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ABSlRACT

Distribution, incidence, and phenotypic comparison of isolates of Qavi-
bacter xyli subsp. xyli, causal agent of ratoon stunting disease (RSD) of sugarca-
ne, in Costa Rica. A total of 260 cuttings of sugarcane were obtained from six
regions: Filadelfia, Canas, Grecia, San Carlos, Perez Zeled6n and Juan Villas.
The vascular juice was extracted by centrifugation of internodes and the presen-
ce of RSD bacterium was determined by phase-contrast microscopy. The patho-
gen was found in all regions sampled and the incidence by cultivar ranged from
0 to 77% , the highest being in cv. B-4744 from San Carlos.
One isolate of the RSD bacterium was obtained from each of the 6 re-
gions; morphological, biochemical, and physiological tests were carried out
using the appropiate media and incubating at 28 C for 22 days.

No phenotypic differences were found among Costa Rican isolates, nor
between these and the type strain from the American Type Culture Collection.
The host-parasite causal relationship was shown to satisfy Koch's postulates.

INTRODUCCION ro, secciones ultra-delgadas, transversales, de plan-
tas enfermas, observadas al microscopio electr6ni-

El raquitismo del retollo (RR) de la calia co, revelaron. que, ~na bacteria estaba presente e?
de azucar fue reconocido par primera vel en los. vasos XllematIcos atrapada en una matrlz
1944-1945 en Queensland Australia en la varie- (Kolkeetal., 1~82;Weavereta/., 1977).
dad Q28 (Steindl, 1961). 'Desde entonces, se ha . La bacte~Ja es un bacilo Gram p~~itivo pleo-
inform ado de la ocurrencia de esta enfermedad m6rfIco que mlde de 0,2 a 0,3 pm de dJametro par
en Kenya (Early, 1975), Estados Unidos, Brasil, 4 a 6 pm de largo. Se divide por fisi6n binaria
Sur Africa y Jap6n (Davis et al., 1980); Gillaspie transversal, presenta mesosomas y pared celular li-
eta/., 1973). sa (Davis et al., 1980; Weaver et al., 1977). Su

Se creta inicialmente que el agente causal patogenicidad fue demostrada en 1980, tras repe-
era un virus, debido a la incapacidad de los investi- tidos aislamientos en cultivo axenico (Davis et
gadores de asociar la enfermedad a un microorga- al., 1980).
nismo y al hecho de que el juga vascular de plantas En 1984 Davis et al. (1984) en un trabajo
enfermas era capaz de retener la infectividad a sobre la taxonom{a y caracterizaci6n del RR pro-
traves de multiples pasajes (Steindl, 1961). Empe- pusieron un nuevo genero Qavibacter, para desig-

nar al agente causal del RR y bacterias corineifor-
1/ Recibido para su publicacion el 14 de marzo de mes relacionadas; tambien propusieron la especie

1986. xyli y subespecie xyli para llamar al agente causal
del RR.

* Programa de Posgrado en Microbiologia, Uni- No existeh sintomas externos confiables
versidad 00 Costa Rica. Direccion actual 8312 Para el diagnostl.cO del RR. - 1 .
1000 San Jose. . ' en cana, e enarusmo

es el uruco s{ntoma extemo y este tambien es ob-
** Facultad de Microbiologla, Universidad de Costa servado a causa de otras enfermedades, par 10 que

Rica. no es posible basar el diagn6stico en este tipo de
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slntoma. Desde que en 1973 se asoci6 el RR a una Comparaci6n fenotCpica de cepas
bacteria corineiforme (Gillaspie et al., 1973), se
hall desarrollado m6todos de diagn6stico rapidos Muestras de esquejes de las seis localidades
para determinar dicha bacteria en extractos vas- mencionadas se lavaron con esponja, agua y jab6n,
culares, entre ellos la microscopCa electr6nica se sumergieron en etanol al 70% Y luego al 90%,
(Teakle et al., 1979), el contcaste de rase (Davis se flamearon y se colocaron en tubos de centrifu-
y Dean, 1984) y el campo oscuro (Gillaspie et ga est6riles. Se centrifug6 pOT 5 minutos a 8000
aI., 1973). G.

