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1. INTRODUCCION

El cultivo de tomate (Lycopersicon esculentum) en el Uruguay es
relevante dentro del sector hortifruticola, ocupando una superficie de 1989 has y
una produccion de alrededor de 28.200 ton de acuerdo a informacion extraida
del Censo General Agropecuario del Afo 1990.

JUNAGRA destaca al tomate como uno de los rubros horticolas de mayor
incidencia en volumen total ingresado en el Mercado Modelo.

Se distinguen claramente dos zonas de produccidn; la zona sur, que se
caracteriza por una produccidén de estacién a campo y en menor proparcion
bajo invernaculo y la zona norte con produccion de primor en contraestacion y
casi en su totalidad bajo invernaculo.

Las caracteristicas de la produccidn bajo invernaculo y las condiciones
dentro de éste han llevado a un incremento en la problematica sanitaria. Dentro
de las enfermedades bacterianas, el cancro bacteriano del tomate, causado por
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, ha tenido una relevancia
creciente en estos ultimos afios por su incidencia en la produccidn, provocando
pérdidas importantes en l0s cultivos.

Este trabajo se origina ante la necesidad de determinar si la semiila de
tomate comercializada en e! pais constituye una fuente de indculo de
Clavibacter m. subsp. m._siendo su deteccion, el objetivo central de la presente
investigacion.

Para cumplir con este objetivo se llevaron a cabo pruebas de laboratorio
para la deteccién de la bacteria en lotes de semillas de diferentes origenes.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 ANTECEDENTES

Segun SHERF, A. F. et al. (1986) el cancro bacteriano fue identificado
por primera vez en Michigan en 1909 y la causa fue reportada un afo mas
tarde. Esta enfermedad ha sido llamada Grand Rapids Disease, marchitamiento
bacteriano del tomate, podredumbre del tallo, cancro del tallo, y mancha en ojo
de pajaro. Actualmente se lo denomina cancro bacteriano del tomate.

Segin SARASOLA, (1975), WARE en 1944 cita a Smith como el primero
en describir esta enfermedad y denominarla Grand Rapids Disease, al
encontraria por primera vez en esa zona, en Michigan (EEUU).

Su presencia ha sido detectada en casi todos los paises del mundo
donde se cultiva tomate. En Uruguay fue reportado por primera vez por
MOSCARDI, et al. en el afio 1977.

2.2 CARACTERIZACION DEL CANCRO BACTERIANO DEL TOMATE

2.2.1 Sintomatologia

Segun SHERF, A F. et al(1986) los sintomas del cancro bacteriano del
tomate pueden presentarse en todas las partes de las plantas. Estas pueden
ser afectadas en cualquier estado de su desarrollo. Dichos sintomas son
manchas gue se manifiestan en hojas, tallos y frutos, asi como marchitamiento
de hojas y en casos severos, de toda la planta.

E!l primer sintoma de marchitamiento es en las hojas inferiores. Por lo
general se ve afectada una mitad del foliolo o un solo lado de la planta
(marchitamiento unilateral) siendo ésta una caracteristica particular de la
enfermedad. Los peciolos permanecen unidos al tallo. A medida que la
enfermedad avanza el marchitamiento se generaliza y finalmente toda la planta
colapsa.

SARASOLA, en 1975 describe que en los tallos, ramas y peciolos
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aparacen largas knaas, al principic de color amariftento vy luego castano, que
puscen llegar a exienderse hacia la base dsl talio. Bajo ciertas condiciones
pueden abrirse y formar verdaderos cancros, que aparecen también en las
nervaduras principales, los que han originado el nombre de cancro bacteriano
cen que se conoce esta enfermedad. En los tallos |a médula se separa de la
corteza y aparece de color amarillento y cen numerosas cavidades.

Los sintomas en frutos se presentan como pequeias manchas circulares,
blancas al principio, castanas (uego. ¢con centro rugosc y un halo blanco, Las
caracteristicas de estas manchas han hecho que esta fase de |z enfermedad se
sonazca con el nombre de “oio de pgjaro”.

Estudios realizados por SAMISH, Z et al.(1952) evidenciaron la entrada
de la wacteria hacia el interior de la fruta a través Jdel tejido coneglivo del
pedGnculo, y su posterior distribucion en la pulpa. En caso de atagues muy
severos, las [esiones pueden profundizarse y llegar a las semillas, las cuales
de este modo serian portadoras de la bacteria. Be las semillas infectadas
tempranamente, la mayoria llegan a presentar manchas © a oscurecerse
completamente y no maduran,

2.2.2 Qrganismeo causal

El agente causal de esta enfermedad ss la bacteria Clavibacter
m.subsp.m. Dicha bacteria es un organismo aerghico, Gram pasitivo, con: una
temperatura optima de desarrollo entre 24-27°C, méaxima de 35°C y minima de
1°C.

Segun la descripoidn del CMI {Commonwealth Mycological Institute)
(1964) presenta formas cerineforme miden 0.6-0.7x 0.7-1.2 micras. las células
aparecen simples o en pares, constderada actualmente mdavil, de acidificacion
lenta, no forma esporas. La kacteria puede oxidar medios con carbohidratos. No
es lipolitica. Puede licuar medianamenie [a gelatina, la hidrdlisis del almidén es
débil o ausente. Requiere aminocdcidos para su cresimiento incluyendo bioting,
acido nicotinico y tiamina.

El patdgenc puede ser mantenido en una cordicion viakle y virulenta en
nutrients agar, & 13°C, por al menos 58 meses.

Las colonias bacterianas pueden aparecer de colores amarillo, blanco y



rosado, siendo las mas virulentas las amarillas y blancas.

2.2.3 Ciclo v desarrollo de la enfermedad

BRYAN M (1930); STRIDER,D (19@7), THYR,B (1871); UEMATSU.T et &
{1977) citades por FATMI, et al (1988} afirman que {a semilla de tomats es
considerada la fuente de indculo mas importante de este organismo.

SHERF A sf al (1988) cita qus existen referencias que indican sque el
organismg causal dei cancro bactsriane puede sobrevivir en plantas vivas de
tomate y en semillas, de 2,5 a 5 afios en el suglo, 2 afios en compost. 10 meses
asociado a partes lefosas de la planta, en tallos muertos, y posiblementa en
otros restos de plantas enfermas, y en malezas hospederas como solanaceas
perennes.

Segun el mismo autor, 1a dissminacion ocurre por fluvia, viento |insectos,
es trasladada por sl agua |, trabajadores & implementos usados durante &l
transplante, cultive, cosecha, poda, ralgo, pulverizacion.

El ciclo wrimario de la enfermedad puede comenzar por cualquiera de las
fuentes en las gue sobrevive el indculo, La infeccion aparece posiblemente a
través de los estomas, pero es més prabable que penetre por heridas. Algunas
heridas pueden ser causadas por movimiento de plantas asociado con vientn,
Huvia y practicas culturales. Después de la infeccion, el patdégeno puede
moverse sistemicamente & través del xidlema desde el cual invade el floema.
médula y corteza.

La propasgacion secundaria puede ocurrir tanto en almacigos como en
campos de produccidn. Las celulas bacterianas expuestas sobre g superficie
de cancros y sobre tallos, hojas y manchas de los frutos pueden ser indculo de
nuevas infecciones. Otras fuentes son las bactenias dentro de la planta; estas
bacterias pueden ser llevadas a otras plantas por tiieras e implementos durante
la poda y otras practicas culturales.

La propagacidn secundaria pueds ser efectiva. dado que la incidencia de
@ enfermadad en el almacigo puede t&ner un incremento dal 1% de infeccion
asociado con las semillas infectadas, a 100% de infeccion al transpiante.

La enfermedas se ve beneficiada por las condiciones ambientales que



propician el crecimiento suculentc de las plantas de tomate. Las condiciones
especificas que favorecen ef desarrollc de fa enfermedad mncluyen una
temperatura del aire entre 24 y 32°C,un periodo predisponente en &l que la
temperatura del airg o del suelo este varios grados por encima o par debajo de
24 <G, condiciones e humedad optima para el crecimiento de las plantas,
intensidad de luz relativamente baja, alta concentracion de nutrientes y un pH
de 8.

Los sintomas aparecen mas rapidamente en plantas jovenes que en
plantas viejas. LOS mismos son Mas severos en suelgs arenosos gque en suelos
con mas materia organica. La infeccién en frutos, que da un sintoma de ojo de
paiaro, es favorecida por el riego por aspersidn el cual hurmedece el fruto; este
sintoma raramente acurre en invernaculos donde el fruto ne es salpicado por el
fiego.

Segin investigaciones realizadas paor BERRY, 8. Z. et al. {1983) el
desarrolio de esta enfermedad en las plantas es mas rapida con bajos aportes
de caicio y nitrdgens, mientras que con altos niveles de dichos nutrientes, la
tasa de desarrollo de fa enfermedad disminuye. También se observs que una
propercidn alta de (Ca+Mg¥{Na+K) tiene una alta correlacion con la reduccién
de ia severidad de {2 enfermedad.

Segun CHANG et al (1992), el periodo de incubacién y la severidad del
cancrg bacteriano, se ven influenciados por diferentes factores como
temperatura, concentracién del indculo, edad y resistencia del huésped. El
periodoc minimo de incubacién requerido para la aparicion de sintomas
tocalizades. (manchas en hojas, dano en ojo de pajaro en frutos, etc.), es de 3 a
5 dias. mientras que el periodo de incubacidn sara sintormnas sistémicos varia
entre 7 y 84 dias, dependiende de la interaccidn entre huésped - palogeng y
ambiente.

Estos mismos autores cobservaron gue el marchilamienta se presenta
mas frecuertermente con altas temperaturas, mientras que los cancros
prevalecen a majas temperaturas.



2.2.4 Control

De acuerdo con SHERF, A. et al. (1986) luego de la infeccion y al
comienzo de la propagacion de la enfermedad es muy dificit su control. Los
controles mas efectivos son aquellos que reducen el indculo inicial, el cual es
importante en el ciclo primario de la enfermedad. Esta puede ser probablemente
prevenida siguiendo una adecuada rotacidon de cultivos, erradicacion de
malezas solanaceas, usando sdlo semillas sanas, pulverizando los plantines
con productos adecuados, y usando materiales para el entutorado libres del
patégeno.

La infeccion secundaria en e} cultivo puede ser minimizada st se evita
trabajar cuando la humedad ambiental es alta.

Segun SARASOLA, A. (1975) es importante como medida de control el
quemado de las plantas atacadas y evitar su empleo en la produccién de
abono. También es necesario realizar la desinfeccion de manos y materiales
usados en las practicas de manejo como en el desbrote.

Al no tener certeza de la sanidad de la semilla es conveniente proceder a
su desinfeccion . SHERF A et al.(19886) cita tres tratamientos efectivos para la
desinfeccion de semillas; mantener la semilla en remojo durante 30 minutos en
agua caliente a 55,5 C; durante 20 a 40 minutos en 1,05% de hipoclorito de
sodio, 0 sumergirta durante 5 o 10 horas en acido clorhidrico al 5%.

BLOOD (1837) citado por SARASOLA, A (1975) sugiere la inmersidn de
las semillas en una solucion de acido acético al 0.6% durante.24 horas.

MOSCARDI et al (1977) recomiendan la fermentacion de la semilla en un
lugar fresco durante 4 dias. Se pone en recipiente de vidrio, pulpa, jugo y
semilla sin agregar agua. Se debe revolver la pasta 2 veces por dia para
sumergir la parte que flota. La semilla tratada por este procedimiento toma un
color mas oscuro pero no es alterada en su germinacion. Los mismos autores
también sugieren sumergir la semilia en acido acético glacial al 0,6- 08%
durante 24 horas y luego dejar secar.

En el afo 1959 ya discutian el uso de compuestos mercuriales organicos
como herramienta quimica para eliminar la bacteria de la superficie de Ia
semilla. Posteriormente en el afio 1970, segun GITAITIS et_al., estos
compuestos fueron prehibidos.



Segun BRYAN (1930), no se conoce ningun tratamiento para la
destruccién de la infeccién interna bajo condiciones comerciales sin peligro de
dafar la semilla.

