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RESUMEN

En el CIAT, Centro Experimental, Estacion de Santander de Quili-
chao, (Cauca, Colombia) durante 1980 y 1981 se observé la presen-
cia de marchitez en plantas de Zornia spp., asociada a Corynebac-
terium flaccumfaciens. En razoén de ese registro y del riesgo que
implicaba su presencia en uno de los sitios de multiplicacién de
leguminosas forrajeras libres de patégenos de interés cuarentena-
rio, se adelant6 el presente estudio por parte del Laboratorio de
Sanidad de Germoplasma (L.SG ) de la Unidad de Recursos Gené-
ticos (URG) durante el afio 2000. Se buscaba verificar si aun
estaba presente Curfobacterium flaccumfaciens para tomar las
precauciones del caso. Para la investigacion se utilizaron semillas
de 37 accesiones de Zornia spp. procedentes del Banco de Germo-
plasma cosechadas en las Estaciones del CIAT en Santander de
Quilichao y Palmira desde 1979 hasta el primer semestre de 2000,
ademas de plantas de Zornia spp. en los lotes de multiplicacion. Se
realizaron los aislamientos segun los procedimientos establecidos,
tanto de semillas como de tejidos. A las colonias bacteriales obteni-
das se les realizaron las tinciones y pruebas bioquimicas recomen-
dadas. Solamente cuatro de las 37 accesiones mostraron en los
analisis de semlllas aislamientos bacteriales Gram-positivos y cre-
cimiento a 37 °C. Dichas accesiones fueron: Zornia brasiliensis
8025 cosecha de Palmira 1983A, Z. brasiliensis 8849 cosecha en
Palmira 1983A, Zornia glabra 286 de Santander de Quilichao 1982
Ay Z glabra 14263 de Palmira 2000 A. Las otras 33 no mostraron
aislamientos bacteriales Gram-positivos. En conclusién los resulta-
dos preliminares de esta investigaciéon muestran que asociados a las
semillas de Zornia spp. se encontraron aislamientos bacteriales
Gram-positivos similares a los del grupo Coryneforme pero no
afines con la especie Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfa-
ciens, objeto de cuarentena.

Palabras claves : forrajes, leguminosas, pasturas, sanidad de semi-
llas

SUMMARY

Some wilted plants of Zornia sp. have been observed in CIAT experimen-
tal station;of Quilichao, Cauca, Colombia, in 1980 and 1981. Bacteria
later identified as Corynebacterium flaccumfaciens were isolated from
these plants. This record and subsequent risk for disease free multiplica-
tion plots-incited the Germplasm Health Laboratory of CIAT Genetic
Resources Unit to undertake this study. The purpose of this research was
to verify whether Corynebacterium flaccumfaciens was still present or
not. Two kinds of plant material were investigated: seeds of 37 Zornia
accessions of the GRU harvested in the CIAT stations at Quilichao and
Palmira in the period 1979-2000, and plants from the multiplication plots.
Isolation, staining and biochemical testing for seed and plant tissues were
done acdbrdmg to standard procedures. Only four out of the 37 accessions
showed seed Gram positive bacterial isolates that grew at 370C. These
accessions were Zornia brasiliensis 8025 harvest Palmira 1983A, Z.
brasiliensis 8849 harvest Palmira 1983A, Zornia glabra 286 harvest
Santander de Quilichao 1982 A y Z. glabra 14263 harvest Palmira 2000
A. The remaining 33 accessions did not show Gram positive bacterial
isolates. In conclusion the preliminary results show that Gram positive
bacterial isolates possibly of the Coryneform group can be found associ-
ated with seeds of Zornia, but without affinity with Corynebacterium
Slaccumfaciens subject to quarantine restrictions.

