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Resumen

A nivel mundial la papa junto con el arroz, el maiz y el trigo, constituyen los cuatro cultivos mas importantes para la alimentacién
humana. En afos recientes se ha detectado en algunas regiones de Estados Unidos (EUA) y Canada, la bacteria Clavibacter
michiganensis ssp sepedonicum (Cms) la cual provoca la enfermedad denominada podredumbre anular (PA) en el cultivo de papa. Esta
bacteria ocasiona una pudricién en el tubérculo, tallos y hojas de este cultivo y tiene la particularidad de diseminarse por semilla. Dada
la cercania con los EUA y Canadd, y siendo México un pais importador de semilla de esos paises, las probabilidades de una eventual
introduccién de esta enfermedad son significativas, especialmente en dreas con amplias extensiones de papa. El estado de Sonora es
una de las regiones mas importantes en relacién a la produccién de papa y otros cultivos en México. Por lo anterior, se realizé la
presente investigacion, teniendo como objetivos conocer la situacién actual de Cms en las zonas agricolas donde se desarrolla el cultivo
de papa en el estado de Sonora, en material vegetativo de importacién y aquel de procedencia nacional considerado semilla por los
productores. La investigacién se llevo acabo en la Universidad de Sonora, Campus Santa Ana, el desarrollo del estudio consistié en la
obtencién de semilla procedente del extranjero y nacional que utilizan algunos productores paperos para su siembra. Asimismo se
tomaron de muestras vegetativas en diferentes etapas fenolégicas (plantula, floracién y madurez fisiol6gica). Para su diagnéstico se
consideraron medios especificos, anticuerpos conjugados especificos para Cms, formacién de capas de inmunocomplejos, revelados
enziméticos y pruebas de patogenicidad fueron utilizados como herramientas de diagnostico. Los resultados fueron positivos para Cms
en semilla nacional y negativa para la semilla de origen extranjero. En las etapas vegetativas de plantula, floracién y fructificacién las
pruebas fueron negativas con respecto a la presencia de Cms (Rueda et al., 2009).
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Bacterial ring rot on potato crop (Solanum tuberosum) in Sonora, México
Abstract

Worldwide, potato along with rice, corn and wheat is one of the most important crops for human consumption. The bacterium
Clavibacter michiganensis ssp sepedonicum (bacterial ring rot of potato) has recently been detected in some regions of the United States
and Canada. This microorganism is spread by seed and causes rotting of the tubercule, stem, and leaves. Given to the proximity of the
U.S. and Canada to Mexico, and due to Mexico importing its seeds from these two countries, the probability for an eventual disease
appearing is a serious concern, especially in regions where watermelon production is important. The state of Sonora is a major
producer of potato and other crops in Mexico. For this reason, this research has established the Cms status in Sonora and its presence in
foreign seed and in seed that is meant for human consumption. This research was carried out at the Universidad de Sonora-Campus
Santa Ana. We collected foreign and national potatoes that are used as seed. Samples of seedlings, and blooming and mature plants
were also collected for Cms diagnosis through different techniques such as specific media, conjugation of specific antibodies with the
bacterium in study, training of caps of immunoreactions, enzymatic developing and pathogenic test. The results were positive for the
presence of Cms in national seed and negative for the foreign seed. The results were negative for all phenological plant stages tested
(Rueda et al., 2009).

Keywords: Bacterial ring rot, Clavibacter michiganensis, potato, conjugated antibodies.
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Introduccion

La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los cultivos
mds valiosos para la humanidad. En la mayoria de los paises
se siembra en superficies extensas, y por el volumen de
produccién, ocupa el cuarto lugar a nivel mundial (Grageda
et al., 2001), constituyendo junto con el arroz, el maiz y el
trigo, los cuatro cultivos mas importantes para la
alimentacién humana (Anénimo, 1998; Rouselle y Crosnier,
1999; Grageda et al., 2001; Moctezuma, 2006). En México
las principales zonas productoras se localizan en lugares con
altitudes que fluctian desde 15 msnm en entidades
federativas como Baja California, Sonora y Sinaloa. En los
dltimos 10 afos, los principales estados productores han
sido: Sinaloa, Estado de México, Nuevo Ledn, Chihuahua,
Sonora y Guanajuato, quienes en conjunto aportan el 60%
del total de la produccién nacional (Bolafios, 2006).

