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aparecen largas Hneas, al principio de color amarillento y Juego castaño, que 
pueden llegar a extenderse hacia la base del tallo. Bajo ciertas condiciones 
pueden abnrse y formar verdaderos cancros, que aparecen también en las 
nervaduras principales, los que han originado el nombre de cancro bacteriano 
con que se conoce esta enfermedad. En los tallos la médula se separa de la 
corteza y aparece de color amarillento y con numerosas cavidades. 

Los síntomas en frutos se presentan como pequeñas manchas circulares, 
blancas al principio, castañas luego. con centro rugoso y un halo blanco. Las 
características de estas manchas han hecho que esta fase de la enfermedad se 
conozca con el nombre de "ojo de pájaro''. 

Estudios realizados por SAMISH, Z et al.(1962) evidenciaron la entrada 
de la bacteria hacia e! interior de la fruta a través del tejido conectivo del 
pedúnculo, y su posterior distribución en la pulpa En caso de ataques muy 
severos, las lesiones pueden profundizarse y llegar a las semillas, las cuales 
de este modo serían portadoras de la bacteria. De las semillas infectadas 
tempranamente, la mayoría llegan a presentar manchas o a oscurecerse 
completamente y no maduran. 

2.2.2 Organismo causal 

E! agente causa! de esta enfermedad es la bacteria Clavibacfer

m.subsp.nt Dicha bacteria es un organismo aeróbico, Gram positivo, con una
temperatura óptima de desarrollo entre 24-27 ºC, máxima de 35ºC y mínima de
1 ºC.

Según la descripción del CMI (Commonwealth Mycological lnstitute) 
(1964) presenta formas corineforme miden 0.6-0.7x 0.7-1.2 micras. las células 
aparecen simples o en pares, constderada actualmente móvil. de acidificación 
lenta, no forma esporas. La bacteria puede oxidar medios con carbohídratos. No 
es !ipolítica. Puede licuar medianamente la gelatina, la hidrólisis del almidón es 
débil o ausente. Requiere aminoáddos para su crecimiento incluyendo biotina, 
ácido nicotínico y tiamina, 

El patógeno puede ser mantenido en una condición viable y virulenta en 
nutriente agar, a 13"C, por a! menos 58 meses. 

Las colonias bacterianas pueden aparecer de colores amarillo, blanco y 



rosado, sie'ldo las más virulentas las amaríllas y blancas. 

2.2.3 Ciclo y desarrollo de la enfermedad 

BRYAN,M (1930); STRIDER,D (1967). THYR,B (1971); UEMATSU,T et al 
(1977) citados por FATMI, et al (1988) afirman que la semilla de tomate es 
considerada la fuente de inóculo más importante de este organismo 

SHERF,A et al.(1986) cita que existen referencias que indican que el 
organismo causal del cancro bacteriano puede sobrevivir en plantas vivas de 
tomate y en semillas, de 2,5 a 5 años en e1 suelo, 2 años en campos!. 1 O meses 
asociado a partes leñosas de la planta, en tallos muertos, y posiblemente en 
otros restos de plantas enfermas, y en malezas hospederas como solanáceas 
perennes. 

Según el mismo autor, !a diseminación ocurre por lluvia, viento ,insectos 
es trasladada por el agua , trabajadores e implementos usados durante el 
transplante, cultivo, cosecha, poda, raleo, pulverización. 

El ciclo primario de la enfermedad puede comenzar por cualquiera de las 
fuentes en las que sobrevive el inóculo. La infección aparece posiblemente a 
través de los estomas, pero es más probable que penetre por heridas. Algunas 
heridas pueden ser causadas por movirriento de plantas asociado con viento, 
lluvia y prácticas culturales. Después de la infección, el patógeno puede 
moverse sistemicamente a través del xílema desde el cual invade el floema. 
médula y corteza. 

La propagación secundaria puede ocurrfr tanto en almácigos como en 
campos de producción. Las células bacterianas expuestas sobre la superficie 
de cancros y sobre tallos, hojas y manchas de los frutos pueden ser inóculo de 
nuevas mfecciones. Otras fuentes son las bactenas dentro de la planta; estas 
bacterias pueden ser llevadas a otras plantas por tijeras e implementos durante 
la poda y otras prácticas culturales. 

la propagación secundaria puede se• efect;va dado que la incidencia de 
la enfermedad en el almácigo puede tener un incremento del 1 % de infección 
asociado con las semillas infectadas, a 100% de infección al transplante. 

La enfermedad se ve beneficiada por las condiciones ambientales que 
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propician el crecimiento suculento de las plantas de tomate. Las condiciones 
especificas que favorecen el desarrollo de la enfermedad incluyen una 
temperatura del aire entre 24 y 32ºC,un periodo predisponente en el que la 
temperatura del aire o del suelo esté varios grados por encima o por debajo de 
24 'C, condiciones de humedad óptima para el crecimiento de las plantas, 
intensidad de luz relativamente baja, alta concentración de nutrientes y un pH 
de 8. 

Los síntomas aparecen más rápidamente en plantas jóvenes que en 
plantas viejas. Los mismos son más severos en suelos arenosos que en suelos 
con más materia orgánica. La infección en frutos. que da un síntoma de ojo de 
pájaro_. es favorecida por el riego por aspersión el cual humedece el fruto; este 
síntoma raramente ocurre en invernáculos donde el frJto no es salpicado por el 
nego. 