Algunas variedades de cana y algunos pastos Al jugo vascular asl extraido se Ie hizo dilu-
desarrollan slntomas internos que consisteD en Una ciones consecutivas en soluci6n amortiguadora
descoloraci6n vascular, usualmente rojo naranja, de sales de fosfato (PBS) hasta 10-4; de cad a una
en los nudos maduros (Schexnayder, 1960; de ellos, se tomaron porciones de 1 ml y se espar-
Steindl, 1961) 0 una descoloracion salmon rosada cieron sobre el agar SC (Davis et al., 1980). Los
debajo del area merist6mica (Gillaspie et al., platos se incubaron a 28 C pOT 22 alas.
1966; Matsuoka, 1971; Schexnayder, 1960). Los Los aislamientos y 1a determinaci6n de ca-
slntomas internos en calia de azucar (Gillaspie racterlsticas morfol6gicas, bioqulmicas y fisiol6gi-
et al., 1966; Schexnayder, 1960; Singh, 1969), cas se realizaron en el Departamento de Microbio-
pasto elefante (Matzouka, 1971), Y "banagrass" logia de la Facultad de Microbiologla, UCR,
(Steindl et al., 1974) han sido considerados con- segun m6todos descritos anteriormente (Davis
fiables par.a el diagn6stico del.RR. Un nuevo m6- et aL 1984; Fernandez et al., 1984). Como con-

todo ha sldo desarrollado reClentemente (Benda,' . . .
1971) 1 d I h J'L . d NB280S I trol se us6 una cepa tlpO de Clavzbacter xyh subsp.

emp ean 0 e sorgo lUn 0 e .. .
al t ' t d hit xyh proveruente de Estados Urudos de N. A.cu roues ra sm omas e marc ez. .C .d d I ;n. rt . d I .t . m Con el obJeto de demostrar los postulados

onSl eran 0 a u..po anCla e raqul IS 0 .
del retono en las principales regiones caneras del ~e Koch con las cepas aISlada~ ~oca1mente. se rea-
mundo, se plante6 una investigaci6n con el objeti- lizar?n pruebas de patoge?ICldad e_n el sorgo
vo de verificar su incidencia en los canales de Cos- hlbndo NB280S y en el cultlvar de calla de azucar
ta Rica, asC como para determinar si hay variabili- C~44-101, en los invernaderos dellaboratorio de
dad local entre poblaciones del agente causal. Fltopatologia de la Facultad de Agronomia, UCR,

segun m6todo descrito pOT Davis et al. (1980).
MATERIALES Y METODOS Para las observaciones al microscopio elec-

tr6nico se montaron las bacterias en rejillas de co-
Determinaci6n de distribuci6n e incidencia bre, previamente fijadas en glutaraldehido, las que

se sumergieron en acido fosfotunstico (Teakle
Durante el periodo comprendido entre junio et aI., 1979) y se observaron en un rnicroscopio

1984 y agosto de 1985 se obtuvo un total de 260 electr6nico de transmisi6n.
muestras de tallos de cana de las siguientes locali-
dades: Turrialba, P6rez Zeled6n, Grecia, San Car- RESULTADOS
los, Canas y Filadelfia, a raz6n de 3 a 5 cultivaTes
pOT localidad y 10 muestras pOT cultivar. Las Distribuci6n e incidencia
muestras fueron tomadas al azar y consistieron
de los tres intern.udos infe~ores. Se determin6 que la enfermedad se encuen-

