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RESUMEN 

Dada Ia creciente demanda en Ia rapidez y seguridad en el diagn6stico 

sin aislamiento de bacterias fitopat6genas que atacan a los cultivos altamente 

rentables, se realiz6 Ia presente investigaci6n durante 1997-1998 en el 

laboratorio de Bacteriologia del Departamento de Parasitologia Agricola de Ia 

Universidad Aut6noma Chapingo con el objetivo de evaluar Ia tecnica de 

inmunofluorescencia para Ia detecci6n de bacterias fitopat6genas en plantas de 

alcatraz y crisantemo. 

Para Ia obtenci6n de sustancias inmunofluorescentes se aislaron a las 

bacterias problema de plantas infectadas procedentes de viveros de 

Xochimilco, Mexico, que presentaban pudriciones en Ia base del tallo y se 

identificaron mediante pruebas bioquimicas. Posteriormente se inyectaron de 

manera intravenosa en un conejo soluciones de bacterias en soluci6n salina 

para Ia producci6n del antisuero necesario. Una vez obtenido el antisuero 

monoclonal, al cual se le agreg6 Ia sustancia fluorescente se confrontaron a las 

bacterias problema tomadas de tejido vegetal de alcatraz y crisantemo 

aparentemente sano con su respective antisuero. Se identificaron a las 

bacterias que causan Ia pudrici6n en alcatraz y crisantemo siendo Erwinia 

carotovora pv. carotovora y Erwinia chrysanthemi respectivamente. 

Los resultados obtenidos en Ia inmunofluorescencia demostraron Ia 

factibilidad de realizar dicha tecnica en Mexico para Ia detecci6n de bacterias 

fitopat6genas en plantas de alcatraz y crisantemo con una confiabilidad del 90 
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% en el diagn6stico en 10 minutes. Dicha tecnica exceptua a las bacterias que 

poseen pigmentos fluorescentes. 

PALABRAS CLAVE: Erwinia carotovora pv. carotovora , Erwinia chrysanthemi, 

inmunofluorescencia, diagn6stico, Zantedeschia aethiopica, Chrysanthemum 

morifolium 
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ABSTRACT 

There is an urgent need to obtain a fast and reliable diagnostic method 

for identification of pathogenic bacteria without isolation from host plants 

specially on cash crops moving across borders. This work was done to evaluate 

an immunofluorescence technique on the bacteria Erwinia carotovora pv. 

carotovora and Erwinia chrysanthemi from infected alcatraz and 

chrysanthemum plants, respectively at Xochimilco , Mexico. To obtain the 

antigen a salt solution of the bacterial colonies were used. This solution was 

injected into a rabbit to produce the antisera . Once the monoclonal antisera was 

obtained these, together with the fluorchromes , were applied to the plant tissues 

to show the presence of the bacteria to which the antisera were produced. 

Results obtained indicate that immunofluorescence technique is reliable 

in identifying the two bacteria since a 90% identicication was obtained in about 

10 min. However, this techique cannot be to used on naturally fluorescence 

bacteria. 

KEY WORDS: Erwinia carotovora pv. carotovora , Erwinia chrysanthemi, 

immunofluorescence, diagnostic, Zantedeschia aethiopica, Chrysanthemum 

morifolium 
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1. INTRODUCCION 

La oportuna detecci6n e identificaci6n de bacterias fitopat6genas a 

traves de tecnicas rapidas como el uso de Ia inmunofluorescencia permitira un 

mejor control de microorganismos dariinos que no estan presentes aun en el 

pais, o que no han sido registrados ya sea en una zona determinada o en un 

nuevo cultivo y que mediante fronteras o aduanas pudieran introducirse 

ocasionando epifitias. En estos casas se requiere de Ia implementaci6n de 

tecnicas de diagn6stico rapidas y confiables como es Ia tecnica de 

inmunofluorescencia, donde se observan los resultados en algunos minutos, a 

diferencia de las tecnicas tradicionales que requieren de aproximadamente dos 

a tres meses, o como algunas de las nuevas tecnicas que son aun muy 

sofisticadas como para usarlas de manera rutinaria . 

La tecnica de inmunofluorescencia esta basada principalmente en Ia 

tinci6n de anticuerpos con una sustancia fluorescente frecuentemente conocida 

como fluorosceina, que al tener especificidad con Ia bacteria para Ia cual se 

produjo el anticuerpo, se hace visible una reacci6n de fluorescencia, dando 

como resultado una fluorescencia en el cuerpo de Ia celula bacteriana , lo cual 

indica Ia especificidad . Esta prueba puede realizarse de manera directa en 

tejido aparentemente sano y sin recurrir al aislamiento. Es una prueba rapida 

en donde se obtiene el resultado en 10 minutos teniendose un diagn6stico con 

una seguridad del 90%. La utilidad de esta tecnica se refleja en los informes 

donde los cultivos aparentaban estar libres de alguna afecci6n bacteriana. 



Generalmente al usar una tecnica nueva en el diagn6stico se plantean 

preguntas sabre el grado de confiabilidad que Ia prueba otorga , Gcuales son 

sus errores y cual es su especificidad?. 

Para lo cual se propuso el siguiente OBJETIVO: 

Realizar Ia tecnica de Ia inmunofluorescencia en Ia detecci6n e 

identificaci6n de bacterias fitopat6genas en plantas de alcatraz y crisantemo 

que presentan una pudrici6n semejante a Ia que provocan algunas bacterias en 

estas plantas; asimismo, dar a conocer Ia especificidad y el margen de error 

que Ia prueba conlleva. 

HIPOTESIS: 

Podria ser factible Ia utilizaci6n de Ia tecnica de inmunofluorescencia 

para el diagn6stico de bacterias fitopat6genas que parasitan el reino vegetal , 

como en este caso en plantas de alcatraz y crisantemo sin realizar aislamiento. 
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2. REVISION DE LITERA TURA 

2.1. lmportancia 

La tecnica de inmunofluorescencia se ha usado principalmente en los 

diagn6sticos que no requieren de un aislamiento previa de Ia bacteria a 

detectar en situaciones especificas , tales como puertos y fronteras del pais , 

donde se requiere un diagn6stico rapido . 

El procedimiento de inmunofluorescencia indirecto (IF) fue desarrollado 

para ser usado par Ia Wyoming Crop Improvement Association y otras agencias 

de certificaci6n para ayudar a eliminar Xanthomonas campestris pv. phaseoli en 

lotes de semillas de frijol con fines de certificaci6n ; sin embargo, pruebas 

postcosecha con Ia tecnica de inmunofluorescencia indirecta en lotes de 

semillas representativas ofrecen un metoda rapido para una selecci6n inicial de 

Ia semilla . Las muestras que pasan Ia inspecci6n de campo y obtienen una 

reacci6n negativa con IF pueden ser elegibles para Ia certificaci6n . Las 

muestras que pasen Ia inspecci6n de campo pero que muestren un resultado 

positive en IF pueden requerir ademas pruebas de patogenicidad , o 

particularmente, debido a niveles de sensibilidad realizar procedimientos de 

bacteri6fagos antes del dictamen de certificaci6n (Schuster, 1955; Saettler, 

1971, Malin eta/., 1983). 

Sin embargo, el metoda de inmunofluorescencia tambien ha tenido una 

amplia demanda en los procedimientos cuarentenarios para detectar Ia 
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presencia de bacterias fitopat6genas en plantas aparentemente sanas, y de 

esta forma evitar su paso a zonas libres de estos microorganismos. 

Baginska (1996) mencion6 que una de las bases para los 

procedimientos cuarentenarios descritos para Erwinia amylovora es Ia 

implementaci6n de metodos para estudiar y ejemplificar los organismos 

registrados como cuarentenados; dentro de estos se encuentra formando parte 

esencial de Ia metodologia Ia tecnica de inmunofluorescencia indirecta . Este 

autor mencion6 el mismo procedimiento cuarentenario para Pseudomonas 

syringae pv. persicae. 

2.2. Caracterizaci6n del pat6geno que sera el especimen hom61ogo en el 

control de inmunofluorescencia utilizando pruebas bioquimicas o 

fisiol6gicas 

Esta caracterizaci6n puede llevarse a cabo utilizando medios de cultivo. 

A continuaci6n se describe un pequerio numero de pruebas que son suficientes 

para decidir: a) si un cultivo bacteriano es sospechoso de ser fitopat6geno ; b) 

cual de los organismos aislados de Ia planta enferma necesita ser estudiada 

con mayor precision. 

Algunas pruebas son realizadas tales como Ia prueba de Gram, tinci6n 

de esporas, producci6n de pigmentos fluorescentes , producci6n de acido de Ia 

glucosa, reducci6n de oxidasa y nitrates (Kovacs) , siendo algunos ejemplos de 

pruebas bioquimicas. Las pruebas de caracterizaci6n se realizan de cultivos 

puros (tipos o razas) que provienen de cultivos de bacterias aisladas. 

Las pruebas de caracterizaci6n deben efectuarse de cultivos nuevos y 

puros unicamente, y en terminos comparatives deben ser cultivos de Ia misma 

edad (cultivos de 24-36 horas son ideales) . 
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Cuadra 1. Algunas de las pruebas bioquimicas usadas para Ia deteccion e 
identificacion de bacterias fitopatogenas para Ia obtencion del 
especimen homologo (Duveiller eta/., 1997., Lopez, 1994., Lopez, 
1997). 

