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La yerba Imperial (Axonopus scoparius), es ampliamente culti-
vada en Colombia como pasto de corte para el ganado lechéro. En
los 1ltimos afios este pasto y su pariente cercano, el Micay (Axono-
pus micay) han venido siendo atacados por una seria enfermedad
vascular, dando por resultado el que la produccién de estos dos
cultivos tan importantes se ve seriamente limitada. Un informe pre-
liminar sobre esta enfermedad fue dado por Garcés (1947) junto
con algunas pruebas de que una bacteria no identificada es la cau-
sa de la enfermedad.

En 1948 el qutor senior fue consultado sobre la identidad de
esta bacteria causal; posteriormente se le presentd la oportunidad
de visitar a Colombia con el fin de ayudar a la identificaciér. del

(1) Es “Feclulinta visitante de la Facultad Nacional de Agronomia de Medellin, Colombia
n se permite reconocer ampliamenie la generosa cooperacién del Sr. Decano y
del personal de la Institucién.




patogeno. Este viaje se debié a la génerosa cooperacion de la Fa-
cultad Nacional de Agronomia de Medellin. La Federacién Nacio-
nal de Cafeteros de Colombia, los Departamentos de Estado y Agri-
cultura de los Estados Unidos y la Universidad de California. El
estudio fue comenzado en Agosto de 1949 en la Facultad de Agro-
nomia de Medellin y se continué durante tres meses aproximada-
mente.

LA ENFERMEDAD

Fueron visitados campos de Imperial .y Micay tipicamente en-
fermos, en la regién de Rionegro y La Ceja, en Antioquia, asi co-
mo en Chinchind ¥ Naranjal en Caldas. En todos los casos, los
sintomas y el progreso de la enfermedad concordaron bajo todos
los aspectos,con la descripeidén dada por Garcés (1947) y de aqui
que creamos innecesario prestar atencién ahora o este aspecto
del problema. Se recolectd material en campos’ tipicamente enfer-
mos y de alli se efectuaron los aislamientos del agente causal.

: AISLAMIENTO DEL PATOGENO

Al principio se confrontaron grandes dificultades para aislar
de las plaritas, el agente causal. Aungque en la goma amarilla que
llena los vasos infectados podia verse lo que parecia ser un culti-
vo puro de pequefias bacterias méviles, en los platillos de cultivo
no aparecian bacterias de tipo semejante. Se determiné que este
fracaso era la resultonte de wvarios factores, entre los cuales los
mas importantes eran: 1) la ocurrencia de grandes niimeros de bac-
tericcs no patégenicas, de rapido crecimiento, p{incipdlmente espe-
cies de Pseudomonas, en la baba que se encuentra entre las yo-
guas, tanto en las plantas sanas como en las enfermas; y 2) el muy
lento desarrollo de las colonias del patdgeno, aun sobre medios
de cultivo favorables, y la completa inhabilidad del mismo para
crecer, pasado del material infectado, sobre agar de papa-dextro-
sa, el medio de cultive mds usado por los fitopatélogos.

Estas dificultades fueron finalmente eliminadas por medio de

‘la siguiente técnica: Pedacitos de vasos infectados de la parte su-

perior del tallo, fueron disectados usando precauciones asépticas.

Estos pedacitos fueron sumergidos por pocas horas en peque-
fios volimenes de agua estéril v las suspensiones bacteriales re-
sultantes fueron vaciadas en platillos de Petri sobre un medio de
agar favorable, como la peptona-sucrosa de Wilbrink (2) (Ashby,
1929). Por medio de esta técnica fue posible aislar, de cada una de

(2) La composicién del agar de Wilbrink es la siguiente:

Sucrosa (o azlcar comfin de mesa) 2 gms,
Peptona (Falrchild o Bacto) 035"
K:HPOu 0.05 »
MgS0:.TH=0 0.025""
Agar (Bacto) 2:5,
Agua para hacer 100 ce.
PH aproximadamente 6.6
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las plantas enfermas estudiadas, cultivos précticamente puros de
pequefias bacterias moviles que forman, solamente después de
periodos de incubacién de 7 a 10 dias, pequefios colonias brillan-
tes, himedas, de color amarillo claro que se oscurece gradualmen-
te pasando a un color amarillo anaranjado. La extremada lentitud
con que se desarrollan estas colonias, del maicrial vegetal infec-
tado, debe ser destacada de nuevo, asi como también debe serlo,
la completa inhabilidad de estas bacterias para crecer sobre el
ager de papa &cido de uso comun.

