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RESUMEN

En Pucrto Rico la enfermedad del tizdn bacteriano en plantas de
anturio (Anthurium andreanum Lind.) ¢s comin en las 4reas
himedas del centro de la isla. Aunque la enfermedad no s¢ ha
estudiado mucho, se sabc que es causada por la bacteria Xanthomo-
nas campestris pv. dieffenbachiac (Xcd). En esta investigacion la
patogenicidad y fisiologia de 1a bacteria se determin6 en 20 aislamien-
tos de sintomas bacterianos en Adjuntas, Las Marias y Mayagiiez,
Puerto Rico. La patogenicidad s¢ determin6 en las variecdades "Nitta",
"Ozaki Red" y "Splash", resultando un grupo patégeno y otro no
patdgeno. Se determinaron dos biotipos del patdgeno mediante la
exoenzima B amilasa en agar de almidon. Las caracteristicas de
cultivo se determinaron en medios semiselectivos y no selectivos,
encontrandose diferencias fisiologicas en agar de celobiosa-almidén.
La identidad de los aislamicntos patogénicos y no patogenicos se
reconfirmé mediante cromatografia de capa fina y espectrofotometria
por la presencia del pigmento xantomonadina. Los resultados indican
la existencia de ambos grupos patoldgicos de Xed asociados a los
sintomas de¢ la enfermedad bacteriana en A. andreanum. La aplica-
cién de los fertilizantes 19-6-12 y 20-20-20 disminuy¢ significativa-
mente la severidad del tizon bactcriano en la var. "Ozaki Red".

ABSTRACT

The bacterial blight of anthurium (Anthurium andreanum Lind.) is
commeon in the humid and central regions of Puerto Rico. Although
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the disease has not been studied in detail, the bacterium Xanthomonas
campestris pv. dieffenbachiae (Xcd) is known as the causal agent.
In-this research, the pathogenicity and physiology of 20 bacterial
isolates from Adjuntas, Las Marfas and Mayaguez, Puerto Rico were
studied. The pathogenicity of the isolates on cultivars "Nitta”, "Ozaki
Red" and "Splash™ was determinated. Pathogenic and non pathogenic
groups were determined. Two biotypes of the pathogen were identi-
fied based on the enzyme activity of B amylase on starch agar media.
Colony characteristics were determined in semi-selective and non-
selective growth media, Physiological differences in cellobiose starch
agar were found. The identity of pathogenic and nonpathogenic
isolates was confirmed by the presence of xanthomonadin pigment by
thin layer chromatography and spectrophotometry. The results indi-
cate the existence of the both pathological groups of Xcd associated
with bacterial disease of Anthurium andreanum. The utilization of
19-6-12 and 20-20-20 fertilizers decreased the severity of bacterial
blight in cultivar "Ozaki Red".

INTRODUCCION

En el cultivo del anturio, Anthurium andreanum Lind., se han
determinado organismos patégenos que afectan la calidad de las hojas
y flores de la planta. Entre los patégenos mds comunes e importantes
se encuentra la bacteria Xanthomonas campestris pv. dieffenba-
chiae (McCulloch y Pirone, 1939), agente causal del tizén bacteriano.
Los sintomas que causa la bacteria se han descrito como tizones o
manchas necréticas rodeadas por mirgenes cloréticos. Estos sfntomas
se expresan mayormente en las hojas y con menor frecuencia en las
flores. La bacteria también puede invadir los tejidos vasculares y
causar la muerte de la planta.

El tiz6n bacteriano se informé en Puerto Rico en el 1986 (S4nchez,
1986). En la actualidad la enfermedad es un factor limitante en la
produccidén de anturios en Adjuntas y Las Marfas y los métodos de
control utilizados no han sido muy efectivos. En este trabajo se
presenta informacién sobre las caracterfsticas patolégicas y fisiolégi-
cas de Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae (Xcd) y la
utilizacién de fertilizantes como estrategia de control.
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MATERIALES Y METODOS
Caracterfsticas Patoldgicas y Fisioldgicas de Xcd