Según investigaciones realizadas por BERRY, S, Z. et al. (1988) el 
desarrollo de esta enfermedad en las plantas es más rápido con bajos aportes 
de calcio y nitrógeno, mientras que con altos niveles de dichos nutrientes, la 
tasa de desarrollo de la enfermedad disminuye. También se observó que una 
proporción alta de (Ca+Mg)/(Na+K) tiene una alta correlación con la reducción 
de ia severidad de la enfermedad. 

• Según CHANG et al ( 1992), el periodo de incubación y la severidad del
cancro bacteriano, se ven influenciados por diferentes factores como
temperatura, concentración del inóculo, edad y resistencia del huésped. El
período mínimo de incubación requer¡do para la apariclón de síntomas
localizados. (manchas en hoJas, daño en ojo de pájaro en frutos, etc.). es de 3 a
5 días. mientras que el período de incubación para síntomas sistémicos varía
e�tre 7 y 84 días, dependiendo de la interacción entre huésped - patógeno y
ambiente.

Estos mismos autores observaron que el marchitamlento se presenta 
más frecuentemente con altas temperaturas, mientras que los cancros 
prevalecen a bajas temperaturas. 
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en su fórmula, y se apiican comunrnente con productos cúpricos para controlar 
bacterias 

2.3 DIAGNOSTICO DE C/avibacter michíganensís subsp 
michiganensis 

2.3.1 Test de Hipersensibilidad en tabaco 

KLEMENT (1963), KLEMENT et al (1964), citado por KLEMENT (1990), 
expresa que, como sólo !as bacterias fitopatógenas, pero no las saprófitas 
tienen la propiedad de inducir necrosis hipersensitíva en hojas de tabaco o de 
otras plantas no hospederas, el Test del tabaco es ideal para una rápida 
detección de la patogenicidad de !a bacteria en cuestión_ 

2.3,2 Test de KOH 

 Según CMI (1964) la bacteria en estudio pertenece al grupo de tas Gram 
positivas. 

En 1938, RYU, citado por SUSLOW, T.V et al (1982) describió el método 
que utiliza hidróxido de potasio (KOH) al 3% para diferenciar bacterias Gram 
positivas y negativas sin tinción. En el mismo articulo se destaca al test de KOH 
como una prueba rápida. simple y completamente precisa. Este método se basa 
en una d,srupción de la pared celu!ar de las bacterias Gram negativa, en 
solución alcalina liberando ácido deoxyribonucleico el cuál causa el hilo viscoso. 
las bacterias que pertenecen al grupo Gram-positivo no hacen lisis con KOH al 
3%. 

2.3.3 Pruebas bioquímicas 

2.3.3.1 Catalasa 

La catalasa es una enzima producida por determinados microorganismos 
que tiene la propiedad de desdoblar el peróxido de hidfógeno.(agua oxigenada). 



Según SANOS.D.C. (1990). la mayoría de las bacterias pa:ogénicas dan 
una reacción positiva, por lo que no es un test particularmente usado; excepto 
para ver la viabilidad del cultivo. 

2.3.3.2 Producción de citocromo oxidasa 

Este test fue desarrollado por KOVACS en 1956, citado por SANDS,D.C. 
(�990). 

Según DA SILVA ROMEIRO, R. (1982), esta prueba tiene como objetivo 
comprobar la producción de c!tocromo oxidasa por la bacteria. Se basa en el 
principio de que, en presencia de tetrametil o dimetil-p-fenlleno diamina, esa 
enzima induce la formación de un compuesto que posee un grupo crnmóforo. Si 
el alfa- naflol no es producido por la bacteria, se forma, por la polimerización de 
dos moléculas de dimetil-p-fenileno- diamina, un dímero que también posee un 
grupo cromóforo_ 

La bacteria en estudio presenta una reacción negativa en esta prueba, 
sin viraje de color en el tiempo prefijado_ 

2.3.3.3 Hidrólisis de la gelatina 

Este test citado por DA SILVA ROMEIRO,R (1982) corr:prueba la 
producción por la bacteria de la enzima extracelular denominada gelatinasa. 
que tiene la propiedad de licuar la gelatina. 

Según SANDS. D.C (1990) la gelatina es hidrolizada par un número de 
Xanthomonas, Pseudomonas y Erwínia. Se espera para C/av,bacter m.subsp . 
m, un resultado negativo. 



IO 

2.3.3.4 Rojo de Metilo 

DA SILVA ROMEIRO. R (1982), cita al Rojo de Metilo como un indicador 
que comprueba la producción de ácidos por la bacteria. Por la descomposición 
enzimática de azúcares como la glucosa, hay produxión de ácidos orgánicos lo 
que disminuye e! pH y el indicador vira a coloraciones rojizas determinando una 
reacción positiva, 

La bacteria e� estudio no produce ácidos a partir de carbohidratos. por lo 
que se espera un resultado negaHvo, sin viraje de colo:-ación, 

2.3.3.5 Hidrólisis del Almidón 

Según DA SILVA ROMEIRO. R(1982) con esta prueba se pretende 
observar la producción de P-amilasa; esta enzima desdobla el almidón en 
sacáridos más simples. más solubles y de cadena menor, como glucosa. 
dextrosa, etc. 

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

2.3.3.6 Hidrólisis del Tween 

Esta prueba citada por SANOS, o.e. (1990) permite observar la actividad 
del ácido graso estéríco en un medio conteniendo Cloruro de Ca y Tween 80. 
Una reacción positiva aparece cuando el ácido oleico es hidrolizado por el 
Tween 80. El calcio en el medio forma un complejo insoluble con el ácido graso, 
dando una zona opaca de cristales rodeando la colonia positiva. 