Con respecto a l|a resistencia varietal, SARASOLA, A. (1975) cita los
trabajos de hibridacion que se llevaron a cabo en Rusia con variedades que
resultaban promisorias (HAYWARD,1964). En HIalia, los cullivares locales
parecen ser mas resistentes que los americanos. THYR,B D (1967) sefala que
la resistencia es expresada como tolerancia a la enfermedad por sobrevivencia
prolongada de plantas, cuando son sistémicamente inocuiadas en estado de
tres hojas, pero no como resistencia a la infeccién.

BERRY et al (1988), mas recientemente, demostraron que es posible
identificar plantas con resistencia intermedia, presentando resistencia ante
niveles bajos de concentracion de indculo.

Con respecto al control quimico del cancro bacteriano, SHERF,AF gt al
(1986) sefialan que la propagacion puede disminuirse en un 50% con €l uso de
cobre, pulverizando en intervalos regulares de 5 a 7 dias. Segun STRIDER,D.L
(1969 ) el cobre tendria que ser usado porque la estreptomicina no tiene un
efecto claro para el uso sobre |las tomateras después gque estas han fructificado.
El mismo autor cita que pulverizaciones con cobre y estreptomicina han sido
previamente reportadas por su efecto en la reduccién de la propagacion de
cancro bacteriano en Nueva Zelandia y Australia.

En una publicacion mas actual, TELLO, J.C. et al, (1995), sefialan ciertos
tratamientos que deberian entenderse coma preventivos para evitar infecciones
entre plantas y/o entre cultivos. Destacan el uso de compuestios de cobre
mezclados con Zineb (etilen- bisditiocarbamato de Zinc).

En Uruguay, MOSCARDI et al (1977), en una publicacién que aun
mantiene su vigencia, recomiendan la aplicacion de productos cupricos (Caldo
Bordelés, oxicloruros), o mezclas de capricos con Manzate D o Dithane M 45,
para proteger las infecciones externas a frutos verdes o follaje, pero dichos
tratamientos no afectan las infecciones vasculares internas. Cabe sefalar que
los productos cupricos tienen una importante accion bacteriostatica.

Cabe destacar que el caldo bordelés {mezcla de CuSQO4 y Ca{OH),)
presenta una mayor persistencia sobre la superficie vegetal, con respecto al
oxicloruro de cobre, liberandc lentamente sus iones Cu al mojarse con la lluvia.
Tanto Zineb como Mancozeb ( Manzate D, Dithane M 45) son fungicidas
organicos pertenecientes al grupo de los Ditiocarbamatos, que contienen Zinc



en su farmula, v se aplican comunments cort productos cupricos para contralar
bacterias.

2.3 DIAGNOSTICO DE Clavibacter michiganensis ;:,ubsp
michiganensis

2.3.1 Test de Hipersensibilidad en tabaco

KLEMENT (1963}, KLEMENT et al (1964), citada por KLEMENT (19903},
expresa gue, como solo las hacterias fitopatdégenas, pero no las saprofitas
lienen & propiedad de inducir necrosis hipersensitiva en hojas de tabaco o de
ofras plantas no hospederas, e Test del tabaco es ideal para una rapida
deteccion de la patogenicidad de la bacteria en cuestidn,

2.3.2 Test de KOH

Segun CMi (1964) la bacteria en estudio pertenece al grupo de las Gram
positivas,

En 1938, RYU, citado por SUSLOW, T.V gt al {1982) describid el métado
que utiliza hidréxido de potasio {(KOH) al 3% para diferenciar bacterias Gram
positivas y negativas sin tincidén. En el mismo articulo se destaca al test de KOH
como una prusba répida. simple y complstamente precisa. Este método se basa
en una disrupcion de ta pared celutar de las bacterias Gram negativa, en
solucién aicalina libarando acido deoxyribonucleica &l cudl causa i hilo viscoso.
Las bacterias que pertenecen al grupo Gram-positivo no hacen lisis con KOH al
3 %.

2.3.3 Pruebas biogquimicas

2.2.3.1 Catalasa

La catalasa es una enzima producida por determinadoes microorgarismos
que tiene la propiedad de desdablar el perdxido de hidrogeno.{(agua oxigenada).



2 H 0 Z2H0+ 0O

Segun SANDS . D.C. (1990), }a mayoria de las bacterias pategénicas dan
una reaccion positiva, par o que no es un test particularmente usado, excepto
para ver la viabilidad del cultivo,

2.3.3.2 Produccién de citocromo oxidasa

Este test fue desarrollado por KOVACS en 1858, citado por SANDS,D.C.
{19901

Segun DA SILVA ROMEIRO, R. (1982), esta prueba tiene como objetivo
comprobar la produccidn de citocromo oxidasa por la bacteria. Se basa en el
principio de gque, en presencia de tetramelil o dimetil-p-fenilenc diamina, esa
enzima induce la formacién de un compuesta que posss un grupoe cromdéfore. St
el alfa- naftol no es producido por la bacteria, se forma, por & polimerizacién de
dos maléculas de dimetil-p-fenileno- diamina, un dimero que también posee un
arupo cromdéfore.

La bacteria en estudio presenta una reaccion negativa en esta prueba,
sin viraje de color en el tiempo prefijado.

2.3.3.3 Hidralisis de la gelatina

Este test citade por DA SILVA ROMEIRO,R (1982} comprueba ia
procluccitn por la bacteria de la enzima extracelular denominada gelatinasa,
que tiene la propiedad de licuar la gelatina.

Segdn SANDS, D.C. (1990) la e¢latina es hidrofizada par un nimera de
Xanthomaonas, FPseudomonas v Erwinia. Se espera para Clavibactar m.subsp .
. un resultado negativo.
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2.3.3.4 Rojo de Metilo

DA SILVA ROMEIRQ, R (1882), cita @l Rojo de Metila como un indicador
que comprueba la produccion de acides por la bacteria. Por ta descomposicién
gnzimética de azdcares ¢omo la glucesa, hay produccion de acidas arganicos 1o
que disminuys &l pH y el indicador vira a coloracionss rojizas determinando una
reaccion positiva.

La bacteria en estudio no produce acidos a partir de carbohidratos, por lo
que se aspera un resultade negativo, sin virgje de coloracion,

2.3.3.5 Hidrélisis del Almidon

Segun DA SILVA ROMEIRO. R{1982) con esta prueba se pretende
observar la produccién de B-amilasa; esta enzima desdobla el almiddn en
sacdridos mas simples. mas solubles y de cadena menor, como glucosa,
dexirosa, eto.

La bacteria en estudio presenta un resultado negativo ante esta prueba.

2.3.3.6 Hidrdlisis del Tween

Esta prueba citada por SANDS, D.C. (1390} permite observar la actividad
del acido grasc estérico en un medio conteniendo Cloruro de Ca v Tween 80.
Una reaccion positiva aparece cuando el acida oleice es hidrolizade por el
Tween 80. Ei calcio en el medio forma un complejo inscluble con & 4cida graso,
dando una zona opaca de cristales rodeanda la colonia positiva.

La bacteria estudiada tieng una reaccidn negativa al ser sometida a esta
prueba.



2.3.3.7 Reduccion de Nitrato

Segun Lelliot, R. A(1987) algunas bacterias oxidativas tienen la
habilidad de crecer en condiciones anaerdbicas ricas en iones nitrato. La
energia es derivada de la reduccion del nitrato a nitrito.

Tanto el CMI (1964) como BRADBURY, JF (1988) sefalan a la
Clavibacter m.subsp.m. como una bacteria incapaz de llevar a cabo la
reduccion del nitrato.

2.4 PRUEBAS DE LABORATORIO PARA LA DETECCION DE
Clavibacter m. subsp. m.

Para proceder a la deteccion de Clavibacter m. subsp m. en semillas, se
utilizaron tradicionalmente las siguientes técnicas: pruebas serolégicas como
Test de ELISA y Test de Inmunofluorescencia; y medios semiselectivos.

Las reacciones serolégicas son el resultado de la combinacidn especifica
entre antigenos y anticuerpos. Un antigeno se define como una sustancia
(generalmente una proteina) que cuando se le inyecta a un animal de sangre
caliente induce la formacion de proteinas que reaccionan especificamente con
el antigeno y se denominan anticuerpos.

2.4.1 Test de ELISA,

El Test de ELISA (Enzime -Linked Immunosorbent Assay) fue reportado
iniciaimente en 1971 por Engvall y Perlmann. Ha llegado a ser reconocido por
su potencial en la deteccidn de bacterias patogénicas de plantas, organismos
micoplasmaticos y virus.

El test de ELISA es una técnica serolbgica de alta sensibilidad,
especificidad, rapidez y economia.

Desde su primer reporte el Test de ELISA ha sido sometido a algunas
variaciones en su procedimiento. En 1988 una publicacion del MGAP (Convenio



HCA — DSV) diferencia los siguientes tipos de reaccién inmunoenzimatica:
a- Antigeno marcado.  -ELISA competicidn

b- Anticuerpo marcado. -ELISA directo.
-ELISA indirecto.
-ELISA “"sandwich” -doble DAS
-heterdlogo (HADAS)

El método de ELISA indirecto usa un anticuerpo secundario ,usualmente
una antiglobulina conjugada con enzima que es agregado después de |a adicion
dei anticuerpo primario.

El mas usado en patologia vegetal es el ELISA DAS (double antibody
sandwich) que usa el metodo directo, vy en el que el anticuerpo se fija
inicialmente en un soporte sdlido;luego se agrega el antigeno que reacciona
con e| anticuerpo formando el complejo antigeno-anticuerpo y posteriormente
se adicionan anticuerpos especificos al antigeno marcados con una enzima que
reacciona donde se encuentra el antigeno previamente inmovilizado. Para
detectar la reaccidon finalmente se agrega un sustrato sobre el cual actua la
enzima de marcaje.

Para llevar a cabo la deteccidén de la bacteria en estudio se utilizd el
método de ELISA DAS, cuyo desarrollo se explicita en detalle mas adelante.

GITAITIS,R.D et al. (1991) compara en su trabajo el medio semiselectivo
CNS, el FAMES (basado en andlisis de cromatografia gas liguida) y el Test de
ELISA, concluyendo que este Uitimo método puede ser el mas practico debido a
que abarca un gran numero de muestras en un menor tiempo, pudiendo obtener
resultados dentro de las 4 a 6 horas. Ademas destaca la ventaja de que pueden
ser testeadas 96 muestras a la vez ocupando un espacio reducido en el
incubador.

VAN VUURDE JW.L en 1985 describe las ventajas y desventgjas de
varios metodos en la deteccion y diagndstico de bacterias patogénicas. Destaca
como ventajas de las técnicas serologicas en general la ausencia de
interferencias de saprofitas (antisuero especifico) y el hecho de ser adecuadas
para la aplicacion rutinaria de muestras en serie.

Con respecto al Test de ELISA sefiala que puede ser automatizado
(incluyendo cuantificacién e interpretacion). Dentro de las desventajas se
inciuye el riesgo de falsc positivo (interpretacion basada en un solo criterio) la



baja sensibilidad 1 x10 % - 1x10 ® células/iml ~* mientras tanto STEPHENS et al,
1988 citado por GITAITIS,R.D et al en 1991 estiman que fue necesario 1x10 °
unidades formadoras de colonias de Clavibacter m subsp m /ml de buffer
extraccion para obtener una reaccion positiva buffer. Esto representa una
sensibilidad de 1x10% ufc. por celda.

2.4.2 Test de inmunofluorescencia

Segun VAN VUURDE. et al (1990), los antigenos expuestos de una
pared celular bacteriana fijada sobre un portaobjeto reaccionan con anticuerpos
contra esos antigenos. Como una célula cubierta con anticuerpo no puede
distinguirse de una célula no cubierta, con una luz microsedpica, los anticuarpos
sen conmjugados con un colorante. Per gjemplo lsotiacinato flucrescente (FITC),
conjugado con anticuerpes, da una fluorescencia verde brillante en las
reacciones positivas contrastando contra un fondo oscure bajo luz ultravioleta
en  un  MICroscopic  compuesto.  Este  proceso  $e  conoce Como
inmunoflucrescencia directa o tefido fluorescente del anticuerpo.