PRUEBA BIOQUIMICA UTILIZACI6N 
Hipersensibilidad en tabaco Determinacion de Ia patogenicidad de Ia bacteria 
Tinci6n de Gram Diferenciaci6n de bacterias Gram positivas y Gram 

negativas 
Pudrici6n de tuberculos de papa ldentificaci6n de Erwinia, Pseudomonas y Xanthomonas 

I Fermentaci6n oxidativa de Ia glucosa Bacterias aer6bicas , anaer6bicas y/o facultativas 
Producci6n de Ievana Diferenciaci6n del genero Pseudomonas 
Licuefacci6n de gelatina enzimas proteoliticas 
Producci6n de indol Habilidad para desdoblar el triptofano 
Hidr61isis de Ia esculina Para Xanthomonas campestris 
Fluorescencia Diferenciar Pseudomonas fluorescentes de las no 

fluorescentes 
Producci6n de oxidasa Diferenciar Pseudomonas syringae y fluorescens 
Dihidrolasa de arg inina Detecci6n de Pseudomonas fluorescens grupo fluorescens 
Reacci6n en leche de litmus Capacidad de acidificaci6n o alcalinizaci6n 
Producci6n de catalasa Diferenciaci6n del biotipo virulento de Pseudomonas 

so/anacearum del avirulento. 
Reducci6n de nitrates a nitrites Diferenciaci6n del genero Xanthomonas 
Utilizaci6n de carboh idratos Oxidaci6n incompleta de carboh id ratos 

2.3. Caracterizaci6n del pat6geno utilizando metodos serol6gicos 

Aunque Ia serologia es casi tan antigua como Ia fitopatologia misma, en 

alios recientes, esta ha progresado sign ificativamente con el desarrollo de 

anticuerpos monoclonales y tecnicas en donde se utiliza el antisuero. Estas 

tecnicas son poderosas herramientas especificas para identificar bacterias 

fitopatogenas, llevando a cabo estudios epidemiologicos y logrando un 

entendimiento de las interacciones entre Ia planta y el patogeno a traves de Ia 

deteccion de compuestos producidos porIa bacteria. 

Los anticuerpos policlonales, los cuales son obtenidos facilmente a 

traves de Ia inmunizacion de un animal (generalmente conejos) , contienen 

diferentes anticuerpos que reaccionan con epitopes en las celulas bacterianas. 

Los anticuerpos monoclonales o MABS son producidas por cultivo de celulas y 

fusion tecnologica en donde Ia celula fusionada produce un solo tipo de 
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anticuerpo. En contraste con el antisuero policlonal , los MABS tienen Ia ventaja 

de ser especificos a un solo epitope y pueden seleccionarse para un uso o 

afinidad particular. 

2.4. lnmunofluorescencia 

Lelliott y Stead (1987) mencionan Ia elaboraci6n de algunas tecnicas 

para diagn6sticos rapidos de bacterias fitopat6genas derivadas de aquellas 

desarrolladas en el campo medico para pat6genos humanos. En alios recientes 

se han tenido grandes avances en las tecnicas de diagn6stico de pat6genos 

humanos que aun no se han usado de manera rutinaria para bacterias de 

plantas; aunque algunas y particularmente aquellas basadas en enzimas 

unidas a inmunoabsorbencia (enzyme lynked immunosorbent assay o ELISA) y 

el microscopic electr6nico inmunoabsorbente se han aceptado exitosamente en 

Ia patologia de plantas. 

Las tecnicas de inmunofluorecencia (IF) o anticuerpos fluorescentes (FA) 

ofrecen probablemente Ia tecnica de serodiagn6stico mas exacta y util para Ia 

bacteriologia, donde Ia reacci6n puede ser visualizada bajo el microscopic 

donde los antigenos reaccionando son frecuentemente reconocidos . Esto se 

basa en Ia habilidad de un componente fluorescente para unirse a un 

anticuerpo. Cuando este conjugado se une a Ia bacteria , Ia reacci6n puede 

observarse en un microscopic usando una fuente de luz ultravioleta con un 

adecuado filtro para el tinte fluorescente utilizado. Las celulas que se combinan 

con el antisuero se presentan con halo fluorescente alrededor de Ia pared 

celular (Lelliott y Stead, 1987). 

Dentro de Ia producci6n de reactivos y metoda de prueba, necesarios 

para obtener una reacci6n especifica con una fluorescencia tajante, Ia 

preparaci6n de ambos anticuerpos debe usarse con un titulo cercano a Ia 
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bacteria que se va a utilizar. Estes valores seran inferidos como dilusiones de 

trabajo . Este es el mejor camino para determinar los valores de cada antisuero 

usado. Tambien es aconsejable usar bajas concentraciones de celulas 

bacterianas, aproximadamente 106 celulas/ml para evitar exceso de antigeno o 

si se prefiere probar contra un range de concentraciones de celulas y despues 

usarlo, ya que cuenta con el titulo mas alto (Lelliott y Stead, 1987). 

2.4.1. lnmunofluorescencia directa 

En el metoda directo de inmunofluorescencia Ia bacteria reacciona con 

un anticuerpo adherido a un fluorocromo (generalmente fluoroceina o 

ro\iamina) . El fluorocromo se observa bajo luz ultravioleta con un microscopic 

compuesto y aceite de inmersi6n; las celulas fluorescentes se observan de 

color verde en un fondo oscuro. 

En el metoda directo, como Goto (1990) senal6, el antisuero es marcado 

con un colorante preparado por Ia inmunizaci6n en conejos con celulas 

bacterianas y el antisuero marcado se aplica directamente al antigeno como se 

representa en Ia Figura 1. 

A 

~ 
)( SUSTANCIA FLUORESCENTE 

../::;)- ANTICUERPO DEL CONEJO 

~ ANTICUERPO MARCADO CON LA 
,~ SUSTANCIA FLUORESCENTE 

Figura 1. Esquema de tinci6n de bacterias mediante inmunofluorescencia 
directa. A: bacteria conjugada con el anticuerpo fluorescente (Goto, 
1990). 
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2.4.2. lnmunofluorescencia indirecta 

El metoda IF indirecto es frecuentemente mas preferido sabre el metoda 

directo porque este es mas sensible y mas especifico. En el metoda indirecto Ia 

bacteria reacciona contra un primer anticuerpo, el cual reacciona con un 

segundo anticuerpo marcador flourescente. La sensibilidad se incrementa 

debido a que varios anticuerpos pueden ser unidos a uno que reconozca el 

pat6geno. 

De Boer (1990) en Ia Figura 2 indica una representaci6n del metoda 

indirecto de inmunofluorescencia en donde se involucra Ia fijaci6n del ejemplar 

diluido correctamente en un portaobjetos, manejando Ia preparaci6n con un 

anticuerpo especifico para Ia bacteria de interes, y es entonces cuando se llev6 

a cabo Ia reacci6n del primer anticuerpo con un anticuerpo secundario, el cual 

se habia teriido previamente con una sustancia fluorescente , generalmente 

fluorosceina. Entonces, se procedi6 a Ia observaci6n en el microscopic 

equipado con filtros especificos para sustancias fluorescentes . 

c 

Figura 2. Representaci6n esquematica del metoda de inmunofluorescencia 
indirecta. A: anticuerpos primaries. B: anticuerpos secundarios 
conjugados con un pigmento fluorescente . C: celula bacteriana fijada 
en un portaobjetos. D: celula bacteriana con anticuerpos primaries. 
E: anticuerpos secundarios conjugados con anticuerpos primaries en 
Ia celula bacteriana (De Boer, 1990). 
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La alta sensibil idad de Ia tecnica del metoda indirecto IF tiene un limite 

de detecci6n de 103 a 104 celulas/ml. Desde que Ia morfologia de Ia celula 

pudo ser verificada, las reacciones positivas falsas debido a reacciones 

cruzadas se redujeron . Las principales limitaciones del metoda son Ia 

especificidad del antisuero, el pequeiio volumen del ejemplar observado 

cuando el IF se usa en Ia detecci6n cuantitativa del pat6geno y el alto costa de 

un microscopic epifluorescente. 

2.5. Variantes del metodo 

El metoda de inmunofluorescencia para detecci6n de bacterias tambien 

se ha usado ampliamente en Ia detecci6n de otros organismos tales como 

hongos y algunos parecidos a micoplasmas. La inmunofluorescencia ha 

contribuido al descubrimiento de las interacciones entre organismos o entre 

moleculas complejas como en el caso de los herbicidas y su acci6n en las 

plantas. Par lo que el metoda se ha tenido que adaptar a las necesidades de 

los investigadores, dando como resultado un numero considerable de 

variaciones del mismo. 

2.5.1. Tinci6n de colonias inmunofluorescentes. 

El principia en el cual se basa Ia tinci6n de colonias inmunofluorescentes 

(immunofluorescence colony o IFC) fue desarrollado para proveer sensibilidad a 

Ia detecci6n y aislamiento, asi como para combinar el aislamiento directamente 

con Ia identificaci6n serol6gica de Ia colonia . El IFC facilita Ia fluorescencia de 

las colonias de Ia bacteria blanco para ser distinguidas de otros organismos en 

el agar con un microscopic con rayos ultravioleta (UV) a baja intensidad. Los 

resultados estan disponibles despues de uno a tres dias y las preparaciones 

pueden ser interpretadas mas facilmente par tecnicos que no tengan mucha 

experiencia en procedimientos de inmunofluorescencia . El aislamiento de 
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colonias inmunofluorescentes positivas puede realizarse para confirmar Ia 

identidad, pruebas de patogenicidad y colecci6n de organismos con reacci6n 

cruzada para investigaci6n de antisueros especificos (Van Vuurde, 1990). 

Aunque tambien Van Vuurde et a/. (1995) concibieron al metoda de 

tinci6n de colonias inmunofluorescentes como un concepto para Ia detecci6n de 

bacterias en pruebas de calidad de materiales vegetales y en investigaci6n 

ecol6gica, ya que este concepto que se ha desarrollado en Ia decada pasada , 

brinda nuevas opciones para el estudio de Ia asociaci6n bacteria-planta en los 

aspectos: detecci6n in situ de bacterias que se encuentran formando unidades 

en Ia planta o en partes de Ia planta, tales como raices o secciones de tallos ; 

en el aislamiento selective de bacterias con reacci6n cruzada para investigaci6n 

en el mejoramiento de Ia integridad de los sistemas de detecci6n serol6gicos; 

en Ia distinci6n entre celulas cultivables y no cultivables; en Ia detecci6n 

simultimea de diferentes bacterias blanco usando diferentes marcadores 

fluorescentes y un doble sistema de filtro de fluorocromo. Las colonias 

inmunofluorescentes positivas pueden ser identificadas directamente por 

aislamiento o PCR (Polymerase Chain Reaction) , los cuales marcan esto 

facilmente para reconocer falsos resultados positives. Ellos concluyeron que el 

uso de Ia tecnica de colonias inmunofluorescentes para aislamiento selective 

de bacterias con reacci6n cruzada es una herramienta indispensable para 

mejorar Ia especificidad del metoda mismo y de las demas pruebas serol6gicas. 

