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Listado de abreviaturas utilizadas en el texto

Cmm: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

OEPP/EPPO: Organizaciéon Europea y Mediterranea de Proteccién Vegetal/European and
Mediterranean Plant Protection Organization.

+m: Micrometro, micrén o micra, una unidad de longitud equivalente a una milésima parte de
un milimetro.

°C: Grados Celsius.

ISHI: International Seed Health Iniciative, Iniciativa Internacional para la Sanidad de Semi-
llas.

CMM1T: Cmm Tris Buffered semiselective medium, Medio semiselectivo para Cmm estabili-
zado con Tris.

SCM y SCMF: Medios semiselectivos para Clavibacter

ELISA/DAS-ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay. Prueba Inmunoabsorbente liga-
do a enzimas. DAS: Double antibody sandwich. Doble sandwich de anticuerpo.

PCR: Polymerase chain reaction. Reaccion en cadena de la polimerasa

ADN: +cido desoxiribonucleico.

ufc = unidades formadoras de colonias, asimilable a células bacterianas vivas
EPS: Azlcares viscosos de alto peso molecular

NAD: Nutrient agar dextrose médium. Medio agar dextrosa nutritivo.

m2 Metros cuadrados

cm: Centimetros

nm: Nanoémetro. Equivale a una mil millonésima parte de un metro.

PBS: Phosphate Buffer Saline, Buffer fosfato salino,

pH: Antilogaritmo de la concentracion de hidrogeniones. Medida de acidez.
VBNC: Viable but non-culturable. Viables, pero no cultivables.

dpi = Dias pos-inoculacion.

ADCPE: +rea debajo de la curva de progreso de la enfermedad. Se calcula de acuerdo a la

férmula: ADCPE= X [( xi+x i+1)/2] (ti+1-ti)donde x es el registro de la enfermedad y (ti+1-
ti) es el intervalo entre dos evaluaciones consecutivas.




SAR: Systemic Adquired resistance. Resistencia sistémica adquirida
SA: +cido salicilico
ISR: Induced Systemic Resistance. Resistencia sistémica inducida.

ASM: Metil S acibenzolar producto inductor de resistencia disponible comercialmente en al-
gunos paises con el nombre de Actigard® o Bion®.

PGPR: Rizo bacteria baciliforme, gram positiva, aerébica promotoras del crecimiento vegetal,
Plant growth promoting rhizobacteria.

EM: Tecnologia de los microrganismos efectivos. Effective Microorganisms. Desarrollada en
Japén y se basa en una mezcla de microrganismos predominantemente anaerébicos en un
sustrato liquido rico en carbohidratos (melaza).



PROLOGO

La presente publicacion pretende, como lo dice su titulo, difundir informacion generada en
trabajos experimentales de una linea de investigacién con varias décadas de continuidad
en INIA Las Brujas. La informaciéon es complementada con datos relevantes de bibliografia
y apreciaciones del autor que permiten explicar muchas de las observaciones registradas,
tanto en experimentos como en cultivos comerciales, durante casi cuarenta anos.

Muchos de los resultados que se incluyen han sido presentado en jornadas, congresos,
charlas, dias de campo y estan disponibles en publicaciones de INIA tales como Series Acti-
vidades de Difusion, sin embargo, estimamos conveniente su publicacion en forma resumida
y compendiada en un texto Unico de facil consulta.

Esperamos que la misma sea de utilidad para productores, extensionistas, asesores técni-
cos, investigadores, estudiantes, y todos aquellos interesados en profundizar en el conoci-
miento de esta enfermedad y que contribuya a mejorar su manejo.

Por ultimo, quiero mencionar la invalorable contribucion de muchos colaboradores, colegas
y estudiantes que durante todos estos afios no solo permitieron la realizacion de los trabajos
experimentales, sino que también los enriquecieron con sus aportes. En ese sentido quiero
a agradecer a Wilma Walasek, Ana Lucia Goncalvez, Alfredo Fernandez, Gonzalo Vazquez,
Jorge Secco, Gastén Tejera, Jonathan Macchi y a los Ing. Agrs. Jorge Arboleya y Eduardo
Campelo. También deseo destacar el apoyo que siempre se recibié desde el Programa de
Investigacion en Produccién Horticola incluyendo al manejo integrado de esta enfermedad
entre sus prioridades. A todos ellos y, a los que seguramente me olvidé de mencionar, mu-
chas gracias!




EL CANCRO BACTERIANO DEL TOMATE: APORTES

EXPERIMENTALES PARA SU MANEJO INTEGRADO

INTRODUCCION

El cancro bacteriano se ha convertido en la
actualidad en uno de los problemas sanita-
rios mas importantes del tomate debido a
las pérdidas que ocasiona, por su difusion
y la ausencia de medidas de manejo total-
mente efectivas (Strider, 1969; Gleason et
al., 1993; Gartemann et al., 2003; De Ledn
etal., 2011).

La primera referencia a esta enfermedad data
de 1909 en el estado de Michigan, EE. UU. y
fue realizada por uno de los padres de la bac-
teriologia vegetal, el Dr. Erwin Smith. Smith
la denomind cancro bacteriano por lo notorio
de ese sintoma en el momento que realizé su
determinacion, a pesar de que no es uno de
los mas comunes. El también eligié el nom-
bre de ese estado americano para el nombre
cientifico de la especie del agente causal, lo
cual, a pesar de haber cambiado varias veces
la denominacién del género que lo antece-
de, se mantiene hasta nuestros dias (Smith,
1910; Strider, 1969).

Su primera mencion en Uruguay data de los
afos 80 (Lasa et al., 1981) pero seguramen-
te ya haya estado presente mucho antes y
fuera confundida con otros desérdenes.

Dos hechos han contribuido para que esta en-
fermedad cobrara la notoriedad que tiene hoy
dia en nuestro pais: la incorporacién de la re-
sistencia a marchitamientos fungicos en casi
la totalidad de los cultivares comerciales y la
difusion del cultivo de tomate en invernaculo.

La persistencia de marchitamientos en cul-
tivares resistentes a fusariosis y verticilosis
puso en evidencia la existencia de otras cau-
sas que finalmente resultaron ser de origen
bacteriano.

