sweet pepper ‘Yolo Wonder'. Analysis
resulted positive in one (1) farm from one locality in Tovar (El
Amparo), in three (3) in Ejido, in two (2) in the environs of Tabay,
Santos Marquina Municipality and in one (1) in Estanquez. In
Lagunillas and Timotes the disease was not found. All isolations
were R. solanacearum biovar 2 A; the characteristic symptoms
observed were: nechrosis of buds, desintegrated vascular system,
small fruits and wilt. Probably, the disease could have been
occurred by continuous cropping of Solanaceae, contaminated
tools, water runnings and/or infected seed.

Keywords: Ralstonia solanacearum, Biovar, Bacterial wilt.

INTRODUCCION

El tomate (Licopersicun esculentum Mill.) es una
de las hortalizas de mayor importancia en Venezue-
la, siendo cultivado en casi todo el territorio nacional.
Las areas de mayor produccidon en el pais estan

concentradas en la regién central (Aragua y
Carabobo) y centro occidental (Lara, Falcén y
Portuguesa), en las cuales se cosecha casi el 70% de
la produccién nacional (FONAIAP-Lara, 1995).
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Igualmente, constituye uno de los alimentos mas
comunes en la dieta diaria de la poblacién meridefia.
Ocupa el noveno lugar entre 26 hortalizas sembradas
y aporta el 2% al valor de la produccién horticola
estatal, lo cual garantiza la disponibilidad de consumo
fresco de sus frutos (MAC, 1995).

En el estado Mérida, el tomate se siembra en pisos
altitudinales que van desde 600 msnm hasta 1.900
msnm, en los cuales predominan temperaturas que
oscilan entre 27°C y 18°C respectivamente.

Existen innumerables problemas que afectan la
explotacion del tomate en la region, reportandose
como importantes los causados por insectos y
enfermedades. La presencia de una enfermedad,
comunmente llamada “dormidera” en cinco de las
siete localidades productoras, representa un riesgo
potencial como factor limitante de la produccién del
cultivo, debido a que las condiciones climaticas (alta
humedad relativa y temperatura), bajo las cuales se
siembra, son muy favorables para su desarrollo. La
enfermedad se presenta como marchitez repentinay
flacida de las plantas, observandose necrosamiento
en yemas, desintegracion de los haces vasculares y
frecuentemente el tallo se aprecia hueco. Los frutos
no llegan a desarrollarse o cuando estan maduros se
desprenden del pedunculo con facilidad. La raiz se
ve sana. Las siembras usualmente muestran color
castafio a marron cuando se observan desde una
distancia mayor de 50 m (Figura 1).

La marchitez bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum, es unade las principales limitantes
en la produccion de solanaceas, especialmente papa
y tomate. Pérdidas de un 29% han sido reportadas
en la produccién de frutos frescos de hibridos de

%7,

A
FIGURA 1. Epifitotia de la “dormidera” del tomate causada por

Ralstonia solanacearum en el Municipio Campo
Elias, estado Mérida (1997).

tomate (Hartman et al., 1991). En el tomate cultivado
en Indonesia, las pérdidas varian de 24% a 32% en
tierras bajas y de 15% a 26% en las variedades
transplantadas (Hutagalumg, conversacién personal;
citado por Hanudin y Machmud, 1994).

Diferencias en rangos de hospederos han sido
utilizadas como base para la identificacion de razas
en Ralstonia solanacearum. Hasta ahora se han
reconocido tres razas: Raza 1 que ataca solanaceas y
otras plantas, la raza 2 a bananos y heliconias y la
raza 3 a la papa. Dentro de estas razas existen
numerosos patotipos relacionados con las areas
geograficas (Buddenhagen et al., 1962).

La ocurrencia del biovar 3 de Ralstonia
solanacearum en tomate fue reportada en Himachal
Pradesh de la India, en estudio donde los biovares
fueron diferenciados en funcion de la utilizacién de
ciertos azlcares y la oxidacion de alcoholes (Hayward,
1964).

Tomando en consideracion la existencia de esta
nueva limitante de la produccion de tomate en las
tierras meridefias, la importancia econdmica del
cultivo, y el peligro que la enfermedad representa
para la continuidad de la siembra del cultivo en el
estado; se realiz6 esta investigacidn con el objeto de
conocer la distribucion, etiologia, e identidad de la
variante patogénica y/o raza del patégeno; a fines de
establecer las bases de un programa para el manejo
de la misma.

