REVISTA DELA UNIVERSIDAD DEL ZULIA. 32época. Ano 10 N° 26, Enero-Abril 2019
Yoleidy Escalona., et. al. /// Prevalencia de patogenos bacterianos... 58-81

Prevalencia de patogenos bacterianos en cultivos horticolas a cielo abierto
del municipio Jiménez, Estado Lara y evaluacion de control alternativo

mediante uso de extracto etanolico deLippia origanoides.

Yoleidy Escalona*
Maria E. Sanabria
Dorian Rodriguez

Nelson Rincon

RESUMEN

Los rubros agricolas de importancia en Jiménez-Estado Lara, son: cebolla,
pimenton, tomate y papa, estos son afectados por enfermedades bacterianas
controladas mayormente con aplicacion indiscriminada de productos quimicos.
En el presente estudio, se determind la identidad de los patogenos y se evaluo
como alternativa ecologica la aplicacion del extracto etanodlico de Lippia origanoides
K. El aislamiento bacteriano fue obtenido de muestras colectados en diferentes
localidades, y las cepas fueron identificadas mediante técnicas convencionales. Los
resultados indicaron que en las tres zonas evaluadas predominaron el tomate,
pimenton y papa y las cepas que prevalecieron fueron Pseudomona sp.,
Pectobacterium sp., y Xanthomonas sp. La capacidad inhibitoria del Extractoal 4, 6 y
8%fue probada sobre el crecimiento de estas bacterias, determinandose que la
concentracion con mayor capacidad inhibitoria para todas fue de 6%. Estos
resultados revelan el potencial del uso del EE como alternativa para el control de
bacterias.
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Bacterial pathogens in vegetable crops of the municipality Jiménez, Lara
State and evaluating alternative control through implementation of
ethanolic extracts of Lippiaoriganoides

ABSTRACT

The most important agricultural products in the municipality Jimenez are onions,
pepper, tomatoes, and potatoes; these are affected by various bacterial diseases,for
their control there is an indiscriminate use of chemical pesticides In the present
study, the identity of the pathogens was determined and ecological alternative
using ethanolic extracts of Lippia origanoides K was evaluated. The bacterial
isolate was obtained from different localities of the municipality,strains were
identified by conventional techniques. Prevalence by area was tomatoes, pepper
and potato and predominance of Pseudomonas sp., Pectobacterium sp
Xanthomonas sp. The inhibitory capacity of EE a t4, 6 and 8% concentration was
tested on the growth of these bacterias. The concentration with the highest
inhibitory effect was 6% of EE. These results reveal the potential use of EE an
alternative for the control of bacterias.

KEY WORDS: Etiology, Xanthomonas, bacteriosis.

Introduccion

El municipio Jiménez del estado Lara, Venezuela, se destaca en la
produccion de rubros horticolas, debido a sus caracteristicas climaticas, edaficas,
de relieve y a una fuerte vocacion agricola de sus habitantes. La depresion de
Quibor, enmarcada en este mismo municipio fue declarada en 1982, como una zona
de aprovechamiento agricola en el pais, consolidandose como tal (Pierre y
Betancourt, 2007), donde las principales especies cultivadas en esta entidad son:
cebolla, piment6n, tomate y papa, con un aporte significativo a la produccion
nacional de estos rubros (MAT, 2008). Su manejo productivo es intensivo,
caracterizado por una excesiva mecanizacion de los suelos, riegos y fertilizacion
(Martinez y Alfonzo, 2003), esta situacion, favorece la aparicion de problemas

fitosanitarios en los cultivos locales lo cual presenta implicaciones negativas que
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el productor debe afrontar ya que los cultivos son afectados por plagas y
enfermedades, entre éstas, las de origen bacteriano, tales como las manchas
foliares, marchitez y pudriciones, presentan altos indices de severidad, por lo que
generan grandes pérdidas economicas al agricultor, aunado a esto, se conlleva el
uso indiscriminado de agroquimicos, lo cual genera graves problemas de salud en
la comunidad y desequilibrios ecologicos, situacion evidentemente insostenible en

el tiempo (Pierre y Betancourt, 2007).

Seguin Stefanovaet al. (2005) el manejo de las enfermedades bacterianas se
ha hecho mundialmente dificil, debido a la resistencia a los fungicidas ctpricos y
los antibioticos, los cuales durante muchos anos, han sido empleados en la
agricultura con ese fin, lo que ha motivado la busqueda de alternativas biologicas,
entre ellas los extractos vegetales (EV), acuosos (EA) o etanolicos (EE), los cuales
han resultado promisorios por su destacado efecto bactericida (Molina, 2001;

Pérez et al., 2011).

