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RESUMEN.

Con los objetivos de conocer si las semillas de las veriedades ge repollo
sembradas por los productores y las que venden 1as casas comercisles, son
portadoras de la enfermedad "(Quema o Chamusca” cousades por Asnliemonas
campestris py. campestris (¥cc), y para buscar un método de desinfeccidn que
permita obtener semillas lihres del patdgeno, se procedid a la recoteccidn de
muesiras de semillas de las diferentes variedades que se siembran y se
ofertan en las principales regiones repolleras {1, IV y V1) y casas comerciales
del pais.

A las 24 muestras recolecladas se les reslizeron pruebas de germinacion y
aislamiento del patdgeno; luege se procedio a la identificacion de las bacterias.
aisladas realizndcles las pruebas fisipldgicas y bioquimicas recomendadas
por Lelliot y Stead (1987). Los resultadas de este analisis indicaron que de 1as
24 muesiras recolectadas, 18 muestras egtaban infectadas con la bacteria
Xanthomonas CaHRESIrIs PV, COMREsrIS
Determinads 1a presencia de Xcg, se procedid & 18 desinfeccidn de iag gemillas
para 1o cusl se seleccionaron ires variedades infectadas con la bacteria
sometiéndolas a irateamientos térmicos con agua csliente a diferentes
temperaturas {50, 52 y 55 °C) y tiempos {20, 25 y 30 min.), posteriormente se
repitieron los mismos tratamientos pero se le agregd al agua un protector de la
germinacion conocido como Polyethylenglycal (PEG-6000) & una dosis de 314
gr. de PEG por litro de agus. Posterior a los tratamientos se les realizaron
prugbas de germinacidn y aislamiento a la semilla para ver el efecto de los
tratamientos; a los resuliados obtenidos se les reslizaron analisis - de
regresidn multiple y contrastes ortogonales.

Los resultados indicaron que 1a temperatura juega un papel muy importante en
1a disminucion de 1a cantidad del indculo presente en la semilla pero esta tuve
un efecto negstivo sobre el porcentaje de germinacion de las semillas, pero
ruando se adiciond PEG-6000 al agua, éste ejercid un efecto protectivo de la
germinacién durante el tratamiento térmico.

Laos resultados de este estudio mostreron que el mejor tratamiento es el que
se efectud con agua caliente a 50 °C durante 25 minutos mas adicion de PEG.



I. INTRODUCCION.

Este trabajo debe considerarse como un aporte para 1o0s pequefios Y medianos
productores de repollo, quienes en estos momentos enfrentan como principal
problema fitosanitario el ataque de bacteriosis (Aewlhamanas compestris pv.
compesiris )y el ataque de Awtel/e | los que han bajado considerablemente los
rendimientos de esta hortaliza.

1 cultivo del repollo (Brassice alersces L) es una planta bisnual, originaria
del mediterraneo (Guenko Buenkoy, 1968). Es una de las hortalizas de mayor
comercializacidn en nuestro pais. Actusimente este producto esta destinado al
consumo interno, pero pressnts grandes perspectivas para exportario a otros
paises { Mirenda, 1988).

Para el ciclo 86-57 se proyectd sembrar 851 mz. de este producto destinando
a ceda regién las siguientes areas en manzanas: Regidn I, 275 mz. lo que
equivale el 31 % de 1a produccién; Regién 1V, 120 mz. equivalente al 14 %;
Regign vi, 420 mz. equivalente al 52 ¥; Regidn ¥V, 6 mz. 1o que corresponde al
0.6 € de la produccitn nacional (MIDINRA, 1986).

Su oferta durante todo el afio no se corresponde con los niveles de demanda, ya
que en los meses de Julio- Agosto los mercados se observan llenos de este
producto  comprandose a un precio bajo, sin embargo en los meses de
Noviembre-Mayo esta hortaliza se escesea alcanzando cada cabeze precios
altisimos; esto se debe a que la produccion estd principaimente en manos de
pequefios y medianos productores y de cooperativas, sector que ng cuenta con
las medios adecuades para producir todoe el afic (Yarela, 1968).

Evisten también otros factores que vienen a disminuir la produccidn: falta de
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insumes y adaptacidn de veriededes. Debido & las pocas variedades que se
gfertan a los productores esios no pueden escoger la que mas se adaple a la
zona del cultivo, 1o gue provocs que se estén sembrando Ta misma variedades en
l0s mismos lugares. Esta situacidn, ademas de un deficiente manejo del cultivo
y condiciones favorables del ambiente, permiten una mayor incidencia de
plagas y enfermedades. Una de estas enfermedades regisirada csusando
pordidas es la llamada por los productores "Quemsa, Chamusca o Podredumbre
neqra” causada por ABmisamenss Ccompesiris py. cempestyis (Xec).