Schober y Van Vuurde (1997) senalan Ia utilizaci6n de Ia tinci6n de 

colonias inmunofluorescentes (IFC) y una nueva tecnica conocida como 

plateado en espiral para evaluar Erwinia carotovora subsp. atroseptica en 

achicoria. La bacteria blanco pudo detectarse a varias diluciones de lavado de 

Ia planta. La brillantez de las colonias tenidas de E. carotovora subsp. 

atroseptica fue alto. El plateado en espiral tuvo un efecto positive en Ia 

reducci6n del fonda comparado con Ia tinci6n de Ia bacteria. La combinaci6n de 
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ambos metodos prob6 ser una herramienta funcional para Ia cuantificaci6n de 

Ia bacteria blanco y no blanco y el aislamiento de Ia bacteria blanco como un 

cultivo puro de colonias IFC positivas. El metoda utiliz6 menos antisuero 

conjugado que el IFC tradicional y produjo resultados con mucha menos 

variaci6n dentro de las bacterias reproducidas . 

El procedimiento de tinci6n de colonias inmunofluorescentes se muestra 

en Ia Figura 3 descrito par Van Vuurde (1990) en donde se puede observar a 

detalle Ia metodologia recomendada para tener 6ptimos resultados. 

A l._fJ_o __ ~ __ D_~ __ o_ 

" lr=---=---=----1= ~ = l~o o cr 

c 

0 

E 

\. .),- ~ y. '>,. .;.: \. ... /':'. :( ),-~· 
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Figura 3. Diagrama de tinci6n de colonias inmunofluorescentes. A: crecimiento 
de colonias en agar. B: lavado del media en agar con secado con aire 
caliente . C: incubaci6n con anticuerpos conjugados con FITC. D: 
Observaci6n con incidencia de luz azu l a baja intensidad. E: 
Aislamiento de Ia bacteria de una colonia serol6gicamente positiva 
(Van Vuurde, 1990). 
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2.5.2. Doble tinci6n 

La especificidad de Ia tinci6n inmunofluorescente puede ser probada por 

el tenido de dos anticuerpos diferentes que reaccionan con antigenos 

diferentes de Ia misma bacteria , permitiendo a las celulas individuales ser 

caracterizadas en base a dos antigenos que a uno s61amente. Esto es 

especialmente aplicable con dos anticuerpos monoclonales de especificidad 

conocida. Los dos anticuerpos son marcados con diferentes tintes 

fluorescentes tales como fluorosceina y rodamina . La reacci6n de Ia bacteria 

con uno o ambos anticuerpos puede ser verificada mediante el microscopic con 

sus filtros apropiados (De Boer, 1990). 

2.5.3. Fijaci6n inmunoabsorbente 

En Ia Figura 4 se representa el esquema para el procedimiento de 

inmunofluorescencia inmunoabsorbente propuesto por Klement et a!. (1990) . 

Esta variante incluye tanto al metoda directo como al metoda indirecto. Para 

ambos, primero es necesario poner una capa conteniendo los anticuerpos, 

seguido de incubaci6n para permitir el inmunoatrape de Ia bacteria hom61oga, 

despues las particulas de los ejemplares que no fueron ligados son removidos 

mediante el lavado, ya que Ia fijaci6n asegur6 a Ia bacteria atrapada. Es 

entonces cuando se podra realizar Ia tinci6n inmunofluorescente directa o 

indirecta . 

Para incrementar selectivamente el numero de celulas bacterianas en 

una preparaci6n, los portaobjetos pueden ser cubiertos con una capa de 

antisuero para atrapar a Ia bacteria en el portaobjetos. La bacteria atrapada 

sera subsecuentemente tenida mediante el procedimiento estandar. Los 

anticuerpos pueden ser fijados en el portaobjetos con etanol , fijador Kirkpatrick 

u otros fijadores utilizados para este fin (De Boer, 1990). 
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Figura 4. Esquema de inmunofluorescencia inmunoabsorbente. A: cubierta con 
anticuerpos. B: incubaci6n del ejemplar. C: lavado del ejemplar. D: 
inmunofluorescencia directa. E: inmunofluorescencia indirecta 
(Klement et a/. , 1990). 

2.5.4. Filtros membranosos 

Para detectar una bacteria fitopat6gena en suspensiones diluidas, se 

puede depositar a Ia bacteria en membranas de policarbonato mediante 

filtraci6n al vacio y teriirlas por inmunofluorescencia directamente en las 

membranas. Alternativamente , Ia bacteria puede ser teriida en Ia fase liquida 

previa a Ia deposici6n dentro de las membranas. La tinci6n en Ia fase liquida se 

hace simplemente suspendiendo Ia preparaci6n en pastilla en el anticuerpo 
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diluido y despues, Ia incubaci6n removiendo el exceso de anticuerpo mediante 

centrifugaci6n y resuspensi6n (De Boer, 1990). 

2.5.5. Tinci6n de inmuno-oro y plata 

Los anticuerpos son marcados con oro coloidal para que puedan ser 

usados. El procedimiento es el mismo que para inmunofluorescencia, excepto 

por el cambia en Ia preparaci6n del anticuerpo secundario. Despues de Ia 

tinci6n, las cuentas o gotas de oro requieren ser realzadas por el procedimiento 

de tinci6n en plata, en el cual el diametro de las particulas de oro son 

incrementadas hasta 10 veces. La ventaja de esta opci6n es que las 

preparaciones pueden ser observadas con un microscopic de luz normal. La 

desventaja es que los reactivos son muy costosos (De Boer, 1990). 

Knox et a/. (1980) consignan Ia detecci6n de anticuerpos a nivel de 

microscopic electr6nico, teniendo como marcador secundario a un electron 

opaco. El uso del oro coloidal tiene muchas ventajas en plantas superiores en 

inmunocitoquimica. Particulas de diferentes tamanos de oro coloidal son 

preparadas para llevar a cabo las nucleaciones de Ia particula bajo deferentes 

condiciones de amortiguadores y de pH. Bajo estos protocolos, las particulas 

de 2 a 30 nm pueden ser producidas con relativamente pequenas variaciones 

en tamano. Luego, se acoplan a un anticuerpo secundario o una proteina A 

para formar un complejo que pueda detectar Ia localizaci6n del anticuerpo 

prima rio. 

2.6. Utilizaci6n de Ia tecnica de inmunofluorescencia 

La tecnica de inmunofluorescencia ha contribuido en gran medida a Ia 

detecci6n e identificaci6n oportuna de aquellos microorganismo fitopat6genos 

como las bacterias sobre todo en semilla , evitando de esta forma infestaciones 
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y perdidas. Sin olvidar, por supuesto, Ia detecci6n de hongos, virus , nematodes 

que son perjudiciales para Ia producci6n de alimentos. E incluso en Ia detecci6n 

de enfermedades en animales de interes zootecnico y del mismo hombre. 

Van Vuurde et a/. (1985) desarrollaron nuevas tecnicas para proveer Ia 

sensibilidad y especificidad en los procedimientos de detecci6n y aislamiento de 

bacterias en estudios epidemiol6gicos y de control de calidad . La dificultad en 

el control de bacterias pat6genas hace desarrollar ensayos de rutina con 

prop6sitos cuarentenarios y de tolerancia , y para estudios de enfermedades 

bacterianas mas importantes. Los metodos inmunol6gicos de detecci6n han 

demostrado su mayor importancia para caracterizaci6n de virus , pero fueron 

incidentalmente exitosos en fitobacteriologia . La inmunofluorescencia es un 

medio menos adecuado para un objetivo rutinario, pero tiene Ia ventaja que es 

alta mente sensible (alrededor de 500 a 1000 por mi. ) siendo de 10 a 100 veces 

mas sensible que ELISA. 

La inmunofluorescencia se ha usado exitosamente para Ia identificaci6n 

y detecci6n de numerosas bacterias fitopat6genas . Briansky et a/. (1990) 

utilizaron dicha tecnica para detectar el agente causal de Ia vena negra de las 

cruciferas, Xanthomonas campestris pv. campestris que fue detectado e 

identificado exitosamente usando pruebas de inmunofluorescencia directa e 

indirecta. 

Chittaranjan y De Boer (1997) senalan que se prob6 Ia especificidad de 

un nuevo anticuerpo monoclonal mediante pruebas de ELISA y de 

inmunofluorescencia para detectar Xantomonas campestris pv. pelargonii en 

geranios y en Ia soluci6n nutritiva en el invernadero. Para probar Ia 

especificidad del anticuerpo monoclonal, tambien se sometieron a prueba otras 

bacterias como X. campestris con sus patovares, Xanthomonas spp. y 43 

bacterias saprofiticas aisladas de Pelargonium sp. Ellos detectaron X. 
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campestris pv. pelargonium en plantas sintomaticas y asintomaticas. Los 

resultados obtenidos se confirmaron mediante PCR. En contraste con las 

pruebas realizadas en el tejido de Ia planta , se detect6 a Ia bacteria en Ia 

soluci6n nutritiva con mayor sensibilidad mediante inmunofluorescencia y PCR 

que por ELISA. 

