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Resumen

Maeso, D.; Arboleya, J. y Walasek, W. 2012. Supervivencia de
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, agente causal
del “Cancro bacteriano del tomate” en elementos de entutorado.
Horticultura Argentina 31(75): 28-31.

El “cancro bacteriano del tomate” (Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, Cmm) es una de las enfermedades mas im-
portantes del cultivo en Uruguay. Para disminuir su incidencia se
recomienda la rotacion con cultivos no sensibles. Sin embargo, la
eficacia de esta medida depende de la supervivencia del patogeno
en el suelo y/o soportes del cultivo o de su introduccion al nuevo
cultivo. En el presente trabajo se estudio la permanencia de Cmm
en elementos de entutorado (rafia y cafia de Castilla, Arundo donax
L) bajo condiciones de laboratorio. Se inocularon por inmersion
segmentos estériles de rafia y de cafa en una solucion 2 x 108
ufc-mL! de Cmm en buffer salino durante dos horas y se conser-

varon a temperatura ambiente. Se analizo la presencia de Cmm a:
0, 1, 7, 14, 30, 60, 90, 180, 240 y 365 dias posinoculacion me-
diante su cultivo en agar nutritivo dextrosa en diez placas conte-
niendo cinco segmentos cada una por fecha. La concentracion de
las bacterias desarrolladas en cada placa fue estimada mediante
DO 590 nm luego de su resuspension en 7 mL de buffer salino.
Para el analisis estadistico se us6 un disefio de bloques al azar con
diez repeticiones. La supervivencia en cafa fue menor a siete dias
e inferior al 100 %, mientras que en rafia supero el afo y total
hasta 240 dias. La DO 590 nm de las soluciones bacterianas dis-
minuy6 con el tiempo. Se comprobd mayor supervivencia del pa-
togeno en hilo de rafia.

Palabras clave adicionales: supervivencia en rafia, supervivencia
en cafia, tutores.

Abstract

Maeso, D.; Arboleya, J. and Walasek, W. 2012. Survival of Clavi-
bacter michiganensis subsp. michiganensis, causal agent of tomato
bacterial canker, on trellising materials. Horticultura Argentina
31(75): 28-31.

Bacterial canker (Clavibacter michiganensis subsp. michiganen-
sis, Cmm) is one of the most important tomato diseases in Uru-
guay. Crop rotation with non susceptible hosts is recommended to
decrease soil inoculum level. Its efficacy depends on pathogen sur-
vival in the field, on trellising materials or on its re-introduction.
Cmm survival in pieces of polypropylene ties and of giant reed
cane (Arundo donax L) artificially inoculated was studied in la-
boratory conditions. They were inoculated by immersion in a 2 x

108 ufc-mL-! Cmm solution in saline buffer for two hours. The pre-
sence of Cmm was analyzed 0, 1, 7, 14, 30, 60, 90, 180, 240 and
365 days post inoculation by plating on each date ten plates of nu-
trient agar dextrose media containing five pieces each. Concen-
tration of bacteria developed on each plate was estimated by the
OD 590 nm after resuspension in 7 mL saline buffer. Data were
analized on a randomized block design with ten replications (pla-
tes). Cmm survival in cane was less than seven days and lower to
100 %, while that of the ties exceeded one year and was 100 %
until 240 days. OD 590 nm decreased with days post inoculation.
It was confirmed a longer pathogen survival on ties.

Additional keywords: plastic ties, giant reed cane.

