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RESUMEN

México ocupa mundialmente el décimo lugar como productor de tomate rojo
(Solanum lycopersicum L.), pero es el tercer comercializador de esta hortaliza en el

mundo con voliumenes de exportacion cercanos a los 600 mil ton anuales.

El tomate es una hortaliza muy conocida a nivel mundial; en México es una de
las hortalizas mas importantes, por el numero de hectareas sembradas, generando
un mayor numero de empleos y entrada de divisas, en el afio 2001 se sembrd una
superficie de alrededor de 71,000 has, el volumen de produccion fue del orden de 1,
943,000 ton, la entrada de divisas también fue de 552.8 millones de dolares.

El cultivo del tomate en las zonas horticolas de México se encuentra afectado
por diferentes enfermedades foliares, entre las cuales se encuentran las causadas
por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria y Pseudomonas syringae pv. tomato, es
por tal razén que el presente trabajo tiene como objetivo evaluar la produccion de
xantano un expolisacérido del género Xanthomonas que funciona como mecanismo
de proteccion para la sobrevivencia a condiciones desfavorables. Se llevaron a cabo
aislamientos empleando método de tejido enfermo por diluciones, se seleccionaron
tejidos de plantas mas dafiados de cada muestra. EI material obtenido se sembré en
medios de cultivo KB, se selecciond la colonia bacteriana caracteristica al género
Xanthomonas, llegando hasta la identificacion de Xanthomonas vesicatoria (causante
de la Mancha Bacteriana en tomate). La cepa de Xanthomonas vesicatoria obtenida
por aislamiento de tejido enfermo de color amarillo huevo y una cepa previamente
identificada proporcionada por la MC. Ma. Elizabeth Galindo Cepeda del
departamento de Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro de
coloracion verde ambas sometidas a rayos de luz UV e inoculadas en plantas de
tomate. Los rayos de luz UV redujo la rapidez en expresar los primeros sintomas de

Xanthomonas vesicatoria después de inoculadas.

Palabras clave: tomate, Xanthomonas vesicatoria, xantano, proteccion.



INTRODUCCION

En México se siembran 512,000 ha con hortalizas lo que equivale un 3.5 %
de la superficie nacional; en esta superficie el 13 % corresponde al tomate rojo
(Solanum lycopersicum L.), y el 4 % al tomate verde. La economia agricola mundial,
anualmente, se ve afectada debido a enfermedades causadas por agentes de
diversa indole, entre los cuales figuran preponderadamente, los hongos, bacterias,
virus y nematodos. Aun en paises de grandes recursos cientificos y técnicos, se
habla de pérdidas que en forma global, fluctdan, entre el 7 y el 8 % de cosecha total
(Romero, 1993). Las enfermedades en los cultivos horticolas constituyen uno de los
factores de mayor riesgo de pérdida en la produccion, por lo cual resulta importante

protegerlos del ataque de las mismas (Pérez y Rico, 2004).

El impacto econdmico de las enfermedades causadas por bacterias en los
cultivos agricolas ha ido en incremento en los ultimos afios, en gran medida por el
cambio en las condiciones climaticas. Cultivos como tomate se ven seriamente
afectados por enfermedades bacterianas tales como: Cancer bacteriano (Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis); Mancha Bacteriana (Xanthomonas
campestris); marchitez bacteriana (Ralstonia solanacearum) y recientemente
Candidatus Liberibacter solanacearum, transmitida por Bactericera (Paratrioza)
cockerelli (Virgen, 2011).

Las bacterias son microorganismos simples que consisten en general en
células procariontes individuales. Se conocen alrededor de 1,600 especies de ellas
(Agrios, 2005).



Actualmente existen unas 60 especies reconocidas que incluyen alrededor de
300 subespecies y patovares. La estructura celular de las bacterias fitopatogenas
igual que de otros procariontes se caracterizan por la falta de compartimento
intracelular en forma de organulos. La célula se compone de una envoltura o pared
celular y una membrana que engloba el citoplasma. Las bacterias fitopatdgenas se
distinguen de otros microorganismos fitopatogenos eucariontes en que estos Ultimos
tienen organulos intracelulares (mitocondrias, reticulo endosplamatico) vy
generalmente el material genético esta repartido en varios cromosomas Yy englobado
por una membrana que forma un ndcleo durante la mayor parte de su ciclo vital
(LI&cer et al., 1996).

El género Xanthomonas incluye mas patégenos de plantas que todos los otros
géneros juntos. Se ha demostrado que la mayoria de las especies que contiene no
se puede distinguir de X. campestris por consiguiente se han agrupado cinco de las
antiguas especies de Xanthomonas y mas de 110 antiguos patdgenos en la especie
X. campestris. Las manchas foliares y en frutos se originan por la colonizacion de los
espacios intercelulares y necrosis de los parénquimas debido a la infeccidn a través
de hidatodos, estomas, tricomas o lenticelas. Son los sintomas mas comunes
producidos por la mayoria de las especies de Pseudomonas y Xanthomonas (Llacer
et al., 1996). La mayoria de las bacterias fitopatogenas producen sustancias que
intervienen directa o indirectamente en la patogenia, entre las mas importantes se
incluyen fitotoxinas, exoenzimas, fitohormonas, sideroforos, antimetabolicos y
exopolisacaridos como los xantanos (Llacer et al., 1996). Siguiendo este principio las
bacterias del genero Xanthomonas generan ciertos materiales durante su
metabolismo que probablemente influyan para la protecciébn a medios criticos del
ambiente natural siendo este ultimo factor para la proliferacion de grandes problemas

en los cultivos atacados por Xanthomonas vesicatoria.



Objetivos

v Determinar la funcién protectora del polisacarido extracelular Xantan o

Xantano en la sobrevivencia de la bacteria Xanthomonas vesicatoria.

v Determinar el efecto de los rayos UV, sobre 2 cepas de X. vesicatoria y su
efecto en la patogenicidad sobre plantas de tomate (Solanum lycopersicum
L.).

Hipotesis

v’ Se encontrara supervivencia y viabilidad de al menos una de las cepas de la
bacteria Xanthomonas vesicatoria para la infeccion en plantas de tomate

después de ser expuesta a los rayos ultravioleta (UV).



REVISION DE LITERATURA

Generalidades del cultivo de Tomate (Solanum lycopersicum L.)

