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Ensayos de laboratorio para la deteccion de Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus en tubérculos de patata

C. NOVAL, S. LLAMAS, M. T. SEISDEDOS y R. MARQUINEZ

La deteccién de Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus mediante
Inmunofluorescencia Indirecta (IF), hibridacién molecular e inoculacién de berenjenas
fue estudiada sobre extractos procedentes de tubérculos de patata muy contaminados,
poco contaminados y patatas sanas. Las tinciones de IF fueron realizadas con anticuerpo
monoclonal y policlonal y la especificidad de ambos antisueros fue comparada.
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INTRODUCCION

La Podredumbre anular de la patata es una
enfermedad causada por la bacteria corine-
forme Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus (SPIECKERMANN et KOTTHOFF)
DAVIS et al 1984 (Cms). Descrita por prime-
ra vez en Alemania (APPEL, 1906) aparece
en numerosas regiones productoras de patata
(C. M. L., 1983), incluidas algunas de la
Comunidad Europea. Espafia se mantiene
libre de esta bacteriosis cuya introduccién
representaria un especial peligro en las zonas
productoras de patata de siembra.

La enfermedad ocasiona, en campos y
almacenes, importantes pérdidas econémi-
cas, tanto en patatas de siembra como de
consumo, por lo que la bacteria Cms figura
listada como organismo de cuarentena en
las Legislaciones Fitosanitarias de la mayo-
ria de los paises.

La Podredumbre anular se difunde princi-
palmente al sembrar patatas contaminadas.
En el campo la infeccién de los tubérculos
suele deberse a bacterias procedentes de la
planta madre que a través del estolén pene-

tran por el ombligo y, poco a poco, coloni-
zan el sistema vascular. El peligro de conta-
minacién de los tubérculos no se limita al
campo, y asi, por ejemplo, cuando se reco-
lectan con la misma maquinaria varias par-
celas y una de ellas estd infectada es muy
probable que, por contacto, las partidas reco-
lectadas posteriormente resulten también
infectadas. De forma similar, los almacenes,
materiales de embalaje, aperos de labranza o
herramientas de corte, actian, una vez conta-
minados, como fuentes de in6culo (CLAY-
TON et al., 1988; NOVAL et al., 1987).

Las medidas de lucha, tendentes a impe-
dir el establecimiento del patégeno o a erra-
dicar la enfermedad, se basan de forma prin-
cipal en el uso de tubérculos de siembra
sanos. Las inspecciones visuales de campos
y almacenes no son efectivas ya que la
manifestacion de sintomas depende de una
serie de factores como pueden ser las condi-
ciones ambientales, la resistencia varietal o
el grado de contaminacién (BISHOP y
SLACK, 1987; MANZER et al, 1987,
NELSON, 1982). Por ello resulta imprescin-
dible realizar, como medida bdsica para evi-
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tar siembras de tubérculos contaminados,
andlisis fitosanitarios en laboratorios con téc-
nicas que ofrezcan la mds alta fiabilidad.

Aunque existe un método oficial
(ANONIMO, 1987) aplicado en todos los pai-
ses de la CE para analizar lotes de tubérculos
de patata asintomdticos, el Grupo de expertos
en bacteriologia de la CE, consciente de las
dificultades que entrafia el mismo y ante la
posibilidad que el desarrollo cientifico per-
mita elaborar una metodologia més perfecta,
estudia, por medio de un Proyecto comunita-
rio, las técnicas modernas de diagndstico con
vistas al perfeccionamiento y simplificacién
de los andlisis. Los resultados que hemos
obtenido al hibridar cultivos puros con son-
das no radioactivas de DNA, empleadas para
la deteccion de Cms, han sido expuestas pre-
viamente (LLAMAS et al., 1993).

Nuestro objetivo en esta parte del
Proyecto era detectar Cms en lotes de tubér-
culos de patata con distinto grado de conta-
minacién (muy contaminados, poco conta-
minados y sanos) mediante Inmunofluores-
cencia indirecta (IF), hibridacién molecular
e inoculacién de berenjenas. Paralelamente
fue ensayado un antisuero monoclonal para
la tincién de IF.