Oliveira et al. (2007) afirmaron que el orégano silvestre (Lippiaoriganoides K.),
a través de su metabolismo secundario sintetiza principalmente compuestos del
grupo de los monoterpenos, como el carvacrol y el timol, efectivos por su actividad
antimicrobiana, por cuanto promueven el aumento de la permeabilidad de la
membrana citoplasmica y son capaces de desintegrar la exterior de las bacterias

Gram-negativas, causando la liberacion de lipopolisacaridos.

En este sentido, cabe mencionar que los rubros cultivados en esta zona, se
han visto fuertemente afectados por enfermedades bacterianas, sin embargo no se
dispone de documentacion precisa acerca de los agentes causales ni de la
prevalencia de los mismos, ademas es conocido que el uso indiscriminado de
plaguicidas en el municipio Jiménez ha causados numerosos problemas ecologicos
y de salud en sus habitantes. Por tal motivo, el objetivo de ésta investigacion

consistio en determinar la prevalencia de enfermedades bacteriana en cultivo a
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cielo abierto del municipio Jiménez y evaluar el extracto etanolico foliar de Lippia
origanoides, como alternativa para el control de patogenos bacterianos en los

principales cultivos

1. Materiales y métodos

L1. Determinacion de la prevalencia de enfermedades bacterianas en
cultivos horticolas en el municipio Jiménez, en el estado Lara.

Para la evaluacion de la prevalencia se procedio a cuantificar el namero total
de Unidades de Produccion (UP) cultivadas a cielo abierto, las cuales fueron
muestreadas en las diferentes localidades o sectores, de las Parroquia Diego de
Lozada, Tintorero, Cabo José Dorante, Paraiso de San José y San Miguel, en el
municipio Jiménez, durante el periodo octubre 2012- marzo 2013; el muestreo fue
dirigido, cuantificandose el namero total de plantas muestreado por cultivo, y el
porcentaje que presentaban sintomatologia bacteriana, tales como: marchitez,
manchas foliares y pudriciones blandas, propias de bacteriosis (Agrios, 2005). De
esta forma se calcul6 el nimero de individuos que, en relacion con la poblacion
total, padecen una enfermedad determinada en un momento especifico (Moreno

etal., 2000).

1.2.Aislamiento del patogeno, pruebas presuntivas y obtencion de cultivo
puro

Se colectaron muestras de hojas, tallos y frutos sintomaticos en tomate,
pimenton, papa y cebolla, en las diferentes localidades bajo estudio, las mismas
fueron llevadas al Laboratorio de Bacteriologia del Posgrado de Agronomia, de la
Universidad Centroccidental Lisandro Alvarado (UCLA), para el diagnostico e

identificacion de las diferentes bacteriosis.

Para el aislamiento bacteriano, las muestras fueron desinfectadas con

NaOCl(2%), lavadas tres veces con agua destilada estéril (ADE), maceradas y
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mediante el método de dilucion en serie, se obtuvieron alicuotas que fueron
transferidas a cajas Petri con medio agar nutritivo (AN). Una vez ocurrida la
formacion de las colonias, se replico, realizandose las pruebas presuntivas de KOH
(3%), para determinar si eran Gram (-) 6 Gram (+) (Suslowet al.,1982) y la tincion
con rojo congo, para observar bajo el microscopio 6ptico (1000X), la forma de la

célula bacteriana, seleccionandose las cepas presuntamente fitopatogenas.

Posteriormente, se realizaron diluciones en serie, para obtener a las 24 y 48
horas las colonias puras y proceder a someterlas a las siguientes pruebas para la
identificacion de las mismas, simultaneamente a conservar una muestra de la cepa

en glicerol (20%), (French y Hebert, 1980).

1.3.Pruebas de patogenicidad

La preparacion delos inoculos fue realizada a partir de cepas bacterianas
puras desarrolladas en AN de 24-48 horas de crecimiento. Para ello se prepararon
suspensiones con ADE con una concentracion de 108 UFC/ ml, correspondiente al
tubo N° 4, segtin la escala de McFarland (Barret, 1975). Para la inoculacion, se
utilizaron plantas de tomate, pimenton y cebolla provenientes de semillas y frutos
sanos, sembradas en envases plasticos de 1 Kg, de capacidad, conteniendo una
mezcla de sustrato preparado con tierra negra y cascara de arroz (2:1), esterilizado

con vapor.