Importancia econémica

El tomate es la hortaliza mas importante en numerosos paises y su
popularidad aumenta constantemente. En la actualidad este cultivo ha adquirido
importancia economica en todo el mundo. El tomate o jitomate (Solanum
lycopersicum L.) es uno de los cultivos horticolas con mayor &rea cultivada y
produccion global. México ocupdé el noveno puesto en la produccion con 2,1 millones
de toneladas, siendo China el mayor productor con 31,6 y Estados Unidos el
segundo con 12,7. (Figura 1). En cuanto a la exportacién de tomate fresco, Espafia,
los Paises Bajos y México se disputan las tres primeras posiciones con cifras que
rondan mil millones de dodlares. Dada la importancia econémica de este cultivo, se
hace mas patente el esfuerzo tecnoldgico en cuanto a identificacién y tratamiento de
plagas y enfermedades, asi como en la produccién de semillas resistentes, nutricion
y técnicas de cultivo adecuadas a la zona productora PRODUCTORES DE
HORTALIZAS, (2006).



Produccion Mundial de Tomate.

Millones de Tm.

Figura 1. Produccién mundial de tomate (del afio 2002) tomado de INFOAGRO.

Ubicacion Taxondmica

Los tomates silvestres se agrupaban hasta hace poco tiempo en el género
Lycopersicum. Actualmente, ya incluidas en el género Solanum, se siguen
descubriendo y clasificando nuevas especies de tomates, como por ejemplo Solanum
arcanum y S. huaylasense en el 2005 (Peralta et al., 2005). Esta nueva clasificacion

se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion cientifica (Wikipedia, 2011).

http://es.wikipedia.org/wiki/Solanum_lycopersicum#cite_note-Peralta_et al 2005-22

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae

Orden Solanales

Familia Solanaceae
Género Solanum

Especie S. lycopersicum L.




La Familia Solanaceae

La familia Solanaceae posee cerca de 90 géneros y mas de 2,600 especies
de distribucion cosmopolita pero centrada en la zona tropical. Muchas de estas
especies son de interés econdmico, ya sea como cultivos industriales (tabaco,
Nicotiana tabacum), cultivos medicinales (Belladona, Atropa belladonna), cultivos
ornamentales (Petunia, Petunia hybrida) y especies tan importantes para el ser
humano como la papa (Solanum tuberosum), el tomate (Solanum lycopersicum L.), el
pimiento (Capsicum annuum), la berenjena (Solanum melongena) todos susceptibles
a dafo por heladas y a dafio por enfriamiento (Wikipedia, 2008).

http://es.wikipedia.org/wiki/Solanaceae

Caracteres botanicos

El tomate es potencialmente perenne y muy sensible a las heladas, lo que
determina su ciclo anual, de distinta duracién segun la variedad (Rodriguez et al.,
1997).

Sistema radicular.- El sistema radicular de la planta presenta una raiz
principal, pivotante que crece unos 3 cm al dia hasta que alcanza los 60 cm de
profundidad, simultdneamente se producen raices adventicias y ramificaciones que
pueden llegar a formar una masa densa y de cierto volumen. Sin embargo, este
sistema radicular, puede ser modificado por las practicas culturales, y asi cuando la
planta procede de un trasplante, la raiz pivotante desaparece siendo mucho mas
importante el desarrollo horizontal. Aunque el sistema radicular puede alcanzar hasta
1.5 m de profundidad, puede estimarse que un 75 % del mismo se encuentra en los

45 cm superiores del terreno (Rodriguez et al., 1997).

Tallo.- La planta de tomate es una herbacea, perene y relativamente de vida
corta, cultivada como anual, es ramificada de dos tallos sarmentosos pubescentes en
toda su superficie, semilefiosos sin dominancia apical, con crecimiento indeterminado

o determinado por un racimo floral predominando el primero. El tallo es sobre el cual
6



se desarrollan las hojas flores y frutos, del diametro puede ser de 2 a 4 cm vy el

aporte puede ser de crecimiento determinado e indeterminado (Castellanos, 2004).

Hoja.- Compuesta e imparipinada, con foliolos peciolados, lobulados y con
borde dentado, en nimero de 7 a 9 y recubiertos de los pelos glandulares. Las hojas
se disponen de forma alternativa sobre el tallo. EI mesofilo o tejido parenquimatico
estd recubierto por una epidermis inferior presente un alto nimero de estomas.
Dentro del parénquima, la zona superior 0 zona en empalizada, es rica en
cloroplastos. Los haces vasculares son prominentes, sobre todo en el envés, y
constan de un nervio principal. Una hoja tipica de las plantas tienen unos 0.5 m de
largo, algo menos de anchura, con gran folio terminal y hasta ocho grandes folios
laterales, que pueden ser a su vez compuestas. Los foliolos son usualmente
peciolados y lobulados, irregularmente con bordes dentados, las hojas estan
recubiertas de pelos del mismo tipo que los del tallo (Nuez, 1995).

Flor.- Las flores aparecen en racimos, siendo sencillos en la parte baja y
después mas divididos en ramificados. Las flores son pequefas, pedunculadas de
color amarillo, formando corimbos axilares; el céliz tiene 5 pétalos, corolada soldada
inferiormente, con 5 pétalos que conforman un tubo pequefio, los 5 estambres estan
soldados en estilo Unico que a veces sobresale de los estambres, el ovario contiene

muchos évulos. El numero de flores depende del tipo de tomate (Castellanos, 2004).

Fruto.- Baya que esta constituido por el pericarpio, el tejido placentario y las
semillas. El fruto puede recolectarse separandolo por la zona de abscision del
pedicelo, como ocurre en las variedades industriales, en la que es indeseable la
presencia de parte del peciolo, o bien puede separarse por la zona peduncular de
union al fruto. El fruto maduro es un ovario suculento comparativamente grande y
jugoso. De acuerdo con la variedad difiere en tamafo, forma, color, numero de

celdas y disposicion de las celdas (Edmond et al., 1984).



Existen dos tipos de cultivares de tipo determinado y de tipo indeterminado
como se indica en la Figura 2, los determinados producen una inflorescencia junto
con cada hoja o cada dos hojas, suelen ser mas precoces y de porte bajo,
terminando el tallo en un racimo floral. Los de tipo indeterminado presentan
inflorescencias mas espaciadas. El tallo termina en una yema vegetativa, lo cual

determina que la planta continte creciendo de manera indefinida (Devlin, 1989).