Los esqueJes de cana procedentes de carla tra distribuida en todas las zonas muestreadas
zona se lavaron con cepillo, ag~a y jab6n, se cor- (Cuadro I); en la zona de P6rez Zeled6n se obser-
taToo l~s entrenudos de aprox1Inadatnente 5 cm v6 la mayor incidencia del RR (66%) y en las
de longltud y se colocaron en tubos de centrC- zonas de Canas y Filadelfia se observ6 la mellor
fuga. Se centrifug6 a 5000 G pOT 5 minutos. Del (3%). .
jugo vascular extraCdo se tom6 una alicuota de EI. cultivar B4744 procedente de San Carlos
50 111, se coloc6 en un portaobjetos, se mont6 en rue el que present6 el mayor numero de muestras
microscopio a contraste de rases y se observ6 a positivas al RR; rue en este mismo cultivar en don-
inmersi6n a 1000X. POT cada muestra se observ6 de se observ6 el mayor porcentaje de incidencia
un total de 10 campos. del RR pOT cultivar en el pais (77%), como se
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0,5 .urn

Iiig. 2. Forma hinchada (H) y forma enana (E) de Qavibacter xyli subsp. xyli como componentes de una cadena de
estreptobacilos. . .

No se observ6 dlferencla entre cepas locales
en cuanto al ambito de temperatura de crecimien-
to. Las bacterias crecen desde temperatura ambien-
te basta log 31,5 C. El crecimiento 6ptimo de
C xyli ocurre en aerobiosis. La presencia de can-
tidades relativamente altas de CO2 (10% ) no fa-
vorece el crecimiento y par el contrario, 10 retar-
da. No se observ6 crecimiento de C xyli despu~s
de 21 dias de incubaci6n en jarra anaerobia

I I Gas-Pack.
O,5.um Los postulados de Koch fueron probados

satisfactoriamente tanto sabre sorgo hfbrido
NB280S, en donde log smtomas consistieron en

Fig. 1. Clavibacter xyli subsp. xyli formando una ca- un marchitamiento de log brotes de log tallos ino-
dena carta. Notese el pleomorfismo. culados, como sabre el cultivar de cafia CP44-1 01,

muestra en el Cuadra 1. El porcentaje promedio en donde log smtomas se presentaron de lag 5
general de incidencia en Costa Rica rue de 30%. alas 7 semanas despu~s de inoculados y consis-

tieron en una descoloraci6n p?irpura en el apice.
Comparaci6n fenotlpica de cepas En log controles no se observ6 s{ntomas.

Las bacterias del RR miden de 0,2 a 1 JlIn
. Se ~isl6 una cepa de aav~bacter xyli subes- de diametro y de 1 a 6 pm de largo. No son mt'>-

pecle xyh d.e ~ada una de !as gelS zonas muestrea- viles y no presentan flagelos; Las c~lulas no se en-
das; el CreCImlento b~ctenan~ rue ob~rvado des- capsulan y no Corman esporas. La reacci6n a la co-
pu~s de 15 dlas de mcubacl6n aerobla a 28. C. loraci6n de Gram es positiva.

Los resultados de algunas caractenstlcas Las observaciones de la bacteria al microsco-
bioqulmicas y fisiol6gicas hall sido agrupados en pia electr6nico de transmisi6n muestran que tiene
el Cuadra 2.
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Cuadro. 1. lncidencia del RR pOl cultivar de caiia en seis zonas caiieras de Costa Rica.

Numero de mues!..s positivas, de 10 oboervadas p;;r c~lii;;' - - Proporcion Incidencia

Localidad por (~)
ao b c d e f 8 h i j k 1 m n Localidad

JuanViilas 5 5 3 2 2 17/50 34

Perez Zeledon 8 6 6 8 5 33/50 66

San Carlos 1 9 0 0 3 13/50 26

Grecia 6 2 J 1 0 12/50 24

Cailas 0 1 0 1/30 3

Filadelfia 1 0 0 1/30 3

.
Proporcion por
cultivar 14/30 11/20 9/20 23/20 5/20 2/10 4/30 1/20 3/10 1/10 1/20 0/20 0/10 3/10

Incidencia (~)
por cultivar 47 55 45 77 25 20 13 5 30 10 5 0 0 30

-
0 CULTIVARES: a Pindar: b 8443098: c "328560: dB 4744;e 860267;f 8564848~; 850377; h N: CO310;i Mex 58126. ). POJ 2878. k

Q 68.1 Q 75. mH575174;n 60125. ' ,..

