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Resumen

Las leguminosas forrajeras promisorias Centrosema, Leucaena y Zornia,

poseen alto valor alimenticio como fuente de proteinas, minerales, vitaminas
y ademAs poseen alta productividad en suelos Acidos e infértiles de América
tropical, En 1981 se realizaron varios reconocimientos en Colombia y se

encontraron severass pudriciones en vainas de Leucaena leuwcocephala,

manchas foliares y muerte descendente en accesiones de Centrosema sp. nov.
y clorosis, atrofia, marchitamiento y en algunos casos, muerte de plantas

jovenes de Zornia glabra. Los agentes causales fueron identificados como

* Pseudomonas fluorescens Biotipo 2 en las leguminosas L. leucocephala y

Centrosema sp. nov. y como Corynebacterium flaccumfaciens en Zornia glabra.

Se han confirmado niveles de infeccidn en semillas hasta del 100% en

Zornia glabra vy del 34%Z en semillas de Centrosema sp. nov. Debido a las

reducciones en rendimiento, materia $ec§ y la pérdida de semillés de estas
leguminosas por las respectivas bacterias, se han buscado métodos de
ccntroi_efecfivn como son las variedades resistentes, précticg& culturales
y para las semillas, contrel quimico con Carboxin 5,6 d;hidro~2mMeti1
1,4-oxatiino-3-Carboxanilido + (?riclﬁrometil?io)~&~Qicleexanom1,deizarbcw
ximida al 1% y Oxide Chprico al 17 y control combinado con los mismos

fungicidas y a baja temperatura (~4°C) por 2 semanas.
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Summary

The promising forage legumes Centrosema, Leucaena and Zornia possess high

fced quality as a source of proteins, minerals, vitamins and besides possess

high productivity in the acid infertile soils of tropical America. In
1981, various surveys were realized in Colombia and severe rotting of pods

of Leucaena leucocephals, leaf spots and dieback of accessions of

Centrosema sp. nov, and chlerosis, atrophy, wilting and, in some cases,

death of young plants in Zornia glabra were found. The causal agents were

identified as Pseudomonas flugrescens Biotype Il in the legumes L.

leucocephala and Centrosema sp. nov. and as Corynebacterium flaccumfaciens

in Zornia glabra. Levels of seed infection up to 100% in Zornia glabra
and 34Z in seeds of Centrosema sp. nov. have been confirmed. Due to
reductions in yield of both dry matter and seeds of these legumes by the
respective bacterias, affecgive control methods were looked for such as
resistant varieties, cultural practices and for the seeds chemical control
with Carboxin 5,6 dihidro~2-Methyl 1,4-oxatrine-3-carboxanilide + (Trichlo~
romethyl)ud—Cyclohexané—l,2—dicarboximide at 1% and Cupric oxide at 1% and
combined control with the same fungicides and at low temperature (-4°C)

for two weeks,

INTRODUCCION

Leucaena leucocephala es una leguminosa nativa de los trépicos himedos y

subhiimedos de América Central (11), adaptada a suelos de moderada acidez y
fertilidad. Posee alto valor proteinico en asociacibn con gramineas. Su
capacidad para reemplazar pasturas nativas, como también considerarla como

banco de proteinas, se ha estudiado en América Central (9), Australia,
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Hawaii y otros peises (1).

El género Centrosema es un grupo de leguminosas que poseen unas 40-50
especies nativas de América tropical (2, 10, 14). C. pubescens estd natu-
ralizada en el sureste de Asia y esté ampliamente distribuida a través de
los trépicos y subtropicos del mundo, Esta leguminosa tiene notable adap-
tabilidad a las ccndicioneé de sequia y a svelos acidos e infértiles (5).

Su contenido proteinico es mayor de 20%, valor que supera al de especies

forrajeras conocidas del género Stylosanthes.

Zornia glabra es una leguminosa forrazjera promisoria para los ecosistemas

de sabana de los tropicos. Tiene buena adaptacidon a suelos écidos con
niveles bajos de fésforo, potasio y magnesio y niveles altes de aluminio
(15). Ademés su produccidn de materia seca digerible y contenido de fésforo
es superior al de otras leguminosas forrajeras de alte valor nutritive como

Stylosanthes, Desmodium y Aeschynomene.

