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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 alimentacion humana. En afios recientes se ha
detectado en algunas regiones de Estados Unidos
(EUA) y Canada, la Dbacteria Clavibacter
michiganensis ssp sepedonicus (Cms) la cual provoca
la enfermedad denominada podredumbre anular (PA)
en el cultivo de papa. Esta bacteria ocasiona una
pudricion en el tubérculo, tallos y hojas de este cultivo
y tiene la particularidad de diseminarse por semilla.
Dada la cercania con los EUA y Canada, y siendo
México un pais importador de semilla de esos paises,
las probabilidades de una eventual introduccion de esta
enfermedad son significativas, especialmente en areas
con amplias extensiones de papa. El estado de Sonora
es una de las regiones mas importantes en relacion a la
produccion de papa y otros cultivos en México. Por lo
anterior, se realizo la presente investigacion, teniendo
como objetivos conocer la situacion actual de Cms en
las zonas agricolas donde se desarrolla el cultivo de
papa en el estado de Sonora, en material vegetativo de
importacion 'y aquel de procedencia nacional
considerado semilla por los productores. La
investigacion se llevo acabo en la Universidad de
Sonora, Campus Santa Ana; el desarrollo del estudio
consistié en la obtencion de semilla procedente del
extranjero y aquella nacional que utilizan algunos
productores paperos para su siembra. Asimismo se
desarroll6 una toma de muestra vegetativa en las
etapas de plantula, floracién y madurez fisioldgica.
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Para su diagndstico se consideraron medios
especificos, conjugacion de anticuerpos especificos
con la bacteria en estudio, formacion de capas de
inmunocomplejos, revelados enzimaticos y pruebas de
patogenicidad. Los resultados muestran positiva la
presencia de Cms en tubérculo de consumo (Navojoa,
Hermosillo y Agua Prieta) mientras que en aquella de
importacion los resultados indican negativa su
presencia. En las etapas vegetativas de plantula,
floracién y fructificacion y aquella semilla de origen
extranjero resulto ser nulo su diagnostico.

Palabras clave:  Diagndstico  fitopatoldgico;
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

SUMMARY

In the world, the potato whit rice and corn and wheat
are the four most important crops of food for human.
In recent years it has been detected in some regions of
the United States (USA) y Canada, the bacterium
Clavibacter michiganensis ssp sepedonicus (Cms),
which it causes the disease named bacterial ring rot of
potato. This microorganism provokes rotting in
tubercle, steams, and leaves of potato, and it has the
particularity of being spreading by seed. Given the
proximity of the USA and Canada with Mexico, and
being the latter an importer of seed from USA and
Canada, the possibilities for an eventual presence of
this disease are significant, especially in regions where
watermelon production is important. The Sonora state
is a major region to produce potato and other crops in
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Mexico. For that reason, the present investigation had
the objective in know the status of Cms in the areas
where is produced the crops potatoes in Sonora,
México, and detect on seed from others countries and
detect Cms on seed consider by the farms which it is to
human consume. The investigation was carried out in
the Universidad de Sonora-Campus Santa Ana. This
research consisted in obtain seed introduced from
others countries and those national to be use as seed.
Also was obtained samples of stages of seedling,
flowering and matures plants to diagnostic Cms by

INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los cultivos
maés 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). A nivel mundial la
papa junto con el arroz, el maiz y el trigo, constituyen
los cuatro cultivos mas importantes para la
alimentacion humana (Alonso 2002). La papa es una
especie de multiplicacion vegetativa. Su propagacion
esta por lo tanto asegurada por el tubérculo, 6rgano de
reserva rico en agua y en substancias nutritivas. Desde
el punto de vista anatémico, el tubérculo es un tallo
modificado con entrenudos cortos y densos, cuyas
yemas daran origen a los gérmenes (Rouselle y
Crosnier, 1999). Existen tres métodos posibles para
multiplicar la papa en campo por siembra de semilla,
por esquejes de tallos y por plantacién de tubérculos,
aunque solamente se utiliza el dltimo en la préctica
corriente  de produccion de papa de siembra
(Moctezuma, 2006). El cultivo de la papa se desarrolla
bien en un rango amplio de tipos de suelo; sin
embargo, los mas adecuados son los de textura ligera o
franca, ya que facilitan el crecimiento de los
tubérculos (Grageda et al., 2001). Regionalmente se
prefieren tubérculos de color crema o blancos por lo
cual se recomienda utilizar la variedad white rose,
gigant, patrones, atlantic (Macias et al., 2006). En
México las principales zonas productoras se localizan
en lugares con altitudes que flucttan desde 15 msnm
en entidades federativas como Baja California, Sonora
y Sinaloa. En los dltimos 10 afios, los principales
estados productores han sido: Sinaloa, estado de
México, Nuevo Lebén, Chihuahua, Sonora vy
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 (Clavibacter