Cuadro 2. Caracteristicas bioquimicas y fisiologicas de seis aislamientos de c. xyli subsp. xyli de Costa Rica

Cepas
Prueba

JV PZ Fi Gr Ca SC
--

Hidrolisis de:
Gelatina - - - - -
I~sculina - - - - - -
Almidon - ... .:0- ,.,. ~ -
Caseina - - - - ~ -

Utilization de:
Acetato ,"'"C - - - -. 'f'."Cltrato .,. " - - -c, - -Malato - .' '.:1":':;'" ~ ,;;;:, - ~

Halotolerancia:
NaCI
0% + + + + + +
I + + + + + +
2 + + + + + +
3 (+) (+) (+) (+) (+) (+)
4 .., - - - - -
5 - - ~ - - -

Oxidasa - - - - - -
Catalasa + + + + + +
Rojo.'de metilo - - - - - -
Production de H2S - - - - - -
() = indica inconsistencia al repetir la prueba.
JV =Juan Viiias; PZ = Perez Zeledon; fi = I"iladelfla; Gr = Grecia; Ca = Cailas; SC = San Carlos.

una pared ce1u1ar lisa. Existe una marcada tend en- DISCUSION
cia al pleomorfismo celular as! como a permane-
cer unidos los bacilos formando cadenas cortas Empleando el metodo descrito, la enferme-
(Figura I). Se observaron formas hincbadas de dad se encontr6 en todas las zonas muestreadas,
basta 1 J1ffi en diametro y formas adelgazadas en como tambien se ha encontrado en todas las
uno de los polos (Figura 2). areas cafieras en donde el RR ha sido buscado.
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La alta incidencia del RR en el cultivar B4744 no encapsulados ni m6viles y pleom6rficos, fre-
concuerda con las observaciones de los agricul- cuentemente a manera de mazas 0 mas hincha-
tores en el sentido de que este cultivar degenera das aun. No se observ6 flagelos. Otras caracte-
rapidamente, aunque no se excluye la posibilidad nsticas incluyen reacciones de catalasa positivas
de que exista una correlaci6n entre la incidencia y de oxidasa negativas.
del RR y los anos de iritroducci6n de dicho culti- No se encontr6 diferencias fenotlpicas en-
var al pals. tres las cepas de Costa Rica y la cepa tipo de

Con base en: a) la ausencia de diferencias en C xyli subsp. xyli.
los analisis morfol6gicos, bioqulmicos y fisiol6gi-
cos realizados alas cepas aisladas localmente, b) LITERATURA CITADA
en la ausencia de diferencias entre estas cepas y
la cepa control tipo de C xyli subsp. xyli y c) BENDA, G. T. 1971. Vinting and death in the ratoon
en el hecho deque Davis et 1.

(1984) , t - stunting disease of sudangr~s hybrid. Proc. Amer.
.. . a. n? enc?n ra Soc. Sugar Cane Techonologlsts 1: 39-47.

ran dIferencIas fenotlplcas entre 17 atSlamlentos
de C xyli subsp. xyli obtenidos de cafia de varios DAVIS, M. J.; DEAN, J. L. 1984. Comparison of diag-
paises, incluyendo la cepa tipo, se puede especular nostic techniques for determining incidence of
que se trata de una subespecie con identidad fe- ratoon .stunting disease of sugar cane in Florida.

tl . Plant Disease 60:896-899.no pIca
Las observaciones ultraestructurales de los DAVIS, M. J.; GILLASPIE, A. G. Jr.; HARRIS, R. W.;

aislamientos locales de las bacterias del RR no LAWSON, R. H. 1980. Ratoon stunting disease
muestran diferencias con respecto a las descritas of sugar cane; isolation of the causal bacterium.