MATERIAL Y METODOS

Muestras de patatas

Ocho lotes de patatas (M-51, M-52, M-
53, M-54, M-55, M-56, M-57 y M-58),
constituidos por 100 tubérculos cada uno,
fueron procesados. Las muestras, remitidas
al laboratorio desde Bélgica en perfectas
condiciones de embalaje, habian sido infec-
tadas experimentalmente con Cms por lo
que fueron manipuladas con especiales
medidas de seguridad al objeto de impedir
no s6lo una recontaminacién entre partidas,
que interferiria en los resultados de los and-
lisis, sino también cualquier otra posible
dispersi6n del patégeno.

Cultivos bacterianos

Cuarenta y seis aislados bacterianos fue-
ron utilizados a lo largo de estos estudios.

La cepa de Cms NCPPB (1) 2140 (cepa de
referencia equivalente a PD (2) 323) fue
usada como control positivo en todos los
experimentos; ocho cepas de Clavibacter
michiganensis subsp. insidiosus (McCulloch)
DAVID et al., 1984 (Cmi), siete del género
Arthrobacter y treinta saprofitos aislados de
patata fueron ensayados para determinar la
especificidad de dos antisueros. Diversas
caracteristicas de estos cultivos, incluida la
capacidad de hibridacién con sondas de
DNA utilizadas en la deteccion de Cms, han
sido expuestas en un trabajo previo (LLA-
MAS et al., 1993).

La cepa de Cms 2140 se mantuvo conserva-
da en tamp6n fosfato salino (PBS) 0,01 M (pH
7.2) cuya composicién es: PO,HNa.12H,0,
2,7 g; PO,H,Na. 2 H,0, 0.4 g; CINa, 8.0 g;
H,O destilada, 1 1., al que se le habia afadi-
do un 10 % de glicerol con el fin de prolon-
gar la capacidad de supervivencia de las
células virulentas (JANSE y VAN VAEREN-
BERGH, 1987). Diluciones en agua destilada
estéril que contenian entre 10° y 10% cel/ml
fueron utilizadas para las tinciones de IF e
inoculaciones de berenjenas.

Las restantes bacterias fueron rutinaria-
mente cultivadas a 21.°Cen Y. P. G. A, pH
7.2, conteniendo (g/1): Extracto de levadura
Bacto Difco, 5 g.; Peptona Bacto Difco, 5
g.; D (+) Glucosa (monohidrato), 10 g.;
Agar purificado Difco, 15 g. Diluciones en
agua destilada estéril de 107 bact/ml fueron
preparadas para realizar tinciones de IF.

Antisueros

Dos antisueros fueron utilizados. El poli-
clonal CS 2050, preparado en Francia contra
Cms CFBP (3) 2050 (= NCPPB 2140) por el
Institute National de la Recherche
Agronomique de Angers (SAMSON y Pou-
TIER, 1979) y comercializado por Sanofi,
que es el habitualmente empleado en nuestro
laboratorio para andlisis de patatas relativos
a Cms. La dilucién de uso fue 1/400 en 0,01

(1) NCPPB: National Collection of Plant Pathogenic
Bacteria (UK).

(2) PD: Culture Collection of Plant Protection
Service, Wageningen (NL).

(3) CFBP: Collection Frangaise de Bactéries
Phytopathogenes (FR).
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M PBS. Como conjugado con isotiocianato
de fluoresceina fue empleado el Pasteur
74561 a la dilucién 1/100 en 0,01 M PBS.

El otro anticuerpo ensayado fue McAb
9A, (9A)) designado inicialmente McAbS
(DE BOER y WIECZORECK, 1984) monoclo-
nal desarrollado en el Agriculture Canada
Research Station, Vancouver, BC contra un
antigeno de la pared celular de Cms. Estéd
comercializado por Adgia y nos fue propor-
cionado para estos ensayos por el Servicio de
Semillas y Plantas de Vivero de Vitoria. La
dilucién de uso fue 1/100 en 0,01 PBS. Por
razones de suministro dos conjugados con
isotiocianato de fluoresceina fueron emplea-
dos: el comercializado por Adgia (suero de
cabra polivalente anti IgC + IgM de ratén) y
el F 1010 de Sigma (suero de cabra poliva-
lente anti IgG + IgA + IgM de ratén). Las
diluciones de uso 1/100 y 1/300 en 0,01 M
PBS fueron respectivamente utilizadas.

