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_ RESUMEN

La mancha foliar del cardamomo es una enfermedad que se encuentra en
1a mayorfa de 1as plantaciones cardamomeras del pafs. La mancha se inicla
como un punto amartilo que crece hasta tornarse en una mancha pardo claro
con el centro oscuro y un halo clorético que 1a rodea. El objetivo de este
trabajo fue aislar el agente causante de la enfermedad.

Alguna bibliograffa nacional refiere a la enfermedad como "Cercoéspora”
pero debido al halo clorético caracteristico de manchas bacterianas, au-
sencia de signos de hongo en las muestras estudiadas y 1a temperatura que
propicia el desarrollo de la enfermedad, se considera que el agente causan-
te no es un hongo sfno una bacteria.

Se hicleron camaras de humedad para esporulacion, asi mismo, se rea-
l1zaron cultivos en distintos agares tanto en medios aerébicos como anae-
rébicos. En todos los medios aerdbicos se obtuvo 1a misma bacteria gram
negativo, de olor desagradable, color crema-no fluorescente (1lamada cla-
ve). Esta bacteriay otras bacterias obtenidas se inocularon separada e in-
dividualmente en plantas sanas de nueve meses de edad. También se inocu-
16 1a mancha directamente. Para inocular se utilizaron los método de as-
perjado, inyectado, agujereado, cortado y frotado, siendo el método de agu-
jereado el mas rapido y practico. Luego de 1a Inoculacion 1as plantas se
mantuvieron durante 48 horas en camaras de incubacion. Se esperé ocho
meses para la aparicion de sintomas pero todos los resultados fueron ne-
gativos bajo las condiciones del experimento.

Para ulteriores investigaciones se recomienda Inocular 1a bacteria Cla-
ve en hojas debidamente marcadas de plantas adultas, en un area contami-
nada. De esta manera se tendran las condiciones favorables para el desa-
rrollo de 1a enfermedad y asf se podra afirmar o negar si efectivamente 1a
bacteria clave es 1a causante de |a enfermedad.
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I. INTRODUCCION

"Una civilizacion avanzada depende en gran medida de 1a capacidad hu-
mana para administrar el sistema ecolégico del cual forma parte, de tal
manera que una fraccién pequeia del grupo pueda producir alimentacion y
energia suficientes para todos. Al facilitar este proceso, 1a agricultura
sirve de base a tal civilizacion™(30).

Guatemala es un pais agricola. El cultivo del cardamomo (£Flettaria car-
demomum ) €S Un cultivo que genera divisas al pais ademas de ser fuente de
trabajo para muchas personas.

La mancha foliar del cardamomo es una enfermedad que se le dio impor-

tancia en 1980 después de una helada en 1a zona norte cardamomera del pa-
is. Actualmente, 1a mayoria de plantaciones cardamomeras presentan es-
te dafo el cual se hace mas severo en el periodo comprendido de noviembre
a febrero. Esta enfermedad se presenta como una mancha amarilla de un
milimetro de didmetro en su estado inicial. En estado avanzado es una
mancha pardo claro con el centro oscuro y un halo clorético que 1a rodea.
El tejido en el drea de 1a mancha se torna necrético. No existe ningin pa-
trén de distribucion en la hoja. Generalmente las hojas inferiores son las
mas afectadas y 10s dafios severos de 1a enfermedad afectan un 95% de las
hojas de 1a planta.

Aungue no se ha cuantificado el dafo econdmico, 1a mancha ya represen-
ta un problema debido a que los agricultores invierten dinero para comba-
tirla. Ademas, su ataque puede llegar a cubrir casi totalmente a 1a hoja
trayendo como consecuencia una disminucion del proceso fotosintético.
Esto ldgicamente afecta a la planta y su produccién. Se ha observado tam-
bién manchas en el fruto que bajan a calidad del mismo. Cabe la posibili-
dad que sean causadas por el mismo agente que 1a mancha foliar.

Este trabajo se realizd con el fin de aislar el agente causante de 1a
mancha foliar. En base a observaciones y experimentos preliminares se
planted 1a siguiente hipdtesis: “El agente causante de 1a mancha foliar del




cardamomo es una bacteria”. Para realizar 1a investigacion se trabajo en
el 1aboratorio de Patologia Vegetal de 12 Universidad del Valle de Guate-
mala. Se construyd un invernadero que se implementd con todo 1o necesa-
rio. Se cultivaron plantas de cardamomo especificamente para 1a investi-
gacién. E1 método central del trabajo fueron los Postulados de Koch.




Il. REVISION DE LITERATURA

A. Cultivo del cardamomo

E1 cardamomo ( Flettaria cardsmomum ™Maton) es una planta herbacea y
perenne de 1a familia Zingiberaceae originaria de 1a India. Se utilizd por
primera vez en el siglo VIl como especie. Se dice que se importo de Europa
en el afo de 1244 d.C. Probablemente se introdujo a Centro América en el
perfodo coloniat (31).

1. Caracteristicas botéanicas
a. Estructura

El cardamomo ( £/ettaria cardsmomum) €S Una planta perenne,
herbacea con un rizoma tuberoso horizontal. Este rizoma sostiene de 8 a
20 brotes erectos de 2.5 a 5.0 metros de alto. Estos estan compuestos de
hojas nacidas en forma de macollas. Las hojas son de dos 1aminas lanceo-
ladas y terminadas en punta. De color verde oscuro y lisas en el haz, verde
palido en el envés. Miden 25 a 50 cm de largo y de 5 a 15 cm de ancho. El
envés de 1a hoja puede ser 1iso 0 pubescente dependiendo de 1a variedad (2,
31).

La inflorescencia nace en 1a region radicular en la base de los brotes.
Mide de 60 a 120 cm de largo. Son paniculas erectas, alargadas y reclina-
das o postradas. Posee bracteas medianamente largas de enrollamiento
axilar, generalmente con dos o tres flores. Las flores son hermafroditas,
zigomorficas, y miden aproximadamente 4 cm de largo y 1.7 cm de diame-
tro. Tienen 3 sépalos y 3 pétalos. Uno de éstos sobresale de los otros por
ser mas grande (1abelo). E labelo esta compuesto de tres estambres modi-
ficados, y es blanco con lineas purpuras radiando del centro (2,31).

Hay dos estaminoides rudimentarios separados y un estambre funcional
el cual tiene un pequefio filamento amplio con una larga antera. El ovario
inferior consta de tres carpelos unidos, con muchos évulos en posicion axi-
1ar, y un estilo con un pequefio estigma capitado. Posee caliz doble, exte-
rior cilindrico, con dos 16bulos, cuatro divisiones externas y tres internas




donde se encuentran los 6vulos. La bracteola es tubular como el caliz. El
tubo de 1a corola es aproximadamente del mismo largo que el del caliz, con
tres 16bulos angostos, frondosos y de color verde palido (2,31).