Diego César Maeso Tozzi

Por otra parte, el desarrollo del cultivo de to-
mate bajo invernaculo trajo aparejado la in-
troduccion y uso de variedades hibridas im-
portadas de alta productividad. Esto hizo que
se abandonara la produccion local de semilla
de polinizacién abierta que era desinfectada
por fermentacién con la pulpa de sus frutos,
lo cual es muy efectivo para eliminar patége-
nos. De esa forma, se paso a utilizar semilla
importada, la cual, a pesar de haber sido so-
metida a desinfeccion en origen, se produ-
ce en regiones donde esta enfermedad es
endémica y es reconocido como uno de los
principales medios para la diseminacion de
esta enfermedad entre regiones (Burokiene
et al., 2005; Baysal et al., 2011; Milijaievié-
Marci¢ et al., 2012; Jacques et al., 2012;
Wassermann et al.; Zaluga et al., 2013; Tan-
cos et al., 2015; Croce et al., 2016; lalaccia
et al., 2016).

Sumado a lo anterior, la produccién en inver-
naculo incluyé mayor manipulacion del cul-
tivo (poda, deshoje), el cultivo reiterado en
un mismo suelo para amortizar la estructura
y otros factores mas que contribuyeron con
la enfermedad e iremos analizando en esta
publicacién.

A todo esto, se deben agregar que recien-
temente en nuestro pais ha aumentado el
comercio de plantines y cambié la estacio-
nalidad del cultivo, coexistiendo plantas de
tomate en diferentes etapas practicamente
durante casi todo el afo.

De esa forma, en el dia de hoy el cancro se
transformé en un problema importante para
los productores de tomate vy, frente al cual,
como ya adelantamos, no existe una Unica
solucion, sino que dependemos de un mane-
jo integrado orientado a la prevencion.




EL CANCRO BACTERIANO DEL TOMATE: APORTES EXPERIMENTALES PARA SU MANEJO INTEGRADO INIA

Los trabajos de investigacion cuyos resulta-
dos se incluyen en esta publicacién tendieron
fundamentalmente a la busqueda de medi-
das de manejo para disminuir los perjuicios,
pero, durante su desarrollo fue necesario es-
tudiar algunos aspectos basicos de esta en-
fermedad para entender sus caracteristicas,
ajustar la metodologia de trabajo y mejorar la
eficacia de las medidas propuestas.

IMPORTANCIA Y DISTRIBUCION
MUNDIAL

Como ya se menciond, el cancro bacteria-
no es una de las principales enfermedades
del tomate a nivel mundial. Reduce dras-
ticamente el rendimiento y la calidad de la
produccioén en cultivos tanto a campo como
en invernaculo (Gitaitis et al., 1991; Chang
et al., 1992; Sen et al., 2015), habiéndose
reportado pérdidas de hasta 80% (Strider,
1969; Jahr et al., 1999; Eichenlaub et al.,
2011; Sen et al., 2015).

A lo anterior se deben agregar perjuicios
derivados del incremento en el control es-
tatutario, erradicacién de plantas, medidas
preventivas adicionales, andlisis y control de
materiales de propagacion, demandas, y de-
mas dafios indirectos relacionados con esta
enfermedad (EFSA, 2014; Sen et al., 2015).

Luego de su aparicion a comienzos del siglo
pasado se diseminé rapidamente en EE. UU.
y Canada, provocando severas epidemias
(Strider, 1969). En Europa fue reportada, de-
pendiendo de los paises, durante el perio-
do 1922-1965 y en +frica en 1942 (Strider,
1969; Gleason et al., 1993) estando actual-
mente distribuida practicamente en todas
las zonas de produccién del cultivo (EPPO,
2013; 2018).

Una caracteristica que se resalta en la
bibliografia es que, si bien sus ataques
revisten gran importancia, la incidencia a
lo largo de los afios ha sido irregular, al-
ternandose periodos de gran impacto con
otros en los que su presencia ha sido es-
poradica, lo cual coincide con ciclos en la
foferta= de informacién cientifica (Gleason
et al., 1993; De Leodn et al., 2011; Eichen-
laub y Gartemann, 2011; OEPP/EPPO,
2013)

El primer reporte formal en Uruguay es de
1981 (Lasa et al. 1981) pero, seguramente
su presencia es de larga data, existiendo re-
ferencias de 1957 en Argentina (Fernandez
Valiela, 1975) y de 1956 en Brasil (Maffia et
al., 1980). Actualmente ocurre en todas las
zonas de cultivo variando su importancia en-
tre afos y paises (Figura 1).

Figura 1. Distribucién mundial del cancro bacteriano del tomate (fuente EPPO PQR 2019 versiéon 05

04 2019, https://gd.eppo.int/taxon/CORBMI/distribution).

Circulos amarillos = presente,
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Para prevenir su introduccion a zonas libres,
esta enfermedad ha sido incorporada a listas
cuarentenarias de la Organizacion Europea
y Mediterranea de Proteccion Fitosanitaria
(EPPO, 2018) y de varios paises, funda-
mentalmente en lo referente al traslado de
materiales propagativos (EFSA, 2014). En
Uruguay, al estar presente y difundida, no es
considerada como una plaga cuarentenaria
y por lo tanto no se limita su presencia en
semillas o materiales de propagacion.

SINTOMAS

La intensidad de los sintomas y su evolu-
cion depende de varios factores, entre otros:
cepa bacteriana, huésped (edad, estado nu-
tricional, heridas y stress derivados del ma-
nejo, etc.), y condiciones ambientales (lluvia,
temperatura, humedad).

Uno de los aspectos mas peligrosos del can-
cro bacteriano es que las plantas infectadas
pueden permanecer un tiempo prolongado
sin mostrar sintomas, pero son fuente de
transmision.

De acuerdo con nuestra experiencia, luego
de haber llevado a cabo mudltiples experi-
mentos con inoculacion artificial utilizando
cepas agresivas, la evoluciéon de los sinto-
mas externos de una planta resultado de una
infeccién sistémica es la siguiente:

1) al comienzo las hojas basales se vuelven
amarillas, marchitan y luego se secan,

2) los bordes de algunas de las hojas restan-
tes se necrosan,

3) se produce un marchitamiento unilateral
de hojas (muy caracteristico) que finaliza
en

4) un marchitamiento total que lleva a la
muerte de la planta,

5) eventualmente, en cierto porcentaje de las
plantas se producen cancros en tallos, pe-
ciolos y/o raquis.