La bacteria Xcc puede lleger sl cullive transportade por la semilla y puede
permanecer sobreviviendo por un periode de cuastro & cinco afios en ‘el suelo de
paises con clima templado {Messisen y Lafon, 1967) pero en los paises
tropicales, 1a bacteria Xcc sobrevive por periodos menores a un afio (Shaad y
Thaveechai, 1983).

La podredumbre negra de las cruciferas fue citada por primera vez en Kentucky
arn 1961 y la bacteria fue descrita por Pammel afectendo Nabo amarillo en el
estado de lowa en 1895. Este patdgeno fue una de las primeras bacterias en la
que se demosird la transmisidn por semilla; debido a este tipo de diseminacitn
por semillas del agente patdgenoc esta enfermedad ha sido citada a menudo
cama muy destructive en muchas regiones del mundo {wWalker, 1973).

Esta bacteria requiere para su desarollo una temperatura dptima de 25-28 °C
y agua en forma de rocio, siendo 1a temperatura la mas determinante para lg
enfermedad. Las mejores medidas de lucha contra 1a enfermedad son: rotacidn
de cultivos y desinfeccion de semilias en agua caliente, también se recomienda
usar semilla certificada reproducidas en regiones donde el organismo patégenﬁ-:
no incide por razones de baja humedad (Mayea, 1985).

La infeccitn se inicia en los méargenes de las hojas, y la penetracion de la



becteria se realiza 8 través de los poros acuiferos o hiddtodos donde se
produce una clorosis que progresa hacia la nervadura central formandose la
caractéristica mancha en forma de ¥V, en ataques intensos puede haber
deformacion de tas hojas ademéas de defoliacion (Vigliola y Calot, 1982).

La bacteria Asnihomanss comperiris py. cempesirrs , organismo causal de la
podredumbre negra de las cruciferas, sobrevive primeramente como patogeno
de 1a semilia y un bajo nivel de semilla infestada (3 semillas en 10,000} puede
provocar uns alta incidencia de a enfermedad en el campo {(Randhawa y Schaad,
1984), |

La infeccion en la semilla podria ser detectada culturalmente o por
germinacidn de 1a semilla sobre papel absorvente himedo a 22 °C (Hayward y
waterston, 1965).

Debido a que Xcc es transporisda en la semilla muchos esfuerzos pars
controlar la enfermedad han sido encaminados a8 ia erradicacidn del patdgeno,
tratamientos con agua caliente han sido recomendados por muchos afios sin
embarge éstos no han sido aceptados por la industria ys que reducen la
viabilidad de la semilla y no erradican el patégeno completamente {Schaad y
Dianese, 1981}

Ante esta problematica los productores demandan nuevas variedades que
muesiren tolerancis a la enfermedad, pero no es posible obiener un producto de
calidad si las condiciones en que se produce son viables psra producir la
enfermedad {por ejempio en suelo infectado), 1o que hace necesario ung
rotacian de cultivos, no sembrar en terrenos donde recientemente hubo
presencia del patdgeno, ademés asegurarse que 18 semilla este libre del

patdgeno (Guharay, 1988).
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it. OBJETIVOS.

1. Conocer gi las variedades semhradas por 108 productores son portadoras de
la bacteria Xenibamanss campesiris py. cempestris causante de s
enfermedad "Querna o Chamusca”™ .

2. Conocer el grado de infestacion que presenta ceda una de estas variedades.

3. Buscar un método de desinfeccidn de 1a semilla que permita obiener semilla
sana para el cultivo.



1ti. MATERIALES Y METODOS.

El presente trabajo en su fase experimental fue llevado a cabo en los
laboratorios e invernadero de la Escuela de Senidad Vegetal del Instituto
Superior de Ciencias Agropecuarias (1SCA), el cual esta ubicado en el Km. 12
1/2 Carretera Norte, Managus.

Este trabajo se desarrolld en tres étapas, las que & continuacidn se describen:
Primera étapa: Se procedié a la recoleccidn de datos sobre las diferentes
yariedades de semilla de répolic utilizadas por los productores, seleccionando
para este fin tres principales regiones productoras {1, ivyvilen cada una de
las cuales se recolectardn 5, 5 y 9 muestras respectivamente (2gr./muestra) y
se obtuve une informacion comipleta sobre el historial de campo, veriedad,
procedencia de la semilla y manejo del cuitivo & través de un formalo de

encuesia.