Figura 2. Tipos de Crecimiento del Tomate (Jaramillo et al., 2007).
a) Tomate de crecimiento determinado

b) Tomate de crecimiento indeterminado



Caracteristicas de las bacterias fitopatdgenas

Aislamiento y purificacion

Uno de los requisitos para considerar a una bacteria como el agente inductor
de una enfermedad, es aislar vy purificarla a partir del tejido enfermo. Para llevar a
cabo esta etapa existen diferentes metodologias y la eleccién de cualquiera de ellas
dependera del tipo de sintoma, 6rgano afectado, grado de avance de la enfermedad
y del material y equipo disponible. Entre las técnicas de aislamiento mas comunes se
encuentran las siguientes: maceracion del tejido, puncion directa, inmersion del tejido
en agua estéril y siembra directa del tejido enfermo. El aislamiento de los patégenos
por cualquiera de estas técnicas puede ser exitoso, siempre y cuando las muestras
presenten zonas de avance de la enfermedad y sean frescas, lograndose obtener al
o los patdgenos en cultivo puro. Un requisito indispensable para el control de las
enfermedades bacterianas, es la identificacion exacta de ellas. Actualmente existen
métodos muy sofisticados para la identificacion, que incluyen la determinaciéon de la
composicion y homologia del DNA, Polimerizacion en cadena (PCR) (Rodriguez,
2001).

Morfologia colonial

El aspecto general del crecimiento bacteriano en medio de cultivo, con
frecuencia nos da una idea acerca de su identidad por esto es conveniente tomar
muy en cuenta las caracteristicas de las colonias bacterianas, sobre todo al realizar
aislamientos de patégenos a partir de material enfermo, ya que de esta manera se
pueden descartar todas aquellas colonias que no presenten las caracteristicas del
patdgeno o patégenos esperados. Dentro del género Xanthomonas las colonias son
amarillo huevo, (aunque pueden haber blancas como X. albilineans), pulvinadas
brillantes y de consistencia mucoide, su diametro oscila entre 1-5 mm (Rodriguez,
2001).



Medios de cultivo

Para el cultivo in vitro de bacterias, se requiere de la elaboracion de un medio
que proporcione todos los requerimientos nutricionales que permitan su
reproduccion, los cuales se le conocen como medios de cultivo. Los medios de
cultivo contiene cuatro componentes esenciales: fuentes de carbono y nitrdgeno,
minerales y vitaminas. Existe una gran variedad de fuentes de carbono que se
pueden emplear en los medios de cultivo como son: alcoholes, peptosas, hexosas,
disacaridos, trisacéridos, polisacaridos, glicoles, glucésidos, &cidos e hidroxiacidos
ya sean solos o en combinacion (Rodriguez, 2001).

Cultivos puros

El cultivo puro, es una condicion artificial en el crecimiento de bacterias bajo
condiciones de laboratorio. Para determinar las caracteristicas de una especie
bacteriana en particular, es imperativo que el organismo sea aislado y multiplicado en
el laboratorio en cultivo puro. Existe una variedad de técnicas para el aislamiento y
desarrollo de cultivos puros como son: técnica de estria cruzada (Figura 3) y la de

vaciado en placa (Figura 4) (Rodriguez, 2001).

Figura 3. Técnica de Estria cruzada. Esterilizar un asa, introducirla en la suspension bacteriana,
sembrar haciendo estrias sobre la superficie de un medio sélido en una placa Petri, y volver a
esterilizar el asa, tocar en la zona de la placa ya sembrada y hacer un segundo grupo de estrias en

una regién nueva de la placa. Repetir el proceso una tercera y una cuarta vez.

http://aulavirtual.usal.es/aulavirtual/demos/microbiologia/unidades/documen/uni_02/5
6/cap301.htm
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Figura 4. Método de vertido en placa. Hacer diluciones seriadas de la suspension bacteriana hasta
obtener una muestra con so6lo unos pocos cientos de bacterias, (b) verter la muestra en un tubo con
agar a sobrefusion, mezclar y verter el contenido en una placa Petri. (c) Después de la incubacién, se

desarrollan colonias en el agar (més pequefias) y en su superficie (més grandes).
http://aulavirtual.usal.es/aulavirtual/demos/microbiologia/unidades/documen/uni_02/5
6/cap301.htm

Aspectos del metabolismo de las bacterias relacionados con la patogenia

La mayoria de las bacterias fitopatogenas producen sustancias que
intervienen directa o indirectamente en la patogenia, entre las mas importantes se
encuentran los exopolisacaridos como los xantanos. La importancia de los
exopolisacéridos en las bacterias fitopatogenas estad relacionada tanto con su
ecologia como la patogenicidad. La produccion de exopolisacaridos esta asociada
generalmente a condiciones desfavorables de crecimiento de la bacteria. Su funcion
en la patogenia no esta muy clara, aunque contrariamente a lo que se creia en un
principio, no actian como inductores de hipersensibilidad. En algunos casos si
parecen estar implicados en la formacion de cavidades hidroceles y en la obturacion
del sistema conductor de la planta. La produccion de exopalisacaridos estd muy
extendida entre los patovares de Pseudomonas syringae, Xanthomonas campestris,

y Erwinia sp. (LIacer et al., 1996).
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El Xantano o Xantan

‘La goma de xantano” es un heteropolisacaridos de naturaleza gomosa
producido por la mayoria de las cepas de Xanthomonas. Estan formados por una
cadena lineal de celulosa con ramificaciones laterales de trisacaridos O-acetilados u

O-cetilados compuestos por D- manosa y acido D-glucuronico (Llacer et al., 1996).

Caracteristicas.- El aspecto fisico del xantano es el de un polvo color crema
que se disuelve en agua caliente o fria produciendo soluciones de viscosidad
relativamente alta a concentraciones bajas. Estas caracteristicas son muy favorables
para la economia de operaciones donde se la usa como espesante. El
descubrimiento del xantano fue el resultado de un programa de busqueda
sistematica o screening iniciado por el departamento de agricultura de EUA. Como
consecuencia del éxito comercial del dextrano en la década de 1940, el
departamento inici6 un programa exhaustivo de busqueda de microorganismos
capaces de producir polisacaridos solubles en agua en cultivos sumergidos. El
resultado de este programa fue el descubrimiento del xantano en la década de 1950
en los laboratorios del Northern Regional Research Laboratories (NRRL) (Wikipedia,

2011). http://es.wikipedia.org/wiki/Xantano

Durante la década de 1960 se llevaron a cabo investigaciones a escala piloto
en varios laboratorios industriales y la producciéon comercial comenz6 a principios de
1964. El conocimiento acumulado en la época sobre los requerimientos nutricionales
de X. campestris era amplio por tratarse de un importante fitopatégeno, causante de
enfermedades en plantas cruciferas. El xantano se convirtié en el primer producto
biopolimérico de una fermentacion a base de azucar de maiz que tuvo importancia
comercial. A raiz de su éxito comenzaron a estudiarse otros polisacaridos
microbianos, pero a la fecha el xantano es el que posee mayor volumen de
produccion, rango de aplicaciones y el Unico aprobado para uso en alimentos
(Wikipedia, 2011). http://es.wikipedia.org/wiki/Xantano
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Estructura.- La molécula de xantano consta de una cadena principal de D-

glucopiranosilo con enlace beta 1-4, como en la celulosa. A la cadena se anexan

cadenas laterales de trisacarido compuestas por residuos de D-manopiranosilo y de

acido D-glucopiranosilurénico. Los residuos de manosilo con enlace a 1-2 tienen

sustitutos 6-o-acetilo. Un promedio de aproximadamente la mitad de los grupos

terminales del a-D-manosilo tienen sustitutos 4,6-o-(1-carboxietilideno) (Wikipedia,