Hasta 1981 no se habian registrado enfermedades bacterianas de estas legumi-
nosas en Colombia, pero a finales de este afo se realizaron varios recono-
cimientos y se encontraron severas pudriciones en vainas de Leucaens

Leucocephala, manchas foliares y muerte descendente en algunas accesicnes de

Centrosema sp. nov. y clorosis, atrofia, marchitamiento ¥ en algunos casos

muerte de plantas jovenes de Zornia glabra. Por la importancia potencial

de estas enfermedades, se hizo énfasis en realizar una investigacidén bésica

sobre sus identidades, distribucibn, sintomas, importancia y manejo.



SINTOMAS

En Leucaena leucocephala los sintomas se manifestaron como lesiones acuosas

en las vainas alrededor de perforaciones hechas por insectos. las lesiones
se expandieron y se tornaron necrbticas cuando las semillas empezaron a
podrirse, Bajo coéiciones de humedad, la pudricién de las vainas fue
general y las bacteria presénté un exudado alrededor de las perforaciones,
Las vainas a menudo caian premeturamente y pocas semillas se obtuvieron de

las vainas afectadas (4).

Los primeros sintomas cobservados en Centrosema sp. nov. fueron marchita-
miento de terminales y hojas jbévenes y manchas clordticas en hojas maduras,
Las hpjas jévenes y los terminales se tornaron parcial o totalmente
neqréticas y desarrollaron muerte descendente. Sobre hojas maduras las
manchas clordticas se tornaron necroticas y & menudo se presentaron

arrugadas y distorcionadas (13).

" En Zornia glabra la bacteria produjo clorosis, posteriormente necrosis,

atrofia, marchitamiento y en algunos cascs muerte de plantas jévenes. En
secciones transversales de la base del tallo y raiz mostraron coloracidn

café a través del tejido vascular (13).

IDERTIFICACION

Los aislamientos obtenidos de vainas de Leuceena leuvcocephala (Cuadro 1)




Cuasdro 1. Caracteristicas usadas comunmente para diferenciar géneros entre bacterios fitopatdgenos®

Caracteres Aislamientos  Aislamientos Aislamientos  Pseudomonas  Coryne- Agrobacte~ Erwinia  Xantho-
de Leucaena de Centrosema de Zornia bacterium rium nonas
Crecimiento en + + + . + + + + +

medio comin

Tincién de - . - + - + - - -
Gram ) .

i

I
+

i
&

I
-
+

Colonias naranja
o amarillas en. v/
medios AN, YDC™?

?1u0resgyncia + + - ¥ - - - -
en K.B.

Crecimiento - - - - - - + "
anaersbico

¥ BSociety of American Bocteriolegists. Laboratory Guide for Identification of Plant Pathologic Bacteria. 5t. Paul,
Minnesota, 1980.

a/ AN: Agar Nutritivo.

b/ YDG: Medio con levadura y dextrosa,

¢/ X,B.,: Medio B de King.

d/ V': resultado variable.



fueron grom-negatives, no produjeron esporas, las céliulas fueron mbviles
con dos flagelos. Las colonias crecieron sobre AN después de 24 horas y a
28°C de temperatura, Estas fueron convexas con bordes regulares, blanco-
cremosas, butirosas y produjeron pigménto verde fluorescente en medio B de
King, Todos los aislamientos fueron aerébicoes, oxidasa positiva, catalasa
positiva, formaron levan, causaron pudricién suave en papa, redujeron
nitratos a nilritos y utilizaron meso~inositel, trehalosa, ethanol, propy-
lenglicol, sorbitol, &cido benzoico, L-arabinosa, D-arabinosa, B-alanina,
L-valina f Lipasa. Produjereon écido a partir de sucrosa e hidrolisaron
almidén y gelatina. Los aislamientos no acumularon poly-8-hydroxibutirato,
no produjeron reaccibén hipersensitiva en tabace 7y no crecieron en AN a 41°C

(6) (Cuadro 2).

La bacteria que ocasiond marchitamiento de terminales y hojas jovenés en
Geﬂtrosema sp. nov., presentdé las mismas caracteristicas morfoldgicas,
culturales, fisioldgicas y biaquimicas que los aislamientos de Leucaena.
En base a estos resultados, se determind que el agente causal de las

pudriciones de vainas de Leucaena leucocephala y 1 marchitamiento de

terminales y hojas jdvenes de Centrosema sp. nov. es la bacteria

Pseudomonas fluorescens Biotipo 2 (6, 12) (Cuadro 3).