Se inocularon plantas de 20 dias de edad con las cepas bacterianas aisladas,
mediante los métodos correspondientes, tales como: aspersion a las hojas con
heridas y sin heridas e inoculacion directa en el tallo, mediante colocacion de
algodon previamente impregnado con la suspension bacteriana, sobre herida
realizada en la base del tallo. Se inocularon tres plantas por cepa, el testigo
consisti6 en 2 plantas tratadas de la misma manera para cada método, pero con
agua destilada estéril (ADE); las plantas se mantuvieron en camara humeda en

pre-inoculacion por 48 horas y posterior a la inoculacion por 72 horas, en
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umbraculo a 27°C'y 68% de HR, en promedio; se asperjaron con agua 2 veces al
dia y se realizaron observaciones diarias. Al observarse los sintomas, se realizaron
los re-aislamientos, pruebas fisiologicas y bioquimicas, para corroborar que se
trataba de las mismas bacterias inoculadas. Adicionalmente, en el caso del
pimenton, debido a observacion en el campo de sintomas de manchas bacterianas
a nivel del pedanculo del fruto, de manera simultanea se realiz6 un ensayo en el
que se inoculd la cepa bacteriana directamente sobre esta estructura,

corroborando las pruebas de patogenicidad.
1.4. Identificacion y caracterizacion de las cepas bacterianas aisladas

Se realiz6 luego de 24 horas de crecimiento, a partir de colonias bacterianas
puras en los medios de cultivo AN y YDC, observandose caracteristicas de borde,
brillo, elevacion, consistencia y color de las cepas individuales. En colonias de 24
a 48 horas, procediéndose a la observacion bajo el microscopio 6ptico (1000x) la

forma de la célula bacteriana, previa tincion con rojo congo (Schaad et al., 2001).

Para la determinacion de las caracteristicas fisiologicas y bioquimicas, se
utilizaron las pruebas de KOH (3%); requerimiento de oxigeno (Prueba de Hugh
y Leifson); bactofenol rojo dextrosa agar, oxidasa, catalasa, hidrolisis de
almidon,produccion de H,S, crecimiento a 35 y 40°C, produccion de
ureasa,digestion de las proteinas, licuefaccion de la gelatina, hidrolisis de esculina,
reduccion de nitratos, utilizacién de carbohidratos y produccion de acidos a

partir de los mismos (Klementet al., 1990; Holtet al.,1994; Schaad et al., 2001).
1.5.0btencion de los extractos etanolicos foliares de Loriganoides

El extracto etanolico de orégano se obtuvo a partir de hojas plenamente
desarrolladas y aparentemente sanas, secadas a la sombra, pulverizadas en una
licuadora convencional OsterMR. El polvo se coloco en un envase de vidrio,
recubierto por un plastico negro, y se le agregd etanol (96%) hasta cubrirlo

completamente. Se dejo macerar por 12 h, se filtro y con la ayuda de un rotavapor
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BrinkmannMR, se obtuvo el crudo, el cual se guardo bajo refrigeracion (8°C) en
frascos color ambar, hasta el momento de realizar las pruebas de actividad

biologica (Marcano y Hasegawa, 2002).

1.6.Evaluacion in vitro del extracto etanolico de Loriganoides sobre el
crecimiento de las bacterias diagnosticadas.

Las cepas bacterianas para este ensayo fueron seleccionadas bajo el criterio
de ser representativas y con excelente crecimiento en agar nutritivo. Las bacterias
en suspension (100 pl ajustado a 108 cel/ml) se sembraron en capsulas Petri con
AN, posteriormente, se impregnaron discos de papel de filtro estériles de 5 mm de
diametro, con 10 pl del EE al 4, 6 y 8%; como testigo negativo, se utilizo ADE. Los
discos se ubicaron en forma equidistante a razon de 4/placa, lo cual constituy6 una
variante a la metodologia original (Hernandez y Trujillo, 2009). Se utiliz6 un
diseno completamente al azar, con 5 repeticiones/tratamiento. Las evaluaciones se
realizaron después de las 48 horas, midiéndose el tamano del halo de la zona de
inhibicion del crecimiento bacteriano y posteriormente los datos fueron

sometidos al analisis de varianza, utilizando el programa Statistix 8.0.