El fruto es una cépsula indehiscente de 10 a 20 mm de largoy 5 al0 mm
de didmetro con 3 celdas y 3 valvas de color verde amarillento en su esta-
do maduro. En cada celda se localizan de 5 a 7 semillas de 3 a 4 mm de
largo cada una, de forma irregular, angulosas, duras, de color pardo y su-
perficie dspera con una cubierta mucilaginosa. En cada capsulahay de 15a .
20 semillas (2).

b. Polinizecion

Las flores son alégamas y los principales insectos polinizadores
son las especies 7rigona sp., Bombus sp., y Apis mellifera de 1as familias
Apidae y Bombidae (18).

¢c. Sistematica

E) cardamomo silvestre y cultivado pertenece a la especie £lefta-
ria cardsmomum Maton. Dos variedades botanicas han sido reconocidas en
base al tamano del fruto.

c.1. Variedad major Thwaites

Esta es una planta robusta de aproximadamente tres metros de
altura, con pseudotallos rosados, hojas amplias y paniculas erectas. El
ovario y caliz son subtomentosos. El fruto es alargado de 2.5 a 5.0 cm de
largo, levemente arqueado, amarillo verdoso cuando esta maduro y pardo
oscuro cuando se seca. Este cardamomo es el silvestre de Sri Lanka, el
cual es cultivado sélo ocasionalmente.

¢.2. Variedad cardamomum (sinénimos de la Variedad minor)

Incluye 1a mayoria de razas cultivadas. Su altura puede variar
desde 2.5 a 5.0 metros de altura. La panicula es larga con flores mas nu-
merosas que la variedad anterior. La panicula puede ser postrada, arqueada
o erecta. El ovarioy el caliz son lisos. Los frutos son mas pequefios que
los de major Thwaites, con menos semillas, mas pequefias y mas aromati-
cas. Los frutos se vuelven amarillos al secarse. Las razas mas importan-
tes dentro de esta variedad son las que se describen a continuacion.




c.2.1. Cardamomo de Malabar

Raramente exceden los 2.7 metros de altura. Poseen ramas
cortas. Las hojas miden de 30 a 45 cm de largo y son pubescentes en 12
superficie interior. Las paniculas son de 60 a 90 cm de largo y postradas.
Los frutos son pequefios, globosos, redondeados u ovoides y levemente en-
corvados.

¢.2.2. Cardamomo de Mysoure

Puede 1legar a medir hasta S metros de altura. Posee hojas
gruesas y largas sin pubescencias en la superficie del envés. Las panicu-
las son erectas o arqueadas y los frutos largos, fusiformes, triangulados y
lisos (31). !

2. Ecologia del cultivo

La planta es propia de regiones himedas, con alta precipitacion plu-
vial bien distribuida durante todo el afo. Su requerimiento esta entre los
2000 y 3000 mm de lluvia anuales. Se desarrolia bien a una temperatura
de 20 a 25°C. La planta se adapta mejor a las alturas comprendidas entre
1os 900 a 1300 metros sobre el nivel del mar. Requiere de un 70 a 80% de
humedad relativa. Los suelos aconsejables para su cultivo son los de clase
textural franco-arenosa con estructura estable y ricos en materia organi-
ca. El cardamomo requiere un buen drenaje (2,5).

3. Importancia econdmica

Guatemala es de los pocos paises que tienen areas con condiciones de
clima y suelos adecuados para la produccion de cardamomo. Lo que conjun-
tamente con las perspectivas favorables del mercado mundial de la espe-
cie, hacen aconse jable apoyarlo para que aumente su ritmo de crecimiento
y asi tener un buen ingreso de divisas para el pais.

Una de las principales ventajas del cultivo lo constituye el hecho de
requerir un uso intensivo de mano de obra. En las zonas adecuadas para el
cultivo existe abundancia de mano de obra, 1o que permite fomentarlo entre
grandes y pequefios productores, ayudando asi a l1a estabilizacion de la paz
social del pais (12).




B. Bacterias fitopatégenas

Las bacterias al infectar un huésped generalmente causan sintomas ta-
les como pudriciones, manchas foliares, amarillamientos, tizones, enfer-
medades vasculares y agallas. Todas las bacterias fitopatégenas son sa-
profitas facultativas. Las enfermedades bacterianas ocurren principal-
mente en lugares que son himedos y calientes. Pueden afectar casi cual-
quier tipo de planta y bajo condiciones propicias pueden llegar a ser muy
destructivas (1,29).

1. Caracteristicas
a. Morfologia

Las bacterias fitopat6genas tienen forma de bastén, con la excep-
cion del género Streptomyces que son filamentosas. Las bacterias en forma
de bacilo son mas o menos pequeias y cilindricas, cuyo tamao oscila de
0.6 a3.5 um de largo y de 0.5 a 1.0 um de didmetro. La mayoria tienen fla-
gelos en forma de hilos que son considerablemente mas largos que 1a célu-
la. Tienen paredes celulares fuertes y rigidas, las cuales estan cubiertas
por una capsula de material gomoso que puede ser gruesa o delgada. La
cépsula parece estar asociada en algunos casos con la patogenicidad de la
bacteria. La pared celular permite el paso de nutrientes hacia el interior
de la célulay el paso al exterior de materiales de deshecho, enzimas di-
gestivas y otros productos que debe eliminar la bacteria (1,29).

El material encerrado por 1a pared celular es el protoplasma, el que
consiste de la membrana citoplasmica que determina el grado de permea-
bilidad selectiva de las sustancias que pasan dentro y fuera de la célula.
E) protopiasma contiene miles de ribosomas, membranas y uno 0 mas cro-
mosomas (1,29).