Segunda étapa: Una vez recolectadas las muestras de campo se procedid a la
fase de laboratorio, en donde se les realizé pruebas de germinacidn y
gislamiento del patégenu @ cada una de las muesiras. En la prueba de
germinacién se tomaron 100 semillas de cade muestra y se colocardn en
camara humeda, pars conocer el porcentaje de germinacion de cada muestra.
Para el sislamiento del patdgenc se tomaron 1 gr. de semilla por muesira
(aproximadamente 125 semillas) vertiéndolas en 10 ml. de agua destilade
esteril, para obtener una suspension microbiana, la cual se dejo en reposo por
24 horas para permitir que la bacteria se difundiera en el agus {(Saettler,

Schaad y Roth, 1989 (modificedo de acuerde a las condiciones de nuestro
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experimento con respecto a 1a cantided de semillas por muesira cedidas por 105
productores para su andlisis)). Posterior a las 24 horas, de la suspensidn
microbiana {107) se hicieron diluciones en serie hasta alcanzar una dilucion de

10-5 , con el objetivo de obtener una dilucidn menos concentrada que facilite el
crecimiento de colonias mas aisladas y cuantificacion de 1as mismas.

pe 1a dilucign obtenida se hicieron tres repeticiones, tomando 0.2 ml. de
suspension la que se esparcid en placas petri con medio LPGA especifico para
¥cc. 48 horas despues de ta siembra se realizd el conteo sobre el nimero y tipo
de colonias presentes en cada plato Petri.

Los diferentes tipos de bacterias se aislardn en platos petri con medio
nutritivo pars obtener cultivos purgs y proceder a la preservacidn de cada cepa
bacteriana.

Debido a que la cantidad de semilla colectada en las regiones productoras
escogidas fue poca, se utilizardn otras cinco variedades diferentes las gue
fuerdn adquiridas en casas comerciales del pais, realizéndoles 1as mismas
pruebas antes mencionadas y siguiendo 1a misma metodologia.

Una vez realizado el aislamientio de las bacterias presentes en la semilla, se
procedio a la identificacion de éstas, tomando pera esto cultivos jovenes (24
horas) y observandase bajo el microscopic la forma, color y tamafio de las
colonias realizéndoles luego una serie de pruebas bioquimicas segln Lelliott y
Stead, 1987
- Tincion de Gram.

- Calentamiento de sspora.
~ Produccidn de oxidasa.
~ Produccitn de catalasa.

- Pudricion blanda en disco de tubérculos de papa.



- Liguefaccion de 1a gelatina.
- Prueba de agar nutritivo con 0.1 y 0.2 ® de Triphenyltetrazoliumchlaride.
- Prueba de oxidacion-fermentacion (0/F).

Después de haber realizado las pruebas en el laboratorio se procedid a la
ingculacidn de 1as cepas bacterianes en plantas de tomate y repoilo pere
realizar las pruebas de hipersensibilidad y patogenicidad respectivamente.
Lueqgo se tomaron muestras de hojas enfermas y se les efectuaron aislamiento

en el laborstorin.

Tercera etaps: Una vez realizadas las pruebas bioguimicas que nos
identificaron a Xeslbomonss Cempestris py. compesiris, se procedié a la
desinfeccidn de tres de las 18 muestras de semillas infestadas sometiendolas
a diferenies tratamientos térmicos y osmotérmocos:
~Un tratamiento termico con agua caliente a diferentes temperaturas (50, 52 y
S5 °C), y cada temperatura o tres tiempos diferentes (20, 25 y 30 minutos),
realizando un total de 9 tratamientos mas un testigo.

-Posterior a este, se repitieron 10s mismos tratamientos térmicos, pero se le
agregd al agua un protecter de germinacién de la semilla conocide como
Polyethylenglycol {(PEG-6000} & uns dosis de 314 gr. por litro de agus (Dr.
Gerardo Bruin, Comunicacidn personal). Para cada tratamiento se utilizaron 4
grs. de semilla {aproximadamente S00 semiilas).

Después de finalizados 1os tratamientos, se procedid @ realizaries pruebas de
germinacidn y aislamiento de patdgenos para cada una de 1as muestras tratadas
siguiendo 1a misma metodologia antes descritas.

A los datos obtenidos se les hizo un analisis de regresion multiple y
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contrastes artegonales para probar el efecto de los tratamientos con o sin PEG

sobre e] & de germinacion y desinfeccion de semilla.



o
IV. RESULTADOS ¥ DISCUSION.

A. Calidad fitosanitaria de 1s semilla de repollo en la |, IV y VI
regiones.

Los resultados correspondientes a los andlisis realizados en el laborstorio y
a intensidad del atague de la enfermedad reportado por los productores nos
muestra lo siguiente:

La variedad Superette es la mas utilizada en Yas 3 regiones examinadas
{Cuadros 1, 2 4 3); como podemos notar, 1as muesiras de las variedades

analisadas en el Isboratogrio minacion, sin

embargo hay un alto indice de infestacidn 1o que coincide en un 72.6 X con los
datos levaniados en las encuestas o los productores.

