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RESUMEN

Et cdncer bactsriano del tomate causado por Clavibacter michiganen-
sis subsp. michiganensis (Cmm) es una de Jas enfermedades més im-
portantes en este cuftivo. La principal fuents de introduccion y
trasmision es a fravés de semillas donde e! patbgenc pusds sobravivir
por afios con niveles de indeulo muy bajos, fo que hace dificii su detec-
cién, Se realizé un estudic con #f ohjstivo de estandsrizar el métado
méds idoneo, en nuestras condiciones, para detectar esta bacleria,
conjugando fa técnica seroldgica IF! con fa siembra en medio semise-
lsctivo. Utiiizando semiflas artifficialmente infectadas se emplearon fas
Styuisntes variantes: maceracién en tampon PBS una hora a 100 rpm
sin cenlrifugacién, PBS 24 horas g 4°C con centrifugacion y PBS una
hora a 100 rom con centrifugacion, tomando como conifrol ef meétodo
OEPP de maceracidrt en tampdn PBT gor 24-72 horas a 4°C con cen-
trifugacisn. Los resultados no mostraron diferencias significativas en-
tre ef método PBE una hora con cenirifugacidn y ef confrol OEPP, por
fo que se procedis a comparar fa sensibilidad de ambos tomando por-
centajes de semilias infectadas, de donde se concluye que ef método
sefeccionadeo responds correctaments, obleniéndose resuftados posi-
tivos en Ja IFl en concentraciones de semillas infectadas mayores al
uno por clento mientras que la técnica cultural es sensible, al menos
hasta of 0, 1% de semillas infectadas, por o que e propons como
prueta confirmativa def diagndstico.

Palabras claves: fomate, Clavibacter michiganensis, ssmiflas, mito-
dos de diagnéstico, céncer bacteriano

ABSTRACT

Bacterial cantar of tomate is an important disease caused by Clavi-
bacter michiganensis subsp. michiganensis (Crmm). The mair source
of inoculum are infected seeds where the pathogen can survive for
many years. The aim of this study was to obtain the best method in our
conditions to detect this bacterium in seed fots based in dilufion plating
in semiselective media and the serological technigue immuncfluares-
cence staining (IFAS). The best resulf for extract this quarantined pai-
hogen was achieved macerating the seeds in phosphate buffer {(PBS)
1 howr at 100 rpm at room temparature plus centrifugation. As control
was taken the method proposed by EFPFPQ. Whereas by IFAS we only
detect the target in fots with more than 1% of infection, the bacterium
was obtained in KBT at least, in lofs with 0.1 percentage of artificially
infected seeds of tomato. Then we considered this probe as the confir-
mative one i seed testing of Cmm.

Key words: tomato, Clavibacfer michiganensis, seeds, diagnosis met-
hods, bacterial canker

INTRODUCCION

EI cancer bacteriano del tomate causado por Clavibac-
ter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davies,
Gillaspie, Vidaver & Harris es una de las enfermedades
més importantes del tomate (Lycopersicon esculentum
Miller} a nivel mundial fFatmiy Schaad, 198%; Fatmiy
Schaad, 19911

Aungue el patégeno puede sobrevivir en el suelo, en
malezas y en otros cultivos de interés, se considera que
la principal fuente de diseminacién de la enfermedad
es a través de las semillas contaminadas, encontréndo-
se ¢l microorganismo tanto sobre la cubierta como en
el interior de ellas [Faumi v Schaad, 1989; Dhanvania-

i, 1989]. Se ha demostrado que la sobrevivencia del
patdgeno en semillas supera los diez afos [Franken et
al., 1993] v que la enfermedad se puede trasmitir de
una cosecha a otra y ocasionar drasticas epifitias, aun-
que el porcentaje de infeccién en un lote de siembra sea
inferior al uno por ciento.

