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En el oñb de 19t"31, se detE·ct6 en Tecornán, Colimr.i una r~nferrne

dacl bacteriana que afecta al l lm6n mexicano, y cuyos síntomas son 

parecidos a los producidos pt)r el llar;ir.ido "c6ncer· de los cítricos", 

lo que ocasionó el cier·re de las exportaclones de este y dern5s ci_ 
tricos hacia los Estados Unidos, debido a qu.:· existen severas res

t1·iccio11es ciliarentenarias por ser un lugar donde dicha enfermedad 

se ha erradicado. 

Siendo el estado de Colima el principal productor del limón -

en el país y debido a que su economía es t.á basada fundamentiJ !men

te en la agricultura, este problema afecta principalf!.1ente a los pr9._ 

ductores del estado y a todas las familias que de alguna manera de

penden de este cultivo. 

Ya que este problcmn tiene repe1-cucionc:s nacionales como in

ternacionales, se hace necesario la identificación tlel patógeno , 

p:1ra que cc1 esto se puedan derivar al ternal ivas encan1inadas <ll con 

trol y/o erradicación de la enfermedad. 

Para J1egar;:1 la identificación del ager.te causul ele la b..1Ct_'.:~ 

riosis se har5 uso de pruebas morfol6qicas, bioquimicas~ de patog~ 

nicidad y sero16gicas, estas Gltlmas comparando por pruebas de a-

glutinaci6n a este patóaena con el organismo responsable Je produ-

cir el 11 cáncer de los cítricas". 



2. OBJETIVOS 
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a) ld~ntTfecación del agente causal de la bacteriosis 

procedente de 

.. 

e) Determinar si el agente causal es -o

que p r od u e e e 1 11c anee r de los 
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En octubre de 1981 ,un agricultor de Tecomán ,Col ima,detect6 

en su huerta ubicada en Tecuanillo,una enferineclad sobre los árboles 

de 1 im6n,qui~n considcr6 se trataba de un ataque de antracnosis;En 

diciembre del mismo Jño,el productor notificó los' daños a laDir•e~ 

ción General de Sanidad Vegetal y-al Campo Agrícola Experimentar d,e 

Tecomán. Para esta fecha la enfermedad estaba élfectando 

f icie de 300 has. de la huerta y hueft~s vecinas. 

El mismo productor notific6 en marzo de 1982 la gravedad. 

del problema a el Fideicomiso de Frutas Tropicales en Tecomán, rec~ 

lectándose material vegetativo parn efectuar el primer aislamiento;_ 

del patógeno, habiendose obtenido un cultivo bacteriano, por lo que 

se procedió a la aplicación de oxitetraciclinas en los árboles afee . . .. : ..... ·. ' -
tados, observándose pocumejorfodespués de lasapWi1ca::iones del an-

tibiótico. 

A solicitud del productor; investigadores del Centro de ln-

vestigac16n de Citricos de la Universidad de California en Riversi 

de, hicieron un reconocimiento de la enfermedad conocida entonces -

como "mancha de las hojas y marchitamiento de brotes terminales que 

ocurre en el l irnonero". Esta enfermedad se caracteriza por dañar ho 

jas y ramas j6vcnes, provocando lesiones que se inician en forn~ de 

manchas translúcidas y aceitosas, que adquieren un color castaño,el 

tejido se nccrosa y a trav6s del tiempo se forma una pOstula con -

bordes elevados y centro hundido rodeada por un halo clor6tico. Las 

lesiones viejas se vuelven corchosas y duras. Cuando la lesi6n es -

severa se presenta tanto por el haz como por el envés. El tamaño de 

las lesiones varía aproximiidarnentc entre 0.2 mm. y 1 cm. de diíime-

tro, y pueden encontrarse 30 o m5s pG~tulas por hoja. Las hojas a-

fectadas posteriormente se caen y con infecciones severas todo el -

brote mucre y no produce frutos (Fi'.I· i '. 



Fig. lA: Síntornas de bacteriosis en ro.las de imón mexicano 





- 6 ... 

De acuerdo a los síntomas descritos, se encuentra un~1 gran_ 

similitud con el llamado 11 c5ncer de los cítricos"; producida pcir1· ~ 

Xanthomonas came,estris p.v. ~itt-i_• enfermedad que ha sido erradic<ida 

en paises como Estados Unidos, por lo que este país cerró su fronte'."' 

ra a la importación de los c'ítricos mexicanos, argumentandciqG~é'Jbs 
' •· '·· .. ·, .. ,>~ 

frutos po~ían ser portadores del agente causal. Ante tal prop.temati-

ca, organismos corno el Colegio de Postgraduados de Chapingo('.~\a.'.oi-':'" 
rección General de Sanidad Vegetal, el Instituto N,;1ciotialde Investí 

gaciones Agrícolas y la Comisión Nacional de Fruticultur~~/'han reali 

zado di.versos.estudios encaminados a con<>cer la Ldéntidad del. patóg; 

no. 

Debido a 1 a fac i 1 i dad de dispersión de Ja .~~nf ermeda~, se JomE._ . 

ron medidas cuarentenarius en el estado .. de Colima, con el propósito_ 

de evitar que la enfermedad se diseminará a otras zonas citri~ofas ··~ 

del país. '' 





,. ; 

c. l 

Su follaje es denso, de 02q 

ci6n ocurre todo el aRo perQ principaJrsnts e~ la ~r·~~vera 1 yvera-

no tardio. ~su~ a~~o: muy_sen~l~I~ ol 

2roo estB formado por 1s 
y usu~l~~~te s61ido. Su 

da! 

. ~ aGspue:.; 

. . 
'" ·,-,,. .... . .-:-i,..-:-· .L_ ~1 l_ f,\S_L-·~.'.?--'-_--_t.':.()_1}\.:· -

1 / --: l , ... ,.. ' 



tr.) ce una agrcindust.r!¿-~ ·na·.-:ic;~3! debido a.·qt-4'2. se-pró~~uc~ ... durante una 

gran ~arte dei a~o. resiste e: ~Jnejc ru~o, es un fruto no cli~atf--

fice que pu0de al8acenarse ror oerfodos pro:ongsdos. Todos sus cc~oc 

nentes son industrial izables y es posible obtener de ellos un2 Qra~ 

varie¿ad d~ productos par~ las ind~strias sl imentlcia3, qui~icas v -

$as familias ouc trabajan en el ca~co y en la :rdustria; al misGo --

tiempo que sost:("ne actividades ~ales cor,ic ];:; vent2. de insumos para 

te, etc. 

f.1 nivel nacionai .el estado c\E: Col \;r\a produce aproximád<:rn'ente_ 

el 60 ~del total de la fruta de limón mexicano y los municipios de 

Tt:corrdn y AiMerT2 sen dentro de1 estarlo 1os d:2 r1'3yoí importancia a -

este res~ectc" 

J i r:::é:n mexicano 

Phyto~htora paras·ftfca~ üast. '/ !a antrac.Posis. t)roduci_da por Glo~~-;:_<:r __ .....__,_ ___ ·-·-----·~ ---

rium 1 imettic0lurn. C!aus. y a~ora lo, ~s ta~blfn la bacterlosis. --- ---.----·' 

Dada la apsrente relación q~e existe entre la bacterlosls y -
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11. l. H 1 STOR IA ·DEL .Cl\NCE.R DE LOS C ITRICOS. 

enfósi les de cítricos, F.:w1cett señal;.; que el "cSn 

cer de los c'ítricos" se originó aproximadamente a mediados del si-

glo XIX en el sureste ~e Asia, especulando ~ue la enfermedad fue di. 

semi nada por las islas del Pacífico entre ellas Japón. (72J. 

Bergiér l72) afirma que el c5ncer fue introducido por vez prl 

mera a losEstados Unidos en 1910 a través de plántu·las provenientes 

del Japón. En 1915, Has se descubre que e 1 agente de 1 a enfermedad es 

una bacteria y es Dowson quil'~n la clnsifica dentro del género Xantho 

~-r:_~, por lo que el agente causal del "cáncer de los cítricos'' es -

la~· S..."!!.!P.E.~.:.!_~ p.v. _'.::i_t:_:J_ (Hasse) Omo1son.·· 

l;,2. SINTOMATOLOGIA DEL "CANCER DE 

La enfermedad i¿,:presellt<l ;tanto et1 ho]as y ramas jóvenes como 

en frutos. 

En las hojas los primeros síntonws aparecen corno manchas acuo 

sas translGcidas, de pequeílo di5metro. En condiciones favorables pu! 

de uparecer a los siete días dcspu6s de la penetraci6n del patógeno; 

al poco tiempo estos puntos se tornnn de color castaAo claro y con -

tendencia a presentarse como pGstulas corchosas que pueden observar

se a simple vista <1 los 14 · dfr1s 1 las que generalmente se resquebra

j.1n formando un cri:1ter. En torno ;;i t:~sta~• pústulas :;,e forma un halo -

un1a ri 11 en to que 1·esa l ta en el verde obscuro del l i111bo de 1 as hojas. 

Las hojas j6vencs de aproximaclnmente do~ semanas son mSs sus-

n:ptibles éJ la infección que las hojas rn.:idura~;, ya que é~aas son n~ 

~;io.tentes .::i l<i penel:r,ición del piítngc·no •'' travé!i de e~;to111as 1 . pero no 

.'.l'.>Í por heridas. El p<:ríodu de •;w.cep1:ibilirl<1d dr! r;:1rniL1s aun no se 

h:1 dcterrnini1do, pc•ro p1yr oli•,(•rv.:i(iCin,r:"; ¡.H:>~>rble quf~ ~;e;;i sirni lar al ... 



cue i.l-.. 
p.:1r¿~ccn en 1·as hoj~s-, con exc:::~pció;~1. ·:Ie1--·_~1~·10,C)··.:?r-~5ti'c() que·.-no -s~· ... 

~r2senta en ,os frutos don0s los cr§tetes so~ 

re sin lleg~r al albedo y por lo tantc 1as ca~acter1stic~s organ~ 

1§;,ticas del Jugo 7· se r;.,:u~tiz:L::1d no:::.:: ;ait!::rc:·n .. -r~unqur2 1aS' 11;:síoncs· 

~ª la desco~oos1ci6n. Varias !esion~s pu~den coaJ~scer, fdrnando - · 

S1L'r3S VeCi::::= c!ent!JS de lesiones pude~ er1cantrarse C0 la rnrsma hoja, 

fruto o rar.,lta (Fig 2)U3) ... 