michiganensis ssp. sepedonicus). El agente causal de
la podredumbre anular de la papa es un
microorganismo que afecta al cultivo de la papa
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specific media, conjugation of specific antibodies with
the bacterium in study, training of caps of inmuno-
reactions, enzymatical developing and pathogenic test.
The result showed positive of Cms to tubercle national
which it is to human consume and considered as a seed
and those seed from others countries the results were
negative. In different stages of growth of potatoe crop
in Sonora, México, was negative its diagnostic.

Keywords: Phytopatologic diagnostic; Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus.

causando los mayores dafios en los tubérculos
(Latorre, 1999; Biadene, 1998; Gregory y Andrade,
1996; Van der Wolf y Beckhoven. 2004; Van der Wolf
et al., 2005).

Las pruebas serolégicas como la Enzime Linked
Inmunosorbent Assay 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
seroldgicas, por lo que ha sido extensamente utilizada
para la deteccion de patégenos en humanos, animales
y plantas. El ensayo de inmunoadsorcion con enzimas
ligadas, es una prueba confiable y répida para la
deteccion de organismos fitopatdbgenos como
bacterias, virus, hongos, etc (Cruz, 1997).

En el estado de Sonora, en las diferentes areas de
produccién de papa, en el periodo de 2005 a 2006, se
presentaron problemas fitosanitarios. La
sintomatologia de esos problemas indica que es
semejante a la de Clavibacter michiganensis
subespecie sepedonicus (Cms), lo cual genera
controversia entre los productores. En base a lo
anteriormente expuesto, en esta investigacion se
planted el siguiente objetivo general: conocer la
situacion actual de Clavibacter michiganensis
subespecie sepedonicus en el cultivo de la papa
(Solanum tuberosum L.), en material vegetativo de
importacion, en aquella de consumo humano y que se
utiliza como semilla; durante las diferentes etapas
fenoldgicas del cultivo en la zona agricola del estado
de Sonora.

MATERIAL Y METODOS

La presente investigacion se llevd acabo en la
Universidad de Sonora, Campus Santa Ana. La
investigacion se realizd en dos fases. La primera
consisti6 en la familiarizacién con sintomas de
Clavibacter michiganensis subespecie sepedomnicum
(Cms) en condiciones de laboratorio, para ello se
procedi6 al incremento de la bacteria con medios de
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cultivo especificos, pruebas de patogenicidad en
tubérculos de papa y plantula de papa y su
identificacion mediante técnica de formacion de capas
de inmunocomplejos y revelados enzimaticos,
siguiendo el protocolo general de identificacion de
bacterias AGDIA Inc.