La bacteria estudiada tiene una reacciófl negativa al ser sometida a esta 
prueba 







baja sens'b1lidad 1 x:D 4 -1x10 5 células/mi,, mientras tanto STEPHENS et al,
1988 citado por GITAITIS,RD el al en 1991 estiman que fue necesario 1x10' 
unidades formadoras de colonias de Clavibacter m subsp m /mi de buffer 
extracción para obtener una reacción positiva buffer. Esto representa una 
sensibilidad de 1x103 ufc. por celda 

2,4,2 Test de inmunofluorescencia 

Según VAN VUUROE, et al (1990), los antígenos expuestos de una 
pared celular bacteriana fijada sobre un portaobjeto reaccionan con anticuerpos 
contra esos antígenos. Como una célula cubierta con anticuerpo no puede 
distinguirse de una célula no cubierta, con una luz microscópica, los anticuerpos 
son conjugados con un colorante Por eJemplo lsotiocinato fluorescente (FITC), 
conjugado con anticuerpos. da una fluorescencia verde brillante en las 
reacciones positivas contrastando contra un fondo oscuro baJo luz uttravioleta 
en un microscopio compuesto. Este proceso se conoce como 
inmunofluorescencia directa o te�ido fluorescente del anticuerpo, 

En un test de inmunofluorescencia indirecto, anticuerpos específicos no 
• conjugados, producidos en un conejo, reaccionan en un primer paso con los

antígenos de la pared celular_ En un segundo paso, las células de anticuerpo de
recubrimiento son teñidas con linte fluorescente, etiquetado como segundo
anticuerpo producido en cabras u ovejas contra el anticuerpo del conejo.

No se han observado diferencias claras en cuanto a la especificidad y 
sensibilidad del Test de inmunofluorescencia directo o indirecto para bacterias 
f:topatogénicas. 

2.4.3 Medíos semiselectivos 

Según DA SILVA ROMEIRO,R (1982) la composición de algunos medios 
selectivos se realiza para permitir soto el crecimlento de determinada especie o 
grupo de especies En otros casos, el medio se formula de tal manera que 
aunque en él crezcan otros organismos, las colonias de organismos en estudio 
se distinguen facilmente por la forma, color, aspecto, etc. La mayoría de los 
medios selectivos combinan esos dos principios básicos. 



KLEMENT, et al (1990) cita la definición de med,os semi- selectivos 
extraída del Manual Dífco (1984). son supresivos o previenen el crecimiento de 
un grupo de organismos mientras que permiten el crecimiento de otro grupo, 
proveniente de una flora mixta. 

Aunque los medios selectivos se emplean principalmente para facilitar los 
trabajos de aislamiento de bacterias fitopatógenas del órgano vegetal enfermo 
pueden ser importantes en la identificación. Después de comprobada la 
patogenicidad da un aislamiento bacteriano, los medios selectivos pueden ser 
útiles en la identificación del género o también de la especie en ciertos casos. 

Dentro de las ventajas de dichos medios se destaca su fácil realización, 
su bajo costo y la recuperación del cultivo en forma viable que posibillla su uso 
para la determinación de patogenicidad. 

Las desventajas son el tiempo necesarío para el crecimiento del 
organismo en las placas, el espacio requerido para la incubación de las 
mismas, su complejldad, e! gran número de componentes que son necesarios y 
la dificultad de encontrar en el mercado nacional algunos de los reactivos. 

Para Clavibacter m, subsp. m. se citan en bibliografía los medios 
◄ semiselectivos SCM, KBTS, CNS.

GITAITIS. RD, et al. (1989) destaca que el medio CNS fue desarrollado 
para la recuperación de e, nebraskense a partir de plantas de maíz, rastrojo y 
s.1elo. En este medio C/avibacter. m .subsp. m. se desarrolla con un color 
amarillo brillante, convexa, cofonias brillantes con una tendencia a ser fluida

1 
un 

promedio de recuperación del 85% 

FATMI, Metal. (1988) catalogan al medio CNS y otros medíos como no 
C.iiles e inadecuados en la selectividad de C. m. subsp. m_ para ensayos con 
semillas de tomate. El porcentaje de recuperación citado para este medio es de 
1 '1 - 62,4% en comparación al medio NBY Demro de los problemas en su uso, 
se destaca la dificultad de diferenciar colonias amarillas de Clavibacter m 
.subsp .m de otras colonias amarillas saprófitas. Mientras tanto, para e! medio 
SCM los mismos autores destacan el control de crecimiento de colonias 
saprófítas asociadas a la mayoría de las semillas, y los altos resultados 
obtenidos en la recuperación de C. michig.anensis. Las colo!"lias de Clavibacter 
michiganensis son distinguidas debido a su mucosidad y a su coloración 
moteado gris a negro, mientras que las bacterias saprófitas toman más telurito 
de potasio tomándose negras o no lo toman y permanecen con menos color. 



Según FATMI, Metal. en otro trabaJo (1989) las colonias de C/avibacter

m, subsp. m en el medio SCM. crecen irregulares, convexas, mucosas, y 
presentan un moteado de coloraciones grises a negras. 

GITAITIS,R.D et al. (1989) destacan al medio KBTS como un medio útil 
en el aislamiento de C/avíbacter m. subsp m de semillas de tomate y partes de 
plantas. Las colonias de Cfavibacter m.subsp,m. en este medio son grandes, 
mucosas y grises o pequeñas, negras y llanas 

2.5 INOCULACIÓN ARTIFICIAL DE BACTERIAS FITOPATÓGENAS 

Según DA SILVA ROMEIRO.R (1982) este método permite la 
confirmación de !a fitopatogenícidad de la bacteria aislada. enriqueciendo 
además la información con respecto a la enfermedad, al patógeno, al modo de 
penetración, periodo latente de infección, sintomatologia típica y atípica y 
evolución de síntomas. 