2011). http://es.wikipedia.org/wiki/Xantano

Usos.- Algunas bacterias fitopatégenas u organismos relacionados, han sido

usadas ampliamente en la agricultura y produccién de alimentos, como se sefiala en

el Cuadro 2 (APS, 2011). La goma xantan es un polisacéarido extracelular derivado de

la bacteria fitopatdgena Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, que se usa como

espesante y gelificante en una enorme variedad de productos (Wikipedia, 2011).

http://es.wikipedia.org/wiki/Xantano

Cuadro 2. Bacterias utiles asociadas a las plantas (APS, 2011).

Taxoén

Funcién

Agrobacterium radiobacter K84 y K1026
Agrobacterium radiobacter J14

Agrobacterium tumefaciens

Erwinia amylovora

Xanthomonas campestris pv. campestris

Control biol6gico

Biodegradacion de Atrazina, un herbicida
agricola

Plasmido vector para la transformacion
de las plantas (ingenieria genética)
Fuente de harpina (Messenger), un
inductor de la resistencia a las
enfermedades en las plantas

Goma xantan, un polisacéarido usado en
la produccion de alimentos, agricultura,

cosméticos y farmacia

13


http://es.wikipedia.org/wiki/Celulosa%20/%20Celulosa

La mejor forma de realizar la transformacion o ingenieria genética de las
plantas es usando vectores desarmados (plasmidos) de Agrobacterium tumefaciens.
La eliminacion de un gen que codifica para la formacion de hielo a temperaturas
relativamente altas en una Pseudomonas syringae no patégena hizo historia (Lindow,
1987) ya que previene el dafio por heladas cuando se aplica a las plantas. Otras

propiedades esperan ser descubiertas y explotadas.

El xantano se agrega a los alimentos y produce un gran efecto sobre
propiedades como la textura, liberacién de aroma y apariencia, que contribuyen a la
aceptabilidad del producto para su consumo. Su comportamiento como antioxidante
es mayor que el de otros polisacaridos debido a su gran capacidad de unirse a

metales y su comportamiento viscoso (Garcia et al., 2000).

En la agricultura el xantano se usa como agente de suspensién o espesante.
Se utiliza para mejorar la eficiencia de fungicidas, herbicidas e insecticidas al
suspender uniformemente los componentes solidos de las formulaciones en sistemas
acuosos o al estabilizar emulsiones y sistemas multifasicos liquidos. Las propiedades
reologicas facilitan la pulverizacién, reducen la dispersibn con el viento, e

incrementan la persistencia y adhesion del pesticida (Garcia et al., 2000).
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La Mancha Bacteriana (Xanthomonas vesicatoria (ex Doidge) Vauterin et al.)

Importancia de la enfermedad

La mancha bacteriana es una de las enfermedades méas devastadoras del
pimiento y tomate. La enfermedad se presenta en todo el mundo, donde el pimiento y
el tomate se cultivan en zonas calidas y humedas. Se presenta inmediatamente
después del trasplante cuando las condiciones meteorologicas son favorables para el
desarrollo de la enfermedad, los resultados suelen ser la pérdida total del cultivo
(APS, 2011).

La Mancha bacteriana se observé por primera vez en tomate en el sur de
Africa en 1914. Esta presente en cualquier lugar en el que se cultive tomate o
pimiento, aunque es mas importante en regiones tropicales y subtropicales, donde la
cantidad de precipitacion es alta o0 moderada. La enfermedad esta considerada como
el mayor limitante de la produccion de tomate alrededor de todo el mundo ya que

ataca cada una de las partes de la planta (Jones et al., 2001; Shenge et al., 2007).

Etiologia

Durante casi medio siglo, fue una especie bacteriana Unica, clasificada como
Xanthomonas vesicatoria, y mas tarde como X. campestris pv. vesicatoria, esta se
consider6 como la causa de la mancha bacteriana de los pimientos y tomates (APS,
2011).

En la década de 1990, se demostrdo que dos grupos distintos (posiblemente
especies) existian dentro de las cepas del pv. vesicatoria. Vauterin et al. (1995)
reestructuraron la clasificacion del género Xanthomonas al proponer las especies de
estos grupos: X. vesicatoria y X. axonopodis (sin. campestris) pv. vesicatoria. Mas
recientemente, se ha demostrado que las bacterias que pertenecen a cuatro grupos
distintos (anteriormente denominados A, B, C y D) causan la mancha bacteriana

(APS, 2011).
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Jones et al. (2004) propone que estos deberian haber estado en las especies:
X. euvesicatoria = X. campestris (axonopodis) pv. vesicatoria (grupo A), X.
vesicatoria = X. vesicatoria (grupo B), X. perforante = grupo C, y X. gardneri = grupo

de la cepa D. Las cepas de los grupos A 'y B son los méas ampliamente distribuida.

La gran mayoria de las cepas que infectan al pimiento esta en el grupo Ay
posiblemente algunos de los grupos B y D. No se han encontrado cepas en el grupo
C, sin embargo, las cepas de los cuatro grupos se han aislado de tomate. Algunas
cepas infectan solo el pimiento (designado cepas de pimiento), algunos solo infectan
a tomate (designado cepas de tomate), y algunos pueden infectar tanto al pimiento y
el tomate (designado pimiento / cepas de tomate). La gama de huéspedes de las
diferentes cepas puede ser determinada por la inoculacibn de una suspension
bacteriana en la hoja y observar los sintomas. Dentro de 18 a 36 horas una
respuesta de resistencia se muestra mediante un rapido colapso de la zona
inoculada (una respuesta de hipersensibilidad, RH). En una planta susceptible, el
area desarrolla un sintoma clorético, empapados de agua, esto después de 3 a 5
dias de la inoculacién (APS, 2011).

Taxonomia de acuerdo a lo que indica SENASA, (2011).

