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COMPENDIO

Las enfermedades causadas por bacterias en papa y tomate ocasionan
perdidas del 30% en Meéxico. Se desconoce los géneros de bacterias
fitopatdgenas asociadas a estos cultivos, en los diferentes agros
ecosistemas. Por lo que plante6 en este trabajo el objetivo del identificar
bioquimicamente y molecularmente las cepas bacterianas presentes en
estos cultivos. Se tomaron muestras de tubérculos de papa en 16 lotes
comerciales en los estados de Coahuila, Nuevo Ledn, Jalisco y Sinaloa. En
tomate las muestras fueron de plantas completas, follaje y frutos en
separado en 8 lotes comerciales de los 4 estados anteriores y de 10
invernaderos en Coahuila y Nuevo Ledn. Se realiz6 el aislamiento en medio
de cultivo B’de King (KB), se purificaron e identificaron mediante pruebas
bioquimicas y mediante la reaccion en cadena de la polimerasa. Se
identificaron los géneros Pectobacterium carotovorum, Pectobacterium
atrosepticum, Pectobacterium chrysanthemi, Clavibater michiganensis subsp
sepedonicus y Ralstonia solanacearum en papa; y en tomate
Pectobacterium carotovorum, Xanthomonas vesicatoria y Clavibacter
michiganensis subsp michiganensis

Palabras claves: Papa, Tomate, bacterias, identificacion bioquimica y

molecular por la PCR.



ABSTRACT

Diseases caused by bacteria in potato and tomato cause losses of 30% in
México. It is not known genera of plant pathogenic bacteria associated with
these crops in different agro ecosystems. As suggested in this paper the
objective of biochemically and molecularly identify the bacterial isolates
presents in these cultures. They took them samples of potato tubers in 16
commercial lots in the states of Coahuila, Nuevo Leon, Jalisco and Sinaloa.
In tomato samples were of complete plants, foliage and fruit separately in 8
commercial lots of the former and 4 of 10 greenhouses in Coahuila and
Nuevo Ledn. Were isolated in culture medium B’of King (KB) purified and
identified by biochemical reaction and polymerase chain. We identified the
genera Pectobacterium carotovorum, Pectobacterium atrosepticum,
Pectobacterium chrysanthemi, Clavibater michiganensis subsp sepedonicus
y Ralstonia solanacearumin potato; and tomato Pectobacterium carotovorum,
Xanthomonas vesicatoria y Clavibacter michiganensis subsp michiganensis.

Key word. Potato, tomato, bacteria, identified biochemical and molecular by

PCR
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INTRODUCION

La papa (Solanum tuberosum L), y el tomate (Solanum Lycopersicum
Mill), son dos productos horticolas importantes en México, por la mano de
obra que utilizan, asi como por las divisas generadas (FAO, 2004). La papa
ocupa el cuarto lugar en importancia econémica en México superado solo
por maiz, trigo, arroz con una superficie cosechada de 55,646 ha con una
produccién de 1.5 millones de ton con un valor comercial de 11, 622,048 mil
pesos (SIAP 2010). Dentro de los estados productores de papa se
encuentran Chihuahua, Nuevo Leon, Puebla, Estado de México. Jalisco,
Michoacan, Veracruz, y Coahuila entre otros, en 2008 su cultivo genero
17,500 empleos directos y 51,600 indirectos (Conpapa, 2008).

El tomate ocupa un lugar muy importante en relacion al desarrollo
econdémico y social de la horticultura en México, pues es uno de los
principales generadores de divisas en el pais. Durante el 2010 la
exportaciones de tomate tuvieron un valor comercial de 177,233 mil doélares
(Banco de México 2010), en el afio se sembraron 55 mil ha con una
produccion de 2.3 millones de ton (SIAP, 2010).

Sin embargo la superficie dedicada a la produccién ha ido

decreciendo gradualmente debido a problemas de plagas, altos costos de



produccién y a la disponibilidad de recursos hidricos limitados (Productores
de hortalizas 2010).

Las regiones con mayor produccion son Sinaloa, Baja California, San
Luis Potosi, Morelos, Michoacan, Nayarit Sonora, Puebla Jalisco entre
otros. Este cultivo genera fuentes de trabajo por actividades que van desde
labores de cultivo y cosecha hasta la seleccion, empaque y venta del
producto (Cruz et al., 1998).

El costo de produccion de estos cultivos varia de 25 a 125 mil
pesos/ha, dependiendo la region, nivel de tecnificacién y de las condiciones
ambientales. Gran parte del costo se invierte en pesticidas para evitar del
dafio de insectos y enfermedades ocasionadas por hongos bacterias,
fitoplasmas, virus, nematodos entre otros. En los Ultimos afios las perdidas
de produccion por enfermedades bacterianas se ha incrementado oscilando
entre un 3 y un 30%, aunque en algunos afos ha sido del 100% (Flores et
al., 2004: Velasquez y Medina, 2005). Entre las bacterias que afectan a
dichos cultivos se encuentran la marchitez bacteriana (Ralstonia
solanacearum) que se encuentra distribuida en las regiones de clima
tropical, subtropical y templado del mundo, se reporta en casi todos los
paises productores de la papa, afecta a cerca de 2 millones de ha, lo que
representa el 2 % de las areas cultivadas con papa y las perdidas totales
estimadas son de 950 millones de dolares por afo (Prior et al.,2006).
Ralstonia es considerada como un agente de agro terrorismo en la Union
Europea y los Estados Unidos de Norteameérica, (Lambert, 2002; Swanson et

al., 2005).



La pudricion suave (Pectobacterium carotovorum) tiene una
distribucion mundial, es considerada una bacteria muy importante en papa,
zanahoria, pepino, chile, tomate entre otros; junto con Dickeya chrisanthemi
causan pérdidas estimadas entre 50 — 100 millones de délares (Burr et al.,
2006). La mancha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria), reduce el valor
comercial del fruto del tomate al causarle una lesion negra al igual que en las
hojas (Quintero, 2008) y Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en
tomate y C. m, subsp. sepedonicus en papa, son bacterias de interés
cuarenténario para el pais considerado en el grupo Al ya que la subespecie
michiganensis se encuentra presente en areas restringidas del pais
(Chiapas, Sinaloa y San Luis Potosi) (Velasquez y Medina, 2005; SAGARPA,
2004). La subespecie sepedonicus tiene importancia en la certificacion de
semilla de papa por presentar cero tolerancia a este patégeno (Roberts et
al., 2006; Rivera 2005).

Las fitobacterias causan diversos sintomas en campo, invernadero y/o
almaceén, por lo que se utilizan diferentes métodos para detectar los géneros
y especies de cada una de estas. Los métodos mas usados son los
bioquimicos y patogénicos (Kargan et al.,, 2002.; Seo et al., 2002) sin
embargo estos estudios fenotipicos deben de ser complementados con
otros métodos de deteccion y caracterizacion de las especies (Terta et al.,
2010), como son el andlisis de esteres metilicos de acidos grasos (FAME)
(De Boar et al., 2006), el andlisis mediante técnicas serologicas y
enzimaticos (ELISA), inmunofluoresencia e inmunocaptura (Smith et al.,

1995;Janse, 1988) asi como el uso de técnicas moleculares basados en la



reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) que son una herramienta
rapida y sensible (Helias et al.,, 1998). La deteccion en la variabilidad
fenotipica, bioguimica y genética de las bacterias, su rango de hospederos,
la homologia con bacterias de otros origenes son importantes para el
establecimiento de de programas preventivos en el manejo de la enfermedad
en base a las condiciones ambientales de cada region, (Pefiaval et al., 2009).
En México no hay reporte de una caracterizacion fenotipica y molecular de
cepas bacterianas aisladas de solanaceas, en las diferentes regiones
productoras del pais que nos ayuden a implementar tratamientos preventivos
o de control de las enfermedades bacterianas en papa y tomate, por lo que
los objetivos del presente estudio son identificar los géneros, especies y
subespecies de bacterias presentes en papa y tomate en los estados de
Coahuila, Nuevo Ledn, Jalisco y Sinaloa y describir la variabilidad que existe

entre los aislamientos.