2. Resultados y discusion

2.1.Prevalencia de enfermedades bacterianas en cultivos horticolas del
municipio Jiménez
Se abordaron veintiséis unidades de produccion (UP) en el municipio
Jiménez, cuya area agricola se zonifico, correspondiendo la zona 1 a la parroquia
Diego de Lozada (Piedra de Ojo, Si puedo, El Zancudo),siendo el cultivo mas
representativo el de tomate (52,94%), ademas de encontrarse pimenton (23,53%)
y papa (23,53%); la zona 2, a las parroquias Cabo José Dorante (El Hato) vy
Tintorero (Rincon de Guardia, Colinas de Campo Alegre, Campo Lindo y Negrete
Sur), donde el cultivo imperante fue el pimenton (90%), también se muestreo
tomate en un 10%; y la zona 3, a las parroquias Paraiso de San José (Agua Negra,

Sabanita y Palenque Arriba) y San Miguel (El Volcancito), en la cual sobresalio el
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cultivo de papa, con un 76,92% seguido de cebolla y tomate, con 15,38% y 7,69%

respectivamente. (Cuadro 1).

De las 26 UP muestreadas, 14 presentaron plantas con sintomas de
bacteriosis, representando un total de 53,85%. Al respecto, las muestreadas por
cultivo fueron: en cebolla 2, en pimenton 11, en tomate 5 y en papa 8, con
prevalencias de 100; 36; 40 y 62,5%, respectivamente (Cuadro 2). En general, los
sintomas predominantes fueron manchas, marchitez y pudriciones, con un 73,08;

42,30y 26,92 9%, respectivamente.

Cuadro 1. Cultivos encontrados en tres zonas del municipio Jiménez del
estado Lara en el periodo de octubre 2012- marzo 2013

Zona Cultivo % Prevalencia
Zona l.Parroquia Diego Tomate 52.94%
de Lozada Pimenton 23,53%
Papa 23,53%
Zona 2. Parroquias Cabo Pimenton 90%
J. Dorante y Tintorero Tomate 10%
Zona 3. Parroquias San Papa 76,92%
José y San Miguel Cebolla 15,38%
Tomate 7,69%

Cuadro 2. Fincas afectadas por enfermedades bacterianas en las localidades
Piedra de Ojo, Si puedo, El Zancudo, El Hato, Rincon de Guardia, Colinas de
Campo Alegre, Campo Lindo, Negrete Sur, Agua Negra, Sabanita, Palenque
Arriba y San Miguel

Cultivo Ne° Fincas Ne© Fincas % de Prevalencia
evaluadas afectadas
Cebolla 2 2 100%
Pimenton 11 4 36%
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Tomate 5 2 409%
Papa 8 5 62.5

Estos resultados podrian compararse con los obtenidos por Jiménez et al.
(2013 a), quienes estudiaron la prevalencia de enfermedades bacterianas en
plantulas de pimenton en casas de cultivo del municipio Jiménez, y reportaron
que de un total de 19 estructuras evaluadas, 14 mostraron sintomas bacterianos,
representando el 73,68%, valor éste un tanto superior al obtenido a nivel de campo
en esta investigacion, lo que posiblemente sea causado por el menor porcentaje de
humedad, en comparacion a las condiciones dentro de las estructuras protegidas,
ya que un ambiente calido, hiimedo y sin corrientes de aire dentro de la estructura
protegida favorece la aparicion de enfermedades bacterianas (Baker y Linderman,
1979).Sin embargo el uso de estructuras protegidas llevando a cabo la
implementacion de unas series de medidas de prevencion de plagas y
enfermedades es la mejor opcion para los productores en la actualidad, ya que tal

como lo senala (Urrestarazu et al., 2006).

2.2. Aislamiento de los patogenos bacterianos y pruebas de patogenicidad

Se obtuvieron 35 aislamientos bacterianos puros a partir de las muestras
colectadas, los resultados del analisis de las pruebas presuntivas, permitieron
identificar a nivel de género. En tomate, se aislaron 13 cepas (37,15%), en pimenton
12 (34,29%), en papa 8 (22,85%) y en cebolla 2 (5,71%); no obstante, se
seleccionaron 12 cepas representativas, bajo los criterios de importancia
patogénica en tales cultivos y mayor frecuencia de aparicion, los mismos fueron

inoculados, para comprobar los postulados de Koch.
Los 12, aislamientos seleccionados se codificaron de acuerdo a su

procedencia, los de pimenton: P-0, P-1, P-2,P-3, P-4, P-5; de tomate: T-1, T-2, T-3;

de cebolla: C-1, C-2y de papa: Pa-1.Las bacterias inoculadas por cultivo produjeron
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los sintomas observados en las muestras de las cuales fueron aisladas, con lo cual
se comprobo los postulados de Koch, dandose dos excepciones en las codificadas
como P-1y T-2, las cuales no generaron sintomas en plantas y/o en fruto (caso P-

1),luego de la inoculacion.