Las bacterias son muy dificiles de observar en el microscopio com-
puesto. Cuando se cultiva una bacteria en un medio nutritivo, su progenie
produce una masa visible 11amada colonia. Estas colonias de las diferentes
especies pueden presentar variaciones de forma, tamafo, color, tipo de
orilla, elevacion, etc., 1as que pueden medir desde una fraccion de milime-
tro hasta varios centimetros de didmetro. Pueden ser circulares, ovaladas
o irregulares. Sus orillas pueden ser onduladas, angulares, lisas, etc. La
elevacion puede ser plana, concava, elevada, etc., y su coloracion puede va-




riar entre los tonos de blanco, gris, amarillo, rojo u otro color. Algunas
producen pigmentos difusos en el agar (1,7).

b. Reproduccion

Las bacterias fitopatdgenas en forma de bacilo se reproducen por
fision a gran rapidez. Bajo condiciones favorables las bacterias se pueden
dividir cada 20 minutos. De esta manera, una bacteria puede producir un
millén de bacterias en 10 horas. La reproduccion de éstas se ve limitada
por 1a disminucién de alimento, acumulacion de deshechos metabdlicos y
otros factores. A pesar de esto las bacterias si alcanzan nimeros enormes
en corto tiempo y causan cambios quimicos en su medio. Estos cambios
causados por las grandes poblaciones de bacteria son los que hacen de tan-
ta importancia el estudio de las enfermedades bacterianas (1,16).

c. Ecologia y diseminacidn

Algunas bacterias pueden formar endosporas muy resistentes. Es-
tas se producen de 1a capsula que envuelve a la bacteria. Las endosporas
son capaces de resistir prolongados periodos de sequia o exposiciones a
altas temperaturas. Casi todas las bacterias fitopatogenas se desarrollan
principalmente en la planta huésped como parasitos pero también parte de
su ciclo en el suelo como saprofitos. Existe mucha diferencia en el grado
de desarrollo en cada ambiente entre especies. Pueden también sobrevivir
en o sobre semillas de plantas o insectos. La diseminacion de las bacte-
rias de una planta a otra o a otras partes de 1a misma planta se lleva a ca-
bo principalmente por 1a accion de vehiculos como el agua, viento, roce de
material vegetativo enfermo con sano, animales y el hombre. Aln las bac-
terias que tienen flagelos se pueden mover muy poco por si solas (1,16).

d. Clasificacion e identificacion

Segln Agrios (1), 1a clasificacion mas reciente es en la que se in-
cluyen las bacterias dentro del Reino Prokariota que incluye organismos
celulares que no muestran una clara diferenciacion entre el nicleo y el ci-
toplasma. Este reino incluye las bacterias y algas verde-azules. Las bac-
terias fitopatégenas se clasifican dentro de la Clase | (Bacterias) de la Di-
vision |1 (bacterias indiferentes a la luz). La Clase Bacteria se subdivide
en 16 partes, 3 de las cuales corresponden a 1as bacterias fitopatogenas.




El nimero total de especies fitopatdgenas aun no se establece entre los
expertos. '

La Parte | incluye bacilos gram negativo y cocos aerébicos. Dentro de
este grupo se encuentran dos familias.

d.1. Familia Pseudomonadaceae que est4 integrada por bacte-
rias heterotréficas que atacan azlcares oxidandolas o fermentandolas. A
esta familia pertenecen 105 géneros Pssugomonas Y Xenthomonas (29).

Las bacterias que pertenecen al género Pseudomonas Son bastones rec-
tos o curveados. Miden de 0.5a 1.0 um por 1.5 a 40 um. Se mueven gra-
cias a uno 0 muchos flagelos polares. Muchas especies habitan el sueloy
el agua dulce o salada. Muchas bacterias patogenas atacan plantas, sin
embargo pocas afectan al hombre o a los animales. En las plantas causan
manchas foliares, marchitamiento, rayas foliares y enfermedades simila-
res. Pueden producir pigmentos verdes o morados (1,24,29).

E1 género Xanthomonas esta integrado por bastones rectos que miden de
0.42a 1.0 um por 1.2 2 3.0 um. Posee un flagelo polar que les permite mo-
verse. Sus colonias en medios nutritivos son generalmente de color amari-
1l0. La mayoria crecen lentamente. Todas las especies de este género son
fitopatdgenas y se encuentran viviendo Gnicamente en asociacion con pian-
tas o material de plantas. Generalmente causan necrosis en las plantas (1,
24,29).

d.2. Familia Rhizoblaceae que incluye a 10s géneros Rhizobium Y
Agrobacterium . Son bacterias heterétréficas que generalmente tienen de |
a 6 flagelos.

Las bacterias del género R4/zotium son capaces de fijar el nitrégeno
libre cuando viven en simbiosis con las plantas. El género Agrobacterium
esta formado por bacterias en forma de bastones de 0.8 por 1.5 a 3.0 um.
Son méviles debido a 1a presencia de | a 4 flagelos. Cuando se cultivan en
medios que contienen carbohidratos, producen abundante secrecion viscosa
de polisacaricos. Las colonias que forman no tienen pigmento y usuaimen-
te son lisas. En forma libre viven en la rizosfera o en el suelo. Pueden pa-
rasitar también el tallo (1,24,29).



La parte |l esta formada por bacterias gram negativo que sean anaerd-
bicas facultativas. Unicamente la integra una familia.

d.3. Familia Enterobacteriaceae que son fermentadoras activas.
Estas bacterias no tienen movilizacion. E1 género £rwinis es el Unico de 1a
familia. Son bastones rectos de 0.5a 1.0 pmpor 1.0 a 3.0 um. Todas las
especies del género son fitopatégenas. Causan necrosis seca, agallas,
marchitamientos y pudriciones blandas (1,24,29).

La Parte 111 incluye Actinomicetos y 10s organismos relacionados a és-
tos. Esta parte esta integrada por dos familias.

d.4 Familia formada por las bacterias con corineforma. Dentro
de esta familia se encuentra el género Coryasbacterium . Las miembros de
este género son gram positivo. Tienen forma de baston que puede ser recto
o0 levemente curveados de 0.5 a 0.9 um por 1.5 a2 4.0 pm. Generalmente no
tienen movilidad, pero algunas especies se mueven por uno o dos flagelos
polares. Pueden ser tanto aerdbicos como anaerdbicos (1,29).

d5. Familia Streptomycetaceae a 1a que pertenece el género
Streptomyces . Las bacterias de este género son gram positivo. Todas las
especies viven en el suelo. Producen conidios en hifas aéreas y su micelio
rudimentario es muy ramificado (1,29).

C. Manchas foliares

Una planta esta enferma cuando una o mas de sus funciones metabdli-
cas son alteradas debido a un patégeno o a ciertas condiciones ambienta-
les. Algunas veces la reaccion de 1a planta es de naturaleza quimica e in-
visible, otras veces puede que 1a reaccion se extienda y se den cambios
histoldgicos que se manif jesten macroscopicamente los cuales constituyen
los sintomas de 1a enfermedad. En el caso que la infeccion permanezca la-
tente o sea sin 1a aparicion de sintomas, puede que éstos aparezcan cuando
1as condiciones ambientales le sean propicias o 1a planta haya alcanzado
determinada etapa de madurez.