§rboles afectados. 

las variedades dtricas (Tabla 1)(.72), 

4.3. AGENTE CAUS~L 



de ' ros cítricos". 



1 

T1'..BU' 1 PATOCENICIDAD RELATIVA DE LAS TRES. RAZAS DEXanthomonas ~~ p.;v,. c:..l.tJ.:.L: SOBRE 

CINCO ESPECIES DE CITRICOS,;': 

Esp~cie 

e í tri ca 

c. 

L, ___ -------.....;.~~-__,,,....._.,. ___ .___ _ __.._ ___ . 

+-H+ Rea ce i ón 

'''Stall, R.E. and c,p; 

Discase 67 (5) : 581;;585. · 

in the-l;ulf-Coast states-. PlarH 

N 
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patógena s6lo sobre esta especie, la cual fue designada por Nameka

ta como~-· citr.:..L f. sp. ~.!)tiJ_oJia y que en 1<1 actualidad se cono 

ce corno raza 11 c"' 20, . 6-1 , 72) .. 

4. l1. 

. ' . . 

El patógeno del ' 1cánccr de los cítricos 11 es muy infeccioso 

y puede ser diseminado a cortas distancias por la lll.lvia, insectos¡ 

aves y viento. La velocidad del viento es un factor decisivoen la ... 

penetración del patógeno di rectamente por estomas; pero. también su_ 

diseminación se efectúa por la acción del hombre al realizarlas la 

bares cu 1 tura les en lbs huertos. Las máquinas cosechadoras. 1 os ca

jones,· escaleras, chalecos e incluso la ropa del cosechador, la fr~_ 

ta contaminada o partes de la rlanta, son elementos que contribuyen · 

a esparcir dicha enfermedad(J2). 

. . . 

I¡. 5. p ENETRACI ON. y .• ETAPAS· DE INFESTAC ION. 

La penetración puede ocurrir por heridas o bien por aberturas 

naturales como lenticelas.en camas y estomas en hojas. La bacteria -

llega a trav&s de una pelicula de agua al borde de un estoma; bajo -

condiciones eco 1 ó9 i ca s adecu.¡.i d 41 s se reproduce rápidamente y pene-

t ra a trav6s del estoma,si ~sce tiene una forma y tamaRo adecuado, -

lo que depende de l~ edad de la hoja, yo que en las hojas rn5s viejas 

los es tornas se estrechan evitando ilSÍ la entr¿¡da del patógeno por Q

rificios naturales, pero no asf por heridas. Cuando las bncterias p~ 

netran ocupan el espacio subestom.)tico. /\1 continuar la rcproducci6n 

bacteriana, toda 1<1 m.:lsil de 111icroon_Janismos se introduce <1 los es¡rn-

cios interccluJ¿1n~s. El prirner síntom;1 que se evidencia, es la ;.1pari_ 

ción de una zona acuosr.i, tr"crnsp<1rcnte alrededor del est·o111n. l.i:1 ¿1c:ci6n 

posterior de la bactcrÍ.'1 es la 1 ibernci6n de cm:i111<1s CJLH! digieren la_ 

celular, lo que se mi1nifiesU1 Gorno una rn;1111Jm. Entonci;!;
1 

el 



Lej ido veg~t0l se defiende trat0nci~ d~ ~is:ar ~¡ ~r~cto tóxico del 

mento tiende a alargar ei periodo vege~atfvo y a retardar I~ ~adu~ 

res d·~~i inte1·ior d~ iu piante t!12nder-· a st:r de1:;.2c~a$ v son f.§c11--

mente penetrables o d2struld2s por- lc·s 

en tejidos ti ernos(.6 li .l , 

4.6. C0ND!Cl0NES PR€D!SPONHJHS. 
'-.~ .--'-

en el desarrollo de la enfermedad 

Gptirna 28-30 '~C 

. . 
:':'1 ¡ n. o r.,..~;. 



• 
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Tomando en cuenla que: lii bacteri¿¡ puede penetrar Fácilmente_ 

a trav6s de heridas, Lodo fílctor que contribuya a la producción de 

heridas constituye una condici6n predis~on~ntc; como es el granizo 

y el viento que provocan el roce de los tejidos, lesiones de espi

nas y levantamiento de la ar·cna que actúa como abr·asivo. 

los veranos 1 luviosos y cálidos son favorables pnra que la ~•. 

bacteria se multipl.ique velozmente en hojas,tie(na.s, mie~\l"~s qúe;_o 

. permám:ce en Jos brotc.s en forma lat~riti.'!(72 r.> . 

4. 7. SOBREVIVENC IA. DEL PATOGENO. 

la bacteria conserva su viaL i lidady patogenkidad 

en un medio ildecuado a 6-8 ºC duran te 8 a JO meses . 

En hojas caídas infectadas, sobrevive hasta 6 meses; en rilrni 

tas enfermas más de 6 meses y en Jos tejidos exteriores de la cor

teza puede permanecer latente durante Jos meses de invierno y lue

go activarse, ('!n condiciones elevridas de temperatura, humedad y t~ 

ji do en pleno crecimiento. En cuanto a la pe~ istencia ~n el suelq~ 

los datos son muy variables, segGn los diversos autores; dependie~ 

do del tipo de suelo, su esterl l idad, etc. En general se puede es

tablecer que varla entre 28 a 70 dlas. En suelos de pH elevado la 

sobrevivencia es mayor. En suelos donde se 1 levo a c~bo la errad ice 

ción se puede aislar la bacteria después de muchos afios(72), 

4. 8. CONTROL:< " ... 

Luego de la dEite.cr.ión del cáncer· en los Estados Llnido:; hacia 

el año de 19111, se emprendió un<i c<rmpafl<:r de insp1~?coe.ión cm bui;ca de 

brotes de la cnferrnccbd. 1 .. o•; iirbolcs afectados '.5{~ 0<:1sperjaron con·· 

una rnezcla dü quero~;eno y petrC>lC'o y se q1icmnron incluyendo aque4-

l los que s<; enc0111.rnban en unil .'irca de~ 50 ;) 100 111!.s. dt~I foc:o de -



us ~rboles 100 ~t~. ~~; 2--

tas provenient2s de paises clonció l.a 0n~crrne~ad estuviera presente_ 

t.¡. i. e· os·" h. 'o:i e i ~ 1 9·p d;, -:-Jt, ,,,,, 1· o ... e"',. H."' ... a .,J, .,, .. ';!v# ..._,,,..~1~,,\:.._:::0 han. toma¿o r:1edici;Js para evi-

tar que 1;,:i enfennedácl vuelva <3 entrar D ~:ste p,:iís. 

Con·._.las rn.Lsm;1s técnic~:"ls ~:stabl_ec~-dJs Po_r 1os--EstaCos UniCos~ 

Zelanda tambi6n han logrado erradicar 

f~ l c§ncer (20). 

razones econ6mir;,)s o con:t:::rcial;;·:s ne s2 pvc:de crrad;car, se a~ono;:.e-

Brn:s í; 



J\f rica: 

Za i re 

Islas Cornero 

Costa de Marfil 

Madagascar 

Mauritania 

l s las 

Islas 

. . . . . -

Oceania:··i,· < 
1 s la~ c~Fb~J,ina······· 

1s1.as .. F idJÍ;; > 
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Sri Lanka 

eh i né.l 

Hong Kong 

1 ndoch ina 

Japón 

Islas Liu 

Malsia 

Cambqya 

Singapur 

Vietnam 

~. 9. 1 NTERACCTON DE Xani:r1omoi1as. campes ti-is CON ~r~I in i~ herb i ca la 

En algunas enfermedades se ha podido comprobar que el agente 

causal se encuentra asociado a diversos saprófitos yr3 sea bacte-"'. 

rías u hongos. 

Un hecho comunmen te observado ;::¡ 1 1·ea l izar a islam i cntos de 

~.anthomonas ~arnpest.rJ.~. p.v. E_~r:._~ es la aparición de colonias bac:te 

riarws asoci.:idils al patóqc·no. Estas colonias aparecen con rnfü; o me 

nos frecuencia sc9ún lu procedencia c!C:'l 11wt1~ri21I enfermo. De acLl~!r 

do a lns pruebas de idcntifit::ación qut: se han h1;c.ho di::- la bacte.ria 

asociadü a ~-E.· p.v. _.:_itri, é!sta se ,,~ncuent:ra clasilfkada dnntrf.> ~ 

del 9énero En".iniil.(50), 
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se.n.1e_iantes ,~'J- ras ce X .. 

Con el c~Jetc ae conocer si exist~ alguna Ínteracci6n entre 

amb~s bacterias, se h2n hecho varios experimentos. Los resultados -
' . rcve:aron que :ua~co 

to grado de i;-i::ecc:5;-,; si se íriocu1¿1 .scla ¡horas después se intro-

duce la Erwlnia el grGdo de lnfccci6n disminuye grandemente; de 1-

gua l mane;-a ~.:.;::ede s .i arnbas t;acter iuS se hacen crecer juntas antes 

de lnocularset23), 

E. he_:-:.b¡':Ol~. é>cr si sola, no es capaz de producir sTntoma a: 

guno según F§:;co (18!, sin embargo, Goto {50) niencio;;a que ésta b_?_ 

jo ias ;nls:11as :ondiciones, desarrolla aunr¡¡,¡e con cierta dificultad. 

sfotomas parecidos a los ori9inados por~'..·~-¡-~~· 

Ta! E. herbi 1:olc pi reproducirse en fonna mas ráo i 

da que 

rn1tando as1 2' cr~c:~;ento de esta G!tima, o bien aue el metabol i: 

mo de E. herbºcola Jroduce un ~H Impropio para el crecimiento de 

23 ) • 

[a ider;:íficad61i r5pida y exacf.i':i dei <5rganismo causal es un 

prerrr,~quisitc ,0,3¡-;J el control apropiado de cuolquier: enferrne.daci. 

En !a ics~tificacidn de un patógeno por cualquier via, el pri 
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Argentina Stall (70) y en Japón Mi)mek.:ita (51) utilizan en forma efJ_ 

caz eL método de macerado con d il u e iones en_ el a islam iento del age!:!. 

te causal del "cáncer de los cítricos"; por otro l<1do Goth (21) ha

ce uso del método de punció11 sobre cajas con agar para los mismos -

fines. 
-·:- ·:·;<. '- " 

eón ~é._dul fi~;¿;s'e ha hecho uso ·de 

tan simples,<co~o~el. ágar'.Áutriti\lo (70)\hasta. medios como ei···wakimo 

to (51) ~-é1-}s~.(6il c~ya co~posició~-~s más rica y compleja. 