REVISION DE LITERATURA

Técnicas Moleculares de Deteccidn de Bacterias

La deteccion de bacterias fitopatbgenas mediante técnicas
moleculares se basan en la presencia de secuencias repetitivas de DNA, en
los genomas de eucariontes y procariontes, (Louws et al., 1999), y genes
del rRNA bacteriano evolutivamente conservados en la regiones 16SrRNA,
5SrRNA y 23SrRNA , los cuales generan iniciadores universales presentes
en tres familias , (REP, ERIC y elementos BOX), los que  amplifican
regiones de DNA presentes en un grupo de bacterias, como es el caso de
las entrobacteriaceas en donde se utilizan secuencias repetitivas
palindrémicas extragénicas (REP), en estudios epidemiologicos de brotes
infecciosos (Vila et al., 1996).

Dentro de las secuencias repetitivas del ADN bacteriano se buscan
secuencias especificas en funciones desconocidas o conocidas como la de
los genes asociados a la patogenicidad de la bacteria (Leite et al., 1994), el
entendimiento de los mecanismos de patogencidad ha permitido el disefio de
nameros oligos (iniciadores) que se derivan de estos, Darrasa et al., (1994)
disefiaron un iniciador que codifica la enzima pectoliasa(genpel) la cual esta

asociada al sintoma de pudricion blanda que provocan cepas de



Pectobacterium carotovorum (Erwinia carotovora) y con los cuales se
pueden identificar las especies pectoliticas wasabie, atroseptica y odorifiera
pero no a betavascularum u otras especies de Pectobacterium.

Tiago et al. (2007), analizaron la secuencias de dos genes
encontrados en diferentes especies de Xanthomonas, relacionados con los
factores de patogenicidad (rpf8) y la sintesis del ATP ( atpD), encontraron 11
grupos con un 55% de similitud entre las especies y en el séptimo grupos
de encuentran las especies vesicatoria y axonopodis

Dafna et al. (2007), encontraron en la cepa de Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria (Gen BankAM039952) caracterizada por Thieme
et.al., (2005) un gen asociado a virulencia avrBs2, el cual es conocido como
un efector tipo Il de virulencia (Sambrook, 1989) asi como otros genes
involucrados en el metabolismo bacteriano que formar enzimas bga2 con
la cual degrada polisacaridos del tomate para alimentarse

Eichelaub et al. (1992) encontraron una cepa de Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) con genes de patogenicidad
pat.1 en un plasmido pCM1, Meletzus et al. (1993) un gen para una
endocelulasa (cel A) en un plasmido pCM2, usando una secuencia parcial el
gen de patogenicidad pat 1, Dreir et al. (1995) disefiaron un juego de
iniciadores (CMM-5 y CMM-6) que detectan solamente cepas virulentas de
Cmm que les ayudo a establecer un método de diagnostico por PCR para
este patdgeno en tejidos vegetales y semillas.

Seal et al. (1999) uso los Oligonucleotidos OLI1 y Y2 cuyas regiones

blanco son secuencias especificas de la region 16S rADN de Ralstonia



solanacearum que amplifica un patron de banda de 292 pb y detecto la
bacteria en tubérculos asintomatico y con sintomas provenientes de

Colombia

Bacterias Asociadas a Papa 'y Tomate

Pectobacterium spp

Las bacterias responsables de la pudricion de raiz y pudricién negra,
se encuentran en el grupo conocido como entericas y descritas como
Erwinia por Lelliot and Dickey (1984), las cuales fueron propuestas para
estar actualmente en el género Pectobacterium (Hauben et al., 1998).

Pectobacterium spp. Ocasiona pudriciones de raiz en un amplio rango
de especies de plantas incluyendo, papa, tomate, chile, zanahoria entre
otras, la taxonomia del género Erwinia es compleja y esta constituida por
varios grupos. El méas relevante es el grupo carotovora que se caracteriza
por incluir la especie E. chrysanthemi (Ech) y las subespecies E. carotovora
subsp. carotovora (Ecc) y E. carotovora subsp. atroseptica (Eca). De
acuerdo a Hauben et al. (1998) éstas han sido clasificadas en el antiguo
género Pectobacterium, como P. chrysanthemi, P. carotovorum subsp.
carotovorum y P. carotovorum subsp. atrosepticum, sin embargo, esta
nomenclatura no ha sido ampliamente aceptada por los fitopatélogos. Los
sintomas causados por estas bacterias en tubérculos y base de los tallos

son la clasica alteracion enziméatica de los tejidos, que se tornan blandos y



hamedos. Asi mismo, también como accién bacteriana se puede presentar
una erratica emergencia de los tallos y la posterior caida de los mismos. Otro
sintoma, es el colapso del pedunculo de la flor ya cortada durante el periodo
de poscosecha. Ademas, el tejido degradado y macerado por las Erwinia
spp. bajo condiciones naturales es de consistencia blanda, de aspecto opaco,
de color blanco y desprende un fuerte olor a podrido. (Welsh, 1991; Dole y

Wilkins, 1999).

Clavibacter michiganensis subsp michiganenis.

Esta enfermedad fue estudiada por primera vez por Smith (1910), ya
que se detecto un afio antes en Michigan, Estados Unidos, actualmente s
encuentra dispersa en todo el mundo, es considerada una de las
enfermedades mas importantes en diferentes regiones productoras de
tomate a nivel mundial (Nazari et al., 2007).

C. michiganensis subsp. michiganensis fue clasificado como
Corynebacterium michiganensis desde 1930 a 1980, hasta que fue
reclasificada en el género Clavibacter, basado en el conocimiento sobre la
composiciéon de la pared celular (Davis et al., 1984). C. m encuentra dentro
del grupo de las bacterias Gram-positivas con alto contenido de guanina
citosina (G + C), dentro de este género se encuentran patdégenos que
afectan varias especies de solanaceas forrajes, céspedes y granos (Lee et

al., 1997).



La especie michiganensis se subdivide en cinco subespecies de
acuerdo al rango de hospederos, C.m. subsp sepedonicus en papa,
(Solanum tuberosum), C.m subsp. nebraskensis en maiz (Zea mays) C.m.
subsp. tesselarius en trigo (triticum aestivum), C.m. subsp. insidiosus en
alfalfa (Medicago sativum), y C.m. subsp. michiganenis en tomate (Solanum
lycopersicum) (Gartemann et al., 2003).

C.m.m puede sobrevivir durante dos o tres afios en restos de plantas
que se encuentran en el suelo, y puede entrar a la planta a través de heridas
y aberturas naturales como las estomas.

El patégeno puede infectar la semilla y también puede ser transmitido
a las areas libres por medio de semillas comerciales (Luo et al., 2007). La
semilla es el principal vector a larga distancia y el comercio facilita la

diseminacién de la enfermedad en todo el mundo (De Le6n et al., 2007).

Xanthomonas campestris pv vesicatoria

El género Xanthomonas fue propuesto por primera vez por Dowson
(1939) quien describi6 60 especies, todo este tiempo fue clasificada de
acuerdo a caracteristicas fenotipicas, bioquimicas, morfolégicas vy
patogénicas, pero con los avances de biologia molecular es necesario,
reevaluar la posicion taxondmica de las especies de Xanthomonas. Algunos
de los efectores fueron hechos en basa a la homologia del DNA-DNA, la
utilizacién de las fuentes de carb6n sugieren la clasificacién de 20 especies

dentro del género (Yang et al., 1993; Vauterin et al., 1995)



La relacion filogenético de estas 20 especies fue evaluada basada en
el gen 16S rRNA y Unicamente encontron tres grupos ya que hay una alta
similitud (98%) entre las especies (Hauben et al., 1998), en 2002 Gong y
Rosato encontraron seis grupos filogenéticos basados en el andlisis de la
region espaciadora de los genes de 16S -23S rRNA, sin embargo hay
grupos de muchas especies que no pueden diferenciarse, Tiago et al. (2007),
analizaron la secuencias de dos genes encontrados en diferentes especies
de Xanthomonas, relacionados con los factores de patogenicidad (rpf8) y la
sintesis del ATP ( atpD), encontraron 11 grupos con un 55% de similitud
entre especies y en el 7 agruparon a las especies vesicatoria y axonopodis