El sintoma de amarillamiento y marchitez de
hojas basales (Figura 2) muchas veces pasa
desapercibido, ya sea porque se atribuye a
otras causas o, como ocurre generalmente
en cultivos protegidos, esas hojas son elimi-
nadas en las labores de manejo.

Figura 2. Amarillamiento y marchitez de hojas basales producido por cancro bacteriano. (Fotos D. Maeso)
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Figura 4. Manchas y sectores de hoja necrosadas en plantas de invernaculo. (Foto D. Maeso)

Un sintoma mas especifico de esta enferme-
dad es la necrosis de los bordes de los folio-
los (Figura 3) provocada por la distorsion del
suministro de agua derivado de alteraciones
en los vasos del xilema.

En plantas de invernaculo a veces pueden
aparecer manchas y/o sectores de hoja de
una apariencia peculiar (Figura 4).

e

Figura 5. Marchitamiento unilateral de 'hojas cau ado por cancré bacteriano. (Fotos D. Maeso)

Los primeros sintomas de marchitamiento
aparecen localizados en algunas hojas ais-
ladas, generalmente afectando solo la parte
de la lamina en correspondencia con el teji-
do vascular afectado y, como se menciono,
es uno de los sintomas caracteristicos de la
enfermedad (Figura 5).

f [
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Figura 7. Plantas en etapa final de ataque de cancro bacteriano. (Fotos D. Maeso)

A medida que la enfermedad avanza el mar- Dependiendo del momento, de como ocurrié
chitamiento se generaliza a toda la planta lle- la infeccion y de las condiciones posteriores,
gando al apice (Figura 6) y terminando gene- el ataque puede permanecer en plantas aisla-
ralmente con la muerte de esta (Figura 7). das o abarcar la totalidad del cultivo, pudiendo
ser su avance lento o explosivo (Figura 8).
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Figura 8. Cultivos con ataques severos de cancro bacteriano. (Fotos D. Maeso)

A diferencia de lo que ocurre con otras en- en aparecer y no se desarrolla en todos los
fermedades, el tejido marchito o muerto per- casos. Los cancros se producen en tallos,
manece adherido a la planta y ésta erguida  peciolos, raquis y/o pedunculos y en su co-
hasta su muerte. mienzo se presentan como una linea mas

clara en la corteza que finalmente raja (Fi-
El sintoma de cancro es uno de los ultimos gura 9).

Figura 9. Cancros en tallos y peciolos en plantas afectadas por cancro bacteriano. (Fotos D. Maeso)
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Figura 10. Presencia de raices adventicias en plantas afectadas con cancro. (Fotos D. Maeso)

También es comun observar, al igual que con
muchas de las enfermedades vasculares, la
formacién de raices adventicias como res-
puesta de la planta buscando solucionar los
problemas vasculares (Figura 10).

Simultaneamente a los sintomas externos,
dentro de la planta se desarrollan desér-
denes fundamentalmente a nivel vascular.
Estos comienzan con el aclaramiento de
los vasos conductores de agua (xilema)
que paulatinamente se van degradando,

toman coloracién oscura y la degradacion
se difunde al resto de los tejidos adyacen-
tes (Figura 11). Es comun que parte de la
médula tome una consistencia esponjosa,
como también ocurre en otros marchita-
mientos bacterianos (p.ej. tallo hueco). La
afeccién puede observarse en todo el tallo
o solo en sectores, lo cual concuerda con
los marchitamientos parciales o unilate-
rales (Figura 12) y puede estar asociado
con la via de entrada del patégeno (Figura
13).
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Figura 11. Sintomas internos de cancro en tallos. Secciones longitudinales. (Fotos D. Maeso)
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Figura 12. Degradacién de vasos en plantas con cancro bacteriano (corte transversal). (Fotos D. Maeso)

. . | A

Figura 13. Afeccion interna de tallos asociada con heridas de desbrotado o punto inoculacién artificial. (Fotos

D. Maeso)
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Figura 14. Flujo bacteriano en secciones de tallos de plantas con cancro bacteriano.

Una forma rapida de diagnosticar esa enfer-
medad, y distinguirla de otras que también
afectan al sistema vascular, es realizar un
corte limpio transversal del tallo y sumergir
el extremo inferior en un recipiente con agua
limpia manteniendo el otro extremo fuera del
liquido y dejarlo unos minutos en reposo. En
plantas enfermas de cancro comenzara a sa-
lir del sistema vascular un delgado flujo bac-
teriano blanquecino (Figura 14) no tan espeso
como el producido por plantas con marchitez
bacteriana (Ralstonia solaneacearum).

Figura 15. Follaje y fruto mojado que contribuyen al desarrollo de sintomas secundarios de la enfermedad

Los sintomas descritos anteriormente son lla-
mados sintomas primarios o sistémicos, fruto
de la infeccion del sistema vascular. En culti-
vos al aire libre es comun observar también
los llamados sintomas secundarios o externos
derivados de la dispersion del agente causal
por salpicado por agua de lluvia o riego (Figu-
ra 15) a partir de exudados externos de bac-
teria de plantas infectadas. En invernaculos,
en general aparecen en focos asociados a
imperfecciones, roturas en el techo o goteras
por condensacion (Figura 16).

-~ -

(notar la acumulacién en el borde de los foliolos y en cierta parte del fruto). (Fotos D. Maeso)
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Figura 16. Condensacion en techos de invernaculos con formacion de goteras que promueven la dispersion
secundaria de cancro bacteriano. (Foto D. Maeso)

El sintoma externo mas notorio e incon-
fundible es la llamada mancha en fojo de
pajaro= del fruto (Figura 17). En general se
observan en los frutos verdes pequefias
manchas redondeadas (3-5 mm de diame-
tro) con centros bronceados o castafos,
poco elevadas, rodeadas de un halo claro.