Fraaije eta/. (1996) mencionan Ia comparaci6n de algunos metodos para 

Ia detecci6n de Erwinia carotovora subsp. atroseptica en tuberculos derivados 

de tuberculos inoculados de Solanum tuberosum L. La sensibilidad de Ia PCR 

para Ia detecci6n directa de E. carotovora subsp. atroseptica en extractos de 

cascara cruda de papa fue de 107-108 celulas/ml , debido a que Ia PCR fue 

inhibida a causa de los componentes derivados del tubercula . Con el metoda 

de diluci6n en placa y ELISA, fueron detectadas 105 y 107 celulas bacterianas 

por ml, respectivamente , mientras que mediante Ia tecnica de tinci6n de 

colonias fluorescentes detect6 104-105 celulas/ml siendo Ia mas sensitiva 

tecnica probada para detecci6n directa de E. carotovora subsp. atroseptica. La 

transmisi6n de esta bacteria fue detectada en seis cultivares de papa mientras 

que las otras tecnicas no detectaron Ia transmisi6n . 

Garris et a/. ( 1994) serialan Ia prod ucci6n de siete anticuerpos 

monoclonales para detectar Erwinia carotovora subsp. atroseptica en 

tuberculos de papa con diferentes metodos serol6gicos, encontrando que uno 

de estos anticuerpos llamado 4G4 reaccion6 con alta especificidad para el 

serogrupo I de E. carotovora subsp. atroseptica, el serogrupo mas comun de 

tuberculos de papa. No se encontr6 reacci6n cruzada con otras fitobacterias o 

bacterias saprofiticas de los tuberculos. Unicamente una raza de E. 

chrysanthemi de Ia papa present6 reacci6n cruzada. Comparando los metodos 

serol6gicos usados, el de inmunofluorescencia indirecta detect6 

especificamente 240 celulas/ml de E. carotovora subsp . atroseptica, aunque 

tambien ELISA-DAS pudo detectar eficientemente a Ia bacteria en tuberculos y 
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plantas infectadas. Tambien Garris et a/. (1996) en un trabajo que realizaron 

para producir y caracterizar anticuerpos monoclonales para Erwinia amylovora 

probaron estos en diferentes tecnicas serol6g icas, tales como aglutinaci6n 

ligada (SA), inmunofluorescencia indirecta (IF) , ELISA convencional, ELISA­

DAS, Western Blotting , seguido por ELISA y por ultimo ELISA-inmunograbado. 

Los resultados mostraron una considerable homogeneidad serol6gica entre las 

diferentes razas probadas. 

El empleo de Ia tecnica de inmunofluorescencia tambien ha tenido 

utilidad practica y es muy importante en Ia detecci6n de bacterias desde Ia 

semilla de especies vegetales como tomate, pimiento y frijol , entre otras. En el 

Cuadra 2 se muestra un resumen de algunos de los investigadores que fueron 

pioneros en Ia aplicaci6n de Ia tecnica de inmunofluorescencia para Ia 

detecci6n de bacterias fitopat6genas en semillas de diferentes especies 

vegetales, donde se puede observar que desde Ia decada de los setentas el 

empleo de dicha tecnica ya era muy importante en Ia investigaci6n 

bacteriol6gica . 

Cuadra 2. Referencias seleccionadas en Ia aplicaci6n de Ia tecnica de 
inmunofluorescencia para detecci6n de bacterias fitopat6genas en 
semilla. 

ESPECIES DE BACTERIAS 

Clavibacter michiganensis 

Xanthomonas campestris pv. 
campestris 

Xanthomonas campestris pv. 
phaseoli 

Xanthomonas campestris pv. 
vesicatoria 

Pseudomonas syringae pv. 
phaseolicola 

ESPECIES DE PLANTAS 

to mate 
to mate 

col 

frijol 

tomate, pimiento 

frijol 
frijol 
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Malin et a/. (1983) consignan Ia utilizaci6n del metodo de 

inmunofluorescencia indirecta para detectar e identificar Xanthomonas 

campestris pv. phaseoli en semillas infectadas de frijol , encontrando que Ia 

inmunofluorescencia es un procedimiento sensible para detectar e identificar 

bacterias fitopat6genas, ya que mediante inmunofluorescencia indirecta (IF) se 

detect6 X. campestris pv. phaseo/i a concentraciones bajas en semillas de frijol , 

mencionando ademas que el IF es rapido (28 horas) comparado con ensayos 

de doble difusi6n que consumen mas tiempo (> 40 horas), especialmente 

cuando numerosas muestras se prueban simultaneamente. 

Por otro lado Van Vuurde (1985) report6 que Ia inmunofluorescencia (IF) 

ha demostrado su valor potencial para detectar bacterias pat6genas de semillas 

en estudios modelo realizado en Xanthomonas campestris pv. campestris en 

semillas de col y en Pseudomonas syringae pv. phaseoli y X. campestris pv. 

phaseoli en semillas de frijol. Las ventajas de IF para una aplicaci6n rutinaria 

consisten en que Ia prueba puede ser real izada en pocos dias por tecnicos con 

conocimiento microbianos limitados y a bajos costos. El principal riesgo en IF 

son las reacciones cruzadas o no especificas entre el antisuero y organismos 

saprofiticos. Durante el desarrollo del metodo IF, una prueba comparativa 

puede ser incluida para evaluar Ia especificidad y sensibilidad de Ia prueba. El 

aislamiento de Ia bacteria es muy importante al respecto. 

Para reducir el riesgo de un falso resultado positivo o negativo en las 

caracterizaciones comerciales de ejemplares de semillas, se realiz6 un 

procedimiento rutinario en P. syringae pv. phaseoli basado en el escrutinio de 

todos los ejemplares en IF, seguido por aislamiento y pruebas de patogenicidad 

de ejemplares IF positives (Van Vuurde, 1985). 

Aunque Duveiller y Bragard (1992) de manera similar mencionan Ia 

realizaci6n de Ia prueba de inmunofluorescencia para detectar Xanthomonas 
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campestris pv. undolosa en semillas de grano pequeno, debido a que los 

metodos serol6gicos requieren menos tiempo que otros; ademas de ofrecer Ia 

posibilidad de un procedimiento especifico para probar el germoplasma. Y 

como tambien apunta Schaad (1982), Ia inmunofluorescencia ha probado ser 

muy sensitiva para detectar complejas reacciones antigeno-anticuerpo, 

requiriendose alta especificidad del antisuero. Duveiller y Bragard (1992) 

compararon el metoda de diluci6n en placas, el de DOT inmunobinding y el de 

inmunofluorescencia encontrando que este ultimo es mas sensible y rapido. 

Los procedimientos de prueba de semillas generalmente involucran Ia 

combinaci6n de inmunofluorescencia seguido de una placa sobre un medic de 

agar, para confirmar los resultados positives; ademas, encontraron que Ia 

sensibilidad de ELISA es 10-100 veces mas baja que Ia inmunofluorescencia . 

En un esfuerzo por entender los mecanismos por medic de los cuales el 

hongo antagonista Limonomyces roseipellis , el cual es un basidiomicete que 

suprime Ia producci6n de pseudotecios de Pyrenophora tritici-repentis en tejidos 

infestados de trigo, interactua con dicho pat6geno, Pfender et a/. (1991) 

utilizaron Ia tecnica de tinci6n inmunofluorescente para visualizar las hifas de 

estes dos hongos y c6mo interactUan dentro del tejido danado. Ademas, debido 

a que las hifas de Ia mayoria de los hongos son generalmente similares en 

apariencia, las tecnicas basadas en Ia producci6n de anticuerpos han sido 

desarrolladas para especificamente tenir el hongo seleccionado y de esta 

manera distinguirlo de otros hongos, in situ. Para este prop6sito desarrollaron 

una tinci6n de doble fluorescencia . Un anticuerpo adicionado con isotiocianato 

de fluorosceina (FICT) se utiliz6 para observar P. tritici-repentis , una lecitina 

conjugada de isotiocianato de tetraetilrodamina (TRITC) fue usada para L. 

roseipellis y un revelador de tinci6n se us6 para cubrir problemas de 

autofluorescencia en las hifas tenidas con TRITC. 
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Los resultados que se obtuvieron fueron que las hifas de P. tritici-repens 

y L. roseipellis fueron distinguidas una de otra en tejido seccionado de Ia paja 

de trigo. P. tritici-repentis se tiri6 en verde frecuentemente y en muy pocas 

ocasiones de rojo; sin embargo, L. roseipellis frecuentemente se tiri6 de rojo y 

nunca se tirio de verde. Se hallaron puntas de contacto entre los dos hongos 

donde L. roseipel/is apareci6 formando estructuras parecidas a apresorios 

contra Ia pared de P. tritici-repentis y penetrfmdolo a Ia vez. Tambien, con esta 

tecnica fue posible observar las relaciones espaciales de estes dos hongos, 

como ellos colonizan al tejido de Ia planta y Ia naturaleza de su interacci6n . 

Avila et a/. (1995) mencionan que se prob6 un anticuerpo monoclonal 

para detectar Pythium ultimatum de otras especies que conviven con el , para lo 

cual realizaron diversas pruebas serol6gicas dentro de las cuales estaba Ia de 

inmunofluorescencia . Los resultados encontrados demostraron Ia alta 

sensibilidad y especificidad de Ia prueba para detectar a P. ultimatum. El 

micelio joven fue altamente reactive con fluorescencia verde, estando 

concentrado principalmente en las paredes celulares. La intensidad de 

fluorescencia verde en el oogonio, anteridio y oosporas j6venes, fue menor que 

en el esporangio joven o en Ia hifa con crecimiento activo. La fluorescencia fue 

decreciendo a medida que Ia hifa y el micelio envejecieron y no se detect6 en 

esporangios maduros. 

Mediante Ia combinaci6n de metodos bioquimicos y serol6gicos 

Hernandez et a!. (1997) serialan Ia identificaci6n de cepas de Azospirillum sp. 

aisladas de Ia riz6sfera del maiz. AI estudiarse las relaciones serol6g icas 

existentes entre las cuatro especies pertenecientes al genera Azospirillum se 

observ6 que frente a A. brasilense hubo dos determinantes antigenicos; sin 

embargo, frente a las otras especies solo aparece el determinante generico. De 

ahi Ia necesidad de utilizar antisueros monoespecificos, cuesti6n que eliminaria 

las reacciones cruzadas y permitiria diferenciar una especie de las otras. 
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Ademas, elias encontraron que entre ese genera y otros aislados del 

mismo habitat tales como Pseudomonas y Bacillus , comprobaron que mediante 

Ia tecnica utilizada en ningun caso se observaron reacciones positivas, 

lograndose de esta forma un antisuero capaz de discriminar microorganismos 

no pertenecientes a Azospirillum sp. De Polli , et a/. (1990) establecieron Ia 

posibilidad de diferenciar especies de este genera mediante 

inmunofluorescencia indirecta . Kooslak y Bohlool (1983) hicieron un estudio 

poblacional del genera mediante las tecnicas de inmunodifusi6n doble (IDD) e 

inmunofluorescencia (IF) . 

