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Resumen

El cancro bacteriano del tomate causado por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) es una de las
enfermedades mas importantes del cultivo en Uruguay. Su control se basa en el uso de semillas libres del patégenoy la
prevencion de su diseminacién mediante labores. El objetivo de este trabajo fue comparar productos desinfectantes para
evitar la trasmision Cmm mediante tijeras. En un experimento las tijeras fueron sumergidas en una solucion bacterianay en
otro utilizadas en plantas enfermas. Luego fueron usadas para cortar plantas sanas previa inmersion en los desinfectantes. Se
evaluaron: 1) testigo inoculado sin desinfectar, 2) testigo sin inocular, 3) hipoclorito de sodio (1 % cloro activo), 4) mono
persulfato potasico, solucién al 1 % (Virkon S®), 5) solucién al 0,15 % de agentes tensoactivos en complejo con iodo
(desinfectante a base de iodo Perrin) y 6) cloruro de didecildimetilamonio, solucién al 1 % (Sporekill®). Se us6 un disefio de
bloques al azar con seis repeticiones con 20 plantas por unidad experimental. Se evalu6 el porcentaje de plantas enfermas
con Cmm mediante sintomas, aislamiento y serologia. La desinfeccién de las tijeras con hipoclorito de sodio, Virkon S®y
Sporekill® logré reducir significativamente los niveles de infeccién con Cmm; mientras que el desinfectante a base de iodo no
resultd efectivo. Sibien la reduccion de plantas enfermas fue significativa, ninguno de los tratamientos previno completamente
la trasmision por lo que esta medida debera ser complementada dentro de un manejo integrado de la enfermedad.

Palabras clave: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, cancro bacteriano, tomate, desinfeccion

Evaluation of Disinfectants to Prevent Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis Transmission in Tomato by Pruning Shears

Summary

Bacterial canker caused by Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) is one of the most important tomato
diseases in Uruguay. Its control is based on the use of pathogen-free seed and the transmission prevention during cultural
practices. The objective of this work was to compare different disinfectants to prevent Cmm transmission by shears. In one
experiment shears were immersed in a bacterial suspension while in the other, they were used in diseased plants. In both trials,
healthy plants were then cut once with shears dipped in different disinfectants. Treatments included: 1) an inoculated control
without disinfection, 2) a non-inoculated control, 3) sodium hypochlorite (1 % active chlorine), 4) potassium peroxymonosul-
fate, 1 % solution (Virkon S®), 5) a 0.15 % solution of tensoactive agents complexed with iodine (Perrin iodine-based
disinfectant), and 6) a 1 % solution of didecyldimethylammonium chloride (Sporekill®). Arandomized complete block design
with six replications was used with 20 plants per plot. Percentage of diseased plants was assessed by visual symptoms,
bacterial isolation and serology. Shear disinfection with sodium hypochlorite solution (1 % active chlorine) Virkon S®, and
Sporekill® managed to significantly reduce the levels of infection with Cmm:; while iodine was not effective. Even though the
number of infected plants decreased significantly, none of the treatments completely prevented transmission; suggesting that
this measure should be complemented in an integrated management of the disease.
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Introduccion

El cancro bacteriano causado por Clavibacter michiga-
nensis subsp. michiganensis (Cmm) es una enfermedad
importante del cultivo del tomate (Strider, 1969; Davis et al.,
1984). Provoca marchitamiento, muerte de plantas y pér-
didas en la produccion. Esta bacteria es un actinomicete
fitopatdégeno, gram positivo, perteneciente a la familia Mi-
crobacteriaceae con capacidad de sobrevivir en semi-
llas (Gartemann et al., 2003). Dada la facilidad con que se
disemina esta enfermedad por labores y la prolongada la-
tencia de la infeccion (Chang et al., 1992), niveles muy
bajos de infeccion de semillas (0,01 %) pueden traducirse
en importantes epidemias en cultivo (Chang et al., 1991;
Gitaitis et al., 1991). Hasta el momento, en Uruguay no
existen cultivares resistentes disponibles a nivel comercial
con capacidad de reemplazar a los usados actualmente,
por lo que el control de la enfermedad se basa en la preven-
¢ién utilizando semilla libre del patégeno y evitando su dise-
minacion.