1. Introduccion

El “Cancro bacteriano del tomate” es uno de los
problemas sanitarios mas importantes del cultivo en
Uruguay. Su agente causal, el actinomiceto gram po-
sitivo (Clavibacter michiganensis subsp. michiganen-
sis (Smith) Davis et al., Familia Microbacteriaceae)
(Gartemann et al., 2008), ingresa al cultivo ya sea a
través de semillas, plantines, agua de riego o por las
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labores de deshoje, desbrote, cosecha, curas y atado
(Chang ef al., 1991; Gitaitis et al., 1991; Gleason et
al.; 1993, Huang & Tu, 2001). Una vez instalado pue-
de permanecer en el predio donde se registro la enfer-
medad por periodos relativamente largos, ya sea en el
suelo o en las instalaciones, por si solo; o bien en res-
tos vegetales o en elementos de entutorado. La super-
vivencia del patdgeno en el suelo o en restos vegetales
ha sido objeto de muchos estudios reportandose dife-
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rentes valores dependiendo de las condiciones experi-
mentales en que se realizaron los trabajos. Basu (1970)
determind experimentalmente una supervivencia de
36y de 11 semanas en tejido foliar y en hilos de algo-
don, respectivamente, colocados en suelo a -20 °C; e
inferior a tres semanas a temperaturas entre 5y 35 °C,
resaltando la influencia de la temperatura en el pro-
ceso. En Australia, Moffet y Wood (1984) reportaron
una permanencia de 3 a 7 meses en restos de tejidos
que se vio influenciada por el tipo de suelo. Por otra
parte, Chang et al. (1992) determinaron la permanen-
cia en tejido enterrado en suelo entre 196 y 210 dias.
También se ha sefialado el efecto de la localizacion de
los restos vegetales en la supervivencia del patogeno.
Gleason et al. (1991) reportaron una permanencia de
C. michiganensis subsp. michiganensis de 24 meses
cuando los restos estaban en superficie y menor a siete
meses cuando estos estaban incorporados al suelo. Es-
te efecto también fue observado por Fatmi y Schaad
(2002), quienes estimaron una supervivencia teorica
de 822 dias basandose en sus datos experimentales.
Segun Goto (1992) y Kronka (2004) Clavibacter
michiganesis subsp. michiganensis también puede vi-
vir en condiciones de aire seco por 7 a 8§ meses en la
superficie de estacas de madera, cajas, hilos, cables y
hasta por 15 meses en tejidos de tomate. Miguel-
Wruck et al. (2001) determinaron una supervivencia
en estacas de bambu por hasta 100 dias. Leben (1981)
menciona algunos de los mecanismos por los cuales
las bacterias fitopatogenas pueden sobrevivir en restos
vegetales, entre ellos la generacion de células hipo-
bidticas con gran resistencia a condiciones adversas.
La supervivencia del patdgeno en materiales y restos
vegetales de cultivos anteriores refuerza la idea que
con el solo uso de semillas o plantines sanos no es po-
sible prevenir grandes ataques de la enfermedad en
condiciones de campo, dado que ésta posee mecanis-
mos muy eficientes de diseminacion (Chang et al.,
1992; Gleason et al., 1991; Gleason et al., 1993).
Teniendo en cuenta estos aspectos, el manejo exi-
toso de esta enfermedad es Gnicamente posible si se
aplica integradamente un conjunto de medidas. Entre
ellas se encuentra la rotacion de al menos dos afios con
cultivos no susceptibles para asegurarse que el patod-
geno no permanezca en el predio a cultivar (Gleason
et al., 1993). Sin embargo, esta medida es resistida por
los productores, por un lado, porque principalmente
en invernaculos se reducen las alternativas econémi-
camente viables y, ademas, porque a nivel testimonial,
existen antecedentes en los que la enfermedad se ha
vuelto a registrar atin habiendo respetado el periodo
de rotacion recomendado. Considerando el ciclo de la
enfermedad, es imposible establecer si la recurrencia
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se debe a la supervivencia del patogeno en suelo, en
restos vegetales, en instalaciones o en elementos de
entutorado, por un periodo superior a la duracion de
la rotacion; o simplemente, por su reintroduccion des-
de fuera.

En Uruguay los elementos de soporte para el cul-
tivo de tomate mas frecuentes son la cafia (principal-
mente en cultivo al aire libre) y el hilo de rafia, los
cuales son reutilizados varias veces. Tomando en
cuenta los antecedentes enumerados seria interesante
conocer la supervivencia de Cmm en los mismos.

El presente trabajo forma parte de una linea de in-
vestigacion tendiente a estudiar la epidemiologia del
“Cancro bacteriano del tomate” para conocer sus for-
mas de diseminacion y la permanencia del patdogeno
en suelo, restos vegetales y elementos de entutorado
en nuestras condiciones, de manera de lograr informa-
cion local objetiva que ayude a planificar su control
integrado. El objetivo fue estimar, bajo condiciones
de laboratorio, la permanencia de Clavibacter michi-
ganensis subsp. michiganensis sobre segmentos de
cafia de Castilla e hilos de rafia inoculados artificial-
mente.