Keywords: forages, legumes, seed health , seed-borne bacteria

INTRODUCCION

La coleccion, conservacion y utilizacion de
los recursos genéticos de plantas y su distri-
bucién global son componentes esenciales de
los programas internacionales de mejora-
miento de cultivos, actividades en las cuales
la Unidad de Recursos Genéticos (URG) del
CIAT juega un papel muy importante. En el
Banco de germoplasma existen en fideicomi-
s0 31.400 accesiones de frijol (Phaseolus
spp.) y unas 24.130 accesiones de forrajes
(Koo, et al 2002), muchas de las cuales perte-
necen a los paises que han facilitado la ob-
tencion de los materiales de acuerdo con los
convenios internacionales y los Acuerdos de
Transferencia de Material vigentes (ATM).

Para efectos de distribucién y conserva-
cion es esencial que dichos materiales cum-
plan con ciertas normas (FAO/IPGRI, 1994),
incluyendo las exigencias de calidad fitosani-
taria requeridas para conservacion y distribu-
cion segura del germoplasma. En razon de
esta exigencia dentro de los procesos de
control de calidad el Laboratorio de Sanidad
de Germoplasma adscrito a la URG practica
inspecciones en los sitios de incremento del
germoplasma y realiza analisis de semillas en
el laboratorio para verificar que los materia-
les estén libres de patogenos de interés cua-
rentenario, entre las cuales estan las bacterias
coryneformes. Las bacterias fitopatogenas
coryneformes causan gran variedad de en-
fermedades con sintomas que incluyen aga-
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llas, gomosis y marchitamientos (Vidaver,
1982), muchas de las cuales estaban agrupa-
das en el género Corynebacterium Lehmann
& Neumann 1896 que comprendia diversos
organismos Gram-positivos; sin embargo
ahora a este género pertenecen solo aquellas
bacterias estrechamente relacionadas con la
especie tipo Corynebacterium diphteriae y
excluye todas las especies fitopatogenas
anteriormente conocidas, redistribuidas hacia
los géneros Arthrobacter, Clavibacter, Curto-
bacterium y Rhodococus (ISPP, s.f; Pine-
da, 1999).

Algunas especies de los géneros Clavi-
bacter y Curtobacterium incluyen especies
trasmisibles por semillas (Agarwal y Sinclair,
1987; Saettler et al, 1989), considerandose




por ende de interés cuarentenario toda vez
que impiden el movimiento seguro de ger-
moplasma. Entre ellas se incluyen Curtobac-
terium  flaccumfaciens pv. flaccumfaciens y
Clavibacter michigannesis ssp. insidiosum
asociadas a leguminosas (COSAVE, 2001;
OEMPYV, 1989a ; OEMPV,1989b).

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flac-
cumfaciens no es de amplia distribucién
mundial y figura en las fichas de muchos
sistemas de proteccion vegetal y prevencién
de riesgos en el mundo (CMI, 1975;
COSAVE,2001; OEMPV,1989a; OEMPV,
1989b). Ha sido registrada en Australia, Fu-
ropa (Hungria, Bélgica, Grecia, Rumania,
Yugoslavia), Unién Soviética, Ttunez, Tur-
quia, Norte América (Canada, USA, México).
En Francia, Alemania y Suiza no ha sido bien
documentada (Commonwealth Mycologial
Institute, 1975; Hayward y Waterston, 1965).
En América del norte fue reportada por pri-
mera vez en EEUU en 1920, comun en el
Noroeste y ocasionalmente se encuentra en el
oeste; también en Canada (Ontario) y Méjico
(COSAVE, 2001).

La bacteria se conoce principalmente por
su efecto en Phaseolus spp. (P.vulgaris, P.
coccineus, 'y P. lunatus) (Dinesen, 1979
Mohan, S. K. y Hagedorn,. 1994.), pero tam-
bién afecta Glycine max (Dunleavy, 1963;
Sinclai y Shurtleff, 1975), Pisum sativum,
Vigna angularis, V. mungo, V. radiata, V.
unguiculata, Lablab purpureus y Zea mays
(Hayward y Waterston, 1965; Miller y Po-
llard, 1976 )