En un test de inmunofiuorescencia indirecto, anticuerpos especificos no
conjugados, progucidos en un CONejo, reaccionan en un primer paso con los
antigenos de {a pared celular. En un segundo paso, las calulas de anticuerpo de
recubrimienta son tefidas con tinte fluorescente, etiquetado come segundo
anticuerpo producide en ¢abras u ovejas contra el anticuerpo del conejo.

No se han observado diferencias claras en cuanto a ia especificidad y
sensibilidad del Test de inmunofiuorescencia directo o indirecto para bacterias
fitopatogénicas.

2.4.3 Medios semiselectivos

Segun DA SILVA ROMEIRO,R. (1982) la compasicion de algunas medios
selectivos se realiza para permitir $olo el crecimiento de determinada especie 0
grupe de especias. En otros casgs, sl medio se formula de tal manera que
aunque en €| crezcan otros organismas, las colonias de arganismos en estudic
se distinguen facimente por la farma, caolor, aspecto, elc. La mayoria de 1os
medios selectivos combinan esos dos principios basicos.
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KLEMENT, et al (1980} cita la definicién de medios semi- selectivos
#xtraida del Manual Difco [1984). son supresivos o previengn el crecimiento de
un grupo de organismos miantras gue permiten el crecimiento de ofro grupo,
proveniente de una flora mixta.

Aunque los medios selectivos se emplean principalmente para facilitar los
trabajos de aisiamiento de bacterias fitopatégenas del érgano vegetal enfermo
pusden ser importantes en la identificacion. Después de comprobada la
patosenicidad de un aislamiento bactetiano, los medios selectivos pueden ser
utiles en la identificacion del género o también de |2 especie en ciertos casos.

Dentro de 1as ventajas de dichos medios se destaca su facil realizacion,
sl bajo costo y fa resuperacion del cultivo en forma viable que posibilita su uso
para la determinacién de patogenicidad.

Las desventajas son €l tiempo necesaric para el cCrecimientoc del
organismo en las placas, el espacio requerido para fa incubacion de 1as
mismas, su complejidad, &l gran ndmero de componentes gue son necesarios y
la dificultad de encontrar en el mercada nacional aigunos de los reactivos.

Para Ciavisacter m. subsp. m. se <citan en bibliografia (08 medios
semiselectivos SCM, KBTS, CNS.

GITAITIS, R.D, et al. (1989} destaca qus & medio CNS fue desarroliado
para I& recuperacian de C. nebraskense a partir de plantas de maiz, rastrojo y
suela. En este medio Clavibacter. m _subsp. m. se desarrolla con un color
amarille britlante, convexa, calonias brillantes con una tendencia a ser fluida, un
promedic de recuperacion del 82%.

FATMI, M et al. (1988) catalogan al medio CNS y otros medics como no
Gtiles e inadecuados en {a selectividad dg¢ C. m. subsp. m. para ensayos con
semillas de tomate. El porcentaje de recuperacion citado para este medio es de
11 - 82.4% en comparacion al medio NBY. Deniro de los problemas en su uso,
se destaca la dificultad de difersnciar colorias amarillas de& Clavibacter m
.subsp .m de otras colonias amarillas saprofitas. Mientras {anto, para et medio
SCM Jos mismos autores destacan el control de crecimiento de colonias
saprdfitas asociadas a la mayoria de las semillas, y los altos resultados
obienidos en la recuperacion de C. michiganensis. Las colonias de Clavibacter
michiganensis son distinguidas debido a su mucosidad y a su coloragion
moteado gris a negro, mientras que las bacterias sapréfitas toman mas telurito
de potasio tornandose negrag a no 1o toman y permanecen con menos color.



Begun FATMI, M et al. en otro trabajo (1989} las colonias de Clavibacter
m. subsp. m en e} medic SCM, crecen irregulares, corvexas, mucosas, Y
presentan un meteado de coloraciones grises a negras.

GITAITIS,R.D et al {1989) destacan al medio KBTS como un medio Ltil
en el aislamiento de Clavibacter m. subsp. mr de semillas de tomate y partes de
plantas. Las colonias de Clavibacter m. subsp.m. en este medic son grandes,
mucesas y grises o paquenas, negras y llanas

2.5 INOCULACIGN ARTIFICIAL DE BACTERIAS FITOPATOGENAS

Segun DA SILVA ROMEIRQOR (1982), este metodo permite la
confirmacion de ta fitopatogenicidad de la bacteria aistada. enriqueciendo
ademas ta infarmacion con respecto a la enfermedad, al patégeno, ai mode de
penetracidr, periodo latente de infeccidn, sintomatologia tipica y atipica y
avolucion de sinfomas.

En la inoculacion artificial de bacterias fitopatdgenas se debe tener
siempre wresente gque la penstracidon es tigicamente pasiva, a través de
aberwras naturales ¢ de heridas,

Algunos factores de los cuales depende el éxito de |a inoculacidn artificial
son: caricentracion de la suspension bacsteriana, edad de fa pianta y del cultivo,
técnica slegida, uso © no de pre- tratamiento, condiciones ambientales, etc.

DA SILVA ROMEIRQ, R {1982), afirma que para las inoculaciones se
deben utilizar cultivos j#venes. con 18 a 24 horas de edad. La concentracion de
la suspensién dele estar entre 1X10 7 a 1X10 8 célulasiut.

El mismo autor cita que Ias 1échicas utilizadas con las cuales se pretends
obtenier mayor éxitd son:

Atomizacién: Es una técnica generalmente empleada para patdégenos de
hojas que penetran principalmente a fravés de los estomas.

Consecuentemente, las plantas que s van & inocular s&¢ mantienen 24
horas en una cémara himeda para facilitar la penetracion. Después de la
nocylacion, 1as plantas se deben mantener nuevamente en la cdmara humeda
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por 24 horas més para evitar que (os estomas se cierren e la suspensidn se
pvapore antes #e que ocurra la penetracion. Se debe atomizar en ambas caras
de la hoja, principalmente en la cara inferior, donde los estomas estén
presentes en mayor numers.

inyeccidn: Con auxilio de una jeringa hipodérmica provista de una aguja
bien fina, se inyscta o se infiltra la suspensién bacteriana en el tojdo.
Generalmente esta técnica sa utiliza para la realizacidon de la reaccidn de
Ripersensibilidad.

Usc de abrasivos: Esta técnica se emplea generalmente para patagenos
que penetran principalmante a través de heridas. Se considera muy eficients
para ¢rganos vegetales gue se hayan reculiertos por una capa cerosa. Se
aplica el abrasive { Per gjemplo, carborundumj}, en pequefia cantidad scbre la
superficie del dérgano vegetal y enseguida, con el dedo, pincel o gasa, se
esparce la suspension bacteriana. Después se lteva la planta inoculada a una
camara humeda por 24 horas, lo que generalmente beneficia el proceso
nfectivo.

Picado. Con un estiete © una aguja ssteéril se toca la colonia o se
sumerge en la suspension bacteriana y se pica algunas veces el érganc vegetal
que se va a inocuar. Una variante mas practica del método consiste en acoplar
una aguja o estilete a un pincel. S& mgja el corjunte en la suspensidon y se pica
el drgana,

Raices: Muchas bacterias como C.michiganensis penetran a traveés de
las raices. Una t8cnica que usuaimente se emplea para la incculacidn artificial
consiste en lavar cuidadosamente el sistema radicular de la planta — prueba ¥
despues de seccionar la extremidad de aigunas raices, el sistema radicular se
sumerge por algdn tiempo en la suspensidn del indculo. Luego de este
tratamiente la planta - prueba se transplanta.

En algunas casos se acostumbra a sembrar {as secciones de las
gxtremidades de las raices, puss el simple arrangue vy lavado del sistema
radicular puede ocasionar heridas suficientes para la penetracién de la bacteria,

®tra posibilidad seria el transplante de la hospedants susceptibie a un
recipiente conteniendo tierra estérit, la cual previamente se regd con una
suspension del indculo.



3. MATERIALES Y METODOS

El trabajo fue realizado en el laboratorio de fitopatclogia del INIA Las
Brujas, Rincédn del Colorado, Canelones. En primer tugar se obtuvieron cultivos
puros de la bacteria en estudic a partir de materiales proporcicnados por la
Facultad de Agronomia y productores del Norte y Sur del pais. Para ello se
recurrié a las siguientes técnicas: pruebas bioguimicas, test de KOH, Test de
hipersensibilidad en tabaco y Test de ELISA. Estos cultivos fueron utilizados
como testigo positivo en las pruebas siguientes.

Posteriormente se llevo a cabo |a deteccion de ia bacteria Clavibacter m.
subsp. m. en lotes de semillas de tomate comercializadas a nivel nacional. El
procedimiento utilizado consistio en la extraccion de la bacteria mediante los
procesos de macerado y agitacion, y su deteccidn con medios semiselectivos y
test de ELISA. Su presencia fue confirmada con la inoculacidon y el
reaislamiento en plantines de tomate de las colonias sospechosas y mediante
un nuevo test de ELISA.

3.1 OBTENCION DE CULTIVOS PUROS

Se realizaron aislamientos a partir de plantas enfermas de tomate que
presentaron sintomatolcgia tipica de cancro bacteriano, provenientes de
cultivos en invernaculos de Salto y de Canelones; de plantulas infectadas
artificialmente en Facultad de Agronomia (Montevideo), y repiques de cultivos
liofilizados ( DGSA-UY 069-12/97) y (DGSA-UY 023-03/97).

Se dilaceraron fragmentos de vasos y médula de zonas con sintomas y
fragmentos de hojas con manchas blanquecinas, en agua destilada estéril. El
material vegetal fue desinfectado con hipoclorito al 2% durante 2 minutos y con
agua destitada. Se maceraron los fragmentos vegetales, y se estriaron en
placas con NAD (Nutrient Agar Dextrose), (Agar nutritivo 23gr/it, dextrosa 5

grfit}.

Las placas se incubaron a 25°C durante 48 a 72 hs. Se hicieron repiques
con una frecuencia de 48- 72 horas con el objetivo de obtener cultivos puros y
venes. El nimero de repeticiones fue de 2 o 3 placas por aislamiento.
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La seleccidn de placas a repicar, y dentro de ellas la zona a repicar se
determinaba por observaciones de las caracteristicas morfolégicas del cultivo,
seleccionando colonias de forma no muy circular, elevacion convexa, borde
entero, 1 @ 2 mm. de diametro, de color amarillo palido.

La procedencia de los aislamientos bacterianos realizados con el objetivo

de ser utilizados como testigos en los posteriores test para la deteccidén del
patogeno en las semillas, se sefialan a continuacion en el cuadro N° 1.

CUADRO N°1 IDENTIFICACION DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS

Aislamientos Lugar de extraccion Origen de procedencia
N° 2 Plantula Facultad de Agronomia
N°3 Plantula Facultad de Agronomia
N° 4 Plantula Facultad de Agronomia
N° 5 Sistema vascular de planta. | Predio de la zona Norle
N° 7 Sistema vascular de planta. | Predio de la zona Norie
N° 9 Sistema vascular de planta. | Predio de la zona Norte

« N° 10 Sistema vascular de planta. | Predio de la zona Norte
N° 18 Sistema vascular de planta. | Predio de la zona Sur
Cm 12 Liofilizado INIA Las Brujas
Cm13 Liofilizado INIA Las Brujas
Xc Congelada ~ {INIA Las Brujas

Cm Clavibacter michiganensis subsp michiganensis
Xc Xanthomonas arboricola pv. pruni

3.1.1 Pruebas bioguimicas

3.1.1.1 Catalasa

Se preparé un medio de cultivo conteniendo los siguientes componentes:
10 gr. de sacarosa, 8 gr. de caseina &cida hidrolizada, 4 gr. de extracto de
levadura, 2 gr. de K:HPO4 (Anhidro), 0,3 gr. de MgS0,4. 7H;0. Luego de crecer
la bacteria en este medio durante 48 horas, se adicionaron algunas gotas de



agua oxigenada.

La produccion de catalasa por el organismo (reaccidn positiva ) se
observo a través de la formacion de burbujas o efervescencia.