En la inoculación artificial de bacter"1as fitopatógenas se debe tener 
.a siempre presente que la penetración es típicamente pasiva, a través de 

aberrnras naturales o de heridas. 

Algunos factores de los cuales depende el éxito de la inoculación artificial 
son: concentración de la suspensión bacteriana edad de la planta y del cultivo, 
técnica e!egida, uso o no de pre- tratamiento, condiciones ambientales, etc. 

DA SILVA ROMEIRO, R (1982), afirma que para las inoculaciones se 
deben utilizar cultivos jóvenes con 18 a 24 horas de edad. La concentración de 
la suspensión debe estar entre 1X10 7 a 1X10 8 célulaslµI. 

El mismo autor Cita que las técnicas utilizadas con las cuales se pretende 
obtene: mayor éxito son: 

Atomización: Es una técnica generalmente empleada para patógenos de 
hojas que penetran principalmente a través de los estomas. 

Consecuentemente, !as plantas que se van a inocular se mantienen 24 
horas en una cámara húmeda para facilitar la penetración Después de la 
.nocu!ac!ón, las plantas se deben mantener nuevamente en !a cámara húmeda 



l(, 

por 24 horas más para evitar que !os estomas se cierren o la suspensión se 
evapore antes de que ocurra la penetración. Se debe atomizar en ambas caras 
de la hoja. principalmente en la cara inferior, donde los estomas están 
presentes en mayor número, 

Inyección: Con auxilio de una jeringa hipodérmica provista de una aguja 
bien fina, se inyecta o se infiltra la suspensión bacteriana en el tejido. 
Generalmente esta técnica se ublíza para la realización de la reacción de 
hipersensibilidad. 

Uso de abrasivos Esta técnica se emplea generalmente para patógenos 
que penetran principalmente a través de heridas. Se considera muy eficiente 
para órganos vegetales que se hayan recubiertos por una capa cerosa Se 
aplica el abrasivo ( Por e¡emplo, carborundum). en pequeña cantidad sobre la 
superficie del órgano vegetal y enseguida, con el dedo, pincel o gasa, se 
esparce la suspensión bacteriana Después se lleva la planta inoculada a una 
cámara húmeda por 24 horas, lo que generalmente beneficia el proceso 
infectivo. 

Picado: Con un estilete o una aguja estéril se toca la colonia o se 
sumerge en la suspensión bacteriana y se pica algunas veces el órgano vegetal 
que se va a inocular. Una variante más práctica del método consiste en acoplar 

• una aguja o estilete a un pincel. Se moja el conjunto en la suspensión y se pica
el órgano

Raíces: Muchas bacterias como C.michiganensis penetran a través de 
!as raíces. Una técnica que usualmente se emplea para la inoculación artificial
cons!ste en lavar cuidadosamente el sistema radicular de la planta - prueba y
después de seccionar la extremidad de algunas raíces, el sistema radicular se
sumerge por algún tiempo en la suspensión del inóculo. Luego de este
tratamiento la planta - prueba se transplanta.

En algunos casos se acostumbra a sembrar las secciones de las 
extremidades de las raíces, pues el simple arranque y lavado del sistema 
radicular puede ocasionár heridas suficientes para la penetración de la bacteria_ 

Otra posibilidad seria el transplante de la hospedante susceptible a un 
recipiente conteniendo tierra estérif, la cual previamente se regó con una 
suspensión del móculo. 
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medio. Las placas de Petri fueron incubadas durante 7 días a 25 ºC. Un 
precipitado blanco lechoso alrededor de las colonias demostró la habilidad para 
h1drolizar el líquido Tween 80. 

El testigo positivo fue Xanlhomonas arborícola pv. pruni 

3.1.1. 7 Reducción de nitrato 

Para detectar una posible reducción de nitrato a nitrito en los aislamientos 
seleccionados, se sembraron !as diferentes colonias en un medio conteniendo 
los siguientes componentes, creado por FAHY y HAYWARD (1983) (gil): 
Peptona (Difco} 10; NaCI 5,0: KNO, 2,0: (Difco) 3,0.EI pH se ajustó a 7,0 con 
NaOH concentrado. El medio se dispensó en tubos, se autoclavó y se sembró 
introduciendo el anza cargada dentro de éste. Posteriormente se llenaron los 
:;.;bos con agar agua al 3%, Buen crecimiento en cinco días a 27 ºC era 
indicativo de denitrificación_ 

3.1.2 Test de Hipersensibilidad en Tabaco. 

Los aislamientos fueron sometidos a pruebas de Hipersensibilidad en 
Tabaco: se inoculó una suspensión bacteriana en agua estéril de 
aproximadamente 1x109 cel./ml de cada aislamiento en varias hojas de la 
misma planta. Se inoculó además una suspensión testigo (agua), y un tesllgo 
positivo constituido en nuestro caso por Xanthomonas arborico/a pv. pruní. 
Seguidamente se mantuvieron las inoculaciones en cámara húmeda por 24 hs. 
hasta observar los resultados. 