En el cultivo de tomate para consumo fresco se realizan
tareas de desbrotado y deshoje utilizando tijeras o navajas,
las cuales generan heridas y favorecen la trasmision de
Cmm, ya sea desde poblaciones epifiticas sobre el follaje
(Chang etal., 1991, 1992; Gleason et al., 1991; Carlton et
al., 1994), o a partir de plantas con infeccién sistémica (Ark,
1944: Thomas, 1930). Tradicionalmente, las herramientas
de poday deshoje se desinfectan con hipoclorito de sodio.
Sin embargo, algunos productores lo han reemplazado por
otros desinfectantes buscando superar algunas de las limi-
tantes del hipoclorito (efecto corrosivo, inactivacion por ma-
teria orgénica y fotosensibilidad, entre otras). El presente
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trabajo tuvo como objetivo comparar la efectividad de varios
productos desinfectantes usados por productores de toma-
te en Uruguay en la prevencion de la trasmision de Cmm
mediante tijeras.

Materiales y métodos

Material vegetal y tratamientos evaluados

Se utilizaron plantas de tomate, cultivar Loica, de aproxi-
madamente 50 dias de edad (seis hojas extendidas). Las
plantas fueron cultivadas en macetas con sustrato esterili-
zado (autoclavado a 121 °C por 20 minutos), utilizando se-
milla desinfectada (inmersion en agua caliente a 50 °C por
25 minutos). Las mismas fueron cultivadas en un inverna-
dero con control de temperatura (20-28 °C). Las plantas
fueron cubiertas con bolsas de polietileno por 48 h previo a
la aplicacion de los tratamientos, y reembolsadas por 48 h
luego de aplicarse los mismos.

Los tratamientos evaluados se muestran en el Cuadro 1.
Se utiliz6 un tubo individual con la solucién desinfectante
para cada planta.

Cultivo de Cmm y preparacion de inoculo

Se utiliz6 la cepa de Cmm LB 17 de la coleccion del
laboratorio de fitopatologia de INIA Las Brujas. La misma fue
aislada de tomate en el 2010 y mantenida en suspension en
glicerol (30 %) a -20 °C. La patogenicidad de la cepa se
chequed cada seis meses inoculandola en plantas de to-
mate, recuperandola y almacenandola nuevamente. Para
la preparacion del indculo la cepa seleccionada se cultivo

Cuadro 1. Tratamientos evaluados en la prevencion de la trasmision de Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis por tijeras.

Tratamiento Principio activo Dosis'

1. Sininoculacién — —

2. Sin desinfeccion — —

3. Hipoclorito de sodio Hipoclorito de sodio 1% de cloro activo
4.Virkon S Monopersulfato potasico (sal triple) 50% 1%

5. Desinfectante a base de iodo Perrin Agentes tensoactivos en complejo 0,15%

coniodo, 0,8-0,9% de iodo libre o titulable
6. Sporekill Cloruro de didecildimetilamonio 120 g/L 1%

(compuesto de amonio cuaternario)

! Excepto el hipoclorito de sodio las dosis son de producto comercial.
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en agar nutritivo dextrosado (Lelliot y Stead, 1987) y se
resuspendid en agua estéril.

Trasmision de Cmm a partir de una suspension
bacteriana

La trasmision se realizd empleando tijeras sin uso pre-
vio de 140 mm de hoja las cuales fueron sumergidas du-
rante diez segundos en la suspension de Cmm e inmedia-
tamente después en las soluciones del tratamiento corres-
pondiente. Posteriormente, se realiz6 un corte en el tallo de
las plantas de tomate a la altura del primer par de hojas
completamente desarrolladas. La tijera fue sumergida en
agua estéril en el caso del tratamiento testigo. Las plantas de
cada unidad experimental fueron inoculadas con una mis-
ma solucion bacteriana y una nica tijera. La concentracion
delindculo fue ajustada a una densidad dptica de 0,1 a
530 nm correspondiente a 1,9 x 108 ufc ml%, concentracion
corroborada posteriormente con el método de dilucién en
placas.

Trasmision Cmm a partir de plantas enfermas

La trasmision fue realizada a partir de las plantas enfer-
mas del tratamiento sin desinfeccion del experimento des-
crito anteriormente o plantas sanas para el tratamiento sin
inocular. Para ello se realizaron tres cortes sucesivos en
los tallos de las plantas infectadas. Inmediatamente las tije-
ras fueron sumergidas en las soluciones desinfectantes o
en agua estéril segun el tratamiento correspondiente. Luego
se realizé un corte en el tallo de las plantas de tomate a la
altura del primer par de hojas completamente desarrolla-
das.

Evaluacion de la trasmision

Alos 14 dias post tratamiento se registr6 la presencia de
sintomas externos atribuibles a cancro bacteriano (marchi-
tamiento, necrosis foliar, emision de raices aéreas, amari-
llamiento). Los datos fueron expresados en porcentaje de
plantas enfermas en cada repeticion.