Sonda

La sonda utilizada fue Diagen para Cms
obtenida en Dusseldorf (Alemania) por la
compaiifa Diagen. Fu¢ marcada de manera
no radioactiva con biotina mediante el kit
«BioNick™ Labelling System» de la casa
comercial BRL, siguiendo el protocolo
recomendado por ésta.

Cultivo de berenjenas

Semillas de berenjenas (Solanum melon-
gena L. cv. Black Beauty) fueron utilizadas.
En invernaderos, acondicionados especial-
mente para los bioensayos y cedidos por el
Centro de Investigacién y Mejora Agraria
(C. I. M. A.) de Vitoria, se procedi6 a la
siembra de semilleros y al cuidado de las
plantas, de acuerdo con las condiciones
optimas requeridas para su desarrollo
(LELLIOT y SELLAR, 1976).

Aproximadamente al mes y medio de
efectuadas las siembras, las plantas presen-
taban 2-3 hojas verdaderas completamente
expandidas.

Obtencion de extractos bacterianos

A partir de los ocho lotes de patatas los

extractos baterianos fueron preparados
segun el protocolo establecido para analisis
masales en el método oficial (ANONIMO,
1987). Los precipitados obtenidos después
de la centrifugacién fueron resuspendidos
en 1 ml. de 0,01 M PBS y distribuidos en
alicuotas a razén de 200 pl para IF con anti-
suero policlonal, 200 pl para IF con anti-
cuerpo monoclonal, 200 pl para hibridacién
de DNA, 200 pl para inocular berenjenas y
200 i para posibles referencias.

Los extractos destinados a IF con antisue-
ro policlonal y a hibridacién fueron utiliza-
dos directamente, mientras que los restantes
fueron conservados a —20.° C después de
afladirles un 10 % de glicerol.

Un error cometido en el procesamiento de
la muestra M-53, al ser excluido del andlisis
masal un tubérculo descompuesto, motivé la
preparacion de dos nuevos extractos para sub-
sanar, dentro de lo posible, los resultados de
los andlisis. Ambos extractos se obtuvieron
por introduccién en 0,01 M PBS de pequefios
fragmentos de patata, que inclufan preferente-
mente tejidos vasculares préximos al talén,
lugar donde existen mds probabilidades de
encontrar la bacteria (LELLIOT y SELLAR,
1976); después de ser mantenidos en agitacion
durante 1 hora, 1 ml. de la suspensién resul-
tante fue recogido y dividido en alicuotas de
200 ul como en el proceso precedente. El
extracto designadu como E-53 P procedia de
varios tubérculos de la muestra M-53 que pre-
sentaban un ligero amarilleamiento de vasos y
fue utilizado en todos los ensayos. El segundo
extracto, designado como E-53 procedia
exclusivamente de tejidos del tubérculo no
procesado en el analisis masal, y se utiliz6 Gni-
camente para hacer la hibridacién del DNA.

Tincion de inmunofluorescencia

A partir de cada suspension de los extrac-
tos, tres diluciones decimales en agua desti-
lada fueron preparadas para ser, juntamente
con la concentrada, sometidas a la tincion
de inmunofluorescencia indirecta.

Con el antisuero policlonal CS 2050 se
procedid de acuerdo con el método Oficial.

En el caso del monoclonal 9A, se siguieron
las recomendaciones indicadas por la casa
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distribuidora, modificando dnicamente el flui-
do de montaje de los portaobjetos para el que
se empled 0,1 M tampén fosfato glicerina, pH
7.6 (PO,HNa,.12H,0, 3,2 g.; PO,H,Na.2H,0,
0,15 g.; glicerol, 50 ml.; H,0 destilada,
100 mlL.).

Gotas de 20 pl de las suspensiones bacte-
rianas y del control 0,01 M PBS, fueron
depositadas sobre pocillos de 6 mm. de dia-
metro en portaobjetos miultiples (10 poci-
llos/portaobjetos).