Este género causa la mancha bacteriana de tomate y chile, puede
encontrarse en casi todas las regiones donde se cultiva estos hospederos
(Stall, 1995) segun sus caracteristicas fenotipicas y genéticas, Xcv se
clasifico en cuatro distintos grupos A, B, C, y D. Dos de cuatro grupos el Ay
B se encuentran distribuidos en todo el mundo y son los mas estudiados en
términos de taxonomia, en 1995 fueron reclasificados de Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria a Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria y
Xanthomonas vesicatoria respectivamente. El Grupo C se aislé en 1991 y
recientemente se le ha encontrado en muchas regiones productoras de
tomate de México y estados Unidos. Las cepas del grupo D, originalmente
aisladas en Costa Rica se determino que se encontraban estrechamente

relacionadas con X. gardneri, aislada en Yugoslavia en 1957.
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El grupo D, se identifico en Canadéa y Brasil. En 2005 el grupo A fue
reclasificado a X. euvesicatoria, el grupo C se clasifico como X. performans y
el grupo D como X. gardneri (Jonas, 2008)

La bacteria inverna en la semilla contaminada durante la extraccion,
en los restos de las plantas infectadas que se encuentran sobre el suelo y

quizas en otros hospederos (Agrios, 2005)

Ralstonia solanacearum

La podredumbre parda de la patata se describié por primera vez en
Estados Unidos en 1896, se ha considerado una bacteria de zonas
tropicales y sub tropicales, aunque se ha detectado en los cinco continentes.
Ralstonia solanacearum es la bacteria fitopatbgena, después de
Agrobacterium tumefaciens, que puede afectar a un mayor nimero de
especies vegetales, se ha citado sobre mas de 200 especies distintas, de
alrededor de 50 familias. (Ito et al., 1998) La familia mas susceptible, referida
a numero de especies afectadas es la Solanacea, en la que se encuentran
huéspedes de mayor importancia econémica como la papa, tomate,
pimiento, berenjena, algodén, tabaco, cacahuete etc.

Los primeros reportes la mencionan como una Pseudomonas no
fluorescente en 1983 fue asignada al género Burkholderia por He et al.,
(1983). En 1992 fue transferida al grupo Il de homologia del rRNA en base
al andlisis filogenético de las secuencia de nucleotidos del gen 16S rRNA fue

reclasificada como Ralstonia (Yabuchi et al., 1995).
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Esta bacteria es una especie compleja, heterogénea que comprende
diversas poblaciones, tanto en estudios bioquimicas como moleculares
(Hayward, 1991, Martins 2000), la cual se observa en la especificidad de la
bacteria para aprovechar diferentes fuentes de alcoholes y disacaridos la
especie se ha dividido en cinco biovares (Engelbrech, 1989) asi como el
rango de hospederos (patogenicidad) la especie se dividié en Il razas
(Hayward y Hartman, 1994). La raza Il (biovar 2), que afecta a las
solanaceas, adaptada a temperaturas mas bajas 28-30 °C Raza | (biovar 1,3,
4 y 5) con un amplio rango de hospederos (papa, tomate, tabaco etc.)
temperatura 33-37 °C y la raza Il (biovar 1) afecta principalmente a bananero
con una temperatura 6ptima de 33-37 °C.

R. solanacearum contiene varios genes involucrados en la interaccion
hospedero-patégeno que han servido para disefiar iniciadores que detecten
a esta bacteria en tejido asintomatico o con sintomas como son el OLIy Y2
que amplifican una regidon del 16S rRNA de 288 pb y que son conocidos
como hrp (hypersensitive reaction and pathogenicity) por se responsables
del inicio de los sintomas en plantas hospederas y el desenvolvimiento de la
reaccion de hipersensibilidad en plantas no hospederas (Feng et al., 1992)

Chavarro y Angel (2007), usaron estos mismo iniciadores para la
identificacion de R. solanacearum en tubérculos asintomaticos y usando
cinco Iniciadores reproducibles (OPA13, OPC6, OPC8, OPC11, y OPD7)
mencionados por Thwaites et al., (1999) analizo el polimorfismo de

amplificacion al azar del DNA (RAPD) diferencio y agrupo las cepas de esta
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bacteria de acuerdo a las regiones geogréaficas de procedencia y razas,

encontrando una alta variabilidad genética
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MATERIALES Y METODOS

Durante los afios 2006, 2007 y 2008 se colectaron muestras de
plantas de papa y tomate con sintomas de bacteriosis en campo e
invernadero en los municipios de: Arteaga Coahuila; Navidad, Nuevo Leodn;
Tapalpa, Jalisco y en los Mochis, Sinaloa. La obtencion de aislados,
identificacion bioguimica y molecular se realizé durante 2007 -2010 en el
laboratorio de Fitopatologia de la Universidad Auténoma Agraria Antonio

Narro de Saltillo Coahuila México.

Obtencién de Material Biolégico

Papa. Se muestrearon cuatro lotes comerciales de papa en c/u de los
estados de Coahuila, Jalisco, Nuevo Ledn y Sinaloa. La metodologia usada
fue acorde a la Norma Fitosanitaria nimero 40 (NOM-FITO 040-1995), en la
gue indica que se deben de recorrer 200 m lineales por surco, en cinco

puntos por lote, obteniéndose 2000 tubérculos por estado.

Tomate. Se muestrearon 10 invernaderos, 5 en Coahuila y 5 Nuevo Ledn.

Se colectaron 50 plantas completas y 400 muestras de frutos y follaje. En
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Jalisco y Sinaloa se muestrearon cuatro lotes comerciales por estado para

obtener 80 plantas completas y 800 muestras de frutos y follaje.

Aislamiento de Bacterias.

Papa

Se revisaron visualmente los 2000 tubérculos de cada estado y se
seleccionaron 800 con sintomas de pudricion. En estos se obtuvieron
muestras compuestas de cinco tubérculos cada una, de donde se tomaba
cinco g de tejido por tubérculo, y se macero en 10mL de agua destilada
estéril. Se dejo reposar por una hora, realizando diluciones seriadas,
sembrando 100 uM en placas de medio B de King (KB), (King et al., 1954),
se incubaron a 25 = 2 °C/24 h. En seguida se seleccionaron colonias de
aspecto mucoso, con borde circular, con un diametro de 2 a 4 mm., de
colores crema, amarrillo y/o rosaceas. Las colonias fueron purificadas en
placas de KB incubadas a 25 + 2 °C/48 h, las colonias cremas y rosas, las

de color amarillo se incubaron por cinco dias. (Noval, 1987).

Tomate.

50 y 80 plantas completas de tomate provenientes de invernadero y
campo fueron procesadas separando los tejidos de raiz, tallo, follaje y fruto.
Se tomaron 5 g de cada tejido y se maceraron en 10 mL de agua destilada
estéril, se dejo reposar por una hora, se realizaron diluciones seriadas

sembrandose 100 uM en placas de KB, incubandose a 25 + 2 °C/24 h. Las
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400 muestras de invernadero de follaje y fruto se analizaron mediante 40
muestras de cada estado, compuestas de cinco tejidos diferentes tomando
2 g de cada uno, los que se maceraron en 20 mL de agua destilada estéril,
incubandose 1h, realizando las diluciones seriadas de las que se tomaron
100 uM de solucién depositando en placas de KB, incubadas a 25 °C/24
horas.

De las 800 muestras de follaje y fruto de campo se analizaron 40
muestras de cada lote comercial mediante una muestra compuesta de 5
tejidos diferentes de los que se tomaron 2 g de tejido macerados en 20 mL
agua destilada estéril, incubadas 1 h, realizando diluciones seriadas
depositando 100 uM en placas de KB, incubadas a 25 °C/24 h, las colonias
de color crema y amarillas convexas de 4mm, y las de color amarillo de 1 a

2 mm de didmetro se incubaron siete dias a 25 °C.

Identificacién de Bacterias

A las cepas purificadas se les realizaron las pruebas bioquimicas y
fisiol6gicas preliminares de Gram, RYO, Oxido — Fermentacion (O/F) (Hugo-
Leiffeson, 196 Levana, Oxidasa, pectolisis de papa, Arginina e
hipersensibilidad del tabaco (LOPAT), presencia de flagelos y morfologia
colonial de acuerdo a la metodologia de cada una de ellas. (Schaad et al.,

2001; L6pez, 2001; Janse, 2005).
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Pruebas bioquimicas especificas

En base a los resultados preliminares se detectaron presuntamente
los géneros  Pectobacterium, Xanthomonas, Ralstonia, Clavibacter y
Pseudomonas, por lo que se procedio a realizar las pruebas bioquimicas
especificas para cada especie y/o sequovar (Schaad et al., 2001; Janse,
2005).