Las células y tejidos de plantas enfermas son debilitados o destruidos
por el agente bidtico o abidtico causante de la enfermedad. Asi se ve mer-
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mado o eliminado el funcionamiento normal de las células y tejidos. EI ti-
po de célulay tejido que se infecta determina la funcion fisiolégica que se
vera afectada. En el caso de una infeccién en el follaje como son 10S tizo-
nes, mosaicos y manchas foliares, se interviene 1a fotosintesis (1),

Un tipo de sintoma es la muerte de células o necrosis. Cuando la necro-
sis esta restringida a un drea se dice que es una necrosis localizada. La
necrosis localizada o mancha, es uno de los sintomas mas comunes en en-
fermedades bacterianas. Las bacterias invaden y se multiplican en las ca-
vidades subestomatales, y en espacios intercelulares y causan areas ne-
croticas localizadas. Estas manchas afectan a las células parenquimato-
sas. Pueden aparecer en hojas, tallos, frutos y brotes tiernos. Muchas ve-
ces su Inicio se observa como pequeias areas acuosas. Con el tiempo las
células mueren dando como resultado una mancha parda o negra, general-
mente circular y en algunos casos con un halo amarillo alrededor (1,16,29).

En climas humedos el tejido infectado muchas veces produce masas de
bacterias que se esparcen a tejido sano donde inician una nueva infeccion. -
La mayorfa de manchas bacterfanas son causadas por bacterias de 10s gé-
Neros Pssudomonas Y Xenthomenss . Muchas veces 10s tizones son la expre=
si6n final de ataques severos de manchas. En dichos casos, 1as manchas
pueden ser tan numerosas que destruyan la mayoria de 1a superf icie de las
hojas y la planta aparece atizonada (1.

Las manchas localizadas en las hojas pueden ser también sintomas ca-
racteristicos de virus. Los hongos pueden producir sintomas similares,
desde manchas pequefias necréticas hasta dreas grandes necréticas ovala-
das (29).

1. Manchas foliares del cardamomo
a. Causadas por bacterias
a.1. Dano foliar por una posible bacteriosis
Se presenta como una necrosis en los tejidos de las hojas, la
cual algunas veces se desarrolla partiendo de la vena central hacia las ori-
11as de 1a hoja. La mancha da un color pardo en el tejido enfermo con apa-

riencia acuosa. Aparece con mayor frecuencia durante el invierno. Se re-
comienda graduar la sombra y limpiar constantemente (11).
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a.2. Tiz6n bacteriano o Chenthal

Esta enfermedad fue reportada en 1a India. ES causada por co-
rynebecterium sp. Su control se realiza con penicilina el cual resulta sa-
tisfactorio (9,10).

b. Causadas por hongos
b.1. Dafio foliar por una posible Cercospors

Esta enfermedad afecta el sistema foliar y 10s frutos. En las
hojas el dafio se manifiesta por una mancha de color pardo claro con un ha-
10 gris en el centro de 1a mancha. En el fruto, 1as manchas son similares
con la consiguiente reduccion en su calidad. En 1a India se‘reportd una
mancha foliar causada por Cercospora zingiberi. Su dano prevalece duran-
te todo el afio, aunque se hace mas severo después de 1as lluvias. Luttmann
(17), afirma que €1 dafio en Guatemala se debe a Cercospors sp., 1a cual se
propaga por esporas que aparecen sobre el haz de 1as hojas (11,17,21).

Esta mancha se inicia por puntos de color rojizo que van aumentando de
tamafo con el tiempo hasta que finalizan stendo manchas de forma circu-
1ar, color pardo en el centro y amarillo en la orilla. Estas crecen hasta in-
vadir completamente 1a hoja (17).

Para su control se recomienda buena ventilacién y una sombra uniforme,
bien regulada desde 1a plantacion en el campo definitivo. Si 1a plantacién
ya est4 bien formada, se debe sembrar arbustos de rapido desarrollo para
que aporten una sombra adecuada (11,17). Algunos autores (1 1,14), reco-
miendan un control quimico con cobre. Otros (17), sin embargo consideran
esto problematico en sus bases técnicas y econémicas debido al follaje de
las plantas de cardamomo.

En una investigacion hecha en la India acerca de 1a susceptibilidad va-
rietal @ Cercospors zingiberi, resultaron mas resistentes las plantas de
inflorescencia erecta que postrada (21).

b.2. Mancha de 1a hoja en almacigo

Es una enfermedad del almacigo aunque algunas veces se ha
visto en el campo. Esta causada por €l hongo Phyllestica elettariae . Los
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sintomas se presentan como manchas circulares pardas con un punto gris
en el centro. Con el tiempo, 1a hoja se torna amarillay se seca. Las hojas
mas jovenes son mas susceptibles que las hojas inferiores. Las plantas
mayores son mas resistentes. La variedad Malabar es muy susceptible (15,
19,22).

b.3. Mancha foliar causada por Sphace/oma cardemom/

Esta es una mancha que se reporto en 1a India. Prevalece du-
rante todo el afo aunque su dafo es mas severo después del periodo de 1lu-
vias (21).

b.4. Herrumbre del cardamomo

Causada por Phakapsore elettsrige. ES una enfermedad que fue
reportada en la India (20).

b.S. Mancha foliar causada por Phaeoirichoconis crotelerise

El agente causante de 1a enfermedad es un hongo que ataca
tanto 1as hojas viejas como las jovenes. Su dafio se presenta como areas
irregulares con apariencia de papel blanquecino con un margen pardo. Bajo
condiciones de humedad, 1as areas necroticas se agrandan y se unen. En
condiciones secas, la parte central de 1a lesion se seca y luego se quiebra
(6,26).

En los Cuadros 1y 2 se resumen las enfermedades mas comunes del
cardamomo en Guatemala.

D. Diagnosis

Los dos aspectos visibles en 10s que se basa la diagnosis en las enfer-
medades de plantas son sintomas y signos. Los sintomas son expresiones
o respuestas de 1a planta a un ataque. Signos, son la presencia del pato-
geno o sus partes (29).