En Colombia (CIAT, Centro Experimen-
tal, Estacion de Santander de Quilichao,
Cauca) durante 1980 y 1981 se observd la
presencia de marchitez en plantas de Zornia
sp. ndmero CIAT 7847 en lotes experimenta-
les del entonces programa de Fitopatologia de
Pastos Tropicales, cuya causa, después de
investigarla, resulto ser una bacteria que se
identificé como Corynebacterium flaccumfa-
ciens (Torres et al, 1981). Caracterizada por
ser un bacilo con un rango de tamafio de 0,6 —
0,3 x0,3 0,5 p Gram positivo con colonias
en agar nutriente después de 24 horas a 27 °C
circulares, convexas, enteras y butirosas o
sobre YDC de color amarillo crema (Torres
et al, 1981). Se consider6 como el primer
registro local de ocurrencia de la enfermedad
en Colombia y América Latina y Tropical,
ningun otro caso ha sido registrado desde
entonces. Los sintomas en esta especie se
caracterizaron por clorosis, marchitez, muer-
te descendente, en algunos casos, muerte de
plantulas. Produjo en las pruebas de patoge-
nicidad marchitez similar a la descrita para
otras leguminosas, adicionalmente se observé
una decoloracion marrén del sistema vascular
similar al registrado en alfalafa (Chavarro et
al, 1985).

La bacteria fue facilmente aislada de las
semillas de Zornia sp. CIAT 7847 con por-
centajes de transmisién del 75 al 100%. Mas
tarde se confirmd que el aislamiento de Zor-
nia también afectaba experimentalmente al
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frijol y era muy similar a un aislmaniento
obtenido del American Type Culture collec-
tion , aislado de Phaseolus vulgaris en los
EEUU e identificado como C. flaccumfa-
ciens (Hedges) Dowson , demostrando tam-
bién transmisién por semilla en porcentajes
del 52,5 % para frijol y 88,8 % para Zornia
(Chavarro et al, 1985).

En razén de ese registro de la presencia
de la bacteria afectando Zornia sp., en San-
tander de Quilichao, uno de los sitios de
multiplicacién de germoplasma de la URG, y
del riesgo que implicaba su presencia en la
multiplicacion de leguminosds forrajeas
libres de patbgenos de interés cuarentenario
se adelanté durante el afio 2000 el presente
estudio con el propésito de verificar si atin
estaba presente Curtobacterium faccumfa-
ciens para tomar las precauciones del caso.

MATERIALES Y METODOS
Germoplasma utilizado

Para el estudio se utilizaron semillas de 37
accesiones de Zornia spp. procedentes del
Banco de Germoplasma de leguminosas
forrajeras . de la Unidad de Recursos Genéti-
cos (URG) cosechadas en las Estaciones del
CIAT en Santander de Quilichao y Palmira
desde 1979 hasta el Semestre A de 2000
(Tabla 1), y se colectaron plantas de Zbrnia
spp. en los lotes de multiplicacion de germo-
plasma.

Analisis fitosanitario y caracterizaciéon de
aislamientos bacterianos

Para el andlisis de los materiales de cada
accesion se remojaron durante la nochg a 4°C
un mimimo de cien semillas por muestra en
solucion salina estéril (Cloruro de sodio
0,85%), luego se tomaron alicuotas de las
solucién de remojo y se prepararon diluciones
1:10 y 1:100 para sembrarlas en platos de
petri conteniendo NBYA (Nutrient Broth
Yeast Extract Agar ) o YDCA (Yeast extract,
dextrose, CaCO3) esterilizados. Luego se
incubaron los platos a 27°C, durante 48
horas, periodo después del cual se examina-
ron las colonias bacteriales y se procedié a
seleccionar aquellas con morfologia similar
a la descrita para Corynebacterias, en especial
C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, se
transfirieron a medio de cultivo. A las 24-48
horas se tomaron muestras de los cultivos
bacteriales para realizar frotis y aplicar la
coloracién de Gram modificada por Hucker
(Lelliot y Stead, 1987) y realizar las observa-
ciones microscopicas respectivas respecto a
la reaccion de color y a la morfologia caracte-
ristica consistente en bacilos cortos. Cuando
las muestras resultaban Gram-positivas, se
procedié a realizar las pruebas de oxidasa
empleando tiras de papel impregnadas con
reactivo (Roche, Test Oxidase Art 07-3032-7
y de catalasa con Perhydrol (Peréxido de
hidrogeno 30%, Merck Ref 7210). Si las
reacciones resultaban negativas para oxidasa
y positivas para catalasa se continuaba el
proceso de identificacion mediante otras
pruebas.

