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INTRODUCCION

La enfermeded de papa llemade en Costa Rica Maya, causa
anualmente crandes pérdides & los agricultores. Mata (23)
reporta que las pérdidss de plantas en el campo, elcenzan
generalmente de 10 a 25 y en algunos casos de un 50 a 60%
de plantes. Como se ve por los datos enterinres, les pérdi-
des que ésta enfermedad causa son seriss, y si tomenos en
cuenta el hecho de que no se tiene un método eficiente de
control, el problema es alin mées serio. Otro factor que hace
muy grave el problema es que la mayor perte de los agriculto-
res de la zona papera, son pequefios sgricultores, y que en
muchos casos ellos>no pueden soportar pérdidas grendes en sus
cosechas de papas.

El objeto de éste trabajo es determinar cual es el or-
ganismo patd:eno csusente de la Maya, y hecer un estudio del
mismo para encontrar un método de control. Adem&s comprende
éste trabajo un estudio de laboratorio, con el orgenismo cau-
sente de la podredumbre suave de papa, tomete y zanahorie

(Bacterium carotovorum). Todos estos trabajos fueron eje-

cutados en el Instituto Inter#Americsno de Cienciass igricoles

en Turrislba, y la zone Norte de Ceartago.



REVISION DE LITERATURA
Dmportencia Econémica

Ps. solanacearum causa anuslmente grandes pérdidas en

los paises en que se encuentra, lss pérdidas son debidas &
la muerte de las plentas stacedes y & ls pudricidén de los
tubérculos. Si tomemos en cuenta su fécil propasgacidén y di-
f{cil control podémos notar que ésta enfermedsd es sumemente
seria. luller (25) dijo que en Java la enfermedad de papa

causada por Bacterium solsnacearum fué la més seria en el

atio de 1936. En Célebes la cosccha de papes ha descendido

en un 40% segin afirma van der Goot (35). Eddins (14) dice
que en Florida las pérdidas anuales cesusadas por ésts bacte-
ria han aslcanzedo a $117.000 y ha sido de una importancia
econbmica meyor que todss las enfermedades juntas, y que plan-
taciones enteras de chiles se han perdido cuando se les ha
rotedo con vape enferma. En Bragil Alencar Y Drumzond (1)

encontraron que la enfermedad producida por Ps. solanacearum

es 1ls més importante y espsrcida. Eddins, Ruehle y Townsend
(16) dicen que este orgenismo csusa un dafio de 8% de la co-
secha de papes excediendo & todos los demés organismos que
causan dafios a las papas. Cook (6) afirma que durante el
verano de 1913 hubo una gran epifitia la cual causd dafios
muy grandes en lss plentaciones de pape de South Jersey.
Ramsey, Wiant y Smith (29) afirmen que la enfermedad fué

tan severa en Florida que no se pudo continuar sembrando pe-

pa, tomate y berengena en los terrenos en que apareciS.



En el afio de 1935 Eddins (15) encontrd que cuando plenté 1s
variedad de papa cuyo nombre es "Spaulding Rose" se perdid
un 8%. Casseres (3) reporta que en Costa Rica algunos campos
hen tenido 17% de infestacién. Se ha notado que en algunos

afios la enfermedad aparece con més severidsd que en otros.

Importencia y Extencién en la Zona

Papera de Costa Rica

La zona de Cartago segiin Mata (23) se ha dividido en:
Zona Bgjas altura de 1200 a 1400 metros, comprende la regién
de Coris, Tejar, Agua Caliente, Parafso, Dulce Nombre y San
Rafeel de Oreamuno Sur.

Zons MNedia.comprende San Rafael de Oresmuno Norte, Ls Chinchi-

lla, Paso Ancho, Cypreses, Angelina y Avance.

Zona Alta:1800 a 2200 metros comprende Cot, Santa Rosa, La
Cafiada, Potrero Cerrado, Tierra Blsnca y Llano Grande. La
enfermedad fué observada primero en la Zona Baja y se exten-
did de aquf a la Zona Media, y puede decirse agrega el autor
que alrededor de 1940 toda le Zona Media estabe invadida por
la enfermedad. Hsy efios que aparece muy extendida. El por-
centaje de pérdides en el campo seglin Mata oscila entre 10

¥y 25 % 1llegando en slgunos cesos extremos & 50 y 60 4. En los
meses de Enero, Febrero, y Agosto de 1950 aparecid en la Ca-
fieda, Tierra Blemca y Llano Greande. Agréga que la Zona Baja
queda descartada para la produccién de papa por la gran in-
festacibén. La Zone Media puede utilizarse pars la siembre

con medides preventivaes y la Zona Alta es la més recomendada



para la siembra de paps.

Sinonimie
Como podré notarse esta bacteria ha sufrido una serie de
cembios en su nomenclatura atravéz de los afios. El nombre
usado porél sutor pasra esta bacteria es Psuedomona solanacearum

A\l

pero también se le conoce con los siguientes nombres:

sacillus solanacearum E. P. Smith 1896 (38)
Bacillus nicotianae Uyeda 1904 (38)
Bacillus sesemi Malcoff 1906 (38)
Pseudomonas sesami Malcoff 1906 (38)
Bacterium solanscearum Smith 1914 (38)
Bacillus musse Rorer 1911 (38)
Bacillus musareum Zeman 1921 (38)
Erwinie ﬂicotianae Uyede-Bergey 1923 (38)
Phytomonas solanacearum E. F. Smith-Bergey 1923 (38)
Phytomonss ricini Archibold 1927 (38)
Pseudomonas solaﬂécearum E. P. Smith 1948 (11)

Le Gnice variedad que se conoce es la que aparecid en

Asia Pseudomonas solanacearum var. ssiftice (E. Smith). Es-

ta tiene como caracter{stica diferente tornar de rojo la le-
che de litmus. Society of Americen sacteriologisté (33). En
el afio 1946 Nattras (26) descubrid unes raza de Pseudomonas

solanscesrum que difiere de todss las demés pnorque no mancha

los haces vasculares de la papa ni del tomate esta raza es su-
mamente virulenta en tomate y papa pero no en tsbaco. En

Australis Grieve (19) encontré una raza diferente de Pseudomonsas




solanacearum que se cree es la responseble del brown rot de

la papa en Victoria y otros lugares de la isla. De Japbén

Okabe (28) reporté que el organismo es muy varieble en pato-
genicidad, morfologfa, caracteres fisiolégicos y culturales.
Agrege que existen por lo menos 16 tipos del patdgeno. Esta

bacteria es segfin Dowson (11) parecida al género Xantomoneas

en sus actividedes fisioldgicas porque no produce fcido en
salicin pero si lo produce en lactosa y maltosa. En los ca-
racteres morfoldgicos y culturales la bscteria se parece al
género Pseudomonas en el cual esté incluido en el "Manual

of bacterial plant diseases".

Historia y Distribuicién Geogréfica de

Pseudomonas solanacearum

Segfin Eddins (13) Ps. solanacearum fué notada primero

por Burrill y descrite por Smith en el afio 1896. La distri-
buicién geogréfica segin Alencar J. de y Drummond (1) es la
siguiente: Canadf, Quebec prevalente en el Oeste. En los

E. E. U. U. especislmente en el Sur (Remsey 1949), México,
Prinidad, Guinea Briténica, S. Vicente, S. Lucfe, Puerto Rico,
Australia, Italia, Alemania, Rusia, Inglaeterra, Francia, Africsa
del Sur, Madagascar, Africa Oriental Italians, Caseblancs,
Marruecos, Mauricio, India, Ceylén, Malaya, Sumetra, Java,
Nueve Zelandia, Australia, Filipinss, Japbn, Indostén, China,
Indochina, Oesis de Derna, Libia, Repfiblica Dominicana, Brazil.

Sintometologfa

Eddins (14) ha hécho estudiss completos en la sintomato-



logfa de 1a enfermedad en berengens, chile y tomate. Leas
plantas aparecen marchitas durante la parte cflida del dfs,
-tales plantas se recobran en la noche y presentan un follsje
de color verde oscuro, el perfodo de marchités aumenta a me-
dida que pasa el tiempo. Los si{ntomas dados anteriormente son
pera las partes jévenes de las plantas. Después de varios
dfas las plantss marchites parece recobrarse durente la noche
pero esto maerca la etapa final de la enfermedad. Les

hojas se tornan café y se arrugan y laes plantas quedan paradas
en hileras. Las hojas marchitss y muertas son los tnicos sin-
tomas externos de la enfermedad. No hay practicamente ningin
emarillamiento del follaje. Si los tallos se cortan o se abren
longitudinalmente rayas oscuras se verén en la porcién de le
madera estos corresponden & los haces vasculares, esto es muy
pronunciado cerce de la 1l{nes del suelo y se extiende hasta
los peciolos de las hojes y hecia la punte de las remss. La
enfermedad se observa més comunmente atacendo el tomate en
Florida durante la &poca de floracién. ILas frutas de estas
plantas no tienen ninguna ceracter{stica de la enfermedad
excepto que se marchitan y arrugan con la planta. En tabaco
se le llama "Granville wilt" a esta enfermedad. Las plantas
pueden marchitarse en cualquier época de su ciclo. Las ho-
jaes se tornan verde claro y més tarde amsrillo. K veces ho-
jes de un lado se msrchitan primero. Los haces vasculares
aparecen cefé grisfceo. Un exémen detenido del corte de.la

planta seguido de presién frecuente revela gotas de un 1{quido
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blancuzco como pus que son agrupaciones de bacterizs. Este
es un diagnistico caracter{stico de la enfermedsd. El sis-

tema radicular se torna café y la planta muere.



Plantas Hospederas

Seglin Smith (32) hay un gran n@mero de plantas hospede-

ras de Bacterium solanacearum (Ps. solanacearum). A continua-

cién en el cuadro N?1 aparecerén las plantas suceptibles a in-

feccién naturel y artificial de Bacterium solanacesrum(Ps.

solanacecrum) segfin Smith (32).

Cuadro N21. Plantas suceptibles & infeccidn natursl y ar-

tificial de Bacterium solanacearum (Ps. solsnacearum).