Otras variedades como la King Cole, Copenhagen y Golden Acre presentan un
buen porcentaje de germinacion y cero infestacion en 1as muestras procedentes
de las regiones IV y Vi, pero no se usan a gran escala, esto se puede deber & dos
cosas: 1a desconfianza que tiensn los productores de sembrar otras variedades
que no sea la que tradicionalmente han venido sembrando en cada ciclo, y 1a
falta de una politica de convencimientis por parie de los téchicos para que 10s
productores esten sembrando nuevas variedades que les asegure semillas con
buena germinacidn y libre del patdgenc. En los casos en gque el andlisis
bacterioldgico mostrd cero numero de colonias {Cuadros 2 y 3) perp los
productores reportaron ataques de baja y media intensidad, pddria indicarnos
que la fuente de indculo de la enfermedad es otra {el suelo por ejemplo

(Messiaen y Lafon, 1967; Shaad Y Thaveechai, 1983)).
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Cuadro 1. Porcentaje de germinacion y grade de infestacion por Xantomonas campestris ov.
campestris presente en las semillas de 1as variedades de la Region L.

Yariedad Procedencis % de germinacidn No. de colonias/gr semilla+ |DASE*
Roundup California, USA. 96 16,667 Medio
Roundup California, USA. a5 16,667 Nulo
Superette  California, USA. 39 83,333 HMedio
Superette  California, USA. 97 1] Hulo

Gelden Acre California, USA. 95 50,000 Bajo

+ Analisis de laboratoric.
# Indice de ataque de Ta enfermedad segin Tas encuestas a los productores.

Cuadro 2. Porcentaje de gerntinacion y grado de infestacion por Xsplomonss campestris pv.
‘ campestris presente en las semillas de las variedades de la Regidn 1V,

Yariedad Procedencia % de germinacion No. de colonias/gr semilla+ (DASE*
Superette  California, USA. 100 33,333 Bajo
Superette  California, USA. 94 183,333 Medic
Syperette  California, USA. 97 100,000 Alto
Kingoole  Californpia, USA. a1 G Medio
Copenhagen Helanda 95 0 Bajo

+ Andlisis de laboratorio.
* | pdice de staque de Ja enfermedad segiin Jas encuestas a los productores.

Cuadro 3. Porcentaje de germinecién y grade de infestacion por Xantomonss campestris pv.
campestris presente en Jas semillas de tas variedades de 1a Region V1.

Yariedad Procedencia % de germinacion No. d& colonias/gr semilla+ [DASE®
Superette  Cslifornia, USA. 94 200,000 Alto
Superette  Californis, USA, 91 250,000 Nule.
Superette  California, USA. 96 16,666 Bajo
Superette California, USA. 88 50,000 Baje
Copenhagen Holanda 92 66,666 Bajo
Copenhagen Holanda g4 0. Bajo
Golden Acre Californis, USA. g2 , g Nulo
¥ a 166,666 Alto

®* 1t 366,666 Alte

+ Analisis de lsboraterio.
*# {ndice de atague de 1a enfer medad 3eqiin Jas encuestas a los productores.
£ y ** Productores no sabjan el nombre de 1a veriedad.
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Cuadro 4. Porcentaje de germinacidn y grade de infestacion por Xantomonas campestris pv.
campestris presente en las semilles de las variedades obtenidas en las casss

comerciates.
Yariedad Procedencia % de germinacidn No. de colenias/gr semilla+
Glory of Enkhuizen Holands a1 131,250
Roundup Cslifornia, USA. 98 68,750
Superetie California, USA. 100 100,000
Red Cabbage EE.UU 33 75,000

King Cole Holands g3 G

+ Andlisis de ?abaratﬁr_iﬁ.

En el cuadro 8, se observan 10s resultados de las pruebas bioquimicas que se
ies efectuardn a las bacterias aisladas de las variedades en el éné’ﬁsz‘s de
laboratorio.

Con la prueba de tincidn de Gram (Fucikovski, 1976 citado por Salgade, 1977),
se obtuvo la diferenciacién de bacterias G* y G~ siendo de nuestro ineres
todas aquellas bacterias G-, abservéndoseles ademas la forma y el tamafio de
las colonias.

Al realizar 1a prueba de calentamiento de esporas y siembra, gran cantidad de
bacteriss aisladas de las semillas fueron eliminados por presentar esporas,
debido s que Xcc no produce esporas como forma de sobrevivencia,

Lag colonias de hacterias en 1a cual 1a prueba de oxidasa nos resultsd negativa,
se iban seleccionando ya que estas corresponden a los resultados detallados
por Lelliot y Stead (1987}

La pruebs de catalasa (Digat, 1971), la podemos considerar positiva debido a
ta efervescencia causada por a liberacion del oxigeno libre en forma de gas por
las colonias bacierianas, lo que indica la presencia de catalasa en nuestras

colanias en estudio.
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Ls prueba de pudricidn de papa resultd negativa, ys que cuando las bacterias
fueron inoculadas en tubérculos de papa no hubo ninguna pudricion, 1o gue
concuerda con Salgado {1977).

ia prueba de geiatina fué positiva en nuestro caso ya que las bacterias
scasionardn la licuefaccidn de la gelatina en el tiempo establecide {(Andnimo,
1953). Esto tambien es reportado asi per Lelliot y Stead {(1987).