Alos 42 dias de establecidos los tratamientos, los tallos
de todas las plantas fueron cortados en forma longitudinal y
se observo el estado de su sistema vascular registrandose
el porcentaje de plantas que presentaban amarronamiento
de vasos y/o médula. Se conservaron secciones de 5cm
de longitud a partir del punto de inoculacion para confirmar la
presencia de Cmm mediante aislamiento (experimento de
trasmision por suspension bacteriana) o por serologia (am-
bos experimentos).
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En el experimento de trasmision por suspension bacte-
riana una parte de las secciones de tallo fue desinfectada
superficialmente con alcohol 70 % y sumergida por dos
horas en 10 ml de agua estéril. Esa suspension fue sem-
brada en una placa con agar nutritivo dextrosado. Alas 48 h
se registro el nimero de placas en las que crecieron colo-
nias con caracteristicas similares a Cmm (apariencia y
Gram positivas), registrandose el porcentaje de plantas a
partir de las cuales se aisld este tipo de colonias.

En ambos experimentos, parte de las secciones obteni-
das fueron utilizadas para la deteccion de Cmm por la prue-
ba DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) empleando el antisuero monoclo-
nal MAb Cmm1 (Alvarez et al., 1993; Kaneshiro et al.,
2006) incluido en el kit comercializado por AGDIA Inc.
(Elkhard, IN46514, EEUU). Se siguid el protocolo reco-
mendado por el fabricante y se calcul6 el porcentaje de
plantas en que se detectd seroldgicamente Cmm.

Disefio y analisis estadistico

En total se inocularon 120 plantas por tratamiento distri-
buidas en seis repeticiones de veinte plantas por unidad
experimental. Se us6 un disefio de bloques completos al
azary cada bloque correspondid a una misma mesaen el
invernadero. En cada mesa las plantas fueron colocadas
CON Una separacion entre tratamientos de aproximadamen-
te 0,5 m. Los datos fueron sometidos a un andlisis de va-
riancia y cuando este indic efecto significativo del trata-
miento (P>0,01) se procedi6 a la separacion de medias
mediante la prueba de rangos mltiples de Duncan. Previo
asu analisis estadistico los datos en porcentaje fueron trans-
formados por la formula arc sen V%. Para el anlisis esta-
distico se utilizo el programa de acceso libre Infostat
(www.infostat.com.ar).

Resultados

En el experimento de transmision de Cmm a partir de
una solucion bacteriana los mayores porcentajes de plan-
tas con sintomas, tanto externos como internos, se obser-
varon en el testigo sin desinfectar y en el tratamiento con el
desinfectante a base de iodo, siendo superiores al 85 %. El
tratamiento con hipoclorito de sodio no difiri6 estadistica-
mente del testigo sin inoculacion no presentando sintomas
externos y solamente 3 % de plantas con haces vascula-
res necrosados. Los tratamientos con Sporekill® y Virkon
S® exhibieron valores intermedios en la evaluacion de sin-
tomas (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Porcentaje de plantas con Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) trasmitido mediante
tijeras infectadas con una solucién bacteriana, estimado a través de la presencia de sintomas y serologia.

Tratamiento Plantas con sintomas de Cmm (%) Plantas con aislamiento DAS-ELISA posi-
Externos?  Haces vasculares®  de colonias bacterianas (%)* tivo paraCmm (%)°
1. Sininoculacion 0at Oa 20a Oa
2. Sin desinfeccion 87¢ 90d 9%¢c 100
3. Hipoclorito de sodio Oa 3ab 15a 45D
4. Virkon S 57b 17bc 50b Oa
5. Desinfectante a
base de iodo Perrin 100¢ 97d 9%¢c 100¢
6. Sporekill 17b 27¢ 25ab 10a
CV (%) R 35 35 30

1 Todos los datos en porcentajes fueron corregidos por la formula arc sen 0% para su andlisis estadistico. 2Sintomas externos asociados con
Cmm (marchitamiento, necrosis foliar, raices aéreas, amarillamiento). *Deterioro de los haces vasculares y/o médula en corte longitudinal.
4 Aislamiento de colonias similares a Cmm a partir de la seccion longitudinal de los 5 cm siguientes al corte usado en la inoculacién. °
Deteccion de Cmm mediante la prueba DAS-ELISA (double antibody sandwich enzyme linked immunosorbent assay) en las muestras
vegetales. ¢ Los valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente por la prueba de rangos multiples de Duncan al 1 %.