La diagnosis de manchas y tizones bacterianos se hace en base a la
morfologia de los sintomas, 1a ausencia de otros patdgenos y la presencia
de un gran nimero de bacterias en el area afectada. Si la lesion no presen-
ta signos de hongo, conviene siempre inducir 1a esporulacion. Esto se hace




Cuadre 1. Enfermedades mas comunes del cardamomo en Gua-
temala segun DIGESA

Procedencia Patogeno

Finca El Zapote, Escuintla Colletotrichum, Cercos-
pors

Caserio Pasac, Aldea Xe juyup, Na-

huala, Solola Bacterias
Finca Sacoyou, Coban, Alta Verapaz Bacterias
Panzds, Alta Verapaz Bacterias

Costa Sur, productora de cardamomo  ~ Virus del mosaico
Finca San Isidro, Coban, Alta Verapaz Virus del mosaico
Plantaciones de cardamomo del depar-

tamento de Alta Verapaz en forma ge-
neralizada Cercaspors

Fuente: Laboratorio de Parasitologia, Departamento de Sa-
nidad Vegeta, DIGESA, Ministerio de Agricultura, 1980.
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Cuadro 2. Enfermedades mas comunes del cardamomo en Guatemala segun
el Instituto Técnico de Capacitacion y Productividad

Nombre comin Incitante Sintomas Orgeno afectado Localizacion

Tizén foliar  Bacteria? Manchadoy ne- Hojas, tallosy Lugares frios
crosis de ho- capsulas y humedos
jas y capsulas

Marasmius Marasmius? Parte envaina- Base del tallo Costa del Pa-

dora cifico
Pudricion Pythium sp. Pudricion de ~ Raices General
raices y rizo-
mas
Mosaico Virus Mosaico tipico Hojasy tallos Costa del Pa-
cifico

Fuente: GUATEMALA. Instituto Técnico de Capacitaciény Productividad.
Manual del cultivo del cardamomo. Guatemala, 1981. 29 p.
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incubando hojas en cdmaras de humedad. La forma mas adecuada en probar
que una bacteria es el patdgeno, consiste en el aislamiento de 1a bacteria
en un cultivo puro, para inocularia en plantas sanas en donde tedoricamente
se produciran 10s sintomas de 1a enfermedad. Una prueba que no debe omi-
tirse al aislar una bacteria desconocida es la prueba de gram (1,27,28).

1. Aislamiento
8. Medios de cultivo

Las bacterias fitopatdgenas se pueden dividir en dos grandes grupos.
Un grupo lo integran aquellas que pueden ser facilmente aisladas de las le-
siones de las plantas y que crecen en medios bacterioldgicos estandar. Es-
tas tienen requerimientos de nutrientes especificos que no pueden manu-
facturar de las sustancias presentes en el medio. Se les llama “fastidio-
sas " (24,28).

Las miembros del primer grupo se pueden diferenciar relativamente fa-
cil en base a las caracteristicas de 1as colonias en ciertos agares y algu-
nas pruebas claves como la prueba de gram. Las miembros del segundo
grupo son relativamente nuevas para los fitopatdlogos y se tratan de iden-
tificar en base a su crecimiento en medios complejos, presencia 0 ausen-
cia de pared celular, prueba de gram y anaerobiosis obligada (28).

Cuando el posible causante de una enfermedad es una bacteria, es acon-
sejable aislarla en medios con peptonas, extracto de carne, o levadura, 10
cual permite el crecimiento de una diversidad de bacterias y otros orga-
nismos. El extracto de carne contiene las sustancias solubles en agua de
tejido animal. Estas incluyen carbohidratos, compuestos nitrogenados or-
ganicos, vitaminas hidrosolubles y sales. Las peptonas son la fuente prin-
cipal de nitrégeno organico, pueden contener también algunas vitaminas y
algunos carbohidratos dependiendo del tipo de material proteinico digeri-
do. Son también fuente que da acceso facil al carbono. El extracto de le-
vadura es muy rico en vitaminas del complejo B. También posee nitrogeno
organico y compuestos organicos (7,24,27,28).

La temperatura, ambiente gaseoso y pH son factores f isicos que tam-
bién deben tomarse en consideracion al establecer condiciones 6ptimas pa-
ra el cultivo de la mayoria de especies bacterianas (24).
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b. Cultives

Las muestras de plantas enfermas a utilizar deben estar en bue-
nas condiciones y presentar tantos estados de evolucion de 1a enfermedad
como sea posible. Se deben mantener protegidas del calor y de Ia pérdida
de agua (27).

Hay varias técnicas para aislar 10s agentes causantes de una enferme-
dad. Dentro de éstas estan el raspado de 1a lesion, colocacion del tejido en
el medio nutritivo y maceramiento del tejido infectado. Luego de hacer el
cultivo, se pueden observar 1as colonias de bacterias y procederse al ais-
lamiento para obtener cultivos puros (1,24,28).

2. Inoculacitn

En el laboratorio hay diferentes maneras de preparar el indculo. Un
método muy utilizado es incubar 1as bacterias de cultivos puros en solu-
ciones nutritivas. Otro método es preparar el indculo directamente del te-
jido lesionado. Este método se utiliza cuando los cultivos en medios nu-
tritivos pierden su virulencia. Es importante mencionar que 1a concentra-
cion de indculo puede afectar 1a severidad de 1a enfermedad adin bajo con-
diciones ambientales favorables (8,25,28).

La inoculacién consiste en 1a introduccion de indculo en 1a planta. En
la naturaleza, 1a penetracidn de las bacterias en 1as plantas es por abertu-
ras naturales o heridas. En el laboratorio se imitan estas maneras con di-
ferentes técnicas. Se pueden utilizar alfileres o instrumentos punzantes
para hacer orificios en 1a planta, sumergir fruta caliente en suspensiones
frias de indculo de manera que haya infilitracion al fruto del agua que
transporta a las bacterias, asperjar a presion, frotar con abrasivos e in-
yectar (1,3,4,8,23,25).

3. Incubacion

El periodo de incubacién puede depender de la combinacion patogeno-
hospedero, estado de desarrollo del hospedero, temperatura, humedad y es-
tado de patogenicidad del patogeno. En el laboratorio las camaras de incu-
bacion favorecen la incubacion del patdgeno inoculado en las plantas (4.8,
23).
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Los sintomas pueden aparecer en un rango amplio de tiempo, rapi-
damente después de 2 a 4 dias o hasta 2 a 3 afos después de 1a inoculacion.
Generalmente los sintomas aparecen de unos dias a unas semanas después

de 1a inoculacion (1).
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11l. MATERIALES Y METODO

A. Localizacion del area experimental

Se trabajd con plantas provenientes del almacigo en la Finca Acacias,
situada en el Municipio de Nueva Concepcion, departamento de Escuintla,
Guatemala. Este municipio se encuentra a una altura de 60 a 70 metros
sobre el nivel del mar y su temperatura promedio anual es de 28 °C. El es—
tudio se desarrollo en el laboratorio de Patologia Vegetal de 1a Universidad
del Valle de Guatemala donde se construy6 un invernadero.

B. Materiales empleados

Las muestras de hojas infectadas eran proporcionadas por el extensio-
nista de la zona norte y sur cardamomera del pais. Se cortaban hojas en-
fermas en el campo y rapidamente se introducian a bolsas plasticas. Estas
muestras se traian el mismo dia al laboratorio donde se guardaban a una
temperatura de 4 °C.