La prueba de oxidacidn/fermentacion (0/F) (Hugh y Leifson, 1953 citado por
Salgado, 1977), nos diG resultados positivos en los tubos sometidos a
condiciones aerébicas, observandose un cambic de color azul verde a amarillo.

En cuanto & las inoculaciones en medio de Agar HNutritivo (AN) con
Triphenyltetrazoliumchloride {TTZC) al 0.1 8 y 002 &, se observé que el
crecimiento bacterial fue inhibide en agar nutritivo con TTZC al 0.1 & y hubo un
crecimiento leve sn 0.02 Z comparado con el AN que no llevabs TTZC.

Todos los resultados de nuestras pruebas bioguimicas que coinciden con los
obtenidos por Lelliot y Stead (1987), indican gue del totsl de Lipos de bacterias
aisladas de las semillas, 18 cepas corresponden al grupo de Asplhanonss
CEMpESIIE pY. compesti7s caussnte de la pudricidn negra o Chamuscea en el
repollo {cuadros 1, 2, 3, 4y 8).

Ademas, las pruebas de patogenicidad en plantas inoculadas, nos dieron
después de cinco dias sintomas similares a los causados por tanibanonss
cempestris py. cempesiris tanto en las plantas de tomate como en las de
repollo, mostrandonos areas necrdticas especialmente en el sitio en donde se
efectud 1a inoculacidn. Estos mismos sintomas han sido reportados pars esta

bacteria (Forkas y Lourekovich, 1964 citados por Salgado, 1977).
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B. Efecto de los tratamientos aplicados a tres variedades obtenidas

en las casas comerciales .

ta efectividad de los tratamientos térmicos a diferentes tempersturas y
tiempos y con o sin Polyethylenglycel (PEG-6000) sobre el porcentaje de
infeccion y germinacian son presentados en 10 cuadros 5,6 y 7y enexes 1, 2 4
3.

Para la variedad Glory of Enkhuizen, el andlisis de regresién mittiple mostrd
un efecto significative entre las diferentes temperaturas y tiempos
empleadas pars 1a desinfeccion de semilla; 8l hacer una comparacion entre 18
temperatura y el tiempo observamos que la temperatura ejerce un mayor
afecto en 1a disminucidn de 1a cantidad de indculo presente en las semillas que
el tiempo de desinfeccidn, no existiendo asi un efeclo significativo cuando se
empiea PEG lo cual significe que no existe ninguna relacidn entre la
desinfeccidn de 1a semilla y el uso de PEG {cuadro Sa).

El analisis de regresion para la variedad Roundup muesira que existe un
efecto significativo entre las diferentes tempersturas y los diferentes
tiempos, existiendo un mayor efecto de la temperatura en la disminucién de la
cantidad de indculo que el tiempo, no hubo efecto significativo tuando se
amplea PEG en los diferentes tratamientos {cuadro 6a).

Para la variedad Superetie, el andlisis muestira claramente que hubo efecto
significativo entre las diferentes tempereturas y tiempos y que por cads grado
de temperatura empleado se disminuye grandemente la cantidad de indculo en
1a semilla; el uso de PEG no tiene ningln efecto en la desinfeccion de semilla
{(cuadro 78).

Al comparar las tres variedades se observa claramente que el tote de la
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variedad Superette muestra meyor tolerancia a los tretamientos osmotérmicos
con respecto 8 su respuesia para el porcentaje de germinacitn gue las olras

dos variedades {cuadros 5,6 y 7y anexos 1, 2y 3.

Cuadro 5 Efecto de Tos tratamientos sobre la germinacién y saneamiento de semilla de
repolls Yariedad Gloryof Enkhuizen.

Tratamiento Tempersiurs Tiempe PEG  Germinacion No. de colonias

gL minulos % por gr de semilla
1 50 20 1o 29.7% 15,000
2 50 25 no 35.00 0
3 S0 30 ne 29.00 0
4 52 20 o 15.75 g
5 52 Z5 no 1500 L
6 52 30 no 7.25 L
T 55 20 no 5.00 0
8 5% 25 no 475 0
g 55 30 fo 2.25 0
106+ G i no 86.50 120,060
11 50 20 # 1650 15,000
12 50 25 3i 71.00 1]
13 50 30 si 6650 0
14 52 20 si 56.50 0
15 S2 25 s 46.50 0
2] 52 30 81 41.00 ]
17 55 20 st 37.00 ]
18 55 25 st 25.00 0
18 55 30 st 19.00 o
20+ 9 0 NG §8.00: 120,000

+ Testigos sin aplicacidn de temperaturas y tempos y sin PEG.