A fin de evitar posibles interferencias, las
diluciones de cada extracto de patata y del
testigo positivo fueron colocadas en portaob-
jetos diferentes. Sin embargo, para los ensa-
yos de especificidad de los antisueros frente
a los aislados de Cmi, Arthrobacter y sapro-
fitos, en cada portaobjetos se distribuyeron
por duplicado las suspensiones correspon-
dientes a tres organismos diferentes, deposi-
tandose PBS en los pocillos intermedios.

Caracteristicas de fluorescencia, tamafio y
forma de las bacterias fueron anotadas. En

las observaciones correspondientes a mues-
tras de extractos de patatas procesadas con
el antisuero policlonal CS 2050, la pobla-
cién de células fluorescentes por ml. de pre-
cipitado con morfologia tipica corineforme
fue determinada y en ausencia de células
fluorescentes el resultado de la tincién fue
considerado negativo.
Hibridacion

A cada vial conteniendo 200 pl de los
correspondientes extractos fueron incorpo-
rados 800 ul de 0,01 M PBS, excepto para
E-53 PP con el que se utiliz6 el mililitro de
extracto disponible. La extraccién de los
dcidos nucleicos, su fijacion a la membrana
de nylon, prehibridacién, hibridacién y
deteccion se realizé segtin publicacién pre-
cedente (LLAMAS et al., 1993). La distribu-
cién de las muestras sobre la membrana
figura en el Cuadro 1; la temperatura de
lavado con 0,1 X SSC, conteniendo 1 %
SDS, fue de 60.2 C.

Cuadro 1.-Distribucién de los extractos de patata en la membrana y resultados de la

hibridacion
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

A
B E-51 E-52 E-53 E-53 P E-53 PP

+ - - - +
C
D E-54 E-55 E-56 E-57 E-58

—_ + -— —_
E

+: Seiial de hibridacién positiva
—: Sefial de hibridacién no patente

Inoculacién de berenjenas

Once grupos, constituidos cada uno por
25 plantas de berenjena en estado de 2-3
hojas expandidas, fueron formados.

Con ayuda de un escalpelo estéril, una
incisién longitudinal de 0,5-1 cm. y una pro-
fundidad préxima a 3/4 del didmetro del
tallo, fue realizada entre los cotiledones y la
1.2 hoja. En la herida, mantenida abierta con
la punta del escalpelo, fue introducido el
inéculo mediante un pequefio pincel impreg-
nado de las suspensiones. El primer grupo
de plantas constituyé el control negativo y

fue inoculado con 0,05 M PBS pH 7.0
(PO,HNa,, 4,26 g.; PO,H,K, 2,72 g.; CINa,
8,0 g.; H,O destilada, 1 1). A continuacion se
procedid a aplicar cada uno de los extractos
bacterianos en el siguiente orden: E-52, E-
54, E-57, E-58, E-56, E-51, E-55, E-53 y E-
53 P. El iltimo grupo de berenjenas, testigo
positivo, fue inoculado con una dilucién en
agua destilada estéril de Cms 2140.

Las plantas, se mantuvieron durante 43
dias en las siguientes condiciones: tempera-
tura diurna entre 20 y 24.° C, temperatura
nocturna de 15.2 C y fotoperiodo de 14 horas.
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Ocho dias después de la inoculacién, la
aparicién de sintomas fue buscada periddi-
camente dos veces por semana.

RESULTADOS

Tincion de imnunofluorescencia

En examen microscépico las bacterias
marcadas aparecen bordeadas con una ligera
fluorescencia amarillo verdosa sobre fondo
negro. Las células de Cms son pequeiias,
ovoides y se presentan con frecuencia en
grupos de dos o en empalizadas.