2. Materiales y métodos

Los experimentos se llevaron a cabo en el Labora-
torio de Fitopatologia de la Seccion Proteccion Vege-
tal de INIA Las Brujas, en Rincén del Colorado, Cane-
lones, Uruguay (34,4° S; 56,20° O; 32 m.s.n.m.). Se
utilizo6 un aislamiento local de Clavibacter michiga-
nensis subsp. michiganensis (Cmm) con probada pa-
togenicidad LB17 obtenido de un cultivo de tomate
cv. Michelli (Sakata Seed Sudamerica Ltda.) realizado
a campo y afectado por la enfermedad en el predio ex-
perimental de INIA Las Brujas.

Se estudiaron dos tipos de elementos de entutorado
de uso en cultivos de tomate en Uruguay: hilo de rafia
(o polipropileno) de uso agricola (Reyenvas S.A., R-
1000, Espafia) y cafia de Castilla (Arundo donax L.)
seca, lista para usar como tutor. Para la infeccion arti-
ficial se utilizaron 500 segmentos de cada tipo, con las
siguientes dimensiones: 1) cafia castilla: 2 x 0,5 cm y
2) hilo de rafia: 2 cm de largo. Estos elementos, pre-
viamente esterilizados en autoclave a 120 °C por 20
minutos, fueron sumergidos en una solucion del pato-
geno con una concentracion de 2 x 10 ufc-mL-!' de
buffer salino (NaCl al 0,85 %) por un periodo de dos
horas. Posteriormente, se los dejo secar en grupos de
50 sobre placas de Petri tapizadas con papel de filtro
estéril en una camara de flujo laminar con el ventila-
dor encendido. Una vez secos, las placas fueron cerra-
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das y conservadas para su evaluacion, dentro de una
campana desecadora a temperatura ambiente.

Para estudiar la supervivenciaa 0, 1, 7, 14, 30, 60,
90, 180, 240 y 365 dias luego de la inoculacion (dpi),
al final de cada periodo se sembraron cincuenta trozos
de cafia y de rafia en medio agar nutritivo (cinco tro-
zos por placa y 10 placas de Petri por fecha) y se in-
cubaron a 25 °C. A las 48 horas se registro visual-
mente el nimero de segmentos que desarrollaron co-
lonias similares a Cmm. El crecimiento bacteriano de
una placa por periodo se recogi6 en 7 mL de buffer sa-
lino y se midi6 la DO (densidad optica) de esa solu-
cion de bacterias a 590 nm utilizando un espectrofo-
tometro (Hitachi modelo 10-100, Japon) con el obje-
tivo de cuantificar el desarrollo bacteriano alcanzado
en las diferentes fechas.

El experimento fue comenzado el 13/7/2009 (dia
0) y finaliz6 13/7/2010 (dia 365 desde la inoculacion).
Se evalud el porcentaje de segmentos que presentaban
crecimiento bacteriano con caracteristicas similares a
Cmm en cada fecha. La presencia del patogeno en las
soluciones en buffer salino fue confirmada mediante
pruebas DAS-ELISA utilizando un kit comercial (AG-
DIA Inc., Elkhard, IN46514, Estados Unidos), consi-
derando como positivas aquellas muestras en las que
se superaba el doble de la DO 405 nm del testigo (so-
lucion de buffer salino) siguiendo el protocolo reco-
mendado por su fabricante (Alvarez et al., 1993).

El porcentaje de segmentos con crecimiento bac-
teriano por fecha fue analizado estadisticamente usan-
do un disefio de bloques al azar donde las repeticiones
eran las diez placas con cinco
segmentos cada una. La separa-

a la senalada por Miguel-Wruck et al. (2001) para ca-
fia de bambu. Esto probablemente pueda deberse a di-
ferencias en los métodos usados. El método de ino-
culacion utilizado por esos autores incluia una expo-
sicion al patdgeno mas prolongada mediante la inmer-
sion en solucion bacteriana por 24 horas. La forma de
recuperar al patdbgeno también fue diferente incluyen-
do la agitacion en solucion salina por cuatro horas y
la centrifugacion previamente a la siembra en medio
de cultivo. Ademas de diferencias en la estructura de
los materiales (bambu y cana de castilla), la duracion
de la inoculacién empleada (dos horas) pudo haber li-
mitado la colonizacion de los trozos de caiia castilla.