Las pruebas bioquimicas especificas para cada especie se basan en
el requerimiento de oxigeno del género, en la descomposicibn de
macromoléculas, la hidrélisis del almiddn, el crecimiento en temperaturas
extremas, la acidificacion de diferentes fuentes de carbon, y el
aprovechamiento de estas, la sensibilidad a los antibiéticos, la actividad de
diferentes enzimas, asi como el crecimiento en medios diferenciales o

selectivos.

Conservacién de las Cepas

Las cepas se mantuvieron en soluciones de crié conservaciéon a base
de NaCl 1%, Glicerina al 70%, agua destilada estéril y medio liquido extracto
de levadura (YDC), en tubos de ensayo de capacidad de 15ml, a 4 °C en un
congelador convencional, y un duplicado de estas asi como en tubos
epppedor de capacidad de 1.5ml en el ultrocongelador REVCO a -70°C.

(Lapage et al., 1970; Hatt, 1980)

17



Identificacién Molecular

Extraccién del ADN

Para la extraccion de ADN bacteriano se utilizo la técnica de Harwwod
y Cutting (1999), modificada, en donde la bacterias fueron inoculadas en
medio liquido Luria-Bertani (LB), el cual contenia Triptona 10 g, cloruro de
sodio 5 g, extracto de lavadura 5 g/L de agua, en tubos de capacidad
(13x100) en los que contenian 3 mL de medio, se incubaron a 37 °C con
agitacion vigorosa para llegar a la fase estacionaria (16 h), la extraccion se
realiz6 de la siguiente forma. Se coloc6 el crecimiento bacteriano en un tubo
eppendorf de 1.5 mL centrifugdndolos a 14,000 rpm y se desecho el
sobrenadante, a la pastilla se le adicionaron 150 ul de buffer de lisis (0.1 M
NaCl,50mM EDTA pH 7.5) y 15 ul de N-lauryli sarcosine y se mezclo con
vortex, se le adicione fenol fri6 200 yl se mezclo con vortex y se centrifugo
a 14,000 rpm/5min.Se recupero la fase acuosa y se le dio el mismo
tratamiento con fenol, se le adiciono 200 ul de acetato de sodio 3M con pH
4.8 a 5.2 y sin agitar 500 yl de etanol puro frid, se incubo a 4 °C/20 min; se
lavo la pastilla con etanol 70% por dos veces y se re suspendio la pastilla en

200 ul agua bi destilada estéril y se almaceno a -4 °C.
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Determinacién de la concentracion de ADN

La concentracion y la pureza del ADN se estimo por
espectrofotometria mediante la lectura de absorbancia a 260-280nm, en un
transiluminador Thermo spectronic BioMate 3, el ADN purificado se conservo
a -4 °C hasta realizar el ensayo. Para corroborar la pureza del ADN se corrio
un gel de agarosa al 1%, usando 5uM de la muestra, por celdilla,
visualizando los resultados en un transiluminador.

La confirmacion de los géneros y especies detectados mediante las
pruebas bioquimicas se realizo usando la reaccion de la polimerasa en

cadena (PCR)

Pectobacterium carotovorum (Erwinia carotovora)

Se uso un par de iniciadores especificos para el subgrupo de
Pectobacterium carotovorum pv carotovorum el cual amplifica una banda de
500pb (Eisse et al., 2008; Kangan, 2003) las condiciones para la PCR
fueron las siguientes: 2 pM de DNA, 25 pmol de cada iniciador
EXPCCF/EXPCC,: 200 yM de cada dNTP, 2.5 ul de buffer PCR 10x incluido
MgCl, y 0.5U de Taq polimerasa, con el siguiente programa de
desnaturalizacion a 94 °C/ 5min, amplificacion 2 pl 5 ciclos a 94°C/30 seg.

72 °C/ 90 seg. Y terminado con un ciclo de incubacion de 72 °C/ 5 min.
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El producto de amplificacion fue observado en un gel de agarosa al
1% usando 3 pl de colorante de azul de broma fenol y 5 yl de la muestra del
producto de PCR y se corrié a 80 V/ 90 min, el resultado se observo en el
transiluminador UVP Ultraviolet transiluminator Biolmaging Systems GelDoc-
IT-IMagning Sistem.

Se utilizaron ademas los iniciadores Y 45 y Y 46 que detectan a
Pectobacterium carotovora pv atroseptica (Darrese et al., 1994 ; Frechon et
al., 1995) bajo las siguientes condiciones de la PCR, 0.2U de taq polimerasa,
5 ul de buffer PCR 10x, 3 pl de cloruro de MG 25mmol, 4 ul de cada uno de
los NTPS 1mmol y 0.2 pl de cada uno de los iniciadores con un paso inicial
de desnaturalizacion a 94°C/5 min., 34 ciclos de desnaturalizacion a
94 °C/30 seg., anillamiento a 55°C/45 seg., y extension a 72 °C/45 seg., con
un ciclo final de extensién a 72 °C/7 minutos ( Yahioui et al., 2003).

El programa de los iniciadores ERWFOR, ATROREV se realiz6 bajo
las siguientes condiciones de la PCR, en un volumen de 50 ul, dNTPs 0.3 ul,
iniciadores, 20 ul de cada uno, buffer PCR 1X, MgCl, (mM) 1.5 pl y Taq
polimerasa 1.5 U, con el siguiente programa de perfiles térmicos fase 1,
94 °C/4 min, 1 ciclo, Fase 2; 94 °C/60 seg, 55 °C/60seg, 72 °C/2 min., 30

ciclos, Fase 3; 94 °C/60seg, 550 °C/60seg. 72 °C 10 min (Smid et. al., 1995)
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Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Xanthomonas euvesicatoria, X.

vesicatoria).

El iniciador que se uso para detectar X. campestris pv vesicatoria
detecta un gen de la familia de proteinas Rhs XCV50 y XCVR50, el cual
amplifica una banda de 517pb, la amplificacion es en un volumen de 50 pl
que contiene 10 mM KCI, 1.5 pyl MgCl,,0.01 % de gelatina, 0.2 yl de cada
dNTP, 10 pM de cada iniciador. 2 U de Taq polimerasa, y 50 nd de DNA. La
reaccion se corrié con el siguiente programa desnaturalizacién 94 °C/ 5min
25 ciclos en donde cada ciclo consta de 94 °C/60 seg, 58°C/30 seg y 72 °C/

60 seg, con un ciclo final de extension de 72 °C/10 min (Dong, 2009)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislados de Tomate.

Durante el 2006, se obtuvieron 100 cepas bacterianas de los estados
de Coahuila y Nuevo Leon en siete variedades de papa, el seis porciento de
los tubérculos de la variedad Fiana se asociaron con sintomas presuntivos
de pudriciébn negra (Figura 1), el 10% de los tubérculos de la variedad
Atlantic provenian de plantas asociadas con sintomas de marchitamiento
Cuadro 1.

En 2007 y 2008 se obtuvieron 100 cepas bacterianas provenientes de

tubérculos asintométicos en seis variedades de papa (Figura 2), en los

estados de Coahuila, Nuevo Leon, Jalisco y Sinaloa.