Dominio: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Xanthomonadales

Familia: Xanthomonadaceae
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Ciclo de la enfermedad y epidemiologia

Las bacterias tienen una supervivencia muy limitada de dias o semanas en el
suelo, por lo que su supervivencia esta casi siempre en asociacion con restos de
plantas infectadas o enfermas (Figura 5). El agente patdégeno se ha informado que
persisten en asociacion con las raices del trigo, asi como pocas especies de maleza;
las malas hierbas, sin embargo, se considera que desempefian un papel menor en la
supervivencia del patdégeno. Los residuos de las plantas de tomate y, posiblemente,
en hojas de chile son una fuente potencialmente importante de inoculo en algunos
lugares. En las regiones mas frias, donde el material vegetativo es destruido, las
bacterias sobreviven principalmente en la semilla contaminada o trasplantes
infectados (APS, 2011).
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Figura 5. Ciclo de la enfermedad Mancha Bacteriana (Xanthomonas vesicatoria)
(APS, 2011).
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Epifitiologia

El desarrollo de esta enfermedad se ve favorecido con temperaturas
templadas (24-30 °C) (Alvarez); y con un 6ptimo de 25 °C (Blancard, 1996). Debido a

la inexistencia de cultivares resistentes.

Aguiar et al. (2003) manifiestan que esta bacteria puede ocasionar problemas
muy graves cuando el cultivo es conducido en condiciones de lluvias prolongadas y

temperaturas de 22 a 32 °C.

Caracteristicas del patégeno

Por lo general, en condiciones naturales las bacterias fitopatdgenas
sobreviven en residuos vegetales sobre la superficie del suelo, en o sobre semillas,
en el suelo, y asociadas con hospedantes perennes. Pero algunas bacterias también
pueden sobrevivir en el agua, y algunas hasta en objetos inanimados, o sobre o
dentro de insectos. Por ejemplo Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, el
agente causal de la podredumbre anular de la papa, sobrevive en maquinaria y
material de empaque. Conocer la forma de supervivencia suele ser esencial para

prevenir la diseminacion y para el manejo de la enfermedad (APS, 2011).

La mayoria de las bacterias del género Xanthomonas producen pigmento
amarillo lo cual es exclusivo de la bacteria y son utiles en la taxonomia como
indicadores de diagnéstico. Los pigmentos (Xantano) aparentemente no son
importantes para el desarrollo de la infeccibn de Xanthomonas vesicatoria después
de la infeccion a la planta huésped, pero se han expuesto poblaciones de cepas de
X. vesicatoria a la radiacién ultravioleta, y las poblaciones de la cepa se redujeron de
8,5 a 2,4 log ufc / ml durante un periodo de 40 s. La supervivencia de las cepas con
pigmento expuestas a luz UV se comparan con cepas expuestas a la luz visible
durante 60 minutos y las cepas expuestas a luz UV fueron reducidas en la

supervivencia en comparacion de ambas Paplawsky et al., (2000).
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Estudios recientes han demostrado que existen cepas de Xanthomonas
vesicatoria que presentan coloracion verde por lo que se les ha determinado el
pigmento clorofilico en los medios CPG y CPG1. Cheyla et al. (2001) mencionan que
la ficocianina es un pigmento con propiedades antioxidantes capaz de secuestrar los
radicales libres peroxilicos involucrados en los procesos de peroxidacion lipidica y

citotoxicidad.

Por su parte Yashuiro et al. (2005) aislaron de la bacteria Brevandimus spp. un
carotenoide llamado xantofilina el cual es un inhibidor de los efectos de la
peroxidaciéon de los lipidos, por su parte Armstrong (1994) sefiala que los
carotenoides proveen una proteccién contra el dafio resultante fotooxidativo de la

exposicion de luz visible, luz UV en organismos no fotosintéticos.

Paplawsky et al. (2000) mencionan que las xantomonadinas producidas por
las bacterias fitopatbgenas como Xanthomonas campestris pv. campestris son
importantes para evitar el dafio fotobiolégico ya que evitan la peroxidacion lipidica en
la membrana celular, Paplawsky y Chun (1997) siguieren que Xanthomonas
vesicatoria al igual que X. campestris forma una gran cantidad de xantomonadina y
factor difusible extracelular los cuales son importantes en la sobrevivencia epifitica de
la bacteria asi como su proteccidén contra luz, esto podria explicar la coloracion de

esta cepa bacteriana.

Sintomatologia

Shenge et al. (2007) sefalan, que esta bacteria ataca a cada una de las partes
de la planta de tomate, y que los sintomas de esta enfermedad, aparecen en hojas,

flores peciolos, tallos y raices.

Los primeros sintomas que se observan son el oscurecimiento de las hojas
gue se vuelven acuosas, apareciendo puntos angulosos de menos de 3 mm de

diametro, que pueden estar rodeados o no de un halo amarillo (Alvarez, sff).
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Los sintomas de hojas consisten en pequefias manchas aguanosas que llegan
a ser cafés y circulares; sin embargo aclaran que numerosas lesiones pueden ocurrir

en conjunto causando &reas necroticas (Shenge et al., 2007).

Cuando las condiciones son Optimas para el desarrollo del cultivo, las lesiones
producidas en hojas, peciolos, y en el raquis, coalescen y forman estrias oscuras
alargadas cuando esto tiene lugar, deviene un marchitamiento generalizado de follaje
y las plantas parecen amontonadas debido a una epinastia severa (Jones et al.,
2001).

En frutos inmaduros produce pequefias lesiones necroticas, rodeadas de un
halo acuoso, posteriormente toman un color pardo y una apariencia sarnosa (Latorre,
1999).

Manejo de la enfermedad

Barros & Rosato (1996) indican que, el control de la enfermedad es
proporcionado principalmente por el empleo de bactericidas basados en
formulaciones cupricas y antibiéticos como la estreptomicina; sin embargo indican,
ambos compuestos se han vuelto menos efectivos debido al desarrollo de resistencia

por algunas cepas de Xanthomonas.
Latorre (1999) sefala que para complementar el combate al agente se debe

mantener una rotacion de cultivos, que permita la total descomposicion de los

residuos enfermos y la utilizacién de semilla sana producida en zonas libres de esta.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El trabajo experimental del presente trabajo se establecié dentro de las
instalaciones de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro unidad Saltillo,
Coahuila, México (Figura 6). Al sur de la ciudad con domicilio en Calzada Antonio
Narro # 1923 Buenavista C.P. 25315. Para la obtencion de plantulas de tomate
(Solanum lycopersicum L.) se establecio en el invernadero de Parasitologia, la

caracterizacion de la bacteria se realizo en el laboratorio de Fitopatologia.

Figura 6. Localizacion de la UAAAN en Saltillo, Coahuila, México.