Después de realizar los postulados de Koch's con 16 aislamientos prove-

nientes de plantas enfermas de Zornia glabra, se observaron las caracteris-




Cupdro 2. Especies fluorescentes del génerc Pseudomonag y su comparacién con los aislamientos de Leucaena ¥

Centrosema.

Caracteres Aislamientos  Aislamientos P.fluorescens P.aeruginosa P.putida P. syringae P. cichorii
de Leucaensa de Centrosema .

Crecimiento a - - - + - - -
41°C :
Formacidn de + + é - - d -
Levan
Hidrélisis de + o+ + + R - -
Arginina . ‘
Oxidasa ’ .o + + + + -~ +
Denitrificacidn ¥ T+ d ' : + - - -
Hidrélisis- + + + + - d -
gelatina
Hidr. almidén - - - - - - -

Fuentes de carbdn:

Glucosa + + + + + + +
Trehalosa + + + - - - -
Z2-Ketogluconato + + + + + - -
Meso-Inositol 4 + + - - d d
Geraniol - v - + - - -
L~Valine + + + + 4 - -
o-Alanine + + & + + " -

Tomade del manual de Bergey. B2 Ediciédn,



Cuadro 3. Carscteristicas de biotipos de P. fluorescens y de las cepas de Centroscma y Leucaena,

Biotipoes de P. fluorescens I 1 111 -1V Aislamiento de Aislamiento de
No pigmento fluorescente - - - Azul - - =
Formacidn de Levan con Sucrosa + + - + . +
Denitrificacidn + + + + + +

Fuentes de carbdn para
crecimiento

«— Arabinosa + + -
SUCrosa + + -
Ethanol - + d

Tomado del Manual de Bergey. 8¢ Ed.



ticas culturales, bioquimicas y fisioldgicas. Se encontrd que era una
bacteria gram-positiva, no produce espores, varillas cortas y redondeadas
al final, Las células fueron mbviles per varios flagelos, Las colonias
en AN después de 24 horas a 27°C fueron circulares, convexas, enteras v

butirosas. En YDC las colonias presentaron un color smarillo cremoso.

Las caraateristicaé fenotipicas positivas de tedos los aislamientos fueron
produccibn de catalasa, hidrélisis de almidbén, crecimiento a 37°C,
crecimiento en TZC, cglanias amarillas en NBY (7}, preduccibn de Acido a
partir de Celobiosa, Rhamnosa, Mammosa, Ribosa, Mannitol, Sorbitol e Inulina.
Las caracteristicas fenotipicas negativas fueron las siguientes: oxidasa,
reduccidn de nitratos a nitritos, prcduccién#de 1¢van, produccidn de
pigmento azul en YDC, reduccidn de susténcias de sucrosa, produccidn de

fcido a partir de Melezitosa.

Al efectuar la comparacidén de las caracteristicas presentadas por los

cultivos bacterianos causales del marchitemiento en Zornia glabra con las

observadas por otros géneros que contienen bacterias fitopatbgenas, se

aprecia claramente que el agente causal pertenece al género Corynebacterium

(3). las pruebas adicionales de caracterizacidn efectuadas para determinar

1a especie a la cual pertenecia dicho agente causal, son comparadas con las

observadas por Dye y Kemp para las distintas esyeciés de Corynebacterium.

Claramente se aprecia que esta bacteria pertenece a la especie Corvnebacterium

flaccumfaciens (Hedges) (7) (Cuadro 4}.




Cuadro 4. Pruehas fisiolbgicas y bioquimicas en cuatro especies patbgenas de Corynebacterium y cowparacidn
con los aiglamientos procedentes de Zornia plabra CIAT 7847%,

Caracteristicas Aislamientos de
C. michiganense C. ilicis C, fasciens (. flaccumfaciens Z. glabra CIAT 7847

Movilidad ’ - . + - + +

Oxidasa - ey - - _ -

Catalasa + 7 T+ + : +

llidrolisis de =lmidén v - + + +
de popa

Produccién de Acidos:

Rhamnosa - + - + +

¥ Dye, D. W. and ¥, . J. Kemp. 1977,
(1) Mandel et al, (1961), registrd oxidasa positiva.