Con Ia tecnica de inmunofluorescencia, Salinas y Schots (1994) 

detectaron conidios de Botritis cinerea en flares de corte donde se reconocieron 

a 43 aislamientos de B. cinerea de seis pafses. El porcentaje de conidios que 

fluorescieron fue del 50-1 00 %. No se present6 reacci6n positiva con gerberas 

sanas o con esporas producidas par otros hongos o bacterias; aunque sf hubo 

reacci6n cruzada con cuatro especies de Botrytis presentes, pero su patron de 

fluorescencia fue diferente los conidios de Botrytis cinerea . Bossi y Dewey 

(1992) tambien encontraron un comportamiento similar entre B. cinerea y B. 

fabae y tambien fue observada una reacci6n cruzada entre B. aclada , B. 

el/iptica y B. squamosa, indicando epitopes comunes. A Ia fecha aun no se 

conoce Ia composici6n qufmica de estos epitopes. Los autores concluyeron que 

Ia prueba para detectar Ia presencia de conidios de B. cinerea en flores de 

gerbera sera basada en pruebas de inmunofluorescencia, siendo una ventaja Ia 

sensibilidad y especificidad que ella representa . 

La tecnica de inmunofluorescencia fue usada par Fos eta/. (1992) para 

detectar un organismo parecido a micoplasma llamado Stolbur en solanaceas e 

insectos para identificar al vector. Todas las solanaceas cultivadas (tomate, 

pimiento, berenjena y tabaco) fueron inoculadas previamente con el 

micoplasma para posteriormente ser probadas con inmunofluorescencia, dando 
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reacciones positivas en todas elias, concluyendo que inmunofluorescencia es Ia 

mejor tecnica para detectar este micoplasma en plantas y que esto no depende 

de Ia especie de Ia planta o el 6rgano que se pruebe. 

Tambien Tian et a/. (1996) utilizaron Ia prueba de inmunofluorescencia 

indirecta para Ia detecci6n de un organismo parecido a micoplasma en 

Paulownia spp., cuyo sintoma es una especie de escoba de bruja de donde 

tomaron el antigeno para Ia producci6n de anticuerpos. Despues de Ia 

absorci6n con extracto sano de Paulownia spp., el antisuero pudo 

efectivamente detectar al micoplasma en diferentes tejidos de plantas 

infectadas usando isotiocianato de fluorosceina (FITC) mediante microscopio 

de inmunofluorescencia indirecta . Comparado con Ia prueba de tinci6n que us6 

4,6-diamidino-2-penilindol (DAPI), Ia inmunofluorescencia indirecta fue mas 

especifica, mas sensible y mas facil de usar. Ademas de facilitar Ia detecci6n 

del micoplasma in situ, Ia identificaci6n de las razas y el diagn6stico de Ia planta 

enferma asociada con el micoplasma. 

En Ia Figura 5 por medio de inmunofluorescencia se pudo detectar al 

micoplasma en diferentes partes del tejido vegetal comparado con un testigo 

sano que no presenta indicios de fluorescencia en Ia fotografia a diferencia de 

donde se detecto al microorganismo. 

Muchos problemas en Ia ciencia de Ia maleza se han podido resolver 

gracias a Ia utilizaci6n de tecnicas inmunoquimicas como lo serialaron Sherman 

y Vaughn (1991 ). La inmunofluorescencia y el inmuno-oro de microscopio 

electr6nico son utilizados para obtener en tejidos y en secciones subcelulares 

Ia distribuci6n de proteinas o herbicidas de interes. 

La tecnica de microscopia inmunofluorescente data de Ia decada de los 

40 's y se utiliz6 ampliamente en Ia decada de los 50's en Ia zoologia. Sin 
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embargo, no fue hasta los 70 's cuando aparecieron en Ia literatura botanica Ia 

utilizacion de anticuerpos especificos (Knox eta/., 1980); aunque estas tecnicas 

son frecuentemente usadas por los botanicos hoy dia. Los mismos autores 

indicaron que Ia inmunofluorescencia ha sido usada mas ampliamente en Ia 

investigacion del cito-esqueleto de las plantas. Los microtubulos y 

microfilamentos de las celulas vegetales son fijadas utilizando los protocolos de 

microscopia electronica, debido a su pequeiio tamaiio requiriendose de una 

tediosa reconstruccion para establecer su orientacion tridimencional. 

Aunque tam bien Wick et a/. (1981) describio un procedimiento que 

resuelve muchos de estos problemas. Las puntas de raices fueron fijadas 

brevemente en un amortiguador que estabilizo el orden de los microtUbulos . 

Las paredes celulares fueron entonces suavizadas o ablandadas por enzimas 

celuliticas que permitieron el paso de los anticuerpos dentro de Ia celula . Las 

muestras fueron incubadas en un antisuero primario que reconocio a Ia tubulina 

y entonces en un antisuero secundario que habia sido cultivado contra toda Ia 

molecula lgG del tipo hallado en el antisuero primario. Este anticuerpo 

secundario se acoplo con una molecula indicadora fluorescente, tal como Ia 

fluorosceina (FICT) o rodamina . Las muestras fueron montadas en un medio en 

el cual se previno de un desteiiimiento de Ia fluorescencia y posteriormente 

fueron examinados bajo un microscopic fluorescente. El patron del arreglo de 

los microtubulos pudo ser leido en Ia celula . La inmunofluorescencia permitio Ia 

observacion de Ia determinacion del efecto de un herbicida en el arreglo de los 

microtubulos y en Ia disrupcion mitotica en muchos experimentos posteriores. 

En Ia Figura 6 se muestra mediante Ia tecnica de inmunofluorescencia Ia 

accion del herbicida terbutol en las plantas tratadas. En Ia celula de control (A) 

se puede observar un arreglo normal de los microtubulos donde estos se 

originan de una region en comun hacia cada uno de los polos. En Ia celula 
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c 0 

Figura 5. lnmunofluorescencia en secciones longitudinales de una hoja para 
observar un organismo parecido a micoplasma llamado Stolbul y que 
se presenta en Francia. A: Tomate infectado con Stolbur. 8 : tomate 
sana. C: tabaco infectado con Stolbur. 0 : Secci6n transversal de una 
hoja infectada con Stolbur (Fos eta/., 1992). 



A B 

Figura 6. Micrografias inmunofluorescentes de control (A) y tratamiento con 
terbutol (B) en puntas de raices de cebolla tenidas para microtubulos 
con un anticuerpo monoclonal (Sherman y Vaughn! , 1991 ). 
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3. MA TERIALES Y METODOS 

La inmunofluorescencia es una tecnica rapida y confiable que requiere 

para su realizaci6n alrededor de 10 minutes, considerando que se dispone del 

antisuero especifico para Ia bacteria a probar. Sin embargo, si no se cuenta con 

este, se puede obtener mediante Ia inmunizaci6n en un conejo , siguiendo los 

protocolos que se tienen establecidos para dicho fin . 

La presente investigaci6n se llev6 a cabo para demostrar los metodos de 

Ia inmunofluorescencia en Ia detecci6n de fitobacterias , mismos que pueden 

ser directos o indirectos en bacterias que se encontraron presentes en las 

plantas de alcatraz y crisantemo. Naturalmente que estas tecnicas se realizaron 

desde el aislamiento de las bacterias hasta Ia obtenci6n del inmunosuero 

fluorescente y su aplicaci6n en las bacteriosis antes mencionadas. Cabe aclarar 

que desde un principia se tuvo cuidado de descartar a las bacterias que 

fluorescen de manera natural, ya que con elias no es posible realizar esta 

tecnica, debido a que se obtendrian resultados falsos positives. 

3.1. Obtenci6n del material enfermo 

Dado que Ia incidencia de una enfermedad que causa pudriciones en 

plantas de crisantemo y de alcatraz en los viveros de Xochimilco, Mex. era del 

30%, se colect6 el material de dicha zona trasladandose al Laboratorio de 

Bacteriologia del Departamento de Parasitologia Agricola de Ia Universidad 

Aut6noma Chapingo para su identificaci6n y diagn6stico mediante Ia tecnica de 
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inmunofluorescencia . En Ia Figura 7 se muestran los sintomas que presentaban 

las plantas de alcatraz y crisantemo al ser traidas de campo y de donde se 

aislaron las bacterias problema. 

A 

8 

Figura 7. Sintomatologia en plantas de alcatraz y crisantemo. A: pudrici6n en 
alcatraz. B: pudrici6n en Ia base del tallo de crisantemo. 



3.2. Diagn6stico de las fitobacterias encontradas en plantas de alcatraz y 

crisantemo que formarian parte del cepario para posteriores pruebas de 

inmunofluorescencia. 

Duveiller eta/. (1997) sugirieron conceptos generales y metodos para Ia 

identificaci6n de bacterias pat6genas desde Ia observaci6n de los sintomas y 

aislamiento de Ia bacteria hasta Ia caracterizaci6n del pat6geno. Los pat6genos 

pueden ser usualmente caracterizados mediante pruebas bioquimicas. Sin 

embargo, un gran numero de caracterizaciones son posibles mediante Ia 

utilizaci6n de rango de hospederos, o por el uso de tecnicas serol6gicas y/o 

moleculares. 