15

Cuadro 58. Resultades de andlisis de regresidn multiple pars la variedad Glory of

Enkhuizen.

tfecto sobre No. de colonia/g de semilla

ffecto sobre ® ger minacidn

Yarighle Coeficiente T P {2 Tail)

?arialﬁe Cﬁeﬁciente: T P {2 Tail)

. Lonstante  56298.2 x5 0o

Temp -8289 -27 .009%
Tiempo ~-4500 ~36  .005%
PEG ~-3333 078 787ms

F=5629 p=0.003

Constante  404.8 132 000

Temp -89 -122  .GOQ*®
Tiempo -0.9 -3.3 002%

PEG 326 139 000%#
F= 1190 p=0000

* Significative a1 0.5 ®. ** Altamente significative al 0.1 8. ns=no significative.

Cuadro 5b. Comparacion del efects de los tratamientos sobre el % de germinacién
mediante contrastes ortogonsles {Yariedad Glory of Enkhuizen).

Tratamientos comparados F calculado F tabulado
189 contrailaitd 143.91% 438
1,2y 3contra 11,12913 32.76% 4. %8
11,124 13 contra 20 2.19ns 438
iZcontra 13 0.22ns 4.38

* Significativeal 0.5 %.  ns=no significativo.
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Cuadro 6. Ffecto de los tratamientos sobre la germinacidn y saneamiento de semilia de
repotio Yariedad Roundup.

Tratamients Tempersturs Tiempo PEG Germinacidn  No. de colenias

2C minutoes 2 por gr de semilia

1 50 20 no 32.25 14,000
2 50 25 no 295 0
3 50 30 o 20.25 0
4 52 20 no 17.75 0
5 52 25 no 15.50 1]
& 52 30 no 9.2% a
7 55 20 no 6.75 1]
g 55 25 no 35 |
g 55 20 no 3 .0
10+ Q 0 no 88 63,000
it 50 20 st 785 14,000
12 50 25 st 735 D
13 50 30 3 72 1]
14 52 20 si £ 5 0
i5 52 25 i 445 1]
16 52 30 si 375 0
17 55 20 3l 34 o
18 55 25 si 31 a
19 55 30 st 235 0

0

20+ g 0 si 975 63,000

+ Testigos sin aplicacion de temperaturas y tiempos y sin PEG.

Cuadro 66, Resultados de andlisis de regresidn multiple para 1a variedsd Roundup:

Ffecto sobre Mo. de colonia/yg de semilla Efecto sobre % germingci&n

Yarigble Coeficiente T P {2 Tail} Variable Coeficiente T P{2Teil}
Constante 582105 35  .001 Constente  358.96 9.074 000
Temp -A58946 -28 L0g* Temp -586 -~-7.99 RiilliEad
Tiempo ~-466.6 -3.0 .pos* Tiempo -1.47 -39 B0o¥*
PEG -0.000 D.00 t00ns PEG 32.36 107 QoO*®
F=5710 po= 0.003 F=6494 p=0000

* Significativo al 0.5 %. ** Altamente significativo al 0.1 ®. ns=no significativo.
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Cuadro 6b. Comparscidn del efecto de los tratamientos sobre el % de germinacidn
mediante os contrastes ortogonales {Variedad: Roundup).

Tratamientos comparados F calculado F tabulado
129 contra 11219 | 444 59% 438
1,2y 3contra 11,12y 13 156.57% 4.38
11,12 413 contra 20 10.05% 4,38
2 contra {3 3.035 ns 438

* Significativo el 0.5 . ns=no significativo.

Cuadro 7. Ffecto de Yos tratamientos térmicos sobre la germinacidn y saneamiento de
semilla de repollo Yariedad Superette.

Tratamients Temperatura  Tiempo PEG Germinacién  Ne. de coloniss

ES minutos % por gr de semills

i 50 20 no 535 13,000
2 50 25 o 490 0
3 S0 30 no 415 Y
4 52 20 o 40.0 ]
5 52 25 no 315 0
& E¥4 ag o 217 ]
7 55 20 no 16.0 4]
g 55 25 no 135 0
g 55 30 no 11.7 _ H]
10 E G no 98.0 97,000
11 50 20 8 86.0 13,000
12 50 25 s 840 0
13 50 30 Y Bo.O 0
14 52 20 i 7.0 1]
15 52 25 8 67.0 0
16 52 30 si 63.0 g
17 55 20 31 52.0 0
18 55 25 si 540 o
19 55 30 3 47.0 0

¢

20 g 0 st 835 97,00

+ Testigos sin aplicacidn de temperaturas y tiempos y sin PEG.
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Cusdro 78. Resultados de andlisis de regresién multiple parala variedad Superette.