Extractos de tubérculos

Cms fue detectado, como se refleja en el
Cuadro 2, sobre los mismos extractos al
emplear los antisueros CS 2050 y 9A,

Cuadro 2.—Resultados de la tincion de
Inmunofluorescencia indirecta sobre
extractos de tubérculos

Antisuero Anticuerpo
Extracto Policlonal Monoclonal
CS 2050 9A,
E-51 +++ +++
E-52 - -
E-53 - -
E-53P - -
E-54 - -
E-55 +++ +++
E-56 +++ -+
E-57 - -
E-58 - -
T+ +++ +++

T+ = Control positivo (NCPPB 2140 Cms)
- = Fluorescencia negativa
+++ = Fluorescencia positiva; tamafio y forma similares

El célculo de la poblacién bacteriana en
los extractos se estimé en base a las obser-
vaciones de los anilisis realizados con el
antisuero policlonal. La mayor concentra-
ci6n bacteriana se detecté en E-55 (1,5 x 10’
cel. / ml), seguida de E-51 (1,2 x 10° cel. / ml)
y por tltimo E-56 (3,5 x 10° cel. /ml). La
poblacién bacteriana de los restantes extrac-
tos fue considerada negativa.

Cultivos puros

Los resultados obtenidos al aplicar los
dos antisueros a las diluciones de cultivos
puros de Cmi, Arthrobacter y saprofitos se
han reflejado en los Cuadros 3, 4 y 5 respec-
tivamente.

Cuadro 3.—Resultados de la tincion de
Inmunofluorescencia indirecta sobre
cepas de Clavibacter michiganensis
subsp. insidiosus

Antisuero Anticuerpo
Extracto Policlonal Monoclonal
CS 2050 94,
PD 239 + -
LMG 7323 + -
LMG 3675 + -
LMG 3676 + -
LMG 7325t + -
LMG 7325t, + -
7324r, + -
7324r, + -
T+ +++ +++

T+ = Control positivo (NCPPB 2140 Cms)

- = Fluorescencia negativa

++ = Fluorescencia positiva; diferencia en tamafio y/o forma
+++ = Fluorescencia positiva; tamafio y forma similares
LMG = Laboratorium Microbiology Gent Culture Collection,
Belgique

Cuadro 4.—Resultados de la tincién de
Inmunofluorescencia indirecta sobre
cepas del género Arthrobacter

Antisuero Anticuerpo
Cepa Policlonal Monoclonal
CS 2050 94,

A. oxydans (NCIMB 9333) +
A. pascens (NCIMB §910) +
A. aurescens (NCIMB 8912) +
A. ramosus (NCIMB 9066) +
A. chrystallopoites (NCIMB 9499) + -
A. histidinolovorans (NCIMB 9541) - -
A. polychramogenes (NCIMB 10267)
T+ 4+ +++
T+ = Control positivo (NCPPB 2140 Cms)
NCIMB = National Collection of Industrial and Marine
Bacteria Aberdeen, Schotland, U. K.
- = Fluorescencia negativa

+ = Fluorescencia positiva; diferencia en tamafio y/o forma
+++ = Fluorescencia positiva; tamaiio y forma similares
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Cuadro 5.-Resultados de la tincion de Inmunofluorescencia indirecta
sobre saprofitos aislados de tubérculos

Antisuero Anticuerpo Antisuero Anticuerpo
Aislado Policlonal Monoclonal Aislado Policlonal Monoclonal
CS 2050 9A, CS 2050 9A,
S-1 + - $-17 + ;
5-2 + - s-18 + ;
2‘2 * - S-19 + +2
- o i S-20 + -
S-5 - - s-21 + .
g'g 5 - $-22 + ;
i ' B S-23 + -
g‘g i - S-24 + ;
- + . S-25 + -
S-10 - - $-26 . ;
S-11 - - s-27 + ;
S-12 + - 528 + }
S-13 + - §-29 + )
2}‘5* + - $-30 + -
S-16 . + T+ +++ +++
T+ = Control positivo (NCPPB 2140 Cms)
- = Fluorescencia negativa
+ = Fluorescencia positiva; diferencia en tamaiio y/o forma
+++ = Fluorescencia positiva; tamario y forma similares
Cuadro 6.-Bioensayo de berenjenas
(n.? de plantas con dafios de Cms)
i PBS  ps1 ES2 ES3 ES3P ES4  E-S5  ES56 EST  ES8 T+
d 0,05 M
9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 16
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 17
19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 23
21 0 2 0 0 0 0 2 7 0 0 24
23 0 2 0 0 0 0 2 7 0 0 25
27 0 9 0 0 0 0 2 10 0 0 25
30 0 10 0 0 2 0 4 15 0 0 25
33 0 10 0 0 2 0 4 17 0 0 25
36 0 17 0 0 2 0 4 20 0 0 25
40 0 21 0 0 2 0 4 25 0 0 25
43 0 25 0 0 2 0 8 25 0 0 25
i = in6culo

d =n.2 de dias transcurridos desde la inoculacién
T + = controtl positivo (NCPPB 2140 Cms)
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a