La enfermedad ocasiona una severa reduccién de la
cantidad v la calidad de los frutos, los cuales de obte-
nerse pierden su capacidad comercial [Van Vaeren-
bergh y Chaveau, 1987]. Ademas la enfermedad
representa un peligro potencial para otros cultivos jm-
portantes como la berenjena y =l pimiento.
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Este es un organismo cuarentenado debido a que la
enfermedad no estd presente en ¢f pafs, por lo que el objetivo
del trabajo consistio en obtener un método, a partir de ce-
pas de referencia, de diagndstico en semillas sensible, con-
flable v objetivo en las actuales condiciones para los
diferentes niveles del sistema de sanidad vegetal, el cual
debe poder insertarse dentro del programa integrado de de-
teccion de patdgenos bacterianos en semillas de tomate,

MATERIALES Y METODOS

Extraccién de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm)

Se procedid a la extraccién del patégeno de lotes de se-
millas artificialmente infectados, tomando tres sub-
muestras de cinco gramos cada una y afadiendo cada
submuestra a un erlenmeyer con 50 mL del tampén
correspondienie.

Se probaron las siguientes variantes empleando tam-
pomn fostato (PBS pH 7,2) como liquido de extraccién:

Metodo I: Maceracién por una hora con agitacion (100
rpm} a temperatura ambiente.

Método 2: Maceracion por 24 horas a 4°C seguida de
centrifugacién a 7 000 rpm por 13 minutos.

Método 3: Maceracién por una hora con agitacién (100
rpm) a temperatura ambiente seguido de centrifuga-
cidr a 7 000 ypnt por 15 minutos.

Como control se utilizé el método empleado por la
%mzamon Europea y Mediterrdnea de Proteccidn
lantas {QEPP}, consistente en maceracion en tam-
pon PBTween 20 (pH 7,45) por 24-72 horas a 4°C, se-
ido de centrifugacién [Chaveau, 1992; Franken ef
al., 1993].

El pellet obtenido en todos los casos se resuspendit en
ImL de PBS, vy se prepararon tres diluciones seriadas
en cada caso (10! a 10-%).

Aislamiento de Cmim

Se tomaron 30LL de cada una de las tres diluciones se-
riadas, v se sembraron empleando espatula de Dri-
gnlek\, en r)lar*n: con los medios KBT v IBP. El medio
KBT consiste en Pseudomonas Agar F (Difco) suple-
mentado con telurito de potasio, cicloheximida y 4cido
nalidfxico, mientras que el KBP es similar, pero con la
sustitucion del telurito de potasio por polimixina B

[Dhavantar, 1988, Chaveau, 1992}, Las placas petri
inoculadas se incubaron a 28°C. Las colonias de Crmm
comienzan a aparecer al cuarto dia y en ambos medios
se muestran redondeadas, convexas, de coloracién gris
oscuro con margenes mas claros en KBT, mientras que
en KBP son de color amarillo palide {Chaveau, 1992].
Se contaron las colonias tipicas v se les realizé una
aglutinacién en portacbjetos a algunas tomadas al azar
con un inmunosuero policlonal.

Microscopia de inmunofluorescencia

Se empled un inmunosuero policlonal (1:800) obteni-
do en el INISAV y levantado en conejo, tomando
como antigeno una suspensién de células enteras de la
cepa 21G del patdgeno. Se utilizd la variante inmuno-
fluorescencia indirecta (IFI), empleando el original v la
primera dilucién seriada obtenida {10-') en cada caso.
Se chequearon 30 campos v se promedid el niimero de
células observadas para dar el resultado en célu-
las/campo.

Prueba de sensibilidad

Se seleccioné el métode de extraccién 3 tomando
como control el método propuesto por la OEPP, Se si-
guieron los mismos pasos, pero usando porcentajes de
semillas infectadas de 2%, 1%, 0,5%, 0,3% y 0,1% del
total de las submuestras de cinco gramos. La metodo-
logia de identificacién se basd en este caso en inmu-
nofluorescencia indirecta v siembra en medio semise-
lectivo KB. El medic KBP no se empled por razones
que mds adelante detallaremos.

Analisis estadistico

En todos los resultados obtenidos se empled la prueba
estadistica de comparacién de medias basadas en la
distribucidn ¢ de Student con un intervalo de confianza
del 95% (p = 0,95). Se sefialan las diferencias significa-
tivas en las tablas, cuando existen, con un asterisco,

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en cuanto a los métodos de
extraccién, tomande como testigo ¢l método propues-
to por la Organizacién Europea y Mediterrénea para la
Proteccion de Plantas {OEPP) se muestran en las Ta-
Blas 1y 2.