Nombre Cientffico Nombre Vulgar Resultado de Inoculacions
por Smith (32) por Otros
Porciento de

severidad
Nicotiana tabscum. L Tabaco (‘75=100%) iy ﬁ
chogersicag esculentum. MillTomate N Idem
Nicotiana rustica. L Tabaco Azteca N Idem
Solanum melongena. L Berengena ' N Idem
Datura stramonium. L i Idem
Solanum nigrum. L i Idem
Croton glandulosos. L i Idem
Bidens bipennata. L i Idem
Xanthium pennsylvanicum. W - Idem
Tropaelum minus. L N Idem
Solanum tuberosum. L Papa N Idem
Eclipta alba. (L) Hassk N Idem
Capsicum annuum. L Chile (51=70%4) N
Physelis pruinosa. L - Idem

Halianthus annuus. L Girasol i Idem




Continuecién Cuadro N21

Nombre Cient{fico Nombie Vulgar hesultado de Inoculaciones
oz (30 o s
severidad

Phaseolus vulgaris. L = Frijol (21-50%) N

Ambrosia elstior. L N Idem

Aster pilosus. Mill - Idem

Dahlia rosae. Cav Dalis N Idem

Recinus communis. L Higuerille N Idem

Tagetes erecta. L N Idem

Fetunia hybrida. Vilm Petunia N Idem

Arachis hypogsea. L Man{ - (1-20%) N

Leptilon canadese. L i Tdem

Ambrosia trifids. L - Idem

Solanum carolinense. L i Idem

Xanthium chinense. M1ill - Idem

Verbena hybrida. Hort i Idem

Cosmos bipinatus. Cav N Idem

Vigne sinensi "Cow-pea” Inmune I

Stizolobium deeringianum Frijol de I Ideﬁ

terciopelo

Phaseolus lunatus Frijol de Lune I Idem

Canns 8p. - Idem

L'. i= suceptible cuando se inocula artificislmente, N sucepti-
ble bajo condiciones neturales, I suceptible cuando se inocule

artificielmente pero inmune bajo condiciones nsturales.
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Etiologia
La presencia de la enfermedad esté muy relacionada a la

temperatura. Meir y Link (24) dicen que el Sptimo de tempe-
ratura para el desarrollo del patdgeno se encuentra entre
T7eP (259C). La ‘enfermedad. fué inhibida a 562F (13.32C).
Vaughan (37) encontr§ que se inoculan plantas sumergiendo el
sistema radicular en unae suspencién de bacterias, luego les
plentas se guardaron & una temperatura de 60-70-80-90- y
1009P. Cuando le temperatura fué menos de 70°F. no se presen-~
to la eﬁfermedad. El aumento de la infeccién y el grado al
cual la enfermedad se desarrolla van paralelos arriba de
T0tF. La temperatura crftica parece ser arribs de 70°P. Ko
hubo marchitamiento en les plantas que crecfan a 60¢ y a 659F.
En ningfn ter-eno de New Jersey que tuvo una temperatura de
T0°F y & une profundidad de 5 pulgadas, aparecié la enferme-
ded. Como no hubo manifistacidén de enfermedad la temperatu-
ra del suelo fué basjada y cusndo la infeccién ocurrfa sin
presentar sfntomas aparentes a simple vista. Un lote de to-
metes fué plantsdo en erena y guardedos a T59%. a2 lo cual la
enfermedad se desaerrolld rapidemente y otro lote se guard$

a 75°F. después de tres dfes los lotes fueron removidos de
la srena, lss raices y las bases de los tallos fueron lave-
dos con une solucién de 1¢ 3000 de ceresan por tres minutos
pare mater cuslquier bacteris que estuviese fuera, luego

se secaron un poco y se nlantaron en tierre esteril y fueron

guardadas a 70°F. Esto quiere decir que la infeccién puede
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ocurrir a 559F. Lo mismo que a 70°F y superior a esto. DPa-
rece que las plantas se infecgiggan—a baje temperatura pero
que los sfintomas de la enfermedad no se desarrollan si la
temperatura del suelo permanece a menos de T0%F. Plantas
que habfen sido inoculedss ¥y que estaban severamente marchi-
tas cuando crec{an en arena a temperatura esproximeda de 809F,
Be reeobraron cuando la temperatuia de la arena fué bajade a
55eP. por cinco dfes. Cuando se sembr$ nuevamente 2 809F las
plantas se marchitaron nuevamente y cuando se bajé a 559F se
recobraron. Hildebrandt (20) dice que las plantas afin infes-
tadas no dieron muestra de la enfermedad hasta que la tempe-
ratura no fué mayor de 21.19C por tres dfas. Eddins, Ruehle
y Townsend (16) dicen cue en un periodo de 10 afios el mes de
Marze de 1935 tuvo menos lluvia y la temperatura fué més altea
que en cualquier otro mes de Marzo de ese lapso de tiempo, y
las pérdides fueron més severas bara los agricultores en ese
mes ocue en cualquier otro tiempo. Estos concluyeron que la
elevada temperatura de 1935 ayud§ al organismo a infectar
més plasntas, mientras due temperaturas més besjas en el mismo
lapso de tiempo fueron menos favorable a la infeccidn.
Eddins, Ruehle y Townsend (16) dicen que las partes hi-
medas y bajas del terreno parece ser los lugares donde el
organismo se desarrolla mejor. Vaughan (37) dice que la bac-
teria causa muchos defios en suelo hiitmedo. Donde el suelo
fué més seco la infeccidén pudo no ocurrir. Nekata, segin

Eddins, Ruehle y Townsend (16) dice que hay un punto .en el
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contenido de sgua en el suelo que mata el orgsnismo.

Segfin Clayton (5) los loams arenosos son los més seria-
mente afectedos, el pH en que el orgsnismo se desarrolla va-
ria entre 5 y 7 y rarss veces causa trastornos a PH 4.5 y
muere 2 pH 4.0 o menos. Neketa reporté de Jepén, segiin Eddins,
Ruehle y Townsend (16), que el organismo crece en Jepén en
suelos de pH comprendidos entre 6.0 y 8.1 y que su crecimien-
to fué inhibido por &iertos hongos y bacteriss. Agregen estos
autores aue la enfermedad se vuelve menos severa entre més
se cultiva el terreno porque el pH disminuye. Chupp (9) dice
cue suelos con mucha msteria orgénica y terrenos zrenosos
faciliten 1z propagacién. Vaughen (37) afirme que Eddins
encontr§ que el orgenismo aparec{a en suelos de Florida con
pH de 4.32. Segln Edcins (14) a este orgenismo no se le
encuentra frecuentemente en suelos de alto conténido de

materia orgénica como los llamados "muck" y "peat".

Control

Eddins, Ruehle y Townsend (16) reporten como medida de
exclusién sembrar papa en terrenos libres de la infeccién,
plentes provenientes de terrenos infestados no deben usarse.
Gonzélez (18) dice no debe usarse el agua que ha servido pa-
ra regar pspales con Maya, pare rezar pssto de corte, porque
esta mgua sirve como infculo, tampoco debe usarse arreflis
(papa pequeiia) con Meya para derle de comer al genado poraque

este por medio de sus excrementos propage la enfermedad.

QVaughan (37) efirme que el organismo no se esparce rapidamente'(
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CQ en el suelo, su propegacién depende el movimiento del suelo
b

R infestado unicamenteflde plantas infestadas o de sgua de dre~
4 ,

naje.” Segln Casseres (4) debe exeminarse la semilla de papa
antes de la siembra cortando varias muestras. Si aparece el
anillo oscuro con pudricién o con lfquido pegejoso amarillo
como pus, es preferible eliminar el lote como semilla. Duran-
te los dos o tres primeros meses después de cada siembra se
debe arrancar del papal toda mata con marchiteamiento parcial

o totsl enterréndola o queméndola con todas sus papas. Al co-
sechar o sin falta al escoger en la troja, elimfnese las pa-
vas podrides y las gue muestren el anillo oscuro o inicio de
pudricién al cortarles, usense desinfectantes. El Ministerio
de Agricultura de Costa Rica (7) recomienda que deben desinfec-~
tarse sacos, canastos y trojas en donde se guerda la papa con
una solucién de sulfato de cobre a rasgédn de 1 libra de sudfato
de cobre por 10 galones de sgua de menera que cubra toda la
troje, pare esto puede usarse una bomba de meno, siempre que
esta sea de cobre. DPara herramientas y otros objetos de me-
tal usese el doble de sulfato de cobre.

Smith (30) hace notar que algunos autores han considera-
do les malas hierbas suceptibles a la enfermeded como una
causa que impide la erradicacién del organismo, pero se han
llevedo a cabo experimentos plantando tebaco, después de mais
infestado con hierbas suceptibles y eé compzr§ con étréa parce-
la infestada con hierbas suceptibles y el resultedo fué el

mismo. El1 mismo autor llevd o cabo tretamientos durente tres

estaciones en los afios 1939-1940-1941 con cloropicrina la cual
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fué inyectada a 7 pulgadas de profundidad. El1 suelo se cu-
brid con papel ahulado y se planté tabaco enfermo. Se ob-
tuvo buen control pero no se logré erradicar el patégeno.
Ninguno de los tratamientos con sustencias complejas orgéni-
cas en el invernadero dié buen resultado. Eddins (12) conti-
nusndo sus experimentos en Hastings, Florida, pars el control

de "Bacterial wilt" Bacterium solanacearum (Ps. solsnacearum),

confirmé que los resultados benéficos obtenidos anteriormente
con la aplicacibén de azufre en el verano (Junio) en la propor-
cibén de 800 libras por acre seguida de otra aplicacién de ca-
liza en Noviembre de 3000 libras. El azufre inoculado produ-
jo aproximedamente el mismo cambio en la reaccién de los sue-
los loam areno fino y loem. Las mayores cosechas de papas
sanas fueron obtenidas en suelos cuyo pH fué bajado a 3.8 y
3.9 por la aplicacién de azufre y tratado més tarde con 3000
libras de caliza por ecre.