Metodologia experimental

Procesos

Las actividades del proceso experimental se dividieron, desde la obtencion de
plantas de tomate de 25 dias, el aislamiento de la bacteria Xanthomonas vesicatoria,

exposicion de rayos UV e inoculacion en plantas de tomate.

Obtencién del Material Vegetal de Tomate

- Se uso la variedad Sweet Hearts proporcionado por el Dr. Gabriel Gallegos
Morales maestro investigador del Departamento de Parasitologia de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro. Es un tomate tipo uva de crecimiento
indeterminado que es muy prolifico, planta de vigor medio, altamente productiva. En
México se esta convirtiendo en la variedad niamero uno de tomate tipo uva para
cultivo protegido, en manejo de poda. Recomendado para cultivos en malla-sombra
y/o invernadero, en donde expresa su mayor potencial de calidad y rendimiento. Sus
frutos tienen el tamafio y sabor ideal para el mercado. Los frutos pesan de 8 a 14
gramos. Y su contenido de grados Brix oscila de 8 a 10°, dandole un sabor y dulzura
muy apreciado en el mercado. Las semillas se pusieron a germinar en una charola
de 96 cavidades previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio, el sustrato peat

moss fue esterilizado.

- El trasplante de las plantas fue a los 25 dias cuando las plantas tenian 20 cm

de altura en bolsas de plastico de 10 kg de color negro.
- Las plantas se colocaron en un microtunel, se aislaron de toda fuente de

contaminacion (maleza, residuos vegetales) antes de ser inoculadas con la bacteria

Xanthomonas vesicatoria.
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Obtencién de cepas bacterianas

Una cepa se aislé de muestras vegetales con sintomas caracteristicos de la
Mancha Bacteriana realizandose las pruebas sobre las Caracteristicas fisiologicas y
bioquimicas de la especie X. campestris del genero Xanthomonas. La otra cepa fue
proporcionada por la MC. Ma. Elizabeth Galindo Cepeda la cual fue caracterizada
bioquimicamente y se comprobd su identidad con el indicador XCVR 50 que

amplifica un patron de banda de 517 pb.
Aislamiento

Se utilizo el método de siembra de tejido enfermo por diluciones,
posteriormente del total de la muestra se seleccionaron los tejidos mas dafiados de
cada planta con sus respectivas secciones. Con la ayuda de una navaja se cortaron
las hojas en pequefios trozos, y se colocaron con unas pinzas previamente
flameadas en una bolsa de maceracion con 5 ml de agua destilada y sobre una
gradilla se dejo reposar durante al menos cinco minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se llevo el material a la cdmara de transferencia, la cual
habia sido previamente desinfectada con alcohol etilico al 99%, y ahi se realizaron
las diluciones de las siguiente manera: haciendo uso de una pipeta esterilizada y a
punta de mechero se coloco 1 ml de la solucién inicial (10™) en un tubo de ensaye
con siete ml de agua destilada estéril, obteniendo asi la solucién 107

Para el vaciado en los medios de cultivo, se utilizaron las diluciones 1073, que
en teoria son las concentraciones en las cuales las colonias bacterianas crecerian de
manera mas separadas, la cual facilitaria y permitiria hacer una mejor seleccioén de

las colonias de interés. El vaciado se hizo de la siguiente manera: con una pipeta

-3
estéril y a punta de mechero se vacio 0.1 ml de la dilucién 10 en dos cajas Petri con

medio de cultivo de KB; las cuales estaban etiquetadas con la seccién de donde se

obtuvo la muestra.
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Posteriormente con una varilla de cristal previamente flameada y a punta de
mechero se esparcié la muestra haciendo girar la caja Petri y repitiendo una y otra
vez el movimiento de la varilla de cristal con la finalidad de no concentrar el
crecimiento en un solo punto de la superficie del medio de cultivo y una vez concluida
esta labor, las cajas del medio de cultivo se sellaron con Kleen pack y se colocaron
en la incubadora a 28 °C.

Las colonias desarrolladas en los diferentes medios se seleccionaron en
cuanto a su forma, y caracteristica de desarrollo en cada uno de los medios: y se
llevaron a la camara de transferencia la cual habia sido previamente desinfectada
con alcohol al 99% y haciendo uso de una asa bacteriolégica previamente flameada,
bajo un estereoscopio, se tomo una porcién de cada colonia seleccionada y de esta
manera se transfirieron por estria cruzada a una nueva caja de medio de cultivo del
mismo tipo donde habida sido extraida, con la finalidad de obtener cultivos puros.
Las cajas se sellaron con Kleen pack y fueron colocadas de manera invertida en la

incubadora a 28 °C.

Pruebas preliminares y bioquimicas

Para determinar si la bacteria es gram negativa o positiva se empled la prueba
de KOH, en un portaobjeto se fij6 una gota de KOH y una asada de cultivo
bacteriano, posteriormente se mezcl6 con el asa bacterioldgica, si se puede levantar
un hilo viscoso con el asa la prueba se declara como positiva y se trata de una
bacteria gram (-), dicha prueba resulto positiva para esta investigaciéon de acuerdo a

las caracteristicas antes mencionadas.

Metabolismo oxidativo (fermentacion de la glucosa)

Con el asa se tomo una muestra de la bacteria y se sembré por picadura en 2
tubos. A un tubo se le adicionaron dos mililitros de aceite mineral esterilizado y se

incubo 48 horas.
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Produccion de levana

Con el asa bacteriolégica se sembré la bacteria en forma de puntos sobre la
superficie del medio y se dejo incubar durante 48 horas luego se determino la

elevacion mucoide y elevada.

Hidrélisis de almidén

El almidon es un polimero de glucosa, ampliamente distribuido en el reino
vegetal como sustancia de reserva. Ciertas bacterias fitopatdgenas (Xanthomonas en
su mayoria), son capaces de depolimerizar el almidon por medio de enzimas
extracelulares como a y B amilasas, las cuales hidrolizan el almidéon a maltosa
(Rodriguez, 2001).

e En el medio de cultivo de almidén se sembré la bacteria en cuatro puntos y se

incubo a 28 °C durante 48 horas.

e Después se le adiciono unas gotas de lugol sobre el cultivo bacteriano y se
observo que se formo un halo transparente por alrededor del crecimiento
bacteriano considerado la prueba positiva.

Pruebas con leche Litmus
Se sembro la bacteria en un tubo y un testigo, se incubo a 28 °C por 48 horas

y luego se comparé el tubo sembrado con el testigo lo cual debe presentar una

coloracién azul grisaceo.
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Obtencién del In6culo

Se colectaron en los invernaderos de la UAAAN hojas de tomate con los
sintomas caracteristicos del patégeno de la mancha bacteriana. Estas muestras se
colocaron en papel periddico humedecido para luego ser llevados al laboratorio de
Fitopatologia del Departamento de Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria

Antonio Narro.