Se observaron varias muestras bajo el estereoscopio y se hicieron ras-
pados de la lesion para observar al microscopio. EnlaFigura | se puede
observar un esquema general del métedo inicial, el cual se describira a
continuacion. Para inducir esporulacién se hicieron dos tipos de camaras
de humedad. En la primera, dos cortes de cada uno de los tres estados de
la mancha ( joven, adulto y viejo) se colocaron en seis cajas petri con una
servilleta mojada. Se taparon las cajas y se colocaron dos a una tempera-
tura ambiente, dos a 26 °C y dos a 28 "C, donde se dejaron por dos sema-
nas. En el segundo tipo, de cada uno de los tres estados se colocaron dos
cortes en tres tapaderas de cajas petri que fueron colocadas en una ca ja
plastica de 40 cm por 30 cm y 20 cm de alto previamente forrada en su
fondo por servilletas empapadas de agua. La caja plastica se dejo cerrada
por dos semanas en una incubadora a 26 °C.

Se hicieron medios de cultivo tanto para el aislamiento de bacterias
como de hongos. Entre los medios de cultivo que se utilizaron para el ais-
lamiento de bacterias se tienen los siguientes:
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Figura 1. Esquema general para el aislamiento del orga-
nismo causante de 1a mancha foliar
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1. Agar nutritivo glucosa (NGA) g/1

Extracto de carne 3.0
Peptona 5.0
Glucosa 25
Agar 15.0

2. Agar dextrosa-extracto de levadura-CaC02 (YDC)

Extracto de levadura 10.0
Dextrosa 20.0
CaCo0z2 20.0
Agar : ; 15.0

3. Agar de caldo nutritivo-extracto de levadura (NBY)

Caldo nutritivo 8.0
Extracto de levadura 2.0
K2HPO4 2.0
KH2P04 05
Agar = . 5100

50 ml de glucosa al 10%
1.0 mi MgS04 « 7H20 1M

4. King's Medium B Agar (KB)

Peptona proteosa 20.0
K2HPO4 e 3H20 1.5
MgS04 e 7H20 1.5
Agar 15.0

15 m1 glicerol

Para el aislamiento de hongos se prepararon los siguientes medios de
cultivo:

1. Papa-dextrosa-agar g/1
Papa 200.0
Dextrosa 20.0

Agar 17.0
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2. Agar de comida de conejo g/1
Comida de conejo 25.0
Agar 15.0

3. Agar V-8
CaC02 3.0
Agar 20.0

200 ml jugo V-8

Se prepard un agar especial de hoja de cardamomo. Se hizo con el ex-
tracto obtenido de 1a maceracion de 50 g de tejido joven de hojas de car-
damomo con agua. A este extracto se le agregd 4 g de agar derretido en 1/4
de litro de agua.

Todos los medios se autoclavearon por 15 minutos a una presion de 15
libras/ pulgada cuadrada y se virtieron tanto en cajas petri como en tubos
de ensayo, observe las Figuras 2y 3. Se mantuvieron a 4 °C agrupados en
bolsas plasticas debidamente identificados.

Para hacer los cultivos se trabajo en la cdmara ascéptica. Esta se lim-
pi6 continuamente con alcohol y se le dejé prendida la luz ultravioleta
cuando no se trabajo para mantenerla libre de contaminantes. El asa se
terilizé con etanol al 95% y con llama hasta el rojo vivo. Los rayados se
hicieron de 1a forma convencional, a cuatro angulos rectos. Se evaluaron
tres distintas pruebas para determinar qué método era el mas adecuado
para hacer cultivos, ver Figura 4. Para los tres casos, sé tomo muestras
de hojas infectadas. Se cortaron cuadros pequefios (0.5 por 0.5 cm) de
manchas, los cuales se dejaron por tres minutos en clorox al 10%. Luego
se lavaron con agua destilada. La primera prueba consistio en el raspado
de 1a lesion con el asa esterilizada para luego hacer el rayado en el medio
de cultivo. Para la sequnda prueba se tomé el tejido con el asa esteriliza-
day se rayo el medio nutritivo con é1, el cual se dejo dentro de la caja pe-
tri. Este fue el método utilizado posteriormente. En la tercera prueba se
pesaron 10 gramos de tejido que se maceraron. Con este macerado se hi-
cieron tres diluciones en agua destilada en proporciones: 1:10, 1:100y
1:1000. Con el asa esterilizada se hizo el rayado utilizando cada dilucion
en los diferentes medios nutritivos.
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De cada medio nutritivo para el aislamiento de bacterias (nutritivo-
glucosa, dextrosa-extracto de levadura-CaC02, caldo nutritivo-extracto de
levadura y King's Medium B) se hicieron cuatro repeticiones de cultivo uti-
lizando el método de rayado con el tejido. Las colonias se aislaron a culti-
VoS puros en dos tubos de ensayo y una caja petri del mismo medio nutriti-
vo manteniéndose en la incubadora a 26 *C como puede observarse en la Fi-
gura 5. .

Se hizo también cultivos anaerdbicos en “Gas Packs™ donde se colocaron
dos repeticiones de cada uno de los medios mencionados en el parrafo an-
terior ademas del agar de cardamomo. Se tratd de crear un ambiente anae-
rébico también colocando una candela encendida dentro de un bote con los
cultivos que posteriormente se cerraba. Dentro de las pruebas de identifi-
cacion, se hizo 1a prueba de gram.

Se prepard indculo de bacterias a partir de cultivos puros y directa-
mente de )as lesiones. Como se observa en la Figura 6, cuando los cultivos
puros tenian cinco dias se procedia a preparar el indculo. Se tomé con el
asa esterilizada una masa de células de una colonia de bacterias. Esta se
colocd en un erlenmeyer de 250 m1 que contenia 50 m1 de NBY liquido (sin
agar) y se dej6 durante 15 horas en un rotador dentro de la incubadora a 26
*C. Luego se tomé 1 ml de la suspension y se le agregd a SO ml de NBY 1i-
quido. Nuevamente se le dejo incubando en el rotador dentro de 1a incuba-
dora por un tiempo de 4 a 6 horas, hasta alcanzar turbidez en 1a suspen-
sién. Se leyd en el espectrofotémetro la absorvancia de cada suspension
de indculo. Este tipo de indculo se aplico en las plantas de cinco distintas
maneras que son frotado, cortado, inyectado, agujereado y asperjado. El
metodo de frotado consistid en la aplicacion de carborundum en el haz y
envés de tres hojas de cada planta donde se frotd el indculo con un morte-
ro. En el segundo método, se hicieron cortes con una hoja de afeitar nueva
a lo largo de la nervadura central de tres hojas a una distancia de 0.5 cm.
Estos cortes se hicieron también en la parte superior del tallo a lo largo
de 8 cm. Posteriormente el indculo se aplicd con un mortero. Para el mé-
todo de inyectado se utiliz una inyeccidn de aguja sumamente delgada con
la que se inyectd el indculo en el tallo y la nervadura central de dos hojas.
En el método de agujereado se utilizo una esponja redonda de 2.5 cm de
diametro a la que se le introdujo diez alfileres. Se sumergio la esponja en
el inéculo y se hizo los agujeros en toda la superficie de la hoja principal-
mente en 1a nervadura central. Simultaneamente se exprimio el indculo de
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1a esponja, inoculandose asi tres hojas por planta. Para el quinto método,
el de aspersion, se vertio el indculo con carborundum dentro de un soplete
y se roci6 toda 1a planta a una presion de 30 a 40 libras/pulgada cuadrada.