Figura 1.Sintomas de pudricion negra, P.c Figura 2 .Tubérculos asintomaético de
subsp. atrosepticum , en tubérculos de la la variedad Vivaldi, portadores de P.c
de la variedad Fiana. subsp. carotovorum
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Cuadro 1.- Bacterias aisladas en papa de los estados de Coahuila, Nuevo
Ledn, Jalisco y Sinaloa, variedades muestreadas y numero de cepas
obtenidas durante 2006, 2007 y 2008

Estado Variedad Ao Género bacteriana No Cepas
Pectobacterium carotovorum 20
Coahuila Gigant 2006 Pseudomonas spp 5
Coahuila Atlantic 2006 Ralstonia solanacearum 15
Vivaldi (Micro 5
Coahuila  tubérculos 2006 Pectobacterium carotovorum
Coahuila Cesar 2006 Pectobacterium carotovorum

Coahuila Monalisa 2006 Pectobacterium carotovorum

5
5
Pectobacterium carotovorum 1
3
1
1

Coahuila Felsina 2007 Ralstonia solanacearum

Fiana 2007 Pectobacterium carotovorum

Vivaldi (2 lotes) 2007 Pectobacterium carotovorum
Nuevo P.c. atrosepticum, 15
Ledn Fiana 2006 Ralstonia solanacearum 8
Nuevo 12
Ledn Mondial 2006 Pectobacterium carotovorum
Nuevo 1
Ledn Gigant 2007 Pectobacterium carotovorum
Nuevo 1
Ledn Fiana 2007 Pectobacterium carotovorum
Nuevo 1
Ledn Mondial 2007 Pectobacterium carotovorum
Nuevo 1
Ledn Vivaldi 2007 Pectobacterium carotovorum
Jalisco Apha 2007 P.c.subsp. atrosepticum 1

Pectobacterium cartovorum. 1

Jalisco Fiana 2007 Clavibacter michiganensis 6
Jalisco Felsina 2007 Pectobacterium carotovorum 1
Jalisco Vivaldi 2007 Pectobacterium carotovorum 1
Sinaloa Alpha 2007 P.c. subsp. atroseptucum 1
Sinaloa Vivaldi 2008 Pectobacterium carotovorum 1
Sinaloa Alpha 2008 Pectobacterium carotovorum 1
Sinaloa Alpha 2008 Pectobacterium carotovorum 1
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Aislados de Tomate.

En 2006 se obtuvieron 60 cepas bacterianas de plantas con sintomas
de mancha negra, provenientes de invernadero y campo en los estados de
Coahuila 'y Nuevo Ledn en 3 variedades de tomate.

Durante 2007 y 2008 se aislaron 100 cepas provenientes de los
estados de Coahuila, Nuevo Leon, Jalisco y Sinaloa, el 80% de estas cepas
se aislaron de sintomas presuntivos de mancha negra (Figura 3), el 10% de
estas cepas fueron de Jalisco, de la Variedad Toro, las cuales se aislaron de
plantas con sintomas de cancer bacteriano (Figura 4), el 10% presentaron

sintomas de pudricion.

Figura 3. Sintomas de mancha negra Figura 4. Plantas de tomate con sintomas
X. vesicatoria en tomate de variedad de céancer bacteriano, C.michiganensis
Gabriela plantas tomate de la var. Gabriela,
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Se aislaron 3 género de bacterias en tres variedades de tomate de

invernadero y campo, la variedad toro fue la que presento mayor diversidad

de sintomas ya que de Jalisco se aislé a Clavibacter michiganensis subsp

michiganensis. en Coahuila Xanthomonas campestris pv. vesicatoria y en

Nuevo Leodn a Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum. (Cuadro 2).

Cuadro 2.- Bacterias aisladas en plantas de tomate, muestreadas en

campo e invernadero durante la temporada 2006, 2007 y 2008.

Estado Variedad Afio Patégeno
Coahuila Inv. Gabriela 2006  Xanthomonas campestris pv vesicatoria
Coahuila Inv. Gabriela 2007 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
Coahuila Inv. Toro 2007 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
Nuevo Leén Inv.  Toro 2006 Pectobacterium carotovorum pv carotovorum
Nuevo Lebn
Campo Gabriela 2007 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
Jalisco campo Toro (2) 2007 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis
Jalisco campo Tequila 2007 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
Jalisco campo Gabriela (4) 2008 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
Sinaloa campo Gabriela 2008 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

Pruebas Bioquimicas Preliminares

De los 100 aislados de papa, 40 de ellos fueron consistentes con las

propiedades fisiologicas y bioquimicas para el género Pectobacterium, 30

para Clavibacter, 25 para Ralstoniay 5 para Pseudomonas. (Cuadro 3).
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(Thornley, 1960; Dye y Kemp.1977; Thomson et al.,, 1981; Dickey y

Kelman ,1988).

Cuadro 3.- Caracterizacion fenotipica para diferenciar géneros bacterianos

provenientes de tubérculos de papa guante 2006, 2007 y 2008.

Prueba Pectobacterium Ralstonia  Clavibacter Pseudomonas
Gram - - + _

RYO + + - +

O/F + + + - + - + -
Levana - - - -

Oxidasa -23 +17 + - +
Pectolisis P + + + _
Arginina - -

Hiper, Tab + + + +
Flagelos + + - + 1 polar
Catalasa + + +5,-25 +
Morfo.bord liso liso liso liso
Didmetro 2mm 5mm 1-3mm 4mm
Consistencia Mucoide Fluida Mucoide Mucoide
elevacion Convexa Convexa Convexa Convexa
Coloracion Crema Blanca Amarilla Crema

De las 40 cepas presuntivas de Pectobacterium solo 23 dieron un
100% de homologia a las pruebas bioquimicas preeliminares, 17 de ellas
dieron positivas a la prueba de oxidasa., por lo que fueron descartadas ya
gue este género no presenta la enzima citocromo C oxidasa. (Lelliot and
Stade, 1987)

En el caso de Ralstonia solo cinco cepas no crecieron en NaCl al 7%,

por lo que 20 de ellas fueron descartadas, pues este género no tiene
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tolerancia para desarrollarse en concentraciones altas de cloruro de sodio
(Schaad et al., 2001).

Para Clavibacter cinco cepas dieron un 100% de homologia para las
pruebas sugeridas las restantes dieron una respuesta negativa a la prueba
de la catalasa, es decir que las cepas obtuvieron su energia por la via
fermentativa.

En cuanto a Pseudomonas las 5 cepas dieron un 100% de homologia
a las pruebas preeliminares.

Las 80 cepas aisladas de tomate presentaron color amarillo,
consistencia mucoide, diametro de 3 mm, de ellas solo 11 se confirmaron
como Xanthomonas pues el resto no presentd movilidad, (McGuire et al.,
1986). 10 cepas presentaron homologia del 100% para Pectobacterium
(Dickey y Kelman 1988) y 10 para Clavibacter, (Fatimi y Schaad, 1988)

Cuadro 4.
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Cuadro 4.- Pruebas bioquimicas preliminares para diferenciar géneros de

bacterias aisladas de tomate de campo e invernadero.

Prueba Pectobacterium Xanthomonas Clavibacter
Gram - - +
RYO + + -
O/F + + + - - +
Levana - + -
Oxidasa - - -
Pectolisis P + - +
Arginina - -
Hiper, Tab + + +
Flagelos + 1polar -
Catalasa + + +
Morfo.bord liso liso liso
Diametro 2mm 1-4 mm 1-3mm
Consistencia Mucoide Mucoide Mucoide
elevacion Convexa Convexa Convexa
Coloracion Crema Amarilla Amarilla

Pruebas Bioquimicas Especificas.

Para el caso de Pectobacterium se observo que una cepa aislada de
tubérculos provenientes de Sinaloa a las 24 h presento una respiracion
fermentativa parcial, el resto de las cepas fue de manera total, el grupo de
las Enterobactereaceas es de manera total en este tiempo. (Figura 5).
(Hugg-Leifesson, 1953; Hayman et al., 1998)

El 73.1 % de las cepas de Pectobacterium correspondieron a la
especie carotovorum, el 30.4% a la especie atrosepicum y el 6.5% de las

cepas presentaron una actividad proteica en el indol, y aprovecharon de
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manera parcial al citrato como fuente de carbon, asi como formaron acido
del disacarido sorbitol por lo que corresponde a la especie chrysanthemi
(Garden et al.,2003), las especies de las pectobacterias pueden utilizar
diferentes fuentes de azucares para su metabolismo como la glucosa,
sacarosa, rafinosa, arabitol, melobiosa, o lactosa entre otras (De Borar y
Kelman, 2001), esta especie tiene la caracteristica de ser sensible al
antibiotico eritromicina. La especie chrysanthemi debe ser confirmada con la
actividad pectinolitica de produccion del indol que fue positiva sin embargo
no uso como fuente de carbén la arabinosa ni el malonato (Garden et al.,

2003).