Se utilizaron 20 aislamientos puros con caracterfsticas de Xanthomo-
nas, provenientes de lesiones tfpicas del tizén bacteriano en tejidos
foliares de Anthurium andreanum, obtenidos de Adjuntas, Las
Marias, Mayaguez y Xcd tipo de Brasil como testigo (Cuadro 1). Las
pruebas de patogenicidad se hicieron en tres variedades de anturio:
"Nitta", "Ozaki Red" y "Splash”. Los tratamientos (20 aislamientos
y el testigo) se inocularon a las 24 horas de crecimiento en agar de
levadura, dextrosa y calcio a una concentracién de 104 cfu. El método
de inoculacién consistié en hacer una pequefa laceracién al tejido
presionando el indculo con presillas previamente esterilizadas segin
el método de Zapata ( 1991) La determinacién del pigmento xanto-
monadina se hizo mediantecromatografia de capa fina en una placa de
sflice, segiin el método de Schaad (1988), con las siguientes modifi-
caciones: 6 ml de metanol para hacer las extracciones de los pigmentos
y la deposicién de 60 1/muestra en gotas de 3 1. La placa de sflice se
colocé dos veces en metanol para eliminar las impurezas. En la
determinacién de los espectros de absorcién se usaron 3 ml de la
extraccién de cada pigmento en celdas de cristal. Los espectros se
determinaron en un espectrofotémetro Shimadzu, modelo UV 2101,

Se utilizaron los siguientes medios de cultivos para determinar las
caracterfsticas fisioldgicas de los aislamientos: agar de levadura,
dextrosa y calcio (YDCA), agar de nutrientes (NA), agar de almidén
{SA) y agar de celobiosa-almid6n (CS). Se determind la actividad de
la exoenzima -amilasa afiadiendo gotas de una soluci6n de iodo al agar
de almidén (Schaad, 1988).

Efecto de fos Fertilizantes 19-6-12 (Osmocote) y 20-20-20
(AgroTotal) en el Desarrollo del Tizén Bacteriano

Las plantas de Anthuriwn andreanum variedades "Lady Jane",
"Ozaki Red" y "Rosa" las doné el Laboratorio de Cultivo de Tejido
Oglessby, Florida. Estas se transplantaron a tiestos plasticos de 6"
color blanco, con mezcla de suelo "Sunshine Mix #1" y al momento
del experimento tenfan 15 meses de edad.
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El aislamiento de Xed (No. 147) proviene de la var. "Splash” y fue
seleccionado por su alta virulencia en siete plantas hospederas (Cuadro
1). El método de inoculacién fue desctrito en la seccién anterior. El
disefio experimental consistié de un arreglo de parcelas divididas
completamente al azar con ocho tratamientos (seis niveles de fertili-
zantes y dos controles). Las unidades experimentales fueron la mitad
de las hojas jévenes inoculadas en diferentes fechas. El lado izquierdo
de la hoja se inocul6 a tiempo O (identificado por A) y el lado derecho
(B) 15 dias luego de haber comenzado los tratamientos de fertiliza-
cién.

Los fertilizantes y las concentraciones utilizadas fueron los siguientes:
0.8 g, 0.16 g y 0.08 g/planta de 19-6-12 (Osmocote) cada dos meses;
0.19 g, 0.04 g y 0.02 g/planta de 2020-20 (AgroTotal) cada 15 dias,
un control inoculado sin fertilizante y un control no inoculado sin
fertilizante. Las lecturas se hicieron cada 10 dfas, luego de las
inoculaciones. Los sintomas de necrosis, clorosis y acuosidad se
midieron en mm separadamente. Las medidas de cada sintoma se
sumaron para analizar el progreso de la enfermedad y el efecto de los
fertilizantes.El experimento se condujo bajo condiciones de inverna-
dero a temperaturas de 28 a 35$C y humedad de 60 a 85 %.

RESULTADOS
Caracteristicas Patolégicas y Fisiolégicas de Xed

En la prueba de patogenicidad se encontr6 que 12 de 20 aislamientos
causaron enfermedad a las plantas de anturio (Cuadro 2). Los sintomas
iniciales fueron acuosidades airededor de las inoculaciones que mds
tarde se necrotizaban. A medida que la enfermedad avanzaba, se
formaban extensas dreas necréticas rodeadas de clorosis difusas. Estos
sintomas fueron similares a los expresados por la Xcd tipo de Brasil.
Las ocho bacterias restantes, a pesar de mostrar caracteristicas
morfoldgicas similares al género Xanthomonas, no causaron patoge-
nicidad en las hojas.