- . --- " 

Las pruebas bioquímicas, fisiológicas y de patogenicidad re-~ 

prese~tan diferentes alternativas en la identificación de un pat6g~ 

no, cada una con una gran gama de m(.1dal idades. Así por ejemplo, exi~ 

ten muchas pruebas bioqu"írnicas, sencillas o complicadas cuyo.fin 

principal es descubrir las capacidades metabólicas de un microorga

nismo. Como pruebas fisioló~Jic:as se puede citar la utilización de -

fagos (31,39,53). En cuanto a pruebas ~P natogenicidud se refiere, 

existen las de infiltración (53,72), aspersi6n (36), por herida,etc 

que tienen como objetivo la penetración del pat6geno en forma indi

recta o directa y que se basa en los postulados de l<.ooch, donde el 

organismo sospechoso debe ser capaz de reproducir los sintomas al -

ser inoculado en forma pura, y volverse a recuperar. No obstante, -

las pruebas bioqu1micas y fisiológicas que son rutinariamente usa-

das para identificar bacterias fitopatógenas río son enterarnente sa

tisfactorias. Las pruebas suelen ~•er complicadas, dificiles de in-

terpretur, y requie1·cn seméJnr.is a meses pura completarse. Además, no 

todos los cultivos del mis~10 ,organi~.rno dan los mismos res1.1l tados 

( 6) . 

El uso de la serologf~ paro identificar hacterias es casi tan 

antiguo como la ciencia misrné1 de la Fit:opatoloqia. Muchns bt1ct.erias 

de importancia rnédicJ son comunrncnle i·fontific.:H.liJS por pruebas !ier~ 

lógicns. La habilidad de lo:; b<1cl.1:·ri('.;lo9us médicos pard proveer 
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una rápida y segura identificación de.bacterias de importancia m~ 

di ca irnp l i ca un potencia l. 

r i as f itopátó(jcinas? .. 

•:. . ·~ :·> : .. :: '. .. -=.:::.-~,--·,_:·---:·,_; -,.:· . ' . . • - ·. ' • . - -- ,,,- __ :_ . ·- -:; - .:·-- ·. -~ .. 
y uso de sueros;;Los:estud1os de .las reacciones Ant1geno-Ant.lcuer 

po (Ag-A~)/2onst·Ítllyen el método de la serologíaº Carpenter(7) d~ 
_. '··- . ",_ ·-'' - . . . . -·. 

f lne a Jri'.~~1:1~e1n~ c0110 una sustancia que producf.! una respqesta .. 

irmuneie~p~~1fíca cuando se introduce en un animal. La respuesllél ( 

puedet~n~t.il:dir la prOducción de anticuerpos, la i11T1Ür1ida~.me--
diada por. c_&lulas, o tolerancia inmunológica 

El antisuero es el:,principal reactivo de 
. . . 

see una gran versatilidda y alta especificidadº El antisuer<) 
- - - - -:::--- -.-"··--,-

producido por los anill1ales mediante el sistema linfoide, recono_-> 

ciendo a un antígeno cano una sustancia extraña y que implica una 

anenaza biolGgica; las proteínas manufactruradas, inmun~lobuli.,. 

nas (lg) reaccionan selectivai1ente con el cuerpo extraño. Estas_ 

proteínas estan contenidas en los fluidos corporales y son cono

cidas co\ect ivanente cano anticuerpos (Aes). 

El pr irner reporte acerca de 1 u so de lt1 ser o 1 Oj ía para 1 a -

identificación de una bacteria fltopató;]ena fué pL1bllcado en 1918 

cuando Jensen danostró qL1e una cepa de Ag-obacter iL1m tumefasc iens 
-~ ----· -- - -----

de Dinanarca pooía diferenciarse de la cepa de A. tumefasclens -

de los Estados Unidos por pruebas de aglutinación (66). 

Cuando los antígenos se asocian con partículas que son de· 

masiado grandes (bac:t:crias, eritrcx.;itos, p¿¡rtículas de lat1.:!x,etc) 

para formar soluciones 1~) su:;;pcm.ione:s coloidales en los medios-· 

acuosos, pueden quedar suspc~nd idos en 1rn<1 solución :;<1! ina y mez

clarse con antisueros c:s.pccíl'icüs p1·ovc>Cnndo 1.m<:i •"Y:1rupacl6n de·· 

dichas partículas anti9énicas, ¡;;,te fenónrmo ·;;t.~ denordna anlutiw 

nación. La aglutinación puede ob~;erv<~rse a '.>i1~1ple vis.ta o con ,3 

YlJda del microsc6pio. 



- ? ¡ -·· 

Lc;s pruebas dé ,;ig;utinación rer:i;;Leren de.un ~H y concentración 

de salss adecuados, paré oue s·~:r.n est:aoles los córn¡::Tejos Ag-Ac, adc

m.(Js, deh~ 0xistir u:-ia propc!rci6n ede,:uack1 d.e ambos reactívos para 

En c:erieral las pruebas ae aolutí~nción son.fáciles de practi-· 
-- ,.. __ ,_ - - • > ' • • , ~-' '. 

car, 
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5.2. TOMI\ DE MUSTR/.\S. 

Se determinó al munkipio de Tecom&n en e:'l e~Hado de Colima 

(F ig 4 ) , como zon.;:i de muestrco 1 debí do a que la b.actcr ios í s se en 

contraba distribuida en una gran parte de su superficie nl inicio 

de este proyecto. 

Se tornaron muestras en tres diferentes fechas; junio, sep--

t i embre y enero. 

Las muestr<:)S con·sistieron en hojas y ramas de aproximadanien·· 

te 20 cm.> que presentab<m síntomas característicos de bactcriosís, 

tomadas de §rboles dentro de huertas con distinto grado de ataque : 

severo, moderarlo y ligero. Est::1s si: envolvieron en p.:ipel húmedo y __ 

a continuacir.5n ~,e cclocaro11 en bo'!sas de pl.Jstíco etiquetadas co~ 

vcníente1;1entE:. Todas i;;¡~; mL1estr.:is recoll•ctaci<:>s :;e deposirnron en~ 

cajas de pl§stico para .su transporte a la ciudad de M~xico. 

l.as huertas muestreadasaparecen en la Fig. 5. 

5.3; AISLAMIENTO. 

Las hojas y ramas se lavaron perfectamente con agua c;orríen 

te para eliminar tierra y polvo¡ Una vez limpias se observaron en 

~ microsc6pio estareosc6pico • seleccionando las lesiones m5s frcs 

cas, las que se recortaron abarcGndo una µcque~a parte de tejido -

sano. Para el <iislamir,mto se utíliz,1ron tt·es diferentes métodos: 

5. 3. 1 • METO DO DE. RAY.l\DO D 1 RECTO. 

las lesione~. se rayan con .:iyud<i de una ~1guja de disección es 

téril sembrando dircctarnmite sobre el medio con la misma aguj<i. 



FIG. 4 ESTADO DE COLIMA. 

>ve~~ 
.~ .. ·.·· .. ·.····· 
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t:'"IG.5 UBICACION DE LAS HUERTAS MUESTHEADAS 

EN EL MUNiCIPJO DE TE.COMAN, COl.l MA. 

I~ 
-----·--------~'1--·----~· 
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5.3.2. METODO POR MACERADO CON DILUCIONES. 

En un mortero estér i 1 se coloc;.iron varias les lones, se añadió 

agua est6ri1 y se macer6 perfectanente; posteriormente se hicieron 

diluciones con aguu dcsti l<ida estéril 1 :10, en forrna suscesiva fusta 
-1 -6 

obtene1· diluciones del orden de 10 a 10 y se sembró un rol, tan·· 

to en forma direct.;;i cano de cada dilución, esparciendo con ¿isa. 

5.3.3. METODO DE AGUI\ ESTERIL CON DILUCIONES. 

En tubo con agua dest:il<Jda estéril y piedras de e.bullición se 

pusieron algunas lesiones, agitando por varios minutos con el fin"' 

ele 1 i berar a 1 organ i sino, después se di luyó con agua destilada esté·· 
-1 ··6 ríl desde 10 hasta 10 • Deposítandose en forma directa un ml, so· 

bre el medio y un rnl. de cada dilución esparciendo con asa. 

Para el método de raymlo directo se probó la desinfección pi·!: 

via de las muestras con hipoclorito de sodio al 1% por un min°' o·· 

sin desinfección alguna. Para los métcxlos de macerado y EigL1a estéril 

la desinfección se hizo con alcohol et11 leo al 70 %. 

El medio utilizado para las primeras muestras fue el aga1~ ca1:. 
bonato de scxl io, dextrosa, extracto de levadura (YGC), y el ag1:ir w'a 

kimoto (Apéndice A) para las segundc:is y tr;:rceras muestras. Todas las 

cajas se incuba 1·011 a 28ºc durante zl¡-l18 hrs,. 

5.4. PURIFICACION. 

Lll pUrificaciónde colo11las se hizo f'Jn los agares \./akimotc• y 

F.xtriJcto el(;! levi:frlura dext,-05(:.i (YS). 

Unél vez qu~: las colonias preS1.'!ntab.;in fornh1 y tincr<in de G1·.:rn,_ 

(Apéndice 8) uniforme!;, se s1~lcc•:::io11.:11·on l.J:; Grwn (-)par.a realii: . .:11 .. 



pruebas bíoquímicas por un lado y de patogcnicidad por el otro. 

·Debido a que en los resultados de los pruebas de potogenici
) 

dad, solo produjeron lesiones caracteristicas de bacteriosis la~ -

bacterias con Gi·am (-), color de colonia mnar11lo y 0/F oxidativo; 

para las muestras del segundo y tercer periodo~ de muestreo, se 

consideraron estas cilra...:tcrhtic:as en la ::.el(~cción de bacterias p~ 

i-a rea 1 izar las pruebas b i oqu ím i ca~' y de p.:i togen i e i d.Jd. 

PRUEBAS BIOQU!M!Cl\S. 