Su tamaio, forma, el hecho que no profun-
dizan, pero tampoco son muy elevadas, asi
como el halo, las diferencian de las provo-
cadas por otras enfermedades bacterianas.
Su aparicion es casi un diagndstico seguro
de la presencia de la enfermedad en el cul-
tivo.

Figura 17. Sintomas secundarios de cancro bacteriano: mancha de frutos en fojo de pajaro=. (Fotos D.

Maeso)

11
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Otro sintoma de este tipo es la necrosis del
borde de los foliolos (Figura 18). Esta necro-
sis, a diferencia de la descrita dentro de los
sintomas internos, es mas nitida, con limites
mas definidos. Generalmente se atribuyen
a otras causas (toxicidad, enfermedades a

hongos) pero son fruto de la acumulacion de
bacterias exudadas por la planta, fundamen-
talmente por los hidatodos. En los tallos en
algunas oportunidades ese exudado se seca
externamente tomando una apariencia parti-
cular (Figura 19).

Figura 18. Necrosis de los bordes de los foliolos derivada de la infeccion secundaria por cancro bacteriano.

(Fotos D. Maeso)

Figura 19. Exudado bacteriano seco en tallo de planta inoculada. (Foto D. Maeso)



INIA EL CANCRO BACTERIANO DEL TOMATE: APORTES EXPERIMENTALES PARA SU MANEJO INTEGRADO

N

Figura 20. Manchas foliares provocadas por cancro bacteriano en hojas inoculadas por aspersion. (Fotos D.

Maeso)

Esta enfermedad también puede provocar
manchas foliares similares a las de otras
bacteriosis del tomate, pero, en este caso
no es un sintoma tipico ni frecuente (Figura
20).

Si bien la aparicién y evolucion de los sinto-
mas es variable, en el Cuadro 1 se resumen,
a modo de guia, valores promedios registra-
dos en nuestros experimentos usando inocu-
lacion artificial. Se presentan valores estima-
dos de: dias a la aparicion de los sintomas
mas relevantes y el porcentaje final de plan-
tas inoculadas que desarrollaron cada sin-
toma. El tiempo a la aparicion de sintomas
esta separado segun inicio (primeras plan-
tas), mitad y total de las plantas afectadas.
Es de destacar que en estos experimentos
no todas las plantas inoculadas mostraron
sintomas a pesar de haberse confirmado la
infeccion mediante analisis seroldgicos. Esto
y la rapidez en la evolucion de los sintomas
estuvo muy vinculado al método de inocula-
cion, lo cual, como veremos mas adelante,

debe ser considerado en el manejo previ-
niendo la diseminacion por heridas en labo-
res.

Se muestran datos promedios de todos los
experimentos, separados segun método de
inoculacién, simplemente como una referen-
cia. La mayoria de los experimentos se lle-
varon a cabo en camaras de crecimiento o
en invernaculos con control de temperatura
buscando favorecer a la enfermedad. Por
esa razon los valores en cultivos comercia-
les seguramente seran diferentes.

Lo relevante en esta informacién es que con-
firma la existencia de un periodo de latencia
entre inoculacion y aparicion de sintomas,
en el transcurso del cual la planta puede ofi-
ciar de fuente de in6culo pasando desaper-
cibida. Ademas, a esto se agrega que como
no todas las plantas infectadas muestran
sintomas atenta contra la efectividad de eli-
minacion de plantas enfermas para frenar la
dispersion de la enfermedad.

13
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Cuadro 1. Desarrollo de sintomas de cancro bacteriano en experimentos con inoculacién artificial llevados a
cabo en INIA Las Brujas (informacién promedio).

14

Totalidad Segun método de inoculacion
Sintoma Dias a: de los Palillo en | Corte de | Corte de
experimentos | axila raices | hojas
Aparicion’ 15 18 17 9
Presencia | 5, 2 20 25 22 14
de sintomas —
(cualquiera) 100% 42 33 47 27
% plantas con sintomas* 90 100 100 99
Aparicion 19 18 20 18°
Necrosis de [ 50, 31 21 32 -
borde de -
foliolos 100% 66 33 70 --
% plantas con sintomas 65 96 55 91
Aparicion 21 18 21 22°
Marchitamiento | 50, 25 21 26 B
de mitad de -
hojas 100% 63 33 68 --
% plantas con sintomas 70 94 65 77
Aparicion 24 18 27 245
Marchitamiento | 50% 36 21 41 -
apical 100% 72 33 82 --
% plantas con sintomas 42 57 51 29°
Aparicion 25 21 29 -
50% 32 25 36 -
Cancro
100% 62 33 70 --
% plantas con sintomas 24 73 28 --
Numero de plantas evaluadas 1745 96 1489 160

' Dias desde inoculacion a que las primeras plantas desarrollaron sintomas.

2 Dias desde inoculacion a que la mitad de las plantas desarrollaron sintomas
3Dias desde la inoculacién a que todas las plantas desarrollaron sintomas

4 Porcentaje de plantas infectadas que desarrollaron sintomas al final de los experimentos.
5 La aparicién de los sintomas se registré simultdneamente en todas las plantas evaluadas.
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ORGANISMO CAUSAL

En la actualidad el organismo causal del
cancro bacteriano del tomate recibe el nom-
bre de Clavibacter michiganensis subsp. mi-
chiganensis (Smith) Davis et. al. (=Cmm). Se
trata de una bacteria gram positiva, aerobia,
no formadora de esporas, con forma de ba-
cilo, de 0,670,7 U 0,7-1,2 +m de tamafio, con
células que se disponen individualmente, en
empalizada o en forma de letras chinas (fco-
rineforme=), no mévil (Jones et al., 2014), que
pertenece al grupo de los Actinomicetos fito-
patdégenos, familia Microbacteriaceae (Davis
et al., 1984; Stackebrandt et al., 1997).

Desde su identificacion ha recibido dife-
rentes nombres: Bacterium michiganense,
Aplanobacter michiganense, Pseudomonas
michiganensis, Phytomonas michiganen-
sis, Erwinia michiganensis, Mycobacterium
michiganense. Por cincuenta afios fue de-
nominada Corynebacterium michiganense
cambiando en los afios 80 a su denomina-
cion actual (Davis et al., 1984; Stackebrandt
et al., 1997).