Tabla 1. Resultados respecto a los métodos de extraccion mediante la siembra en medio semiselectivo KBT

Xm (UFC/Placa) Método ] Método 2 Meétodo 3
14 10-2 102 10 102 103 10 162 103
Variantes 500 123 1,2 430 85 I3 90,0* 13 3.8
Método OEPP 933* (26,0 15,0* 440 14,0* 1,6 46,6 17 5.2

* Diterencias significativas
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Tabla 2. Resultados respecto a los métodos de extraccion mediante
inmunofluorescencia indirecta {dilucién 10-)

Células/campo Meétodo 1 Método 2 Mérodo 3
Variantes 3.7 9.4 9.7
Método OEPP 8,5% 8,7 9,1

* Diferencias significativas

Los resultados obtenidos del enfrentamiento de la
variante seleccionada (método 3} respecto al siste-

ma propuesto por ta OEPP se muestran en las Ta-
blas 3 v 4.

Tabla 3. Resultados de sensibilidad del método 3 respecto al control OEPP en medio semiselectivo KBT

(UF¥C/Placa)
Porcentaje 2% 1% 0,5% 0,3% 0,1%
infeccidn .
10t 102 103 10-1 102 103 16-t 1402 103 101 102 10-3 101 102 103
Métode 3 83* 12* 3,0* 163 26 6 34* 3 0, 7* 185 48% 7* 26% 2% 0.3%
OEPP 53 5 0,3 184% 47*% 5 30 3 03 187 37 4 4 1 01

* Diferencias significativag

Tabla 4. Resultados de sensibilidad del método 3 respecto al control OEPP
para inmunofluorescencia indirecta (células/campo)

Variante (10-1) 2% 1% 0,5% 0,3%
Meétodo 3 4,62* 1,15 Negativa Negativa
Métado OEPP 1,87 0,95 Negativa Negativa

* Diferencias significativas

Al enfrentar el método de extraccién 1 con el método
empleado por la OEPP (control), este Gltimo demos-
ud, de acuerdo con la comparacion de las medias obte-
nidas con la IF] y ]a siembra en medio semiselective,
una diferencia significativa respecto al primero, por lo
que se decidié comprobar si esta diferencia era conse-
cuencia del tiempo de extraccién {24 horas en incuba-
dora refrigerada a 4°C) o a la concentracién de la
muestra basado en una centrifugacién a 7 000 rpm por
espacio de 15 minutos,

Se enfrentd el control OEPP con los métodos 2 v 3, re-
sultados que mostraron que la diferencia significativa
se debe al paso de centrifugacién con la respectiva con-
centracidn de células que el procese conlleva v no al
tiempo de incubacidn.

Una vez comprobada la importancia de este paso, se
enfrentaron ambos métodos, pero disminuyendo los
porcentajes de semillas infectadas. Las pruebas realiza-
das desde el 2% al 0,1% no muestran en general dife-
renicias respecto a los métodos de extraccién probados,
incluso mostrando una ligera mejoria en la extraccidn
por una hora.

Respecto a la inmunofluorescencia indirecta, se obser-
varon ¢élulas tipicas corineformes como se describen
en la literatura [Chaveau, 1992; Franken et al., 1993]
en la primera dilucién seriada, mientras que en los ori-
ginales no se pudo definir el patégeno debido a la exis-
tencia en gran cantidad de particulas —que también son
concentradas con la centrifugacién~- que interfieren en
el resultado. En general esta técnica es Gtil hasta nive-
les de infeccidn superiores al uno por ciento,

Respecto a los medios de cultivo, el KBP no resultd
idéneo segin nuestros resultados por el alto nimero de
contaminantes de mas rapido crecimiento que Cron, lo
que afectd sensiblemente el recobrado del patégeno.
Sin embargo, el KBT muestra un recobrado alto con un
muy escaso crecimiente de sapréfitos, obteniéndose
muchas veces un cultivo puro de la bacteria.