Lascpruebas bíoqu'ímic:as ql.le. se real izaron 

tinuación: 

· 1) Producción de lndol 

2) Producción de ácido sulfhídrico 

3) Reducci6n de nitratos 

l¡) Hidrólisis de almidón 

5) Digesti6n d~ caseina 

6) Digestión de 9ebtina 

7) Hidról isl ~· de aescul ina 

8} Lis l na 

9) Cata 1 asa 

10) Util izaci6n de citratos 

11) Producci6n de pioscianina en medio A de King 

12.) Produccií~n de fluoresceina en medio B ele King 

13) Leche tornasol 

14) Crecimiento en medio Me. Conkey 

15) Uri:~a 

16) Oxidaci6n-fcrmentaci6n 

17) Crec.imicnto en caldo YS ¡:_¡ dif·:::nmtes concentraciones de 

NaC 1. 

b) 2'1'., e) 3% 
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d) !¡~; h) 8'.;; 

e) q 

18) Crecimiento 

a) pH = 4 .pH m h 

19) Crecimiento encaldoYSa diféfrentes trn11peraturas 

n) T :::: l¡"C b} T:: 41"C 

20) Mucosidad en agnr glutosa 

21) Color de· colonia en agar glucosa 

22) 'Producción de ácido a parti1· df' diferentes carbohidratr)s 

a) 9 l u cosa 'e) etélnol i } arabihósa 

b) nwnosa ·.f) g l i cero l j) galactosa 

e) l ac rosa g) aspargina ·!() fructuosa 

d) manito 1 h) t 1·eha l os<1 

5.6. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD. 

5.6.1 .. AJUSTE DE CONCENTH/1.CION •. 

La concentec ión bacteriana se ajust:6 esptctrofotométr i camentt! 

lEspeclrofotórnetro Coleman, Junior 11 Modelo 6/20) a 620 nrn con.a

gua destilada estéril a una concentración de 6 x. 10
8 

cels/ml con -

base a una curvn de cal ibraci6n de BaC1
2 

y H
2

so
4 

tAp6ndice B). 

5, 6. 2. INOCULACI ON 

Dicha conccntraci611 se inoculó en hojas de dos a tres senMnas 

de edad con jeringas desechélbles y ngujas oclontológíciJs 5obre 1.:1 -

ven;:i principal por e1 envés de 1íl hoj.J, De l.:i mhma manera st:: inoGu 

ló a igual cunccntroción, b<icterias iri.::Jctiv<idas por Cé1lentarniento, ~ 

como un control nt~r.FJtivo, i:!SÍ corno aguc.1 destil,1d<l c:it:é~ril. 

Las hcija~ inoculadas !:'.e observarci11 di.:1rinnienLt h;)~~ui \¿¡ ap<:1rJ. 

e i ón dr.: sí n t.orni.'1 s. 
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5.7. REAtSLAMIENTO . 

.. Las hojas que presentaron síntomas se 1 ;;ivaron c.on agua corr ien 

te y se.observaron en el microsc6pio estereosc6pico para seleccibnar 

las lesiones nJ<:.is f1-.2scas. Postcrionnente las lesiones se desinfecta·-

con alcohol al 7orr, y se recortaron. 

Para el reaislamiento se sigui6 el m6todo de macerado sin dilu 

ciones, sernorando en ctijas con agar Wakímoto 0 

Una vez que las bacterias estaban puras se les 

Gram y pr·ueba de 0/F. 

. de 

Las bactel"ias con un Gram. (-)y O/F oxidativo se sOrnetieron a 

pruebas bioquímicas. 

5.8. PRUEBAS BIOQUlMICAS. 

Las pruebas bioquimicas que se reéliz~ron fueron las mismas 

que se real iza1~n a las bacterias inoculadas. 

5.9. REINOCULACION 

Cu;:mdo los resultados de las pruebas bioqu"imicas coincidieron_ 

con los de las bac~erias inoculadas, se procedió' a inocular estas 

bacteri~s siguiendo el mí~Tio mftodo de las pruebas de patogenicidad. 

5.10. PRUEBAS SEROLOGICAS. 

Con el fin de t~-:ner un crítcrio 1:1ás amplío en la identifica· 4
" 

clc5n del <JgentJ; c<Jusa1 rfo 1.1 bacterlosi'.i en 1 imón mexici1no provenie_i:_ 

te de Tecornán,Colirna 1 ~;e hicieron pruebas :;ero16gica'. wrnparando a·· 
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pcs!.!:_i~ p.v. citr~ por n1cdio de los su:::ru~ producidos por éstos -

proporcionados por el Dr. E.L_; Jive';o)o_dcl Depto de Agr·icultura -

de los Estados Unidos. 

5.1o.1., O[ffENCION DE ,sumos. 

' ' 

Las b~1cterJas que prOdujeron en 

genicidad fueron crecidas en caldo YS por 24 hrs., con agitación,, 

constaNte,'á 28°C, para postet"iorrnente incubarse con un volumen 

igual de ,solución salina-formol al 1.25~'. a temper¿¡tura ambiente du 

rante 48 hrs. Se prob6 la esteri~ idad y lé:! suspcnsi6n de células -

muertas fue laV<:icia tres veces, ccntrifu9ando a 2,000 r.p.rn./20 rnin 

desechando el sobrenuda11te y resuspendicnuo c.:ida vez en solución s~ 

lina amortiguadora de fosfatos (P13S) a pH de 7.2. La concentración 
8 

uactcriana se ajustó a 6 x 10 cels/rnl de l<1 111isma manera que se -

hizo para las pruebas de patugenicidarl, pero utilizando esta vez -

co1110 diluyente PBS. Posu~riormente, la suspensión b<:1ctcrinna se 

distribuy6 en viales y se conservo a 4~c. 

Para la inmuniz<1cíón se utilizar:on conejos hembra de Nueva 

Zelanda entre 2 y 3 Kg. los cuales se sangr.:iron~r,-on el fin de usar 

este suero cano· control (Presuero, Apéndice B). 

La suspensión bacteriana con una concentraci6n de 6 x 10 
8 

cel/rnl se diluyó a la mitad con PBS, inoculando 0.5 mi por via in

travenosa c•n los conejo~;, utilizando dos conejos por bacteria (A:- .. 

p6ndice B). Una semana despu6s d0 la inoculacidn intravenosa se ino 

culc5 por vía intramuscular O.~:; mi de 1ma emulsión form<Jda por un•~ 

par t c de '.:;uspen<,ión bt1cteria1rn cuya conct~ntr.=,dtSn ('S de 6 x 10 
8 --

cels/ml y una parte de adyuvante incompleto du Fraunci (Ap6ndices -

f\ y B) • 

Se realizaron rr·peí.ic::ionc~ intr.1mu~;cularcs en í'onno se1~1drlí1' -



hf1srn ci.m1pl ir un t.ot¿¡l de 5 inc:"::ulaclon(s, incluyendo la inoculación ,.. 
int1·üve11ost1; 7 días después tfo la 1:iltuma inoculación se sangro a 

los r.onejos y se obuvo el título de anticuerpos por pruebas de agl~ .. 

tinaci6n en tubo. 

5.10.2. PRUEBi~S DE /~GLUTINACION EN TUBO. 

Se hicieron diluciones dobles del suero a probar con soluci6n 

salina fisiológiui (SSf) desde lí10 hasta l/1,310,720) y se mezcla

ron con su antígeno homólogo; al mismo tiempo se corrieron varios 

control es, uno fornwdo por el suero con SSF; otro por la bacteria -

con SSF· y por (iltirno ci presuero con la bacteria .(Tabla 2.)_ .. · 

5.10.3. PRUEBAS DE AGLUTINACION CON HETEROLOGOS. 

Con el propósito de verificar si se e~,taba trabajando con una -

misma bacteria o con ur.a gama de bacterias, todas las bacterias que 

produjeron sintomas similares a los de campo se enfrentaron por pru! 

bas de aglutinación en tubo con los sueros obtenidos. 

Una vez que se obtuvieron estos resu1 tados, se real izó la compa-
' 

ración del agente causal de la b2cteriosis con las razas 11A11
, 

11 811 y 

11 C11 de Xanthom.Q.1:1.E_~ s:ani¡:;estr:J..:?.. p.v. citrL, a partir de los sueros ob

tenidos con estas bacterias. 

5.10.4. COMPARAC!ON DEL AGENTE CAUSAL DE L.A O.ACTERIOSIS CON LOS SUR 
1 

ROS OBTENIDOS DE LAS R1'\Zf\S 1 W 1
,

11 B1
' Y 11 C11 DE Xa_l)..tl1om~ .. cnmp~stris -

p.v. e i tri. 

Esta comparaci6n se hizo por pruebas de aglutinaci6n en tubo~ u

tíl izando como controlt:~:. el prc~rnero de cada antisucn) (control-} y 

el suero obtenido con el a9cntE- cau:;al de la bactcriosis. 



TABLA 2: PRUEB.A DE AGLUTJNAC 1 ON EN TUBO 

f7de 

1 "ubo 

1 . 

2 

3 
4 

5 
6 

7 
8 

9 

10 

11 

12 

13 

1 L1 

15 
16 

17 

Cs 

Cb 

Cp 

SSF 

(m 1) 

0.9 
o r: .;:> 

0.5 
0.5 
0.5 

0.5 

0.5 
o c..· . -
0.5 

0.5 
0.5 

0.5 

0.5 

0.5 

0.5 
0.5 
o.s 
0.5 

0.5 

0.5 

0.1 

0.5 del tubo 

0.5 del tubo 2 

1). 5 del tubo 3 

0.5 de 1 tubo 4 

(). 5 del tubo 5 
r¡. 5 del tubo 6 

'.). 5 del tubo 7 
r) • 5 del tubo 8 

0.5 del tubo 9 

1 o. 5 del tubo 10 

1 o L) ' 1 tubo 11 . - oe, 

') . ~; del tubo 12 

0.5 del tubo 13 

0.5 del tubo ¡ l¡ 

o.s del t•ubo 15 

O.$ del tubo 16 

C.5 

__ ... __ .,.. _ _.. _____ 
SS"' Solución salina fisiolóc¡icn 

Cb= Control de bi.1ct;•rin 

·--------
Concentrac 16n: 

1/10 

1/20 
-

.1/40 

1/~Cl .. · 
l/160 

1/320 

l/640 

1/1,280 

1/2,560 

0.5 1/5'120 

o .s-- 1 / l O ,Zl10 . 

0.5 1/20,480 

0.5 1 /40 ,960 

0.5 1/81,920 

0.5 1/163,840 

0.5 1/327,680 

1/655,360 .,. 

_;......._~---- .... -·--- ---------.. -·,-" .. ~#-....... _ 

e~,"" Ci:intro l de t SIJI;! t'O 

Cp"" Control lfo 1 pres u~? ro 





6.l. AISLAMIENTO. 