23. Identificacion y caracterizacion de la bacteria

La caracterizacion cultural, bioquimica y morfologica de los aislamientos
(cuadros 3 y 4), permitio identificarlos en base a la coincidencia con las
caracteristicas descritas para diversas especies bacterianas reportadas (Schaad et
al., 2001), resultados estos que en gran parte estan en concordancia con lo
reportado en el caso del pimenton por O’Garro (1998); Mitrevet al. (2000); Fiori y
Schiaffino (2004); Martinet al.(2004);Lewict al.(2007); Herman et al.(2008);
Honget al.(2012). En el caso del aislamiento “P-2” identificado como Acidovorax
avende subsp. citrulli, no se le encontré un reporte analogo, sugiriéndose la

realizacion de mas estudios al respecto.

La presencia de Ralstonia solanacearum y P. carotovorum (antes Erwinia
caratovora ) fueron senaladas por Escalona et al. (2006) en pimenton, en la zona
baja del municipio Jiménez. De igual modo, Jiménez et al. (2013a), en casas de
cultivo del mismo municipio determinaron la presencia de Xanthomonas spp.,

Pseudomonas spp., Erwinia spp., Burkholderia spp., Pantoea spp. y Agrobacterium spp.,

en plantulas.
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Cuadro 3.

Caracteristicas culturales y morfologicas de los aislamientos
bacterianos seleccionados por cultivo de muestras obtenidas del municipio
Jiménez del estado Lara. Periodo: ...

AISLAMIENTO BACTERIANO

P-0 P-1 P-2 P-3 P-4 P-5 T-1 T-2 T-3 C-1 C-2 Pa-l
Caracteristicas culturales
Color Amar Crem Crem Crem Blanc Amar Amar Crem Crem Crem Crem Blan
illa a a a a illa illa a a a a ca
Form Circu Irreg Circu Circu Circu Circu Circu  Irreg  Circu  Circu  Circu  Circ
a lar ular  lar lar lar lar lar ular  lar lar lar ular
]gord Liso Ondu Ondu Liso Ondu liso  Liso Ondu Liso Ondu Ondu 1(1)123
lado lado lado lado lado lado o
Supe Conv Aplan Aplan Conv Aplan Conv Conv Aplan Conv Aplan Aplan Apla
rficie exa ada ada exa ada exa exa ada exa ada ada nada
Cons Muco
isten Muco ide- Muco Muco Muco Muco Muco Muco Muco Muco Muco Muc
cia ide acuos ide ide ide ide ide ide ide ide ide oide
a
Caracteristicas morfologicas
KOH + + + + + + + + + + + +
al 3%
Form Bacil Bacilo Bacil Bacil Bacil Bacil Bacil Bacil Bacil Bacil Bacil Bacil
a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Procedencia de los aislamientos: P-0, P-1, P-2, P-3, P-4, P-5: pimenton; T-1, T-2, T-
3: tomate; C-1, C-2: cebolla; Pa-1: papa.

Segun Tudor-Nelson et al. (2003) se ha observado la afectacion del cultivo

de pimentén por la mancha bacteriana causada por Xanthomonas campestris pv.

vesicatoria y los esfuerzos para aumentar la produccion en los mismos han sido

limitados, principalmente por las dificultades encontradas en el control de la

enfermedad (O’Garro, 1998 y Martin et al., 2004), por cuanto es favorecida por el

clima calido y humedo, reduciendo considerablemente el rendimiento, la calidad

del fruto y puede destruirlo por completo (Martin, et al., 2004). En este mismo

sentido, Ralstonia solanacearum causante de la marchitez bacteriana, es mencionada

por Hong et al. (2012) como una de las enfermedades mas destructiva en las

regiones tropicales, subtropicales y templadas del mundo, infectando a mas de 200
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especies de plantas diferentes y es de dificil erradicacion, una vez que la bacteria

se introduce en cualquiera de estos sistemas de produccion.

Cuadro 4. Caracteristicas fisiologicas y bioquimicas de los aislamientos
bacterianos seleccionados por cultivo de muestras obtenidas del municipio

Jiménez del estado Lara.