Con el fin de asegurar la pureza de los cultivos se plantaron
colonias representativas, en serie, dos o tres veces, v las colonias
puras resultantes se usaron para la inoculacién de las pruebas de-
terminativas que se detallan enseguida.

PRUEBAS' DE PATOGENICIDAD

El hecho de que este organismo bacterial mévil y de color ama-
rillo es indudablemente la causa de la gomosis de la yerba Impa-
rial fue demostrado infectando plantas con estos cultivos,

Para este fin se obtuvieron plantas de Imperial sanas en los
campos de la Facultad, en Medellin. Se propagaron tanto por ce-
pa como por tallos. Antes de sembrarlos se examinaron microscé-
picamente los tallos, para estar seguros de que los vasos estaban
realmente libres de bacterias. Para las siembras se empled suelo
esterilizado. :

Dos métodos de inoculacién tuvieron buen éxito. El uno con-
sistié en sumergir durante varias horas, en una suspension acuosa
de bacterias, los pedazos de cepa previamente recortados de Taices
para facilitar la entrada del patégeno. El otro método consistid en
punzar las hojas jévenes con una aguja cargada de bacterias. En
ambos casos ocurrieron infecciones tipicas cuando se inoculd la
bacteria amarilla, en tanto que las plantas no inoculadas, trata-
das del mismo modo, permanecieron sanas.

No puede haber duda de que la bacteria amarilla es la causa
de la gomosis, puesto que estd 'invariablemente presente en las
plantas enfermas y después de aislada en cultivo puro, demostrd
ser capaz de reproducir la enfermedad, una vez inoculada en yer-
ba Imperial sana.

DESCRIPCION DEL PATONEGO

Las pruebas determinativas del patégeno se efectuaron usan-
do métodos como los detallados en el Manual of Methods for Pure
Culture Study of Bacteria. (Comm. S. A. B., 1923-1949),. y en otras pu-
blicaciones“e uno de los autores (Starr, 1947; Starr y Pirone, 1942).
Para estas pruebas se usé una coleccién de 10 a 20 aislamientos
tipicos.
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El patégeno de la yerba Imperial es una bacteria con forma
de varilla. En la goma del tallo infectado y en cultivos visios, =s
relativamente pequefia, cerca de una micra de largo y alrededor
de 0.4 micras de ancho: en cultivos jovenes y especialmenis =n
medio de acetato de plomo Bacto (Difco, 1948) que contiens Sosul
fato de sodio o en medio de tioglicolato Bacto, las células en Siwi-
sién tienen cerca de 3 micras de largo por 0.6 de ancho. Segum &l
Dr. W. ]. Dowson de la Botany School, Cambridge, Inglaterra, guisn
amablemente examind los cultivos, "la apariencia general, fusran
vivas montadas en agua o coloreadas con carbol tionina czul, sta
de células delgadas relativamente largas”, la observacion s= sf=c-
%}6 de cultivos de 3 dias de edad, en agar sucrosa-sulfiic d=

ilbrink.

La movilidad es regularmente observada en cultivos iSwenss
y en preparaciones hechas direciamente de goma amarilia S=sca
de los vasos de las plantas infectadas. Sin embargo, los culSives
mds viejos generalmente no son méviles, pero casi a la horz de
pasados a caldo fresco de levadura-dextrosa, readquieren =i mowi-
miento activo. Mediante el-método de Liefson (Comm. S. & B,
1923-1949) puede demostrarse la presencia de un solo flagsio polar
alargado o por la tincién de Morton, del azul-noche (Dowson, 1943).