De los tr·es métodos e.le <.:lislai:ii,~nlo c:ue se probaron, se obtuvo 111'.'.:_ 

jorcs r·esu l lacios con e 1 método de rnncerado, d,:s i nfeclanclo 1 as 1nues-

tras con alcohol al lO'.( y se111brando en los medios de \•/akirnoto y YS. 

6.2. PURIFICACION. 

Los resultados de la tinción de Gra111 y 1as características cult~ 

rales de las bacterias aisl21das de material vc9etativo de los tres·· 

períodos de muestreo) se presentan en la T<;bla J, af'lexándosetambién 

el resultado de la prueba de O/F. 

Ya que se el irninaron las bacterias con ur. Gi-cim (+)y O/F fermen.t.ª 

tivo, esto último para el caso de las muestras finales, las pruebas __ 

bioquímicé.ls y de patogenicidad se rea! izaron con las b.:1c.terias 1 >2,4, 

7,8,10,18, yl9. 

las caracter1stltis bacterias con las que se 
-,- ,-~ .: •• _,_- o :: 

trabajó, se enmarcanenlél'r'abla.4. 

Descartando a. la.bdcterla número .8 1 todas las dernás coinciden -

con las caracteristicas bioquimicas reportadas para Xanthomonas cam 

.E.estt·is, a excepción de lus prucbZls dr: ; r'~ducc:i6n de nitrc'll:os, hi

clról isis de caseína, hidr<il isis df· qcléltin.1 v crecimiento en Me. 

Conkcy; sin cmbar-90 Je <icuerdo co1111(;ssina t!i?} esto no representa_ 

urw difcrcncii\ clara y puede intnp1·<~LH'Sl' i.:omo simple~ vari<1cio11es 1 

ya que estos resultados pueden dif,~tir de ,hu'.·rdo ~1 IJ rrJza ~l(• que-

ci6n del 111edio de cultivo, a l<t t>dad dr·I cultivo, c·tc. (66). 



TA~L.A 3:: CARACTEJ'qSTICAS CULTURALES'í' l'IORFOL0GICf\S Y GRAM DE LAS BACTERIAS AISLADAS EN LOS MUESTREOS 

REALlZf\DOS DE H/\TERl',l\I~ VEGETATIVO.DE l.tMON MEXICANO EN TECOMAM COLl.MA 

·rrac ter i 5T ·-- Co io r-de _:~f:--e~YG.'.:._ c:i_:_~ de_ e~-~ . en\!.~¡~~~~) to l~!í:lm Mor ~~og L:_ ce lUlar· 0.'<I Fe·r 

1•" amarillo <Marillo - bacilar ox 
2.1'; amari 11 o amarillo bac i Ja r ox 
3 ama ri 11 o amadl lo + bacilar 
4i'c amari 1 lo amari 1 lo .. bacilar ox 

blanco blanco .baci'l ar 

amarillo amarillo badlar 

amari 11 o amarillo· baci 1 ar 

naranja naran.ia bacilar 

amarillo amari J lo bacilar 

amari 1 lo amarillo bacilar 

amarillo amarillo bacilar 

blanco blanco bac i 1 ar 

amarillo arna ri l lo baci'lar 

amarillo amarillo bacilar 

amar i1 lo amari 1 lo bacilar 

amari 1 lo amari 1 Jo bacilar fer 

amarillo amarillo bacf 1 M fer 
amari 1 lo amari 1 lo bacflar ox 

=--.-o_, __ 

amar! 1 lo amar i 1 lo badla r ox ---
continua. 



flota: L21s bact1~ri<1s d<" la 1 :1. la 11 fueron obtenidas cJel 

primer- muestreo; rlc 1a 12 a ia 1"l del segundo mues 

trco¡r:le .la 18 ~1 la 19 del tercer. 

:':Bacte1-ins con las que se real izaron las -pruebas bioquí

micas y de patogenicfdad. 
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Tt\BLA 4: CARf\CTER 1ST1 CAS B 1OQU1M1 CAS DE Ul.S BACTER 1 AS A 1 SLADAS DE 

MATrnlAL VEGETATIVO DE LIMON MEXICANO DE TECOM/'l.N COLIMA: 

Pruebas Bioqufmicas 

Gram 

Produccí6n de indol 

Producci6n de H2S 

Reduce i 6n de Ni tratos 

H id ró 1 is is de a 1 mí dón 

Hidr61isis de l\~een SO 
Hidr61 isís de cas0ína 

11 i d ró 1 i s i s de ge l a t i na 

Hidr61 is is de aesculina 

Utillzaci6n de citratos 

Lis ina 

Cata lasa 

Oxidación -fermentación 

Urea 

Leche torna so 1 

Crecimiento en Me. Conkey 

+ + + + 1 + 

+ + + + + 

+ 

+ 

+ + + + + 
+ + + + + 

+ + - + + ++ + + + + 

OX OX 

p-r¡p-r p-r p-r p-r p· r p-r p- var 

+ 1 + + + + + + 

Mucosidad en Dgar glucos~ + + + + + + + + + 

Color de col. en A. glucosa a a 
r 

n a a a 

Cree imíento en c,:i }do YS con 

NaCL a 

2% 

3% 
4% 
5% 
6% 

n 

+ + + + + + + + 

+- + + + + + + + 

+ + + + + + + + + 

+ + + .¡ + + + + + 

+ + + + + + + + + 

+ + + + + + + + + 

+ + + + + + + + + 

+ + + + + + + + + 

continua. 
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TABl..1\ l¡: Cl\RM:TCP. l '.i'. ! C/iS B l 00U 1M1 U.S DE l.f1S 13/\CTEH lf\S f11 SLi\DAS DE 

Mf¡TfRIAL \}[(~l:T/\TIVO D[ Llt\ON 1•.-:x1c11NO 0[ TECl1Mf\N COLIMA. 

(COtJT ! MU. 1C 1 NI) r-· ·----.. ·--···--- ---·------····-·-~rnrnl'-¡::;··.:iE:---¡:;¿~ci~~~-¡:¡~-----

1 Prueba Bioquímiczi 1 2 ~ 7 8 10 18 19 X Xc 
,.-·----------.. -·-·---· ---.. ----.. ·····-·- ....... _. __ . ----- ... ___ L ... -. . ... -- -·--1---- -- --·- ·-

Crecí mí en to en en Ido YS ~ 

dífe:·entes pHs: 

1¡ 

6 

Crecimiento en 

dife1·entes 

/~e e 
11 lºC 

Producción de ácido 

de: 

glucosa 

manos a 

1 

¡· + + 

+ 

+ + + -1~ 

+ + 

+ + + + + + 

+ + + + + + 

+ + + va r lactosa 

mé'lr\Ttol 

etanol 

+ + + -+ + var 

~¡ I í cero 1 

aspa rag i mi 

c¡a lactosa 

f ruc lt%<:1 

t reh<1l osa 

+ + + 

+ + + 

+ + ·l· 

+ + + 

+· 

o r11b í nos a + 

L·-···-·-·-····· 'ti::'.~:~~~ª ............. ,. ___ , __ L .. _.J_. ___ L 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
1 

+ 1 

- 1 

+ 1 
+ 

v.;i r 

+ 
+ 

+ + 

+ + 

lac. c<Hec1·vdst icds h ioq11írnicas piH'i.l ~.~1!:~!: .. 1_~<~!])~:~!~1.!? ~.:?.~1PE!i:..U:i.? ::.on las 

'epo r tad;·1 •; pn r f:: 1.1clvin ~Jn ( 6} y Mn ,, ::d 11a {l¡ ?) • 

D·" rini.1r i l lo p-1'"' pepton i;!ac ión 

reduc.c i cín. 
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&.l1. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD. 

Las bacterias inoculadas que produjeron síntomas característicos 

de bacteriosis en mayor o menor grado, entre Jos 5 a 15 días desp~is 

de la inoculaci6n ; fueron las bacterias 1,2,7,y 19 (Fig 6, Tabla 5) 

Notamos en la Tabla 5 que no todas las bacterias fueron capaces 

de producir los síntomas característicos de campo a pesar de que e

ran las mismas, de acuerdo con Jos resultados de las pruebas bioqu_!_ 

micas, tampoco Ja bacteria 8 produjo lesiones y cuyas característi

cas bioquímicas r~ran diferentes (Tabla l¡). Esto puede explicarse -

crinsiderando que el desarrollo de una enfermedad cualquiera que ~s

ta sea, depende de las condiciones medfo~rnbientale~,del estado fi-

sioló9ico de la planta huésped.y de la virulencia del patógeno, la 

cual puede verse afectada por la raza involucrada, el nGmero de ais 

!amientos en medios artificiales y la edad de la colonia, caracteris .. 
ticas del propio medio de cultivo, etc. (64). 

6.5. REAISLAMIENTO . 

.. Las bacterias rea is ladas de lesiones Clesarrolladas en hojas in~ 

culadas, presentan las caracteristlcas que se muestran en la Tabla 

6. Observamos en esta Tabla la aparición de más de una bacteria di

ferente a las inoculadas. Esto puede ser debido a que al producirse 

una herida en el tejido vegetal, esto constituye una via de entrada 

para organismos oportunistas o secundarios(64). 

Ya que en todos los reaislilmientos se presentaron b..'lcterias con 

Grarn (-),forma b;1cilar y OíF oxid<:itivo, que corresponden a las ca

racterísticas de las b<.tcterias inoctil•1das, se descartó a aquellas~ 

bucterias con c.::iracterísticas di:;tiritas ,) las rnenciom1das; por lo 

tanto las pruebtJs bioq1.1i"n1ic.w~; se 1·c.:il izcinrn con las bacterias lb 

(que se ton1~1;·.:: come. 1), '.-.e (que se tofll<H.5 como 2), 7 y 19. 



!'1: 



r-w--·--------. ---·--------..:.·--.---·-·-··---·--«···-·"·-·-~·-·--·-----. 
1 ···----Bacteria núrnei-<' 

1 2 /f.. 7 8 
¡ Prcse~1tación~ síntorn~_+__ + ___ ----'-+-·--~·-·-------~---.. -.. -_-___ +__. 

10 

.;..
tv 
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Tl\BL.!\ 6: CARACTER!STICAS DELAS BJ\CtTRlilS AISLADAS DEHO.JAS·iHOCUlAOAS 
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6. 6. PRUEB/\S BIOQUJM ICAS .. 
'·. -"-· ·,·_·.· 

las pf"G~·8é1S b ioquJm icas rea 1 izadas . 