Hibridacién molecular

No se obtuvieron sefiales con los extrac-
tos E-52, E-53, E-53 P, E-54, E-57 y E-58,
detectdndose Cms en las restantes muestras
(Cuadro 1). La intensidad de la hibridacién
en orden decreciente fue E-53 PP > E-55 >
E-51 > E-56.

Inoculacién de berenjenas

Cms produce un marchitamiento que
puede comenzar como una ligera flacidez de
los tejidos situados entre los nervios o en la
zona marginal de las hojas. Inicialmente la
zona marchita puede adquirir una coloracién
verde oscura, aparecer moteada y tener
aspecto grasiento, después se vuelve mds
pilida y comienza a necrosarse; los bordes
de los tejidos necréticos adquieren una tona-
lidad amarillo brillante.

La manifestacién de sintomas en las plan-
tas inoculadas con testigo positivo apareci
entre los 12 y 23 dias, momento en el que
todas ellas presentaban indicios de marchi-
tamiento. Las inoculaciones con los extrac-
tos E-51, E-55 y E-56 comenzaron a mos-
trar sintomas a partir de los 21 dias y las
efectuadas con E-53 a los 30 dias, mientras
que ni las realizadas con las restantes mues-
tras ni con el tampdn 0,05M PBS presenta-

b

Fig.1.-Sintomas producidos por inoculacién de
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus en
berenjenas:
a) Clorosis, flacidez y necrosis de las hojas
b) Cuatro diferentes estadios de evolucién sinto-
matol6gica
¢) Aspecto conjunto de las 25 plantas de berenje-
nas inoculadas con cultivo puro de Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus
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ron ninguin tipo de anomalia a los 43 dias,
momento en que se dieron por finalizadas
las observaciones. (Fig. 1).

En el Cuadro 6 aparecen recogidos los
datos relativos a la evolucién del nimero
de plantas sintomdticas dentro de cada
bloque.

DISCUSION

Cuando se realiza la tincién de IF para
Cms, y sobre todo al aplicar antisueros poli-
clonales; es normal la visualizacién de bac-
terias fluorescentes distintas a la buscada
(CALZOLARI et al., 1982; CROWLEY y DE
BOER, 1982; SAMSON y POUTIER, 1979). Asi,
por ejemplo, algunos Pseudomonas sp. de
los grupos IV y V de LELLIOT (LELLIOT et
al., 1966) aparecen con una fluorescencia
mas o menos intensa; aislados de Erwinia
carotovora, frecuentes en extractos de pata-
tas, se tifien positivamente aunque se apre-
cia que sus células son de mayor tamafio;
también es frecuente observar en cualquier
preparacion fondos con bacterias de color
marrén o amarillo pélido y figuras brillantes
o particulas muy fluorescentes que deambu-
lan por los campos microscépicos. La com-
paracién morfolégica con un control positi-
vo, y la experiencia, ayuda a resolver estos
diagndsticos.

Interpretar la tincién es mds complicado
si estdn implicadas bacterias corineformes
con determinantes antigénicos comunes a
Cms, como es el caso del patégeno de la
alfalfa, Clavibacter michiganensis subsp.
insidiosus, de bacterias pertenecientes al
género Arthrobacter que se desarrollan en
suelos, aguas y vegetales o de diversos mi-
croorganismos endofiticos presentes en
tubérculos (DE BOER y COPEMAN, 1980).