El medio KBT resulta Gtil hasta grados de infeccién de
al menos un 0,1% del total, lo que nos lleva a concor-
dar con la metodologia de la OEPP, gque toma como
prueba confirmativa del diagndstico para Cmm en se-
millas la siembra en medio de cultivo semiselectivo con
la I¥] como una prueba complementaria de mucha uti-
lidad [Chaveau, 1992].
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Esta merodologfa que propenemos se inserta dentro de
la ya establectda en nuestro pais para la deteecion de
patdgenos bacterianos en semillas de tomate v pimien-
to, ademds de que se adapta mejor a las condjciones ob-
jetivas de nuestros laboratorios, los cuales, en su
mayoria, no poseen el equipamiento necesario ni todos

los reactivos que requieve el sistema de deteccién de la
OEPP. Gracias a nuestro sisterna de deteccién también
economizamos tiempo, ya que el diagndstico se obtie-
ne en menos de ocho horas de trabajo, mientras que
por la propuesta OEPP se requiere de 48-72 horas {Fi-

gure}.

Tres submuestras de 5g cada una

Fasar a erdenmeyer
con 30 mlL de PBS 7.2

Maceracién por una hora con agitacién (100 1pm) a temperatura ambiente

v

Centrifugacién a 7 000 rpm por 25 minutos

Resuspender en ImL PB3

Realizar tres diluciones de trabajo seriadas (107! - 10-%)

Dilucién original v 107

Técnica IF]

Y

Ohservar al microscopio flucrescencia

v
Diluciones 1071 ~ 107

Medio semiselectivo KBT

v
Incubar 27-30°C

(30 campos)

{%-5 dias)

RESULTADO FINAL

Metodologia para la deteccién de Cron en semillas de tomate

CONCLUSIONES

* El método de extraccién 3 ~PBS una hora y agitacién
a 100 rpm con centrifugacion- es adecuado para diag-
nosticar semillas infectadas con Crmm,

* La técnica IFI se debe usar como complemento a la
siembra de diluciones en medio agarizado, ya que es in-
capaz de detectar porcentajes de infeccién infericres o
iguales al uno por ciento.

* El medio semiselectivo KBP no mostré alta eficacia
en el recobrado del patégeno,

* La siembra en medio semiselectivo KBT es Ja prueba
confirmativa del diagnéstico de semillas infectadas; va
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que es capaz de detectar, al menos, el 0,1% de infec-
cion, idendficindose facilmente Crmm con un muy es-
caso crecimiento de saprofitos,

REFERENCIAS

Chaveau F. J.: «Clavibacter michiganansis subsp. michiganensis: Test
Methods for Tomato Seeds», Bullefin EPPQ 22(2): 218-224, 1932,

Dhavantari, B.N.. « Comparison of Selective Media for isolation of
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis», Phythopathology
{ELA) 78, 1988,



Deteccion en semillas de Clavibacter...

: «Effect of Seed Extraction Metheds and Sead Treatments on
Cantrof of Tomato Bacterial Cankers, Canagian Journal of Plant
Pathology (11): 400-408, 1885.

Fatmi, M.; N.W. Schaad: «Detection of Clavibacier michiganensis
subsp. michiganensis in Tomato Seeds», Detection of Bacteria in
Seeds, APS Press 4549, 1888,

——: «Seed Treatments for Eradicating Clavibacter michiganensis
subsp. michiganansis from Naturally Infected Tomate Seeds», Plant
Disgasa 75(4), 1991,

Franken, A. A.; G. C. Kamminga. Y. E Birnbaum: «Detaction of Clavi-
bacter michiganansis subsp. michigansensis in Tomato Seeds by
Inmunefluorescence Microscopy and Dilution Platings, Neth. J. Pl
Path. 89:128-137, 1993,

Kritzman G.: «A Methed for Detection of Seedborne Bacterial Disea-
ses in Tomata Seeds», Phytoparasitica 18(2); 133-141, 1881,

Ministry of Agriculture, Fisheries and Food: Bacteral Canker of Toma-
to, United Kingdom: MAFF Publicaticns, 1982

Wan Vaerénbergh J. G P J F. Chauveau: «Detection of Conmebacterium
michiganensis in Tomato Seed Lotss, Buffefin £PFD 17: 131428, 1987,

Sieosanidadi13