Respecto a los resultados obtenidos en rafia, la su-
pervivencia es superior a los 7 a 8§ meses mencionados
por Goto (1992) en materiales inertes siendo mas pa-
recida a la permanencia reportada para en restos ve-
getales en la superficie de suelo y con humedad am-
biente baja (24 meses segin Gleason ef al., 1991; y
822 dias segun Fatmi & Schaad, 2002).

En la Tabla 1 también puede observarse como dis-
minuye en ambos elementos de entutorado el poten-
cial de indculo con el tiempo, estimado como la DO
590 nm de la solucion bacteriana la cual esta relacio-
nada con la cantidad de células bacterianas recupera-
das luego de cada periodo de conservacion. Sin em-
bargo, como Cmm es una bacteria con gran capacidad
de reproduccion y vias eficientes de diseminacion, ni-
veles inicialmente bajos de inoéculo pueden desenca-
denar graves ataques (Chang et al., 1991).

Los valores obtenidos en laboratorio son probable-

Tabla 1. Permanencia de Cmm en segmentos de rafia y cafa.

Segmentos con Cmm (%)%

DO 590 nm (crecimiento
bacteriano de cinco segmentos
diluido en 7 mL BS)*%

HVY LUUIUPIVLD WL 1 /U Uv pavUs

bilidad. Los valores de DO no (p.i.) Cafia Castilla Rafia Cafia Castilla Rafia
fueron analizados estadistica- 0 horas p.i. 88 dv 100 e 0,9 1,55
mente. 24 horas p.i. 72b 100 e 0,4 1,8
7 dias p.i. O0a 100 e 0 1,8
3. Resultados y discusion 14 dias p.i. 0a 100 e 0 1,8
30 dias p.i. O0a 100 e 0 1,4
El patdgeno se pudo aislar 60 dias p.i. 0a 100 e 0 0,7
de los segmentos de rafia du- o g
rante todo el periodo estudiado 90 dias p.i. 0a 100 e 0 s-d-
estimandose su supervivencia 180 dias p.i. 0a 100 e 0 0,36
en por lo menos un afio luegode 240 dias p.i. 0a 100 e 0 s.d.
la inoculacion. En la cana de 365 dias p.i. 0a 60 c 0 0,2

Castilla esto fue posible sola-

mente hasta 24 horas post ino-
culacion (Tabla 1) siendo la per-
manencia estimada muy inferior
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2Cmm = Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. YSegmentos de cafha de 2
x 0,5 cm de rafia, hilos de 2 cm de largo. *DO = Densidad 6ptica medida a 590 nm.
wBS = Buffer salino (NaCl 0,85%). YLos valores seguidos con igual letra no difieren
estadisticamente por la prueba Duncan de rangos multiples al 1 %. Us.d. = Sin datos.
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mente mas altos a los que se hubiesen registrado en
cultivo dado que las condiciones fueron favorables
para la conservacion del indculo. No obstante son un
indicador de lo que sucederia en la peor situacion a
campo para un agricultor, sugiriendo que las bacterias
presentes en restos de rafia podrian mantenerse du-
rante un periodo superior a un afio o ser introducidas
en otros predios mediante restos de hilos usados en
cultivos enfermos. Si bien es necesario confirmar es-
tos resultados con estudios en condiciones de campo
de forma de conocer el potencial de esta fuente de in6-
culo en cultivos comerciales, esta informacion debera
ser tenida en cuenta en el manejo integrado de esta en-
fermedad.

4. Conclusiones

Bajo las condiciones de estudio, Clavibacter mi-
chiganesis subsp. michiganensis tiene la posibilidad
de sobrevivir sobre cafia de Castilla ¢ hilo de rafia, ma-
teriales utilizados para el entutorado del cultivo de to-
mate en Uruguay. De ellos, la mayor supervivencia
fue registrada sobre hilo de rafia, verificandose viabi-
lidad del patogeno en el maximo periodo de estudio.