MATERIALES Y METODOS
Distribucién de la enfermedad

Se realizé un muestreo en las principales areas
productoras de tomate del estado: Municipio Santos
Marquina (1.900 - 2.200 msnm), Ejido (1.300 msnhm),
Lagunillas (1.000 msnm), Estanquez (900 msnm), El
Amparo-Tovar (1.200 msnm), Bailadores (2.000
msnm) y Timotes (2.200 msnm). Se tomaron plantas
sintomaticas y asintomaticas, las cuales fueron
desinfectadas con alcohol isopropilico 80% y
flameadas, cortando luego pequefios trozos de tallos
que se maceraron dentro de bolsas plasticas con 5 ml
de agua destilada estéril. A partir de las suspensiones
resultantes se hicieron siembras en cuadriculas en
capsulas petri que contenian el medio de cultivo
cloruro de trifenil tetrazolio (TZC 6 K+), de Kelman
(1954), el cual es especifico para Ralstonia
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solanacearum. Las placas se incubaron por 72 h a
30°C. Las colonias obtenidas se transfieren tres veces
al medio de Kelman sin tetrazolio (K-) hasta lograr
la purificacion. En la identificacién de la especie
bacteriana, se siguio la metodologia descrita por
(Schaad, 1988), determinando en las colonias,
caracteristicas del crecimiento (color, elevacion,
superficie), la morfologia y las respuestas a las
pruebas fisioldgicas (crecimiento a 30°C y 41°C) y
biogquimicas (reduccién de nitratos, licuefaccion de
la gelatina, producciéon del NH4, crecimiento
anaerdébico y reaccion rapida de Gram con KOH al
3%).

Los aislamientos se hicieron reaccionar en
membranas de nitrocelulosa siguiendo el Test de
NCM ELISA especifico para deteccion de Ralstonia
solanacearum (Elphinstone y French, 1995;
Gutarray Gamboa, 1995).

Los aislamientos que reaccionaron positivamente
se sembraron por estriacion en otras placas con K-,
con el proposito de utilizarlos en pruebas posteriores.

Pruebas de Patogenicidad

Estas pruebas se condujeron en plantulas de papa
var. Caribay, tomate var. Rio Grande, pimentén Yolo
Wonder y berenjena morada var. Eggplant. Las
plantas de papa estaban creciendo en bolsas de
polietileno (5 Kg) y las de tomate, berenjena y
pimentdn en vasos plasticos (250 gr) que contenian
un sustrato a base de fibra de coco, arena y tierra
(1:1:2), esterilizado por 2 h a 95°C. El indculo utilizado
fueron suspensiones bacteriales ajustadas hasta una
concentracion de 1 x 10° células/ml, de acuerdo a la
escala de Mc. Farland (Barret, 1975).

El in6culo se aplicé con una inyectadora en las
axilas de hojas localizadas en la parte media de las
plantas de 1,5 meses de edad. Seguidamente las
plantas fueron cubiertas con bolsas plasticas que
tienen dos perforaciones pequenfias e incubadas a 18
+ 3 °C en un ambiente con techo de laminas
transparentes. De cada especie se utilizaron cuatro
plantas/aislamiento y las cuatro (4) plantas testigos
las cuales solo recibieron inyeccion de agua destilada
esteril.

Cuando las plantulas presentaron los sintomas
caracteristicos de marchitez, se les realizé la prueba
del flujo para deteccion de Ralstonia
solanacearum descrita por Martiny French (1985),
luego el flujo fue sembrado en placas con cloruro de

trifenil tetrazolio, y se incubaron durante 72 horas a
30°C, para verificar el desarrollo de las colonias
caracteristicas de la bacteria.

Caracterizacion del biovar

Para tales efectos se realizaron los analisis de
Carbohidratos (Hayward, 1964, 1976), basados en la
utilizacion de los disacaridos celobiosa, lactosa y
maltosa y la oxidacion de los alcoholes hexosa, dulci-
tol, manitol y sorbitol. Para diferenciar el tipo de
biovar, se utilizaron las metodologias de Hayward et
al. (1989, 1991), Hayward (1994) y French et al.
(1995), que contemplan utilizacién de los azlcares
D(-) ribosa y D(+) trehalosa, produccion de huecos en
el medio (CVP) y patogenicidad en rodajas de papa.

REesuLTADOS Y DiscusioN

En el Cuadro 1, se presentan los resultados obtenidos
del muestreo realizado en las principales zonas
productoras del estado Mérida. La enfermedad se
encontrd en una (01) finca de EI Amparo-Tovar, en
tres (03) de Ejido, una (01) de Bailadores, dos (02) de
Santos Marquina y una (01) en Estanquez. En
Timotes y Lagunillas no se encontro la enfermedad.
La expresién de los sintomas de marchitez coincidi6
con temperaturas superiores a 18 °C y humedad
relativa mayor de 90%.