Cabe indicar que para esta 12 fase que inici6 con el
incremento de la bacteria Cms, fue desarrollada segln
el protocolo establecido por Randhawa (1996)
utilizandose medios de cultivos especificos. De
acuerdo con la técnica descrita por Kiraly en 1974, se
obtuvieron 100 tubos de ensaye en solucion salina al
0.85% de NaCl con una concentracion 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 refrigeracion a 4°C para fines de almacenamiento y
uso posterior de las bacterias. Las Pruebas de
Patogenicidad (PP) se desarrollaron en tubérculos de
papa y plantula. En la primera, embebiendo 20
semillas en una suspension bacteriana de UFC y
sembrando las semillas en vasos contenientes de
sustrato estéril. Las plantulas fueron inoculadas con la
ayuda de un cotonete en los cotiledones. Cabe indicar
que para cada una de las pruebas fue considerado un
testigo. Posteriormente, los drganos se incubaron en
camaras himedas a una temperatura de 34 a 41 °C. En
un periodo de cuatro a siete dias. La identificacion de
Cms en material vegetativo de las pruebas de
patogenicidad se desarrolld con el uso de medios
especificos, la técnica seroldgica de conjugacion de
anticuerpos especificos con la bacteria en estudio,
formacion de capas de inmunocomplejos y revelados
enzimaticos, siguiendo el protocolo general de
identificacion de bacterias AGDIA. El kit de Cms fue
proporcionado por el proyecto de fondo sectorial clave
12067, al cual pertenece esta investigacion.
Posteriormente se incluyd entrevistas con productores
de papa del estado de Sonora y ofrecimiento de
platicas sobre la importancia de las enfermedades
fitopatdgenas y la importancia del diagndstico
fitosanitario, asimismo sobre la enfermedad de Cms.
Posteriormente fue solicitada semilla para siembra a
los mismos productores del estado, facilitando cada
uno de ellos una cantidad de 5 a 20 semillas
(tubérculo) para el andlisis. Fue colectada papa de
tiendas y establecimientos de comercios ya que la
misma para el caso de algunos productores es utilizada
como semilla. Se desarroll6 un muestreo de plantulas,
hojas desarrolladas y frutos de papa en las zonas
agricolas del estado de Sonora, y su correspondiente
analisis fitopatoldgico para la deteccion de Cms
mediante uso de medios de cultivo especificos y
formacion de capas de inmunocomplejos y revelados
enziméaticos. Asimismo fueron llevadas a cabo,
pruebas de patogenicidad en aquellas muestras
(6rganos vegetativos muestreados) que resultaron
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positivas a la presencia de la bacteria Cms. En el
muestreo en plantulas, se obtuvieron aquellas que
presentaron la primera hoja verdadera durante los
primeros quince dias después de su emergencia. Para
el caso de hojas desarrolladas, se consideraron
aquellas entre las cinco y quince hojas a partir del
tronco de la base del tallo de la planta en fase de
floracion. Para la obtencién de fruto (tubérculo), se
consideraron los méas préximos a corte y de posterior
venta. Cabe indicar que aquellas plantulas, hojas o
frutos de plantas que mostraron una sintomatologia
similar a la de Cms también fueron colectados. El
muestreo de lotes se reprodujo considerando el
muestreo nacional de papa por la SARH (1994), la
cual consiste en lo siguiente: el muestreo se realizé en
el 10% del total de la superficie cultivable de cuatro de
los municipios productores de papa. En el 10% de la
superficie de cada municipio se realizaron divisiones
de 5 ha que seré considerada como parcela hipotética a
muestrear. Posteriormente en los lotes se realizé lo
siguiente: cada lote se dividio a su vez en hectareas,
cada ha de superficie fue considerada un punto de
muestreo. En cada punto se trazé una linea diagonal
imaginaria de esquina a esquina, y en esa recta trazada
se colectaron 10 muestras. Terminado el muestreo en
cada punto, la colecta fue repetida en los puntos
restantes hasta completar el numero de hectéareas
(puntos) del lote. Cada una de las muestras colectadas,
previamente identificadas, se envolvié con papel
himedo y se colocaron en una hielera para ser
trasladada al laboratorio para su analisis.

Una segunda fase del estudio incluy6 la deteccion de
Cms en semilla de importacién y papa para consumo
mediante la técnica Randhawa (1996), donde cada
muestra de semilla provenientes de cada uno de los
lotes de los productores cooperantes, se pesaron por
separado; se seleccionaron al azar 4 tubérculos y se
lavaron en agua corriente durante 30 minutos para ser
colocados en charolas de plastico con capacidad de 2
L. Cada charola, con su respectiva muestra de semilla
se dejo con una cantidad de 100 mL de agua destilada,
y a cada una de estas charolas se le afiadieron 2 mL de
solucion amortiguadora fosfatasa con un pH = 7. A la
mezcla de agua con fosfatasa conteniendo cortes de
semillas se le denomind “suspensién madre”. Las
charolas se incubaron durante 12 h en refrigeracion a
4°C con la finalidad de que se liberara la bacteria a la
suspension madre. Un similar procedimiento fue
desarrollado para el material colectado de las areas
paperas (plantulas, hojas desarrolladas y fruto
(tubérculo).