3.1.1.2 Produccion de citocromo oxidasa

Con anza de platino se extrateron muestras de los distintos aislamientos
a testear desde colonias creciendo en NAD (Nutrient agar dextrose). Dichas
muestras fueron colocadas sobre un pequefio disco (Differentiation Disk
Oxidase). Una reaccion purpura dentro de 10 segundos indicaba una reaccion
positiva. Una reaccién retardada se obtenia entre 10 y 60 segundos. Se
ceonsiderd una reaccion negativa cuando la coloracion plrpura demoran mas de
60 segundos en aparecer.

3.1.1.3 Hidrolisis de la gelatina

Se preparé un medio de cultivo con los siguientes componentes por litro
de agua destilada: 8gr. de caseina &cida hidrolizada, 4gr. de extracto de
levadura, 150 gr. de gelatina. Dicho medio fue distribuido en tubos, los cuales
se autoclavaron y enfriaron en agua helada.

Posteriormente se procedid a la siembra con anza de platino recta,
sumergiéndola en el centro de la columna del medio. Los tubos fueron
mantenidos durante dos semanas con temperaturas iguales o inferiores a 20 C,
y luego se colocaron en el refrigerador por un tiempo antes de realizar ta
interpretacion de los resultados. Los tubos que luego de esta practica
permanecian sdlidos evidenciaban resultados negativos ante esta prueba.

Se utilizd como testigo positive, un cultivo de Xanthomonas arboricola
pv. pruni. |



3.1.1.4 Rojo de metilo

La bacteria fue sembrada en un medio conteniendo por litre de agua
destilada; 5 gr. de glucosa, 5 gr. de peptona, 5 gr. de K;HPO,. Luego de crecer
en este medio durante 72 horas, se le adicicnaron 5 gotas de solucidn al 0,02%
de Rojo de Metilo por mililitro de medio de cultivo. El desarrollo de una
coloracion roja indicaba una reaccidn positiva.

Para realizar la comparacion con un testige positivo, tambien fue
sembrada |a bacteria Xanthomonas arbaoricola pv. pruni.

3.1.1.5 Hidroélisis del almidén

Se prepard un medio de cultivo conteniendo los siguientes componentes
por litro de agua destilada : 10 gr. de almiddn soluble, 10 gr. de caseina acida
hidrolizada, 1 gr. de glucosa, 3 gr. de Na,HPOy4, 0,1gr. de MgS0O.4. 7H20, 15¢r.
de agar. La bacteria fue sembrada en cajas de Petri conteniendo el medio
anteriormente descripto, en forma de estrias sinuosas, con anza de platino. La
superficie del medio fue inundada con lugol 7dias después de |la siembra. En
caso de que el almidén haya sido hidrolizado, alrededor de los lugares de
crecimiento se formaban zonas claras, en contraste con el resto de la superficie
del medio que se tornaban azul.

La bacteria Xanthomonas arboricola pv. pruni, fue utilizada como testigo
en esta prueba. Segun descripcidn del CMI (1984) esta Xanthomonas, a
diferencia de otros patovares, presenta en esta prueba una hidrélisis del
almiddn baja e incompleta.

3.1.1.6 Hidrolisis de Tween

Se realizc un medio base con los siguientes componentes por litrc de
agua destilada: 10 gr. de peptona, 0,1 gr. de CaCl, 5 gr de NaCl, 15gr. de
agar. El pH fue ajustado a 7,4. Por otro lado se autoclavaron 10 ml/lt. de Tween
80 a 121° C durante 15 minutos, separadamente de la base. Ambos
* componentes fueron combinados, luego se sembraron las bacterias en ese



medic. Las placas de Petri fueron incubadas durante 7 dias a 256 °C. Un
precipitado blanco lechoso alrededor de las coloniag demaosird ta habilidad para
hidrotizar ef liguido Tween 80.

El testigo positive fue Xanthomonas arboricola pv. pruni.

3.1.1.7 Reduccion de nitrato

Para detectar una posible reduccion de nitrato & nitrito en los aislamizntos
selaccionados, s sembraron las diferentes colonias en un medio contenigndo
los siguientes componentes, creado por FAHY y HAYWARD (1983) (#/):
Peptone (Difco) 10, NaCl 5,0, KNO3 2,0; (Difco) 3,0.El pH se ajustd a 7,0 con
NaOH concentrado. &l medio se dispensd en tubos, se autoclavo y se sembrd
introduciervdo el anza cargada dentro de éste, Posteriormente se llenaron los
wbos con agar agua al 3%. Buen crecimiento en cince dias a 27 °C era
indicative de denitrificacion.

daG0.

Los aislamientos fueron sometidos a pruebas de Hipersensibilidad en
Tabaco: se inoculd una suspensidn bacteriana én agua estéril de
aproximadamente 1x10° cel/ml de cada aislamiento en varias hojas de la
misma piania. Se inoculd ademas una suspensién testigo {agua), v un testigo
positive conshiltdo en nuestro caso por Xanthomonas arboncola pv. pruni.
Seguidamente se mantuvieron las inoculacicnes en camara himeda por 24 hs.
hasta observar los resultados.

3.1.3 Test de KOH y Test de ELISA

Los aislamientas que superaron los pasos anteriores, cumpliendo con las
requisitos necesarios para Clavibacter m. subsp. m., fueron sometides a la
determinacion de Gram mediante ¢l método de KOH y posteriormente a un test
de ELISA para confirmar los resultades. Para el test de KOH se dispensaron
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sobre un portaowetos 2 gotas de sclucien de hidrdxido €2 potasio al 3% {pfv).
Con un anza flambeada se tomd una muestra de las colonias bacterianas
provenigntes de los diferentes aistamientos a testear, mezclandolos con dicha
solucién. con movimientos circulgres. Lueso de § a 8 segundos se observd la
presencia v aussncia de fiancia.

3.1.4 Conservacion de ta bacteria

Para la conservacion de las bacterias en estudic se utilizaron dos
metodos. Por us lade se sembraron los aislamientos seleccionados en tubos de
vidrio contemienico NAD, el cual fue dispensado en forma de pico de flauta. Se
incubaren @ 26 °C duranie 48 horas, luego fueron retirados de la incubadaora y
mantenidos a temperatura ambiente. El otrg método fus, conservarias en un
freezer a — 45 °C en tubos Eppendorf con una solucion acunsa de glicerol al
20%.

3.2 DETECCION DE LA BACTERIA EN VARIEDADES COMERCIALES
DE SEMILLA.

Para llevar a cabo la deteccion de la Clavibacter m.subsp.m a partir de
lotes comerciales de semilia se utilizaron los siguientes métodos: Test de
ELISA ¥ Medios Semiselectivos |

Las variedades de semillas comerciales fueron seleccionadas por su
importancia a nivel nacional. Dichas variededes son. Colosg, Supermax,
Forialeza y Tammy.

Variedades Origen
¢+ Coloso Petoseed
¢ Supermax Petoseed
¢+ Fortaleza Rogers- Novartis
¢ Tomniy Hazera
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Previo a realizar dicha deteccion se procediéd a un canteo en dilucidn ¢con
¢l objetiva de cuantificar el porcentaje de recuperacion de Clavibacter m. subsp.
m. en cada uno de las medios, con el objetivo de conocer el comportamiento de
éstos. Ademas de esta manera se pudo aprender a caracterizar las colonias
Vpicas de la bacteria y ¢l tiempo de crecimienta en i0s diferentes medios con
respecto &l NAD.

Se ssleccionaron los medios semiselectivos SCM, CNS y KBTS
superides por la biblicerafia. Asimismo 3¢ realizd 13 siembra en el medio de
crecimientc NAD como medio de referencia. El cultive de Clavibacter
michiganensis subsp. michiganenesis fue tomado de los aislamientos pures
obtenidos en &f paso anterior,

El medio SCM, extraidc de M. FATMY et a! (1988} contiene 103 siguientes
componentes por litro de agua destilada: 0,25 g de MgS04.7H2QO | 0,5 de
KH:PO4, 2g de K:HPO4,10g de sucrosa, 0.1g de extracto de levadura, 1,59 de
acido borico, 16g de agar , 200mg de cicloheximida (2ml de 100mg /mi de
metanol 75%), 30 mg. de acido nalidixico(sal) (3 mt de solucidon de 10 mg/ml de
NaOH O,1N al 2%), y 100 mg de acida nicatinico (10 ml de 10 mg/ml de
solucion disuelta en agua destilada) Se omitic en la composicion, en &l conten
en dilucién v en la primera repeticidén de la deteccidn de la bacteria en las
semillag, 10 mg de telurito de potasie (1ml de solucidn de 1% de telurito
Chapman de Difco), por su ausencia ernt el mercado nacional, contando ¢on este
producto para la segunda repeticién. Las "soluciones stock” de acida nalidixico,
dcido nicotinica, y cicioheximida fueron filtrados, esterilizados y agregados
luego de que el medio fuera autactavado y enfriado a 45-50 C.

El medio CNS (Gross y Vidaver) contieng i0s siguientes componentes par
liro de agua destilada: 80gr Nutrignte de crecimignte, 2,0gr de extracto de
levadura, 2,0gr K:HPQ4, 0.5 KHPO4, 15.0 gr agar. Se autoclava 15 minutos y
se agrega 50 mlft solucion de glucosa al 10 %: 1.0M MgSQ.4.7H20 1,0mlft
Luego de estéril debe tener un pH 7,2. Se enfria a 50°C y se agrega: Z,5mi/lt
gcido nalidixice (10 mg/it ern 0,1 M NaOH); 3,2mllt sulfato de polimixina (8000
USF units/mg; 10 mgfml); 4.0mliit cicloheximida (10 mgiml ethanol); 04,0625 mi/it
Bravo 6 F (Clorotaloni) (1:.50 dilucidén en agua esteril). pH 6,9.

El medio KBTS agar, (Dhanvantari ) se compone de :1,5gr MgS04.7H20,”



1,5gr KoHPO4, 10gr sucrosa, 20gr proteasa peptone N°3, 1,5 gr acido bérico,
17gr agar por litro de agua destilada. Se ajusta a pH 7,2 y se autoclavaa 15 Ib
par 15 minutos. Se enfria el medio a 50°C y se agrega : 3ml/It acido nalidixico
(10 mg/ml en O,1N NaQOH); 1,0 ml/t telurito de potasio (1% solucion en agua
destilada) (omitido de igual manera que en el medio SCM), 2,0 ml/it
cicloneximida (20 mg/mi en etanol); 0,05 mi/it Bravo S500F (Clorotalonil) (1:37
dilucién en agua destilada).

El medio NAD se compone de 23 g de agar nutritivo y 5 g de dextrosa por
litro de agua destilada autoclavandase durante 20 minutos a 15 Ib.

Para proceder a la siembra de Clavibacter m. subsp. m. en las placas
conteniendo cada uno de los medios se realizaron diluciones sembrandose las
siguientes: 1:100.000, 1:1.000.000 y 1:10.000.000, con 4 repeticiones por cada
medio. Para llevar a cabo |las diluciones se dispuso de 7 tubos conteniendo 9 ml
de solucidn salina (NaCl 0,85%) cada uno. De cada una de las diluciones
mencionadas anteriormente se extrajeron 100 pl para la siembra en placas
distribuyéndose homogéneamente en cada placa con una varilla de vidrio en
forma de L. Cuando el crecimiento de las bacterias se hizo evidente, se llevé a
cabo el conteo de las colonias presentes en cada placa para las diferentes
diluciones y medios semiselectivos. A partir de estos datos se estimo el nimero
de UFC/ml de la solucién de la cual se partia.

3.2.2 Métodos de extiraccion_y deteccion _de la bacteria en_las
semillas.

Se fracciond cada variedad en tres lotes de 300 semilias y a cada uno
de ellos se les realizd un procedimiento de agifacion y macerado. El primero de
estos procesos permite la extraccion de la bacteria a partir de |la superficie de la
semilia mientras que el segundo posibilita ademas la extraccién desde su
interior.