La presencia de esta enfermedad en los campos
sefialados esté relacionada con diferentes factores:
En el Municipio Santos Marquina y Bailadores las
fincas evaluadas son también productoras de papay
en ambas localidades se han sembrado tubérculos
semilla importados o semilla pasilla, lo cual
probablemente ha ocasionado la contaminaciéon de
los suelos con la bacteria. En el Municipio Campo
Elias no se siembra papa, pero los productores han
introducido semillas y herramientas desde el
Municipio Santo Marquinavias a través de las cuales
posiblemente ha sido introducida la bacteria. En El
Amparo el caso es diferente, la Unica explicacion de
la presencia de la bacteria en un solo sitio es que haya
llegado por escorrentia de aguas, ya que en fincas
ubicadas a mayor altura hacia Bailadores siembran
papa, lacual es unazona considerada endémica para
Ralstonia solanacearum.

Los resultados coinciden con los reportados por
Martin y French (1985); quienes indican que
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CUADRO 1. Diagnéstico de la “dormidera” del tomate, causada por R. solanacearum, en localidades del

estado Mérida. (1996-1997).

LOCALIDAD CAMPOS MUESTREADOS FINCAS Codigo
Positivo Negativo | Aislamientos
MUNICIPIO - SAN RAFAEL DE TABAY + Tal
SANTOS MARQUINA (FINCA SENOR CARLOS
NARANJO) 1.900 MSNM.
- MUCUY BAJA (1.500 MSNM) + M1
MUNICIPIO
CAMPO ELIAS (EJIDO) - FINCA LOS GUIMAROS + El
(1.300 MSNM).
- MANZANO BAJO + E2
(1.200 MSNM).
- MANZANO BAJO + E3
MUNICIPIO SUCRE - SECTOR EL RINCON -
(LAGUNILLAS) FINCA RUBEN.
- LAGUNILLAS 1000 MSNM). -
MUNICIPIO SUCRE - SECTOR EL PORTACHUELO -
(ESTANQUEZ) (600 MSNM).
- ASENTAMIENTO CAMPESNINO -
SANTO DOMINGO.
- EDGAR PENA LOS CUCHARONES + D1
ASENTAMIENTO EL DORADON
MUNICIPIO TOVAR - EL AMPARO. SECTOR LA HONDA + Tol
FINCA SAN RAFAEL (1.200 MSNM).
MUNICIPIO RIVAS D. - SECTOR MESA DE ADRIAN + B1
(BAILADORES) (LAS PLAYAS) 1.600 MSNM.
- SECTOR EL CHACAL (LAS PLAYAS) -
1.750 MSNM.
MUNICIPIO MIRANDA - FINCA EL POTRERITO (1.900 MSNM) -
(TIMOTES) - FINCA SR. JOAQUIN ALEMAN. -

+ = Presencia de R. solanacearum
- = Ausencia de R. solanacearum

Ralstonia solanacearum posee dos fuentes de
inoculo: tubérculos-semilla infectados y suelos
contaminados, pudiendo ser diseminada por el agua
de riego y por el suelo adherido a zapatos y
herramientas. Asi mismo el desarrollo de la
enfermedad depende principalmente de tempe-
raturas altas, siendo escasa en suelos frios,
apareciendo los sintomas cuando la temperatura
diurna es superior a 20°Cy la temperatura promedio
del suelo es mayor de 14°C.

Pruebas de patogenicidad

Las plantas de papa y de tomate inoculadas con los
aislamientos de R. solanacearum mostraron los
sintomas de “dormidera” a los 3 dias después de
inoculadas, iniciando en una sola hoja y ocurriendo
total marchitez a los 5 dias en tomate, mientras que
en papa ocurrio entre 5 a 8 dias. Las prueba del flujo
y siembra en el medio TZC resultaron positivas para
R. solanacearum. Las plantulas de pimenton y
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berenjena al igual que las plantas testigo no se
marchitaron. Esto confirma que los aislamientos
obtenidos corresponden a los agentes causales de la
enfermedad, y que se trata de la raza especifica de la
papa, la cual bajo condiciones favorables, puede
también atacar tomate (French et al., 1994).

Caracteristicas de crecimiento, morfo-
I6gicas, fisioldgicas y bioquimicas de los
aislamientos

De todas las siembras realizadas, se obtuvieron 8
aislamientos puros, los cuales produjeron colonias
blancas con el centro rosado, redondas con bordes
ligeramente irregulares, haciéndose visibles a las 72
h en el medio TZC (Figura 2).