3,1.3 Test de KOH y Test de ELISA 

Los aislamientos que superaron los pasos anteríores, cumpliendo con las 
requisitos necesarios para Cfavíbacter m. subsp. m., fueron sometidos a la 
determinación de Gram mediante el método de KOH y posteriormente a un test 
de ELISA para confirmar los resultados. Para e: test de KOH se dispensaron 
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sobre un portaobjetos 2 gotas de solución de hidróxido de potasio al 3% (plv). 
Con un anza flambeada se tomó una muestra de las colonias bacterianas 
provenientes de tos diferentes aislamientos a testear. mezclándolos con dicha 
solución con movimientos circulares_ Luego de 5 a 8 segundos se observó !a 
presencia o ausencia de füancia_ 

3.1.4 Conservación de la bacteria 

Para la conservación de las bacterias en estudio se utilizaron dos 
métodos. Por un lado se sembraron los aislamientos seleccionados en tubos de 
vidrio conteniendo NAO, el cual fue dispensado en forma de pico de flauta. Se 
incubaron a 26 ºC durante 48 horas, luego fueron retirados de la incubadora y 
mantenidos a temperatura ambiente. El otro método fue, conservarlas en un 
freezer a - 45 "C en tubos Eppendorf con una solución acuosa de glicerol al 
20%. 

3.2 DETECCIÓN DE LA BACTERIA EN VARIEDADES COMERCIALES 
• DE SEMILLA.

Para llevar a cabo la detección de la Clavibacter msubsp.m a partir de 
lotes comerciales de semilla se utilizaron los siguientes métodos Test de 
ELISA y Medíos Semiselectívos 

Las variedades de semillas comerdales fueron seleccionadas por su 
importancia a nivel nacional. Dichas variedades son: Coloso, Supermax, 
Forta!eza y T ommy. 

Variedades 

• Coloso
• Supermax
• Fortaleza
• Tommy

Origen 

Petoseed 
Petoseed 

Rogers- Novartis 
Hazera 



3.2.1 Comparación de medios de cultivos, 

Previo a realizar dicha detección se procedió a un conteo en dilución con 
el objetivo de cuantificar el porcentaje de recuperación de Clavibacter m. subsp. 
m. en cada uno de los medios, con el objetivo de conocer el comportamiento de
éstos. Además de esta manera se pudo aprender a caracterizar las colonias
t'picas de la bacteria y el tiempo de crecimiento en los diferentes medios con
respecto al NAO.

Se seleccionaron los medios semiselectivos SCM, CNS y KBTS 
sugeridos por la bibliografía. Asimismo se realizó la siembra en el medio de 
crecimiento NAO como medio de referencia. El cultivo de Clav,bacter

michiganensis subsp_ michiganenesis fue tomado de los aislamientos puros 
obtenidos en el paso anterior. 

El medio SCM, extraído de M. FATMYet al (1988) contiene los siguientes 
componentes por litro de agua destilada: 0,25 g de MgSO, 7H20 , 0,5g de 
KH2P04, 2g de K,HP04, 10g de suerosa, 0.1g de extracto de levadura, 1,5g de 
ácido boríco, 15g de agar , 200mg de cicloheximída (2ml de 100mg /mi de 

◄ metanol 75%), 30 mg de ácido nalidixico(sal) (3 mi de solución de 10 mg/ml de
NaOH 0,1N al 2%), y 100 rng de ácido nicotínicc (10 mi de 10 rnglml de
solución disuelta en agua destilada)_ Se omitió en la composición, en el conteo
en dilución y en la primera repetición de la detección de la bacteria en las
semillas, 10 mg de telurito de potasio (1ml de solución de 1% de telurito
Chapman de Oifco), por su ausencia en el mercado nacional, contando ccn este
producto para la segunda repetición, Las "soluciones stock" de ácido nalídíxico,
ácido nicotinico, y c1cloheximida fueron filtrados. esterilizados y agregados
luego de que el medio fuera autoclavado y enfriado a 45-50 C.

El medio CNS (Gross y Vidaver) contiene los siguientes componentes por 
litro de agua destilada: 8,0gr Nutrieflle de crecimiento, 2,0gr de extracto de

levadura, 2,0gr K2HP04, 0,5 KH2P04. 15.0 gr agar, Se autoclava 15 minutos y 
se agrega 50 mlfü solución de glucosa al 10 %: 1.0M MgSQ4.7H20 1,0mlllt 
Lcego de estéril debe tener un pH 7,2. Se enfría a 50°C y se agrega: 2,5mlllt 
ácido nalidíxícc (10 mgllt en O, 1 M NaOH); 3,2mlílt sulfato de polimixina (8000 
USP units/mg:10 mglml); 4,0mlllt cicloheximida (10 mg/ml ethanol); 0,0625 mlllt 
Bravo 6 F (Clorotalonil) (1 :50 dilución en agua esteril), pH 6,9. 

El medio KBTS agar, (Ohanvantari) se compone de :1,5gr MgSQ4.7H20, • 
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4- RESULTADOS Y DISCUSIÓN

4.1 IDENTIFICACIÓN DE AISLAMIENTOS 

En el cuadro Nº 2 se resumen los resultados obtenidos en las pruebas 
bioquímicas realizadas para la obtención de un cultivo puro de C. m. subsp m.,

el cual fue utilizado como testigo en las pruebas posteriores· para la detección 
de las bacterias en semillas de tomate. 