En general, si al analizar los extractos se
observan bacterias corineformes fluorescen-
tes y su densidad es superior a 10° cel/ml de
precipitado, suele tratarse de Cms; por el
contrario, si su nimero es inferior a 103
cel/ml puede suponerse que el resultado es
negativo. El porcentaje de estas bacterias
corineformes en los extractos estd relaciona-
da con la microflora existente en los campos

de produccién de patatas y asi hay zonas de
cultivo en que la mayor parte de las mues-
tras presentan rutinariamente poblaciones
superiores a 10° bact/ml. Muchos casos
dudosos los hemos resuelto por repeticiones
de la tincién IF con antisuero mdas diluido
(1/600, 1/800, 1/1200), para poner de mani-
fiesto los fallos en la fluorescencia que se
producen antes sobre los contaminantes que
en la cepa homoéloga. La dilucién del anti-
suero es critica para diferenciar organismos
emparentados.

En este trabajo, al realizar las tinciones de
IF con antisuero policlonal y anticuerpo
monoclonal sobre los extractos de patata se
detecté Cms en las mismas muestras. El cal-
culo del nimero de “celulas corineformes
por ml de precipitado, no se estimé conve-
niente realizarlo al aplicar el antisuero
monoclonal por haberse utilizado para esta
tincién extractos conservados con glicerina
y, en esas condiciones, normalmente las
bacterias se fijan con mayor dificultad sobre
los portaobjetos, por lo que durante los lava-
dos se pierden células y otras quedan agru-
padas haciendo dificil su conteo; el efecto
de la glicerina puede incidir en la observa-
cién microscépica y aparecer las células con
granulos o condensaciones mds fluorescen-
tes en sus extremos. Aunque existe igualdad
en los resultados globales, la lectura e inter-
preta de las preparaciones se vio facilitada
extraordinariamente al utilizar el anticuerpo
monoclonal. en los Cuadros 3,4y 5 que
reflejan la especificidad de ambos antisueros,
se aprecia una ventaja del anticuerpo mono-
clonal ante los Cmi, Arthrobacter y saprofi-
tos. Si bien estos organismos que presentan
reacciones cruzadas con Cms no implican
generalmente problemas para el diagndstico
cuando estdn en cultivo puro, al aparecer
entremezclados en los extractos pueden
espordadicamente inducir a confusién y
siempre distraen la atencién del observador.

En el testaje de los saprofitos aislados de
patatas con antisuero policlonal, aunque casi
todos eran facilmente diferenciables de
Cms, ya fuese por su forma, tamafio o inten-
sidad y distribucién de la fluorescencia,
encontramos un aislado, S-26, indistinguible
de Cms. Su tincién con anticuerpo monoclo-
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nal visualizé bacterias corineformes pero
con paredes marrones. En efecto, no se tra-
taba de Cms, sino de una bacteria Gram
negativo cuya reaccién de hipersensibilidad
en planta de tabaco (NOVAL, 1991) era tam-
bién negativa.

Como conclusion de esta fase, resaltamos
la gran ayuda que puede suponer la utiliza-
cién de un anticuerpo monoclonal para
resolver diagndsticos que presenten dificul-
tades con un antisuero policlonal.

También la hibridacién molecular con las
sondas actualmente disponibles puede servir
como ayuda al diagnéstico al ser factible su
aplicacion sobre los extractos de patata. Sin
embargo conviene tener presentes dos limi-
taciones de la técnica: 1) la concentracidén
de Cms debe ser igual o superior a 10°10°
cel/ml y 2) algunos saprofitos podrian pro-
ducir sefiales positivas si se encontrasen a
una concentracién mjy elevada en los
extractos de patatas.

En cuanto a los resultados de inoculacién
en berenjenas se destaca: a) el tiempo reque-
rido para visualizar sintomas sobre los testi-
g0s positivos, b) la deteccién de un nuevo
extracto contaminado y c) la no correlacién
entre la densidad del in6culo con el nimero
de plantas sintomadticas aparecidas en los
diferentes bloques a lo largo del bioensayo.

En nuestra opinién la ligera tardanza en
manifestar sintomas todos los testigos positi-
vos pudo ser debida a que el indculo de Cms
procedia directamente de conservacién, por
lo que sus células estaban recubiertas con
glicerina. Si las inoculaciones se hbiesen
hecho utilizando un cultivo en crecimiento
(bien sobre medio agarizado o en caldo nutri-
tivo), probablemente los sintomas se hubie-
sen observado cuatro o cinco dias antes.