Los indices de refraccién (Rf) de los pigmentos obtenidos de los
aislamientos patogénicos fueron entre 0.49 y 0.53 lo que resulta
similar al Rf de Xcd tipo de Brasil (Cuadro 3). Cinco aislamientos no
patégenos (146, 187, 174, 176, 170), mostraron un Rf similar al Xcd
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de Brasil y tres (161, 199, 185) con Rf diferentes al testigo (Cuadro
3).

En la determinacién dél espectro de absorcién de los pigmentos se
separaron dos grupos segun la patogenicidad: el grupo patogénico con
espectros (441 - 444 nm) similares al Xcd tipo y el grupo no patogénico
con varios espectros de absorcién (Cuadro 3). En el grupo no
patogénico, 4 aislamientos mostraron un espectro de absorcién de un
pico, mientras que otros 4 mostraron espectros de absorcién con dos
y tres picos (Cuadro 3). En la figura 1 (a-c) se representan los picos
de tres aislamientos no patogénicos comparados con el testigo, Xcd
(Fig.1d). El aislamiento 146 (Fig. la) mostré un pico similar al testigo
(Fig. 1d). De igual forma, los aislamientos del grupo patogénico
mostraron picos semejantes al testigo. Los aislamientos 161 (Fig. 1b)
y 170 (Fig. lc) mostraron dos y tres picos, respectivamente, diferentes
al testigo (Fig. 1d).

En agar YDC los 20 aislamientos mostraron colonias circulares de
elevacién convexa, margenes lisos y pigmentacién amarilla. El grupo
de las pat6genas mostraron crecimiento mucoide o grasoso con un
didmentro entre 5 y 6 mm semejantes al testigo (Xcd). En las no
patdgenas el crecimiento fue menor a excepeién de los aislamientos
174, 176 y 161 que tuvieron un diimetro semejante al grupo patégeno
(Cuadro 4). En adicidn, la pigmentacion de estos tres aislamientos fue
amarillo intenso con tendencia a pegarse a la superficie de la madera.
En NA el crecimiento de las colonias fue menor que en YDC y la
pigmentacién de los cultivos vari6 en intensidad: 17 resultaron con
un tono de amarillo pilido semejantes al testigo y 3 de amarillo
intenso.

En agar SA también se observaron crecimientos mucoides en todos
los cultivos, siete bacterias hidralizaron el almidén: tres del grupo de
las patégenas (155, 157, 207), tres del grupo de las no patégenas (187,
176 y 161) y el testigo (Cuadro 4). En el medio CS, el aislamiento
199 no crecié mientras que el resto de los aislamientos mostraron
diferencias en pigmentacion y tamaiio de la colonia: 14 aislamientos
presentaron una pigmentacién rojiza de 2 a 4 mm de didmetro, los
aislamientos 151, 155 y 34 tuvieron un crecimiento mucoide y
granular semejante aj testigo (XCD tipo) pero diferentes en tamafio.
El cultivo 146 mostré una pigmentacién Verde con un arreglo
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distorsionado en el centro, el 185 fue color crema y uno tercero, 170,
color amarillo (Cuadro 4).

Efecto de los Fertilizantes 19-6-12 (Osmocote) y 20-20-20
{AgroTotal) en el Desarrollo del Tiz6n Bacteriano.

Las tres variedades de anturio mostraron sintomas a partir de los 10
dias de inoculacién. La var. "Ozaki Red” mostré mayor susceptibili-
dad seguida por la var. "Rosa” y luego "Lady Jane". El anilisis
estadfstico reflejé diferencias significativas en la interaccién de los
fertilizantes y variedades a partir de los 20 dias. No se encontraron
diferencias significativas en el desarrollo de la enfermedad a los 15
dias de haber inoculado el lado opuesto de la hoja.

En las variedades "Rosa” y "Lady Jane" se observé que las concen-
traciones de 0.80y 0.16 g de 19-6-12 (Osmocote) y 0.19 g de 20-20-20
(AgroTotal) disminuyeron la severidad de la enfermedad a los 50 dias
{Cuadro 5). Mientras que 0.08 g de 19-612, 0.04 g y 0.02 g de
20-20-20 no mostraron efecto de reduccién en la severidad de la
enfermedad (Cuadro 5). El anilisis estadistico no demostré diferen-
cias significativas entre los tratamientos en estas dos variedades.