Clavibacter

El 100% de las cepas de Clavibacter aisladas de papa presentaron
morfologia colonial idéntica en cuanto al borde liso, aspecto mucoso,
amarillas, diametro de 2 mm, después de 15 dias de incubacién a 25°C, las
5 cepas presentaron un 100% de homologia de tincion de Gram, prueba de
RYO, oxidasa, y se observaron bacilos pleomorficos agrupados en “V”,
hidrolizaron almidén y no presentaron movilidad (Agrios, 2005; SAFRINET,

2000) Figura 6.
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Figura 5.Respuesta parcial, a las 24h Figura 6.Colonias de C. michiganensis

de la respiracion fermentativa, de aisladas de papa de la variedad Alpha
Pectobacterium edo. de Sinaloa proveniente del edo. de Jalisco
Ralstonia

El 100% de las cepas en medio KB, presentaron color crema, borde
circular de 4mm de didmetro, no fluorescentes presentaron un 100% de
homologia a las pruebas de Gram, RYO, oxidasa, catalasa, levana,
pectolisis de papa, arginina, hipersensibilidad de tabaco, respiracion
oxidativa, y en el medio selectivo sur Africa modificado (SMSA) las colonias
eran fluidas con el borde irregular blancas con el entro rosado después de 5
dias de incubacion (French et al., 1995; Schaad et al., 2001; Jansen et al.,

2005).

Pseudomonas

El 60% de las cepas(3) en medio B de King presentaron

fluorescencia, bacilos cortos, Gram - con un flagelo, metabolismo respiratorio
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fermentativo,oxidasa (+), catalasa(+).aprovecharon como fuente de carbon al
sorbitol, redujeron los nitratos a nitritos, el 40% las cepas (2) dieron una
respuesta (-) y no aprovecharon al sorbitol como fuente de carbén (Gerhadt
et al., 1981) de acuerdo a estas pruebas se trata de la especie aureaginosa
reportada como un patégeno oportunista en plantas, el cual puede cuasar la
pudricion de raiz en lechuga y Arabidopsis ya que esta bacteria es capaz de
formar un biofilm que le confiere resistencia a los antibiéticos segregados por

las raices de las plantas (Rhame et al., 1995; Walter, et al., 2004)

Xanthomonas

Solo 11 cepas presentaron un 100% de homologia en las pruebas
sugeridas por Safrinet, (2001) y Schaad et al. (2001). EI 56.6% de las
cepas presentaron una respuesta variable en la prueba de la catalasa y de la
arginina (Figura 7).

El 100% de las cepas aprovecharon como fuente de carbén al glicerol,
sorbitol, y maltosa asi como la hidrélisis del almidon, se formaron dos
grupos en cuanto el aprovechamiento de la melobiosa ya que el 55.4% de
las cepas lo hizo de manera total y el 45.6% de manera parcial y el 100%
aprovecho a la rafinosa. El sequovar vesicotoria formo un halo transparente
en el medio Tween 20, las colonias en el medio SX fueron de color morado y

en el CPG las cepas 2,3 y 4 presentaron una coloracion verde amarillo.
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Figura 7. Respuesta variable de cepas Figura 8. Crecimiento de X.vesicatoria
X. vesicatoria en el aprovechamiento en los medios diferenciales y especificos

De la arginina

Clavibacter

10 cepas de Clavibacter aisladas de tomate presentaron un 100% de
homologia en la morfologia colonial de color, aspecto, borde, elevacion y
tamafio a 15 dias de incubacion a 25 °C, asi como en tincion de Gram,
prueba de RYO, oxidasa, hidrolizaron almidon y no presentaron movilidad.

(Agrios 2005).

Identificacion molecular

Mediante la técnica de Miniprep (Velasquez, 1996) de 13 muestras
de DNA del Pectobacterium, presentaron valores DO0jgong0 €ntre 0.728 y
1.224, de acuerdo a Valadez y Kahl (2000), estos valores nos indican
contaminacion con proteinas y/o fenol. Al hacer el analisis en un gel de

agarosa al 1% se observaron las siguientes bandas (Figura 9).
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Figura 9. Analisis de la calidad del DNA, de 20 cepas de Pectobacterium spp.

en un gel de agarosa al 1% TAE, extraidas con la técnica del Miniprep

Al usar la técnica de Harwood y Cutting (1990) en DNA de
Pectobacterium los valores DO 60080 fueron entre 0.968 - 2.112

En este mismo género y especie la usar la técnica sugerida por
Almeida (2009), los valores se encontraron DO 2g0/280 1.072 - 1.702

En el caso de Xanthomonas la calidad del DNA de 16 muestras los
valores DO 2601280 S€ encontraron entre 0.263 y 3.250 lo que nos indica de
acuerdo a estos autores la contaminacién con proteinas y/o fenol, ademas
las muestras fueron analizadas en un gel de agarosa al 1% con TAE (Figura

10).
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Figura 10.-Analis de la Calidad de ADN de Xanthomonas vesicatoria

En un gel de agarosa al 1% TAE, con azul de bromafenol.

Confirmacion de las Cepas Bacterianas.

Pectobacterium

Usando los iniciadores EXPCCR y EXPCCF, 17 cepas ampliaron un
patron de banda de 500pb como producto de la PCR (Ese et al., 2004,
Kangan, 2003) por lo que se confirmo que pertenece a la subsp
carotovorum. Mahmouid etal., (2007) detectaron en Fritillaria imperialeis a
esta bacteria con los mismos iniciadores, ademas de las pruebas
bioquimicas y morfolégicas encontrado en estas variaciones en el
aprovechamiento de la maltosa. EI DNA de 6 cepas no amplifico este patron
de banda, y son las que se desarrollaron a 25 °C, y aprovecharon el

ketometil glucésido, asi como el indol como fuente de proteinas por lo que se

34



usaron los iniciadores ERWORF y ATROREYV, propios de la subespecie
atroseptica (Smid et al., 1995) que amplifica un patron de banda de 389pb
en la PCR, y estd relacionada con genes que codifican la
metilproteasa.Ademas de los iniciadores Y45 y Y 46 que amplificaron un
patron de banda de de 438pb que codifica al gen pelB de la pectoliasa el
cual lo diferencia de otras pectobacterias ya que son activados al momento
que la bacteria entra en contacto con las células del hospedero causando
una pudricion (Frechon et al., 1998; Perombelon, 2002)

De Boer and Ward (1995), utilizaron los iniciadores ECAlc y ECA2r
que codifican la enzima pectoliasa propia de esta subespecie y la cual

amplifica en un patrén de banda del producto de PCR de 690 pb.

Xanthomonas

Como producto de la PCR, usando los iniciadores XCVF y XCVR en
las cepas presuntivas de X. campestris pv. vesicatoria se observo un patron
de banda de 500pb propio de la especie vesicatoria (Jonas et al.,2004 y
2006).La literatura menciona que existen cuatro especies involucradas en la
enfermedad conocida como mancha negra de tomate, las especies
euvesicatoria, performans y gardeneri amplifican patrones de banda de
550 bp vy la especie vesicatoria que amplifica un patron de banda de 500pb.
Dong et al., (2007) utilizaron este mismo iniciador que amplifica un gen de
la familia rhs que es altamente variable entre los patovares de Xanthomonas,

y muy especifico para detectar a X.c. pv vesicatoria en plantas de tomate y
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chile, ya que unicamente amplifica un patrén de banda como producto de la
PCR de 517pb.

Leite et al., (1994) mencionan que los iniciadores que se obtiene del
gen hrpB amplifican fragmentos especificos de patogenicidad de 28
patovares fitopatdgenos de X. campestris asi como de 31 especies de
Xanthomonas el tamafio , es de 840pb, Mitrev y Kavacevic (2006), usando
un iniciador de este gen caracterizaron cepas de X. axonopodis pv
vesicatoria los cuales amplificaron aquellos aislados que dieron positivos a
las pruebas de patogenicidad, estas secuencias son muy conservadas en los

patovares fitopatogenoas de las xanthomonadaceas.

Figuro 11.- Confirmacién de Xanthomonas vescicatoria mediante la PCR y

observando los valores en un gel de agarosa al 1 % TAE.