' En la mayoria de los cultivos se ven cdapsulas, siendo =spe-

cialmente prominentes en los cultivos mds viejos en medics &= azi- -

car. No se forman endosporos.

El patégeno es gram-negativo cuando se tifie con ! gram, mo-
dificado por Hucker, v se compara en la misma placa con bacterias
de reconocida reaccién gram.

El examen efectuado por el Dr. Dowson mosiré gue “&ofis de
cualquier edad entre 3 y 10 dias tefiidos con carbolfuching fustie
mostraban una estructura arrosariada que al inspeccionarse 2= cer-
ca recordaba a las estructuras cromdtinicas en divisién cescritas
por C. F. Robinow (1945).

Caracteristicas culturales

Colonias en agar de exiracto de levadura.—{1%: extwocic de leo
vadura Bacto; 2.5% Bacto-agar; pH 6.9). El crecimiento == muy len-
to; pequefias colonias superficiales aparecen solamenis despuss de
6 u 8 dias. Estas colonias son lenticulares, de color amarilio claro,
y con menos de 1 milimetro de longitud, ain despuss d= una lar-
ga incubacién. Las colonias que crecen debaio del agar csroa al
vidrio, son practicamente incoloras, planas y redondas, ¥ no ma-
yores de 1 milimetro de didmetro. Las colonias superficiales son
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redondas, transltcidas, amarillas muy pdlidas, brillantes y usual-
mente inferiores a 1 milimetro de didmetro.

Colonias en agar peptona-sucrosa de Wilbrink.—El crecimien-
to en este medio también es lento, apareciendo las colonias sola-
mente después de una semana; sin embargo, el crecimiento es
eventualmente denso. Las colonias sub-superficiales son semejan-
tes a las del agar de extracto de levadura aunque quizas de amari
llo més pdlido. Las colonias superficiales son redondas, convexas,
opacas, amarillo claro vivo, tornédndose amarillo naranja, hiimedas
y gomosas, pero usualmente no viscidas, y tienen entre uno y cua-
tro milimetros o més de didmetro.

Colonias en agar de papa-dextrosa.—(pH 5.2). No hay creci-
miento del patégenc del Imperial en este medio. Se encontré que
esta incapacidad era debida al bajo pH a que este medio se usa
ordinariamente; véase la seccién siguiente sobre los pH limites de
crecimiento.

Crecimiento en tubos con agar de extracto de levadura.—Moade
rado, hiimedo, brillante, filiforme, amarillo claro vivo después de

- una semand.

Crecimiento en tubos con agar pep'ona-sucrosa.—Abundante,
hitimedo, gomoso, extendido, amarillo claro vivo, volviéndose ama-
rillo naranja. El crecimienio es lento al principio pero ‘evenlualmen-
te se vuelve muy denso.

Crecimiento en rebanadas de papas esterilizadas.— Crecimiento
moderado pero lento de la mayoria de los "sirains”; ocasionalmen:
te algunos de estos no crecen en ciertas tandas de papa, proba-
blemente por causa de un pH limitante. Amarillo naranja, brillan-
te, no extendiéndose, hay digesiién de almidén bajo la colenia.

Crecimiento en caldo de extracto de levadura-dextrosa.—{1% de
exiracto de levadura Bacto, 1% de dextrosa, pH 6.8). A los dos dias
o cerca de ese tlempo aparece una ligera turbidez y permanece
en forma moderada. Después de casi dos semanas se desarrollu
una pelicula gomosa amarilla y un anillo.

Limites de temperatura para el crecimiento.—Usando caldo de
exiracto de levadura hay un crecimiento lento y escaso a los 5°C
y 10°C; crecimiento moderado a bueno a 15, 20 y 25%C: ;axcelente
crecimiento répido a 30°C y ninguno a 37°C. (con excepcion de dos
strains que crecieron muy lentamente), ni a 43°C.