Cmm puede ser aislada de los tejidos afecta-
dos en agar nutritivo dextrosa o agar extracto
de levadura peptona (Lelliot y Stead, 1987),
desarrolla colonias de crecimiento lento, li-
sas, brillosas, redondas con margenes en-
teros, amarillas (Figura 21). La coloracién
de la colonia puede diferir segun las cepas
y medios de cultivo (Hayward y Waterstone,
1964).

Presenta las siguientes respuestas en
pruebas bioquimicas de laboratorio: me-
tabolismo oxidativo de carbohidratos po-
sitivo, sin actividad lipolitica, produccion
de nitrito de nitrato negativo, licuefaccion
lenta de gelatina, hidrélisis de esculina,

hidrélisis de almidon débil o inexisten-
te, temperatura o6ptima de crecimiento
24-27°C, maximo 35°C. Necesidad de
aminoacidos, biotina, &cido nicotinico
y tiamina para crecimiento (Hayward y
Waterstone, 1964). Catalasa positiva, oxi-
dasa negativa, produccion de acido aero-
bicamente a partir de manosa pero no de
manitol, uso de acetato y succinato de so-
dio como fuente de carbono, crecimiento
en 6% NaCl; hidrdlisis de almidén de papa
y produccion de H,S a partir de peptona
(Hayward y Waterstone, 1964).

Si bien todas estas respuestas a pruebas de
laboratorio son de relevancia para realizar
una adecuada caracterizacion e identifica-
cion de este patdgeno, en nuestros trabajos
hemos aprovechado algunas de sus parti-
cularidades para confirmar su identidad en
forma rapida y sencilla.

Una caracteristica importante para una iden-
tificacion rapida es que Cmm es la Unica
bacteria gram positiva patégena de tomate
lo cual la diferencia rapidamente de otras
bacterias productoras de desordenes en el
cultivo.

El segundo paso que hemos utilizado para
la identificacién como Cmm de una bacteria
aislada de tomate con reaccién de gram posi-
tiva consistié en probar su fitopatogenicidad.
A diferencia de las fitobacterias gram nega-
tivas, Cmm no siempre produce reaccioén de
hipersensibilidad en tabaco. Por esa razon,
para comprobar rapidamente si un aisla-
miento es patogénico, esta prueba se debe
realizar en hojas de fDon Diego de la noche=
(Mirabilis jalapa) en las cuales desarrolla una
tipica lesién necrética (Gitaitis, 1990) a las
24-48 horas de la infiltracion con la solucion
bacteriana (Figura 22).

15
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Figura 21. Apariencia de Cmm cultivada en agar nutritivo dextrosa (cepa LB 17). (Fotos D. Maeso)

Figura 22. Prueba en hojas de M. jalapa. lzquierda, planta de M. jalapa infiltrada con varios aislamientos.
Derecha, reaccion de hipersensibilidad a las 24 horas de infiltraciéon con una suspension de Cmm.
(Fotos D. Maeso).
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Finalmente, para comprobar si los aislamien-
tos bacterianos en estudio tienen capacidad
de reproducir la enfermedad, se deben ino-
cular plantas de tomate.

En nuestros experimentos hemos utilizado
cuatro métodos de inoculacion: 1) puncion en
axila de una hoja a través de una gota de sus-
pension bacteriana, 2) corte de raices secun-
darias e inmersion en suspension bacteriana,
3) corte de peciolos con tijeras embebidas
en suspension bacteriana y 4) aspersion con
suspensién bacteriana (Figura 23).

En todos los casos es conveniente man-
tener las plantas en una camara humeda
un dia antes y después de la inoculacion.
Dicho proceso puede ser realizado en una
camara especialmente disefiada para este
fin o cubriendo las plantas con bolsas plas-
ticas humedecidas (Figura 24). Como se
expresé en el cuadro 1, si se les brindan
las condiciones adecuadas, las plantas co-
mienzan a mostrar sintomas a partir de los
15 dias de inoculadas.

Figura 23. Diferentes métodos de inoculacion utilizados en los experimentos (de izquierda a derecha y de
arriba a abajo: aspersion, corte de peciolos, corte de raices y puncion axila de hoja). (Fotos D.
Maeso)
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Figura 24. Procedimientos de camara humeda pre y post inoculacion (embolsado grupal, camara de
inoculaciéon y embolsado individual). (Fotos D. Maeso)

METODOS DE DETECCION

Debido a la importancia de la deteccién del
patégeno en materiales de propagacion
(semillas, plantines) en el manejo preven-
tivo de la enfermedad, mucho es lo que se
ha estudiado en cuanto a métodos, buscan-
do sensibilidad, especificidad y facilidad de
aplicacion.

Al momento existen varios protocolos
aceptados internacionalmente orientados
principalmente a la detecciéon en semilla
(ISHI, 2017; OEPP/EPPO, 2016) vy, con los
avances tecnoldgicos continuamente se
realizan innovaciones y mejoras en este
campo. En esta publicacion mencionare-
mos Unicamente los utilizados en nuestros
trabajos dejando claro la existencia de mul-
tiples técnicas, algunas de ellas con gran
sensibilidad y capacidad.

Entre ellos se puede mencionar el cultivo en
medios selectivos o semiselectivos, o sea me-
dios de cultivo los cuales impiden o dificultan el
crecimiento de otros organismos, y a la vez po-
nen en evidencia la presencia de Cmm, ya sea
por el color o la apariencia de sus colonias. Los
mas recomendados son CMM1T (medio semi-
selectivo pH ajustado con Tris), SCMF o SCM.
Su composicion y demas detalles pueden ser
consultados en la bibliografia (Sen et al., 2015;
OEPP/EPPO, 2016; ISHI, 2017).