AISLAMIENTO BACTERIANO

I\ﬁiclltliovge P- P11 P2 P- P- P- T1 T- T- C- C- Pa
0 3 4 5 2 3 1 2 -1
Pruebas bioquimicas y fisiologicas

Medio

Hugh y - - - - + - - - - + + +

Leifson

Medio ) j j j . . 3 . . 3 )

YDC

Fluorescen

cia en - - - + - - - - + - - -

Medio KB

Medio D1 - - - - - - - - - - - -

Medio D3 - - - - + - - - - + + +

Medio

Arginina N/ N/ N/ N/ N/ N/ N/

dehidots D -~ ~  ~ D D D ~ -~ D D D

a

Crecimient N/ . N/ N/ N/ N/ N/ N/ N/ N/

0a 40°C D D D D D ~ D D D D

Hidrolisis ., N N N N ., N N N N N

de Esculina D D D D D D D D D

Litmus ., N N N N ., N N N N N

Milk D D D D D D D D D

Levan N NN N N N N N N N
D D D D D D D D D D

geldmhm N N N, N N N N N

Almidon D D D D D D D D

Reduccion N/ N/ N/ N/ N/ N/ N/ N/ N/

deNitraons D D -~ ~ D D D D -~ D D D

Oxidasa N/ N/ N/ N/ N/ N/ N/ N/ N/ N/
D DD D D D D ~ D D D

Crecimient N/ N/ N/ . N/ N N . . .

oa37°C D D D D D D
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Producci6 N/ N/ N/ N/ N/ N/ N/ N/
ndendod D D D D -~ D D D D ~ 7
Reduccion
o NN NN N NONON
. D D D D D D D D
partir  de
Sacarosa
Arabinosa . N/ N/ N N/ . . N/ N/ N N N/
D D D D D D D D D
Mannosa N/ N/ N N/ N/ N/ N N N/
"~ p D D D ~  ~ D D D D D
Melibiosa N/ N/ N/ N/ N N N N
D D D D D D D D
Sacarosa N N . N/ N/ N/ N/ . N/ N/ N/
D D D D D D D D D
Bacteria
Identifica Xc Rs Aa Ps Pe Xc Xc Rs Ps P pPe Pe
da c c c c c

N/D: Prueba no determinante para identificar al aislamiento bacteriano a nivel
de especie, una vez establecido su género

Especies bacterianas identificadas: Xc = Xanthomonascampestris;  Rs:
Ralstoniasolanacearum; Aac. Acidovoraxavenaesubsp. citrulli; Ps. Pseudomonas
syringae; Pcc. Pectobacterium carotovorumsubsp. carotovorum;.

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Erwinia carotovora ssp.
carotovora), ocasionante de la pudricion y posterior muerte de plantulas,
atectandolo hasta en la etapa de post-cosecha (Hadas et al., 2001; El-Hendawy et

al., 2002; Fiori y Schiaffino, 2004). Tambien encontramos a Acidovorax avende y A.

citruli (antes A. avenae subsp. citrulli), patégeno de cucubitacea, tal como la patilla.
En pimento6n no esta reportada como patogeno, sin embargo se ha encontrado
asociada al mismo, debido a que este puede ser trasmitido por semilla a través de
colonizacion epifita, lo que trae consigo que patogenos bacterianos transmitidos
en las plantulas no hospedantes como epifitas, cuando se plantan en la proximidad
de plantulas susceptibles del huésped, pueden dispersar potencialmente el

patogeno dando lugar a epidemias inesperadas (Dutta et al., 2014).

70



REVISTA DELA UNIVERSIDAD DEL ZULIA. 32época. Ano 10 N° 26, Enero-Abril 2019
Yoleidy Escalona., et. al. /// Prevalencia de patogenos bacterianos... 58-81

En el caso del tomate, se coincidio con Hanson et al. (1998); Wilsonet al.
(2002); Cuppels et al. (2006); Herman et al. (2008); Hong et al. (2012) en cuanto a
las especies reportadas en este estudio; asimismo en el cultivo de cebolla. El
tomate es principalmente afectado por la mancha bacteriana, cuyo agente
etiologico es Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria (Razuri et al.,2005 y Pierre y
Betancourt, 2007). Chaudhry y Rashid (2011) y Huang et. al. (2012) consideraron
esta bacteria entre los patdgenos mas importantes, seialando ademas que puede
ser causada por al menos cuatro representantes de Xanthomona,
taxonomicamente distintas. O’Garro (1998); Wilson et al. (2002) y Herman et al.
(2008) senalaron que el aumento de la produccion en los cultivos enfermos se
dificulta, por el deficitario control, la reduccion de la capacidad fotosintética del
follaje infectado y adicionalmente, las lesiones en los frutos, que disminuyen el
valor comercial del producto. Cuppels et al.(2000) la consideraron como una
enfermedad muy persistente, econdmicamente importante y hacen referencia a
que aunque no suele matar a las plantas, los sintomas en las bayas pueden

disminuir su comerciabilidad.