FIGURA 2. Colonias tipicas de Ralstonia solanacearum en
el medio cultivo especifico Cloruro de Trifenil
Tetrazolio.

CUADRO 2. Resultados de las pruebas de caracterizacion de los aislamientos

de R. solanacearum provenientes de tomate.

En el medio extracto de carne dextrosa-carbonato
de calcio (YDC), las colonias fueron de color blanco
cremoso, convexas, de superficie lisa y borde
ligeramente irregular, casi redondas, y en el medio
agar King B., no produjeron pigmentos fluorescentes.
Las bacterias son abastonadas, no forman esporas ni
capsulas, Gram-negativa, reducen nitratos, producen
amoniaco, son aerobicas y licuan o no la gelatina
muy lentamente. El desarrollo éptimo de todos los
aislamiento ocurrié cuando se incubaron por 72 horas
a 30° Cy luego a temperatura ambiente (20 + 5°C);
no crecieron a 41°C. Presentaron uno o un penacho
de flajelos en uno de los extremos. En las pruebas
seroldgicas reaccionaron positivamente tomando una
coloracion violacea suave. Estas caracteristicas
permiten identificar a la especie bacteriana como
Ralstonia solanacearum (Hayward, 1964, 1976;
Kelman, 1953, 1954).

Caracterizacion del biovar y/o raza

En el Cuadro 2, se aprecia que los aislamientos
utilizaron como fuente de carbono los disacaridos
celobiosa, lactosa, maltosa, pero no D (-) ribosa ni D
(+) trehalosa. No oxidaron los alcoholes, dulcitol,
manitol y sorbitol. Degradaron la pectona y
mostraron alta patogenicidad en papa a 25°C. Estas
reacciones demuestran que la variante presente es
el biovar 2A. Debido a que los aislamiento solo fueron
patogénicos en tomate y papa, se relacionan con la
raza 3 especifica de papa, la
cual es patdgena en tomate.
Estos resultados coinciden con

los obtenidos por Buddenhagen

Pruebas Tal M1 El E2 E3 D1 Tol Bl

Produccion de hilo en KOH 3%. + + + + + + + oY Kelman (1964), French et al.
Nitrato reductasa + + + + + + + +| (1993), Hayward (1964, 1976,
NH - * * * * * * * *| 1994) Hayward, et al. (1989,
Medio anaerdbico - . Y
Gelatinasa + + + . . + +| 1991). El biovar 3, también ha
CreC!m!ent0a30°C + + + + + + + + sido reportado Causando
Crecimiento a 41°C - . - - - . .

Uso para su crecimiento de: marchitez bacteriana en la In-
Celobiosa + + + + + + + +| dia(Kalhay Sood, 1994), el cual
kﬁ;ﬁ%ssaa 1 : I : : : : : segun Buddenhagen y Kelman
D(-) ribosa - (1964) esta relacionado con la
nggittgfhalosa raza 1. Sin embargo, French et
Manitol al. (1993) y French (1994), han
Sorbitol - - - - - &

Degradacion de pectona (CVP) + + + + + + + sefialado al _tomate como
Pategenicidad a papa + + + + + + + + | hospedero del biovar 2, cuando
Reaccion seroldgica en NCM Elisa + + + + + + + +| enel suelo existe alto potencial

+ = Reaccidn positiva
-+= Reaccion lenta, pero positiva
- = No hay reaccion

de inb6culo y predominan
temperaturas altas.
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Reportes realizados en Venezuela Garcia et al.
(1993) y Garcia (1995), sobre el incremento de la
incidencia de marchitez bacteriana en la papa
cultivada en las principales areas productoras de este
tubérculo, donde también se siembran tomate, o se
encuentran en areas circundantes, pueden explicar
la presencia del biovar 2 en la zona y por ende en el
cultivo del tomate.

La enfermedad representa un serio peligro para
la continuidad del cultivo en el estado Mérida, ya que
segun los propios productores se presenta en forma
muy virulenta. La bacteria puede haber llegado por
escorrentia de agua, utilizacién de herramientas
previamente usadas en siembras de papa infectadas,
parcelas utilizadas con ambos cultivos vy
probablemente, a través de semilla infectada.

CONCLUSIONES

El biovar 2 A de Ralstonia solanacearum, el cual
es especifico de la papa, es el causante de la
“dormidera” del tomate en el estado Mérida. Este
patdégeno se ha vuelto endémico en tomate.
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