36



Pectobacterium carotovorum susbsp. carotovorum se presento en los
estados de Coahuila, Nuevo Ledn, Jalisco y Sinaloa, en los 16 lotes
muestreados y en las variedades de papa; Gigant, Felsina, Fiana, Mundial,
Vivaldi y Apha, asi como en los micro tubérculos Cesar, Monalisa y Vivaldi
del estado de Coahuila, todas las cepas se aislaron de tubérculos
asintomaticos, ya que este patdgeno se puede encontrar latente hasta
encontrar las condiciones favorables para que se presente la enfermedad y
los sintomas sean visibles, ( Permobelon y Kelman 1980), la subsp.
carotovorum es propia de regiones templadas como las que prevalecen en
tres regiones, excepto Sinaloa, de la que se aislé una cepa que presentd
diferencias metabdlicas en el aprovechamiento del carbon contenido en el
del citrato, asi como en la formacion de acido a partir del sorbitol cuya
respuesta es propia de D. chrysanthemi (Garden et al., 2003), cuyo
patdgeno esta reportado como de regiones semitropicales o tropicales que
son las que prevalecen en dicha region, sin embargo su identidad se
corroboro con iniciadores asociados a la formacion de la enzima pectoliasa
(genpel), asociada al sintoma de la pudricion blanda (Darrasa et al., 1994),
propio de esta especie, que afecta a un gran numero de plantas hospederas
como el tomate, zanahoria, calabaza cebolla entre otras, por lo que no se
deben de realizar rotaciones de cultivo con estos hospederos en aquellos
lotes donde se localiza la bacteria ya que puede permanecer por varios
ciclos latente.

Pectobacterium atrosepticum se presentd en Coahuila, Jalisco y

Sinaloa en las variedades Vivaldi y Alpha, el dafio de este patdgeno varia de
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una localidad otra esta influenciada por el clima y condiciones de
almacenamiento (Perombel6on y Salomoén, 1995), esta enfermedad se
presenta en climas frios en suelos con exceso de humedad, condiciones de
Tapalpa Jalisco y Arteaga Coahuila,, pero no en Sinaloa, la cepa aislada de
este estada, se desarrollo en presencia de eritromicina, aprovecho las
proteinas del indol (Garden et al., 2003) respuestas propias de D.
chrysantemi responsable de la pudricidbn en climas calidos, esta cepa no
aprovecho al malonato y arabinosa como fuente de carbén, (De boar y
Kelman, 2001) por lo que D. chrysanthemi se descarto pues al usar dos
inicadores asociados con genes que codifican las enzimas metil proteasa y
la pectoliasa que son activadas al momento que la bacteria entra en contacto
con la célula hospedera, causando la pudricion (Frenchon et al.,1995;
Perombelén, 2002), un tubérculo contaminado con este patégeno y
almacenado puede infectar 100 kg de semilla, por lo que se considera uno
de los patdbgenos mas dafinos en la produccién de papa ya que afecta en
etapa vegetativa y/o alamacenamiento, (Lewo00s,1992). Ralstonia
solanacearum se aliso en Coahuila y Nuevo Le6n, en las variedades Atlantic,
Felsina y Fiana esto puede deberse a la cercania de la frontera con Estados
Unidos y Canadéa ya que en los ultimos afios la importacion de papa se ha
incrementado movilizando diversos patdgenos entre ellos esta bacteria que
es considerada como agente de bioterrorismo por el dafio econdmico que
ocasiona en la industria del fritura de papas, (Lambert, 2002; Sanson et.al.,
2005), de acuerdo a la NOM-FITO-041, permite 3% de contaminacion en la

semilla basica para siembra en campo, la movilizacion de otras categorias
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de semilla de papa no se tiene tolerancia para Ralstonia por lo que de dichos
lotes infectados no se debe usar para semilla solo para el consumo en fresco
0 industrializacidén. Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus , se
presento en Jalisco afectando a la variedad Fiana, este patégeno de acuerdo
a la NOM-FITO-041, tiene cero tolerancia para cualquier categoria de semilla
de papa, por lo que esta cuarentenado, el patbgeno puede ser facilmente
diagnosticado pero puede pasar desapercibido en tubérculos asintométicos
infectados, para estos la deteccion seroldgica es eficiente, por lo que la
confirmacion de esta puede hacerse mediante técnicas moleculares (De
Boar et al., 2005).

Xanthomonas vesicatoria se detecto en plantas de tomate de los
estados de Coahuila, Nuevo Leon, Jalisco y Sinaloa, en invernadero y
campo en las variedades Gabriela, Toro y Tequila, este patégeno demerita la
calidad comercial del fruto ya que la mancha negra al crecer y madurar le da
una apariencia al fruto de sarna La torre, 199), en invernadero se debe tener
especial cuidado ya que existen las condiciones climaticas 24 — 30°C y alta
humedad relativa que favorecen el incremento de la enfermedad, eliminar los
residuos de plantas infectadas fuera del invernadero ya que son la principal
fuente de inoculo (APS, 2011), una vez que la mancha bacteriana se ha
presentado se deben hacer rotacion de cultivos como cucurbitdceas pero no
con chile ya que es otro hospedero de X. vesicatoria. Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis se presento en campo en Jalisco en la
variedad tequila es un patdégeno cuarentenado Al, restringido a ciertas areas

del pais por lo que para evitar si diseminacion se debe confirmar la sanidad
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de la semilla comercial (Luo et al., 2007) mediante técnica fenotipicas y
genotipicas que nos ayuden a detectar cepas virulenta de este patdgeno
(Dreir et al., 1995) ya que sobrevive durante 2 a 3 afios en restos de plantas
0 suelo e infectar a otras plantas mediante heridas o estomas e infectar al

fruto y dispersarse a otras areas del pais.
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CONCLUSION

Se aislaron 17 cepas de Pectobacterium carotovorum en papa, de
los estados de Coahuila, Nuevo Ledn, Jalisco y Sinaloa 6 cepas de
Pectobacterium atrosepticum, 3 del estado de Jalisco., 2 del estado de
Sinaloa y una cepa de Nuevo Leon.

No se presentaron diferencia en los aislados de Ralstonia
solanacearum de Coahuila y Nuevo Léon.

Clavibacter michiganensis subsp sepedonicus aislada de Jalisco en
papa, no se detectaron diferencias entre ellas.

Existi6 diferencia para el aprovechamiento de la melobiosa como
fuente de carbdn en los aislados de Xanthomonas vesicatoria provenientes
de Sinaloa, (7, 8, 9) y Jalisco (10,11).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis aislada en Jalisco
sus cepas no mostraron diferencias fenotipicas.

Pectobacterium carotovorum aislada en tomate no presento

diferencias fenotipicas con las aisladas de papa.
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APENDICE

ANEXO 1.-Aislados bacterianos de papa de los estados de Coahuila, Nuevo Leon,
Jalisco y Sinaloa y la respuesta a las pruebas bioquimicas de los aislados de
Pectobacterium

Prueba Liter Tes PVNL1 |PVNL2 |PVNL3 |PVNL4 |PFJ5 PFJ6 PFJ7 |PFJ8 |PFS9
Gram - - - - - - - - - - -
Flagelos + + + + + + + + + + +
Levana - - - - - - - - -
Oxidasa + + + + - - - - - - -
Pectolisis

+ + + + + + + + + + +
Arginina - - 1/2 1/2 - - - - -
Tabaco H + + + + + + + + + + +
O/F + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Indol - - - - + + + + + + +
Aprov. CHOs

Arabinosa + + + + 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2
Rafinosa + + + + + + + + + + +
Celobiosa + + + + + + + + + + +
Melobiosa + + + + + + + + + + +
Form. Acidos - - - - - - - - - - -
CPG 37C + + + + + + + + + + +
CVP + + + + + + + + + + +
B - - - - - - - - -
YDC CREMA CREMA CREMA CREMA | CREMA CREMA | CREMA CREMA CREMA | CREMA | CREMA
PDA AMARILLA | AMARILLA | AMARILLA | AMARILL | AMARILLA | AMARILL | AMARILLA | AMARILLA | AMARILL | AMARILL | AMARILL
Catalasa + + + + + + + + 1/2 + 1/2
B-King + + + + + + + + + + +
Maltosa + 1/2 1/2 112 1/2 1/2 + + + + +
CS Burbujas + + + + + + + + + +
Lactosa + + + + - - + + + - +
Sorbitol + + - - - + - - - - -
CD + + + + + + + + +
NaCl 7% + + + + + +