En cebolla, la pudricion central de la cebolla ocasionada por Pantoea ananatis,
puede ser transmitida por la semilla (Janse, 2012), la pudricion bacteriana del
bulbo de la cebolla causada por Burkholderia cepacia (Sotokawa y Takikawa (2004),
pero ademas encontramos la pudricion blanda cuyo agente causal es Pectobacterium
caratovorum (= Erwinia caratovora), tal como lo menciona Abdalla et al, 2013 esta
ultima diagnosticada en este trabajo, la cual es una patologia importante para el
cultivo, ya que aunque la podredumbre blanda bacteriana ocurre en muchos tipos
de cultivos, en cebolla puede reducir considerablemente el rendimiento de
cosechas de tanto en el campo como en el almacén, ya que la encontramos también

como patogeno poscosecha.
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Para el caso de papa, el patéogeno bacteriano diagnosticado fue
Pectobacterium carotovorum, patdogeno de importancia agricola causante de la
pudricion de la papa Rezaei y Taghavi (2010) y Salmaan et al. (2010); El cual
también ha sido reportado por Trujillo et al. (2001) quienes comprobaron la
presencia de este patogeno en semillas de este mismo cultivo colectadas en Quibor
y que ademas coincide con Hernandez y Trujillo (2004), Tavasoliet al. (2011),
Abdul et al. (2012) y Anajjar et al. (2014), al reportar la misma especie bacteriana
afectando al cultivo de la papa. Al respecto, Tavasoli et al., (2011) y Hernandez y
Trujillo (2004) senalaron como agente causal de la pudricion de la papa a
Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum 'y a Dickeya chrysanthemi., las cuales
ademas de la papa tienen una amplia gama de hospedantes, principalmente en las
regiones tropicales y subtropicales, mientras que P. atrosepticum se limita casi
exclusivamente a la papa en las regiones templadas. Anajja et al. (2014) plantearon
que a menudo Pectobacterium carotovorum persiste como una infeccion latente en
tubérculos, pudiendo afectar hasta en post-cosecha, disminuyendo el rendimiento
y aumentando el costo de produccion; ademas de que causan sintomatologias
diferentes dentro de un huésped. En este particular, en condiciones humedas,
puede provocar maceracion de tejidos parenquimaticos del tallo subterraneo
generando el sintoma del “pie negro”; En contraste, en condiciones secas se puede

dar origen a marchitez, clorosis y desecacion de la planta afectada.

Para el lapso de tiempo en el que se realizo este estudio, en la zona 1 que
incluyo a las localidades Cubiro, El Zancudo y sus alrededores, el cultivo mas
representativo fue el de tomate, con predominio de Pseudomonas sp., En la 2,
correspondiente a las localidades aledanas a Quibor, tales como Rincon de
Guardia y Negrete, el imperante fue el pimentén y los principales géneros
bacterianos fueron Pectobacterium sp. y Xanthomonas sp. en igual proporcion; en la
3, que incluyo Agua Negra, Palenque y sus alrededores, sobresalio el cultivo de

papay el principal género bacteriano fitopatogeno reportado fue Pectobacterium sp.
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Cabe senalar que una vez realizado la identificacion de las especies bacterianas
por cultivo, se nota la presencia de bacterias que afectan mas de un cultivo, alli
tenemos el caso de bacterias que entre su rango de hospederos incluye varias
especies de las solanaceas, la cual fueron en su mayoria las especies de cultivo

muestreadas, entre las que podemos mencionar X. campestris, R. solanacearum y

Pseudomonas siringae encontradas en pimenton y tomate. Ademas encontramos P.
caratovorum, en todos los cultivos estudiados, ya que este patogeno tiene amplio

rango de hospedero y se conoce como causante de pudricion blanda.

2.4. Evaluacion invitro del extracto etanolico foliar de L.origanoides sobre el

crecimiento de las bacterias diagnosticadas

Todas las concentraciones del EE de orégano silvestre produjeron halos de
inhibicion sobre las bacterias probadas (CUADRO 5); el analisis de varianza
revelo diferencias significativas (P< 0,01) entre los tratamientos y el testigo;
evidenciandose ademas la susceptibilidad variable a los tratamientos, de acuerdo

a la especie.

En 5 aislamientos (62.5%), el mayor efecto fue el que se present6 con el EE
al 6%, mostrando mayor porcentaje de inhibicion en el crecimiento de las cepas
evaluadas, no obstante, estadisticamente hubo poca diferencia entre las medias de
los tratamientos, por lo cual se recomiendan estudios con mayores
concentraciones del extracto, para detectar diferencias, esto sin obviar que cada
cepa bacteriana tiene sus caracteristicas, lo cual hace particularmente complejo

alcanzar un tratamiento estandar aplicable a un gran ntimero de especies.