El procedimiento de agitacion utilizado fue el siguiente: Cada lote de
semilia se colocé en un agitador rotative a 110 rpm (Ver foto N°2), en tubos
conteniendo PBT-2 (0,05 M fosfato buffer + tween) en una proporcion de 150 m!
cada 10.000 semillas (Ver foto N°1), durante 72 hs a temperatura ambiente.
Cumplido este tiempo, se separaron las semillas del PBT-2 y este dltimo fue
colocado en tubos Eppendorf y centrifugado a 14.000 rpm. durante 10 minutos.
Posteriormente se descartd el sobrenadante y los sedimentos provenientes de



un mismo lote fueron sumados, agregando PBT-2 en cantidades suficientes
para lograr la resuspension y hacer posible esta operacion. Luego se agregd
PBT-2 hasta completar ia capacidad del Eppendorf.; se pipeted y se sembro a
razon de 100 ! por placa con 3 repeticiones en ios diferentes medios
semiselectivos, SCM, KBTS y en NAD como medio de referencia. A esia
solucién sembrada se la denomind concentrado. Ademas de ésta, se sembrd
una solucion diluida de 1:10 con tres repeticiones para cada medio. Para tlevar
a cabo esta dilucion se extrajeron 100 pl de la suspensidn anterior y se
diluyeron en 800 ul de la solucion salina.

Las semillas provenientes del proceso de agitacion fueron re-utilizadas
para el praoceso de macerado. Para este proceso, a cada lote de semilias se las
colocd en un mortero estéril con 4 ml. de PBT-2 y se las macerd manualmente.
L.a suspension obtenida fue centrifugada a 14.000 rpm durante 10 minutos y
luego se siguieron los pasos para la siembra de la solucion concentrada vy
diluida de la misma manera que se procedié para el método de agitacion.

Las placas sembradas en los medios SCM, KBTS, NAD se incubaron a
26° C y se observo su crecimiento a partir del segundo hasta el noveno dia de
la siembra.

El procedimiento descripto se realizé en primera instancia para las
variedades Coloso y Supermax y luego para las variedades Tommy y Fortaleza.
Complementariamente se realizd un test serologico de ELISA en cada caso,
con las soluciones concentradas y dituidas.

Posteriormente se llevd a cabo una repeticion con las cuatros variedades
en forma simultanea, sometiendo las semillas en esta ocasién al proceso de
agitacién y dilucion.

Para los medios semiselectivos y el Test de ELISA con las variedades
Tommy y Fortaleza se usaron como testigos positivos, ademés de un cultivo
puro de Clavibacter m. subsp. m., semillas de tomate infectadas. Se utilizaron
con este fin semillas provenientes de una planta de tomate que presentaba
sintomas caracteristicos de cancro bacteriano. Por otro lade se infectaron
semillas en forma artificial, con una suspensién bacteriana 1x10’. La semilla
permanecié en remojo durante unos minutos en esta suspension, con el
objetivo de que la bacteria lograra adherirse a las paredes de ésta. Cumplido
gste tiempo, se colocaron las semillas en un tubo conteniendo el buffer
extraccion PBT-2 en la misma cantidad en que fue utilizado para las
extracciones anteriores, y luego fue sometido al mismo proceso que las demas
semillas. La variedad Tommy fue seleccionada aleatoriamente para la
realizacion de esta infeccién artificial de semillas.
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Posteriormente, en el Test de ELISA y Medios Semiselectivos a los que
se sometieron las cuatro variedades en forma simuitanea, también se utilizd
como testigo positivo, ademas de la bacteria en forma pura, semillas de Tommy
inoculadas artificialmente, de la forma descripta anteriormente.

Con el objetivo de obtener un cultivo puro de Clavibacter m. subsp. m., se
realizaron nuevos Test de ELISA a partir de repiques de las colonias que
presentaron aspecto coincidente con las descripciones de {a bacteria. También
se tuvo en cuenta el resultado del Test de ELISA del lote de semillas.

Para los Test serologicos se usaron kits de ELISA (Agdia), preparados
con anticuerpos policlonales especificos de Clavibacter m. subsp. m. En primer
lugar se prepard el anticuerpo de recubrimiento diluyéndolo en 1x solucidn
buffer de cobertura (gfl de agua destilada: carbonato de sodio, 1,59 g;
bicarbonato de sodio, 2,93 g pH 9,6), con la proporcion dada en su etiqueta. Se
dispensaron 100 ul de esta preparacion en cada celda y se incubd la placa a
4°C durante la noche en camara humeda, Cumplido este tiempo se realizd un
lavado con 1X PBST {g/1000 m! de agua destitada: cloruro de sodio, 8g; fosfato
de sodio dibasico, 1,15g; fosfato de potasic monobasico, 0,2g; cloruro de
potasio, 0,2g; tween-20, 250 . PH 7,4.), repitiendo ocho veces este proceso.

Las muestras testeadas fueron tomadas de las suspensiones anteriores
de agitacidn y macerado, tante las concentradas como las diluidas. Luego de
dispensadas fueron incubadas durante dos horas a temperatura ambiente en
cémara humeda. Como testigo positivo se usé una suspension de cultivo puro,
con una concentracion de aproximadamente 1x107- de Clavibacter m. subsp. m.
obtenida en la primer etapa de este trabajo aislamientos Cm13 y N°18, y como
testigo negativo se utilizd Xanthomonas arboricola pv. pruni. Se dispensaron
dos celdas con la solucidn salina como buffer de referencia. Tanto al testigo
positivo como al negativo se le realizaron dos repeticiones.

Luego de la incubacién se procedid nuevamente al lavado. Se preparo el
conjugado enzimatice con el buffer 1X ECI (g / 1000 ml 1X PBST,; albumina de
suero beovino, 2g; polivinilpirrolidona MW 24-40.000, 20g. pH 7,4 ) con la
solucidn dada en |a etiqueta y se dispensaron 100 ul de este preparado en cada
celda. Se procedid a la incubacién de ia placa y a su posterior tavado como en
el paso anterior. Posteriormente se diluyd una tableta de PNP por cada & mi del
buffer 1X PNP (cloruro de magnesio, 0,1g; dietanolamina, 87ml/ 1000 ml de
agua destilada. pH 9,8) evitando e! contacto con las tabletas y la exposicidn de
la solucidon a la luz intensa lo que provocaria color de fondo en las celdas
negativas. Luego de unos minutos de incubacion se procedio a la interpretacion



visual de la placa mediante la observacién de viraje de color y a la lectura
mediante un lector de placas.

3.2.3 Inoculacidn y reaislamiento de la bacteria

Con el objetivo de confirmar la patogenicidad de las muestras que dieron
los valores mas altos en el Test de ELISA se realizaron inoculaciones en
plantines de tomate de dos a tres hojas verdaderas, de la variedad Tommy
sembradas en almacigueras e tnoculados y mantenidos en el laboratorio.

En esta prueba se utilizd como testigo negativo agua estéril, y como
testigo positivo aislamiento puro de Clavibacter m.subsp.m. N°18.

Las técnicas de inoculacién artificial fueron "picado™ e insercion de trozo
de escarbadiente. E| picado consistid en la inmersion de una aguja estéril en
una suspensién bacteriana y su posterior pinchado en la zona axilar de las
hojas. Por otro lado, trozos de madera en forma de pequefas estacas fueron
incubados durante dos a tres horas en la suspensidén bacteriana y luego se
insertaron en la misma zona del vegetal que se describid para el método
anterior, en plantines diferentes. Ambas técnicas fueron empleadas también en
la inoculacian del testigo negativo (agua estéril). Luego de la inoculacion se los
colocd bajo camara humeda durante 24 horas.

Para cumplir con los Postulados de Koch, se procedidé al reaislamiento de
la bacteria de plantines inoculados que mostraban sintomas de marchitamiento.
Con este fin se tomd un trozo de tallo por debajo de la insercidn de las hojas y
se lo sumergid en un vaso de Bohemia conteniendo hipoclorito de sodio (2%),
durante 3 segundos. Luego se procedido a su lavado con agua destilada, y
finaimente con agua estéril. Posteriormente se fracciond la muestra en
pequefios trozos y se le agregé una gota de agua estéril, para permitir la
liberacion de la bacteria. Esta suspensién se sembrd en el medio NAD, y al
segundo dia de crecimiento se repicaron en el mismo medio las bacterias
crecidas que presentaban caracteristicas tipicas de la especie, las cuales
posteriormente se evaluaron mediante el Test seroldgico de ELISA.
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 IDENTIFICACION DE AISLAMIENTOS

En el cuadro N° 2 se resumen los resultados obtenidos en las pruebas
bioquimicas realizadas para la obtencién de un cultivo puro de C. m. subsp m.,
el cual fue utilizado como testigo en las pruebas posteriores para la deteccion
de las bacterias en semillas de tomate.

CUADRO N°2 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS

Reduccivn - Hidrolisis
De aitrate - Abmidon

Rajo de
MNctilo

= Hidralisiv - Citacramo * Ligquefaccion

Del
Freen

R ]
ochiting

L Ailamicnto - Catalasa - Oxidasa

N°2 dudosa | negativo | negativo | negativo | ausente feve

N" 3 e dudosa | negativo | negativo | dudoso | dudoso leve ¥

N 4 i dudosa | positivo | nepativo | negativo | ausente | positivo §

NS *E negativo | positivo | negativo | negativo | dudoso leve |

N°7 bt positivo | negativo | negativo [ negativo | ausente leve

N"9 i negativo | negativo | negativo | negativo | dudoso leve

N°10 i negativo | negativo | negativo | negativo | dudoso [eve

N°18 **** | negativo | negativo | negativo ‘| negativo | dudoso leve
Cml2 *#%% | negathivo | negativo | negativo | negativo | dudoso leve
Cml3 i negativo | negativo | negativo | negativo | dudoso leve

Xc **#++ | nositivo | negativo Eusilix'n Bn:ail ivo | dudoso sitivo

Xc Xanthomonas arboricola pv pruni — testigo negativo.
Cm Clavibacter michiganensis subsp michiganensis (Cm 12 - Cm13) Testigo positivo
.*indicador de grado de viabilidad

En la prueba de reduccion de Nitrato no se obtuvieron resultados
coherentes, lo que podria estar explicado por errores experimentales. Por esta
razoén, dichos resultados no fueron tenidos en cuenta en la determinacion de
aislamientos pertenecientes a la bacteria en estudio.
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En tanto, los resultados obtenidos en la Prueba de Hipersensibilidad
fueron negativos para los aislamientos Cm3, Cm4, Cm7.

A partir de estos datos se seleccionaron los aislamientos N° 9, 10, 18, y
los testigos positivos, cuyos datos concuerdan con los resultados esperados

para Clavibacter m. subsp.m. Dichos resultados fueron corroborados mediante
la prueba de KOH y un Test de ELISA confirmando su identidad.

4.2 COMPARACION DE MEDIOS DE CULTIVOS

Los resultados obtenidos al sembrar el cultivo puro en los medios con las
diluciones empleadas se presentan en el siguiente cuadro.

CUADRO N°3 CONTEO EN DILUCION

= * ] £ ¥ o

6 122 124 134 127 1.26x10”
7 31 24 17 24 2 4x10”

s 688 | 711 768 722 0.7x10° E
6 o8 102 98 99 0.9x10”

7 12 15 15 14 1.4x10°

5 627 537 | 340 586 0.56x10°
6 98 109 96 108 1.0x10° §
7 25 21 15 15 2.0x10° |
5 0 0 0 0 0 |
6 0 0 0 0 0 i
7 0 0 0 0 0

¢ ¥ incontables
S- 1:100.000, 6- 1:1. 000 000, 7- 1.10. (G (OO

A partir de estos datos se calculd el porcentaje de recuperacidén de la
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bactariz, considerando al medie NAD como medio de referencia. El porcentaje
de recuperacion obtenide en el medio SCM fue de 65 %, en el medioc KBTS fue
ds 55% mientras que en el medio CNE fue de 0%. {ver folo N° 3). Estos vglores
difiieron de Jas encontrados en la bibliografia extranjera, o gua podria
aribuirse a 1a influencia def ambiente en el comportamiento de los medios v al
uso de un medio d= referencia diferente.

A partir de los datos de este cuadro se descart# el uso del medio CNS
en la deteccion de la bacteria en estudio.

El crecimiento en el media NAD se caracterizd por colonias de coloracidn
crema, elevacion convexa, forma irregular y borde entera. {Ver foto N° 4}

En el medic KBTS ias colonias de Clavibacter m. subsp. m. crecierar de
forma circular , sigvacién convexa, borde entero, d& coloracion amariflo-cremsa .
[Ver faie N° S).