En el 20 % de las plantas del testigo sin inoculary en el
50 % de las correspondientes a la desinfeccion con Virkon
S® se aislaron colonias bacterianas similares a Cmm que
no reaccionaron seroldgicamente con el antisuero especifi-
CO para este patégeno. En el 95 % de las plantas corres-
pondientes al testigo sin tratar y a la desinfeccion con el
desinfectante a base de iodo se aislaron bacterias similares
aCmmy en el 100 % de las plantas se detecto al patégeno
mediante serologia. Estos valores no se diferenciaron esta-
disticamente del 45 % de plantas con deteccion seroldgica
de Cmm encontrado en el tratamiento con hipoclorito.

En el testigo sin inocular y en las plantas con desinfec-
cion con Virkon S® no se detectd serolégicamente Cmm
no existiendo diferencias significativas con el 10 % de de-
teccion en el tratamiento con Sporekill®.

En el experimento de trasmision a partir de plantas, los
mayores porcentajes de trasmision también se observaron
en el testigo sin desinfectar y en el tratamiento con el desin-
fectante abase de iodo. El porcentaje de plantas con sinto-
mas fue superior al 85 % diferenciandose significativamen-
te del resto de los tratamientos. Nuevamente, el tratamiento
con hipoclorito de sodio no fue significativamente diferente
del testigo sin inocular expresando solo 3 % de plantas con
haces vasculares necrosados. Los tratamientos con Spo-
rekill® y Virkon® tuvieron valores intermedios con 17-27 %

de las plantas con sintomas pero diferenciandose significa-
tivamente del testigo sin desinfeccion (Cuadro 3).

En el 100 % de las plantas del testigo sin desinfeccion y
en las del tratamiento desinfectante a base de iodo se detec-
t6 Cmm mediante andlisis seroldgico. No se detecté Cmm
por serologia en las plantas sin inocular y en las con desin-
feccion por hipoclorito, mientras que en los tratamientos con
Virkon S®y Sporekill® Cmm fue detectado en el 35y 15 %
de las plantas diferencidndose estadisticamente entre si
(Cuadro 3).

Discusion

Los resultados obtenidos confirman laimportancia de la
trasmision de esta enfermedad mediante los elementos de
corte normalmente utilizados en el cultivo. En ambos expe-
rimentos se obtuvo una infeccion cercana al 100 % al utili-
zar tijeras contaminadas con el patdgeno. En algunos ca-
S0s este porcentaje se redujo si las tijeras fueron sumergi-
das en las soluciones desinfectantes previo al corte de plan-
tas sanas. La trasmision obtenida utilizando una solucion
bacteriana o una planta enferma como fuente de indculo fue
muy similar.

Ninguno de los desinfectantes evaluados logro prevenir
totalmente la trasmisién de Cmm. Eso concuerda con lo
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Cuadro 3. Porcentaje de plantas con Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)
trasmitido mediante tijeras infectadas a partir de plantas enfermas estimado a través de la presencia de

sintomasy serologia®.

Tratamiento Plantas con sintomas de Cmm (%) DAS-ELISA posi-
Externos? Haces vasculares® tivo para Cmm (%)*
1. Sininoculacién 0a’ 0a Oa
2. Sin desinfeccion 87¢ 100d
3. Hipoclorito de sodio Oa 3ab Oa
4.Virkon S 23b 17bc 35¢
5. Desinfectante a
base de iodo Perrin 100c¢ 100d
6. Sporekill 17b 15b
CV (%) 32 2

! Todos los datos en porcentajes fueron corregidos por la formula arc senv% para su analisis estadistico. 2Sintomas

externos asociados con Cmm (marchitamiento, necrosis foliar, raices aéreas, amarillamiento), 14 dias despues de la

inoculacién. ®Deterioro de los haces vasculares y/o médula en corte longitudinal, 42 dias después de la inoculacion.

* Deteccion de Cmm mediante la prueba DAS-ELISA (double antibody sandwich enzyme linked immunosorbent assay)

en las muestras vegetales, 42 dias despues de la inoculacién. ® Los valores seguidos por la misma letra no difieren

significativamente por la prueba de rangos multiples de Duncan al 1%.

expresado por Kleinhempel et al. (1987) quienes sostienen
que adn los mejores métodos de desinfeccion y limpieza
son inefectivos para eliminar totalmente bacterias de las
herramientas de corte. Segun estos autores en las superfi-
cies de la hoja de corte existen orificios microscopicos de
los cuales el exudado bacteriano no puede ser quitado. Otro
aspecto que pudo haber perjudicado el desempefio de los
desinfectantes en este trabajo fue el tiempo de contacto con
el material a desinfectar, el cual debe ser por lo menos de
diez minutos (Mebalds et al., 1997; van der Wolf et al.,
2005; Teviotdale et al., 1991). Por ello, una desinfeccion
rapida como la que se realiza entre plantas durante las
labores de desbrote y deshoje en un cultivo comercial no
serfa suficiente para prevenir la trasmision.