Seglin Wardlaw (39) un método eficéz para disminuir la
infestacibén del terreno es quitar las plsntas infectadas lo
mée rapidamente posible y aplicar més tarde aceite pesado.
Eddins (16) dice que Hotches logr§ controlar la bacteris es-
terilizando el suelo a 859C por 15 minutos, la bacteria fué
destruide a ura profundidad de 30 a 40 cms. Smith (31) re-
porta que el tratemiento del suelo con DeD. fué bueno pero
las plantas mostraron sefias de poseer una clorosis excesiva.
Walker (38) dice que Smith encontr§ que fertilizantes nitro-

genados particularmente la urea puede usarse como controladores
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parciales en tabaco, pero se necesitan 1000 libres por scre.
Smith (30) dice que la ausencia de hierbas suseptibles du-
rante el periodo de rotacién aumenta el grado de control y
sugiere el cultivo de soya para el control de la enfermedad.
A pesar de que esta es suseptible por inoculacién. Mubo dis-
pariedad en el control obtenido con sorgo, crab grass, lespe-
deza y crotalaria, pueden haber influido algunos factores ex-
ternos e:. esto. La rotacién debe ser recomendads mientras

no aparezce otro método de control. Una rotacién de tres afios
cuando el staque es fuerte pero si el staque no es muy fuerte
puede hacerse una rotacién de uno a dos afios. La més efecti-
va fué maf{z, soya y "red top". El mef{z dié un buen resultado
por lo que debe plantarse inmediatamepte después del tabaco.
El mismo autor sgrega que ha obtenido excelentes resultados
tratando el suelo con urea y luego plantando méf{z para quitar
es exceso de nitrégeno. FEl1 tipo de suelo afecta el resultado
obtenido. Los experimentos se llevaron 2 cebo en suelo are-
noso bajos en materia orgén;ca, hay evidencia que este trata-
miento es de poco valor para suelos pesados y eltos en mate-
ria orgénica. Este tratemiento parecif més prometedor para
papa, berengena y tomate,

Segfin Eddins, Ruehle y Townsend (16) plantar mafz en el
mismo terreno varias semanas sntes de arrancar la papa aumen-
te la infeccién. Wardlew (39) dice que la Mimosa pudica no
es atacade por la bacteria y un campo infestado con Bacterium

80lanacearum (gg. solenscearum)cubierto por varios afios por
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esta hierba y también con Mimosa invisia, disminuye la viru-

lencia de la bacteries pudiéndose luego sembrar tabsco en forma
comercial. La bacteria, agrega el sutor, puede vivir como pa-
résita y como sapréfite en verios suelos y tiende a morir
cuando estd fuera del suelo, lo que puede hacerse por cul-
tivo profundo en le époce seca y cdlida, como no produce es-
poras ni cépsuleas.

Eddins (16) reports que Nakata encontr§ un punto en el
contenido de sgua del suelo que mata el organismo. Agrege
Eddins que Kuyper y Hotchins encontraron que la infeccién

de pacterium solenacearum (Ps. solenacearum)se reducf{a de

un 50% a2 un 5% sembrando Mimosa invisia por seis afios. Smith

(30) encontr§ que la eliminecién de hierbas suceptibles no
ayuda a la erradicacién de la bacteria.

Van der Poel (36) en experimentos posteriores para deter-
minar la influencia de fertilizantes en el "Slime Disease"

Becterium solanacearum (Ps. solenscearum), en tomate, sembr§

plentas én recipientes de metel y les adicion§ verios abonos.
Superfosfato de bajo grzdo fué el que did los mejor:s resul-
tados. Este redujo la infeccibén en la serie de pruebas para
fosfatos, de 38.0% a més o menos 4.5% de 75.0% a més o menos
6.0% de 2.0% a més o menos 0.8% y de 13.0% a més o menos 2.8%.
Superfosfato de alto grado y escorias bésicas fueron menos e-

fectivos mientres que fosfeto de calcio y roca fosfateda molida
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no produjeron ningfin beneficio aprefiesble. Ia incidencia de
la infeccibén fué reducida grendemente por la mezcla de super-
fosfato de beajo grado y suifato de amonio. Gibeon (creyd)-~*%2
que el componente activo del superfosfato de bajo grado era
el que ejerc{a el control). Superfosfato de alto grado y sul-
fato de amonio, ascetato de caleio y sulfeto de amonio, super-
fosfato de alto gredo.y sulfsto d& potasio. Sulfato de pota-
8io 8010 o con magnesio es efectivo contra el "slime disesse"”
(Maya) solamente cuando se asplica en dosis sltas. Los nitra-
tos son més efectivos en el control que los compuestos de a-

monio. Macaronga denticulata, aplicadas molida bajé el por-

centaje de la enfermédad en un 12.0% la cual fué sumentada a
un 45% por les adhicién de nitrégeno.

En el afio 1943-1944 Nielsen y Todd (27) eneontraron que
lga aplicacién a1l suelo entes de arer cal urea (Urembn) y
tiosianato de amonio (1000 libras por acre) dieron resultados

prometedores en el control de bacterial wilt (Ps. solamacearum)

Leach (21) afirma que Smith encontré§ que ciertos coleép-
teros como leptinotarsa decimolineata trasmiten la enferme-
dad. El mismo Leach agrega que no ha probado pero que es po-

sible que la pulquille Chrysomelidos y otros insectos son

propagadores de la enfermeded y por lo tanto deben destruirse,
también dice que Smith ha sugerido uns relaci6nhentre este
organismo y el nemétodo pero ningfin estudio en relacién se

ha hecho. Agrega sdemés que la finica evidencia que se tiene

€8 que la enfermedad entra por leceraciones y no se ha desmos-
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trado que puede existir sin ellss. ‘Jalker (38) dice més re-
cientemente que no se sesbe si el orgenismo entra por las hen-
didures o reventaduraes que‘producen al salir las raices.
- Eddins (14) hace ssber que en él pasado se eliminaba la enfer-
medad sembrando plantas no suseptibles en el terreno infesta-
do, y ninguna Solanacea que creciera en este terreno fué usa-
da para el trasplante.

Eddins, Ruehle y Townsend (16) dicen que le enfermedad
se propaga cuendo se use almécigo de plantas que crece en
terrenos infeStados. Sembrar mefz verias semahas entes de
arrancar las papes en el mismo terrend aumente la inféccién,
Vaughsn (35) Walker (38) dice éue las vsriedades de pspe més
resistentes en Florida fueron Green Mountéin,'Kafahdin. Eddins
(13) encontr§ que Green Mountain es la que tiene el més alto
nivel de resistencia &8l Brgwn rot, otres variedades probadés
en este tiempo en orden ce resistencia fueron: Ketahdin, Bliss
triymph, Seedling 41914, Irish Cobbler, Spaulding nose, Chippeaw.
Van der Goot (35) repofté que la enfermedszd aparecfe menos vi-
rulenta en les veriedades Paul Kruger (President) Inel y

Bandoeng que en la variedsd Eigenheimers.
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KATTRIALES Y NETODOS

Un nfimero de ejemplares de plentas y tubdrculos de papa
con Maya fueron traidas de la zona Norte de la provincia de
Cartago al laboratorio de Fitopatologfa del Instituto Inter-
Americano de Ciencias Agricolas de Turrialba para llevar a
cabo trabajos de identificacién del orgénismo causante de la
Naya.

Las plantas y tubérculos une vez en el laboratorio se
lavaron bien con agua y jabdn para despojarlas de la tierra
que ellass trafan. Cémaras hilimedas fueron preparsdas, ponien-
do en su interior las plantas, tallos y tubdrculos que fue-
ron cortados en pedazos. Al cabo de 24 horas fueron obser-
vadas para verificar la preéencia de exudado t{ipico de esta
enfermedad. El1 mismo procedimiento se usé pasra plantas de
berengena, tabaco y tomate. 24 horas después. de haber per-
manecido las partes de las plantas en las odmaras himedes se
lavaron con une solucidén de bicloruro de mercurio 1.1000,
fueron llevadas a le cémara de inoculacién. En la cémsra
de inoculecién se corta con un bistur{ bien afiledo y debi-
damente esterilizado por medio de alcohol y la llama. Se
sacaron astillas de las partes afectadas y fueron colocadas
en ager papa dextrosa cuya férmulas es la siguiente:

Ague destiled@.cccececceses.s 1000 c.c.
Papas peledss y tejedeesdes.....200 gr.

Aga»r......"‘.....“..........l' 17 gr.
Dextrosa..Q.‘..0‘....."'.'..'. 20 gr.
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Después de preparado conforme a los métodos corrientes
se ajustd el pH a 6.0. Se prefirié usar tubos de ensayo para
todos estos trabajos puesto que ellos ofrecen una menor con-
taminacién que los platos de petri. Con las colonias de bac-
terias que eparecieron se hicieron cultivos puros. Los ais-

lamientos de Becterium carotovurum fueron hechos de les ra-

ices de zanahorias traidas de Cartsgo.

Obtencién de Cultivos Puros

Método de rayado (" Stricking method ™)

Los platos de petri para este método deben ser prepara-
dos con un dfa de anticipacién, el agua que se deposita en
la perte interior de la tapa debe ser removida. En slgunos
casos8 puede usarse papel secante dentro del pleto adherido al
interior de la tepa y cuando el plato va a ser usedo y dentro
de la cémara de inoculacién se remueve el papel secante.

Lo que sucede es que si hay agua que corre por la superficie
del agar los organismos Bson repartidos por toda la superfi-
cle del agar y lo qué se forma es une sola colonia. De un
tubo de ensayo conteniendo agua destileda esterilizada se
toma una gota con un "loop" (aguja de platino doblada en la
punta a menera de ojal), y se deja caer sobre la colonie de
bacterias pare efectuar una dilucién. La tapa del plato de
petri puede ser removids y coloceds en un lugar donde pueda
permenecer sin peligro de contaminacién. Es preferible re-

mover parcialmente la tepa del plato de petri, para prevenir
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una mayor contaminacién. Pero esto puede hacerse siempre
que permita al operador frabajar 8in dificultaed. Con el
loop se toca el cultivo en el lugar que se le puso la gota
de agua destileda, y el contenido se deposite en uma esquina
del interior del plato de petri froténdolo allf sobre la
superficie del agar. Sin pasar por la llema el loop se hacen
rayas paralelas sobre el agar tratando de cubrir més o menos
la mitad de la superficie. ILuego se pasa el loop sobre la
lleama y una vez frio se traezan rayas en la misme forma que
ge hicieron las anteriores pero perpendiculeres a estas.
No debe tocarse en ningiin caso con el loop el érea que se
us§ para limpiarlo cuando se higo la inoculacién. De esta
manera permsnece un cuarto de la superficie del agar sin
tocar todavia. Se pasa el loop nuevamente sobre la llama y
se tragsan tres a cuatro rayas perpendiculares a las iltimas.
A los di{as aparecen las colonias de bacterias, aisladas,
en estas ltimas rayss .y estas pueden ser usadas como culti-
vos purgs. Este fué el método con que mejores resultados
se obtuvieron. -
Método de dilucidn:

En un tubo de ensayo conteniendo 5 c.c. de agam destila-
da y esterilizada se pone una pequefia porcién de la eolonia
que se quiere:. obtener cultivos puros. En este caso Ps.

solanacearun y Bacterium carotovurum. Se agita el tubo su-

ficiente hasta que una turbidéz leve aparezca, y con una pi-

peta esterilizada se toma 1 c.c. de la suspencién de bacterias

~
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y se coloca en el plato de petri con agar 1lfquido cerca del
punto de solidificacidn, se le da un movimiento de rotacidn
al plato. ILuego con un loop debidamente esterilizado se
sacen dos o més gotas y se colocan en el segundo plato de
petri, conteniendo como el anterior, agar 1lfquido cerca del
punto de solidificacibén, se le da el movimiento de rotacidn
y as{ se continfla hesta el octavo o décimo plaeto, éstos se
guardaron a la temperétura del ambiente y se cubren con tela
de gesa para protegérloa.