Una vez que realizaron los cortes de cada muestra de
cada productor y depositada en los tubos de ensaye, se
realizo la prueba de tincién de Gram, previamente
realizando cinco diluciones con solucion salina al
0.85% de NaCl. Del quinto tubo se tomé6 0.1 mL para
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realizar una siembra en medios de cultivo especificos
denominado CMS en condiciones controladas (30°C),
una vez realizadas lo anterior se desarrollaron pruebas
de conjugaciéon de anticuerpos especificos con la
bacteria en estudio, formacion de capas de
inmunocomplejos, revelados enzimaticos, siguiendo el
protocolo general de identificacion de bacterias
AGDIA. Para el caso de las pruebas de patogenicidad
de aquellas muestras que resultaron positivas
procedentes de areas paperas o semilla infectada, se
realizaron en tubérculos de papa y plantula como se
indicd en la primera fase.

RESULTADOS Y DISCUSION

Acorde a la metodologia citada, al realizar las previas
pruebas de patogenicidad, el resultado fue igual al
obtenido por Van der Wolf (2005). De las semillas
embebidas en la suspension bacteriana de 10°
UFC/mL., entre los 7 y 15 dias bajo condiciones
favorables de la enfermedad, presentaron una
acuosidad en el haz vascular de la semilla. Las
primeras hojas verdaderas para el caso de plantula,
mostraron manchas irregulares de aspecto blanquesino
con relacion al area sana, y finalmente se presentd la
muerte de la plantula. Para esto, primeramente se
presentaron manchas irregulares, en un principio claras
y posteriormente obscuras, y al cabo de siete a catorce
dias la muerte. Mediante la confirmacidon por la técnica
seroldgica, se obtuvo un resultado positivo para la
cepa control, asi como también para las suspensiones
bacterianas obtenidas de las pruebas de patogenicidad
antes mencionadas.

Por otra parte, y siguiendo con la fase de muestreo y
deteccion, en la tabla 1 se indica la superficie que se
dirige a la produccion de papa en el estado de Sonora.

Tabla 1.Superficie sembrada del cultivo de papa en los diferentes municipios del estado de Sonora;

Se puede identificar la superficie muestreada para la
deteccion de Cms acorde al método de muestreo
(SARH, 1994) para detectar patégenos de procedencia
extranjera.

Los resultados del diagnéstico fitopatolégico muestran
positiva la presencia de Cms en semilla nacional
(Tabla 2), mientras que en aquella de importacion
resulté ser negativa. No obstante ello, es importante
notar que en aquella procedente del extranjero, existio
variabilidad de respuesta para los municipios de
Hermosillo, Ures, Agua Prieta y Moctezuma. Un
similar resultado fue obtenido para tubérculo de
consumo y que es utilizada como semilla para los
municipios de Navojoa, Hermosillo, Agua Prieta
(Tabla 2).

Respecto a los andlisis realizados en plantula, hoja
desarrollada obtenida en etapa de floracién y
tubérculo-fruto muestreado en madurez fisioldgica, los
resultados obtenidos indican que para aquellas
muestras obtenidas de los municipios de Navojoa y
Hermosillo y Caborca, resultaron negativas al hacer
uso de medios especificos, medio BDK y las pruebas
seroldgicas, excepto en la prueba de enzima
citrocromo C oxidasa que resultd positiva para hoja y
fruto (Tabla 3).

Por otra parte al analizar las muestras vegetativas
procedentes de Cajeme, Sahuaripa y Ures, los anélisis
arrojaron resultados negativos en medio especifico
CMS y pruebas seroldgicas, lo contrario ocurrié en
medio de cultivo BDK y la enzima citocromo C

oxidasa. Para el municipio de Moctezuma, los
resultados indican negativa la presencia de Cms.
superficie

muestreada en la deteccion de Clavibacter michiganensis ssp michiganensis.

Superficie sembrada
Cultivo Total Riego Temporal | Superficie Superficie muestreada tipo
Distrito muestreada temporal
tipo riego 10%
NAVOJOA 3940 3940 0 250
CAJEME 2406 2406 0 140
HERMOSILLO 371 371 0 37
URES 115 115 0 11
CABORCA 2000 2000 0 2000
AGUA PRIETA 35 35 0 3.5
SAHUARIPA 5 0 5 0.500 5
MOCTEZUMA 1 1 0 1

Fuente: SAGARPA (2006).
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Tabla 2. Deteccion de Clavibacter michiganensis ssp michiganensis en semilla de papa procedente de Canada y
Estados Unidos de América (EUA) y aquella que es de consumo humano.