Relaciones con el oxigeno.—El organismo es un cerobig como
lo demuestra su crecimiento tnicamente en los 1 a 2 milimetros
superiores de cultivos de agar peptona-sucrosa, sacudidos,

=
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Caracteristicas bioquimicas

Reduccién de nitratos.—No hay reduccién a nitraio ni a niird-
geno gaseoso cuando cultivos en caldo de nitrato se prusbaon des-
puésde 3, 7 v 15 dias con los reactivos del écido sulfamilico y
alfa-naftol, sequidos de polvo de zinc.

7.0 no hay formacién de indol después de 3, 7 o 15 dias secun de-
terminacion con el reactivo de Kovcxcs.

Accién en qela‘tina.—CreE:imiénto filiforme amarillo, pero no li-
cuefaccién de la gelatina Bacto, a 20 o 30°C, despuss d= dos messs.

Accién en almidén.—Fuerte poder amilolitico demestads en
platillos con agar-almidén (1% extracto de levadura, 1%: almidon.
soluble, 2% agar), después de 7 dias, al inundor los plaillos con
yodo. !

. MAccién en pectato.—Hay crecimiento y formacion d= una reac-
cién alcaling, pero no hay licuefaccién del gel de pecizo, despues
de 2 meses de cultivo en el medio de levadura-peciaio Siar, 1947).

Accién en leche-litmus.—Sin cambios por varias ssmanas des-
pués de la inoculacién; después de dos meses s= preseniao un cre-
cimiento superficial amarillo bastante denso, ¥ la mayosia de los
cultivos muestran una regccién cdcahna sin- embargo, en unos po-
cos cultivos solamente es visible la mds pequsfic oz d= diges-
tién, no mostrando las restantes, signos de pepionizacion No se
forma cuajada. . ‘ _

Habilidad lipolitica.—En agar de spirit blue-comseed il (Starr
v Burkholder 1942), hay una crecimiento moderado, peso 50 se ob-
serva accidn sobre la grasa.

Efectos del pH sobre el crecimiento. Como va == ==o'c =0 hay
crecimiento en agar ordinario de pcxpa—dextmsa de pH 52 Cuan-
do el pH del agar se cambié a 5.8 la mayoria de estos culiivos cre-
cio. A pH 6.6 y 7.6 todos los ri:ul-tivos se descrzm&:!m muy bien
formando un crecimiento denso amarillo, muccids, ss=iler @l mos-
irado por cultivos de Xcmthomofnm fitopatogénicas en &l aoar mdo
comtn de papa-dextrosa. '

Tolerancia al cloruro de sodio.—Usando sl métads ¥ =l medio
dados por Burkholder y ‘Starr (1948), la bacteria de la yerba Impe-
rial es relativamente intolerante a la concentracién saline Crece
bien con 0.5% de NaCl, moderadamente con 1% d= NaCl ¥ es
incapaz de crecer en presencia de 1.5% de Nall (con &xoepcion
de dos strains que producen un escaso crecm:uemo a esi concen-
tracién de. sal). |
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Produccién de acido sulthidrico.— En la superficie de cultivos
de tubo (slants) con agar de acetato de plomo Bacto, hay una li-
gera o dudosa produccion de HoS demostrada por el pardeamiento
del medio. Como no hay crecimiento bajo la superficie en cultivos
clavados (stabs) en este medio, la formacién de st en cu_'lhvos
clavados no puede demostrarse

Requerimentos nutrihvos minimos.—El patégeno no crece en el

medio basal de amonio, glucosa y sales (Starr, 1946), ni cuando se
afiade un suplemento’ vitaminico. Crece, lentamente al principio,

pero eventualmente muy 'bien cucmdo el medio basal es suple--

mentado con 0. 5% de hidrolizato caseinico libre de vitamina: El hi-
drolizato de caseina no puede reemplazarse por el glutamato de

sodio, mehomncr, o una mezcla de estos dos aminodcidos. No se

intentaron mds esfuerzos para identificar los componen!es ominodci-
dos activos de la caseina hldrohzada No hay respuesta a vitaminas
en el medio de hidrolizato caseinico. :

Reccién tyrosinasa.—Hay crecimiento lento pero no reaccién
tyrosinasa en el medio de hidrolizato caselnico al cual se hc: agre-
gado tyrosinga.