Tiné%én de Gram:

Ps. solanacearum y sacterium carotovurum fueron tefii-

das por este método. Cultivos de cinco y tres dfas de edad
respectivamente creciendo sobre agar papa dextrosa de pH 6.0
y a una temperatura de 23 a 249C. El método de Buchanens(2)fué
el usado, estéd compuesto de las siguientes soluciones:
Solucién Ne1

Violeta genciang...........6 c.C.

Agua de anilinae....¢ce....50 c.c.

Para preparar el agua de anilina, se agiten 5 c.c. de aceite
de anilina en 125 de agua destilasde y se filtra stravéz de
papel de filtro que ha sido previamente mojado con agua des-
tilada.

Solucién N92_

Y0A0cececeeecesscaccsencecnssl gr,

Yoduro de Pot2s8iO...cecese..2 gr.
Agua destilad@.eessscsees«300 c.c.
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Se tifi6 por uno a dos minutos con la primera solucién y lue=-
g0 por uno a dos minutos con la solucidn N°2, Se decolorf
con alcohol de 954 hasta que la mayor parte del color de-
sapareci§. Tifla de nuevo con safranina o Pucsina.

Solucibén de Sefrenina usaeda:

Sefrenin@.ccccececceccesa0.5 gr.
Ague destilaeda.........100 c.c.
Tincién con Carbol fucsina de ziehl Nielsen (22)

Fueron usados cultivos de cinco dfas de Ps. solanacea-
rum que crecf{an sobre sgar papa dextrosa de pH més o menos
6 y a una temperatura de 23 242C. L,s portaobjetos que
van a ser usados deben estar completamente limpios y des-
provistos de grase, para lo cual deben ser hqrvidos en una
solucibn de bicromato de potasio y &cido sulffirico durente
15 minutos, se lavan con agua y se 7epositan en un frasco
de boce ancha conteniendo alcohol al 95%. Luego se sscen
de estos frascos y se pasan atravéz de la llama de la lém-
para de alcohol.

La preparacidén de los portzobjetos pares la tincién es
la siguiente.

Tomendo un poco de ls colonie de Ps. 4blanacearum que

crece en el tubo de ensayo, con una eguje de platino debi-
damente esterilizada a la llama, ,8e coloca en el extremo

del portaobjeto y con un gotero conteniendo agus esterili-
zade se dejs caer una gota sobre la porcién de colonia. N

Luego se mueve el portaobjetos para que el 1l{quido se
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extiende por toda la superficie, se gusrda por un rato hasta
que el agua se seque y se fija a la llema de la lémpmara de
alcohol. El portaobjetos preparado como se dijo anteriormen-
te se traté con Carbol fucsina por espacio de 4 a 5 minutos.
Se decolord con alcohol &cido y se volvid a tefiir con azul

de metileno por 10 a 15 segundos. Cuando se tifie con carbol
fucsina debe sostenerse el portaobjetos sobre la lémpara de
alcohol hesta que el 1fquido hierva.

Tinsidén con Safrenina:

se usf este colorente para tefiir Ps. solenacearum y

sacterium carotovurum los portaobjetos se prepararon del mis-

mo modo que peara el método anterior. El colorsnte se prepara
con los siguientes ingredientes.
Safrening@..cccececesceces1.5 gr.
Agua destilad®.ceeseees100 g.cCo

Tingién con Azul de lLietileno:

Ps. solsnacesrum y sacterium carotovurum fueron tefiidas

con este colorsnte. ILos portaobjetos se prepararon del mis-
mo mode que se hizo pera el método de Ziehl Nielsen. Con u-
ne pipeta se regd por la superficie de los portaobjetos la
siguiente solucién:

Azul de;Metileno (souci6n seturada).eceeeee5 C.Co

Ague destiladBcececccccescoccecssccesceneesdd CocCe

s
Tincién de flegelos:
¥uchos métodos fueron probados con el propbsito de tefiir

los flagelos de Ps. solenacesrum y Bacterium carotovurum
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pero solsmente uno dié resultado. Este método fué obtenido
en el leboratorio del Instituto Inter-Americano de Ciencies

Agricolas por el sutor. Pare poder consequir buenos resulta-
dos debe sequirse al pie de la letra. Colonies de Ps. sola=-

nacesrum y_Bacterium carotovorum de dos dfss y un dfa de

eded respectivemente fueron usedos. En dos tubos de ensayo
conteniendo 2 c.c. de formalina al 1% ¢/u se deposité una
pequefia parte de lss colonias de ceda uno de estas becteriss
en un tobo de ensayo, y un dfa después se precedid a le tin-
cibén de los flagelos. Los portaobjetos en este método tem-
bién fueron preperados del mismo modo que en el método de
Ziehl Nielsen. Estos fueron tratados primero con le solucién
N21 100 c.c. de 1/4 solucidn seaturade scuosa de 8cido pfcrico.
5 gr. de fcido ténico y 7.5 gr. de sulfato ferroso. El por-
taobjetos se trata con este fijador, durante 1 minuto més o
menos menteniéndolo sobre el vespor, y & continuscién se lava
y seca. Luego se trata por une solucibén de plsta: a 25 c.c.
de une solucién acuosa de nitrato de plata, agregéndosele
amoniaco diluido hasts que el precipitsdo que se forme sea

' disuelto. Se agrege més solucién de nitrato de plsta hasta
que una turbidez leve aparezca. Se coloca el portaobjetos

2l ~elor y se cubre con une lémina de esta soluciébn. A los
dos minutos se lsva con agua y se seca. Con este método ob-
tuvimos magnificos resultados en la tincidn de flagelos de

smbes becteriss.
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Caracteres Fisiolégicos

Produccidén de #cido en cerbohidratos:

Medio basel sintético (11) este medio tiene la siguiente

£8rmula:

NH4 H2PO4 cccevcocecccccosccscnssse 1 8r.
ECL cvececerosccocscocssscessasss 0.2 gr.
MgS04 TH20 ecoceeecocccssoccsssces 0.2 gre
Agua destilada ececceccccccccces 1000 c.c.

A este medio se le adicionaron los siguientes carbohidratos
en una proporcién de 2% maltbsa, lactosa, dextrosa, sacarosa
y glicerol, para cade uno de éstos se prepararon cinco
erlhenmeyers conteniendo 20 c.c. csda uno. El pH se ajust§
pormedio de NaOH 0.2017 normal. Para cade uno de los car-
bohidratos tres recipientes fueron inoculados y dos permane-
cieron como testigos.

En el caso de Ps. sglenacearum el indicador usado fué

tres gotas de pirpura de bromocresol en cada uno de los re-
cipientes.

Para Bacterium carotovorum la produccién de &cido fué

comprobada por medio del potencibémetro de Backman.
Gelatina (10)

La gelatina usada fué bactogelatine Difco al 10% se es-
terilizé por tr-s dfas consecutivos durante una hora a 10 li=-
bras de presién en el autoclave. Se prepararon 10 platos

de petri con este medio, seis fueron inoculados, tres con
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Ps. solanacearum y tres con Bacterium carotovorum los restan-

tes permenecieron como testigos. En algunos platos la gela-
tina no se solidificé pero después de cinco dfas se introdu-
jeron estos a la nevera para determinar cuales permenecfen s8-
lidos y cusles l{quidos. |

Leche!

Con este medio de cultivo se usaron tubos de ensayo parea
ambas bactepias. En cada tubo se colocaron 10 c.c. de leche
corriente de vaca sin descremar, esta se esterilizd como de
costumbre & 15 libras de presiém por 20 minutos. Para cada
bacteria tres tubos fueron inoculados y dos permenecieron co-
mo testigos.

Produccién de Acido Sulfhfdrico (H2S)

En la dterminacién de le produccién de H2S se usé bacto
peptona Difco. También se prepararon 100 c.c. y se dividieron
en cinco grupos, tres fueron inoculados y dos permanecieron
como eontrol. Este medio también se esterilizé a 15 libras

de presién por 20 minutos y se usé tanto para Ps. solanacearum

como pare dacteriﬁm carotovorum. La pruebea se 1ey6 a los

seis df{ss para Ps. solanacesrum y un dfa para Bacterium caro-

tovorum. La lecturs de la pruba fué assf{: tiras de papel se-
cante delgado de més o menos dos cent{metros de ancho fueron
aumergida; en una solucidn de carbonato de plomo. Luego se
introdujeron en los frascos y se prensaron con el tapén de
algodbn, procurando que les tires no toquen lss paredes del

frasco. Una eoloracién negra de la tira de papel indicé la
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precencia de H2S.

Produccién de Amonio (NH3)

El mismo medio oue se us§ para determinar la produccién
de H2S de esmbes bacteries fué usado para determinar la bro-
duccién de NH3. El indicador de Nesser se usé para registrar
la pregéncia de F¥H3. ‘ '

La preé@ncia del indicsdor de Nesser aparece dedo por
Levine (22). 1Le preg%ncia de NH3 es indicade por-una colora-
cién ensranjada. Esta coloracién se presenté§ en los medios

que fueron inoculados con Ps. solanacearum y Bacterium caroto-

vorum. Para este prueba también se usaron cinco recipientes
para cada bacterias, tres fusron inoculedos y dos permanecieron

como testigos.

Hidrolisis del Almidén:

Para este prueba se preperaron 100 c.c. de asgua de al-
midén Difco 81 104 v se divieron en cinco recipientes tres
fueron inoculedos y dos permaneéieron como testigos para

determinar si Ps. solanacearum producfa hidrélisis del almi-

dén, el medio se treté con solucién de Pehling&. La solu-
cién de Fehlingf se prepara de la siguiente menera: Esta
solucién consta de dos partes las cuales se mezclan inmedie-
tamente antes de usarse, para prevenir une reduccién espon-
ténea del cobre.
Solucién A

CuS04 5H20 cristales finos ...eccce.+34.64 gr. en agua

para hacer 500 ¢.c.



Solucién B

Tartrato de sodio y potasio (solucién de Rochelle) 173
gr. NaOH (cristales) 50 gr. en aguas para hacer 500 e¢.c. Se
le agrega una pequefia cantidad de la mezcla de ambas solu-
ciones al cultivo y se hierve por vari-es minutos agiténdolo
sobre la lémpara de alcohol. ILa pregzncia de una coloracién
café del medio nes indica que hay hidr§lisis de almidén. BEn

el caso de Ps. solanscearum si aparecié coloracién café.