Efecto sobre No. de colonia/g de semilla

Efecto sobre % germinacion

Yariable Coeficiente T P {2Z Tail) yarishle Coeficiente T P {2 Tail}
Constante Si10175 | Z5 oo ﬁamtante '4*3?.3 21.7 000
Temp -7521 -2.8 0.0058* Temp -6.7 -194 .poo**
Tiempo -408.3 -30 0.005% Tiempo -G8 -5 08 QOp**
PEG -1666 ~6.1 0.88Ins PEG 36.3 253 0pgE#
F=5685 p=0003 F=384.9 p=0.000

* Significetiveal 0.5 %.

*% Altamente significativo al 0.1 %. ns=no significative.

Cuadro 7D. Comparscidn del efecto de los tratamientes sobre el % de germinacion
mediante los contrastes ortogonales (Varieded Superette}.

Tratamientﬁs comparados

F calculadn F tabulado
189 contralials 551 72% 4.38
1,2y3contra 11,124 13 10491% 4.38
11,12y 13 contra 20 29.83% 4.38
12contra i3 1461 ns 4.38

* Significstivo al 0.5 ®.  ns=no significative.



Cuadro B. Resultados de 1as prusbas bloguimicas realizadas & 1as bacterias aisladas de diferentes variedades de repollo.

Yariedades Gram  Eepors Oxidasa Catalasa Papa  Gelatina O/F Test(1) AN/ TTZC(2)  Patog.  Hiper Xoo¥
Region o F 018  002%  Test+ Testi+
Kog ¥ - - - + - + + - - + + + g%
Roundup | - o - + - * + - - * + + $i
Roundup i - - - + - + + - - & + + s
Superette | - - * + - + - * + - - no
Superette | - - - + - + * - - + + + s1
Golden Acre | - - - + - + + - - + + + i
Superette W - - - ¥ - * & - - + & $ si
Buperette W - - - + o * * - - § + + si
Superette W - - “ + - + + - - + + ¥ i
King Cole ¥ - - “ + - + + - - * + ¥ i
KingCole IV -~ - * + - + + + + - - ho
Copenhagen IV + + _ ) no
Superstte Vi - - - ¥ - + + o= - ¥ + + 5
Superette Wi - . = + - ¥ * - = ¥ + + si
Superette VYL - - - + - + + - = + + * 5
Superette Wi - - < * = * + - - + + + st
e Copenhagen Vi w - . # - ¥ % - = ¥ ¥. + 5t
" Copenhagen ¥i + + ro
Golden Aore Vi * + no.
% \;g_ - - . - - e - - e e ¥ Siw
4% v - - - + = + + - + + * 5%
Glory (X0 - - - & = * + - « & * ¥ st
Ghry ot - - 4 + + - 3 oy o - , he
Roundop  CC - = ~ ¥ b * ¥ - - + + + i,
Superstte COC - = a * - + b - - ¥ + £i.
Red cabbage CC " = ' ¥ - + + - - + ¥ ¥ si
King Cole T = - + + £ - - ¥ + « .

1

£ SaHOmendy MRl v, canipestss seglin Lelhott y Stead (1987) y Hayward and Waterstonn (1965,
oy *4 ¥ Variedades no idenitificadas.

1 Prusha de exidacién /fermentacion,

Z Prueba de tolerancis a Triphers) Hetrazohiumehloride 31 0.1 y D.02% on Agar Rulritive.

T Yariedades obtenidas #n las cazas comerciales. _

+ Prusba de patogenicidad an repolio. ++ Prushs de hipersentividad en tomate.
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C. Efecto de los tratamientos sobre la germinacidn.
Para la variedad Glory of Enkhuizen, hubo un efecto altamente significativo

entre las diferentes temperaturas y PEG, y un efecto significativoe para los
diferentes tiempos empleadns en los tratamientos (cuadro 5a8). La temperatura
ejerce un efecto negativo en la germinacidn de 1s semilia , pero la germinacion
pe afectada en menor grado cusndo se usan temperaturas de 50 °C y se adiciona
PEG al agua {cuadro 5 y anexo 1).

Para la veriedad Roundup, hubc un efecto altamente significativo tanto para
las diferentes temperaturas, tiempos y use de PEG {cuadro 68) dendo el mismo
efecto negativo en la temperatura cuando no se usa PEG {cuadro 6 y anexo 2).

Para la variedsd Superette, hubo un efecto altamente significativo en las
diferentes temperaturas, tiempos y PEG (cuadro 7a), observandose gue el uso
de PEG ejerce un efecto positivo en la proteccidn de 1a germinacidn (cuadro 7 y
anexo 3). EY PEG mezclads con aguas es utililizado para la pre-germinscion de
semillas {Muhyaddin y Wiebe, 1989; Huang y Zou, 1989) pero aprovechando esta
condicidén osmética de pre-germinacidn, algunos fungicidas o antibidticos
pueden ser mezclados junto al PEG y al agua para reducir la colonizacién o
infaccion de algunos patdgenos tronsportades en o dentro de la semilla {Oshurn
y Schroth, 1988). Nosotros en nuesiro gstudio, utilizemos esa condicion
psmética de pre-germinacidn con el uso del PEG para aplicar diferentes
temperaturas y tiempos a las semillas de repolio infectadas con AeniAamoinss
COMPEsIIs py. campesiris g ver su efecto sobre 1a desinfeccidn tal y como
se chserva en los cuadros 5, 6 y 7 y anexos 1, 2 y 3. El uso de PEG es
indispensable cuando se realizs tratamiento térmico para la desinfeccidn de la

semille, ya gue este ejerce un efecto positivo en le proteccion de la
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germinacidén de 1a semilla tratada con agua caliente.