. . Science 210:1365-1367.
en trabaJos preVlos (Kao y Damann, 1980; Kamiu-
ten y Wakimoto, 1976; Steindl, 1961). DAVIS, M. J.; GILLASPIE, A. G. Jr; VillAVER, A. J.;

HARRIS, R. W. 1984. Clavibacter: A new genus
containing some phytopatogenic bacteria, inclu-

RESUMEN ding Clavibacter xyli subsp. xyli sp. novo and Cla-
vibacter xyli subsp. cynodontis subp. nov., patho-

Con el fin de conocer la distribuci6n e inci- gens that cause ratoon stunting disease of sugar
dencia en Costa Rica del raquitismo del retono de cane and bermuda grass stunting disease. Int. J.

Syst. Bact. 34: 107-117.
la cafia de azucar (RR), se obtuvo un total de 260
esquejes en seis zonas cafieras del pals: Filadelfia, EARL Y, H. P. 1975. Ratoon stunting disease of sugar-
Perez Zeled6n, Cafias, Grecia, San Carlos y Juan cane in Kenya. East African Agricultural and Fo-
Vifias. EI jugo vascular de cada muestra rue extral- restry Joumal41(2): 106-109.

do por centrifugaci6n de los internudos y la pre- FERNANDEZ, B.; BRUNKER, T.; SALGADO, E. 1984.
sencia 0 ausencia de la bacteria causal se deterrni- Microbiologfa basica y aplicada: Manual de labo-
no empleando microscopfa a contraste de rases. La ratorio 3ed. San Jo~, Universidad de Costa Rica.
enfermedad se encontro distribuida en todas las re- 154 p.

giones ~uestreadas entre 3 y 66%y la incidencia GILLASPIE, A. G. Jr; DAVIS, R. E.; WaRTY, J. F.
por vanedad rue de 0 a 77%. La incidencia mas ai- 1973. Diagnosis of ratoon stunting disease based
ta (77%) correspondio al cIon de cafia B4744 pro- on the presence of a specific microorganism.
cedente de San Carlos. Plant Disease Reporter 12: 897-990.

De las mis~as zonas cafi~ras se ais~aron 6 GILLASPIE, A. G. Jr.; IRVINE, J. E.; STEERE, R. L.
cep~s de la bacterIa ca:usal, Clavlbacter xyh su~sp. 1966. Ratoon stunting disea~ virus; assay tech-
xyh que fueron someudas a pruebas morfol6glcas, roque and partial purification. Phytopathology
bioqulmicas y fisiol6gicas, usando el medio apro- 56: 1426-1427.
piado y una incubaci6n de 22 dlas a 28 C. Para las
pruebas de patogenicidad se emple6 el cIon de ca- KAO, J.; DAMANN, K. E. Jr. 1980.. In situ l~calizati.on
- . and morphology of the bactenum associated WIth
na CP44-1 0 1 y el sorgo htbndo NB280S. ratoon stunting disease of sugarcane. Can J. Bot.

Las colonias de la bacteria del RR alcanza- 58:310-315.
con un drnmetro maximo de 0,1 a 0,3 mm tras 21
dlas de incubaci6n. Al microscopio las bacterias KAMIUTEN, H.; WAKIMOTO, S. 1976. Coryneiform

b il . . bacteria found in the xylem of the ratoon stunting
se presentaron como- ac o~ gram-posluVOS de disease of sugarcane. Ann. Phytopathol. Soc.
0,2 X 5 pm de tamano medIo, no esporulados, Japan 42: 500-503.
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