Utilizacién de azticares.—Las determinaciones de habilidad po-
ra utilizar (“fermentar’’) varios carbohidratos y substancias relacio-
nadas, se condujeron en tubos de fermentacién Durham, emplean-
do el medio de hidrolizato caseinico con un 0.1 por ciento de' ex-
tracto de levadura, un indicador de pH (mezcla de cresol rojo y
bromo-cresol pirpura) y 0.1 por ciento del azicar esterilizado al
filiro. Generalmente estas pruebas fueron insatisfaciorias por cau-
sa del lento crecimiento, v también porque las reaccionss de pH
deido esperadas de los aziicares, fueron algunas veces oculiadas
por substancias alcalinas preducidas por las bacterias, del hidro-
lizeto casefnico. Varias repeticiones de estas pruebas, bajo condi-
ciones culturales diferentes no han suministrado sin embargo una
solucién a este problema. Nuestros resuliados se presentan . por
tanto ahora, sujetos a esta incertidumbre. A juzgar por la reaccién
Geida v el aumenta'do crecimiento en un mes, solamente fueron de-

finitivamente utilizadas la sucrosa, la trehalosa y probablemente.

la dextrosa. No se pudo demostrar la produccion de acido de - las
siguientes fuentes de carbono: dextrina, dulcitol, esculing, glicerel,
inulina, lactosa, maltosa, manitol, rafinosa, salicina y sorbitol. Ne
queremos implicar que el patégeno del Imperial sea incapaz de
utilizar ninguna de estas substancias, o todas ellas, sino Gnicamen-
te que no parecié que las utilizara bajo las condiciones empiea-

das en nuestros ensayos Trabajos: posteriores pueden hacer modi-

ficor ester listg-
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= TAXONOMIA Y NOMENCLATURA

El problema de dar nombre a cualquier bacteria filopaiogd-
nica "nueva’ es perplejo. Cuando se consideran todas sus caracte-
risticas, el patégeno del pasto Imperial parece perienscer al géne-
ro Xanthomonas. Sinembargo, hay desviaciones de la descripcién
de este género segiin lo dan en ¢l Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology (Breed, Murray, and Hitchens, 1948). Posiblemeni= la
principal desviacién conciemme a la caracteristica de gue “usual-
mente las proteinas son répidamente digeridas” por los Xonthomo-
nas, mientras que el patdgeno del Imperial no licuz la gsicting ni
peptoniza las proteinas de la leche. Sin embargo, el sxomen ds la
descripcién original del género Xanthomonas (Dowson, 1239), revela
que la actividad proteolitica no fue incluida como una coracieris-
tica genérica, e indudablemente, organismos incapaces de digerir
la gelatina, han sido colocados en este género por Dowson (1949),

Una vez colocado el patégeno en el género Xanthomonas, con-
frontamos el otorgamiento de la ,denominacién especifica. Ideal-
mente, la solucién de este problema se ayudariac inoculands mu-
chos huéspedes posibles para determinar la especifidad paiogé
nica, pero esto no fue practicable. Afortunadamenie para los fines
taxonémicos, algunas de las caracteristicas culturales y bioquimi-
cas del patégeno de la yerba Imperial son muy diferentes de los
de la mayoria de las especies de las Xanthomonas:por siemplo:

l.—La ya mencionada inhabilidad para digeric las proteinas
de la leche v la gelatina.

2—La falta de accién lipolitica en el agar “spirit blus™.
3.—Los requerimientos nutritivos minimos alatin tonto exacios.

4—La incapacidad para crecer en agar de papa-dexirosa dci-
do, de pH 5.2

El patégeno del pasto Imperial se parece bastanie estrechamen-
mente a la bacteria del escaldado de la hoja de la cafia de aziicar,
Xanthomonas albillneans. Sin embargo, la literatur= (Maortin, Cor-
penter, y Weller, 1932), sugiere puntos de diferencia snire e=ios dos
microbios, algunos de los cuales hemos comprobads mediante un
verdadero estudio de laboratorio de tres cultivos autenticos 3) de
la bacteria de la cafia de aziicar. Entre estas diferencias deseamos
realzar las siguientes: :

1.—X. albilineans no ataca el almidén; todos los strains dal pa-

*  tégeno de la yerba Imperial son capaces de descomponer
activamente el almiddn.