Técnicas de Diagndstico

Prueba con medios Prueba con Prueba de Prueba
de cultivo medios de Citocromo C serolégicas
especificos cultivo selectivo Oxidasa

Cms Bdk

Papa procedente de Canada y EUA

Navojoa - - - -
Cajeme - - - -
Hermosillo - + - -
Ures - + - -
Caborca - - - -
Agua Prieta - + - -
Sahuaripa - + - -
Moctezuma - + - -
Papa muestreada en casas comerciales que es dirigida a consumo humano y que puede ser dirigida como semilla
Navojoa + - - +
Cajeme - - - -
Hermosillo + - - +
Ures - - - -
Caborca - - - -
Agua Prieta + - - +
Sahuaripa - - - -
Moctezuma - - - -

+: Prueba positiva
-: prueba negativa

Respecto a los andlisis realizados en plantula, hoja
desarrollada obtenida en etapa de floracion y
tubérculo-fruto muestreado en madurez fisioldgica, los
resultados obtenidos indican que para aquellas
muestras obtenidas de los municipios de Navojoa y
Hermosillo y Caborca, resultaron negativas al hacer
uso de medios especificos, medio BDK y las pruebas
serologicas, excepto en la prueba enzimatica de
citocromo C oxidasa que result6 positiva para hoja y
fruto (Tabla 3). Por otra parte al analizar las muestras
vegetativas procedentes de Cajeme, Sahuaripa y Ures,
los andlisis arrojaron resultados negativos en medio
especifico CMS vy pruebas seroldgicas, lo contrario
ocurrié en medio de cultivo BDK y Prueba de oxidasa.
Para el municipio de Moctezuma, los resultados
indican negativa la presencia de Cms.

CONCLUSION

La presencia de la bacteria Cms resulté ser negativa en
semilla procedente del extranjero (Canada y EUA). No
obstante ello, se detectd 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 como son verificaciones de origen,
considerar mayor nudmero de muestra en el
diagnostico, concientizacién a productores para evitar
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entrada de semilla clandestina. Esta presencia se
comprobd mediante el uso de medios de cultivo
especificos denominado CMS en condiciones
controladas, BDK, pruebas de conjugacion de
anticuerpos especificos con la bacteria en estudio,
formacion de capas de inmunocomplejos y revelados
enzimaticos, siguiendo el protocolo general de
identificacion de bacterias AGDIA. Se concluye que
las pruebas de deteccién por separado no deben ser
utilizadas como un método Unico de deteccion.

Asimismo, a pesar de que Cms resultd ser positivo en
tubérculo de consumo, en las diferentes etapas
vegetativas (plantula, hoja desarrollada y fruto-
tubérculo) en que se tomaron muestras para deteccion
de la enfermedad bacteriana, éstas resultaron ser
negativas en todos los casos, siendo ello corroborado
bajo las mismas tres técnicas de deteccion
implementadas. Sin embargo, al ser positiva la
presencia de Cms en tubérculo de consumo, representa
un riesgo de una eventual manifestacion de la
enfermedad, por lo que es necesario que ésta y las
demas regiones productoras realicen actividades para
evitar que la enfermedad se desarrolle, tales como
verificacion de semilla certificada, limpieza y
desinfeccion de maquinarias, entre otras, y mas adn,
realizar pruebas en los lotes de importacion, para
evitar la entrada de semilla conteniendo la bacteria.
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Tabla 3. Deteccion 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.

Técnicas de Diagndstico

Prueba con medios Prueba con medios de
cultivo selectivo

Municipio muestreado de cultivo
especificos

CMS

Prueba
ELISA

Prueba de
oxidasa
BDK

NAVOJOA
PLANTULA -
HOJA -
FRUTO -

CAJEME

PLANTULA -
HOJA -
FRUTO -

HERMOSILLO

PLANTULA -
HOJA -
FRUTO -

URES

PLANTULA -
HOJA -
FRUTO -

CABORCA
PLANTULA -
HOJA -
FRUTO -

AGUA PRIETA

PLANTULA -
HOJA -
FRUTO -

SAHUARIPA -
PLANTULA

HOJA -
FRUTO -

MOCTEZUMA
PLANTULA -
HOJA -
FRUTO -

+ Prueba positiva
- prueba negativa
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