Sin embargo, en este trabajo se encontraron diferencias
significativas en la eficiencia de desinfeccion entre los trata-
mientos evaluados. Al respecto se destacan los tratamien-
tos enlos que la desinfeccién de herramientas fue efectuada
con hipoclorito de sodio, Virkon S® y Sporekill®. Los tres
tratamientos presentaron los menores porcentajes de plan-
tas con sintomas externos e internos y de presencia de
Cmm detectada por la prueba DAS-ELISA frente al testigo

sin desinfeccion, coincidiendo con lo observado por Baysal-
Gurel etal. (2010).

Si bien la prevencion de la trasmisién no fue total y se
mantiene el riesgo de diseminacion de la enfermedad, se
debe tener en cuenta que en este trabajo se utilizaron fuen-
tes de indculo con alta concentracion de bacterias. Segun
Thyr (1968), Meletzus et al. (1993) y Gartemann et al. (2003),
la aparicion de sintomas depende de la poblacion bacteria-
na colonizando el huésped. Cmm puede vivir como endé-
fito en la planta de tomate pero para ocasionar sintomas
debe superar una poblacién de 10°cfu/g de tejido ademas
de poseer algunos plasmidos involucrados en la patogeni-
cidad (Meletzus et al., 1993). A ese nivel la bacteria es
capaz de provocar la alteracion fisica del xilema lo cual junto
ala produccion de extrapolisacaridos impide la normal cir-
culacion de agua.

En un cultivo comercial las plantas con sintomas segu-
ramente son eliminadas previamente al deshoje o desbrote
0 no se realizan labores en el resto del cultivo usando la
misma herramienta.

A pesar de que en trabajos se obtuvieron buenos re-
sultados utilizando desinfectantes a base de iodo para
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Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Koponen et
al., 1992), en nuestro estudio la solucion de iodo jabonosa
empleada no tuvo efecto en la prevencidn de la trasmision.
Los valores obtenidos fueron muy similares a los del testigo
sin desinfeccién, por lo que su uso no seria recomendable
en cultivos comerciales para ese fin. Probablemente la dife-
rencia radique en la naturaleza quimica de los compuestos
abase de iodo evaluados.

De acuerdo a los resultados obtenidos de mantenerse
las condiciones de uso (tiempo de accion) el mejor desin-
fectante para evitar la trasmision por tijeras es la solucion de
hipoclorito de sodio. Sin embargo, en las condiciones de
campo deberan tenerse en cuenta la pérdida de su efectivi-
dad por fotodegradacion o por acumulacion de materia or-
ganica, aspectos que no son mencionados como limitantes
para los otros productos evaluados. Una alternativa para
mejorar el desempefio de esta medida puede ser el uso de
mdltiples tijeras de forma de aumentar el tiempo de perma-
nencia en la solucidn desinfectante.

De todas formas la falta de prevencion total de la trasmi-
sidn hace imprescindible que esta medida sea incluida como
parte de un manejo integrado de la enfermedad y no en
forma aislada.

En este trabajo se encontraron diferencias entre los por-
centajes de infeccién con Cmm estimados mediante el ais-
lamiento en medio de cultivo, serologia y presencia de sin-
tomas. La utilizacion de medios de cultivo que no fueron
semiselectivos, tal como se recomienda para la deteccion
de este patdgeno (OEPP, 2003), permiti6 el aislamiento de
bacterias con colonias similares a Cmm pero que no co-
rrespondian al patdgeno en estudio, atn en el tratamiento
testigo sin infectar. Kaneshiro et al. (2006) mencionan va-
rias bacterias similares a Cmm aisladas de tomate que no
reaccionan con el antisuero monoclonal Cmm1 (Micro-
bacterium saperdae, M. laevaniformans, Sanguibacter
keddieii, Curtobacter citreum, C. pusillhum).

El'hecho de que los porcentajes de deteccion de Cmm
por ELISA fueran mayores a los porcentajes de plantas con
sintomas visibles en los tratamientos puede ser debido ala
ocurrencia de un periodo de latencia prolongado (Tsiantos,
1987; Chang et al., 1992) y/o a su presencia como enddfito
sin llegar a concentraciones que hayan causado sintomas
(Thyr, 1968; Meletzus et al., 1993; Gartemann et al., 2003).
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