En la var. "Ozaki Red" se observé el desarrollo progresivo de la
enfermedad hasta los 40 dias. Las tres concentraciones de 19-6-12
disminuyeron significativamente la enfermedad a los 50 dfas (Cuadro
5). La reduccién en la severidad de los sintomas a los 40 y 50 dfas,
cuando se utilizé la concentracién de 0.16 g de Osmocote, se puede
explicar por la disminucién en la clorosis. Los sintomas desarrollados
en las plantas de "Ozaki Red" tratadas con 0.19 g del fertilizante
20-20-20 fueron significativamente menores que las del control ino-
culado (Cuadro 5).

DISCUSION

Caracteristicas Patoldgicas y Fisiolégicas de Xcd

Seguin las caracteristicas observadas en los cultivos, las bacterias que
causaron enfermedad a las plantas de anturio corresponden a Xant-

homonas campestris pv. dieffenbachiae (Xcd). Los sintomas expre-
sados en las plantas fueron manchas necréticas rodeadas por clorosis.

60



Estos sintomas fueron comparados con los expresados por los de Xcd
tipo de Brasil, encontrando similitudes en la expresién de la enferme-
dad. Estos resultados guardan relacién con investigaciones realizadas
por Nishijima y Fujiyama (1985) y Guevara y Debrot (1984), quienes
informaron el agente causal de la enfermedad en Hawaii y Venezuela.

La presencia del pigmento en los grupos patégenos y no patégenos
fue comprobada al determinar el Rf y el espectro de absorcién. Segiin
Schaad (1988), el espectro de absorcién de la xantomonadina es de
443 nm. Los aislamientos que mostraron espectros entre 441 a 445
contienen el pigmento xantomonadina. Esto comprueba que las bac-
terias del grupo patdégeno son Xcd. Algunas del grupo no patdgeno
son Xcd asociadas al anturio en calidad epifitica, sin causar dafio. Los
aislamientos que mostraron varios picos de absorcién podrian o no
estar relacionados con Xcd pero se necesita hacer mds estudios con
relacién a éstos.

La actividad indirecta de la exoenzima amilasa se determiné en 6
cultivos (207, 155, 157, 187, 176 y 174) que fueron comparados con
la Xcd tipo. El resto de los cultivos patégenos no hidrolizaron el
almidén lo que sugiere que estos no contienen la enzima. Los
resultados demuestran que existen diferencias fisiolégicas dentro del
grupo patégenico de Xcd. Estos resultados concuerdan con estudios
realizados en Jamaica, donde también encontraron grupos de Xcd con
respuestas diferentes en la hidrdlisis del almidén (Young, 1991;
Norman y Alvarez, 1989). Estos resultados indican la presencia de
dos biotipos en la bacteria Xcd en Puerto Rico.

El medio de CS fue desarrollado para la deteccién rdpida de Xcd y
otros grupos de Xanthomonas (Norman y Alvarez, 1989). Segin
Norman y Alvarez, las bacterias que no hidrolizan el almidén crecen
muy bien en este medio. Las fuentes de energfa que provee el medio
no son igualmente utilizadas por todos los aislamientos indicando
diferencias fisiol6gicas y de crecimiento entre los aislamientos creci-
dos en CS.

Efecto de los Fertilizantes 19-6-12 (Osmocote) y 20-20-20
(AgroTotal) en el Desarrollo del Tizén Bacteriano.

Las recomendaciones de fertilizacién para el crecimiento y desarrollo
de las plantas de anturio se han basado en bajos niveles de fertilizacién.

61



Poole y Graves (1969) y Poole y McConnell (1970) recomiendan
concentraciones de 300 Ib/acre de N anuales de 14-14-14 (Osmocote).
Higaki et al. (1979), recomiendan aplicaciones de 300 lbs de
N/acre/afio de formulaciones de 5-1010, 10-20-20 6 16-16-16. Ro-
driguez (1979), recomienda aplicaciones de 2 a 4 onzas de Osmocote
(14-14-14) cada 3 a 4 meses y aspersionés foliares de un abono
soluble.