El cultivo de la papa es atacado por ciertas
enfermedades como la necrosis bacteriana o podredumbre
anular de la papa cuyo agente causal es Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicum (Cms). Esta bacteria causa
los mayores danos en los tubérculos (Latorre, 1999;
Biadene, 1998; Gregory y Andrade, 1996). Dada la
patogenicidad que presenta Cms sobre el cultivo de la papa
bajo condiciones favorables, y a la diversidad de climas
apropiados para que esta se manifieste la enfermedad de la
podredumbre anular en la Replblica Mexicana, es
considerada de importancia cuarentenaria por la Direcciéon
General de Sanidad Vegetal. Por lo anterior, la aplicacion
de técnicas de diagndstico para detectar patégenos en
material de importacién es importante para evitar la
introduccién del patégeno y una posible epifitia. Una de las
técnicas que actualmente se utilizan para la detecciéon de
microorganismos en material vegetativo de importacién son
serologicos. Las pruebas serolégicas como la Enzime Linked
Inmunosorbent Assay (ELISA) estan basadas en la capacidad
que tienen las bacterias (antigeno) para desencadenar la
produccién de inmunoglubinas (anticuerpo) cuando son
inyectados en organismos de sangre caliente. La sensibilidad
de esta prueba es superior a otras pruebas serolégicas, por
lo que ha sido extensamente utilizada para la deteccion de
patégenos en humanos, animales y plantas. Ensayos de
inmunoadsorcién con enzimas ligadas, es también una
prueba confiable y rdpida para la detecciéon de organismos
fitopatégenos como bacterias, virus, hongos, etc (Cruz,
1997).

En el estado de Sonora, durante el ciclo 2005-06 se
presentaron problemas fitosanitarios a nivel de campo en
las diferentes areas de produccion de papa. La
sintomatologia de esos problemas indica la posibilidad de la
presencia Clavibacter michiganensis subespecie
sepedonicum, lo cual genera preocupaciéon entre los
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productores acerca de la presencia de este patdgeno. Por lo
anteriormente  expuesto,  consideramos  importante
determinar si  Clavibacter ~michiganensis  subespecie
sepedonicum se encuentra presente en tuberculos de
importacion, con fines de consumo humano y/o en
tuberculos de origen nacional que se utiliza como semilla.
Igualmente es necesario determinar la presencia o ausencia
de este patégeno bacteriano en la planta durante las
diferentes etapas fenolégicas. Las hipétesis que se
plantearon de acuerdo al objetivo de la investigacién son:
que en el estado de Sonora la semilla de papa resultard
positiva en semilla de importacion y aquella que es de
consumo humano y que se dirige como semilla nacional.
Respecto al muestreo vegetativo, el diagnéstico general
indicard positiva la presencia de Cms al hacer uso de las
diferentes técnicas de diagnéstico.

Materiales y Métodos

La presente investigacién se desarrollé acabo en la
Universidad de Sonora, Campus Santa Ana. La investigacion
se realizé en dos fases: una primera fase que consistié en la
caracterizacién de la enfermedad (descripcién de signos y
sintomas) 'y, la segunda consisti6 el diagndstico

fitopatoldgico a partir de tubérculos y de material vegetativo.

Figura 1. Muestreo de semilla de papa para la deteccién de
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

Caracterizacion de la enfermedad

Utilizando medios de cultivos especificos (CMS) en esta
fase observé el incremento de la bacteria Cms desde el
inicio y el seguimiento del crecimiento desarrollado segin el
protocolo establecido por Randhawa (1996). De acuerdo
con la técnica descrita por Kiraly en 1974, se prepararon
100 tubos de ensaye en solucién salina al 0.85% de NaCl
con una concentracién de 10° unidades formadoras de
colonias  (UFC/ml), verificada con ayuda de un
hematocimetro (Rueda et al, 2006). Las suspensiones
bacterianas en tubos fueron almacenadas en refrigeracién a
4°C para fines de almacenamiento y uso posterior. Las
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Pruebas de Patogenicidad (PP) se desarrollaron tanto en
tubérculos de papa como en plantula. En la primera, veinte
semillas se sumergieron en una suspensién bacteriana de 10°
UFC/ml y sembrando las semillas en vasos conteniendo de
sustrato estéril (Peat moss).