Como resultado del andlisis de contrastes ortogonales para la variedad Glory
of Enkhuizen, encontramos que hubs efecta significativo entre los tratamientos
osmotérmicos {con PEG) y los tratamientos térmicos {sin PEG). Se observa
claramente que e} uso de PEG en los tratamientos ejerce un efecto positivo en
1a proteccidn de 1a germinacidn. Al compararse los tratamientos 11, 124 13
con respecto al testige, se observa que-no hubo diferencias significativas en la
disminucian del porcentaje de germinacin cuando se utiliza PEG, sin embargo
encantramas diferencias significativas cuandc comparamos ios tres primeros
tratamientos con PEG y sin PEG; no hubo diferencias significativas entre 10s
tratamientos 12 y 13 cuando se utiliza PEG (Cuadro 5b).

Para la variedad Roundup, encontrames que hubo diferencias significativas &l “_
camperar los tratamientos térmicos con PEG y sin PEG, tembién hubo
diferencias significativas cuando comparamos los tratamientes 11, 12 y 13
con PEG y e) testigo, pero el efecto sobre el porcentaje de germinacion es
minimo por lo que se pueden considerar tratamientos efectivos; no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos 2 y 3 (cuadro 6b).

La variedad Superette muestra los mismos efectos de significancia en los
conirastes ortogonales que la variedad Raunﬂuﬁ {cuadro 7h).

Segln estos dstos andlizados, tanto en la regresion multiple como eh los
contrastes ortogonales se determina que el mejor tratamiento con agus
caliente es el de 50 °C durante 25 minutos mas PEG, el cual no afecta
grandemente 1a germinacidn y su efecto sobre Ia eliminacidn de 1a infeccign se
1agrd a partir de este punto, 1o cusl coincide con Hayward y waterstoon-{1965),

quienes recomiendan el mismo tratamiento térmico sin PEG, pera no coinciden
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con Messiaen y Lafon {1967}, y con Mayes (1985), gquienes recomiendan
sumergir 1a semilla en agua caliente a S50 °C dursnte 30 minutos, perc estos

investigadores no hicieron use de PEG como protectivo de germinacion.
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V CONCLUSIONES.

1- En base a los resultados obtenidos, podemos concluir que de las 24 muestras
de las variedades recolectadas en las tres principales regiones productoras de
repolic y casas comerciaies, 18 muestras estaban infectadas con la bacteria
ABRIRnoRes COMPESIris Py, COMpestris .

2- Segun las encuestas y los andlisis realizados, 1a variedad Superette es Ia
mas afectada y 1a mas utilizads por los productores.

3- Al reslizarse los tratamientos térmicos, estos dieron un efecto positive en
la eliminacidén del patdgeno en las semillas, pero disminuyeron el porcentaje de
germinacion; se puede agregar un protector de germinacion de las semillas
(PEG-6000) a los tratamientos térmicos para garantizar semillas libres del
patdgeno con buen porcentaje de germinacion.

4- La efectivided de los tiratamientos térmicos se logro @ partir del
tratamiento con agua & 50 °C durante 25 minutos; se determind que este
tratamiento es mejor cuando le afiadimos PEG, ya que se logra cero infestacion
y la germinacién no se afecta grandemente con respecto sl testigo.
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Vi RECOMENDACIONES.

i- Siendo la variedad Superette la mas infectada con el patdgeno Xecc, se
recamienda resalizarie un analisis bacteriolégico a las semillas entes de
usarse, para asegurarse que estas no sean portadoras del indculo o que nos
evitaria 1levar 1a enfermedad al campo y por consiguiente pérdidas futuras.

2- Todas aguelias semillas portadoras de la bacteria Aanihamanss CEMPESIrTs
pv. campesiris deben ser tratadas osmotérmicamente con agua caliente a 50
OC durante 25 min. agregendole PEG-6000 pera proteger su germinacion.

3~ Se recomienda no realizar la siembra en lugares con suelos contaminados
con  Xepihomoenss csmpestris Dy, cempesiris, vigilar continuamente los
semilleros y realizar rotacidn de cultives. '

4- Repetir este experimento haciendo uso de tempersiuras menares pero con
periodos de tiempo mas lergos, usando PEG-6000 & diferentes dosis y oiros
materiales "osmocondicionantes™ de l1as semillas.
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