El uso del fertilizante 19-6-12 (Osmocote) a concentraciones de 0.80
y 0.16 g disminuy6 la severidad del tizén bacteriano en las tres
variedades de anturio. La,var. "Ozaki Red" fue mds susceptible a la
enfermedad que las variedades "Rosa” y " Lady Jane". El efecto
beneficioso de la fertilizaci6n resulté significativo en la reduccién de
los sintormas en la var. "Ozaki Red". En las variedades *Rosa" y "Lady
Jane" se observé que altas concentraciones de 19-6-12 y 20-20-20
aparentemente disminuyeron la severidad de los sfntomas, pero las
diferencias no fueron significativas.

En el Syngonium y Schefflera se ha encontrado un efecto similar en
la reduccidn de los sintomas causados por Xanthomonas campestris
PV. syngonii y Xc pv. hederae, respectivamente. Chase (1989) y
Chase y Poole (1987), encontraron una reduccién significativa en los
sintomas cuando se aumenté la concentracién de los fertilizantes
19-6-12 (Osmocote) y 20-20-20 sobre lo recomendado.

El fertilizante 19-6-12 (Osmocote) ofrece varias ventajas sobre el
20-20-20 para el manejo de un plantel de anturio porque la aplicacién
se hace cada 2 meses, se incorpora ficilmente al suelo sin riesgo de
toxicidad a bajas concentraciones y el nitrégeno no se pierde rdpida-
mente como en la formulacién 20-2020. Por el contrario, el 20-20-20
requiere aplicaciones frecuentes y el nitrégeno se lava ficilmente.
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Fig. 1. Especiros de absorbancia de tres aislamientos no patégenos
comparados con Xcd tipo de Brasil. a) 146 muestra un pico de 444.0
nm, b) 161 muestra dos picos: 1.446.5, 3.497.5, d) Xcd tipo Brasil

con un pico de 445.5,
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Cuadrol. Origen de los Aislamientos Bacterianos.

A Localidad Variedad Tejido
30 Adjuntas Nitta hoja
58 Mayagiicz Nitta hoja
63 Adjuntas Nitta hoja
65 Adjuntas Ozaki red hoja
213 Adjuntas Splash hoja
34 Adjuntas Ozaki red hoja
147  Las Marias Splash hoja
80 Adjuntas Nitia hoja
207 Adjuntas Nitta flor
151 Adjuntas Nitta hoja
155  Adjuntas Nitta hoja
157 Adjuntas Niita hoja
146 Las Marias Roja hoja
187  Mayaguez Nitta flor
176 Mayaguez Coral flor
174 Adjuntas (L) Nitta semilla
161  Adjuntas (L) Nitta flor
199  Mayagucz Philodendron hoja
170 Adjuntas (L) Nitta hoja
185  Mayaguez Ozaki red hoja
Testigo
XCD Brasil

1 A= nimero de aislamicnto de lesiones bacterianas crecidos en YDCA,
XCD= Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae lipo dc Brasil.



Cuadro 2. Patogenicidad de los aislamientos en tres variedades
de anturio.

A) Nitta Ozaki red ~__Splash
30 +
58
63
65
213
34
147
80
207
151
155
157
146
187
176
174 - - -
161 - - -
199 - : -
170 - - -
185 - - -
Testigo
XCD + + +

+

+ 4+ 4+ + + o+ o+ o+ 4+ o+
+ + 4+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+
+ + + 4+ o+ + o+ o+ + o+ o+

1 A= nimero dec aislamiento de lesiones bacterianas crecidos en YDCA;
XCD= Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae tipo de Brasil.
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Cuadro 3. Determinacién del indice de refraccion y espectrofo-
tometria de bacterias aisladas del tejido foliar del anturio
(Anthurium andreanum L.).