Existen en el mercado antisueros policlo-
nales y monoclonales especificos para la
deteccion de Cmm (Alvarez et al., 1993;
Alvarez, 2004; Kaneshiro et al., 2006; Sen
et al., 2015) mediante técnicas serologicas
(inmunofluorescencia, ELISA). Algunos de
ellos son recomendados debido a sus venta-
jas comparativas en la deteccion de Cmm en
semillas (Olivier et al., 2010).
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En nuestros trabajos hemos utilizado la
deteccion mediante la técnica DAS-ELISA
(prueba por inmunoadsorcion ligado a en-
zimas con doble sandwich de antisueros,
fdouble antibody sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay=) con antisueros
monoclonales de AGDIA Inc. (Elkhart, IN
46514, EE. UU., www.agdia.com) la cual
nos ha permitido en forma répida y sencilla
confirmar la presencia del patégeno y res-
paldar las evaluaciones de sintomas reali-
zadas (Figura 25). Estos reactivos en al-
gunos casos pueden reaccionar con otras
bacterias presentes en los tejidos a ana-
lizar cuando se trabaja con muestras de
campo. También se han creado kits para
analizar rapidamente muestras de campo
(AGDIA Cmm Immunostrip®), los cuales
consisten de tirillas con los reactivos ya fi-
jados de forma que en poco tiempo (dos
minutos) y en condiciones de campo se
puede hacer un diagndstico rapido de este

patégeno (dos lineas resultado positivo,
una linea, negativo).

Recientemente se ha avanzado mucho en la
deteccion de esta bacteria mediante méto-
dos moleculares, especialmente PCR (reac-
cion en cadena de la polimerasa) existiendo
diferentes variantes y cebadores segun el
objetivo deseado (detecciéon o estudios filo-
genéticos): PCR convencional (Pastrik y Ra-
iney, 1999), PCR en tiempo real (Oosterhof
y Berendsen, 2011) entre otros (Croce et al.,
2015; 2017a; 2017b).

Como se vera mas adelante en la seccion
acerca de la transmision por semilla, nive-
les muy bajos de infeccién pueden generar
grandes ataques de la enfermedad por lo
que se buscan umbrales de deteccion muy
bajos (1/10000 semillas). En ese sentido,
las técnicas moleculares son las mas reco-
mendables.

Figura 25. Ejemplo de resultado de prueba serolégica DAS-ELISA para la deteccion de Cmm en plantas de
tomate usada en nuestros experimentos. La coloracion amarilla confirma la presencia de Cmm en

la muestra. (Foto D. Maeso)
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DIVERSIDAD DE AISLADOS DE
Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis

En los ultimos afios se ha avanzado mucho
en el conocimiento de esta bacteria, especifi-
camente sobre su diversidad genética. Estos
estudios muy especializados han contribuido
enormemente a explicar aspectos relevantes
desde el punto de vista practico como es la
importancia relativa de las diferentes fuentes
de indéculo en el desarrollo de epidemias, la
composicion de los aislados en una region y
su procedencia, asi como disefiar métodos
analiticos eficientes para verificar la sanidad
de semillas y materiales de propagacion.

En primer lugar, se confirmo la existencia de
aislamientos avirulentos (incapaces de pro-
ducir enfermedad) o atenuados descifrando-
se los mecanismos involucrados en la pato-
genicidad y los determinantes que marcan
comportamientos diferentes del patdgeno en
condiciones de campo (Alvarez, 2004; Naza-
ri etal., 2007; Bella et al. 2012; Jacques et al.
2012; Zaluga et al., 2014).

Luego, mediante estudios de huella gendmi-
ca, codigo de barras de ADN y secuencia-
cion de regiones de ADN correspondientes
a genes claves en la patogenicidad y otras
funciones, se puso en evidencia la diversi-
dad de los aislados y su origen en muchas
regiones.

La informacion disponible para Uruguay in-
dica un alto grado de diversidad en los ais-
lamientos estudiados. Se constatd la pre-
sencia de diez tipos de secuencias que no
se asocian con el lugar o afio de colecta del
aislamiento, lo cual sugiere que éstos pro-
bablemente fueron introducidos en la semilla
importada (Croce et al., 2016).

Informacion similar fue encontrada en ltalia,
Turquia, Lituania, Serbia, Nueva York EE.UU.,
La Plata, Argentina entre otros (Burokiene et
al., 2005; Baysal et al., 2011; Jacques et al.,
2012; Milijalevié-Margi¢ et al., 2012; Zaluga
etal., 2013; Tancos et al., 2015; lalaccia et al.,
2016; Wassermann et al., 2017).

Esto confirma y enfatiza la importancia del
movimiento de semillas como fuente de in-
greso de aislamientos con caracteristicas di-
versas. En ese sentido, algunos autores re-
lacionan el ingreso de nuevos aislados con la
repentina aparicién de epidemias severas.

En otras regiones, (Islas Canarias, Japoén,
Israel, Michigan EE.UU.) por el contrario, la
homogeneidad y distribucién espacial con
predominio de cepas, indica que la disemi-
nacion se realiza principalmente a partir de
fuentes de indculo locales que persisten
en restos vegetales, en suelo o en inertes
(Kleitman et al., 2008; De Ledn et al., 2009;
Kawaguchi et al., 2010; Quesada-Ocampo et
al., 2012; Kawaguchi y Tanina, 2014).

PATOGENESIS

Recientemente se ha avanzado enorme-
mente en el conocimiento del proceso que
ocurre desde la introduccién de la bacteria
en una planta hasta su destruccién, fruto de
sofisticados trabajos mediante el empleo de
técnicas moleculares.

La enfermedad se desarrolla en dos etapas
bien definidas, primero el patégeno coloniza
sistémicamente los tejidos vasculares (etapa
endofitica) y luego, en determinado momen-
to se inducen los procesos que desembocan
en la produccioén de sintomas. Por lo tanto,
externamente existe un periodo que pode-
mos llamar de flatencia=, en el cual la planta
esta infectada, multiplica activamente el pa-
tégeno, pero no muestra sintomas externos.

Durante la colonizacion la bacteria se multipli-
ca extensivamente en el xilema (Meletzus et
al., 1993) produciendo una masa de células
agregadas que llenan el lumen de los vasos
(Benhamou, 1991). Cuando se alcanza de-
terminada concentracion (10 8° ufc/g tejido,
ufc = unidades formadoras de colonias, asi-
milable a células bacterianas vivas), comien-
za la produccion de sintomas determinada
por un mecanismo comun a otros patégenos
bacterianos denominado fquorum sensing=
(percepcion de quorum) por el cual se in-
duce la expresion de los genes encargados



INIA EL CANCRO BACTERIANO DEL TOMATE: APORTES EXPERIMENTALES PARA SU MANEJO INTEGRADO

de producir los procesos que desarrollan los
sintomas (Meletzus et al., 1993; Dreier et al.
1997; Sen et al., 2015).