(3) Dos cultivos (de A. 154; de A. 166) del Dr. Spencer Correa de Armud= Soo Poulo,
Brasil; y un cuyltivo (Dowson 235) del Dr. W. J., Dowson, Cambridge, Exglcnd.
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2 —Mientras que el dcido glutdmico mds metionina satisfacen
los requerimientos nutritivos minimos de X. albilineans (Véa-
se Starr, 1946), el patdgeno del Imperial necesita algunos
otros aminodcidos, todavia no identificados.

Es por supuesto posible, que, itales diferencias culturales no
sean significativas desde el punto de vista de la diferenciacién de
esta especie, v que la bacteria de la yerba Imperial sea en rea-
lidad idéntica a la X. albilineans. En apoyo de esta idea, encontra-
mos gue Orian 1942, ha infectado con éxito varias gramineas con
los organismos del escaldado de la hoja de la cafia de azicar, y
queda dentro de los limites de la posibilidad el que X. albilineans
pueda infectar la yerba Imperial. Experimentos de inoculacion cru-
zada serian muy instructivos sobre este punto.

En todo caso, esta considerable similitud debe tenerse en men-
te en conexién en el control de ambas enfermedades. Aungue la
enfermedad del escaldado de la hoia de la cafia de aziicar ‘ocurre
en el Brasil (Arruda, 1944), no ha side que nosotros sepamos, re-
gistrada en Colombia. Una bisqueda especifica de esta enferme-
dad deberd hacerse a la luz del descubrimiento de Orian de que
el patégeno puede infectar varias gramineas culiivadas, algunas
de las cuales son importantes en la agricultura colombiana. La si-
tuacién inversa es también peligrosa; esto es, la posibilidad de que
el patdgeno del Imperial pueda extenderse a la cafia de azicar y

‘a otras gramineas colombianas. Todos estos puntos deben com-

probcrse mediante pruebas de inoculacion apropiadas y pueden
traer un futuro cambio de nomenclatura.

Si por el momento desechamos las especulaciones preceden-
tes v dependemos de los hechos reales que ahora conocemos, es
nuestra opinién que la bacteria de la yerba Imperial debe ser con-
siderada al presente como una especie distinta. Por tanto, sugeri-
mos que sea llamada Xanthomonas axonoperis sp. nov.

RESUMEN:

De casos tipicos de la enfermedad de la gomosis del pasto
Imperial en Colqmbxa se aislé en cultive puro una bacteria, la
cual se probd que era la causa de esta seria enfermedad. Se da
una completa descripeidn de este patdgeno. Sobre la base de prue-
bas determinativas parece razonable que esta bacteria sea conside-
rada al presente como una especie distinta y se sugiere para ella
el nombre de Xantomonas axonoperis sp. nov.

X. axonoperis, es mdas semejante en sus caracteristicas cultu-
rales y bioguimicas a X. albilin . la causa de la enfermedad
del escaldado de la hoja "de Java”, de la cafia de aztcar. A cau-
sa de esta semejanza, el prob‘ema de la posible infectividad cru-
zada debe examinarse cuidadosamente.
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From typical cases of the "gummosis” disease of pasture gras-
ses in Colombia, there was isolated in pure culiure @ bacterium ~
wich was proven to be the cause of this serious dissass. & thorough
description of this pathogen is présented. On the basis of determi-
native tests, it seems reasonable that this bacterium should be con-
sidered for the present as a distinct species, and the nome Xeantho-
monas axonoperis sp. nov. is suggested.

X. axonoperis is rather similar in cultural dnd biochemical cha-
racteristics to X. albilineans, the cause of the "“Java”™ lecf scald di-
sease of sugar cane. Because of this similarity, the problem of pos- 2
" sible cross-infectivity must be carefully examined.
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