Cuadro 5. Halo de inhibicion del crecimiento bacteriano ocasionado por el
extracto etanolico foliar de . origanoides.

Concentracion del Extracto Etanolico (%)
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Bacteria 4 6 8
Inhibicion
Significa CV
ncia
cm % cm % cm %
P-0 0.8790 o1 0.9380 29 0.9333 08 <0,01**  4.09
Xanthomonas a a a
scampestris
P-1 1.0953a 25 0.9842 12 0.9882 12 0.0034** 631
Ralstonia ab ab
solanacearum
P-2 1,0355a 13 1,0435a 14 0,9792 6 0.0079**  4.62
Acidovorax ab
avenae
P-5 0.9957 20 0.9313a 12 0.9167a 10 0.0060**  5.58
Xanthomonas a b b
campestris
T-3 1,0228 17 1,0435a 19 1,0048 15 0.0034** 543
Pseudomonas a a
syringae
Pa-1 1,0562a 19 1,08l7a 2o  10770a 7] 0.0005**  5.14
Pecrobacterium
caratovorum
C-1 09177a 47 09872 53 08565 4  0.0028** 11.89
Pecrobacterium a ab
caratovorum
C-2 0.8962 17 0.9550 05 0.9450 04 0.0066** 7.04
Pecrobacterium ab a a
caratovorum

*Datos calculados con respecto al testigo (0% de Extracto Etanolico).
Letras iguales indican sin diferencias significativas (P<0,01). Comparacion de

medias por pruebas de Tukey(¢?)
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Se debe considerar ademas que la variabilidad a nivel de aislamientos puede
ser grande, ya que las cepas P-0 y P-5 son provenientes del cultivo de pimenton e
identificadas como Xanthomonas campestris, no obstante, su desempeno frente a los
tratamientos fue distinto, lo que posiblemente se debio, a la diferente capacidad
de crecimiento en el medio, lo cual a su vez es determinado por caracteristicas
intrinsecas particulares, que también podria estar relacionado a la zona de origen
de dichas cepas, ya que la cepa P-0 es proveniente de la localidad Piedra de Ojo
ubicada a 1503msnm en contraste con la P-5 proveniente de Colinas de Campo
alegre a 684msnm. Ademas, cabe resaltar la suceptibilidad mayor de algunas
especies, tal como es el caso de Pectobacterium carotovorum (C1) que con 6% de EE
se redujo el halo en mas de 50%, lo cual también puede deberse a condiciones
genéticas de las cepas.Estos resultados coincidieron, parcialmente, con los
obtenidos por Jiménez, et al. (2013, b) quienes determinaron la capacidad
inhibitoria del EE foliar del orégano al 4, 6 y 10% y como control positivo al
producto Kasumin, sobre el crecimiento de bacterias fitopatogenas de los géneros
Xanthomonas spp., Pseudomonas spp. y Erwinia spp., provenientes del cultivo de
pimenton y segin estos mismos autores, la concentracion de mayor capacidad
inhibitoria del producto,para todas las bacterias fue al 6%, superando inclusive al
tratamiento donde se aplico el quimico, el cual es uno de los mas utilizados en la

agricultura, para el control de enfermedades bacterianas.

Mas recientemente, Pinto et al. (2013) estudiaron la actividad antimicrobial
de diferentes especies de Lippia spp., incluyendo L. origanoides, encontraron que con
una concentracion de extracto metanolico de 1 mg/disco, se observaron halos de
inhibicion de 7 +/- 0,5 mm contra Staphylococcus aureus y los diametros fueron
variables en otras especies patogenas bajo estudio, no obstante, reportaron
resistencia por parte de Pseudomonas aeruginosa y tal cual como en esta
investigacion,el uso de extractos de esta planta, podria ser una alternativa
prometedora en el tratamiento de infecciones bacterianas. Del mismo modo, se

corroboran los resultados de Oliveira et al. (2007), quienes realizaron un ensayo
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con aceites esenciales (AE) de orégano, en el que utilizaron alicuotas de 10 pL de
aceite diluido 1:1 con Tween 80 (0,5% en agua), reportando halos de inhibicion de
hasta 25 mm contra S.aureus, deduciendose el mejor desempenio de éstos, en
comparacion con los EE, sin embargo, debe estudiarse la factibilidad economicay

ecologica de extraccion y uso en condiciones de campo.
Conclusiones

Estos resultados demostraron la potencialidad de L. origanoides como
control alternativo de bacterias fitopatogenas y las diferencias en respuesta

inhibitoria del extracto que puede existir entre cepas bacterianas
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