CUADRO N°2 RESOL T ADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS 

. Hit.lrtilí,.is · ('itocrmm1 U1111cfüt.·ti{111 R•1io tk Rcdm:fi1ít1 llitlrúli,i, ! 
, -\i,lamit•nto Cat�ht,,t Od Oxida�a tk ta :\kliln lk ni1rnt11 -\lmi<li,n ; 
• Tm.'(·11 �datina ¡ 

N
º

2 * .. " dudosa negativo negativo negativo ausente leve 
l'? 3 

*** dudosa negativo dudoso dudoso leve 
Nº 4 *** dudosa ne. ativo neoativo ausente ositivo 

No -� ** negativo negativo dudoso leve 
Nº 7 *** ne 1ativo ne�ativo ausente leve 

Nº 9 ** ne ativo negativo dudoso leve 
N

º

lO *** ne 1ativo negativo dudoso leve 

N"lS **** ne ativo ne¡¿ativo dudoso leve 
Cm12 **** negativo dudoso leve 
Cml3 **"' negativo dudoso leve 

Xc 
**** positivo dudoso ositivo 

XcXanthomonas arborícola pv prnni_- testigo negativo. 
Cm Clavibacter michiganensis subsp michiganensis (Cm 12 - Cml3) Testigo positivo 
. • indicador de grado de viabilidad 

En la prueba de reducción de Nitrato no se obtuvieron resultados 
coherentes, lo que podría estar explicado por errores experimentales. Por esta 
razón, dichos resultados no fueron tenidos en cuenta en la determinación 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 Nº 9, 1 O, 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 COMPARACIÓN 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. 

CUADRON
º

3 CONTEO EN DILUCION 

6 122 124 134 127 1.26xl0 

7 31 24 17 24 2 4x10 

5 688 711 768 722 0.7xl0 

6 98 102 98 99 0.9x10 

7 12 15 15 14 l.4xl0

5 627 537 540 586 
9 

0.56xl0 

6 98 109 96 108 I.OxlO

7 25 21 IS 15 2.0:-<10 

5 o o o o o 

6 o o o o o 

7 o o o o o 

• * incontables

5• l:HI0.000, 6- 1:1. 000 000, 7- 1.10. 000 OOU

A partir de estos datos se calculó el porcentaje de recuperación de ia 



bacteria, considerando al medio NAD como medio de referencia. El porcentaJe 
de recuperación obtenido en el medio SCM fue de 65 %, en el medio KBTS fue 
de 55% mientras que en el medio CNS fue de 0%. (ver foto Nº 3). Estos valores 
d1fióeron de los encontrados en la bibliografía extranjera, lo que podría 
atribuirse a la influencia del ambiente en el comportamiento de los medios y al 
uso de un medio de referencia diferente. 

A partir de los datos de este cuadro se descartó el uso del medio CNS 
en la detección de la bacteria en estudio, 

El crecimiento en el medio NAO se caracterizó por colonias de coloración 
crema, elevación convexa, forma irregular y borde entera. (Ver foto Nº 4) 

En el medio KBTS las colonias de Clavíbacler m. subsp. m. crecieron de 
forma circular , elevación convexa, borde entero, de coloracion amarillo-crema . 
(Ver foto Nº 5). 

Mientras tanto para el medio SCM las colonias presentaron una forma 
icregular, elevada, de coloración más tenue.(Ver loto Nº 5), Cabe destacar que 
en esta etapa del trabajo se omitió en la composición de los medios el Telurito 
de potasio el cual imprime a las colonias tonos grisaceos. 

4,3 DETECCIÓN DE C/avibacter michiganensis subsp, 
mlchiganensis EN SEMILLAS COMERCIALES DE TOMATE 

4.3, 1 Medios semiselectivos 

Para la detección de Clavibacter michiganensis subsp michiganensís en 
las semillas de tomate se utilizaron los medios sem!selectivos seleccionados 
SCM, KBTS y el medio NAO como referencia 

En la primera tanda en la cual se evaluaron las variedades Coloso y 
Sapermax y en la segunda tanda para la evaluación de Tommy y Fortaleza. sin 
teiurito de potasio, el testigo positivo sembrado (Aislamiento Nº 18) mostró 
colomas semejantes a las observadas durante el conteo en dilución realizado 
en el paso antenor del presente trabajo. 



El comportamiento que presentaron las colonias del testigo positivo de 
C/avibacter m. subsp. m. ( Aislamiento Nº 18) en los medios de SCM y KBTS 
para la repetición en la cual se evaluaron las cuatro variedades 
simultáneamente con la adición de telurito de potasio, coincide con lo descripto 
en la bibliografía (Fatmi, M; 1989 y Gitaitis, RD; 1989 respectivamente) se 
observaron colonias irregulares, convexas, mucosas y moteadas con 
coloraciones grises a negras para el SCM; colonias grandes, mucosas y grises 
o pequeñas negras y sin elevación para el medio KBTS.(ver foto Nº 6 y 7)

Los cuadros Nº 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 evaluación (Coloso y Supermáx y Tommy y Fortaleza 
respectivamente.) 

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

En la variedad Supermax tanto en el Medio KBTS como en el medio SCM 
no se observó crecimiento de colonias a simple vista hasta pasados los nueve 
días. Luego de este período crecieron sólo dos colonias diferentes, las cuales 
son descriptas en el Cuadro Nº 6 (Apéndice). Mientras tanto para la variedad 
Coloso se observó un notorio crecimiento con formación de diferentes colonias 
a partir de los cuatro días. 

A! igual que en los medios semiselectivos, para el medio NAO ambas 
variedades mostraron notorias diferencias en la in tensidad y diversidad de las 
colonias. 

En segundo lugar se evaluaron las variedades Tommy y Fortaleza. En el 
cuadro Nº 8 se presenta la observación de las colonias a los seis días de la 
siembra. Se destaca un menor número de colonias diferentes y un menor 
crecimiento, en comparación a la variedad Coloso testeada con anterioridad. No 
se observaron colonias con coloraciones intensas, rosadas ni amarillas. 