E1 indculo preparado a partir de manchas foliares, se hizo pesando un
gramo de los tres distintos estados de 1a mancha: joven, adultoy viejo.
Se maceraron las manchas de cada grupo separadamente y con agua desti-
lada se hicieron diluciones 1:10. Esta clase de indculo se aplico Unicamen
te con el método de agujereado descrito anteriormente, ver Figura 7.

La preparacion de indculo de hongos se hizo a partir de cultivos puros.
En un caso, se procedié a lavar con agua destilada el cultivo esporulando y
- se recolect6 el agua del lavado que contenia el hongo en suspension. Esta
suspension se inoculd por los métodos de asperjado y agujereado. El otro
método investigado fue el de cortar trozos de 1 por 1 cm de cuitivo puro
del hongo (con el medio nutritivo) 1os cuales se colocaron en las hojas su-
jetados por un alfiler. Se colocaron cinco trozos en cada una de 1as dos
hojas inoculadas por planta.

Con el objeto de ver si 1a enfermedad se debia a 1a interaccion de dos
organismos, a un grupo de plantas se le asperjé hongo y se dejé en incuba-
cion para luego asperjarle indculo de bacterias.

Para la incubacion de bacterias y manchas, se construyeron ocho cama-
ras de humedad de marco de madera de 1.8 por 1.0 m que se cubrieron
completamente con plastico transparente. En cada una se colocaron las
ocho plantas inoculadas con el mismo organismo durante 48 horas. Des-
pués de las primeras 24 horas, se rociaron con agua dos veces. Luego de
concluidas 1as 48 horas, se trasladaron al invernadero para esperar 1a apa-
ricion de sintomas. '

Para la incubacion de hongos se construyeron cajas de marco de madera
de 1.0 por 0.45 m que se cubrieron con plastico negro. En éstas se coloca-
ron las plantas inoculadas durante 48 horas. Se rociaron de la misma ma-
nera que para el caso de las bacterias. Luego de transcurridas las 48 ho-
ras, se dejaron en una sombra alejadas del invernadero.

En la Figura 8 se puede observar un esquema de los distintos métodos
de inoculacion usados y su incubacion.
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Figura 7. Preparacion de indculo a partir de mancha foliar
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Como pruebas fuera del laboratorio, se mandaron muestras al Dr. Tho-
mas Burr bacteriélogo de 1a Universidad de Cornell en Nueva York. El hizo
aislamientos e inoculé.bacterias en plantas sanas. También hizo observa-
ciones de hojas enfermas en el microscopio electrénico.

C. Diseio experimental

Las plantas fueron colocadas en el invernadero siguiendo el diseno de
parcelas divididas.

D. Manejo del experimento

Para sembrar las plantas a utilizar, se esteriliz6 la cama germinadora
con bromuro de metilo (1.5 libras/metro cuadrado). A los cuatro dias se
procedié a sembrar semillas de cardamomo de las variedades Malabar y
Mysoure. Se regd y aplicé fungicidas (apareci6 un hongo) cada tres dias. .
Treinta dias después de 1a siembra se transplantaron al lugar del almacigo.
Se fertiliz6 con 15-15-15 dos veces, quince dias después del transplante
y con intervalos de veinte dias. Luego se aplicé urea veinte dias después
de 1a Gltima aplicacion del triple quince. Se continué con fertilizacion fo-
liar cada veinte dias, aplicacion de fungicida cada quince y riego cada tres.
Las plantas se trasladaron al invernadero a los seis meses de edad.

En el invernadero, se llenaron macetas y bolsas de dos litros de capaci-
dad con una mezcla de tierra, materia organicay arena a razon de 2:1:1. Se
esterilizo 1a tierra de las macetas y bolsas con bromuro de metilo. Se
procedié luego a sembrar una planta en cada bolsa o0 maceta. Se efectuaron
tres desbajeradas y se fertilizo foliarmente cada quince dias. Se aplicé
urea dos veces y un fertilizante completo. El riego se hizo cada cuatro di-
as y nunca se aplico pesticidas a las plantas en el invernadero. Se empez0
a trabajar con las plantas dos meses después de sembradas en el inverna-
dero.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

La mancha foliar estudiada se conoce en el campo como “Cercospora’,
es decir que se considera que el agente causante es un hongo del género
Cercospors . ESto se le alude posiblemente porque 1as enfermedades cau-
sadas por 1os miembros de este género, generalmente son manchas folia-
res que se inician como manchas rojas o amarillas las cuales rapidamente
se agrandan hasta tornarse de color gris-cenizo con una textura parecida a
la de un papel. Luttmann (17) que describe una mancha foliar causada por
Cercospors sp. dice que ésta se inicia como una mancha de color rojizo. En
las muestras tratadas en el 1aboratorio se observo una mancha amarilla en
su inicio, 1a cual se convierte en una mancha pardo claro con el centro os-
ro y un halo clorético alrededor. La mancha que Luttmann (17) y otros au-
tores describen finaliza con el mismo aspecto a 1o que fue observado en el
laboratorio. ANACAFE (11) que plantea la duda que 1a enfermedad sea cau-
sada por Cercospers sp. N0 menciona el halo clorotico.

Generalmente cuando el dafo es causado por Gercespors sp. e observan
conidios sobre 1a superficie de 1as hojas. Luttmann (17) menciona que és-
tos se observan en el haz de 1a hoja. En 1as muestras observadas en el la-
boratorio no se observaron conidios ni signos de otro hongo en el area de 1a
mancha. Por esta razon, el halo clorotico caracteristico de manchas bac-
terianas y el hecho que Cercospore sp. se ve favorecida por temperaturas
altas y 1a mancha del cardamomo se ha observado con mayor incidencia
después de heladas o en areas frias, se considera que Cercospora sp. NO €S
el agente causante sino una bacteria. Ademas se tenia referencia que la
Dra. Ann Alvarez de 1a Universidad de Hawaii habia aislado una bacteria.