Se utiliz6 la prueba de temperatura
méxima de crecimiento a 37 °C; para lo cual
se utilizaron cultivos bacteriales en NBYA
incubados a la temperatura indicada durante

Tabla 1. Procedencia de las accesiones de Zornia spp. utilizadas para verificar la presencia de Corynebac-

terias en las semillas .

Especie Accesiones Procedencia’
Zornia brasiliensis 7485 QUI 1979A
Zornia brasiliensis 9472 QUI 2000A
Zornia brasiliensis 7214, 8032, 8327, 14080 QUI 2001A v
Zornia brasiliensis 298, 8023, 8025, 8849, 9473 PAL 1983A
Zornia brasiliensis 14287 PAL 1989A
Zornia glabra 7847 QUI 1980A
Zornia glabra 8278, 8286 QUII 981A
Zornia glabra 283, 286, 8276, 8283, 8284, 8297, 8345, 8346 QUII 9824
Zornia glabra 8273, 8308, 8343 QUII 983A
Zornia glabra 8279 QUI 1984A
Zornia glabra 278, 280, 281, 8307 PAL 1983A
Zornia glabra 8858 PAL 1984A
Zornia glabra 7847 PAL 1987A
Zornia glabra 14257, 14270 PAL 1988A
Zornia glabra 255 PAL 1993A
Zornia glabra 14263 PAL 2000A

"Lugar donde se produjo la semilla QUI = Santander de Quilichao PAL = Palmira y semestre de pro-

duccién
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24-48 horas, periodo después del cual se
verificaba si habia o no desarrollo de las
colonias. '

La motilidad se determiné inoculado la
muestra bacteriana con una asa recta mas o
menos a 2,5 cm de profundidad en tubos de
ensayo con medio de motilidad (extracto de
carne, 3 g; peptona, 10g; NaCl, S g; agar, 4
g; agua destilada 1 litro, ajuste de pH a 7,4)
(Sanchez, 1986), que se incubaron durante
18-24 horas a 35-37°C, par realizar las
observaciones segun lo descrito por Sanchez
(1986).

En relacion a las determinacion de las
propiedades bioquimicas (Tabla 2) se utiliza-
ron algunas de las pruebas incluidas en el
sistema Vitek (Bio Mérieux Vitec, INC,
Hazelwood M0O63042) y en el BBL (BBL
Cristal ™Identification Systems Gram Posi-
tive ID Kit Becton Dickinson BBL Crys-
tal™, Nippon Becton Dickinson Company
Ltd ) disefiados para detecciéon de bacterias
Gram positivas frecuentes en salud humana,
aprovechando los componentes comunes a
las corynebacterias fitopatégenas.

35-37°C, se leyeron las respectivas reaccio-
nes de color, bajo luz blanca para substratos
no fluorescentes y ultravioleta para los fluo-
rescentes. La informacién del color se tomé
por comparacion con la tabla provista por el
fabricahte (BBL Cristal Gram-Positive iden-
tification color chart), ¥ se tabularon los
resultados para obtener la informacion res-
pectiva.

Para el estudio en plantas de Zornia spp.
se visitaron los lotes de muiltiplicacién de
Germoplasma de la URG en la estacion de
Santander de Quilichao y se, colectaron 25
muestras de plantas (hojas, tallos y raices) de
Zornia glabra 'y Z. brasiliensis; cada muestra
se lavé con agua destilada estéril; la mitad de
la muestra se cort6 con bisturi en pequefios
trozos de mas o menos medio centimetro y la
otra mitad se macerd en mortero con 10 mL
de solucién salina estéril. Los trozos se sem-
braron directamente sobre agar nutriente, 10
cajas por muestra y con el maéerado se hicie-
ron diluciones 1/10 y 1/100 para luego sem-
brar con rastrillo en agar nutrignte a razén de
6 cajas por muestra. Las cajas sembradas se

Tabla 2. Pruebas utililizadas para la determinacion de las propiedades de aislamientos bacteriales Gram

positivos obtenidos de semillas de Zornia spp.