Método de Lugol

Se prepar§ agar Difco al 1.5% y se le incorpor8 2% de
almidén soluble. El almidén fué disuelto en aguas y luego se
mezold con el agar. Diesz tubos de ensayo conteniendo més o
menoes 10 c.c. de esta preparscidn se esterilizaron en el auto=
clave como de costumbre. ILos tubos inoculados fueron trata-
dos a los dos dfas con varias gotas de lugol. El luger don-

de aparec{a la colonia de Bacterium carotovorum permenecid

completamente ¢laro lo mismo que un anillo en su derredor

el resto del medio se torné asul.

Tajades de Papa

De una papa de tamafio mediano se sacaron tajadas de més
o menos 0.5 de grosor y se coloceron en plétoa de petri que
tenfan en el fondo un papel absorbente humedecid§ con ague
luego se introdujeron los pletos de petri al sutoclave donde
fueron esterilizados, y més tarde fueron inoculados con am-

S

bas bacterisas.
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Estudios sintomatolégicos, postilados de Kock etc. se
llevaron a cabo en el invernadero. En macetas de barro co-
cido con una capacidad de 2kgr. de tierra se colocaron los
tubérculos de papa ssnos de dos variedades locales. En la
misma forma se sembrsron semilles de tabaco, berengena y to-
mete. 1as macetas y la tierra fueron tretedas con formalina.
Cueando las plentas tuvieron 1 mes de edad fueron inoculadas
de dos meneras. con una aguja hipodérmica y vor medio de una

aguje de acero.

Factores Importantes en el Establecimiento de la Maya

Datos exploratorios fueron hechos pera determinar la
importancia de alturas sobre el nivel del mar, pH del suelo,
porcentaje de infeccién del suelo, procedencia de la semillsa ,
precencia de Maya en siembras anteriores, humedad del suelo,
edad de las plentas y veriedad.

La alturas sobre el nivel del mar se tomé por medio de
un elt{metro de bolsillo, el porcentaje de infeccién fué
tomado cruzando el campo en dos direccibnes contando las plan-
tas enfermses y sanes y luego sacando el promedio de las
plentas enfermas. E1 pH se tom§ por medio del potencibmetro.
; La humedad del suelo se obtuvo por-'diferencia pesando una cier-
ta cantidad de suelo y luego secéndolo en un horno a 1009C
por 24 hores. Se determind la procedencia de la semilla de
papa porque los duefios de las plantaciones no pudieron dar
- razbn 8t la semilla estaba con Maya o no. ILa semilla proce-

dente de une altura mayor a la del Sanatorio Durén se consi-
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deraba como sana y el resto como portadora de la enfermedad.

Hierbas Hospederas de Ps. solanacearum

Con el propdsito de colectar plantas hospederas de 8.
solanacearum se visitaron varios campos de la zona Norte de
Cartego. Los campos fueron recorridos en toda su extensidén

v tratando de localizar hierbas que mostrergn los s{ntomas
externos de la Meya. No fué posible encontrsr ninguna plan-
ta con tales si{ntomas. Desﬁués de exsminar cuidadosamente
20 o’més ejemplares de las plantas més comunes, un ejemplar
de cada especie fue colectado y llevado al laborestorio del

Instituto para su determinacién boténica.
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RESULTADOS
La Bacteria gue Causa la Maya

Morfologia

La bacteria que causa la Maya en Costa Rica es de for-
me de bastén con extremos redondeados Fig. N21 de 0.6w. de
ancho por 1.5w. de largo. Esta bacteria tiene mucha mobili-
dad, y aparece més pequefia en el exudado de una plenta con
Maya, que cuando crece en agar papa dextrosa. No presente
esporangios ni endosporas. Si se observa después de mucho
tiempo de permenecer en cultivo, cuando las colonias toman
un color café chocolate, les bscterias aparecen de formas y
tamafios muy variados. Esta bacteria Ps. solanacearum presen-
ta uno o dos flagelos polares como se ve en la Fig. Ne2, Te-
fiida por el método Ziehl Nielsen, la bacteria aparece con las
puntas més oscuras, permaneciendo una franja més clara en el

centro, este detalle, sin embargo, es dificil de notar.

Tin31én de Gram

Ps. solsnacearum es gram negetiva, cuando se tifie por

el método de gram descrito en el cepftulo de materiales y
métodos.

Caracterf{sticas Culturales

Porma de la Colonia

Las colonias de Ps. solanacearum se desarrollan lentemen-

te en agar papa dextrosa de pH més o menos 6 y & una tempe-

raturea de 23 a 249C. A los tres dfas les coloniss alcanzan



TFig.oRm T T
Dibujo de Pseudomonas solanacearum.
Observense los extremos redondeados
y la forma arrifionada de la bacte-
risa.

Fig. N2 2

Pseudomonas solasnacegrum mostrendo los
flagelos, eparecen bacterias mono y
lefotrichos. (Dibujo con cémara 1lcida).
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5 mm. de dfaretro més o menos. Estos son de color blanco
mojado, ovalescentes pulvinedes, circulares, de superficie
suave, margen entero, estructura interna amorfa con una pun-
tuacién més oscura en el centro (Pig. N23). Al través de la
luz tienen un color azuledo. A la edad de 1 mes aparecen de
un color cefé como chocolate. En agar dextrosa aparece al
tiempouna coloracién café que se extiende por toda la colonis,

de Ps. solsnacearum.

Caracterfisticas Fisiolégicas

Con el objeto de estudiar Ias.caracteristicas fisiold-
gicas de Ps. solanacearum fueron inoculados medios de culti=-
vo, conteniendo verios carbohidratos como fué expliecado en
el capf{tulo de materiasles y métodos. ILos carbohidratos usa=-
dos fueron: lactosa, maltosa, sacesrosa, dextrosa y glicerol.
Con la ayuda de un indicador pérpura de bromocresol se regis-
tré§ la produceidén de écido en cede uno de los carbohidratos
citados. En todos ellos hubo produccidn de &cido. Le pro-

duccibén de 4cido en sacerosa fué lento.

gelatina
Usando la gelstina como medio para el crecimiento de

Ps. solanacearum se querfa determinar si esta bacteria podia

tornarle 1{quids o no. Se not§ que esta bacteria crece bien
en este medio y que tres dfes después de inoculedos los pla-
tos de petri conteniendo la gelatina, esta se habfa hecho

1{quida en los lugares que estaban situadas las colonias.
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Pig. N¢ 3.

Colonias de Pseudomonas solanacesrum
la coloracion mas oscura en el centro
es tipica de la colonia de Ps. sola-
necearum. (Dibujo con cémara 1UTcida).
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Leche

Tubos de ensayo conteniendo leche, preparsdos conforme
se especificé en el capftulo de msterisles y métodos fueron
inocualdos y guardados por 8 df{as a uns temperatura de 359C.
Al cebo de ese tiémpo los tubos de ensayo tenfan en el fon-
do un precipitado blanco y en la superficie la grasa perman-
nec{a supernatente y de un color emarillo, el 1fquido inter-
medio claro y transparente, tanto que se podfs ver la som-
bra de cualquier objeto que se pusiera al otro lasdo del
tubo.
Produccién de Acido Sulfhidrico (H2S)

La produccién de H2S fué determinada inoculsndo con
la bécteria un medio de bacto peptona Difco prepersdo con-
forme a las especificaciones que aparecen en ei capftulo
de materiales y métodos. A los ocho df{as el medio aparecid
turbio y hubo una'fuerte produccibén de gas. Al colocar la
tira de papel impregnada con carbonato de plomo dentro del
ffesco, esta se enegrecid, en los frascos inoculados y en
los testigos aparecié tal y como se introdujo. Por lo tan-

to la bacteria produce H2S o 4cido sulfaidrico.

. Crecimiento de Ps. solanacesrum en Agser Papa Dextrosa con

Diferentes pH

Se quer{a determinar con esto cual pH era mejor para el
crecimiento de Ps. solanacearum y a que pH su crecimiento
era inhibido. Se ajustaron los pH del medio ager papa dex-
trosa 2 8, 7, 5.2, 4.6, 4, 3.8, 5. A los ocho diés de inocu-

-
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lados los recipientes se obtuvieron los siguientes resultados:
A un pH de 8 se form§ una colonia que se esparcid por todo

el medio. El crecimiento en pH 7 fué similar al anterior lo
mismo que a pH 6.5. En un pH de 5.2 la colonia que se formé
es menos que las anteriores lo mismo se puede decir a pH 5.
La colonia que se form§ a pH 4.6 fué mé;or que les dos anter-
iores. A pH 4 y 3.8 la bacteria no se desarrolla del todo
noténdose solamente un punto en el lugar de la inoculacién.

Ps. solanacearum crece bien a pH 6.3, 7, 8,;a PH 4 § 3.8

no se desarrolla del todo.

Produccién de Amonio (NH3)

El mismo medio usado pars la determinacién de le produc-
cién de H2S se usé para determinar la produccién de amonio.
Se usb§ el indicador de Nesser pere registrar la produccién

de amonio. Se not§ que este orgenismo producia amonio.

Hidrolisis del Almidén

Agua de almidén fué preparada e. inoculada de la manera
que se indicé en el capf{tulo de materiales y métodos. A los
ocho df{as de inoculasdo este medio se trat§ con la solucién
de Pehlingé y después de proceder como se indicé en el capi-
tulo de materisles y métodos se notd que este organismo produ-

cfa hidrolisis del almidén.

Crecimiento en Tajadas de Papa Esterilizadas

Las colonias de Ps. solenacesrum que aparecieron, sobre

bas tajadas de papa ersn de color blanco amarillento, y a
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medida que trenscurrfa el tiempo la colonia se iba poniendo
més café, hastae los ocho dfas que se dej§ de observar. Esta
bacteria se desarrolla muy bien en este medio, con mayor
rapidéz que en ninguno de los otros usados hasta shora en

T
este trabajo. 0/*°J

Crecimiento en Kedio Nutriente Lfquido (Nutrient Broth)

Este medio fué preparado conforme se indicé en el capi-
tulo de materiales y métodos. Después de 24 horas de haber
inoculado los recipientes con este medio una turbidéz leve
se noté en los recipientes inoculeados. A las 48 horas esta
turbidéz se hizo mayor. A los ocho dfas el medio aparecib
completamente turbio y en todos los recipientes inoculados
habfa un sedimento en el fondo. Este sedimento se desvane-
cié cuando el recipiente fué sgitado. La cantidad se sedi-
mento que aparecié fué moderado, en comparacién con el que

hzb{a cuando se inocul$ el mismo medio con Bacterium caroto-

vorum. Al destapar los rccipientes inocualdos con Ps. sola-
nacearum se not§ un fuerte olor a fermento, este olor no
aparecib en el testigo.