En las camaras de humedad para esporulacién, aparecio un hongo de mi-
celio blanco, aproximadamente cinco dias después del cultivo. Se culti-
v6 el hongo y como una prueba interesante se inoculo e incub0 pero no se
obtuvo sintoma. Este fue el mismo hongo obtenido en los cultivos, pero to-
das las pruebas de patogenicidad dieron resultados negativos. El hongo se
consideré como un posible agente secundario.

En todos los cultivos aerdbicos (excepto RFA) aparecié una misma bac-
teria que sera 11amada “clave”. También se obtuvieron otras bacterias las
cuales se describen en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Caracteristicas de las bacterias aisladas en medios puros a ni-
vel de laboratorio

Bacteria Color Textura Bordes Olor Crecimiento
Clave | crema no- lisa | bien delinea-|desagrada- | rapido2
fluorescente dos ble
A blanco lisa difusos no rapidod
B blanco lisa aserrados no rapidod
C blanco lisa bien delinea-| no rapido
dos
D blanco lisa bien delinea-| no rapido?
dos

@ crecimiento rapido se refiere a que no se necesita lente de aumen-
to para ver las colonias en menos de siete dias.
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E1 Dr. Burr aisl6 también 1a bacteria clave. E1 comenta que esta bacte-
ria parece ser una £nterobecter sp.  Observé también, que concentraciones
altas de las bacterias clave se encontraban en toda el area de las hojas con
mancha. Con el objeto de comprobar si 1a bacteria existia en plantas apa-
rentemente sanas se hicieron cultivos de estas hojas, pero los resultados
fueron negativos. Luego se hizo cultive de hojas que previamente hubieran
sido inoculadas con 1a bacteria clave, pero de nuevo los resuitados fueron
negativos. -

Cuando se inoculé 1a mayoria de plantas, 1a temperatura ambiental ba-
j6 a aproximadamente 15 *C. Esto se consideré favorable para la incuba-
cién del patégeno. Después de inoculadas las plantas, se esperd ocho me-
ses, sin embargo no se obtuvo sintoma. El Dr. Burr tampoco obtuvo sinto-
ma en sus plantas. :

Después de dos meses de l1a inoculacion, cuando ya se habia concluido
que no aparecerian los sintomas se plantearon tres cuestiones: -

Primera: si labacteria clave no era el agente causante, se debia aislar
el verdadero agente causante. Podria ser una bacteria dificil de aislar o
fastidiosa. Con esta inquietud se preparé el agar de cardamomo pensando
que la bacteria causante necesitaria de alguna sustancia presente en el
cardamomo que no se encontraba en los medios de cultivo utilizados. En el
agar de cardamomo se obtuvo Unicamente la bacteria clave. Se presento
también 1a incognita de que fuera anaerébica. Sin embargo, en los cultivos
anaerdbicos no se obtuvo colonias de bacterias.

Segunda: aunque la bacteria causante fuera dificil de aislar o los culti-
vos de laboratorio perdieran su virulencia, deberian de aparecer sintomas
de 1a enfermedad si se inocularan directamente las manchas de hojas in-
fectadas. Sin embargo, el resultado de esta prueba también fue negativo.

Tercera: silabacteria clave era el agente causante pero no se le pre-
sentaron las condiciones dptimas para infectar a la planta y producir sin-
tomas, debieran alterarse los factores externos pero continuar inoculando
la misma bacteria. Podria ser que 1a edad de las plantas fuera un factor de
importancia debido a que 1a enfermedad se observo en el campo general-
mente en plantas adultas y no en la edad de las plantas con que se traba jo.
Otros factores podrian ser la temperatura y la humedad. Para eliminar to-
das estas posibilidades y tener todos los factores externos a favor del or-
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ganismo causante, se sugiere inocular plantas adultas en el campo en un
area donde haya mancha foliar. Se deberd marcar exactamente el lugar en
la hoja donde se inoculara la bacteria clave. Como se tiene la certeza que
las condiciones ambientales son favorables para el desarrollo de la enfer-
medad pues 1a mancha foliar ya se encuentra naturalmente, 1a aparicién de
sintoma en 10s lugares inoculados y marcados en 1as hojas comprobara que
la bacteria clave es el agente causante de 1a enfermedad.

Las lecturas en el espectrofotémetro se hicieron para tener una idea de
la absorvancia a 1a que se habia inoculado. Serfa aconsejable hacer lectu-
ras del indculo que se 1levaria al campo para tener una referencia en el ca-
50 de que aparezcan sintomas.

Para tener mayor humedad las camaras de incubacion deberian tener una
brisa constante. Con esta inquietud se probé meter plantas en jaulas de
gaza que se mojaban con agua, pero la gaza se secaba demasiado rapido y
no mantenia 1a humedad.

Dentro de 10s métodos de inoculacion utilizados, el que resultd ser el
més réapido y cémodo, fue el de alfileres en la esponja. Este método permi-
tia echar el indculo simultaneamente que se hacia la lesién. Se recomien-
da para inocular en el campo. La técnica de inyeccidn tenia el problema
que debido al grosor de las nervaduras de 1a hoja, se hacia dificil inyectar.
Los otros métodos eran mas tardados.

El método mas adecuado para aislar la bacteria clave fue el método de
corte y rayado con éste. Este erarapidoy se obtenian colonias bien dife-
renciadas.

La prueba de hongo y bacteria se hizo para ver 1a posibilidad de que am-
bos organismos intervinieran en la enfermedad. Los resultados fueron ne-
gativos.

Bajo las condiciones del experimento se rechaza la hipdtesis que el
causante de 1a mancha foliar sea una bacteria, sin embargo adn cabe la po-
sibilidad que en el campo se afirme la hipdtesis.
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Y. CONCLUSIONES

. 1. Debido a la presencia del halo clorético caracteristico de manchas bac-
terianas en 1a lesi6n, ausencia de signos de hongo en 1as muestras estudia-

“das y 1a temperatura que propicia el desarrolio de 1a enfermedad se consi-
dera que el agente causante de 1a mancha foliar del cardamomo es una bac-
teria.

2. Bajo las condiciones del experimento no puede afirmarse que la bacte-
ria clave alslada sea la causante de 1a mancha folfar, Sin embargo, varian-
do 10s factores externos y utilizando la misma bacterta como inoculo, hay
bastantes probabilidades de confirmar su patogenicidad.
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