El crecimiento de colonias no presentó diferencias entre los procesos de 
extracción, macerado y agitación para todos los medios y variedades utilizadas. 
Por lo tanto en los cuadros Nº 5, 6 y 8 no se presentan los datos diferenciados 
para cada procedimiento. Con respecto a la otra variable, concentrado y diluí do, 
se encontraron claras diferencias. Mientras que en el primer caso las colonias 
mostraron un rápido crecimiento en los días sucesivos a la siembra, con su 







('(.:ADRO N":i VALORES DE ABSORBANCIA COJlRESPO�DIF'.NTES AL TEST lJE ELISA 

DE LOS AISLAMIENTOS PROVEME�TES DE LAS VARIEDADES TOMMY 

Y FORTALEZA 

Con el procedimiento extractívo de macerado, se observaron valores 
menores con respecto a los obtenidos en las semillas tratadas con el proceso 
de agitación, para cada variedad. a excepción de la valiedad Tommy, lo cual 
podría verse explicado por un error experimental. Para estos resultados, la 
explicación podría ser que las semillas utilizadas para el macerado ya habían 
sido usadas en el proceso de agitación De esta manera las bacterias 
detectadas corresponderían a las que se encuentran internamente en fa semilla, 











repiques de los aislamientos 39 al 43 se realt2ó un nuevo Test de ELISA, con 
resultados más claros (Cuadro Nº 3 de Apéndice), Se realizaron sucesivos 
repiques en el medio NAD de las colonias que presentaban aspecto más 
semejante a la descripción del testigo positivo y mediante un test de ELISA se 
confirmaron los postulados de Koch y se obtuvieron aislamientos más puros de 
la bacteria, (Cuadro Nº 4, Apéndice) (Ver foto Nº10) Cabe destacar que el 
aislamiento de Clavibacter m_ subsp. m. obtenldo presenta coloraciones 
rosadas, lo cual esta contemplado en la bibliografía consultada.(CMI) 

4.4 TEST DE HIPERSENSIBILIDAD 

Las muestras de los dos primeros test de ELISA que resultaron con 
valores mas cercanos a los que presentaron las colonias de Clavibacter m

subsp. m. puras fueron sometidas a un test de hipersensibilidad. Los resultados 
de este test no pudieron ser recuperadas de la planta de tabaco. Esto se debió 
a que esta planta colapsó al poca tiempo de ser inoculada. Una posible 
explicación de este hecho sería la contaminación de una de las muestras con 
un patógeno, ante el cual el tabaco presentara una gran sensibilidad_ 
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Un Test de ELISA realizado posteriormente permitió la detección de 
Clavibacter m. subsp. m., recuperada de los plantínes que murieron por la 
inoculación. (Cuadro N" 3). De este modo se confirma la presencia de 
Ci?Vibaºter patógenas en los aislamientos obtenidos de las semillas. 

El alto porcentaje de ataque de plantínes por damping off que se observó 
en las bandejas. fue mayor en plantines no inoculados con respecto a los 
inoculados. 

Al analizar los resultados de la inoculación 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 práctica de la inoculación. 

las 2 muertes de plantines registradas ante la inoculación con agua 
estéril, ocurrieron por danos provocados en el momento de la ínocufación. 







7-SUMMARY

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

The disease can be seed transmited. 

Were evaluated 4 importants commercials tomate 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 NAO was 55% and 65% respectively, and while CNS was 0%. 

Extracting seed by shaking resulted 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. 

















CUADRO Nº J VALORES DE ABSORBANCIA DEL TEST DE ELISA DE COLONIAS 

BACTERJANAS PROVENIENTES DE REPIQUES DE LA MUESTRA Nº l 
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EL CUADRO N° l (APENDICE) Y DE COLONIAS CRECIDAS EN MEDIO 

NAD A PARTIR DE LOS REAISLAMIENTOS DE PLANTINES INOCULADOS. 

1
�.;;: E," .. <::TR -\ � 

r A 

B 

e 

D 

E 

F 

G 

H 

I 

J 

K 

l, 

M 

N 

Ñ 

o 

p 

Q 
R 

T 

u 

w 

y 

z 

¡ PQ 

MA 
.... 

-

A2ua destilada 

��·?r1;r;:.,rs 

0.065 

0.077 

0.057 

0.063 

0.072 

0.067 

0.067 

0.171 

0.083 

0.052 

0.070 

0.096 

0.059 

0.080 

0.276 

0.098 

0.067 

0.074 

0.102 

0.119 

0.072 

0.117 

0.140 

0.072 

0.151 

0.187 

0.359 

0.067 

0.058 

0.072 

0.081 

0.070 

0.055 

0.060 

0.060 

0.050 

O. 180

0.078 

0.056 

0.071 

0.086 

0.065 

0.092 

0.268 

0.098 

0.061 

0.066 

0.110 

O. 125

0.087 

O. 128

0.148 

0.073 

0.167 

0.180 

0.300 

0.075 

0.070 

i\iftt;� 

0.068 

0.079 

0.063 

0.059 

0.066 

0.063 

0.058 

0.175 

0.080 

0.054 

0.070 

0.091 

0.062 

0.091 

e.u�

0.098 

0.064 

0.070 

0.11 S 

0.122 

0.079 

O. 122

0.144 

0.072 

0.159 

e.tu

o.J2.9

0.071 

0.064 

NOTA: La muestra en rojo corresponde aJ reaislamiento de mayor absorbancia. 
obtenidos de los planti.nes inoculados .En azul se presentan los valores mas 
destacados en la prueba Límite: 0.071 





CUADRO Nº5 DESCRIPCION DE WS CRECIMIENTOS DE COLONIAS BACTERIANAS 
EN WS MEDIOS KBTS, SCM Y NAD PROVENJENTES DE LOS 
AISLAMIENTOS DE LAS VARIEDADES COWSO Y SUPERMAX A WS

CUATRO DÍAS DE LA SIEMBRA. 