Mientras tanto para el medio SCM las colonias presentaron una forma
iregular, elevada, de coloracion mas tenue.(Ver fato N° 5). Cabe destacar que
en esta etapa del trabajo se omitid en la composicidon de los medios el Telurito
de potasio el cual imprime a las colonias tonoes grisaceos.

4.3 DETECCION DE Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis EN SEMILLAS COMERGCIALES DE TOMATE

4.3.1 Madios semiselectivos

Para la deteccion de Clavibacter michiganensis subsp michiganensis en
fas semillas de tomate se utilizaron los medios semiselectivos seleccionados
SCM, KBTS y el medic NAD como referencia.

En la primera tanda en la cual se svaluaron las variedades Coloso y
Supermax y en la segunda tanda para la evaluacion de Tommy y Fortaleza, sin
telurito de potasio, el testigo pesitivo sembrade {Aislamiente N° 18) mostrd
colonias semejantes a as observadas durante el centeo en dilucidn realizado
en el paso antenor del presente trabaje.
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El comportamiento que presentaron las colonias del testigo positivo de
Clavibacter m. subsp. m. ( Aislamiento N° 18) en los medios de SCM y KBTS
para fa repeticion en la cual se evaluaron las cuatro variedades
simultaneamente con la adicion de telurito de potasio, coincide con lo descripto
en la bibliografia (Fatmi, M; 1989 y Gitaitis, R.D; 1989 respectivamente) se
observaron colonias irregulares, convexas, mucosas y moteadas con
coloraciones grises a negras para el SCM, colonias grandes, mucosas y grises
0 pequefias negras y sin elevacion para el medio KBTS .(ver foto N°6 y 7)

Los cuadros N° 5, 6 7 y 8 del Apéndice describen los crecimientos de las
colonias bacterianas al sembrarse las soluciones pertenecientes a la primera y
segunda tanda de evaluacion (Coloso y Supermax y Tommy y Fortaleza
respectivamente.)

En la primer tanda de evaluacion de las variedades Coloso y Supermax,
se encontraron notorias diferencias en los crecimientos de las ptacas entre
ambas variedades, en las observaciones realizadas a los 4 y 9 dias de la
siembra en los medios de cultivo.

En la variedad Supermax tanto en el Medio KBTS como en el medio SCM
no se observo crecimiento de colonias a simple vista hasta pasados los nueve
dias. Luego de este periodo crecieron solo dos colonias diferentes, las cuales
son descriptas en el Cuadro N° 6 (Apéndice). Mientras tanto para la variedad
Coloso se observo un notorio crecimiento con formacion de diferentes colonias
a partir de los cuatro dias.

Al igual que en los medios semiselectivos, para el medio NAD ambas
variedades mostraron notorias diferencias en la intensidad y diversidad de las
colonias.

En segundo lugar se evaluaron las variedades Tommy y Fortaleza. En el
cuadro N° 8 se presenta la observacion de las colonias a los seis dias de la
siembra. Se destaca un menor numero de colonias diferentes y un menor
crecimiento, en comparacion a la variedad Coloso testeada con anterioridad. No
se observaron colonias con coloraciones intensas, rosadas ni amarilias.

El crecimiento de colonias no presentd diferencias entre los procesos de
extraccion, macerado y agitacion para todos los medios y variedades utilizadas.
Por lo tanto en los cuadros N° 5, 6 y 8 no se presentan los datos diferenciados
para cada procedimiento. Con respecto a la otra variable, concentrado y diluido,
se encontraron claras diferencias. Mientras que en el primer caso las colonias
" mostraron un répido crecimiento en los dias sucesivos a la siembra, con su
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consiguiente dificultad en la observacion, en el segundo caso, la menor
concentracion de bacterias permitic una mejor visualizacion de las coionias.

En la repeticion de la evaluaciéon de {as cuatro variedades en forma
simulténea, el uso de telurito de potasio formando parte de la composicidn de
los medios semiselectivos, provocd cambios tanto a nivel de selectividad como
de coloracidon de las colonias facilitando su identificacién. Se logrd un
incremento en la selectividad de los medios, mientras que el aspecto de las
colonias fue diferente en ambos medios semiselectivos. En el medio SCM, las
colonias que anteriormente crecian transparentes, presentaron moteados en
forma de bastones de coloraciones grises en tanto para el medio KBTS
surgieron colonias con tonalidades gris-oscuro.

A partir de colonias de aspecto similar al descripto en bibliografia para la
bacteria en el medio KBTS, se comenzaron a hacer sucesivos repiques a los
cuales se les fue confirmando su identificacion mediante Test de Elisa hasta
lograr la obtencién de un cultivo puro de la bacteria.

La deteccion final de la bacteria Clavibacter m. subsp. m., lograda en la
variedad Coloso, se realizé a partir de una colonia creciendo en el medio
semiselectivo KBTS, el cual contenia en su férmula telurito de potasio. De esta
forma se resalta la importancia de esta formulacion del medio KBTS en el logro
de los objetivos de este trabajo, mejorando notoriamente la practicidad en la
identificacidn de la bacteria en estudio.

Se destaca la importancia del uso de medios semiselectivos,
especialmente en variedades, que acarrean una gran diversidad de bacterias en
su semilla, como Coloso en este trabajo.

En el medio NAD se observd un crecimiento rapide de mayor nimero de
colonias y diferentes tipos evidencidndose la presencia de otras bacterias
contaminando rapidamente las placas para todas las variedades. En algunas
placas se observd la presencia de pigmentos fluorescentes, que constituyen
sideréforos, los cuales permiten identificar las bacterias del género
Pseudomonas.
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4.3.2 Test de ELISA

En el Cuadro N° 4 se presentan los resultados obtenidos al realizar el
Test serologico de ELISA a las semillas de las variedades Coloso y Supermax y
en el Cuadro N° los de Tommy y Fortaleza, luego de ser sometidas a los
procesos de agitacion y macerado.

CUADRO N° 4 VALORES DE ABSORBANCIA CORRESPONDIENTES AL TEST DE ELISA
DE LOS AISLAMIENTOS PROVENIENTES DE LAS VARIEDADES COLOSO

Y SUPERMAX

| CONCENTRADO DILUIDO
i LOTE | AGITACION MACERADO |LOTE | AGITACION | MACERADO '_
i .
| 1 0.105 0.075 1 0.085 -
| 2 0.091 | 0.071 2 0.123 0.070
' COLOSO | 3 0.104 0.055 3 0.094 0.067
X 0.100 0.067 X 0.100 0.068
1 | o112 0.068 | 1 | 0092 0.071
i 2 . 0099 0068 | 2 | 0103 0.072
SUPERMAX{ 3 0.093 0.083 3 0.090 0.073
:{ X i 0101 0.073 X | 0.095 0.072
DATO N°I DATO N°2 ~PROMEDIO
| SALINE L0069 | 0075 0.074
Eiﬁf?SlT“’O L..1.042 L 1187 1n4s
[NEGATIVO 0.056 0.06 AL —




CUADRO N°53 VALORES BE ABSOKBANCIA CORRESPGNDIENTES AL TEST DE ELISA
DE LOS AISLAMIENT®S PROVENIENTES DE LAS YARIEDADES TOMMY

Y FORTALEZA

v, , ; {
| ARIEDAD CONCENTRADO pivivo 4
_' LOTE | AGITACION | MACERADO { LOTE | AGITACION | MACERADQ |
i' 1| 0132 0,149 1 0317 | 02% K
2 0.170 0162 | 2 0257 1. 0239 ¥
b tommy | 3 0is4 . oaze |3 | o2n | 024l |
‘ JX o vas2 0 0162 X 6283 | 0245 |}

1 0263 | 0152 | 1 0.300 0.257 §
2 0306 0.167 2 0330 1 0288 %
| ForTALEZA| 3 0.254 0.172 3 0217 0258 |
| X 0.289 0.164 X 0.318 0.268 |
| Sem INFNAT | | 0.287 | 0,200 i 0,315 0277 &
| SemINF ART | 1 0.895 0.524 1 0.504 0.350 &
L POSITIVO Over 1 Over f;’
 NEGATIVO 0.244 ! 0,250 |
| SALINE 0.330 0.293 |

Con el procedimiento sxiractivo de macerado, se observaron. valores
menores con respecto a s obtenidos en las semillas tratadas con el proceso
de agitacion, para cada variedad. a excepcidn de la variedad Tommy, o cual
podria verse explicado por un error experimental. Para estos resultadoes, 1a
explicacion podria ser que las semillas utilizadas para el macerado ya habian
sido usadas en el proceso de agitacion. De esta manera las bacterias
detectadas corresponderian a las que se encuentran internamente en la semilla,
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y en menor grado a las que habitan en el exterior de ésta, las cuales ya habrian
sido removidas en gran parte en el proceso de agitacidn. Si esta hipotesis
fuese correcta, estaria determinando la presencia de un mayor nimero de
bacterias en el exterior de ia semilla. Otra posible explicacion es la presencia
de compuestos vegetales que se liberan de la semilla al realizar el macerado, y
que impiden a la bacteria adnherirse al anticuerpo. Por otro lado el escaso
tiempo en que estuvo el macerado en contacto con la solucidon extractiva
PBST2 podria estar explicando estos resultados .Esta hipétesis seria avalada
por la afirmacion de Rat 1984 citada por Van Vaerenbergh, J.P.C et al. (1985) el
cual destaca en su articulo la importancia del tiempo de contacte entre el buffer
de extraccidon y el macerado de la semilla.

Al comparar los preparados diluido y concentrado para cada variedad en
el test de ELISA se observaron 10s siguientes resultados. Para las variedades
Coloso y Supermax no se encontraron diferencias en los resultados. Estas
diferencias si se observaron en la evaluaciéon de las semillas Tommy y
Fortaleza, encontréandose mayores valores en los preparados diluidos para
ambas variedades y métodos de extraccién con respecto a los preparados
concentrados. A estos resultados no se les encontrd una explicacidon
satisfactoria. Sin embargo se podrian atribuir a algun error experimental.

La semilia de tomate infectada naturalmente, en el Test de ELISA con las
variedades Tommy y Fortaleza, mostré valores muy bajos con respecto al
cultivo puro de 1a bacteria utilizada como positivo. Estos valores fueron similares
a los obtenidos con el resto de las muestras testeadas. Esto sugiere el hecho
de que, aunque una planta se encuentre afectada por el cancro bacteriano, no
necesariamente la infeccidon va a pasar a la semilla o en casc de que asi ocurra,
las concentraciones alcanzadas no lograran los niveles necesarios para ser
detectados en forma clara.

Por otro lado en este mismo Test de ELISA se utilizd también como testigo
positivo, semilla de tomate infestada artificialmente, la que presentd resultados
muy inferiores al testigo puro. (Cuadro N° §). Estos resultados permiten inferir la
conveniencia en el uso de este tipo de testigo, ya que permite una mejor
valoracion de las muestras al compararlas con un valor positivo de semillas
contaminadas mas cercano a la realidad.

En el Cuadro N° 6 se muestran los resuitados obtenidos de un Test de ELISA a
un segundo lote de semillas de las 4 variedades evaluadas, con el fin de
confirmar los resultados obtenidos en primera instancia



CUADRO N° 6 VALORES DE ABSORBANCIA CORRESPONDIENTES AL TEST DE ELISA
DE LOS AISLAMIENTOS PROVENIENTES DE LAS CUATRO VARIEDADES

{ AGITACION -DILUIDO

¥ VARIEDAD Rep. N°1 § Rep.N°2 } Rep.N°3 PROMEDIO

0.067 | 0070 | 0.060
0054 | 0.065 - 0.059

TOMMY 3 | 0068 0.056 "~ 0.064 |
.0.063  E

0089 | 0083 | 009 | 0.087
; 0.078 | 0.078 | 0.073 0.076 -
| FORTALEZA 0081 | O L0072 | 0078 &
0,080

0.062 0.070 0.071
__ 0.095 0.075 0.087
| SUPERMAX 0.070 0.068 | 0.069
' 0,075

0.078
) 0,082
' 0.086

. SEMILLA
4 IFES.A_RT e L 0.402

POSITIVO o " : T S

i NEGATIVO : ; 0.066

i SOLUCION i ’




En esta tanda solo se le realizd a las semillas el proceso de agitacion,
con la suspension diluida, debido a que estos procedimientos fueron los que
presentaron mejores resultados en las pruebas efectuadas con anterioridad. El
buen comportamiento de la suspension diluida confirma lo visto en la
observacién de las colonias en las placas con los Medios semiselectivos.