La localizacién de un nuevo extracto con-
taminado confirma al bioensayo de beren-
jenas como el método mds sensible, entre
los que hemos empleado, para la deteccién
de Cms. Es indudable, como se puso de
manifiesto en los ensayos de hibridacién al
dar el extracto E-53 PP la sefial positiva més
intensa de todas las obtenidas que la mues-
tra M-53 estaba contaminada. Sin embargo,
al eliminar de los andlisis el tubérculo des-
compuesto, se obtuvo el extracto E-53 cuyo

resultado fue negativo en todos los ensayos
incluidas las berenjenas. La interpretacion
que puede darse a los resultados obtenidos
con el extracto E-53 P es que la concentra-
cién de Cms en el mismo era inferior a los
limites de deteccién de la técnica de hibrida-
cién (10°-10° bac/ml) y de la IF (10°
bact/ml). En el bioensayo tan solo dos plan-
tas manifestaron sintomas, y ademds muy
tardiamente, a lo largo de los 43 dias. El
hecho de detectar Cms en el extracto E-53 P
y no encontrarlo sin embargo en el E-53,
puede deberse a que la patata contaminada
origind, en su contacto con las restantes de la
muestra, la infeccién de algin otro tubércu-
lo; esta infeccidn pudo iniciarse en cual-
quier lugar de la patata distinto del talén y al
seleccionar diversos tejidos vasculares para
obtener el extracto E-53 P debié incluirse
alguna zona afectada.

La aparente discrepancia entre las propor-
ciones de indculo en los extractos (con
resultados concordantes en IF e hibridacién
molecular) y el porcentaje de berenjenas
atacadas puede tener diversas explicaciones.
En primer lugar para evaluar y equiparar los
resultados hubiera sido preciso distribuir
todo el extracto entre las 25 plantas. Esto,
sin embargo, es practicamente imposible de
hacer cuando se utiliza, como lo fue en
nuestro caso, un pequefio pincel mojado
ligeramente en el extracto para hacer la ino-
culacién; con 200 pl de indculo se puede
pasar «una pincelada» por muchas berenje-
nas. Ello implica que sélo una parte del
indculo fue utilizado.

Ademas de ser factible un retraso, o
incluso la inhibicién de sintomas por la pre-
sencia de indculo mixto (OLSON, 1976), se
debe considerar sobre todo que la deteccién
en IF o mediante hibridacién no quiere decir
que las ce’lulas existentes sean viables. El
periodo conservacién de los inéculos, pro-
bablemente contribuyé también a una pérdi-
da de viabilidad de las células.

Otros factores a considerar en la mani-
festacion de sintomas, ademds de los men-
cionados, son la influencia de la luz y la
temperatura, y como consecuencia, el
lugar de ubicacion de las plantas sobre la
bancada.
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Aunque el bioensayo de berenjenas es,
hoy en dia, el método més sensible para
detectar Cms y el aislamiento del patdgeno
se consigue con relativa facilidad a partir de
plantas inoculadas, existe cada vez mayor
dificultad para encontrar exactamente el cv.
Black Beauty, pues ha dejado de producirse.
Nuevas investigaciones se precisan con
urgencia para elegir otra planta (patata,
tomate, alguna malahierba: Solanum nigra,
S.ulcamara, Hyoscyamus niger, ...) que sus-
tituya a la actual, y todo ello debido a que la
deteccién errénea de Cms puede traer consi-
go unas implicaciones muy graves. Si una
falsa deteccién se efectiia en una zona

ABSTRACT

donde existe Cms se puede originar un per-
juicio directo al agricultor, y si esa falsa
deteccidén se efectia en un pais declarado
exento de la enfermedad la repercusién
puede incidir, al menos momentaneamente,
en todo el comercio exterior e interior de la
patata.

AGRADECIMIENTOS

Los autores desean expresar su agradeci-
miento a D.? Isabel Aliste y a D* M?®
Eugenia Sanz por su cooperacién y ayuda
inestimable en el desarrollo de este trabajo.

NovaL C., S. LLamas, M. T. SEISDEDOS y R. MARQUINEZ (1993): Ensayo de labora-
torio para la deteccién de Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus en tubérculos

de patata. Bol..San. Veg. Plagas, 19 (2): 237-247.
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