Figura 2. Diagnéstico de plantulas del cultivo de papa para la
deteccién de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

En el caso de las PP en plantulas fueron inoculadas con
la ayuda de un cotonete en los cotiledones. Para cada una
de las pruebas fue considerado un testigo inoculando agua
destilada estéril. Posteriormente, las semillas y plantulas
inoculadas se incubaron en cdmaras hdmedas a una
temperatura de 34 a 41°C por un periodo de cuatro a siete
dias. El aislamiento e identificacién de Cms en material
vegetativo de las PP se llevé a cabo usando medios de
cultivo especificos, técnicas serolégicas de conjugacion de
anticuerpos  especificos, formacién de capas de
inmunocomplejos y revelados enzimaticos. Estas se llevaron
a cabo de acuerdo al protocolo general de identificacion de
bacterias AGDIA acorde a Cruz y Frias (1997). El kit de Cms
(AGDIA) fue proporcionado por el proyecto de fondo
sectorial clave 12067, al cual pertenece esta investigacion.

Diagnéstico Fitopatoldgico

Se recolectaron muestras de papa usada como semilla
por productores del estado, asi como de establecimientos
comerciales (ya que algunos productores compran su
semilla de estos establecimientos). El muestreo de lotes se
produjo al considerar el muestreo nacional de papa por la
SARH (1994). El muestreo se realiz6 en el 10% del total de
la superficie cultivable de los municipios productores de
papa tales como: Navojoa, Cajeme, Hermosillo, Ures,
Caborca, Agua prieta, Sahuaripa y Moctezuma. Después de
la recoleccibn de muestras se procedié al andlisis
fitopatolégico para la deteccion de Cms. Este se realizé
mediante el uso de medios de cultivo especificos (CMS) y
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formacién de capas de inmunocomplejos y revelados
enzimaticos como se mencioné con anterioridad.

Figura 3. Pruebas de patogenicidad indicando el control positivo
(tubérculo) inoculado con Clavibacter —michiganensis  ssp.
sepedonicus.

Figura 4. Andlisis de muestras mediante la técnica ELISA para la
deteccién de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

Resultados y Discusion

El estado de Sonora cuenta con una superficie de 8,873
Ha dedicadas a la produccién del cultivo de papa en
distintos municipios. Como se puede observar en la Tabla 1,
el municipio de Navojoa es el que tiene el primer lugar en
superficie cultivada, contando con 3,940 hectéreas; el
municipio de Agua Prieta cuenta con la menor superficie
cultivada (35 Ha) y Moctezuma solamente con una hectarea
de dicho cultivo.
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Tabla 1. Superficie sembrada y muestreada (Ha) del cultivo de

papa en los diferentes municipios del Estado de Sonora para la
deteccién de Clavibacter michiganensis ssp michiganensis.

Sembrada (Ha) Muestreada (Ha)
Distrito Total Riego  Temporal Riego Temporal
Navojoa 3,940 3,940 0 250 0
Cajeme 2,406 2,406 0 140 0
Caborca 2,000 2,000 0 2,000 0
Hermosillo 371 371 0 37 0
Ures 115 115 0 11 0
Agua Prieta 35 35 0 3.5 0
Sahuaripa 5 0 5 0.5 5
Moctezuma 1 1 0 1 0
Total 8,873 7,868 5 2,443 5

Fuente: SAGARPA (2007).
Caracterizacion de la enfermedad

Al desarrollar las técnicas de aislamiento de la bacteria
Cms en el material muestreado y bajo condiciones de
laboratorio, se obtuvieron siete aislamientos cepas, que
presentaron las caracteristicas morfolégicas de la bacteria en
estudio (bacilos Gram+), colonias de color blanquecino,
con crecimiento aerébico a 30°C, de consistencia mucoide
en medios de cultivo, lo anterior con un crecimiento en un
lapso de 72 horas. Asimismo, se identificé una inmovilidad,
cuyo tamano aproximado es de 0.6*1.5 mm;
morfolégicamente presentaron forma de bastén.

