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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 más im-

portantes del cultivo en Uruguay. Para disminuir su incidencia se

recomienda la rotación con cultivos no sensibles. Sin embargo, la

eficacia de esta medida depende de la supervivencia del patógeno

en el suelo y/o soportes del cultivo o de su introducción al nuevo

cultivo. En el presente trabajo se estudió la permanencia de Cmm

en elementos de entutorado (rafia y caña de Castilla, Arundo donax

L) bajo condiciones de laboratorio. Se inocularon por inmersión

segmentos estériles de rafia y de caña en una solución 2 x 108

ufc·mL-1 de Cmm en buffer salino durante dos horas y se conser-

varon a temperatura ambiente. Se analizó la presencia de Cmm a:

0, 1, 7, 14, 30, 60, 90, 180, 240 y 365 días posinoculación me-

diante su cultivo en agar nutritivo dextrosa en diez placas conte-

niendo cinco segmentos cada una por fecha. La concentración de

las bacterias desarrolladas en cada placa fue estimada mediante

DO 590 nm luego de su resuspensión en 7 mL de buffer salino.

Para el análisis estadístico se usó un diseño de bloques al azar con

diez repeticiones. La supervivencia en caña fue menor a siete días

e inferior al 100 %, mientras que en rafia superó el año y total

hasta 240 días. La DO 590 nm de las soluciones bacterianas dis-

minuyó con el tiempo. Se comprobó mayor supervivencia del pa-

tógeno en hilo de rafia.

Palabras clave adicionales: supervivencia en rafia, supervivencia

en caña, 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-1 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.
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1. Introducción

El “Cancro bacteriano del tomate” es uno de los

problemas sanitarios más 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

labores de deshoje, desbrote, cosecha, curas y atado

(Chang et al., 1991; Gitaitis et al., 1991; Gleason et

al.; 1993, Huang & Tu, 2001). Una vez instalado pue-

de permanecer en el predio donde se registró la enfer-

medad por períodos relativamente largos, ya sea en el

suelo o en las instalaciones, por sí solo; o bien en res-

tos vegetales o en elementos de entutorado. La super-

vivencia del patógeno en el suelo o en restos vegetales

ha sido objeto de muchos estudios reportándose dife-



rentes valores dependiendo de las condiciones experi-

mentales en que se realizaron los trabajos. Basu (1970)

determinó experimentalmente una supervivencia de

36 y de 11 semanas en tejido foliar y en hilos de algo-

dón, respectivamente, colocados en suelo a -20 °C; e

inferior a tres semanas a temperaturas entre 5 y 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 días.

También se ha señalado el efecto de la localización de

los restos vegetales en la supervivencia del patógeno.

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 teórica

de 822 días basándose en sus datos experimentales.

Según 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 bambú por hasta 100 días. Leben (1981)

menciona algunos de los mecanismos por los cuales

las bacterias fitopatógenas pueden sobrevivir en restos

vegetales, entre ellos la generación de células hipo-

bióticas con gran resistencia a condiciones adversas.

La supervivencia del patógeno 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 diseminación (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 únicamente posible si se

aplica integradamente un conjunto de medidas. Entre

ellas se encuentra la rotación de al menos dos años con

cultivos no susceptibles para asegurarse que el pató-

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 invernáculos se reducen las alternativas económi-

camente viables y, además, porque a nivel testimonial,

existen antecedentes en los que la enfermedad se ha

vuelto a registrar aún habiendo respetado el período

de rotación recomendado. Considerando el ciclo de la

enfermedad, es imposible establecer si la recurrencia

se debe a la supervivencia del patógeno en suelo, en

restos vegetales, en instalaciones o en elementos de

entutorado, por un período superior a la duración de

la rotación; o simplemente, por su reintroducción des-

de fuera.

En Uruguay los elementos de soporte para el cul-

tivo de tomate más frecuentes son la caña (principal-

mente en cultivo al aire libre) y el hilo de rafia, los

cuales son reutilizados varias veces. Tomando en

cuenta los antecedentes enumerados sería interesante

conocer la supervivencia de Cmm en los mismos.

El presente trabajo forma parte de una línea de in-

vestigación tendiente a estudiar la epidemiología del

“Cancro bacteriano del tomate” para conocer sus for-

mas de diseminación y la permanencia del patógeno

en suelo, restos vegetales y elementos de entutorado

en nuestras condiciones, de manera de lograr informa-

ción 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

caña de Castilla e hilos de rafia inoculados artificial-

mente.

2. Materiales y métodos

Los experimentos se llevaron a cabo en el Labora-

torio de Fitopatología de la Sección Protección Vege-

tal de INIA Las Brujas, en Rincón del Colorado, Cane-

lones, Uruguay (34,4º S; 56,20º O; 32 m.s.n.m.). Se

utilizó 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 agrícola (Reyenvas S.A., R-

1000, España) y caña de Castilla (Arundo donax L.)

seca, lista para usar como tutor. Para la infección arti-

ficial se utilizaron 500 segmentos de cada tipo, con las

siguientes dimensiones: 1) caña 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 solución del pató-

geno con una concentración de 2 x 108 ufc·mL-1 de

buffer salino (NaCl al 0,85 %) por un período de dos

horas. Posteriormente, se los dejó secar en grupos de

50 sobre placas de Petri tapizadas con papel de filtro

estéril en una cámara de flujo laminar con el ventila-

dor encendido. Una vez secos, las placas fueron cerra-
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das y conservadas para su evaluación, dentro de una

campana desecadora a temperatura ambiente.