Prueba Método

Motilidad Agar motilidad (Sanchez,1986)
Crecimiento a 37°C Incubacién
Catalasa Peroxido de hidrégeno 30% , Merck Ret 7210
Oxidasa Roche, Test Oxidase Art 07-3032-7
Produccién de dcidosde  Ribosa Vitek

Melezitosa Vitek

Inulina Vitek

Sorbitol Vitek
Utilizacién de Arabinosa BBL Crystal

Glycerol BBL Crystal

Lactosa BBL Crystal

Manitol BBL Crystal

Maltotriosa BBL Crystal

Metil a y b glucésido BBL Crystal

Sacarosa BBL Crystal

Trehalosa BBL Crystal
Hidrélisis enzimaticade  ggeylina BBL Crystal

p-nitrophenyl —b-D-celobidsido BBL Crystal

p-n-fenil maltésido

BBL Crystal

Reaccion de hipersensibilidad en Mirabilis jalapa

Los aislamientos bacteriales Gram posi-
tivos obtenidos de las muestras se sembraron
en medio de cultivo NBYA para obtener
colonias individuales, a partir de las cuales
se gareparé una suspension bacteriana de 15 x
10° cfc /mL (equivalente a un patrén No. 0.5
de McFarland) en tubos BBL cristal de flui-
do de inéculo por cada muestra y se procedid
a distribuirla en la bandeja base, luego se
colocé la tapa que contenia los substratos de
manera que quedara bien ajustada en la ban-
deja. Después del periodo de incubacién
recomendado (18-24h) a un temperatura de

incubaron por 48 horas a 27°C. Con las colo-
nias aisladas de estas cajas por posteriores
repiques y diluciones se hizo coloracion de
Gram y posteriormente siembra utilizando el
sistema de diagnostico BBL Crystal.

Prueba de hipersensibilidad

Para realizacion dela prueba se siguid el
esquema recomendado por Mortensen, del
“Danish Government Institute of Seed Pat-
hology for Developing countries” (C. N.
Mortensen, Informaciéon personal Marzo 8,
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2001) y se tuvo en cuenta laexperiencia de
Gitaitis,(1990) de la Universidad de Georgia
quien utilizé la planta Mirabilis jalapa, mas
conocida como “cuatro en - punto”; en prue-
bas de hipersensibilidad para estudias con la
bacteria Clavibacter michiganense (Gitaitis,
1990) del grupo de las Corynebacterias, se
seleccionaron plantas de M. jalapa de dos
meses de edad en cuyas hojas se infiltraron
en el envés, mediante una jeringa para insu-
lina de 1mL (Rymco Colombia), alicuotas
con una concentracién de 10°cfc/mL  de los
aislamientos que resultaron Gram-positivos y
que por morfologia de la colonia y de las
células presentaban alguna similaridad con
las corynebacterias.

Como testigos de la prueba se infiltraron
hojas de la ornamental utilizando agua desti-
lada estéril. Adicionalmente se dejaron algu-
nas plantas sin infiltracién. Después de la
inoculacién las plantas se incubaron a 28-
32°C de temperatura durante 2-4 dias, perio-
do después del cual se verificaba si presenta-
ban reaccién de hipersensibilidad en los teji-
dos. Las observaciones se continuaron duran-
te ocho dias, periodo después del cual se
descartaron.

RESULTADOS Y DISCUSI()N

Solamente cuatro de las 37 accesiones mos-
traron en los andlisis de semillas aislamientos
bacteriales Gram-positivos y crecimiento a 37
°C. Dichas accesiones fueron: Zornia brasi-
liensis 8025 cosecha de Palmira 1983A, Z.
brasiliensis 8849 cosecha en Palmira 1983A,
Zornia glabra 286 de Santander de Quilichao
1982 A y Z. glabra 14263 de Palmira 2000
A. Las otras 33 no mostraron aislamientos
bacteriales Gram-positivos (Tabla 3).