Respecto a los andlisis realizados en plantula, hoja
desarrollada obtenida en etapa de floracién y tubérculo-
fruto muestreado en madurez fisiolégica, los resultados
obtenidos indican que para aquellas muestras vegetativas de
los municipios de Navojoa, Hermosillo y Caborca,
resultaron negativas al hacer uso de medios especificos,
medio BDK y las pruebas seroldgicas, excepto en la prueba
de oxidasa que resulté positiva para hoja y fruto (Tabla 2).
Por otra parte al analizar las muestras vegetativas
procedentes de Cajeme, Sahuaripa y Ures los andlisis
arrojaron resultados negativos en medio especifico Cms y
pruebas serolégicas, lo contrario ocurri6 en medio de
cultivo BDK y prueba de oxidasa. Para el municipio de
Moctezuma, los resultados indican negativa la presencia de
Cms.

Acorde a las PP, las semillas embebidas en la suspensién
bacteriana de 10° UFC/mL, entre los siete y 15 dias bajo
condiciones favorables de la enfermedad, presentaron una
acuosidad en el haz vascular de la semilla. Asimismo se
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detect6 que en tubérculos inoculados con Cms, aparecieron
unos exudados blanquecinos de consistencia pastosa. Al
evolucionar la infeccién se produjo un oscurecimiento de
todo el anillo vascular, los tejidos adyacentes comenzaron a
descomponerse, presentando una coloracién amarillenta,
crema o marrén, finalmente terminé pudriéndose.

Tabla 2. Deteccién de Clavibacter michiganensis ssp michiganensis
en plantula, hoja y fruto (tubérculo) muestreado en areas agricolas
que se dirigen al cultivo de papa en Sonora, México.

Prueba diagnéstica

Crecimiento en cultivo Enzimatica ELISA

Antisuero
comercial

Especifico  Selectivo

Distrito CMS BDK

Oxidasa

Navojoa

plantula - - - -

hoja - - + -

fruto - - + -
Cajeme

plantula - + = =

hoja - - + -

fruto - - - -
Hermosillo

plantula - - 5 -

hoja - - + -

fruto - - - -
Ures

plantula - - - -

hoja - - + -

fruto - + + -
Caborca

plantula - - + =

hoja - - + -

fruto - - - -
Agua Prieta

plantula - - - -

hoja - - - -

fruto - - - -
Sahuaripa

plantula - - + -

hoja - + + -

fruto - - + -
Moctezuma

plantula - - - -

hoja - - - -

fruto - - - -

CMS: medio de cultivo especifico.

BDK: medio de cultivo selectivo.

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay por sus siglas en ingles; ensayo por inmuno adsorcién
ligado a enzimas.

+ Prueba positiva

- prueba negativa

Duarte Medina y col., Podredumbre anular en el cultivo de papa.
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Para el caso de plantulas, las PP mostraron en las
primeras hojas verdaderas, manchas irregulares de aspecto
blanquesino con relacién al drea sana, y finalmente se
present6 la muerte de la plantula; para esto, primeramente
se presentaron manchas irregulares, en un principio claras y
posteriormente obscuras, amarillamiento leve que presenta
la enfermedad de la marchitez bacteriana de la planta, la
cual es observada primero en un solo lado de la hoja o en
una rama, y al cabo de siete a catorce dfas, ocurri6 la
muerte; sintomas que son caracteristicos de la enfermedad
en estudio y los cuales coinciden con los obtenidos a Dreier
et al. (1995); Van der Wolf et al. (2005), indicando ademas
que los sintomas causados por la podredumbre anular en la
parte aérea, suelen aparecer a mitad del periodo vegetativo.
Cabe indicar que en aquellas donde se inoculé agua
destilada estéril, los 6rganos mostraron en las lesiones, una
herida que al cabo de 28 horas fue cicatrizada y de aspecto
Seco y rugoso.

Posteriormente, a los érganos vegetativos de la PP, al
realizarles la deteccion del patégeno Cms mediante las
técnicas de diagnéstico, los resultados arrojaron un
resultado positivo, lo cual reafirma que el patégeno Cms, es
el agente causal de los sintomas observados en los érganos
vegetativos de las PP y muestras enfermas. Resultado que
acorde a los postulados de Koch, verifican que la bacteria
analizada correspondia a la de Cms segln Van der Wolf y
Beckhoven (2004).