ot
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DISTRIBUCION

La bacteria Pscudomonas fluorescens Biotipo 2 se ha encontrado en las

sabanas ischipertérmicas bien drenadas y en los ecosistemas boscosos y

afecta con mayor severidad a Leucaena leucocephala en el sureste de México,

en Belize, Panami y posteriormente en Colombia y el Centrosema sp. nov, en

Carimagus y Santander de Quilichao, Colombia. Corynebacterium flaccumfaciens
Hedges, es una enfermedad muy importente en Colombia, en el ecosistema de

bosque estacional, especificamente en Santander de Quilichao,

IMPORTANCIA
a) Pérdidas

Pgeudomonas fluorescens Biotipo 2 es una bacteria que invade los termi-

nales de las plantas de Centrosema sp. nov., reduciendo su crecimiento. ‘El
rendimiento en peso seco se vio seriamente éfec£ado por la presencia de la
enfermedad; al producir 420.9 gr en inbculo natural, 487.7 gr en inécwla
artificial y 798.0 gr en parcelas protegidas quimicamente (8) {Cuadro 5).
La produccidn de nitrbgeno y proteina cruda, disminuyd aproximadamente en
un 50% al ser comparada con la produccién obtenida en las parcelas prote-
gidas con quimicos. ia digestibilidad in vitro de la materig seca, no se

afectd con la presencia de la bacteria.

Se pudo observar un drastico efecto del marchitamiento bacteriano en

Zornia glabra 7847 ocasionado por Corvnebacterium flaccumfaciens, encontran-

dose pérdidas del 81.4% con-respecto al testigo (4).

La presencia de esta bacteria en los vasos xilemiticos, limita severamente
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Cuadro 5. Rendimiento de materia seca (ton/ha) para Centrosema sp. cosechado
en parcelas con diferentes tratamientos.

Tratamientos Produccidn
Materia seca Material seca
gr/muestra ton/ha/6 meses
Indculo naturala/ . 420,95 5.612
Inbculo artificial® 487.75 6.370
Proteccibn quimicac/ 798.00 10.640

a/ Parcelas testigo, sin ningfin tratamiento especial.
b/ Parcelas inoculadas artificialmente con la cepa bacterial
¢/ Parcelas protegidas con hidrdxido de cobre (Kocide).



13

el contenido de nuirientes y de agua y la expansién foliar manifestidndose
en una reduccidn de materia seca lo que probablemente causa pérdidas signi-

ficativas en produccidén (Cuadro 6).

b) Transmisién por semilla.
En un ensayo realizado con semilla cosechada de vainas sanas de 14

accesiones de lLeucaena leucocephala se encontraron 4B-957 de semillas

infectadas con la bacteria. Es posible que Pseudomenas fluorescens Biotipo

2 sea un componente natural de la microflora de las vainas y semillas de
Levcgena y ustalmente no cause enfermedad. Sin embargo, cuande los insectos
hacer perforaciones, las heridas causadas pueden permitir la entrada de las

bacterias y causar la pudricidn de las semillas., Pseudomonas fluorescens

Biotipo 2 también se encontrd asociado a semillas de algunos ecotipos de

Centrosema sp. Los niveles de infeccidn tuvieron un rango entre 8-34%.

Con respecto a Corynebacterium flaccumfaciens se presentd infeccidn por

semillas con niveles tan altos como 100 en semillas provenientes de plantas
enfermas de Zornia glabra CIAT 7847 y 75% en semillas provenientes de

plantas sanas de Zornia glabra CIAT 7847 (16).

MANEJO
Debido a las reducciones en rendimiento, materia seca y la pérdida de
semillas de estes leguminosas por estas bacterias, se han buscado métodos

de control efectivo como son las variedades resistentes, prlcticas culturales

y para las semillas control quimico y combinacidn de control quimice y fisico.



'

Cuadro 6. Efecto del marchitamiento bacteriane en el rendimiento de materia
seca {gr/parcela) de Zornia glabra CIAT 7847,

14

Fspecie ‘ Cepa 1 Cepa 2 ‘ Testigo
"~ C. flaccumfaciens € flaccumfaciens
Zornia glabra - 464 .4 ’ 349.8 1889.2

CIAT 7847




15

a) Resistencia
De las inoculaciones realizadas en vainas de algunas accesiones de

Leucaena se encontrd que de las especies de Leucaena leucocephala inoculadas,

todas fueron susceptibles a la pudricién de las vainas, sin embargo L.

diversifolia y L. shannoni fueron resistentes y L. esculenta y L.

pulverulenta fueron moderadamente resistentes. Parece que graves ataques

de marchitamiento y muerte descendente estdn restringidos a accesiones de
Centrosema sp. nov. CIAT 5112, 5118, 5277 y 5278 por ser morfolbgicamente
similares. Entre les colececibn de germoplasma de CIAT, hay ecotipos resis-
tentes de estas especies y también C, brasilianum y C. macrocsrpum tienen
resistencia., Hasta la fecha, el marchitamiento bacteriano ocasionado por

Corvnebacterium flaccumfaciens estd restringido a la especie Zornia glabra.