Los aislamientos bacteriales obtenidos
durante la investigacion resultaron Gram-
positivos y consistian de bacilos cortos con
extremos redondeados, con rangos de tamafio
entre 0,4-0,6 p x 0,6-3 . Colonias en NBYA
circulares. convexas, enteras y butirosas y
pigmentadas, caracteristicas estas que las
hacen semejantes a las bacterias corynefor-
mes descritas por Vidaver y Davis (1988).

Todos los aislamientos fueron catalasa
positivos y oxidasa negativos de manera
similar a las bacterias referenciadas Curto-
bacterium flaccumfaciens 'y Clavibacter
michiganense ( Corynebacterium michigane-
nese). Con respecto a la motilidad, solamente
el aislamiento obtenido de Zornia 8849 mos-
tro reaccion similar a la de C. flaccumfaciens.
Con respecto a las otras caracteristicas la
afinidad fue baja (Tabla 4).

Las pruebas preliminares de hipersensi-
bilidad en Mirabilis jalapa no mostraron
reacciones positivas para los cuatro aisla-
mientos consistentes en necrosis en las areas
infiltradas de acuerdo a lo esperado, segtin las
observaciones de Mortensen (C. N. Morten-
sen, Informacién personal Marzo 8, 2001).
Sin embargo todas las plantas antes de des-
cartarlas se mantuvieron en observacion
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Tabla 3.
Corynebacterias en las semillas .

Procedencia de las accesiones de Zormia spp. utilizadas para verificar la presencia de

Aislamientos
Especie Accesiones Procedencia Bacterianos
Gram-Positivos'
Zornia brasiliensis 7485 QUII979A N
Zornia brasiliensis 9472 . QUI2000A N
Zornia brasiliensis 7214, 8032, 8327, 14080 QUI2001A N,N,N, N
Zornia brasiliensis 298, 8023, 8025, 8849, 9473 PAL1983A N, N, GP, GP, N

Zornia brasiliensis 14287

PAL1989A N

Zornia glabra 7847 QUI1980A N

Zornia glabra 8278, 8286 QUII9BIA N,N
Zornia glabra 283, 286, 8276, 8283, 8284, 8297, 8345, 8346 QUI1982A N,GP,N,N,N, N,N, N
Zorniaglabra 8273, 8308, 8343 QUII9S3A  N,N,N
Zornia glabra 8279 QUIN984A N

Zornia glabra 278, 280, 281, 8307 PALI1983A N, N,N,N
Zornia glabra 8858 PAL1984A N

Zornia glabra 7847 PALI987A N

Zornia glabra 14257, 14270 PALI988A N

Zornia glabra 255 PAL1993A N

Zornia glabra 14263 PAL2000A GP

"N = no se obtuvieron colonias de bacterias Gram-positivas GP = Se obtuvieron colonias de bacterias

Gram-positivas

durante tres semanas, para verificar posibles
reacciones de hipersensibilidad tardia o desa-
rrollo de sintomas sistémicos, eventos que no
ocurrieron.

No obstante no haber obtenido reaccién
de hipersensibilidad, considerada por algu-

nos autores como una forma de determinar
fitopatogenicidad (Gitaitis, 1990) quedaron
pendientes las pruebas de patogenicidad
segin los postulados de Koch en Zornia
8025, Zornia 8849, Zornia 14263 y Zornia
286 para verificar si los aislamientos bacte-

riales obtenidos inducen o no los sintomas
descritos para la enfermedad, segun las inves-
tigaciones de Torres et al (1981) y de Cha-
varro et al (1985).

Respecto de la frecuencia de distribucion
de los aislamientos Gram-positivos, teniendo
en cuenta la procedencia de semillas (Tabla
3), estos se distribuyeron asi: uno obtenido
de Santander de Quilichao (Zornia glabra
286, cosecha 1982 A) vy tres de Palmira:
(Zornia brasiliensis 8025 y 8849 cosecha de
Palmira 1983 Ay Z. glabra 14263 de Paimi-
ra 2000).