Exposicidon de la bacteria Xanthomonas vesicatoria a los rayos UV.

Una vez identificada la bacteria se tomaron 4 cepas bacterianas (2 cepas
aisladas con un tono de coloracién amarillo huevo y 2 con una pigmentacion verde
claro proporcionado por MC. Ma. Elizabeth Galindo Cepeda) de 48 horas y 2 cepas
(una de cada color) de ellas fueron expuesta a los rayos ultravioleta de la cAmara de
flujo laminar por un tiempo de 1 hora. Dos cepas de ambas coloraciones no se

expusieron a los rayos UV.

Disefio experimental

El experimento se establecié con el disefio Blogues al Azar en el
cual, los tratamientos se asignanaron aleatoriamente a un grupo de
unidades experimentales denominado bloque o repeticién. El disefio de bloques
al azar se usa por tanto, donde las unidades experimentales pueden
agruparse en bloque relativamente homogéneos, de manera tal
gue las diferencias observadas entre unidades sean primordialmente debidas

a los tratamientos.

Descripcién de tratamientos

El experimento consistio en la seleccion de 10 plantas de tomate de 30 dias
de edad. Fueron cuatro tratamientos (T) con 2 repeticiones cada una excepto un

tratamiento con tres repeticiones. Se inocularon 2 plantas de tomate con soluciones
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de la bacteria de coloracion amarillo sin exposicion a rayos UV, 2 plantas con
bacterias de coloracién amarillo expuestas a rayos UV, 3 plantas inoculadas con
bacterias de pigmentacién verde claro expuestas con luz UV y 2 plantas con
bacterias de coloracion verde claro sin exposicion a luz UV (Cuadro 3). Y la

distribucion de estas en el invernadero se determing, como se detalla en la Figura 7.

Figura 7. Distribucion de las unidades experimentales en invernadero.

Inoculacién

La inoculacién se hizo en hojas jovenes asperjando la solucién bacteriana con
un atomizador sobre las microheridas hechas con carburandum. El testigo fue
inoculada con agua estéril con el mismo proceso. Todas las plantas inoculadas se le
coloco una bolsa de plastico transparente con el fin de crear un ambiente favorable
para el desarrollo de la bacteria. A las 24 horas se presentaron los primeros sintomas

y se tomaron los primeros datos y a las 48 horas los ultimos datos.
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Cuadro 3. Tratamientos en plantas de tomate con Xanthomonas vesicatoria.

TRATAMIENTOS REPETICIONES DESCRIPCION
T1 R1 Cepa amarilla sin exposicion a rayos.
R2 Cepa amarilla sin exposicion a rayos.
T2 R1 Cepa amarillo expuestas a rayos UV
R2 Cepa amarillo expuestas a rayos UV
T3 R1 Cepa verde expuestas a luz UV
R2 Cepa verde expuestas a luz UV
R3 Cepa verde expuestas a luz UV
T4 R1 Cepa verde sin exposicion a luz UV.
R2 Cepa verde sin exposicion a luz UV.
T5 T TESTIGO

Preparacion de In6culo

Antes de inocular se prepararon soluciones bacterianas de la siguiente manera:
Se prepararon 2 soluciones de cada una de las cuatro cepas (expuestas a luz UV

Y NO expuestas)

Con un asa bacteriol6gica se tomo suficiente colonias bacterianas de un cultivo
puro de Xanthomonas vesicatoria para ser colocados en tubos de 15 ml, con 9 ml
de agua esterilizada. La masa bacteriana se disolvié con el agua teniendo una
solucion homogénea. Y asi con cada una de las cepas. En total se obtuvieron 8

soluciones bacterianas.

Para conocer la concentracién aproximada de bacterias de cada tubo se hizo una
comparacion entre las soluciones bacterianas y una solucién de BaCl, y H,SOy,,
en la escala de McFalnand, usando la concentracion del tubo 4. La semejanza

entre turbidez era la concentracion del numero de bacterias. En este experimento
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se obtuvo una concentracion de 1, 200, 000,000 en las soluciones bacterianas

para la inoculacion.
Aislamiento de la bacteria
Después de la inoculacion se inicio con la toma de muestras en hojas de todos
los tratamientos que presentaron sintomas caracteristicos de la bacteria inoculada
con el fin de recuperar a la bacteria y corroborar que los sintomas fueron producidos

por X. vesicatoria.

Todas las muestras tomadas de los diferentes tratamientos se sembraron en

medios YDC para su aislamiento y posteriormente la identificacion de la misma.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Material Vegetal

Imagenes que muestran plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) de la

variedad Sweet Hearts indeterminado, a los 45 dias después del trasplante con una

altura de 45 cm previas a la inoculaciéon con Xanthomonas vesicatoria.

Figura 8. Material Vegetal antes de la inoculacién con Xanthomonas vesicatoria.

Cepa bacteriana

De acuerdo a las pruebas del aprovechamiento de carbén se identifico a
Xanthomonas vesicatoria en un 100% de homologia con lo que menciona Schaad et
al., (2001). Los datos de estas pruebas se observan en el Cuadro 4.



Cuadro 4. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas de la especie X. campestris

del genero Xanthomonas.

PRUEBA Cepa 1l(amarillo) Cepa 2 (verde)
Crecimiento a 35° C + +
Hidrolisis de esculina + +
Crecimiento mucoide + +

Protedlisis de leche - -
Hidrélisis de almidén V -
Produccion de acido

Arabinosa + +
Glucosa + +
Manosa + +

Galactosa + +

Celobiosa + +

Trehalosa + +

Ademas se le realizaron las pruebas indol (-); sorbitol (¥2); citrato (-); catalasa (+) RYO (+); off -+;

medio diferenciales CPG; SX-agar; tween.

Se evaluaron 5 tratamientos incluyendo al testigo. En el Cuadro 5 se observa
claramente el efecto de los rayos UV sobre la alteracion de la patogenicidad de la

bacteria X. vesicatoria en cuanto a presencia de sintomas.
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Cuadro 5. Tratamientos e incidencia a las 24 y 48 horas después de la

inoculacion con Xanthomonas vesicatoria.