En este Test se utilizé como testigo positivo, nuevamente, semilla de
tomate inoculada artificiaimente, confirmando los resultados obtenidos en el test
anterior, Se descartd el uso de semillas infectadas naturalmente como testigo,
debido a los bajos valores gue mostrd en el segundo Test de ELISA. Los
resuftados obtenidos a partir de semillas infestadas artificialmente fueron
superiores al promedio de las demas muestras. Comparando con los datos
obtenidos en la muestra positiva, estos son menores, lo que demuestra |a
diferencia entre el uso de un testigo positivo proveniente de una colonia pura de
la bacteria, con un positive procedente de una contaminacidn con una
suspension bacteriana y su consecuencia en la comparacién de éste con las
muestras. De este modo, las muestras testeadas que dieron valores
ligeramente mayores al promedic, podrian evidenciar la presencia de cierto
grado de concentracidon de la bacteria.

Se llevd a cabo el calculo de un limite matematico con el objetivo de
catalogar los valores de las muestras evaluadas en el Test de ELISA como
positivas y negativas con respecto a la presencia de la bacteria.

Para el célculo de los limites se utilizaron los valores de la lectura del
ELISA que mostraron las mayores diferencias entre el testigo positive, con
respecto al testigo negativo y al buffer; y en general antes que el testigo positivo
alcance valores que queden por fuera del rango aceptado por el lector de
placas (over).

La férmuia matematica utilizada para la determinacién del limite fue el
promedio de los negativos mas el doble de la varianza de estos, o sea:

X + 2 . &% negativo
Para el Test de ELISA que evalud las variedades Coloso y Supermax el
limite calculado fue de 0,061 con o que todas las muestras de ambas

variedades se ubican por encima del limite, en mayor 0 menor grado.

El Test de ELISA realizado para la evaluacion de las variedades Tommy
y Fortaleza presentd un limite de 0,247. De este modo, las muestras de la



variedad Tommy, con el procedimiento de extraccion de agitacion, diluidas,
maostraron valores por encima del limite calculado. A su vez las muestras
correspondientes a la variedad Fortaleza, tanto diluidas con ambos
procedimientos de extraccidn, como concentradas sometidas al procedimiento
de agitacion, superaron el valor del limite establecido.

En el Test de ELISA que evalud todas las variedades simultaneamente
se observo que los valores obtenidos superaban el limite de 0,066 establecido,
a excepcion de la variedad Tommy, la cual se ubico por debajo de dicho limite.

Aunque Clavibacter m. subsp. m. hasta este momento no pudo ser
detectada en forma concluyente mediante los Test de Elisa, se resolvid
continuar haciendo repiques de las colonias que coincidian con las
descripciones de la bacteria creciendo en los medios semiselectivos de
bibliografia. A estas colonias que se iban purificando mediante sucesivos
repiques, se las fue sometiendo a Test de Elisa, obteniendo valores que se
acercaban mas al positivo, al lograr concentraciones de la bacteria detectabies
en esta prueba. Esto coincide con la bibliografia que determina un minimo de la
bacteria en estudio por mililitro de solucién para obtener una reaccion positiva.
(STEPHENS et al, 1988).

El Cuadro N° 1 {(Apéndice) muestra los resultados de un Test de ELISA
en el que se evaluaron cultivos en medios semiselectivos obtenidos por
repiques de las placas que alcanzaron valores mas altos en ias pruebas
serologicas realizadas con anterioridad. El valor més destacado corresponde a
una muestra proveniente de un medio semiselectivo con el proceso de
extraccién agitacién, concentrado de la variedad Coloso. ( Ver foto N° 8 )

Un nuevo Test de ELISA, Cuadro N° 2 (Apéndice) (Ver foto N° 9)
realizado a partir de cultivos sospechoscs, que crecieron en medios
semiselectivas mostrd valores positivos que incluso superaron el control
positivo utilizado. Las muestras sefalizadas con los numeros del 30 al 44
provenientes de una misma placa, fueron las que obtuvieron valores mas altos.
Dicha placa corresponde a la que resultd con el mejor valor en el ELISA
anterior. (Muestra N°1 de Cuadro N°1 en Apéndice). Con el objetivo de obtener
aislamientos puros de Clavibacter m.subsp.m se la dividid la placa N°1 en 8
partes, con dos repeticiones cada una. El sector en ¢l cual se encontraron los
valores mas destacados se corresponde con los numeros del 39 al 43, lo que
determina la presencia de colonias mas puras en esa zona de la placa. Estos
aislamientos fueron inoculados a los plantines de tomate.

Con las placas chtenidas de los reaislamientos y otras placas de
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repiques de los aislamientos 39 al 43 se realizd un nuevo Test e ELISA, con
resultados més claros (Cuadro N* 3 de Apéndice). Se realizaron sucesivos
repiques en el medio NAD de las colonias que presentaban aspecto mas
semejante a la descripaign del {estigo positive y madiante un test de ELISA se
cenfirmaron los postulados de Koch y se abtuvieron aislamientos mas puros €2
fa bacteria. (Cuadro N° 4, Apéndice} (Ver foto N°t0j. Cabe destacar que el
aislamiento de Clavibacter m. subsp. m oblenido presenta coloraciones
rosadas, lo cual esta contemplado en la bibliografia consuliada.{CMI1)

4.4 TEST DE HIPERSENSIBILIDAD

Las muestras de los dos primeros test de ELISA gue resultaron con
valores mas cercanos a los que presentaron las colonias de Clavibacter m.
subsp. m. puras fueron sometidas a un test de hipersensihilidad. Los resultados
de este test no pudieron ser recuperadas de la planta de tabaco. Esto se debid
a que esta planta colapsé al poco tiempe de ser inoculada. Una posible
explicacidon de este hecho serfa la contaminacion de una de las muestras con
un patégeno, ante el cual ®f tabaco presentara una gran sensibifidad.
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4.5 TEST DE PATOGENICIDAD

Los resultados obtenidos en la inoculacibn de los aislamientos
seleccionados en plantines de tomate, se presentan en el Cuadro N° 7.(Ver foto
N° 12, 13, 14, 15, 16)

CUADRO N° 7 RESULTADOS DE LA INOCULACION DE PLANTINES

N°® 3.3 6 3 b 0

N° 41 3 1 2 0

N° 42 2 0 1 1

N® 43 2 0] 1 1

N°® 38 2 0 1 1
Total inoc ais” 15 = g 3
Agua estéril 10 3 2 ]
Positivo 2 0 1 1
Toel 27 7 10 9
inoculadas

* Total de plantines inoculados con aislamientos

Se diferenciaron los marchitamientos causados por la inoculacién con los
aislamientos seleccionados de los atacados por damping off, de la siguiente
manera: el marchitamiento provocado por la inoculacién se manifesté como un
decaimiento tipico, dado por la infeccién de los haces vasculares, mientras que
el damping off provocd una pudricion radicular y a nivel de tallo, en la zona de
contacto con el suelo.

Dentro de los plantines inoculados, el marchitamiento del 54 % de los
mismos puede atribuirse exclusivamente a la inoculacién por Clavibacter m.
subsp. m. ’
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Un Test de ELISA realizado posteriormente permitie {a deteccin de
Clavibacter m. subsp. m., recuperada de los piantines que murieron por la
inocuilacion. (Cuadro N° 3). De este modo se confirma la presencia de
Ciavibacter patdégenas en los aislamientos obtenidos de las semillas.

El alto porcentaje de ataque de plantines por damping off que se observé
en las bandegjas, fue mayor en plantines no inocuiadas con respecto a 10s
inoculados,

Al analizar los resultados de la inoculacidn con el testigo positivo
(aislamiento Cm.13), debido a la sobrevivencia de uno de los dos plantines, se
desprende la posibilidad de que existan errores en la practica de la inoculacién,

las 2 muertes de plantines registradas ante la inoculacién con agua
estéril, ocurrieron por dafnos provocados en & momenio de [a inoculacisn.



5. CONCLUSIONES

A partir de este trabajo se logrd concluir que la bacteria Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis se encuentra presente en lotes de semilla
de tomate que se comercializan a nivel nacional. De este modo se logrd
confirmar la sospecha de muchos productores, cuyos cultivos presentaban altos
grados de infeccion por esta bacteria, aun en los casos en que se tomaban
precauciones para evitar otras posibles fuentes de indculo en el cultivo.

Aungue esta bacteria se obtuvo con total certeza solo en |las semiilas de
una de las variedades evaluadas en este trabajo, no se descarta su presencia
en las semillas de otras variedades comerciales, o en otros lotes de las mismas
variedades tanto evaluadas como no evaluadas durante esta investigacién. De
este modo, se recomienda al productor la desinfeccién de las semillas a plantar,
cualguiera sea su origen, con el fin de destruir el indculo que pudieran estar
introduciendo por este medio en e/ cultivo.

Al ser el objetivo de este trabajo la determinacidbn de la presencia ©
ausencia de la bacteria en las semillas, los medios semiselelctivos cumplieren
un importante rol, permitiendo fa obtencidén de aislamientos de Clavibacter m.
subsp. m, aun encontrandose estas en bajas concentraciones en la semilla (una
bacteria es suficiente para la formacion de una colonia). A su vez el Test de
ELISA, resultd de gran efectividad en la identificacion de la bacteria aislada en
en medio de cultivo, perc presentd una sensibilidad insuficiente para la
deteccidn en la semilla con la metodologia utitizada en este trabajo.

El medio KBTS fue el que permitic el aislamiento de Clavibacter m.
subsp. m. en el presente trabajo, a partir de las semillas de la variedad Coloso.
Cabe destacar que el método de extraccion utilizado con mayor éxito fue el
proceso de agitacion, con la suspension diluida.

Con respecto al uso de testigos positivos en la deteccion de la bacteria
mediante el Test seroldgico de ELISA, se destaca la conveniencia de usar
semillas inocutadas en forma artificial con este fin, ya que permite una mejor
comparacidén con las muestras procedentes de semillas contaminadas con la
bacteria en forma natural.



6. RESUMEN

El cancre bacteriano en temate causado por Ciavibacter michiganensis
subsp. michiganensis ha producido en los Ultimos anos grandes pérdidas en el
cultive de tomate en el Uruguay, stendo una importante fuente de indculo la
semilla.

Ante [a sospecha de la presencia de la bacteria en la semilia
comercializable a nivel nacionat se procuro su deteccion a nivel de laboratorio.

Las variedades testeadas fueron; Coloso, Supermax, Tommy y Fortaleza.

Los métodos empleados para la deteccion fueron Test de ELISA vy
siembras en medios semiselectivos. Para la extraccion de la bacteria a partir de
la semilia se utilizaron los procedimientos de agitacién y macerado.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis fue detectada en Ia
variedad, no descartandose la presencia en otras variedades evaluadas.

La deteccion se realizd a partir de una colonia creciendo en el medio
KBTS habiéndose extraido por el método de agitacion. Para confirmar la
identidad de la colonia, ésta fue inoculada en plantines de tomate y
posteriormente reaislada mediante el método serolégico de ELISA.
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7- SUMMARY

The canker bacterial of tomato causes severe losses in the production of
tomato in Uruguay.

The disease can be seed transmited.

Were evaluated 4 importants commercials tomato seeds varieties:
Supermax, Coloso, Tommy and Fortaleza. The two methods used to detection
of Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis from seed lots were ELISA
test and two semiselective medium: KBTS and SCM.

Recovery of Clavibacter m. subsp. m. from KBTS and SCM in
comparation to NAD was 55% and 65% respectively, and while CNS was 0%.

Extracting seed by shaking resuited better than blending procedure.
The bacteria was detected in one of the seed lots tested from Coloso.