COl1 L15 bac teri~s :reaÍsl adas se. en5rn,~r'31~ ·t~n 1á':r~b 1 a i. Es tos res u 1 

ta dos .son prácti.carnen te ·.los rnis111os<~ú<:!J os ·d~ las ·bac teri 

d<is. 

6. T REINCl.Í:ULAélON> 

.P,~i~ •1 ¿ ;~i~¿~;~~~~t,~ ~L ;¿, J;, .· 
- ·.: .::,;_ ; ;:.~{ ·:~~){-=: ~::;. ' '·. 

obteniéndose eh .tb~óiifc)_s_ s~·~os.L {fl'-Sb1nas c:ar:a·cteríúTéds~de~bacle-: 
,. i os i·s en campo .. ~rin~~m.6~ 5Tai rs •<lY~s>desp~és.'80··1ª ··¡ri6tu.iac1ón:·····. 

,.,~· -.(·.'·. 

6. 8. PRUEBt\S sfkoübÜ~cÁ~> -

LOsantisueros se obtuvieron a parti1· de 1.as bacterias 1,2, 
.. •,,•_ -_ ', .-

y 19, inC>'c~l~nd~dos conejos con la bacteria ·1, dos con la 2 y urn:i 

'. ~ " -

6. s. e e~u~~Ks ffFFiGtbTíNkcroN cEN 

'tiíf :;o;•• ~J Cic,~ su ~(65; C>bI J;; i d; ~ 1 as bi et e; i~ s ca p;i_ 

ces de procluci sYn'tom~s'.c\e.Gact~~}iosTs ~e ~uestrai1 en tc.l'.Tabla a. 

Es evidente que conejo inoculado con la bacteriéJ 19 re~ 

pondio ·muy bien a la~estimu1aci6n dada por este anttgeno, 

produciendo un suero con un título de anticuerpos rnuy eleva<.lo en -

com¡x11·aci6n con los otro5 conejos, cuyo~> sueros presentaron un tí

tulo menor (Tabla 8). Esto e'.; porque e<1d.1 individtrn de la misma e_?._ 

¡wcic rc'..iponde 1.:11 forn1¿1 Individual ¿1ntc L1 pre!;1;•nci;1 de un dctermi 

ll<l do antígeno. 
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¡ri~eoucc1on de ir;dc¡ 
¡ 

:
0 r0ducci6n de jcido 

1 ~eJucci6n de nitratcs 

íLísinn 

:nxidacíón-fermentaci6n 

: iJI"(!.) 
1 • 

i 
! i .. e:che t.orn:,1so l 

1 

i 

!Crc·cir~icn~~o en tJ·!idt'.""' \:s con ~-JoCT- .'J1 

," , ·- ,·¡~ t.: 1 " n ~~ .- e r : n .. 1 ~1 ' l.> /· 

·• ,. + 

+ ·~ + + 
~· + 

+ -!~ J. 

-· -l 

J. 

.,. 1· ~- .l. 

¡. + 

J. 
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TABLA 7: CA_RACT_ERISTICAS BIOQUIMIC.AS DE L/\S_~ACTERIAS REAISl...t\DAS. 

(CONT 1NUíiC1 ON) . 

. ··-·~---~---,-::e-'---¡ ~icter i a -núm;,:o--· 

: ;~:~: 1 :~::u~:~: 1-do vs-a-J¡-;~~~i ~I ±_ ~ L_ ~~ . X Xc 

temperaturas: l · 

glicerol 

aspa rag.ioa 

galactosa 

f ructoso 

trehalosa 

arabinosa 

.· >I 

Las característic<is bioquímicas para Xanthorno_r:i..@2 ~Eestt"is son las 

reportad<J s por Buch.anan (6) y Mess i na (147). 

X"' Xont:homonas 

Xc"' cc-1rnpe s t r r s 

ª"" am.:i i-i 1 1 o 

p-rm peptonizací6n-reducci6n 
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TABLA 8~ TITULACION DE ANTICUERPOS POR AGLUTINACION EN· 

TUBO. 

---:----·-----:-·---· Bacteria núrne ro 

Número de suero_+------. _1 ____ l ____ ~-------1----
I Sll . l 1/320 1 

s 1 . . · ¡ 1 /1 '280 ! 

S2~ 1 1 
1 ; 
1 i 1/1 ,280 

519 l ¡ 
1 

1 P19 ! ······ -
---·-· ___ ._L,____;;__..__.... ___ , _______ ...; 

S= suero P= presuero 



- l18 -

6.8.2. PRUEBAS DE AGLUTINAC.ION CON HETEROLOGOS. 

Para estas pruebas St! uLiJ i2aron los·>sueros cuy()~~t.ítu1os.
resul taron ser los rnás elevauos, o sea el s1

2
,s2

2
ys19.Lps csul

tadus obten idos. de estilS pru~bas aparec~~n en 

Ana 1 izando los re su 1 t<idos de Ja Tabla. 9; ·cornprobamOs que e-
" . - . - ,. -- --, 

fect ivanente se. estabn trabélj;Jndo con un~ ~oTa bacte1·ia y ho con u-

na gama ce e 11 as. 

Para las.pruebas serológicé1s posteriores se utilizó elswe

ro 519 por ser el que tenla el tltulo de anticuerpos m~yor. 

6.8.3. COMPARACION DEL AGENTE CAUSAL DE LA BACTERIOSIS CON LOS. SUE

ROS OBTEN 1 DOS DE LAS RAZAS 11A11
, 

11 !311 Y 11 C11 DE Xa1~-~hom~ campestr is 

P.V. citri. 

Al hacer reaccionar al agente causal de la bacteriosis con los sue

ros obtenidos de las razus "A'', 11 811 y "C", se obtuvo un resultado -

positivo en los tres casos, lo que denota la semejanza existente en 

tre ostos organismos (Tabla 10). 

Es obvio que la prueba de aglutinac¡6n en tubo representa -

una t~cnica rápida y f6c11 para establecer el parecido antig~nico -

entre los organismos enfrcnLados, pero de ninguna manera nos indica 

el ~~rado ce est•::: pnrecido, ya qut:' en un suero obtenido contra detcr

minodo or:J<Jni:;..-,·o P;.;ÍsLen una serie de l!.1r1ticucrpos forrnados cont.r<l -· 

<intír_1enco3 cara~;t:cristicos de 11~rwro, dt?. e:spE•cie, de pato var y ck ·· 

r<LUJ. .11.sí pu[·s,µor :;11:dio de (~st,3 pr·ucb,) no f.'S posible ~'•i1ber a C:L1i'íl 

<k la!:. tr•:<; r;:zas ~.t~ p.irecv rnó:; el or9an¡'.>llKi p1·e~;enle en Mé;.:j(;o 

a rneno:, CLc se hicicrnn modificac·ionc'.i· en 1,1 ti'.~cnicil 1 cumo ser·ía el 

hecho de real \zar una adsurci()n de anticul;·rpos con las tres r.¡Jl¡J¡S , 

dial, CtL. 



•. 119 .. 

NGmero de Bactería 
Número de suero 1 .·. 2 7 19 

51 1-/-1,-28-0 -- 1.11~280 -j-·-1;;-,-28-0-+--1/_6 __ 4_0_--! 

S2 1/1,280 1/1,280 l 1/61iü 1/1,280 

519 1/63,810 

P1 1 

_:_;; --------.~.-- 1 ··. > e·~ 

S= suero P=presuero 
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TABLA JO PRUEBA Df AGLUTINACION EN TUBO ENTR( LOS 

sumos DE IJ.:.S R!\7.AS 11A"' 11 B' 1 y 11 C11 DE -

~~J~(~:~n.:i '.i ~,-;1;1r~s t~-~- p. v. e i t ~..!. Y EL -

AGE!JTE CJ\US/\L DE ll\ Bi\CTER 1os1 s DE TEco:.. 

MAN COLIMA. 

l su·~-º -r~~~~,~;-~---~iex; :ª~~l --
1 SA 1 aglutinación (+) 

1 

s8 l ¿1glutini.l. ión (+) 

1 
5c ¡ agluti11ación (+) 

1 . aglutinación (-) ! p A ¡· 

P ag l ut i n.:ición (-) 
B 

¡ Pe 1 aglut\r,:-ición (-) 

P 1 l . . ~ (. ) 
J M l1 agutir'oc1on -

1 SM aglut ip¿,ción (+J 
¡ ----- --- ----·--·- .. ·----------· ------

S= suero 

P:: prcsuero 





- l} I -

1. De .Jcucrd<i a lCJs t·esul t.1do·,: obtenido:,; c·n las pnwbas ilio_r::_ 

fológicas, bioquímicas y de pato~¡<:nicid<Jd, (~l 01·ganisn10 causal de -

la bacteriosis en 1 i111ón mexic<ino de Tt::cornfin,Col irna, es una bacleria 

identificada como _0a1~~ho'2!ona.~ .0:1!.'~5.:'.~~~L~.· 

2. Con base l'll lt1·:, prueb<1s serológicJs hechns, este 01·9ani~ 

mo es semejante al aqentc cau~,al del "cáncer de los cítricos11
, pero 

considerando la sintoinatoloqíz.1 observada en ca:npo, no se trata de -

ninguna de 155 tr·es razas ickntif-icaclas liasla el momento. 

3, La prueba de aolut:inación rr_•ril izada es una técnic:,a_Fá(:il 

y rápida para obtener el p<rrecido antigénico entre microorganismos_ 

enfrentados, pero insuriciente para establecer· la rnJgriitud_dc esta 

semejanz<.J. 
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'-L 1 . N'ENDI CE l\, RE/\CTIYOS _ YJlF. DI 9Sº _DE CUL.T l\10.. __ 

( 1 ) Mecl i () YG C 

Extracto de levadura· 

Dextrosa 

CaCo
3 

Agua destilada 

15 9 

J l 

Disolver todos los reactivo•; excepto el Ca co
3 

en la menor ca~ 

ti dad de agua posible. Aparte disolveP el Caco
3 

en el agua restante 

y al final mezclar ambas soluciones y esterilizar a 121cc durante -

i5 m in. 

Nota: antes de vaciar a caja agitar Rara resuspender el carbqnato:_ 

(2) Medio \./akimolo. 

Papa 

Sacarosa 

Peptona 

Na2l·IP04.12r120 

Ca(No
3

)
2

.L1H
2

Q 

Agar 

Agua dest: i lada 

300 g 

15 g 

5 9 
·-·---z_·_·, ~--. 