Aunque muchas pruebas bioquimicas y fisiol6g icas se han desarrollado 

para caracterizar a las bacteria fitopat6genas basadas en aspectos fenotipicos , 

no todas tienen el mismo valor taxon6mico, y los resultados obtenidos en 

algunos casos pueden variar dentro de una poblaci6n entre cadenas o razas de 

una especie dada. No obstante, unas pocas pruebas son generalmente 

suficientes para identificar ciertos grupos o generos de microorganismos. Asi 

que, unicamente un pequefio numero de pruebas tienen Ia clave de las 

diferencias entre las especies patogenicas. 

En alios recientes, el estudio de las bacterias fitopat6genas se ha visto 

beneficiado por los nuevos metodos biotecnol6gicos. El desarrollo de 

anticuerpos monoclonales ha proveido significativamente de tecnicas 

serol6gicas, mas importante aun , tecnicas basadas en el analisis de acidos 

nucleicos ha hecho posible realizar estudios precisos de caracter taxon6mico, 

asi como estudios de factores que controlan su patogenicidad . En contraste 

con los metodos convencionales que dependen de las reacciones producidas 

por el pat6geno, estas tecnicas recientes tienen Ia enorme ventaja de 

caracterizaci6n, identificaci6n y detecci6n de microorganismos basados en 
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informacion gen6mica. Aunque aun dichas tecnicas no estan ampliamente 

disponibles, surgen nuevas descubrimientos y futuros prospectos de estudios 

actualmente comenzados conducidos en bacterias pat6genas de algunas 

plantas que son brevemente presentadas en este capitulo. 

Dentro de los metodos para Ia identificaci6n y caracterizaci6n de 

fitobacterias se deben considerar los que a continuaci6n se mencionan, mismos 

que no se pueden evitar si se desea tener un cepario que sirva de referenda 

para realizar otras tecnicas de diagn6stico. 

3.2.1. Observaci6n en el microscopio 

La observaci6n en el microscopic puede ayudar a determinar si una 

enfermedad desconocida es de origen bacteriano o no. Algunos pat6genos 

distintos de los hongos, tales como bacterias fitopat6genas no pueden ser 

identificadas basandose s61amente en su morfologia . Algunas celu las 

bacterianas son hialinas por lo que no pueden ser observadas bajo el 

microscopic compuesto. El microscopic oscuro provee muchos contrastes de 

luz pudiendo usarse para detectar celulas bacterianas transparentes de tejidos 

enfermos y poder determinar su tamario y forma, ademas de su agrupaci6n . 

Datos que auxilian a un 6ptimo diagn6stico. 

En primer Iugar, se realiz6 Ia observaci6n al microscopic del material 

vegetal para detectar Ia presencia de celulas bacterianas y describirlas tanto 

del crisantemo como del alcatraz. Para esto se realiz6 un corte del tejido 

vegetal cercano a las pudriciones. Despues se tom6 una muestra con Ia aguja 

de disecci6n para poner celulas vegetales con agua esteril en un portaobjetos y 

de esta manera proceder a Ia observaci6n bajo el microscopic compuesto. 
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3.2.2. Obtenci6n de los especimenes hom61ogos 

3.2.2.1 . Aislamiento de las bacterias 

Posteriormente a Ia observacion microscopica de las plantas enfermas 

colectadas con sintomas de pudriciones aparentemente causadas par bacterias 

localizadas en Ia base del tall a de ambos tipos de planta ( contaminando Ia 

planta par complete via ascendente a traves del sistema vascular) , se 

obtuvieron los aislamientos de las bacterias en los limites de las lesiones con Ia 

parte sana . Posteriormente, de estas lesiones se hizo una dilucion con agua 

esteril. 

El tejido de Ia planta se desinfecto externamente en una solucion de 

hipoclorito de sodio al 1% par 3 minutes seguido de un lavado en agua 

destilada esteril. Despues se procedio a remover una pequena parte del tejido 

con un escapelo flameado en Ia orilla de Ia lesion en el limite entre el tejido 

danado y el sana poniendolo posteriormente de manera aseptica en Ia caja de 

petri cubierta de agua. Se cortaron trozos y se pusieron a reposar en agua 

esteril durante 20 minutes, usando una asa bacteriologica esteril se tomo una 

gota de Ia suspension y se sembro en los medias de PDA y B de King . Se 

incubaron las cajas a 28°C par 24 horas. Para obtener cultivos puros, se 

necesito posteriormente sembrar las colon ias aisladas a nuevas cajas con el 

media de cultivo describiendo Ia morfologia de las colonias posteriormente. 

3.2 .2.2 . Purificacion de las bacterias 

Cuando crecieron las colonias el siguiente paso fue purificarlas, para lo 

cual se seleccionaron a las colonias que presentaron caracteristicas mas 

cercanas a las bacterias buscadas tales como tamano, color, consistencia y 

forma. Y tambien Ia observacion al microscopic para detectar formas ajenas a 

las bacterias fitopatogenas . Posteriormente, dichas colonias se trasladaron a 
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nuevas medics de cultivo y de esta forma se obtuvieron cepas puras. El 

proceso se llev6 a cabo las veces que fueran necesarias hasta tener Ia certeza 

de su pureza. 

3.3. Postulados de Koch 

A traves de los postulados de Koch se puede conocer si los 

especimenes aislados son los causantes de los sintomas encontrados en las 

plantas de alcatraz y crisantemo ya que cuando se desconoce completamente 

el origen de una enfermedad que se presenta en una determinada zona existe 

Ia necesidad de aplicar los postulados de Koch con Ia finalidad de determinar al 

agente causal. 

La metodologia que se aplic6 para conocer con exactitud cual fue el 

agente causal se consideraron los siguientes aspectos: a) se familiarize 

plenamente con Ia sintomatologia de Ia enfermedad verificando que el 

pat6geno estuviera en estrecha relaci6n con Ia planta hospedera susceptible; b) 

se aisl6, cultiv6 y purific6 al pat6geno; c) se inocul6 una planta de Ia misma 

especie pero que estuviera sana para reproducir los sintomas iniciales y 

comparar; d) se compar6 al organismo que se inocul6 en Ia planta sana con el 

organismo aislado inicialmente y se identific6. 

3.3.1. Pruebas de patogenicidad 

Se han descrito las pruebas de patogenicidad como Ia infiltraci6n de Ia 

bacteria cultivada y purificada dentro del tejido de Ia planta para Ia 

determinacion subsecuente de Ia bacteria fitopat6gena responsable . 
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Estas pruebas de patogenicidad permitieron determinar dos aspectos 

relatives a Ia identificacion de bacterias fitopatogenas . En primer Iugar, 

determinar el rango de Ia bacteria como patogeno de plantas en general , ya 

que el desarrollo de una necrosis localizada en plantas no especificas demostro 

una interaccion incompatible traduciendose en una actividad fitopatogenica 

general. En segundo termino, Ia identificacion de Ia bacteria como agente 

causal de Ia enfermedad especifica, debiendo tener entonces Ia habilidad el 

poder aislar una bacteria que causa Ia enfermedad en particular a especies de 

plantas, lo cual provee los criterios necesarios para Ia determinacion de 

especies y categorias de patovares. 

Una vez obtenido el cultivo bacteriano purificado se procedio a Ia 

inoculacion de las colonias en plantas sanas de crisantemo y alcatraz para 

determinar Ia naturaleza de los sintomas por medio de los postulados de Koch 

en las plantas. Esto se llevo a cabo inoculando colonias de bacterias a una 

concentracion de 106 a 1 07 por ml, introduciendo palillos que es lo 

recomendado en este caso dado el tipo de sintoma que es una pudricion en Ia 

base del tallo presente en ambos tipos de plantas. Se utilizaron colonias de 24 

horas de crecimiento. Por otro lado, tambien se dejaron plantas sin inocular 

para ser utilizadas como testigos. Si Ia bacteria fuera patogenica, despues de 

varies dias de incubacion bajo condiciones controladas de temperatura y 

humedad, Ia planta inoculada tendra una lesion similar al sintoma original. 

Despues de inocular a las plantas, estas se depositaron en el 

invernadero bajo condiciones controladas de humedad y temperatura para de 

esta manera proporcionar las condiciones mas favorables para el desarrollo de 

Ia enfermedad. 

32 



3.3.2. Reacci6n de hipersensibilidad en tabaco 

Dentro de Ia fitobacteriologia Ia reaccion de hipersensibilidad en tabaco 

es muy importante, ya que permite conocer en 24 horas o menos si se esta 

trabajando con una bacteria fitopatogena , aun con las excepciones que 

contempla Ia prueba. 

Para Ia realizacion de Ia prueba se debe preparar una suspension 

bacteriana en agua esteril a una concentracion de 3 x 107
, 3 x 108 y 3 x 109 

bacterias/ml e infiltrarla en el tejido vegeta l. Si Ia bacteria es de naturaleza 

fitopatogena, entonces se observara una flacidez y despues una consistencia 

apergaminada de color cafe clara, en donde se realizo Ia inoculacion. Se 

recomienda usar las tres concentraciones porque se desconoce con cual de 

elias se tendran resultados positivos. 

Para llevar a cabo esta prueba el primer paso fue preparar una 

suspension bacteriana compuesta por las colonias purificadas que ya se tenian 

diluyendolas en agua esteril a una concentracion de 3 x 107
, 3 x 108 y 3 x 109 

bacterias/ml. Posteriormente, se inyecto dicha suspension entre los espacios 

intercelulares de las hojas de una planta de tabaco tratando de abarcar toda el 

area comprendida entre las venas secundarias. Se coloco a Ia planta en el 

invernadero. Se observo si hubo induccion de Ia reaccion de hipersensibilidad 

en el area inoculada despues de 24 horas y se registraron los resultados. 

3.3.3. Pudrici6n en tuberculos de papa 

Esta prueba se utiliza para Ia identificacion de generos de bacterias 

fitopatogenas y su empleo permite diferenciar parcialmente las especies del 

genera Erwinia tales como E. carotovora. E. atroseptica. E. chrysanthemi y el 

genera Pseudomonas. Por lo que se utilizo en este caso para descartar a otras 
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bacterias que no causan pudrici6n en papa y asf disminuir el espectro de 

especies que se pudiesen tener. 