Precencia de Coloracién Café en lass Coloniss de Ps._solane-

cearum,

Las colonias de esta bacteria que se desarrolla sobre
agar papa dextross pH més o menos 6 y a2 una temperatura de
é3 a 24°C. En un principio son de una coloracién blamca y
de un aspecto mojado. Poco despuds aparece una puntuacién

més oscura en el centro de la colonia y se va desarrollando
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y extendiendose hasta los bordes y & la edad de un mes la
colonia tiene un color café chocolste intenso y brillante.
Si se trata de inocuelr un medio fresco con esta colonia

el organismo ‘'no se desarrolla. Parece que cuando la colonia
toma el color chocolate la bacteria ha muerto, porque en
ningin caso que se trstaron de inocular partes de estas co-

lonias el organismo - se desarrollé

Temperaturs Optima para el Crecimiento de esta bacteria

La temperatura Sptima para el crecimiento no fué de-
terminada, pero puede decirse que este orzanismo crece bas-
tante bien a une temperatura que fluctua entre 23 y 359 C.
Se fiudo notar que el color café chocolate de la colonia
aparece més repidamente en las guardadas a 35¢ 6. que en
los que se guaerda de 23 a 249C.

A continuacién se daréd un cuedro de los trabajos rea-

lizados por otros investigadores y el autor.
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Cuadro N92, Comparacifn de los cerscteres morfoldgicos y

fisiolégicos de Pseudomonas solanacearum, estudiados en Costa

Rica, con los dados por tres diferentes autores.
- _ ——  —— _____ _——— ——— _—— ————__—_________ _ }

Caracteres S.A.B. (33) Hildebrendt (20) Dowson (11) El Autor

Forma Bacilo Baecilo Bacilo
Tamafio «5x1.5 u. «5x1.5 u. ' «5x1.5 u.
Tincién de - - - -
gram
Colorasisn + +
Plagelos Polares + 4+ +y -
Gelatina Dos formas + + - +
y -

Leche Aclai‘ada Aclarada Aclarada
Lactosa A A
Maltosa A A
Sacarosa A A A
Dextrosa A . A
Glicerol A A A
Almidén - + +
NH3 + +
H2S - + 4
e Caté Caté

P.D.A.Café Café Café café
Temperatura ‘<
de crecimien- .
to (6ptima) 35 a 379C. 23 a 37°C.

Flagelos = mono y lefotrichos 4
Coloratién bipolar = presente +

Gelatina = 1liquidifica<4no liquidifica =
Azucer y glicerol = produce fcido A
Almidén = hidroliza~s-no hidroliza -

NH3 y H2S = producen+y no producen -
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La bacteria cue produce la Maya tiene caracter{sticas

8

Sintomas de los lallos Enfermos

Tomando un tallo de una plenta con Maya y raspéndole la

céscara con una cuchilla puede fécilmente noterse una coloracién

e
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Fig. N? 4

Plantas de papa con maya,
causada por Pseudomona
solanacesrum, con una ae 17
las ramas del lado izquier-
do todavia sin marchitar-
se.

Pig. N2 5

Pleanta de pepa con Meya,
(Pseudomona solanacesrum)
con un grado mayor de
merchitez, &sta no se
recobra en la mafiana.
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Big. N2 6

Plentss de papa con Msya
(Pseudomonss solanacearum).
Completamente muerta, ndtese
las hojas de la planta en
los épices como se van se-
cando.
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café de la perte lefiose del tallo. ILa intensided de esta colo-
racién varfa con una serie de factores:

1= Tiempo de estsblecida la enfermedad. Si la infeccién

es reciente no se nota ninguns coloracién.

2=~ Grado de infeccién. Si es leve no se nota la coloracidn.
3 Edad de las plantas. En las plentas més desarrolladas
se nota con mayor facilidad la colorscién.

Esta coloracidn café es més oscura del cuello de la planta
hacia abajo incluyendo la rafz. A medida que se aleja del
cuello de la planta hacia el &pice este sf{ntoma disminuye ré-
pidemente. En la papa no se ha notado la aparicidén de rafces
adventicias a consecuencia de esta enfermedsd, como sucede
con el tomate.

Exémen Microscépico de Tallos de Papa

Examinando al microscopio porciones de tallo de papa
que presentan el snillo café t{pico de ésta enfermedad, se
puede notar lo siguiente:
1= Que el anillo corresnonde & los haces fibrovesculares.
2- Que estén llenos de bacterias
3= Que los haces permenecen percislmente obstruidos con
una sustancia de color café (Fig. N27-8).

S{ntomas Externos del Tubérculo

El tubérculo puede presentar sintomes de la enfermedad.
Aungue smenudo no se nota ninglin s{ntoma cuando la enfermedad
estd en un grado avanzado, sintomas. exteriores visibles son:

parches grices en la superficie, salida de exudado por los
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*ig. Ne 7

Corte tresnsversal de un tallo de papa con Maya. Los
haces fibrovasculares, aparecen parciaslmente obstrui-
dos por efecto de Ps. solanacesrum. Observese como
solamente pequefias porciones de loe haces quedan sin
obstaculigar. (Dibujo del autor, con cémera lficida).

v .=

Fig., N2 8
Vista lateral, de un vaso del tallo de una planta
de papa con laya, la parte oscura es causada por

Ps. solanacearum. (Dibujo del sutor con cémara
1lcida).
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ojos del tubérculo (Fig. Ne9).

S{ntomes Internos del Tubérculo

El tubérculo al ser partido transversalmente presenta
un anillo café, este anillo corresponde & los haces fibro-
vesculares tefildos por efecto de la bscteria. Precuentemen-
te el anillo no apsrece entero sino que solamente aparecen
fracciones. Puede no pfesentar el anillo café, pero al ser
partidos y guardzdos en una cémare héimeda o al ambiente, al
dfa siguiente presenten el exudado tipico de la Maya. A me-
dida que transcurre el tiempo los tejidos que se encuentran
dentro del tubérculo se van descomponiendo, como se ve en la
Pig. N210. Este detalle se nota facilmente en los tubérculos
més viejos de les plantes afectsdas. En el interior del tu-
bérculo se forma una masa semejante a una flema de color a-
marillo con un fuerte olor desagradable pero bastante tipico.
Para que esta pudricidén puede llevarse a efecto se necésits
una cierts humedad ya que tubérculos atacsdos hen sido guar-
dados en condiciones secas y no se ha producido esta pudri-

cién.

El Sintoma més T{pico
Se nota cuando el tallo, tubérculo o raf{z de una plant-

ta stacada por Ps. solanacearum se corta y un exudado amari-

llo blancuzco parecido a2l pus aparece exactamente en el lu-
gar que corresponde a los vasos (Fig. N¢11). Este exudado
puede aparecer repidamente unos minutos ¢ puede durar hasta

un dfa en salir.
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Tubérculo de papa con "Maya" caussda por Ps. solanacecrum

A= Tubérculo de pspa entero con "Maya" observese el exuda-
do que sale vor los ojos del tubérculo.

B= Tubérculo de papa con "Maya", completamente podrido.

c= Tubédrculo de papa con "Maya" cortedo por la mitad, mos-
trando gotss del exudado blanco amerillento tipico de

'esta enfermedad.
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S{intomas Externos Similares

Sintomas externos similares son causados por hongos del
género Fusarium. Muchas veces fueron traides plantas al labo-

ratorio en que no se sabfe si estaw estaban atacadas por

Fusarium o por Ps. solanacearum por lo tanto se prepar$ una

lista comparando los s{ntomess de embss enfermedades.

Ps. solanacearum (Maya)  Hongos del G~énero Fusarium (Marchités)
La plan no se
horas d

durante

No hsay

No prod

cias en

Aparece
y frios
Los tej

colores

Hay pro
cuando
{z o tu
caracte
en su d

Tomate.

n cli-

colo-

rojo

seé cor-

ulo.

Los s{ntomas que presenta esta planta cuendo es atacada

por €8. solanacearum son muy semejantes a los que presenta la
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Pig. N2 12

Tallo de una planta de tomate stacada
por Pusarium. Las fress més oscuras
que aparecen en el tallo corresponden
a un color café rojizo, t{pico de una
planta atacada por Fusarium.
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papa con la diferencia que en tomate en algunos cesos apare-

cen raices adventicias.,

Tabaco.

Las hojes inferic-res son las que se marchitan primero,
y edemés aparecen clordticas. En un principio las hojas mar-
chitas se recobran durante la noche para volver a marchitar-
se en las horss célidaes del dfa. Al cortar el tallo de una
planta enferma hay salida de exudado y los haces vasculares

aparecen de color café.

Berengena:

Las hojas inferiores son las primeraes en marchitarse co-
mo sucede con el tabaco. En esta planta como en el tabaco
los haces vasculares esperecen coloreados y hay produccién
de exudado blanco amarillento, cuando se corta el tallo o
rafz. Los sintomes en berengeﬁa aparecen ilustrados en la
Fig. N?13,

Patogenicidad de Ps. solanacearum

Esta bacteria pierde répidament la patogenicidad cuando
se cultiva en agar papa dextrosa. Las inoculaciones de este
or.anismo en plantes de papa, en un principio fueron sin éxito.
De tal modo que a el autor le pareci$ interesante determinar

cuanto tiempo podfa mantenerse a Ps. solanacearum en cultivo

8in que perdiera su patogenicided. DPara este experimento se
usaron cinco plantes de papa por tratamiento, tres fueron

inoculades y dos permenecieron como testigos. Para estos
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#ig. N¢ 13

Plenta de berengena atacada
por Pseudomonas solanacesarum.
Las Eoias Inferiores se mar-
chitan primero.

—— . . ———
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tratamientos se us§ inéculo de las siguientes clases:

1= Exudado proveniente directasment® de un tubérculo de pa-
pa con Maya.

2= Un cultivo puro de Ps. solanascearum en ager pepa dextro-
se de pH més o menos 6 incubedo a una temperatura de 23
a 24°C. por dos dfas.

3= Un cultivo puro de Ps. solanecearum de ocho dfas de e-
dad teambién cultivado en esgar pape dextross con el mis-
mo pH del anterior y la misma temperetura.

Toméndo una pequefia porcién del cultivo con una aguje de a- i

cero se inoculaeron lss plentes de papa en el tallo a una pul=-

geda del suelo. Los dfas que tardaron las plantas en mostrar

sintomas de Maya estén anotados en el cuadro N®3 en donde

aparecen sumarizados los datos del experimento. Aquf se pue-

de notar que Ps. solanacearum pierde su patogenicidad entre

2y 8 dfes.
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Cuadro N¢ 3. Pérdida de patogenicidad de Pseudomonas

solanacesrum en cultivo. Mostrada par el nimero de dfas re-

queridos por plantas de papa para presenter s{ntomas de Maya,

cuando se inoculan con Ps. solanaceerum procedente de exude-

do de plantas de papa enfermas, y cultivos de PDA de 2 y 8
dias de edad.