The sanitary selection of seed lots is a direct prophylactic control method.
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CUADRO N°1 VALORES DE ABSORBANCIA DEL TEST DE ELISA DE LAS MEJORES
COLONIAS PROVENIENTES DE LAS CUATRO VARIEDADES.

I R e e
LR S LR A TR A BB LN

T | 0.201
{ 2 L 0106 | 0094 0100
1 3 0.088 | 0096 0.092
1 4 0.082 | 0.092 0.087
3 0.09 | 0.034 0 090
: o i 0085 | 0087 0.086
: 7 | 0091 | 0093 0092
- ] | 0076 | 0085 0 080
: 9 I 0085 | 0.0% 0.088
10 § 0084 | 007! 0.077
{ i 0088 | 0.09% | 0092
12 ) 0.081 0.093 0.088
' 3 0051 | 0078 0.084
! 14 | 0082 | 0082 0.082
| 1S I 0092 | 0069 0 030
16 0092 | 0.086 0089
] 17 0.094 | 0.086 0.090
| 18 0.082 | 0093 0.088
: 16 0.094 | 0084 0.089
r 20 t 0032 | 0.09 0.086
| 2 i 0085 | 0088 0,086
23 oo | oos2 0 086
: 23 o074 | 0092 0.083
24 ¥ 0088 | 0082 0.085
23 | 0089 | 0.086 G087
26 i 0088 | 0092 0.090
) 27 0.089 | 0.085 0 087
! 28 0.086 | 0094 0.090
29 ‘ 0081 | 0094 087
30 b 0096 | 0076 0.085
[ + | 0.917 | 0.856 | 0.991
' - (3,094 0,084 0.089
Agna destilada I 0.083 0.087 0.085

NOTA: En negrita se presenta el valor mas destacado en la prueba perteneciente al
medio KBTS de la variedad coloso . Limite: 0.089
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CUADRO N°2 VALORES DE ABSORBANCIA DEL TEST DE ELISA CORRESPONDIENTE
A COLONIAS BACTERIANAS CRECIDAS EN MEDIOS DE KBTS, SCM ¥
NAD DE LAS CUATRO VARIEDADES.
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0.633
0.07
0.073 l
NOTA: Los valores con negrita provienen de repiques en medio NAD provenientes

de la muestra 1 del test de ELISA anterior. En azul se presentan los valores mas
destacados de ellos  limite 0.07




CUADRO N° 3 VALORES DE ABSORBANCIA DEL TEST DE ELISA DE COLONIAS
BACTERIANAS PROVENIENTES DE REPIQUES DE LA MUESTRA N°1
EL CUADRO N° 1 (APENDICE) Y DE COLONIAS CRECIDAS EN MED]O

NAD A PARTIR DE LOS REAISLAMIENTOS DE PLANTINES INOCULADOS.

MIHBSNTRAS ReFETITIONES Vivin A
A 0.065 | 0.072 0.068
B 0.077 | 0.081 0.079
C 0.057 | 0.070 0.063
D 0.063 | 0055 0.059
E 0.072 | 0.060 0.066
F 0.067 | 0.060 0.063
G 0.067 | 0.050 0.058
H 0.171 | 0.180 0.175
1 0.083 | 0.078 0.080
J 0.052 | 0.056 0.054
K 0.070 | 0.071 0.070
L 0.096 | 0.086 0.094
M 0.059 | 0.065 0.062
N 0.080 | 0.092 0.091
N 0.276 | 0.268 0.212
0 0.098 | 0.098 0.098
P 0.067 | 0.061 0.064
Q 0.074 | 0.066 0.070
R 0.102 | 0.110 0.115
T 0.119 | 0.125 0.122
U 0.072 | 0.087 0.079
W 0.117 | 0128 0.122
Y 0.140 | 0.148 0.144
Z 0.072 | 0073 0.072

PQ 0.151 | 0.167 0.159
Agua destilada

NOTA: La mucstra en rojo corresponde al reaislamiento de mavor absorbancia.
obtenidos de los plantines inoculados .En azul sc presentan los valores mas
destacados cn la prueba Limite: 0.071
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CUADRO N4 VALORES DE ABSORBANCIA DEL TEST DE ELISA CORRESPONDIENTE A

REPIQUES EN NAD DE COLONIAS BACTERIANAS CON MAYORES
VALORES DE ABSORBANCIA EN EL TEST DE ELISA ANTERIOR,

. - B Al ele ol N PR e ey
Nl ATFRTRAYN REFETICIONES

MEDIA

1 | 0449 | 0461 | 0.455
f 2 | 0976 | 1.085 1.030
r 3 l 0964 | 1.024 0.994
h 4 [ 0120 | 0.083 0.101
} 5 D.cusz 0.508 0.48§
! 6 } 0.072 | 0.070 0.071
T 7 0087 | 0110 | 0098
8 0996 | 0999 0.997
% 9 1.081 | 0941 1.011
10 0189 | 0089 | 0.139
[ 11 [70.064 | 0069 0.066
| 12 b,osz 0093 0.087
l 13 0.190 | 0208 0.199
F 14 1.187 | 0.994 1.090
15 0.205 | 0.389 0.297
16 0.144 | 0.168 0.156
17 0233 | 0224 0.228
18 0389 | 0261 0.325
19 0343 | 0287 0.31%
20 0289 | 0172 0.230
21 ¥ 0.088 | 0079 0.083
22 0.191 | 0.194 0.192
23 fo.lzs 0.141 0.134
24 0.145 | 0.146 0.145
28 0535 | 0467 0.501
[ 26 0496 | 0.466 | 0.481
|27 0.135 | 0.207 0.171
L_ 28 0298 | 0.329 0.309
[ 29 0.630 | 0.690 0.660
+ t 1426 { 1403 1434
Z 0092 | 0.085 0.089
Agua destilada 0066 | 0.082 0.074

NOTA ; Valores mas destacados de los reaislamientos en azul.
En negrita. valores mas destacados de repiques de placas que
presentaron los mejores valores en ¢l Test de ELISA anterior. Limite: 0.088

l
%
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CUADRO N°S DESCRIPCION DE LOS CRECIMIENTOS DE COLONIAS BACTERIANAS
EN LOS MEDIOS KBTS, SCM Y NAD PROVENIENTES DE LOS
AISLAMIENTOS DE LAS VARIEDADES COLOSO Y SUPERMAX A LOS
CUATRO DiAS DE LA SIEMBRA.

[€OLOSO

KBS

Circular grand

elevacion convexa,

didmciro dc S,
color beige
(ransparcn{c
|-Fornma
puntiformc
convexa, 2mm,
color amarillo.
Circular, mediana,
3-4mm, color —

SEM

rcular. grande; 5-

Gmnyconvexa,
(ransparcn(c.

Puntiforme, apenas §

visiblc, color
crema.

Numerosas
coloaias Presencia
dc lucrics olorcs
acidos.

e e T A e A SR R Tt

Sin crecimiento

Sin crecimiento

1-Numerosas colonias §



CUADRO N° DESCRIPCION DE LOS CRECIMIENTOS DE COLONIAS BACTERIANAS EN
LOS MEDIOS KBTS, SCM Y NAD PROVENIENTES DE LOS AISLAMIENTOS
DE COLOSO Y SUPERMAX A LOS 9 DIAS DE LA SIEMBRA

ISUPERM AN
| KBTS

Puatiforme elevacio §
n convexa, color
rosado

Puntiforme,
convexa.color
cremu

Circular,
convexa.color
amurillo

Forma iregular,
elevada,color
crema,presencia de
fluorcscencia

Puntifonnc, color [ 1-
crema.

Puntiforme,

comexa, color

rosado.

i NUM
Colonia circular,
couvexa.borde
entero,
transparente.
Puntiforime, borde
entero,color
amarillo-crema.

Sin crccimicnto.

Abundante niumero |
y tipo de colonias,
masa

induferenciable,
Crecimiento de
saprofitas

Puntiformnc,

convexa, coloracion
rosada

Trregular, achatada, §
color crcma. borde §
ondulado

Trregular, de i
colocacion amarilla §
Circular, convexa, §

color crema. 5
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CUADRO N°7 DESCRIPCION COMPARATIVA ENTRE LOS PROCESOS DE AGITACION,
MACERADO; CONCENTRADO Y DILUIDO PARA AISLAMIENTOS

PROCEDENTES DE LA VARIEDAD SUPERMAX

tAgitacion Concentrado

&5,
13

Asitician Diluido

|

KBTS

Puntiforme, color
crema.

Puntiforme, convesa,
Color rosado

R e Fo R TR

KBTS -
Puntiforme, borde
entero, color crema

Puntiforme, convexa,
oolor rosado

i(Ambos con menor
f crecimiento con respecto

Puntiformc,
coloracion crcma

|

!

Puniiformc, convexa, E

color rosado

E.\Lu‘t‘nldn Diluieks

KRBIS

Puntiforme, color
crema.
Puntilorinc,dc
coloracion rosada.

ISP S R e T S

SEPERMAN

SCM

SCAM

S crecimicnto

Sin crecimicnlo

NAD

1-  Puniiforme,
convexa,
coloracién rosada |
Irrcgutar.achataca.c |
olor crcma borde
ondulado
Trrcgular de .
coloracion amanila.
Circular, convexa,
color crcma

Idem a NAD
agitacion _
concentrado, Menor §
creciniento '
posibilitando una
mejor observacion

de las colonias
aisladas.

1 Idem NAD agitacion |
i concenirado :

Idem NAD
agitacion
concentrado.
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CUADRO N°8 DESCRIPCION DE LOS CRECIMIENTOS DE COLONIAS BACTERIANAS
PROVENIENTES DE TOMMY Y FORTALEZA A LOS 6 DIAS DESPUES DE

LA SIEMBRA

oMY o
KBTS

Circular elevacion Circular, convexa,

convexa, color ' transparente, bordes

crema, borde lisos.
entero.

Circular, clevada,

transparcnle, borde

cnicro. '

Excesivo ; Colonii circulr,
creciquicinto que coflvexa,
impidié la {ransparcnic.
obscrvacion dc  §
colonias aisladas.

Circular, elevada, §

coloracién amarilla. |
Iregular, achatada, §
color crema.
Prescncia de

hongos, olorcs
fctidos.

Numerosos tipos de §
colonias de dificil §
obscrvacion.



Foto N°1 Observacion de un tubo con un lote de semilla de la variedad
Coloso

LA
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Foto N° 2 Oservacion del agitador rotativo
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g ane

Foto N° 3 Observacion de recuperacion de colonias de Clavibacter m.
subsp. m. en los medios SCM, KBTS, CNS y NAD en
diluciones de 1x10° y 1x108
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Medio KBTS (61 Medic SCM (6)

Foto N° 4 Observacion de colonias de Clavibacter m. subsp. m. en los
medios SCM, KBTS, CNS, y NAD.
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Medio SCM

Medio KBTS

Foto N° 5 Observacién de colonias de Clavibacter m. subsp. m.en los
medios SCM y KBTS.
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6 Observacion de colonias de Clavibacter m. subsp. m. en el

Foto N°

medio KBTS.
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Foto N° 7 Observacién de colonias de Clavibacter m. subsp. m. en el

medio KBTS.



Foto N° 8 Placa de test de ELISA correspondiente a los datos
presentados en el cuadro N° 1 de apéndice.
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Foto N° © Placa de test de ELISA correspondiente a los datos
presentados en el cuadro N°2 de apendice.
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Foto N° 10 Placa de tes de ELISA correspondiente a los datos
presentados en el cuadro N° 4 de apendice.
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Foto N° 11 Observacién de marchitamiento de un plantin inoculado con el
aislamiento positivo.
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de marchitamiento de un plantin inoculado con el

on
aislamiento N° 39,

Foto N° 12 Observaci



Foto N° 13 Observacion de marchitamiento de un plantin inoculado con
el aislamiento N° 41,
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Foto N°14 Observacion de marchitamiento de un plantin inoculado con el

aislamiento N° 42



lado con un aislamiento.

in inocu

Foto N° 15 Comparacion de un plantin inoculado con agua esteril y un
plant



positivo

Control

~
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Foto N° 16 Comparacion de un plantin inoculado con el aislamiento
positivo y un plantin inoculado con un aislamiento.