.9 

0.5 g 

15 \:1 

1 1 

Las papas peladas, se cortan y pesan, despu6s se ponen a cocer 

con el total del agua a utilizar. Una vez cocidas~ se filtran v la 

infusión se mezcla con el resto de los c;o:nponentes, a1'i<Hli(~ndo hasta 

el fin<Jl el aqA!"' y calentando pur«j di5olver .,¡ es necesario. 

Esti;rilizar .;.i 121°C/l5 rnin. El pH Finnl es de 6.8. 



(3) Medio D
3

. 

Sacnrosa 

Arabinosa 

Cascinu H¡drol izad6 

u e 1 

Dodecil súlfato de sodio 

/\zu 1 de 

Fucsina 

Aga r· 

Anua 

- (¡ 3 ... 

. ., . . .. 

Tocios los componentes se mÚC.lan. y el p!L•s~ am~t~a;B·.:2• iC>11.~o 
sa antes de esteri 1 izar; ·Despuésde ·esteriLt;..~:¡~.·e;11ri1~dió 
un pH de 6.9-7.0 y un color verde. 

(11) Med i o o
5 

. 

Ce lobi osa 

K
2

HP0
11 

NaH
2

Po 4 
NH¿

1
C 1 

MgS0 4.7H20 

/\gar 

/\qua destilada 

Pesar tocios lo~ in"redientes y disolver ·en el agua. Esterilizar 

a 1 21 °C:/1 5 rn in , 



,,, ' 
-- \'•ll -

(5) Medio Bas.1! 0/F Ó; Hu(/h-Leií'son. 

Peptona de caseína 

NaC ·¡ 

K,,HPO. 
L Lf 

f\g<H 

A7.u l de bromo ti rno l 

P,gua destilada 

2 

0.03 g 

1 

Se d(suleven todos Jos inqredientes en el aqua destilada. Se de 
. - - -

ja reposar durante 5 min. Se calienta hasta obtener una soluci6n.El 

azúcar· a probar se adiciona al 1% antes de esteri J izar en autoclave 

a 1J8Pc durante 10 min. 

(6) Medio de Leche Torn2.sol. 

Dejar reposar leche fresca integral en el refrigerador duran 

te toda Ja noche y separar la leche descramada por sifonaci6n, te-~ 

nienclo cuid21do de no a~·.perjar ia c.1pti de crema. Tratar con v<~por d~ 

rant:e ura hora y cnf1-j;qr en :c:l refrlger;idor. riltr·ar y medir el fil 

trado. ,C19rnoar 1a cantidad de t.:')1·na•30-i suficie::1le par·¿1 obtener un -

color pÍ.lrpur.J uzul;~do y f:stcrí l izar a l 1'.:/C/10 min. o por vapor 

fluente durante 30 min. en cada uno de Jos tres días sucesivos. Des 

pu€s del cDlentílmienro, este medio es incoloro, pero el color retor 

na con el enfíiamienro. 

Nota: Debe evitarse el :;obrecalentamiento rara prevenir la cararne-

1i2ac i 6n. La leche hornogen iza da n0 es adecué:lda. 

(7) Medio Mac Conkey 

Mezcla 11e ~~al0s bi 1 iarcs 

Peptona 7.0 () 



La o tosa 

Agélr 

Púrpura 

... 6 :; ... 

1 o 

. . < ,;.· • • . :·., •.. ·~ 

. º ''º 1 ~¿} i~Jº s t*1.'~g\,pá~ ~,ir.~ •~~· 
esterilizar ~. 121 1~c11s nii n; · pH 

''·,'. ;."'_-.·.~:>:·· .. :· 

· .. ,_· ·:·' 

Peptona ·de gel'a i 

Extracto 

Dextrosa

L-1 is i na 

Citrato de 

Ti osu l fato 

Pdrpura de 

A9ar 

A9Ua 

0.02 g 

13.5 q 

1 1 

Suspender en a9ua desti.lada. ~lervir~r~p.tq~l~.niJn~.,DJstri:c-'"' 

buir en-tlJ6os-yesteri 1 izar a J2l ºCpor 12 mint pH.final 6,7; 

(9) Base para agar urea. 

Peptona 

D(+)- glucosa 

NaCl 

KHl04 
Ro Jo de Fcno l 

1 g 

g 

5 g 

- 2 9 -

- 0.012 9 

1 2. g 

Sf: éld i e: i Mn 1 os cornpone11 tes a %0 m 1 de ::iqua des ti 1 :.ida. Se 

esterilil.a en autocL.wc ;:1 J21ºC durantE~ 15 min. Uni.1 vez estéril,9o 

<idicionéJn ~;o rnl de un,; snluci611 de ure.:1 .cil 110'.1 cstcril izadr.i por fil 



- (( -· 

t1«3CÍÓ1, ía ~;oJucion se V.-JCÍ<J c1 t:ubos-:c'::.l;:,1-i!r~s 1 se dej;:i sc5iifJI;.; 

ficar en forma inclinada. 

(Nfll
1
}.1 PO¡, 

J . 

KH 'PO 
2 4 

Mg SO 11 • 7H
2
0 

Extracto de levadu~a 

NaCl 

Agar 

Aq ua des ti l nda 

Soluci6n alcoh6l ica 

al 1.5 % 

/\zúca r a probar 

0.5 g 

0;5 g 

0.2 g 

f :.> 

15 

- .-. . ' 
···. . . 

Todo se dlsu~lveen el. agu<i,y S(~esteriliza en tubos a 118":C 

JO m i-n. 

~11} Agar Citrato de Simmons-

o.2 
-- o--··---~-- ·_ . 

MgS04 g 

WH1,) 2HP01, 1 g 

KH .,PO 1 
·- i 

9 

Ci-trato de sodio f.' 
::i g 

Azul de brornot i1110 l 0.08 g 

Agua destilada 

Agar 12 g 

Todos los ingredientes se disuelven en ~l aaua des ti lada -

por c;:ilent<1miento. E!;teri li2·ar a 1:?.lºC/1S rnin. El pH final es dr;; 

6.;). 



(12) Gelatina nutritiva 

E·x tracto 

Peptona 

lentar 

constituyent~s. Esteriliz~r 

(13) 

dio. 

Extracto 

Peptona 

NaCl 

/\ga r 

Almidón 

/\gua destilada 

El almidón se disuelve en una porción de agu¿¡, y el resto_ 

de los Ingredientes se disuelven po~ calentamiento en el resto 

dei aqua, ;:il final Sí! mezclan ümhas solucion~?S y ~;e e~•terlliza a 

115ªC durnnte 20 min. 

(15) Medto para hidr·61isl$ de caseína 

Leche descrem.Jrfo ~300 n1 I 

Agar nutritivo de dable conc~ntrtt 

ci6n 1 1 



í L' 
t' e 

(16) Medio pura lc1 dc:tfJcción de .§<:ido ~~nlfhídrico e indo!. 

Peptona 0.5 g 

/\qua des ti lada 

Para la detección de &ciclo sulfhidrico se util ¡zan tiras de 

papei impregnadas ?On;¡cetato de plomo y p<Jra indo! ti ras de ácido 

oxálico. 

(.17} Medio Agar glucosa. 

Extracto de carrie 

Peptona de caseina 

D (+) glucosa 

NaCl 

Agar 

r~gua destilada. 

Disoiver y •!~:o,tecilbrnr 12J9,~·durant<:;J]_mirr. pH final 

despu5s de ester¡Jtzaj a 32qC. ?.2~7.4. 

(18) Medio para hidrólisis de acscul ina 

Es cu 1 i··na 

e Í't rato férrl·co 

Peptona 

ArJ<ir 

f~g U.:1 des t Í 1 aÓu 

1 q 

0.5 9 

10 9 

l2,5 g 



(19) Medio B de l<in~J· 

Ba 

(21 ) 

Peptona 

NaCl 

cact 2 .H 20 

Ana r 

Agua destilada 

.. 69 -

5 
o. 1 ~ 

20 g 

1 



1 o ffl l 

Disolver todos los inqredientes e>:t'pt:i;i el TNeen con .;ivud.:; de 

(22) Caldo YS 

NH4HlO!f 

K
2

1iP0 11 
MgS04.7H 20 

NaCl 

15 rnin. 

(23) Caldo de nitratos 

E;<tracto de carne 3 g 

Peptona 5 g 

KN0
3 

1.g 

A9ua destilada l l 

Di:solver, dio;trl;buh cm tubos v C$teri l izar a 121 r.¡: durante 

1~ m~n, el p~ final dcbé ser de 7. 

NaH 2pr~ I+ 

>'Kit •1 P~} 1 ,_ t 

Na PO 
2 lt 

L. • .' ~} 

¡!. ;:5 '~ 
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Agua des ti 1 ada 

a~~rab~J~{en ~f:¡-.r9 se. 
' . - . ".. ' 

sio. 

E 

solución B: 
0.6% de dime 

( 29) 

s.e prepara<unh. 

concentrací6n de O.lSt~ y a se le añnde formol en un porcentci* 



TQrnOJso! 0ranul&d<.1 

Ernno 1 a 1 l.¡O:t 

1 •. 

(31) Adyuvante íncompláto de .Freund 

15~. de lano l ína 

85~ de nujol o aceite 

S\'! disuelvE: la 

e l a con e'! n u jo 1 • 

(32) T~ras de parel para la deteccr6n de 5c~do sulflhídríco. 

T i-ra 5 de papt:: ! filtro 1fo 5 a 1 O mni. de·> and1p y 50 a 60 mm. 

de largo se iinpre9ri.1n c<m una so'!ticion saturada de élC(-!tato d1:! plomo 

en cal i">~nt.e • 

(33) Tir0s de papel pare la detecdón de indol 

Tiras J~ p-::ipel fiitro de 5 .:~ 10 mw. de .:rncho v 50 a 60 mm, 

de lar!.Jo se. irnpre9nan d~ unó so!uci.ón ~atur<Kiél de ;§e ido ox~il ico en 

c<1 l i·ente. 
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9:. 2. APENO 1 CE B, TECN l'CAS; 

ro. 

mi 11. 

de un 

caen 

con 

Se prepar~n sol wdones. de 0(1C1
2 

y H~~so 11 ambas al '1% y se M

real i·zan Mluciones de t11cu~irdo c:on l~i T;:1bl;:i ·11., lcyiendo en ~!spec·-
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trofot6metro (Coleman, Junior 11 Modelo 6/20), a 620 nm. 