Fuente de N® de plentas N@ de plantas enfermas después de

inéculo inoculadas 5 dias 8 dfas 30 dfas
Exudado 3 3 3 3
Cultivo en

PDA de:

2 dfas 3 0

8 dias 3 0 0 0

Testigo 6 ~ 0 0



54

Inoculacién de Plantas de Papa en Tres Diferentes

Lugares de la Plante
Pare determiner la efectivided de ihoculaciones de Ps.

§otanacearum en diferentes partes de la planta se hizo un

experimento. Habfe que tener un método eficéz de inoculacibdn

de las plantas de papa, para experimentos posteriores, y ade-

més se querfa saber si inoculando diferentes partes de le

Planta se obtenfen los mismos resultados. Se hicieron tres

tratamientos con tres plantas cada uno y tres permanecieron

como testigos. Como indculo se usaron colonias jévenes de

Ps. solanacearum que crecfan en sger papa dextrosa a una tem-

pearatura de 23 a 249C. Con una aguje hipodérmica y con les

colonies diluidas en agua se hicieron las inoculaciones, de
las tres siguientes maneras:

1= A une pulgada del suelo, procurando que en cada caso
la aguja entrara hasta la médula de la plenta.

2- El tercer nudo contando desde el &pice de la planta ha-
cia abajo fué inoculédo, suguiendo el mismo método que
se usé en el anterior.

2 Se rompieron las raices de la plenta con un cuchillo y

usendo coloniaes de Ps. solanacearum disueltas en agua

se regb el inéculo en los huecos hechos por el cuchillo
en el suelo &l romper la rafz. Se hicieron dos recuen-
tos de plantas marchitas, uno e los ocho dfss que apa-
rece en el cuadro Nt4 y el segundo al mes cuyos resul=-

tedos aparecen en el cuadro N®5.
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De los resultados obtenidos se deduce que las inoculaciones
en la base del tello, y en el tercer nudo contando del &pice
de la rama hacia sbajo, fueron les més efectivas. Las plentas
que se inocularon rompiendo las raices y regendo el indculo

en el suelo, no presentaron sintomas de Maya
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Cuasdro N24. Efecto de la inoculacidén de plantas de papa

con Pseudomonas solsncearum, después de 8 y 22 dfas de inocu=-

ladas. En el tercer nudo, en la baese del tallo, rompiendo

las rafces de la planta y rezando el indculo en el suelo.

Punto de Nfmero de plantas ernfermas

Total
inoculacién Después de 8 dfas Después de 22 dfas
En el tercer 2 3 3
nudo
En la base 2 3 3
del tallo
En rafces 0 0 3
rotas

Testigo 0 0 3
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Saprogénesis
Tomando una muestra de tierra cerca & una planta en-

ferma con Vaya se logré aislar a Ps. solanacearum. Esto se

hizo con el objeto de determinar si este organismo es capée
de sobrevivir como sapréfito en suelos ricos en materia or-
génica. De los resultados obtenidos se puede decir que es-
ta bacteria vive muy bien en este tipo de suelo.

Los Factores més Importantes en el Esteblecimiento de Ps.

solanacesrum

Para determinar la influencia de ciertos factores en
el establecimiento de la bacteria causante de la Maya se
hizo un recorrido por la zona Norte de Cartago. Dieg pa-
pales fueron tomados al azar y en cada uno de ellos se re=-
cogieron los siguientes datos: altura sobre el nivel del
mar por medio de una sltf{metro de bolsillo, pH del suelo
determinado por medio del potenciémetro de Beckmen, porcen=-
taje de infeccién en la forma indicsda en el cepftulo de
materiales y métodos, clase de suelo por muestreo al tscto,
precencia de Maya en afios anteriores, edad del papal y pro-
cedencia de la semilla. La humedsd fué determinade por se-

/camiento del suélo de la manera descrita en el capf{tulo de
/' materiasles y métodos. ILos datos recogidos aparecen en el
cuadro N5, el asutor crey$ encontrar algune relacidén en
los datos que se buscarfan y el porcentaje de Maya en el

campo. Pero no fué as{ con a2lgunos de ellos. Se nota que

hey uns relacidén entre la semilla precedente de lugares

més bajos que el Sanatorio y el porcentaje de infeccién.
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se ve que existe relecidn entre suelo previesmenteé infestado

con Ps. solanacesrum y porcentazje de infeccidédn de plantes en

el campo. Tembién puede decirse que hay relscién entre la al=-
tura sobre el nivel del mar y porcentaje de plantas con Maya
en el campo. El resto de los factores no presentan ninguna
relacién con el porcentaje de infeccidn de plentas en el cam-
po. Esto puede ser debido a cue estos factores no presentan
muche variacién entre ellos. Se puede decir entonces que los
fasctores més importentes en el establecimiento de Ps. solana-
cearum son: semilla con Meya, suelo infestado previamente con

Ps. solanacearum y sltura sobre el nivel del mar (baje tempe-

returza). \

liierbas Hospederas N

Segln Smith (32) hay un gran niéimero de plsntes hospederas

de Ps. solanacearum. Para determiner si en Costa Rica se en-

cuentran hierbas suceptibles a la Maya, se hizo un recorrido

ppi varios papales de la zona Norte de Cesrtago. Ninguna de leas
hierbas observsdas mos%rabalsintomas de la. enfermedad. Un ejem=-
plar de las plantes més comunes encontradas en el campo fué co-
lectado, después de examinar 20 o més para determinar si mos-
traben sf{ntomas de Maya. En ninglin caeso se encontr§ uns plan-
ta con s{ntomes, a continuacién se darf una lista de las plan-
tas més comunes examinadss.

1=  Alomias microcarpia B. y Rob.

2~ Bidens pilosa L. fam. Compositae

B Borreria levis L. Rubiacesas

4~ Cyperux ferose L. Cyperaceas




1-
12-
13~

14~

15-
16-
17-
18-
19~
20-
21~

€0

Desmodium artropurpureum D. C. fam. Leg.

Desmodium sp.

Eupatorium pycnocephalum Less
Guaphalium spicatum L. fam. Compositae

Ipomea purpurea fam. Convolvulaceas
L

Ipomea mirstula J. fam, Convolvulaceas

Irisine celosea L. fam. Amarthaceas

Nonochatum rivularium Nand. fam. Melostmacea

Polygole peniculeta L. fam. Polygolacea

Polygonum paniculatum

Prumella vulgaris L. fam. Labiatae

Ranunculus repens L. fam. Renundulaceas

Siserynchum alatum L.

Stellarea sp. fam. Carepphilacea
Setarea geniculata L. fam. Gramineas

Sidera rombifolia fam. Malvaceas

Timantea lescalyx C. B. Comelinaceas
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Experimento para Determinar el Comportamiento de Algunss Varie-

dades de Papa que se Siembran en Costa Rica con kespecto & la

Maya

Para determinar si algunas de las variedades de papas co-

rrientes en Costa Rica tienen cierta resistencia a la Maya,
se escogié§ un terreno en Pacayas fuertemente infestado con Ps.

solanacearum y se plantaron ocho vatiedades de papa. llerforg,

Kenebek, Morada Negra, Up to Date, Alma, Ticanel, Brandersley
¥y NMorada Blanca. Se empleo un disefio de bloques al azar con
cuatro repeticiones, cada parcela consistib§ de 16 papas de
V/semilla. Al mes y medio se leyd el experimento, y se ahali-
26 estadisticamente, y no se encontr§ significefién. A con-
tinuaecibén en el cuadro N®6 se darén los resultados en términos

de porcentaje de plantaes con [‘aya en el campo.
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Cuadro N? 6. DPorcenteje de infeccidén natural de Maya

(Ps. solanacearum) en ocho variedades de papa de mes y medio

de edad, sembradas en Pacayas, en Noviembre de 1951.

e —

Variedades de “Repeticiones Porcentaje
pepes 1 > 3 4 promedio
Harford 80 60 100 100 85
Kenebek 27 100 100 13 60
Morade negra 100 100 100 53 88. -
Up to date 100 100 73 100 93. .
Alma 100 100 100 100 100
Ticanel 100 40 100 100 85
Brandersley 40 100 80 100 80

Morada blanca 100 100 93 100 98
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Aplicaecién de Fukigantes el Suelo

En los dltimos afios los fumigantes han adquirido gran
popularided. Se han venido usando gran cantidad de productos
nuevos con el objeto de controlar bacterias y hongos que vi-
ven en el suelo y que causen también grandes pérdidas cuan-
do atacan les plahtas. Con le gyuda del Dr. Kenneth Olsen
miembro de la compafifa Shell destacado en Turrieslba se pro-
baron dos fumigentes, D=D que es un nemeticida, y CBP 55
que es un fungicida, con el objeto de averiguar que efecto
podrien causer estos fumigantes aplicsdos sl suelo en ls in-
cidencia de le Maya. Se escogieron dos parcelas de terreno,
con alte infestacién en la zona Norte de Cartago, estss dos
parcelas estaban situadas, una en Pacayas y otra en la Chin-
chilla. En Pacayes en el lugar del experimento el suelo ar-
cilloso tuvo una temperastura promedio de 192C. y en la Chin-
chille, el suelo y lea temperatura fueron similares al anterior.

Los fumigentes fueron inyectados a un pie de Profundi-
dad cerca de las hileras de papa con un inyector especial,

y quince dfas después se procedid a la siembra de las papas.
Dos disefios diferentes se usaron. En Pecayas se uso un di-
sefio de bloques al azar con cuestro tratamientos y custro re-
peticiones, y en la Chinchilla un cuadrado latino 4x4. Cada
parcela tenfa 18 papas de semilla de la variedsd Morads Negra.

Los tretamientos usedos fueron:
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D D=D-D 30 gelones por acre
H=CBP 55 30 galones por acre
I=CBP 55 15 galones por &acre

=Testigo

Los datoz numéricos del experimento fueron tomados con
base en las plantas que aparefieron con Maya.