La metodologfa para Ia realizaci6n de dicha prueba se describe a 

continuaci6n : los tuberculos de papa se esterilizaron superficialmente 

flameandolos con etanol al 96%. En cajas petri con papel filtro se colocaron dos 

rebanadas de papa, hacienda esta operaci6n a Ia flama . Se hizo una incision 

en ambos pedazos de papa. Con Ia ayuda del asa bacteriol6gica en una de las 

rebanadas se inocul6 Ia bacteria problema y Ia otra rebanada se us6 como 

testigo. Se humedeci6 con agua esteril el papel filtro , donde se colocaron las 

rebanadas y se incub6 a 28°C. En 24 horas se presentaron los resultados. 

3.4. Pruebas bioquimicas 

En el Cuadro 3 se indican las pruebas bioquimicas que se realizaron 

para identificar los especimenes hom61ogos de los aislamientos hechos en 

plantas de alcatraz y crisantemo. 

Cuadro 3. Pruebas bioquimicas para identificar los especimenes hom61ogos 
encontrados en plantas de alcatraz y crisantemo. 

PRUEBA BIOQUIMICA Erwinia carotovora pv. carotovora Erwinia chrysanthemi 

Pruebas de patogenicidad + + 

Reacci6n de hipersensibilidad en tabaco + + 

Pudrici6n del tuberculo de papa + + 

Tinci6n de Gram Gram(-) Gram(-) 

Degradaci6n de pectatos + + 

Licuefacci6n de gelatina + -
Crecimiento a 36 - 37 ° C + + 

Producci6n de acido de Ia lactosa + -
Producci6n de acido de Ia trehalosa + -
Sensitividad a Ia eritromicina - + 

Fosfatasa - + 

Utilizaci6n de malonate - + 

Utilizaci6n de galacturonato + + 
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3.5 Serologia 

El acceso de Ia serologfa con Ia tecnologfa de anticuerpos monoclonales 

combinado con Ia realizaci6n de procedimientos inmunol6g icos se esta 

aplicando efectivamente hoy dfa en varies campos de Ia bacteriologfa vegetal , 

por ejemplo, en Ia identificaci6n y diagn6stico de bacterias, detecci6n de 

bacterias desde habitats naturales y en interacciones hospedero-parasito 

(Goto, 1990). 

El mismo autor elabor6 los sigu ientes conceptos acerca de los 

componentes del antisuero, considerando como antfgeno una sustancia que 

puede estimular a un animal con un sistema inmune en funcionamiento para 

producir ciertas protefnas (anticuerpos) que reaccionan especificamente con Ia 

sustancia in vitro o in vivo. Aquellas sustancias que son extranas al animal que 

se va a inmunizar pueden servir como antfgeno. 

El anticuerpo es una prote fna especifica que es producida en un animal 

como respuesta a Ia inyecci6n de un antfgeno. Esto causa Ia especificidad y Ia 

reacci6n visible in vitro con el antfgeno. El suero que contiene a los anticuerpos 

es llamado antisuero. Los anticuerpos son inmunoglobulinas que estan 

divididas en varias clases con designaciones abreviadas como lgG, lgM, lgA, 

lgD y lgE. El rango del peso molecular de estas inmunoglobulinas varia de 

160,000 (lgG) hasta 90,000 (lgM) . 

Puesto que los anticuerpos son bivalentes y las moleculas de 

inmunoglobulina son monoespecificas, estas poseen dos sitios de reacci6n con 

los anticuerpos en ambas terminales amino de Ia molecula y unidas al mismo 

antfgeno. En contraste, las celulas bacterianas tienen multiples sitios de 

determinantes antigenicos (epitopes) en su superficie, asf que elias son 

multivalentes y usualmente antfgenos multiespecificos como se puede observar 
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en Ia Figura 8. La relaci6n entre los sitios de reacci6n del antigeno y el 

anticuerpo es altamente especifica y frecuentemente se expresa como una 

relaci6n de llave y cerradura (Goto, 1990). 

ANTICUERPO 

Figura 8. Determinantes multiespecificos (epitopes) del antigeno y sitios de 
reacci6n monoespecifica del anticuerpo (Goto, 1990). 

Para Ia preparaci6n de anticuerpos policlonales se procedi6 de acuerdo 

a Goto (1990) , que recomend6 que las celulas bacterianas que se inyectaran 

fueran separadas del medio de cultivo del agar y se suspendieran en una 

sustancia salina a una concentraci6n aproximada de 1 x 10 9 celulas/ml. 

3.5.1. lnmunizaci6n en el conejo 

De colonias obtenidas tambien de 24 horas de crecimiento se realiz6 Ia 

inmunizaci6n en el conejo. Previamente se diluyeron las colonias bacterianas 

en soluci6n salina. La inoculaci6n fue mediante Ia inyecci6n de Ia soluci6n en el 

torrente sanguineo del conejo via intramuscular. 

3.5.2. Obtenci6n del antisuero 

Se obtuvo el antisuero siguiendo el metodo registrado por Lelliott y Stead 

(1987) . Ellos mencionaron que el antisuero se puede obtener en conejos, ya 
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que son animales de tamario pequerio y faciles de criar; par lo que en este caso 

se utiliz6 un conejo mediano de aproximadamente dos meses de edad de raza 

albina. 

Se tuvo cuidado de no provocar un shock debido a que las bacterias 

objeto de nuestro estudio son t6xicas al conejo si se inyectan de manera 

intravenosa, par lo que en ese caso se recomienda utilizar el metoda de 

inmunizaci6n intramuscular o subcutanea. 

Para obtener un antisuero con el mas alto titulo (con grandes cantidades 

de anticuerpos especificos) se deben tamar en cuenta principalmente el 

administrar continuamente el antigeno en Ia sangre del conejo par varias 

semanas, ya sea por multiples inyecciones intravenosas o introduciendo al 

antigeno dentro del musculo o en el tejido de Ia piel (Lelliott y Stead, 1987). 

En el Cuadra 4 se presenta el metoda que se utiliz6 para Ia producci6n 

de antisuero en el laboratorio, con el que Ia mayoria de las bacterias 

fitopat6genas Gram negativas pueden producir un titulo de 1:1600. 

Cuadra 4. Horarios de inmunizaci6n para Ia producci6n de antisuero contra 
bacterias fitopat6genas (Lelliott y Stead, 1987). 

METODO 

DiA 
0 

14 

RUTA 

intramuscular 

intramuscular 

21 prueba de sangrado 

VOLUMEN ANTIGENO 

1.0 ml en cada para ambos 18-24 horas de cultivo en declive en 4 ml de 
pierna trasera amortiguador fosfatado alcalino 

1.0 ml en cada 
pierna trasera 
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3.5.3. Purificaci6n del antisuero 

Cuando hubieron transcurrido aproximadamente dos meses que es el 

tiempo 6ptimo para lograr una buena concentraci6n de anticuerpos en Ia 

sangre del conejo dando asi una titulaci6n adecuada, se procedi6 a recuperar 

el antisuero de Ia sangre del conejo. 

Para obtener Ia sangre se anesteci6 al conejo con cloroformo sin llegar a 

matarlo para de esta manera colectar Ia mayor cantidad de sangre bombeada 

por el coraz6n del conejo y obtener una cantidad mas grande de antisuero. 

Una vez obtenida Ia sangre, se someti6 a un procedimiento para Ia 

separaci6n de todos los componentes de Ia misma y entonces obtener el 

antisuero purificado y libre de cualquier contaminante que pudiera alterar los 

resultados posteriormente. 

El procedimiento se llev6 a cabo primeramente llenando los tubos de 

ensayo con Ia sangre en donde se mezcl6 0.5 gr de NaCL para acelerar Ia 

precipitaci6n de todos los componentes de Ia misma. Posteriormente se 

pusieron los tubos en Ia centrifugadora a 30,000 r.p .m. por 10 minutos. 

Transcurrido el tiempo necesario, entonces se separ6 el sobrenadante de las 

demas sustancias, el cual se verti6 en otros tubos de ensayo. De esta manera 

se obtuvieron los anticuerpos especificos y necesarios para Ia realizaci6n de Ia 

tecnica de inmunofluorescencia. 

3.5.4. Preparaci6n del fluorocromo conjugado 

El fluorocromo conjugado se prepar6 de acuerdo con Klement et a/. 

(1990) que indicaron que el antisuero producido en conejos puede ser usado en 

forma directa en combinaci6n con un fluorocromo comercial. Pueden 

prepararse dilusiones para determinar Ia dosis optima siendo para el antisuero 

38 



de 1:100 a 1:24,300 y para el conjugado de 1:100 a: 2,700. Los anticuerpos 

especificos contra Ia bacteria blanco pueden ser conjugados directamente con 

fluorosceina (FICT) u otros fluorocromos. 

En Ia tinci6n de los anticuerpos se mezcl6 el sobrenadante que tambien 

denominado antisuero con Ia soluci6n fluorescente preparada al mismo tiempo 

que Ia obtenci6n del sobrenadante. De esta forma se obtuvo Ia soluci6n lista 

para llevar a cabo Ia prueba de inmunofluorescencia. 

La soluci6n fluorescente o indicadora se prepar6 con HNaPO (fosfato de 

sodio), purpura de bromocresol indicador (un gramo) , 2,7-diclorfluorosceina 

indicador fluorescente M=401 .21 g/mol.,tris HCI 1.5 g. , precipitador prim80 1 mi. 

y 5 gr de NaCI de acuerdo a los protocolos consultados en Ia bibliografia . 

Como lo han sefialado numerosos autores, Ia sustancia que se utiliz6 

para Ia inmunofluorescencia es Ia fluorosceina (Figura 9) debido principalmente 

a que emite una fluorescencia observandose un color verde brillante, siendo 

mas facil Ia detecci6n de Ia misma al microscopic. 

Figura 9. Estructura de Ia fluorosceina (Me Kinney, 1990). 
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3.6. lnmunofluorescencia 

Para llevar a cabo Ia prueba definitiva fue necesario que previamente se 

hiciera un macerado de una parte de Ia planta donde no se observaba sintoma 

alguno de bacterias fitopat6genas . 