Para estudiar la supervivencia a 0, 1, 7, 14, 30, 60,

90, 180, 240 y 365 días luego de la inoculación (dpi),

al final de cada período se sembraron cincuenta trozos

de caña 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 registró visual-

mente el número de segmentos que desarrollaron co-

lonias similares a Cmm. El crecimiento bacteriano de

una placa por período se recogió en 7 mL de buffer sa-

lino y se midió la DO (densidad óptica) de esa solu-

ción de bacterias a 590 nm utilizando un espectrofo-

tómetro (Hitachi modelo 10-100, Japón) con el obje-

tivo de cuantificar el desarrollo bacteriano alcanzado

en las diferentes fechas.

El experimento fue comenzado el 13/7/2009 (día

0) y finalizó 13/7/2010 (día 365 desde la inoculación).

Se evaluó el porcentaje de segmentos que presentaban

crecimiento bacteriano con características similares a

Cmm en cada fecha. La presencia del patógeno 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-

lución 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 estadísticamente usan-

do un diseño de bloques al azar donde las repeticiones

eran las diez placas con cinco

segmentos cada una. La separa-

ción de medias se realizó a tra-

vés de la prueba Duncan de ran-

gos múltiples al 1 % de proba-

bilidad. Los valores de DO no

fueron analizados estadística-

mente.

3. Resultados y discusión

El patógeno se pudo aislar

de los segmentos de rafia du-

rante todo el período estudiado

estimándose su supervivencia

en por lo menos un año luego de

la inoculación. En la caña de

Castilla esto fue posible sola-

mente hasta 24 horas post ino-

culación (Tabla 1) siendo la per-

manencia estimada muy inferior

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

Tiempo

post

inoculación

(p.i.)

Segmentos con Cmm (%)z-y

DO 590 nm (crecimiento

bacteriano de cinco segmentos

diluido en 7 mL BS)x-w

Caña Castilla Rafia Caña Castilla Rafia

0 horas p.i. 88 dv 100 e 0,9 1,55

24 horas p.i. 72 b 100 e 0,4 1,8

7 días p.i. 0 a 100 e 0 1,8

14 días p.i. 0 a 100 e 0 1,8

30 días p.i. 0 a 100 e 0 1,4

60 días p.i. 0 a 100 e 0 0,7

90 días p.i. 0 a 100 e 0 s.d.u

180 días p.i. 0 a 100 e 0 0,36

240 días p.i. 0 a 100 e 0 s.d.

365 días p.i. 0 a 60 c 0 0,2

zCmm = Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. ySegmentos de caña de 2
x 0,5 cm de rafia, hilos de 2 cm de largo. xDO = Densidad óptica medida a 590 nm.
wBS = Buffer salino (NaCl 0,85%). vLos valores seguidos con igual letra no difieren
estadísticamente por la prueba Duncan de rangos múltiples al 1 %. us.d. = Sin datos.

a la señalada por Miguel-Wruck et al. (2001) para ca-

ña de bambú. Esto probablemente pueda deberse a di-

ferencias en los métodos usados. El método de ino-

culación utilizado por esos autores incluía una expo-

sición al patógeno más prolongada mediante la inmer-

sión en solución bacteriana por 24 horas. La forma de

recuperar al patógeno también fue diferente incluyen-

do la agitación en solución salina por cuatro horas y

la centrifugación previamente a la siembra en medio

de cultivo. Además de diferencias en la estructura de

los materiales (bambú y caña de castilla), la duración

de la inoculación empleada (dos horas) pudo haber li-

mitado la colonización de los trozos de caña 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 más pa-

recida a la permanencia reportada para en restos ve-

getales en la superficie de suelo y con humedad am-

biente baja (24 meses según Gleason et al., 1991; y

822 días según Fatmi & Schaad, 2002).

En la Tabla 1 también puede observarse cómo dis-

minuye en ambos elementos de entutorado el poten-

cial de inóculo con el tiempo, estimado como la DO

590 nm de la solución bacteriana la cual está relacio-

nada con la cantidad de células bacterianas recupera-

das luego de cada período de conservación. Sin em-

bargo, como Cmm es una bacteria con gran capacidad

de reproducción y vías eficientes de diseminación, ni-

veles inicialmente bajos de inóculo pueden desenca-

denar graves ataques (Chang et al., 1991).

Los valores obtenidos en laboratorio son probable-
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mente más altos a los que se hubiesen registrado en

cultivo dado que las condiciones fueron favorables

para la conservación del inóculo. No obstante son un

indicador de lo que sucedería en la peor situación a

campo para un agricultor, sugiriendo que las bacterias

presentes en restos de rafia podrían mantenerse du-

rante un período superior a un año 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 inó-

culo en cultivos comerciales, esta información deberá

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 caña de Castilla e 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, verificándose viabi-

lidad del patógeno en el máximo período de estudio.
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