La accesion de Z. glabra 7847, cosecha
Quilichao 1980 A, registrada por Torres et al
(1981) como afectada por la enfermedad en
este caso no contenia bacterias Gram-
positivas (Tabla 3).

Estos hechos permiten tener mas claridad
en cuanto a la calidad fitosanitaria respecto a
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccum-
Jaciens, pero sugieren que es necesario conti-
nuar con un estudio mas detallado, respecto a
las caracteristicas patogénicas de los aisla-
mientos obtenidos y de sus caracteristicas . Es
muy importante determinar, su rango de
hospedantes, su potencial de transmision por
semilla y demas informacion util para preve-
nir riesgos que impidan la produccion de
germoplasma con calidad fitosanitaria para
conservacion, distribucion y caracterizacion.

En conclusion los resultados prelimina-
res de esta investigacion muestran que aso-
ciados a las semillas de Zornia spp. se encon-

Tabla 4 Caracteristicas de cuatro aislamientos de bacterias Gram-positivas obtenidas de muestras de semillas de Zornia spp.

Aislamiento Nimero

Caracteristicas de especies segiin Refe-

(Accesion de Zornia spp.) rencias**
Prueba Método
8025 8849 14263 286 Curtobacterium. Clavibacter
) flaccumfaciens michiganense
Motilidad Agar motilidad \% + - - + )
(Sanchez, 1986)
Crecimiento a 37°C Incubacién + + + + 35-37°C 29.35°C
Catalasa Peroxido de hidrogeno - + + + + + +
30% , Merck Ref 7210
Oxidasa Roche, Test Oxidase Art . - - -
07-3032-7 - -
Produccién de acidos de Ribosa Vitek - - - - + -
Melezitosa Vitek - - - - + -
Inulina Vitek - - - - - -
Sorbitol Vitek - - - - - -
Utilizacién de Arabinosa BBL Crystal - + + - - NA
Glycerol BBL Crystal - - + - NA
Lactosa BBL Crystal - - - - - NA
Manitol BBL Crystal - - + - - -
Maltotriosa BBL Crystal - + + - A% NA
Metil a y b glucésido BBL Crystal - - + - - NA
Sacarosa BBL Crystal - - - - - v
Trehalosa BBL Crystal - - + - - NA
Hidrélisis enzimética de Egculina BBL Crystal - + + - - NA
p-nitrophenyl —b-D-celobidsido BBL Crystal - + + + - A%
p-n-fenil maltésido BBL Crystal - + + + A% NA
Reaccidn de hipersensibilidad en Mirabilis jalapa - - - - : +

+ = Resultados positivos para la prueba - = Resultados negativos V= Resultados variables NA=No aplica **Coltins y Bradbury, 1986 ; Komagata, K y Susuki, K-1, 1986)
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traron aislamientos bacteriales Gram- positi-
vos similares a los del grupo Coryneforme
(Vidaver y Davis, 1988; Bradbury,, 1986;
Dye y Kemp, 1977) teniendo en cuenta la
morfologia, crecimiento de las colonias,
temperatura de crecimiento méaxima y otras
caracteristicas. Con respecto a especie a pesar
de que los resultados son preliminares, per-
miten sugerir que los aislamientos encontra-
dos no son afines con la especie Curtobacte-
rium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,
objeto de cuarentena.

Los resultados obtenidos del analisis fi-
tosanitario de plantas de Zornia glabray Z.
brasiliensis (hojas, tallos y raices) obtenidas
en los lotes de multiplicacion de Germoplas-
ma de la URG no mostraron presencia de
bacterias Gram- positivas. Las colonias bacte-
riales obtenidas eran de color amarillo, bri-
llantes, pequefias, de bordes regulares. Su
morfologia correspondia a bacilos y la tincién
de Gram fue negativa. Los andlisis con el
sistema de diagnoéstico BBL Crystal para
bacterias no fermentadores, determinaron la
presencia de una bacteria del género Bur-
kholderia.
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