V/P + + + + + + + + +
Ketometil - - - - + + - - - - -
Citrato + + - - 1/2 1/2 - 1/2 - 1/2 1/2
A.fosfatasa - - - - - - - - -
Sens. Anti - - - - - - - - -
Morfologia

Color Crema Crema Crema Crema Crema Crema Crema Crema Cre,a Cre,a Cre,a
Tamafio 1-3mm 1mm 1mm 2mm 1mm 2mm 3mm 3mm imm 1mm 1mm
Forma Circular Circular Circular Circular Circular Circular Circular Circular Circular | Circular Circular
Elevacion Convexa Convexa Convexa Convexa | Convexa Convexa | Convexa Convexa Convexa | Convexa | Convexa
Aspecto Himedo Humedo Humedo Himedo | Himedo Humedo | Himedo Humedo Humedo | Himedo | Himedo
Luz Reflejada | Brilante Brilante Brilante Brilante | Mate Mate Mate Mate Mate Mate Mate
LuzTransmi Translucida | Tras. Tras. Tras. Opaca Opaca Opaca Opaca Tras. Tras. Tras.
Borde Ondulado | Ondulado | Ondulado | Ondulado | Ondulado | Ondulado | Ondulado | Ondulado | Ondulado | Ondulado | Ondulado

54




Continuacion de los aislados de

apa pertenecientes a Pectobacterum

Prueba |PFS10 |PFS11 |PVS12 |PVS13 |PVS14 |PAS15 |PAS16 |PAS17 |PFJ18
Gram - - - - - - - - -
Flagelos + + per per per + + + +
Levana - - - - - - - - -
Oxidasa - - - - - + + + +
Pectolisis

+ + + + + + + + + +
Arginina + + - - - - - - -
Tabaco H + + + + + + + + +
O/F + + + + 1/2 + + + + + + + + + + + + +
Indol - - - - - - - -
Aprov.

CHOs

Arabinosa + + + + + - - - +
Rafinosa - - + + + - - - +
Celobiosa + + + + + 1/2 1/2 1/2 +
Melobiosa + + + + + 1/2 1/2 1/2 +
Form.

Acidos - - - - - - - - -
CPG 37C + + + + + + + + +
CVP + + + + + + + + +
B - - - - - VERDE | VERDE VERDE | VERDE
YDC CREMA CREMA | CREMA | CREMA CREMA | CREMA | CREMA CREMA | CREMA
PDA AMARILLA | AMARIL | AMARIL | AMARILLA | AMARILL | AMARIL. | AMARILLA | AMARIL. | AMARILLA
Catalasa 112 + 112 112 1/2 + + + +
B-King + + + + + + + R n
Maltosa 1/2 1/2 + 12 12 12 12 1/2 1/2
CS + + + + + + + + +
Lactosa + + - - - + + + +
Sorbitol - - - - - - - - -
CD + + + + + + + + +
NaCl 7% + + + + + + + + +
V/P + + + + + + +
Ketometil - - - - - - + + -
Citrato 1/2 1/2 1/2 - - - - - -

A .fosfatasa - - - - - - - - -
Sens. Anti - - - - - - - - -
Morfologia

Color Cre,a Crema Crema Crema Crema Crema Crema Crema Crema
Tamafo 1mm lmm 1mm 1mm 1mm 2mm 2mm 2mm 1mm
Forma Circular Circular | Circular | Circular Circular | Circular | Circular Circular | Circular
Elevacion | convexa Convexa | Convexa | Convexa Convexa | Convexa | Convexa Convexa | Convexa
Aspecto Humedo Hdmedo | Himedo | Himedo Humedo | Himedo | Himedo Hdmedo | Himedo
Ilil:azflejada Mate Brilante Brilante Brilante Brilante Brilante Brilante Brilante Brilante
LuzTransmi | Tras. Tras Tras Tras Tras Tras Tras Tras Tras
Borde Ondulado | Ondulado | Ondulado | Ondulado | Ondulado | Ondulado | Ondulado | Ondulado | Ondulado
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Continuacion. - Aislados de Pectobacterium

Prueba PFJ19 PFJ20 PVJ21 PVJ22 PVJ23
Gram - - - - -
Flagelos + + + + +
Levana - - - - -
Oxidasa + + + + +
Pectolisis

+ + + + + +
Arginina - - - - -
Tabaco H + + + + +
O/F + + + + + + + + + +
Indol - - - - -
Aprov.

CHOs

Arabinosa + + + + +
Rafinosa + + + + +
Celobiosa + + + + +
Melobiosa + + + + +
Form.

Acidos - - + + +
CPG37C| + + + + +
CVP + + + + +
B VERDE VERDE BLANCA BLANCA BLANCA
YDC CREMA CREMA CREMA CREMA CREMA
PDA AMARILLA | AMARILLA | AMARILLA | AMARILLA | AMARILLA
Catalasa + + + + +
B-King + + + + +
Maltosa 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2
CS + + + + +
Lactosa + + + + +
Sorbitol - - - - -
CD + + + + +
NaCl 7% + + + + +
V/P + + + + +
Ketometil - - + + +
Citrato - - 1/2 1/2 1/2

A .fosfatasa - - - - -
Sens. Anti - - - - -
Morfologia

Color Crema Crema Crema Crema Crema
Tamafo 1mm 1mm 1mm 1mm 1mm
Forma Circular Circular Circular Circular Circular
Elevacidn |cConvexa |Convexa |Convexa |Convexa | Convexa
Aspecto Hdmedo Hdmedo Humedo Hdmedo Hdmedo
Ilil:azflejada Brilante Brilante Brilante Brilante Brilante
LuzTransmi | Tras Tras Tras. Tras. Tras.
Borde Ondulado | Ondulado | Ondulado | Ondulado | Ondulado
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ANEXO NO 2.- Cepas Bacterianas Aisladas de Tomate en los Estados de
Coahuila, Nuevo Leoén, Jalisco y Sinaloa y Resultado de las Pruebas
Bioquimicas. Correspondientes al género Xanthomonas

Prueba Lit Tes.(+) |TTS1 TTS2 |TGC3|TGC4 |TGC5 |TGC6 | TGS7 | TGS8 | TGS9 | TGS10 | TGS11
Medio YDC | Amar Amar Amar. Amar | Amar Amar Amar Amar Amar Amar Amar Amar Amar
Tween + ++ + + + + + + + + + + +
SX Morado | Morado Morado Morado | Morado | Morado | Morado | Morado | Morado | Morado | Morado | Morado | Morado
CPG AV Av AVA. AV AV Av Av Av Av Av Av Av Av
B Ama | Ama Ama Ama Ama Ama Ama Ama Ama Ama Ama Ama Ama
PDA Ama | Ama Ama. Ama. |Ama. |Ama. |Ama. |Ama. |[Ama. |Ama. |[Ama. |Ama. Ama.
Levana Ama | Ama Ama.- Ama.- |Ama.- |Ama.- [Ama/2 |Ama.- |A.2 Ama.- |Ama.- |A2 Ama.-
Oxidas - - medio medio | medio | medio | medio | medio |medio |medio | medio | medio medio
Pectolisis + + + + + + + + + + + + +
Arginina + - + - + - + - + - + - |+ - + - -+ -+ -+ -+ -+
Tabaco + + + + + + + + + + + + +
O/F -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+
Catalasa + + 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2
Gram - - - - - - - - - - - - -
RYO + + + + + + + + + + + + +
Flagelos - - - - - - - - - - - - -
Crec.35C + + + + + + + + + + + + +
Hidrdlisis A | - - - - - - - - - -

F.acidos

Arabinosa | + + + + + + + + - - - - -
Rafinosa - - - - - - - - - - - - -
Utilzacion

de

Glicerol + + + + + + + + + + + + +
Melobiosa |+ + + + + + + + 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2
Lactosa - - - - - - - - - - - - -
Sorbitol 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2
Maltosa + + + + + + + + + + + + +
Citrato - - - - - - - - - - - - -
Ketometil - - - - - - - - - - - - -
Indol - - - - - - - - - - - - -
Sacarosa - - - - - - - - - - - - -
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