¡ l - Circular grM1de.
ele'\-ación convexa, 
diámetro de 5mm. 
color beige 

i 1ransparc111c 
!2- l-Fom1a

puntifom1c 
convexa, 2mm. 
color amarillo. 

1- CiTcular. mediana,
3-4mm, color­
crema

l- Circular, gr.mde; 5- l-
6mm,conwxa.
tr.msparcn1c.

p- Pu111ifonnc. apenas
visible. color
crcmét

l� l Pf ln 1 .\.\ ·-----r-­
! KBl 'I �C"
¡

D 

Nümerosas 
colonias.. Pre-;encia 
de fuertes olores 
acidos. 

! 1 - Sin crecimieoto 1- Sin crecinúento } -Numerosas colonias 

¡ 
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CUADRO Nº6 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 DÍAS DE LA SIEMBRA 

• l- Puruiformt' ,elevació 1- C.olon.ia circular, 1- Abundante número
¡ n com'exa, color convexa.borde: y tipo de c-0lonias,

rosado 1 en1ero. m�s.r 
:! Puntúorme. trnnsparente. i.odúerenciable.

coovexa,color !2- Punriforrue, borde Crecimienlo dt'
crema encero,color sa prúfüa.c;

'3- ClíCUlar. amarillo-crema. 

convexa.color
amarillo 

-t- Fonna irregular,
¡ 

e(t:\-ada,color 
,5- crcma,prcscncia de

n uorcsccncia
�l PER\I \:\ 

KB l� S( \l '\,\ll 
1 
¡ 1- Punlifonnc. color

crtma.. 
• 2- Purtl.iformc, 

convexa, color
rosado.

1- Sin crccimicnlo. l - Punl.ifonnc, 
convexa. coloración
rosada 

2- Irregular. achaiada.,
color crema. borde
ondulado 

1- Irregular, de 
colorac1ón amarilla

4- Circular, convexa,
color crema.
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CUADRO N-, DESCRIPCION COMPARATIVA ENTRE LOS PROCESOS DE AGITACION, 

MACERADO; CONCENTRADO Y DILUIDO PARA AISLAMIENTOS· 

PROCEDENTES DE LA VARIEDAD SUPERMAX 

crema. 
! 2- Punliformc, convexa,

Color rosado 

Puntifomte, borde 1 1- Sin crecinuento 
en1ero, color crema 
Puntiforme, convexa. 
color rosado 

crecimiento con r�specto 
;a 1-JITS-agitación 
. concenu-ado ) 

, l:tfc1·;Jdo Cm1centt·:1dn 

KIHS 

11 Punlifonne. 1- Sin crecimiento
1 • coloración crema 
!2- Punliíonnc. convexa.
l color rosado
! 
.\IJn•rado J>iluítlo l 

con-..cxa, 
colornción rosada 

2- flTcgul,u.achalaca,c
olor crema .borde
ondulado

i- Im:gular de
coloración amarilla.

4- Circular. convexa,
color crema

J- Jdem a NAD
agitación 
conceolrado,Menor
crecimiento
posibilllaudo una
mejor observación
de las colonias
aisladas.

1- ldcm NAD agi1ació1)
concentrado

� �C\l ! .'\·\U

1- Puntiformc, color 1- Sin crecimiento
crema 

!2. Punliíonnc,de
coloraóón rosada_ 

1- ldcm NAD
agitación
concentrado.
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CUADRO Nº 8 DESCRIPCIÓN DE LOS CRECIMIENTOS DE COLONIAS BACTERIANAS 
PROVENIENTES DE TOMMY Y FORTALEZA A LOS 6 DÍAS DESPUÉS DE 
LA SIEMBRA 

,1-
l 
¡ 

¡ 
!2-
¡ 

Circular elevación 
convexa, color 
crema. borde 
entero. 
Circular, elevada, 
tra.nsparcntc, borde 
entero. 

1- Excesivo
crecimiento que

impidió la 
observación de 

colonias aisladas. 

1- Circular, convexa,
transparente, bor�o;JS
lisos.

1- Colonia circular,
convexa,
(J"/lJlsp;ITCll!C.

l- Circular, elevada,
colomción amarilla.

2- lm!gular, acharad:i,
color crema.

1- Presencia de
hongos_ olores
íéüdos.

l- Numerosos tipos de
c:olonias de dificil

observación. 
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Foto Nº 2 Oservación del agitador rotativo 



Foto Nº 3 Observación de recuperación de colonias de Clavibacfer m.

subsp. m. en los medios SCM, KBTS, CNS y NAO en 
diluciones de 1x105 y 1x106 
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Foto Nº 4 Observación de colonias de Clavibacter m. subsp. m. en los 
medios SCM, KBTS, CNS, y NAO. 
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Foto Nº 5 Observación de colonias de Clavibacter m. subsp. m.en los 
medios SCM y KBTS. 

ú2 



Foto Nº 6 Observación de colonias de C!avibacter m. subsp. m. en el 
medio KBTS. 



Foto Nº 7 Observación de colonias de Clavibacter m. subsp. m. en el 
medio KBTS. 
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Foto Nº 13 Observación de marchitamiento de un plantín inoculado con 
el aislamiento Nº 41. 