Al R2___ Largo de onda’/nm
Patdgenas

30 .50 4410

58 .50 441.0

63 52 441.0

65 St 441.0

213 .53 441.0

34 .52 441.5

147 .52 441.5

80 .50 442.0

207 51 4430

151 .50 444.0

155 .50 444.0

157 49 4445
No Patégenas

146 .52 4440

187 53 4440

176 53 445.0

174 54 445.5

161 .78 446.0, 474.5

199 68; 84 446.0; 472.0

170 53 61;.67 441.5;466.5;497.5

185 61;.94  413.0;437.0; 466.5
Testigo

XCD Sl 445.5

| A= nlimero de aislamientos de lesiones bacterianas crecidos en YDCA; XCD= Xanthomonas campestris
pv. dieflenbachinetipo de Brasil. *Rr=indice de refraccion del pigmento xantomonadina y otros pigmentos
extraidos en metanol usando cromatografia de capa fina en silica. % as medidas del espectro de absorcién
se tomaron en un espectrofoldmetro Shimadzu mod. W 2301,
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Cuadro 4. Caracteristica de los aislamientos en distintos
mediosde culftivo.

Medios de cultivo®

Al YDCA _ NA SA [
Patogenas
30 6 4 9 (0y* 5¢°
58 4 3 4 (0 2r
63 5 4 6(0) 4r
65 4 3 6 (0) 4r
213 4 3 5(0) 3r
34 5 4 6 (0) 4r
147 4 3 6 (0) 3r
80 4 3 5(0) 3r
207 4 3 1(8) ir
151 5 4 7(0) 6g
155 5 3 7(9) 4r
157 5 4 7(9) 4r
No Patdgenas
146 3 2 4(0) 4v
187 3 4 4 (8) 4r
176 4 4 3(6) 4r
174 5 3 3(4) 10r
161 4 4 4(0) 4r
199 3 2 3(0) 0
170 3 2 4(0) 3a
185 3 3 4(0) 3c
Testigo
XCD 6 5 9 (6) 8v

I A= nimero de aislamiento de lesiones bacterianas, XCD= Xanthomonas campestris pv. diefferbachiae
tipo de Brasil. *. Crecimiento en los medios de cultivo: agar de levadura, dextrosa y caleio (YDCA), agar
dc nutrientes (NA). agar de almidén (SA). 3 Didmetso de crecimiento de las colonias en mm. * Hidrélisis
causada por la actividad de la enzima B amilasa. Agar de celobiosa-almidon (CS), % color de las colonias
en CS: a= amarillo, c= creme, r= rojo, v= Verde, g= granular.

68



69

Cuadro 5. Efecto de los fertilizantes 15-6-12 {Csmocote) ¥ 20-20-20 (AgroTotal) en d desarrolls del tizdn en tro
variedades de anturio.

Dinsy
Variedsd ¢ Fenilizantes £ 10 20 10 4D 50
¥ 19612 0.80 0.1 32 59 Y] [¥]
+ (Osmexcite) 0.16 0.2 2.5 5.6 13.0¢ 9.1
+ 0.08 03 27 3.5 4.5 6.4
+ 20-26-20 0.19 0.2 26 7.7 10.0 8.4
+ (AgroTotaly 0.04 0.0 3.4 74 8.1 1nse
+ 0.02 09 26 42 638 72
- Control 0 0.2 02 0.7 1.0 07
+ Contral 0 0.2 14 4.7 1.0 9.2
ady Jane ¥ 19612 0.50 0.2 1.0 0.0 0.2 1.0
+ (Osmocote) 0.16 0.0 0.7 12 15 1.7
+ 0.u8 0.4 1.2 iz 32 4.0
+ 202020 0.19 0.0 0.2 0.4 1.0 0.7
+ (AgroToual) 0.04 0.0 15 17 1S 26
+ 0.02 0.0 17 12 15 26
- Cottral 0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
+ Conrol 0 0.7 2.7 22 22 25
Qapi ¥ 9612 0.80 0.1 86 Tar 16.6% 15.0%
+ (Camocate) 0.16 0.6 9.1 19.4 700 18.6¢
+ 0.08 02 5.2¢ 1354 15.7¢ 13.1¢
+ 202020 0.19 26 116 12.7% 14.0¢ 17.4¢
+ (AgroTolsl) 0.04 0.1 7.0 18.7 2.0 25.5
+ 0.02 1.1 10.1 22 18.7 20.4
- Cortrol 0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
+ Contral 0 0.6 304 190 22.0 2.1
Dunrett® 1.1 2.6 4 4.0 2.7
! I=Iooculacién con Xanth campestrls pr. dieffenbachise (No 147) de Puerto Rico

2 g=Granos de fertilizantes por planta.