5. Bibliografia

Alvarez, A.; Derie, M.; Benedict, A. & Gabrielson, R.
1993. Characteristics of a monoclonal antibody
to Clavibacter michiganensis subsp. michiga-
nensis. Phytopathology 83(12): 1331.

Basu, P.K. 1970. Temperature, an important factor de-
termining survival of Corynebacterium michiga-
nense in soil. Phytopathology 60 (5):825-827.

Chang, R.J.; Ries, S.M. & Pataky, J.K. 1991. Dissemi-
nation of Clavibacter michiganensis subsp. mi-
chiganensis by practices used to produce tomato
transplants. Phytopathology 81(10): 1276-1281.

Chang, R.J.; Ries, S.M. & Pataky, J.K. 1992. Local
sources of Clavibacter michiganensis subsp. mi-
chiganensis in the development of bacterial can-
ker of tomato. Phytopathology 82 (5):553-560.

Fatmi, M. & Schaad, N.W. 2002. Survival of Clavibac-
ter michiganensis subsp. michiganensis in infec-
ted tomato stems under natural field conditions
in California, Ohio and Morocco. Plant Patho-

31 ISSN de la edicion on line 1851-9342

logy 51:149-154.

Gartemann, K.H.; Abt, B.; Bekel, T.; Burger, A.; Enge-
mann, J.; Fliigel, M.; Gaigalat, L.; Goesmann,
A.; Grifen, 1.; Kalinowski, J.; Kaup, O.; Kirch-
ner, O.; Krause, L.; Linke, B.; McHardy, A.; Me-
yer, F.; Pohle, S.; Riickert, C.; Schneiker, S.; Ze-
llermann, E.M.; Piihler, A.; Eichenlaub, R.; Kai-
ser, O. & Bartels, D. 2008. The Genome Se-
quence of the Tomato-Pathogenic Actinomycete
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
NCPPB382 Reveals a Large Island Involved in
Pathogenicity. Journal of Bacteriology 190 (6):
2138-2149.

Gitaitis, R.D.; Beaver, R.-W. & Voloudakis, A.E. 1991.
Detection of Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis in symptomless tomato trans-
plants. Plant Disease 75 (8):834-838.

Gleason, M.L.; Braun, E.J.; Carlton, W.M. & Peterson,
R.H. 1991. Survival and dissemination of Clavi-
bacter michiganensis subsp. michiganensis in to-
matoes. Phytopathology 81(12):1519-23.

Gleason, M.L.; Gitaitis, R.D. & Ricker, M.D. 1993. Re-
cent progress in understanding and controlling
bacterial canker of tomato in Eastern North Ame-
rica. Plant Disease 77 (11):1069-1076.

Goto, M. 1992. Fundamentals of bacterial plant patho-
logy. San Diego: Academic Press. 342 p.
Huang, R. & Tu, J.C. 2001. Effects of nutrient solution
pH on the survival and transmission of Clavibac-
ter michiganensis ssp. michiganensis in hydro-
ponically grown tomatoes. Plant Pathology 50:

503-508.

Kronka, A.Z. 2004. Cancro bacteriano no tomateiro:
metodologia de inoculacao, reacao de genotipos
do hospedeiro e eficiencia de quimicos sobre o
controle. Tese (doutorado) Escola superior de
Agricultura Luiz de Queiroz. 79 p.

Leben, C. 1981. How plant-pathogenic bacteria survive.
Plant Disease 65 (1):633-637.

Miguel-Wruck, D.S.; Oliveira, J.R.; Romeiro, R.S. &
Dhingra, O.D. 2001. Sobrevivencia e transmis-
sao de Clavibacter michiganensis subsp. michi-
ganensis em estacas de bambu infestadas artifi-
cialmente para plantas de tomate. Summa Phyto-
pathologyca 27(3):283-287.

Moffett, M.L.. & Wood, B.A. 1984. Survival of Cory-
nebacterium michiganense within host debris in
soil. Australasian Plant Pathology 13 (1):1-3.

Horticultura Argentina 31(75): May.-Ago. 2012