(3) 

por 

orejas"geJFCohejc) se humedece i::On jabon 

su ra r. ·l~.-~~~~rf-Í·c i e super i·or . de.l ·· b~rde post'ep;:l()r;\;;sobre.\'la'·v~~aY~f. 
9 i·na1 es,. rnuy importar1te es te paso, ya que ~Ja }>t":~sef1c_i;ª;·c.leLi)e16;2a0 ..,_ 
yeba a la coagu 1aci6n más ráp hfa . E 1 · ¿¡ ré~~:ra~ú~~-é!~;,s~e·.:~¡~¿~é~ioW.á1.~'· 

· · · -',_ ·,> - · - - - ,_._,: __ ~_:o;.-_-_·: -;.~,;o,·o 

godón, humedeciendo con xilol para resaltar l~veíl'~ma~ginci1(Fíf¡f.7);·,. 
- . ,: .. ---,-. - '. __ ;-·--.e_, . - .. ~-. ----- ~ ---·•-"-• -·' ~~ - . •· -, __ ,_-,,. ·-~ ~"'"~·-· .. ·••• 

l·nmedí11tamente después del c01~te, el recipi·~ri·té:_p~ra_'~;~·c61~gt~·¡..,.;;::(~i 
sangr:ese coloca debajo del cor·te, permi·t\<~n~~gu;··l;~c~,~-n~f~i·.~sC:U·~I· 
rra por 1 as paredes de 1 rec ip i:ente i·hc li'néJdo, .ton el '.iilri~icí~-· ~vitar· 
la hem61 i'si·is, ·".:" ·.· :\-:'; f> '~·> >? 

l «··; -_:_·:-" /-;,;\;_:· .--:·-' ' '"_, __ -._· ,'.~·--:_·~,<~-' -_ 

":,'.;~'.~--:~.-;_.::_;~·::_·-~:~-.;.·_·; __ ·;-· <-:~:~<~:_,' _;. ----~'/<_-,.-;· -~-' 
~_;;___~ .:_ ~-=---::-.:.·:.·· --·: 

Al mismo tiempo util izahdQ los. 'dedos f.~di'~;y p~lg;a·~,' se ha 

ce presi'ón en la base de la oreja pa·ra OcluH·el .ret9i·no venoso.Si, 

postertiormente, la sangre cornf.~-nza él fl-~i·/1~tit:~lll~~_:t~f;>-h~y"'tj~~'-ti~~ 
pi·ar vi·gorozamente la i·nci·si'ón con algodón para remover Ja ·sangre -

coagulada. E~to restablecerá el flujo; Generalíllénte no•esfnec~iarió 
hacer un segundo corte. En un soJosangrad<~ se~pu~'den.ob~t~~-¿~·-ci~ 25 

a so mr de.~a~gre de un conejo, y calltl-dad~!i s i·~ii~r~¡/'.;~~{;~Úeden co 

1 ec ta r >en· i·n térval os de l1 serna nas , 

hrs. hásta Obtener la separnci'ón rfol-c'C>a91".ilo, q1.leha de separarce -
·. ,, 

del viddo con ayuda die un p;-3] i1 lo, y ll11:?9<> de ~:iproximadament~.! 2L1 -

hrs. a temperatura amb~ente, se centrífuga a 2,000 rprn/20 mln., y -

<!ílt:()nces et suero qL1e dell<!: ser cristalino se separ-.:1 r.:.on cuidado u-

Sélndo pipeta Pasteur, .alnw1r.enf:indose a 'r''C dentro 1fo vinle~:; en por--



·1, .• 

E3} 

ARE.L\ 
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cioncs adecuadas para su posterioruso. 

(4) Emulsi6nde.I 

En un vaso de precípítados se ~~d~ 
./<'•'. .:.• . . ·-¡ 

adyuvante y suspensión bacteriana con una Jednga (de•J;S,10 o 21Xnl 

dependi·endo del volumen a mezcliJr); sin agujaj sé mézcl~íl repetida

mente el antrgeno y el adyuvante, sucdonandl'.> y expeliendo suces iv~ 

mente. Conforme la mezcla se va emulsificando toma una apariencia -

lechosa y se hace espesa. Se continu;,1 formando la emulsión hasta 

que una gota de ésta, colocada sobre la superfic~e de un rectRiente 

que contenga agua, permanezca intacta (no se desintegra). o al pcerm~ 

necer en reposo no se separa en dos fases, La emulsión se debe pre.e.a 

rar exactamente antes de usarse. 



-- 7 ,\-' ,., 
t.''.:L ~"dt:: ~: .:·1 :cf s t.i ·:..,·a~·~ :_~,~ (-cr~i íJa.f.c;~1.G ... 

Schaad, N.W • .19GO. Labor .. 1tory Gn:Lde for Ider1tifJ~cat.i.o:n 

of plant pa thoqt:.!11.ic¿:l • Soc ie!::.y S~:- ;-.:in) M:i.n(~::;ota. 67 pag. 
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TABLA 12: CARACTER 1ST1 CAS OEL GENEHO >~<?.~.!:J·~~_r_i_:~ina,~ 

XANTHOMONAS: XANTHUS (AMARILLO), MONAS 

Color de colonia en medio YGC,Wakirnot:o, 

y otros 

Morfología 

Producción 

Leche 

Util izaci6n de: 

ácido a partir. 

ramnosa 

inulina 

adonitol 

acetato 

citrato 

malonato 

propionato 

succ inato 

benzoato 

l oxil·lato 

g 1ucona1.0 (+) 

ta rt rato (.-) 
. -·----...... ~ ........ .._-~--· ~-~--·--·~---·---~ ... --,..·--·--~·- ... ·~··-·--------··· .... -.... -.. ___ ...... -~ ... - ..... ~-· .... -
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Tr1BLA 11: U1R.1\CTER ! ST ! Cl\S DtL GENERO X~ .. n.t·nc'>i1\i:)n~. ( COMT 1NUAC1 ON) 

Gu~hanan, R.E. and N~E. Gibbons. 1974. Bergy 1 ~ Manual of .Determina 

ve Bactcriology. 2a. f.dici6n. Sanders Phil,1delphia. 346 pag. 



TABLA 13: CARACTERISTICAS DIFERENCl1\LES DE LAS ESPECIES DEL GENERO Xanth9~9~. • 

~:cimiento a 

X. campestr is X. fragarie X. albi lineans · x. a~ono¡fod is X. ampe l i na 

35ºC (+) (+) (+) (+) . (-) 

dr61 isl s de aes cu l i na (+) (+) (+) (+) (-) 
¡ 
¡crecimiento mucoíde en A. (+) (-} . ( ~). ··c-1. 
qlucosa 
r 

(+) (+) (-) ( .. ) ¡u cu e fa ce i 6n de gelatina var 

¡Prnteói '.~Is de leche (+) ·(-F ( .. ) (-) {:.) co 

(-:-) ·( +) 
_. 

(+) cr· ¡Producc1on de H2S - . var .. 
¡ 

jTolerancia de NaCl, % 1-8 
In . • ~ de ácido a partir ~roducc1on 

--- -- -·----- --- - ---- --

arabinosa (+) ( -) .(-) (-) 

glucosa (+) (+) (+) (+) 

man osa (+) (·r) ( +) (-) 

galactosa (+) ( -) var (-) 

trehalosa (+) (-) (-) (+) 

ce lob i osa (+) (-) (-) (-) 

Ureas a (-) {-) ( -) (-) 



•J ') 
l..),/.. ... 

Tf\BLA 14: CAR/\CTER!STIC/\$ DEL GENER.O f:n·dn,i.J~s 

Df:'.Rf 1J.!\DO UEt 'lOMBRE ER\·!IN F. 5M!TH 

r-·----------,.··--------·-··---·---······-·· ----·-··-'-••··----·- ·-··r-·- ------
Co 1 o r de c0lonia en medio YGf:, \·h1kírn0to,YS 

amari 1 lo 
y ot rns 

Morfologí'a 

¡Motil¡ dad 

1 Producción 
1 ¡ 

1 

1 

ce Ju Ja r 

d~ ácido 0a partir de: 

gl uco~;a 

fructllosa 

ga!<:Tctosa 

manos a 

a don i to l 

du 1 cito T 

1 U t i J i zaci6n de: 

1 acetato 

.. fumara to 

9 l ucon~1 to 

succinato 

ma 1 onatc\ 

proplonato 

bac i 1 ar 

flagelos peritricos 

(+) 

(+) 

. (+) 

(+) 

·"·(+} 

(+) 

va r 

var 

(+) 

(+) 

. (+) 

{+) 

(+) 

(-) 

(-) 

(-) 

! De>~; ca rbox i l aci 6n de: 

¡ ·· '~c. g l u tár:;i co (-) 

1 Zd'c¡inj¡¡Q . ¡ (+) 

'-·- ---· ;, :.: : ':~ ,;., 1 ~:; ... ~·-• ·-·- _,.. ·-····• .......... - ····--· •• ., •-··- ... ··• .. -•--•·.-ro.. . .. _! •····"'-""" •- ·-·-·--•""" ••·•·--••·••••"---·•• .,.,.} 





.. l:l3 -

Una nueva enfermedad se de.tect6, en el estado de Colima en el 

año deJ98J, sobre ltrn6n mexicano, la aue por semejarse en su sinto 

rna.tología a,1 llamado !!cáncer de los cítricos" ocasionó el cierre a 

las exportaciones de 6.stc y demás c'itricos hacia los Estados Unidos 

ya que existen severas restricciones cuarentenarias por haberse e~ 

dicado dicha enfermedad. El aisldrniento e identificaciól" del organi_s 

mo causa 1 de 1 a bacter ios is en 1 imón mexicano de Tecomán• Calima se 

realizó haciendo uso de diferentes técnicas de aislamiento, pruebas 

morfológicas, bioquímicas, de patogenicidad y serológicas, para es

tas últi~a.s se real izó una comparación con sueros de referencia· de 

las razas "A' 1
, 

11 B11 y 11 C11 de Xanthomonas .s..~..e.estris p.v. citri agen

te causal del 11 cáncer de los cítricos11
• 

De acuerdo a los resultados obtenidos, se encontró que el age.!:_ 

te causal de la bacteriosis en limón mexicano, posee características 

semejantes a 1 género Xan thomona s y 1 u es pee i e cari1ees tr_L?. ademas de r 

reaccionar con los sueros de las razas "N', 11 B11 y 11 c1w. 
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