Los réeultadoe de los expériheﬁtoe con los fumiéantes
DDy CBP 55 lievados a cabo en la Chinchilla y Pacayas fue-
ron analizados estadisticamente y no hubo ninguna significa-
cién. Por lo tanto los datos en términos de porcentajes se-
rén sumarizados en los cuadros N7 para el experimento lleva-

do a cabo en Pacayas y N8 para el experimento de la Chinchi-
1le.
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Cuedro N¢7. Porfentaje de plantas de papa con Maya (ZPs.
golanacearum), de la varieded Morada Negra, despufs de dos

meses de tratadas con los fumigantes D-D y CBP 55. En Paca-

yes.

fﬁmigantes gél/acre . Repeticiones Porcentaje
1 "2 3 4 promedio

;-D 30 15.3 35.7 5.8 25.5 20.5

CBP 55 30 42.8 0 7.6 11,1 15.3

CBP 55 15 28.2 33.3 44.4 25 32.8

Testigo 6.2 40 14.2 29.4 22.4
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Cuadro N8, Porcentaje de plantas de papa con Maya (Ps.

solenascearum), de le veriedad Morada Negra, d-spués de dos

meses de tratadas con los fumigantes V=D y CBP 55. En lLa

Chinchills.

Fumiganteé gal/acre Repeticiones ) Porcentaje
i ) 3 4 promedio

D-D 30 12.5 16.6 13.3 10 13.1

CBP 55 30 0  61.1 72.7 26.6 40.1

CBP 55 15 6.2 40 4%.1 44.4 34.1

Testigo 27.2 56.6 T3.3 T8.5 58.9
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Bacterium carotovorum

Ademéis de- los estudios realizados con Ps. solanacearum

se llevaron & cebo estudios de laboratorio semejantes con la

bacteria Bacterium carotovorum que produce la podredumbre
sugve de papes, zanahorias etc. Esta enfermedad es corrien-
te en Costa Rica en papas almacenadas y zanahorias. También
es corriente notar plantas de papa en el campo cuya base del
tallo prsenta una podredumbre de color negro y de consisten-
cila suave y acuosa. Esto se note corrientemente en los lu-
gares en que el drenaje es deficiente o por una causa o otra
el contenido de agua del suelo es alto.

De lesiones t{picas de esta enfermedad se hicieron cul-

tivos puros de Bacterium carotovorum, como se especific en

el capftulo de Materiesles y métodos. ILos caracteres morfold
gicos son los siguientes. Tiene forma de bacilo, y su tamaifio
fluctfia entre 1x1.5 u. - 1x2 u. En la Fig N°14 puede apre-
ciarse la forma de esta bacteria. La precencia de los fla-
gelos peritrichos se not§ clarsmente como se aprecia en la
Fig. N215, Este organismo se tifie facilmente con sefranina
obteniéndose magnificos resultados, es gram negativa.

- Cargcteres Culturales

Las colonias de un dfa de edad de Bacterium carotovorum

son de forma circular de bordes enteros y levemente extendi-
dos sobre el agar, color blanco griséceo, lustre brillante,
consistincia cremosa y de un difmetro de 2 mm. Estas carac-
ter{sticas culturales, fueron mostradas por ésta bacteria cuen-

do crecfa en agar papa destross a una temperatura de 23 a 249C.

~
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Fig. No 14
Dibujo de Bacterium carotovorum.
Esta bacterls tiene una forma
més cilf{ndrica que Ps. solanacea-
rum. (Dibujo del autor).

!

sacterium carotovorum. Observense los
flagelos peritrichos en ésta bacteria.
(Dibujo del autor, con cémera l8cida).
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Cultivos Clavados (Stab cultures)

Estos cultivos fueron nechos en sgar pape dextrosa y
guardaedos a une temperatura de 23 a 249C. Il organismo cre-
ce bien en éste medio y produce tel cantidad de gas, que rom-
pe el agar y entre las rajaduras hubo muchas burbujas, y al a-

brir los tubos se not§ un ferte olor a fermento.

Gelatina
Como parte de caracteres culturales se hizo la prueba
del crecimiento de ésta bacteria en gelatina. Se notd que

creofe muy bien, y que el medio se liquidificaba.

Crecimiento en tajadas de papa esterilizadas

A los cuatro dfas de inoculadas les tajadas de pape, man-
tenidas a una temperatura de 23 a 249C, aparec{s una colora-
cién amarilla en el lugar en que se habf{a hecho la inocula-
cién. Al tocar las tajadas de papa en éste punto se desha-
cfan y ademés se noté cuendo se destap§ el plato un fuerte
olor a fermento.

Caracter{sticas PFPisiol8giceas

Crecimiento en varios carbohidratos y glicerol

Para este experimento se usaron los siguientes carbohi-
dratos: Lactosa, Maltosa, Sacarosa, Dextrosa, Almidén y un
alcohol glicerol.

Cuando se inoculd el medio basal que contenfa lactosa con

Bacterium carotovurum spsrecid e los custro dfas un color ama-

rillo y una turbidéz. Tembién hubo fuerte producciédn de gas,

»
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que se constatd colocando (gas traps) o sean pequefios tubos
de vidrio dentro del medio, se observd tembién un sedimento
blanco en el fondo del recipiente. E1 pH inicial del medio
fué de 7.45 y cuatro dfas después descendif a 4.8

Cuando se usd el medio basal con Maltosa, a los cuatro
d{zs este aparecif turbio y con una gren centidad de gas, que
se determino’del mismo modo que se hizo en el ceso anterior.
El pH iniciel del medio fué de 7.3, a los cuatro d{es des-
pués de inoculado el pH fué de 5.1. Cuando se us§ el meédio
basal conteniendo Sacarosa siempre se notd§ presencia de gas,
pero no tanto como en los azlicares anteriores. El medio en
éste caso aparecif azfll visto eltrevéz de la luz. Se noté ade-
més la presencia de sedimento en el fondo del los recipientes
inoculados. El pH inicial del medio fué de 7.15 y después de
cuatro dfas el pH fué de 5.1. Cuando se usd Dextrosa en el
medio basal, este apareci a los cuatro dizs de inocuiado,
amarillo y turbio, con una alta produccidn de gzs, y un se-
dimento aparecid§ en el fondo de los recipientes inoculados.
El pH inicial de &ste medio fué de 7.15 y el finel tomedo &
los cuatro df{as de inoculaedo fué de 4.8.

Al leer el medio que contenfa Glicerol cuatro df{as des-
pués de inoculado se not§: que habfa poce produccibén de gas
en comparacién con. la produccién en los agzucsres mencionados.
El medio tenfan una colorecién azuleda visto sltrevéz de 1la
luz y aparecid un sedimento en el fondo del recipiente como

en los casos anteriores. Agar almidén fué inoculsdo con el
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objeto de determinar si ésta bacteria era o no capdz de hidro-
lizarlo. Se usb§ como detector el Lugol en vez de la solucidn
de Fehling§. Esta prueba dié postiva, es decir hubo hidroli=-
sis del almidén.

Un resumen del comporatamiento de Bacterium carotovurum

en los medio que contienen dextrosa, sacarosa, maltosa, lac-
tosa, almidén, glicerol y leche' aparece en el cuadro numero
g, Como en el caso de Ps. solanacearum las caracter{sticas

morfolégicas cultureles y fisiolégicas observadas por el au-

tor en el estudio de Batterium carotovurum serén comparadas
eh el cuadro N91Q@ con las caracter{sticas morfoldgicas cul-
turalcs y fisiolégicas dadas por Dowson (11) y Society of
American Bacteriologist8 (33).
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Cuadro N? 9. Relaciones fisiol8gices de Bacterium

carotovorum en seis carbohidratos y leche.

Medio Color Turbidez Gas Acido Sedimento pH ini- pH fi-
basal con color blanco cial nal
Dextrosa Amarillo :'* <4++ <+ - 7.15 4.8
Sacarosa Agzulado - ++ + + T.15 5.1
Maltosa - + 4+ - 7.3 5.1
Lactosa Amarillo + ++ + + T.45 4.8
Almidén + 4+

- Glicerol Agzulado - + + + T.3 6.9
Leche \ Cuagulada

+ = Produccién de turbidez, gas, gcido y sedimento de color
blanco. El signo - indice que no hay produccidn.
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Cuadro N210. Comparczcibén de los carscteres morfoldgicos
y fisiolégicos de Bacterium carotovorum, estudiados en Costa

Rica, con los dedos por dos diferentes autores.

?J-aracteree S.A.B. (33) Dowson (11) El Autor
Forma + + +
Tamafio «7x8 u-1.5x5 u. 1x1.5 u=-1x2 u.
Tincién de - - -

gram

Flagelos + + ' +
Gelatina + + +

Leche Ay+ + +
Lactosa Ay G Ay e Ay GG
Maltosa Ay G Ay G AyaéG
Sacarosa Ay G Ay G Ay G
Dextrosa AyG AyaG AyaG
Glicerol Ay G Ay G Ay G
Almidén + + +

NH3 - + +

H2S ™ + +
Temperatura 25 a 30¢C. Crece bien
Sptima 23 a 249C.

Forma= bacilo +

Flagelos= peritrichos +

Gelatinas liquidificada<

Leche= icido A y cuagulada+
Agfcares y Glicerol= 4cido A y gas G
Almidén= hidrolizado+

NH3 y H2S= produce<no produce =
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Cuadro N®11. Comparacidén de los csracteres morfolégicos

y fisiolégicos de Pseudomonas soleanacearum y Bacterium caroto-

vorum, obtenidos por el autor.

Caracteres Ps. solanacesrum Bacterium carotovorum
Forma en

cultivo + +
Temafio 0.5x1.5 u. 1x1.5 y 1x2 u.
Gram - -
Coloracién +4 -
bipolar

Flagelos MyL P
Gelatina +

Leche -+ -
Meltosa A AyG
Lactosa A Ay G
Sacarosa ' A Ay G
Dextrosa A Ay G
Glicerol A Ay G
Almidén + %
NH3 + +
H2S -+ +
Vide en agar - <+
Pigmento c B
Bacilo= +

Coloracién bipolar= presente+ ausente =-
Flagelos= mono y lefotrichos M y L peritrichos P
Gelatina= liquidificada<

Leche= aclarada+4 cusgulada -

Aglcares y ulicerol= fcido A y gas G ~

Almidén= hidroliza+

NH3 y H2S= produce

Vida en agars largs< corta
Pigmento=café C no produce B
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Ambas bacterias tienen forma y tamafio diferente, la colo-

racién bipolar que aparecen en Ps. solanacearum no esté pre-

sente en Bacterium carotovorum difieren tembién en la colo-

racién de los flagelos.

En las caracterfstices culturales de Ps. solenecearum

y Bacterium carotovorum son sumamente diferentes, la carac-

ter{stica més importente para la diferenciacidén es la colo-
racién més oscura rue aparecen en el centro de la colonia de

Ps. solsnacearum cuando crece sobre agar papa dextrosa. Las

dos bacteria producern 4cido en todos los aziicares, con la di-
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