Diagnéstico Fitopatoldgico

Acorde a los resultados del diagnéstico fitopatolégico,
muestran positiva la presencia de Clavibacter michiganensis
subespecie sepedonicum (Cms) en tubérculo para consumo
y que es dirigido como semilla, mientras que en aquella de
importacién resulté ser negativa. No obstante ello, es
importante notar que en aquella procedente del extranjero,
existi6 variabilidad de respuesta para los municipios de
Hermosillo, Ures, Agua Prieta, Sahuaripa y Moctezuma. Un
resultado similar fue obtenido para tubérculo de consumo y
que es utilizada como semilla para los municipios de
Navojoa, Hermosillo, Agua Prieta (Tabla 3).

En base a lo anterior, la presencia de la enfermedad en
cualquier sistema de cultivo de papa, representa un foco de
alerta roja, debido a que la bacteria se trasmite por
tubérculo-semilla y plantulas y sobrevive en el suelo por dos
o tres afos, lo que puede llevar a que se disemine a otros
sistemas de cultivo, dando como consecuencia fuertes
pérdidas en la cosecha, como se ha observado en otras
regiones (Gleanson et al., 1993).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion,
finalmente indican que con el uso de las diferentes técnicas
utilizadas, la prueba de inmunoadsorcion con enzimas
ligadas o ELISA (Enzyme Liked Immunosorbent Assay), es un
método confiable y rapido para la deteccién de agentes
fitopatégenos, ya que hace posible la deteccion de
cantidades muy pequefias de estos agentes en érganos de
plantas (Cruz y Frias, 1997).

Tabla 3. Deteccion de Clavibacter michiganensis ssp michiganensis
en semilla de papa procedente de Canadé y Estados Unidos de
América (EUA) y aquella que es de consumo humano.

Prueba diagnéstica
Crecimiento en cultivo

ELISA

Antisuero
comercial

Enzimatica

Especifico  Selectivo

Procedencia CMS BDK

Oxidasa

Canada y EUA

Navojoa = = = =
Cajeme - - - -

Hermosillo - + = =

_|_

Ures -
Caborca - - - -
Agua Prieta =

Sahuaripa -

+ o+ o+

Moctezuma -

Comerciales

Navojoa
Cajeme - - - -
Hermosillo + - - +
Ures - - = -
Caborca - = = -
Agua Prieta
Sahuaripa - - = -

Moctezuma - - - -

CMS: medio de cultivo especifico.

BDK: medio de cultivo selectivo.

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay por sus siglas en ingles; ensayo por inmuno adsorcién
ligado a enzimas.

+ Prueba positiva

- prueba negativa
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Asimismo, los resultados de la ELISA en esta
investigacion, se pudieron determinar visualmente vy
cuantificar con un lector de ELISA; haciendo de esta técnica
un método de uso comin y préctico para la deteccién de
Cms. Se pudo confirma que bajo condiciones favorables
puede ser utilizada para identificar bacterias en plantas con
sintomas, porque los tejidos con sintomas con frecuencia
contienen altas poblaciones del patégeno (>105 UFC/ml).
Varios protocolos para ELISA han sido optimizados para
detectar a la bacteria de interés en concentraciones tan
bajas como 103 UFC/ml, pero tal sensibilidad no es tipica
en la mayoria de los ensayos bacterianos con ELISA. En
concentraciones bacterianas por abajo de 105 UFC/ml, la
bacteria primero debe ser sembrada en medio de cultivo.
ELISA es una herramienta Gtil y rdpida para la deteccién
especifica de colonias de interés en cultivos sin purificar
(Davis y Vidaver, 2001). Rubro que fue desarrollado de
manera practica bajo condiciones de laboratorio.

Conclusiones

La presencia de la bacteria Cms resulto ser negativa en
semilla procedente del extranjero (Canada y EUA). No
obstante ello, se detect6 la presencia del agente causal de la
Podredumbre Anular en papa de consumo nacional que
algunos productores utilizan como semilla, por lo que es
necesario considerar medidas fitosanitarias. Esta presencia
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