Poco se conoce acerca del movimiento de
Cmm en la planta, ya que sus células no
tienen flagelos y no son méviles, se piensa
que se produce preferentemente hacia el
apice por el transporte de agua en el xilema
y la transpiracion (Xu et al., 2010; Xu et al.,
2012; Chalupowicz et al., 2012; Vieira Lelis
et al., 2014). Sin embargo, se ha reportado
que, luego de horas después de la infeccion,
Cmm se distribuye en diferentes partes de la
planta, alcanzando luego de varios dias alta
concentracion encima y debajo del punto de
inoculacion (Benhamou, 1991; Gitaitis et al.
1991; Chalupowicz et al., 2012; Vieira et al.,
2014)

Durante afios se pensd que la acumulacion
de células bacterianas y los extra polisaca-
ridos producidos (EPS, azucares viscosos
de alto peso molecular) provocaban el mar-
chitamiento alterando el transporte de agua
en los vasos del xilema (Van Den Bulk et al.,
1989; Chalupowicz et al., 2012).

Sin embargo, estudios posteriores demos-
traron que los EPS estaban ligados funda-
mentalmente con otros aspectos en la pro-
duccion de la enfermedad. Se comprobd que
contribuyen con la supervivencia de Cmm
en superficies inertes y dentro de la planta,
formando un biofilm que evita su deshidra-
tacion, facilita su nutriciéon (principalmente
en un medio tan pobre como el xilema) y la
protegen de los mecanismos de defensa de
la planta, ademas de intervenir en las etapas
tempranas de la infeccion (reconocimiento
del huésped y multiplicacion) (Leigh y Co-
plin, 1992; Jahr et al., 1999; Gartemann et
al., 2003).

Actualmente se reconoce que la produccion
de sintomas esta vinculada con la produc-
cion de varias enzimas codificadas por ge-
nes presentes en el cromosoma y en dos

plasmidos de la célula bacteriana, las cuales
son las encargadas de degradar la pared ce-
lular y atacar al xilema y al parénquima adya-
cente. También se ha comprobado que este
proceso avanza preferentemente en forma
longitudinal lo cual explica el marchitamiento
unilateral frecuentemente observado en esta
enfermedad (Chalupowicz et al., 2010; 2012;
Sen et al., 2015).

Los genes de virulencia del cromosoma se
encuentran en una regién denominada fisla
de patogenicidad= y codifican proteinas rela-
cionadas en el consumo y el metabolismo de
azucares y varias proteasas de serina que
son requeridas para la colonizacion eficiente
del huésped.

Los genes de virulencia de los plasmidos se
encuentran en los plasmidos pCM1 y pCM2
y juegan un papel importante en la degrada-
cion de la pared celular y el ataque al xilema
y parénquima adyacentes. El gen celA ubica-
do en el plasmido pCM1 codifica una endo-
B-1,4-glucanasa (Jahr et al., 2000), y el gen
pat-1 en el pCM2 codifica una proteasa de la
serina (Dreier et al., 1997) y varias enzimas
que degradan la pared celular (poligalacturo-
nasa, pectato liasas, xilanasas, y endogluca-
nasas) (Meletzus et al., 1993; Chalupowicz
et al., 2010).

También se ha demostrado que Cmm esti-
mula la produccion de etileno por el hués-
ped lo cual juega un rol muy importante en el
desarrollo del marchitamiento (Balaji et al.,
2008).

Por todo lo anterior, podemos decir que el
proceso de desarrollo de sintomas de esta
enfermedad es complejo. En él participan
varios genes y sus reguladores, y esta sujeto
a multiples factores externos y del huésped.
Por esa razoén variaciones en estos se tra-
ducen en modificaciones en la virulencia de
los aislados de esta bacteria, explicando las
variaciones e irregularidad en los ataques de
la enfermedad.
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FACTORES QUE INFLUYEN EN EL
DESARROLLO E INTENSIDAD DE
SINTOMAS

Varios son los factores que influyen en el
desarrollo e intensidad de los sintomas del
cancro bacteriano del tomate. Como ocurre
en todas las enfermedades, el proceso esta
influido por factores del patégeno, ambien-
tales y del huésped. Estos factores inciden
tanto en la duracion de la etapa de latencia
(puede variar entre 5-84 dias) como en la
velocidad de desarrollo e intensidad de los
sintomas. (Basu, 1966; Chang et al., 1992c;
Blank et al., 2016).

Entre los factores vinculados al patdgeno el
primero es el relativo a la presencia y variabi-
lidad de los genes de virulencia ya descritos
en los aislamientos, los cuales, como vimos
son varios y sus procesos interrelacionados.
Dependiendo de ello existen desde aisla-
mientos de Cmm avirulentos, atenuados
hasta sumamente agresivos, con mayor o
menor facilidad de multiplicacién en planta,
etc. (Alvarez et al., 2005).

También se puede mencionar todo lo relacio-
nado con el proceso de inoculacion como son
la concentracion de bacterias y la forma en
que estas ingresan a la planta. Se ha demos-
trado que la inoculacion a través de heridas,
ya sea en la parte aérea o en la raiz, y la alta
concentracion de indculo se traducen en un
mayor porcentaje de plantas enfermas, apa-
ricion mas temprana y mayor severidad de
los sintomas, asi como menor superviven-
cia de las plantas infectadas (Basu, 1966;
Shirakawa et al., 1991; Chang et al., 1992c;
Kawaguchi et al., 2010; Kawaguchi y Tanina,
2014). Esto, como veremos mas adelante,
tiene mucha importancia en determinar la
evolucion de la enfermedad en un cultivo.

Sin embargo, algunos estudios mencionan
que cuando el resto de las condiciones son
Optimas, la concentracion del patégeno no in-
fluye en el resultado final (Vieira et al., 2014),
bastando un numero muy bajo de células
bacterianas al inocular el xilema para lograr
infeccion (Thyr, 1968; OEPP/EPPO, 2013).