Tratamiento Incidencia/24 hrs. Incidencia/48 hrs.
(sintomas) (sintomas)
T1R1 v v
T1R2 4 v
T2R1 v
T2R2 v
T3R1 v
T3R2 v
T3R3 v
T4R1 v v
T4R2 4 v
TESTIGO v

T1R1 y T1R2: coloracién amarillo sin exposicion a rayos. T2R1 y T2R2: coloracion amarillo expuestas
a rayos UV. T3R1, T3R2 y T3R3: pigmentacién verde claro expuestas con luz UV. T4R1 y T4R2:

coloracion verde claro sin exposicion a luz UV.
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Supervivencia del In6culo

Imagenes que muestran sintomas de Xanthomonas vesicatoria después de

ser expuesta a luz UV e inoculada a plantas de tomate en los distintos tratamientos.

L .
Figura 9. Tratamiento 5 (testigo), se observa el tejido sano, Saltillo Coahuila, 2011

Figura 10. Tratamiento con cepa 1, Xanthomonas vesicatoria pigmentacion

amarilla, Saltillo Coahuila, 2011.

Figura 11. Tratamiento cepa 2, Xanthomonas vesicatoria verde

sin exposicion a luz UV, Saltillo Coahuila, 2011.
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Las diferencias en horas en cuanto a la aparicion de los primeros sintomas de

todos los tratamientos se observan en la Figura 12.

Interacciéon tiempo/sintoma
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Figura 12. Numero de horas transcurridas en relacién a los primeros sintomas

de Xanthomanas vesicatoria.

Nota: En la Figura 12 observamos que los tratamientos T2R1, T2R2, T3R1, T3R2 y
T3R3 (Tratamientos y repeticiones con exposicion a la luz UV) se prolongaron 24
horas en presentar los primeros sintomas, en comparacion con los tratamientos
T1R1, T1R2 y T4R1, T4R2 (Tratamientos y repeticiones sin exposicion de a luz UV).
Todos los tratamientos inoculados con Xanthomonas vesicatoria presentaron los

sintomas.

En cuanto a la cepa de pigmentacion verde (sin y con exposicion a rayos UV)
en comparacion con las las cepas de pigmentacion amarilla (sin y con exposicién a
UV) todas a las 48 horas presentaron los sintomas de la infeccion bacteriana lo que
nos indica que ambas cepas presentan la misma patogenicidad en plantas de
tomate. En general la diferencia se marca muy bien con las expuestas y las no

expuestas a luz UV en el tiempo.
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Para reafirmar el patdogeno presente en los sintomas de los tratamientos se
repitid el proceso de aislamiento obteniendo los datos iguales de identificacion de la

bacteria a fin.

Se comprobd que el exopolisacarido xantano producido por Xanthomonas
vesicatoria funciona como protector a la luz UV y garantiza la sobrevivencia y
capacidad para infectar en plantas de tomate después de ser expuesta a la luz
Ultravioleta. Ya que la bacteria presento la sintomatologia hasta las 48 horas
después de inoculadas, esto coincide como lo mencionan Chun, (1997) y Paplawsky
et al.,, (2000). Que el xantano actia como un fotoprotector que permite la

sobrevivencia de la bacteria a condiciones desfavorables.
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CONCLUSIONES

El desarrollo de la investigacién establecié que la incidencia de sintomas en
todas las plantas de tomate tratadas con las cepas 1 y 2 de Xanthomonas vesicatoria
(coloracion amarillo huevo y verde) previamente expuesto a luz UV, presentaron
sintomas de la caracteristicos de la Mancha Bacteriana en un lapso de tiempo de 48
horas y todas las plantas tratadas con cepas de Xanthomonas vesicatoria de
coloracién amarillo huevo y verde que no fueron expuestas a la luz UV presentaron
sintomas a las 24 horas después de inoculadas, lo que nos indica que la produccion
del heteropolisacarido xantano funciona como protector para la sobrevivencia y
patogenicidad de Xanthomonas vesicatoria independientemente de la pigmentacion

o coloracion de las cepas bacterianas que puedan presentar.

Las cepas bacterianas de Xanthomonas vesicatoria expuestas a luz UV
prolongan el periodo de incubacion para la aparicion de los primeros sintomas en

plantas de tomate en comparacion con las cepas no expuestas a UV.
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APENDICE

MEDIOS PARA AISLAMIENTO
Extracto de levadura-dextrosa (YDC)

Ingrediente Cantidad
Extracto de levadura 10.0g
Dextrosa 20.0¢g
Carbonato de calcio (polvo fino) 20.0¢
Agar 1509

Agua 1000.0 ml

MEDIOS DE CULTIVO DIFERENCIAL
Medio B de King (KB)

Ingrediente Cantidad
Proteosa peptona 20.0¢g
K2HPO4 3H20 15¢g
MgSO4 7H20 15g
Agar 1509
glicerol 1509

Agua 1000.0 ml

REACTIVOS PARA TINCION DE GRAM

El cristal violeta actia como colorante primario y se prepara de la siguiente manera:

Ingrediente Cantidad
Cristal violeta 05¢g
Fenol 25¢g
Etanol al 96% 20.0 ml
Glicerina 80.0 ml

Agua destilada 1000.0 ml




Solucion de lugol

Esta solucion debe tener pH alcalino, porque a PH acido, las bacterias gran positivas

apareceran como gram negativas y se prepara de la siguiente forma:

Ingrediente cantidad
Yodo 109
Kl 209

Agua destilada 100.0 ml

Es el colorante secundario o de contraste y esta formado por lo siguiente:

Solucién de safranina

Ingrediente

Cantidad

Safranina
Agua destilada

Escala de McFalnand

Tuve ml of 1% BacCl, ml 1% H,SO, Number/bacteria/ml
1 0.1 9.9 300,000,000
2 0.2 9.8 600,000,000
3 0.3 9.7 900,000,000
4 0.4 9.6 1,200,000,000
5 0.5 9.5 1,500,000,000
6 0.6 9.4 1,800,000,000
7 0.7 9.3 2,100,000,000
8 0.8 9.2 2,400,000,000
9 0.9 9.1 2,700,000,000
10 1.0 9.0 3,000,000,000
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Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas de especies del género

Xanthomonas.

Prueba X. campestris | X. fragarie X. albineas | X. axonopodis | X. ampelina | X. populi
Crec. a35°C + - + + - -
Hidrolisis de esculina + - + + - -
Crec. mucoide + + - - - +
Licuefaccion gelatina \% + v - - B

Protedlisis de leche - - - - - Ligero

H2S de peptona + - - + v -
- - - - n -

Tolerancia al NaCl 2-5% 0.5- 1% 0.5% 1.0% 1.0% 0.4-0.6%
Hidrolisis del almidon \Y + - + - -

Produccion de &acido

Arabinosa + - - - + -
Glucosa + + + + - +
Manosa + + + - - T
Galactosa + - v - ¥ +
Celobiosa + - - - - -
Frctuosa + + - - - n
Trehalosa + - - + i +

44