Entonces, existen buenas fuentes de resistencia a las enfermedades entre
los géneros de estas leguminosas promisorias que podemos usar como estén o

en programas de Fitomejoramiento.

b} Tratamiento de semillas

Se realizaron aigunes tratamientos quimicos tendientes a disminuvir la
incidencia de las bacterias sin reducir la viabilidad de la semilla espe-—
cialmente para Z. glabra, se gncoﬁtré gue utilizando Hidréxido de cobre
{Kocide) al 1%, Carboxin 5,6 dihidro-2-Metil 1,4-oxatiino-3-Carboxanilido +
{Triclorometiltio)-4-Cicloexano-1,2-dicarboximida (Vitavax) al 1% y control
combinado con los mismos fungicidas y a baja temperatura {-4°C) por 2
semanas se logrd reducir el porcentaje de infeccidn y no se alterd su via-

bilidad (16).



Cuadro 7. Efecto de tratamiento quimico y combinacidn de tratamiento en el porcentaje de infeccidn por
Corynebacterium flaccumfaciens v porcentaje de germinacidon de semillas de Zornia plabra CIAT 7847,

-

Testigo _Aplic. de Vitavax Aplic. de Kocide _ _Control Combinado
7z Infec, % Germin. % Infec. - % Germin. 4 Infec, % Germin. Z Infec. % Germin
65.3 21.7 1.0 35.0 . 6.0 8.3 1.7 48.3

91
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CONCLUSIONES

1.

v

Todos los aislamientos obtenidos de las muestras de L. leucocephala

y Centrosema sp. nov.lafecﬁados por podredumbre de la vaina y muerté
descendente y marchitamiento como los aislamientos obtenidos de
muestras de Z. glabra CIAT 7847 afectadas con clorosis, atrofia,
marchitamiento y muerte, los cuales se inocularon en plantas de 5
semanas de edad, demostraron ser patogénica$ y responsables de la

enfermpedad.

Con base en las pruebas de caracterizacidn realizadas, los patdgenos.

se ubicaron taxonémicamente como Pseudomonas fluorescens Biotipo 2 y

Corynebacterium flaccumfaciens respectivamente,

En el caso de Pseudomonas fluorescens Biotipo 2, esta invade los

terminales de las plantas de Centrosema sp. nov. lo cual se ve clara-
mente por los rendimientos en base a materia seca. La bacteria afecta

significativamente el rendimiento de nitrdgeno y de proteina cruda.

Corynebacterium flaccumfaciens (Hedges) Dows., es transmitido interna-

mente en las células de empalizada que forman la testa de la semilla,
lo cual constituye un método eficiente de diseminacién del patégeno a
otras &reas y paises. BEsta bacteria ocasiond pérdidas del B1Z% de

materiy seca.

Existen ecotipos y especies entre estos géneros de leguminosas con

resistencia 8 las enfermedades.,
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El hidréxido de cobre (Kocide} al 1% y el Carboxin 5,6-dihidro-2-Hetil
1,4~oxatiine-3-Carboxanilido + (Tricleorometiltio)}-4-Cicloexano-1,
2-dicarboximida (Vitavax) al 14 y el control combinade con los anteriores
fungicidas y bajas temperaiuras (-4°C) por 2 semanas reduieron signi-
ficativamente el porcentaje de infeccidn sin alterar la viabilidad de

las semillas.

RECOMENDACIONES

1)

2)

3

4)

5

6)

Hacer usoc de variedades resistentes, en zonas donde la presenciz de la

bacteria es congiderada problema.

Erradicacibn, por arranque y quema in situ de los focos de infeccién.

En el caso de L. leucocephala, hacer estudios tendientes a encentrar

controles efectivos de los insectos que diseminan 1a enfermedad.

Reconocimiento de la presencia de Coryvnebacterium flaccumfaciens en

idreas de produccidn de otros cultivos come el frijol en Colombia.

Hacer estudios de epidemiologia para seleccionar dreas donde las
condiciones ambientales.y las pricticas culturales sean adversas para

el crecimiento y desarrollo de la bacteria.

Llevar a cabo diferentes métodos de contral de la enfermedad como son:
utilizacién de material nativo, control de malezas, control mecdnico y

quimico.
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