La prueba de inmunofluorescencia se realiz6 siguiendo el protocolo del 

metoda directo basado en descripciones esttmdar del Institute Pasteur de 

Paris, Francia y usado para investigaci6n fitopatol6gica en INRA Angers , en el 

Gobernment Seed Testing Station (RPVZ) yen eiiPO en Wageningen . 

Protocolo para el metodo directo 

1. Preparar una gota del macerado de Ia planta aparentemente sana. Dejar 

secar una hora aproximadamente. 

2. Fijaci6n de Ia gota secada ala ire (etanol al 96% por 10 min .). 

3. Lavado con agua destilada (2- 5 min.) . 

4. lncubaci6n con el antisuero conjugado y fluorosceina (FICT) . La diluci6n con 

el antisuero se hace con amortiguador fosfatado , incubaci6n en camara 

humeda. 

5. Lavado con amortiguador fosfatado (2- 5 minutes). 

6. Lavado con agua destilada (1 min.). 

7. Montado con amortiguador fosfato de glicerina , pH=7.6. 

Un microscopic compuesto se utiliz6 para Ia observaci6n de Ia reacci6n 

con una fuente externa de luz ultravioleta, para observar Ia fluorescencia de Ia 

bacteria al encontrarse con el anticuerpo marcado con Ia soluci6n fluorescente. 
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3.7. Control para Ia tinci6n inmunofluorescente 

Se utilizaron los siguientes controles para Ia inmunofluorescencia directa 

simultaneamente con el ejemplar probado: 

a) bacterias hom61ogas (control positivo para confirmar el procedimiento 

correcto) . 

b) bacterias con reacci6n cruzada unicamente a altas concentraciones del 

antisuero que Ia dilusi6n con Ia que se esta trabajando (control negativo) . Se 

utilizaron bacterias del genero Erwinia pero de especies diferentes a las 

aisladas de alcatraz y crisantemo. 

c) Replicaci6n de las bacterias tenidas tratadas con el antisuero conjugado 

preparado contra una bacteria no presente en los ejemplares probados, por 

ejemplo, un pat6geno de otro cultivo (control negativo en Ia reacci6n del 

ejemplar probado). 
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4. RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1. Prueba de hipersensibilidad en tabaco 

En Ia prueba de hipersensibilidad en tabaco se obtuvo una inducci6n 

observandose una zona necr6tica apergaminada donde las celulas vegetales 

aislaron a las bacterias con lo que se demuestra que las bacterias infiltradas 

son de tipo fitopat6geno. 

4.2. Pruebas de patogenicidad 

En Ia prueba de patogenicidad que se llev6 a cabo para observar Ia 

sintomatologia de Ia enfermedad para ambos tipos de plantas, se encontr6 que 

dichas plantas presentaron las mismas lesiones en Ia base del tallo semejantes 

a las encontradas en las plantas colectadas y enfermas, demostrandose que el 

aislamiento original con el cual se inocularon a dichas plantas, es el mismo que 

inicialmente tenian las plantas colectadas. 

4.3. Pruebas bioquimicas 

En el Cuadra 5 se presentan en forma resumida las pruebas bioquimicas 

que se realizaron para identificar a las bacterias hom61ogas para el control 

encontradas en los aislamientos de plantas de crisantemo y alcatraz, llegando a 
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concluir que se trataba de Erwinia carotovora pv. carotovora para el caso de 

alcatraz y Erwinia chrysanthemi en crisantemo. AI realizar dichas pruebas 

bioquimicas se constat6 Ia tardanza en el diagn6stico de las fitobacterias. ya 

que transcurrieron alrededor de tres meses en Ia consecuci6n de las pruebas 

para poder emitir un diagn6stico certero. 

Cuadro 5. Resultados de las pruebas bioquimicas realizadas para Ia obtenci6n 
de los especimenes hom61ogos aislados de plantas de alcatraz y 
crisantemo. Chapingo, Mexico. 1998. 

PRUEBA BIOQUIMICA Especimen Erwinia Especimen Erwinia 
aislado de carotovora pv. aislado de chrysanthemi 
alcatraz carotovora crisantemo 

Pruebas de patogenicidad + + + + 

Reacci6n de hipersensibilidad en tabaco + + + + 

Pudrici6n del tubercula de papa + + + + 

Tinci6n de Gram Gram(-) Gram(-) Gram (-) Gram (-) 

Degradaci6n de pectatos + + + + 

Licuefacci6n de gelatina + + + + 

Crecimiento a 36- 37 ° C + + + + 

Producci6n de acido de Ia lactosa + + + + 

Producci6n de acido de Ia trehalosa + + 

Sensitiv idad a Ia eritromicina + + 

Fosfatasa + + 

Utilizaci6n de malonate + + 

Utilizaci6n de galacturonato + + + + 

4.4. Producci6n del antisuero 

Se encontr6 una obtenci6n alta de anticuerpos extraidos del conejo 

lograndose en Ia titulaci6n optima del antisuero, debido a que se dej6 Ia 

producci6n del mismo por ocho semanas, aunque Ia literatura indica que son 

suficientes dos semanas de incubaci6n del antigeno dentro del conejo . 
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4.5. lnmunofluorescencia 

Cuando se tom6 tejido aparentemente sano en donde se detectaron a 

las bacterias fluorescentes y entrar en contacto con las bacterias aisladas de 

alcatraz y crisantemo con Ia sustancia fluorescente , se observaron las celulas 

bacterianas fluorescentes , debido a que los sitios de cada bacteria son 

especificos para el anticuerpo que se produjo dando como resultado una 

reacci6n de reconocimiento especifico. 

El reconocimiento antigeno-anticuerpo se llev6 a cabo porque el 

anticuerpo reconoce sitios especificos del antigeno llamados epitopes, que 

finalmente son proteinas de Ia pared celular como lo mencionaron Lelliott y 

Stead (1987) con lo que se demuestra que dicha prueba tiene un alto grado de 

especificidad con un margen de error minimo las bacterias aisladas de alcatraz 

y crisantemo. 

Mediante Ia realizaci6n de Ia prueba de inmunofluorescencia en tejido 

aparentemente sano en plantas de alcatraz y crisantemo, se pudo detectar e 

identificar a las bacterias Erwinia carotovora supsp. carotovora y Erwinia 

chrysanthemi, respectivamente, como se puede observar en Ia Figura 10. 
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Figura 10. lnmunofluorescencia. A: Erwinia carotovora pv . carotovora en 
alcatraz. B. Erwinia chrysanthemi en crisantemo . 
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De todo lo anteriormente expuesto, se puede decir que es posible Ia 

producci6n de sustancias inmunofluorescentes para Ia detecci6n de bacterias 

fitopat6genas en plantas de alcatraz y crisantemo, sin tener que recurrir al 

aislamiento previa de las mismas, sino Ia realizaci6n de Ia detecci6n en tejido 

aparentemente sana; pero siempre y cuando se tengan disponibles los 

antisueros especificos para cada bacteria a probar. 

El bacteri61ogo que desee preparar el antisuero inmunofluorescente 

debera previamente realizar Ia caracterizaci6n de Ia bacteria mediante las 

pruebas adecuadas y pruebas de patogenicidad, del ta l forma podra preparar y 

conservar el mismo par un largo tiempo y el numero que desee para que al 

momenta que se requieran pueda hacer un diagn6stico en 10 minutos con un 

90 %de seguridad, Ia cual dependera del desarrollo 6ptimo de Ia tecnica . 
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5. CONCLUSIONES 

1. Es factible Ia implementaci6n de Ia tecnica de inmunofluorescencia en 

Mexico para detectar e identificar bacteria fitopat6genas en plantas de alcatraz 

y crisantemo porque ya estan disponibles sueros inmunofluorescentes y con Ia 

aportaci6n de esta investigaci6n se pueden elaborar los requeridos . Dicha 

tecnica exceptua a las bacterias fluorescentes . 

2. La tecnica de inmunofluorescencia conlleva un margen de error minimo dado 

el alto nivel de especificidad del anticuerpo, pues es alrededor del 90%. 

3. El margen de error esta marcado en los cases de bacterias fluorescentes , 

por Ia toxicidad de Ia bacteria y por Ia generaci6n insuficiente (titulo) del 

antisuero. 

4. La sensibilidad de Ia prueba de inmunofluorescencia es alta comparada con 

otras pruebas de detecci6n e identificaci6n de fitobacterias, debido a que el 

anticuerpo reconoce todos los epitopes de Ia pared celular bacteriana y no 

s61amente una parte como en ELISA (enzyme lynked immunosorbent assay) . 

5. La especificidad de Ia tecnica de inmunofluorescencia es mayor en relaci6n 

con otras tecnicas de detecci6n e identificaci6n de bacterias fitopat6genas , 

tales como las pruebas bioquimicas o ELISA, dado que Ia secuencia de las 

proteinas de Ia pared celular bacteriana es especifica para cada especie, e 

incluso para cada biotipo. 
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6. El tiempo requerido para Ia realizaci6n de Ia prueba de inmunofluorescencia 

es muy corto, comparado con el requerido para las demas pruebas 

convencionales en Ia detecci6n e identificaci6n de bacterias fitopat6genas , 

utilizandose para ello s61amente 10 minutos si se cuenta con el antisuero 

especifico para Ia bacteria a probar. 

7. Uno de los errores que Ia prueba conlleva es Ia presencia de bacterias 

fluorescentes como las diversas Pseudomonas fluorescens . 

8. En Ia identificaci6n sin aislamiento se debe pasar por una investigaci6n 

donde todas las tecnicas son comparadas con aquellas del diagn6stico con 

aislamiento. 

9. La mas especifica de las pruebas puede variar segun las enfermedades 

estudiadas. 

10. En Ia inmunofluorescencia todavia hay problemas de especificidad no 

resueltos a nivel de patovares, como en el caso de Pseudomonas syringae ya 

que Ia presencia de varias Pseudomonas causa reacciones no especificas. 
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