Entre los factores ambientales que influyen
en el desarrollo de la enfermedad se encuen-
tra la temperatura. Como se menciond, las
condiciones Optimas de temperatura para
el desarrollo de Cmm en laboratorio oscilan
entre 24-27°C con un maximo de 35°C (Ha-
yward y Waterstone, 1964; Blank et al., 2016).
Se han mencionado valores similares para el
desarrollo de la enfermedad en condiciones
de cultivo (Basu, 1966; Chang et al. 1992c),
sin embargo, existen diferencias en cuanto a
la influencia de los limites superiores.

Se encontré que la mortalidad causada por
la enfermedad es mas rapida cuando la ino-
culacién se realiza en primavera (21-24°C)
0 en otofio (18-23°C) que en invierno (15-
18°C) o verano (28-31°C). Esto ultimo esta-
ria explicado por la interferencia de las al-
tas temperaturas sobre la expresion de los
genes de virulencia desencadenantes de los
sintomas a pesar existir un desarrollo activo
de la bacteria dentro de la planta (Sharaba-
ni et al., 2014). Las temperaturas inferiores
retardan el proceso aumentando el periodo
de incubacion, y atenuan la severidad de los
sintomas (Sharabani et al., 2014) vy, por el
contrario, las condiciones 6ptimas favorecen
la aparicion e intensidad de éstos (Chang et
al., 1992c). Esto ha sido observado repeti-
das veces en nuestros ensayos y en cultivos
comerciales en los que los ataques son mas
severos y rapidos en primavera y otofio res-
pecto al verano.

Si bien las condiciones de alta humedad re-
lativa favorecen la enfermedad promovien-
do el marchitamiento (Basu, 1966; Xu et
al., 2012), su efecto esta vinculado con los
procesos de formacién de poblaciones epi-
fitas de bacterias derivada de la gutacion y
con la diseminacién ocasionada por la lluvia.
Por esto ultimo es que los ataques de esta
enfermedad pueden ser mas frecuentes en
cultivos al aire libre (Shirakawa et al., 1991).
Al respecto, se ha encontrado que no es ne-
cesario una gran duracién del periodo de fo-
llaje mojado cuando la infeccion se realiza a
partir de poblaciones de Cmm que se fueron
acumulando en el exterior de la hoja (Zaluga
et al., 2013).
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Respecto a los factores relacionados con el
huésped, en esta enfermedad se cumple el
principio de mayor resistencia de las plantas
adultas, por lo que el periodo de incubacion
se alarga y la severidad de los sintomas dis-
minuyen con la edad, siendo las plantas jo-
venes mas sensibles (Chang et al., 1992c;
Ricker y Riedel, 1993; Sharabani et al.,
2013).

Segun algunos trabajos existe una ventana
de sensibilidad de la planta de tomate has-
ta el estado de 17-18 hojas verdaderas, las
plantas inoculadas fuera de ese periodo 0 no
presentan sintomas o la intensidad de estos
es menor (no marchitan). Ese periodo criti-
co corresponderia desde el trasplante a la
formacién de primer fruto (Sharabani et al.,
2013).

La resistencia de las plantas adultas se debe
al retardo y a la disminucién de la expresion
de los genes relacionados con la virulen-
cia, lo cual permite que los mecanismos de
defensa superen a la virulencia de Cmm vy
reduzcan el desarrollo de sintomas severos
(Sharabani et al., 2013).

HUESPEDES

Cmm posee un amplio rango de huéspe-
des, desde especies de solanaceas silves-
tres (Solanum mammosum, S. douglasii, S.
nigrum, Datura stramonium), y cultivadas
(morrén, Capsicum spp., berenjena, S. me-
longena, papa, S. tuberosum, tabaco, Nico-
tiana tabacum) asi como otros géneros (Thyr
et al., 1975; Chang et al., 1992a; Yim et al.,
2012; OEPP/EPPO, 2013). Incluso se han
infectado artificialmente cereales (trigo, cen-
teno, avena), girasol, sandia y pepino (Sta-
mova y Sotirova, 1987).

Si bien es en tomate, y en menor medida en
morron (Volcani et al., 1970), donde ocasio-
na importantes pérdidas, la capacidad de so-
brevivir en otros vegetales, incluso en forma
externa en follaje (Chang et al., 1992a), es
relevante como fuente de inéculo para culti-
vos comerciales y al planear rotaciones.

CICLO DE LA ENFERMEDAD Y
EPIDEMIOLOGIA

El ciclo de esta enfermedad es complejo y los
mecanismos muy eficientes de supervivencia
y diseminacion hacen muy dificil su control. El
patégeno puede sobrevivir en semilla, en res-
tos vegetales en suelo, en materiales inertes
usados en cultivos afectados (tutores, bande-
jas, mesadas, etc.), externamente en plantas
de tomate u otros huéspedes alternativos y
desde alli diseminarse mediante labores, por
agua (salpicado en parte aérea o riegos) o sim-
plemente por contacto entre plantas. Lo cual
se agrava por el hecho de tener una fase en
que las plantas estan infectadas sin mostrar
sintomas lo cual facilita enormemente la dise-
minacion durante la produccion de tomate.

En los apartados siguientes se presentara
informacion de bibliografia y de trabajos rea-
lizados en INIA para finalmente resumirla en
un esquema que nos ayude a comprender
el ciclo de esta enfermedad y utilizarlo en un
manejo preventivo.

TRANSMISION POR SEMILLA

La capacidad de Cmm de permanecer en
las semillas (Tsiantos, 1987; Kaneshiro y Al-
varez, 2003; OEPP/EPPO, 2013; Tancos et
al., 2013) ha contribuido enormemente con
la difusion de esta enfermedad a nivel mun-
dial permitiéndole diseminarse a grandes
distancias. Por ello, evitar la contaminacion
con Cmm se ha convertido en una de las
grandes preocupaciones en la produccion y
comercializacion de semillas de tomate esti-
mulando a diferentes regiones a incorporar
restricciones en el ingreso, y a las compa-
filas productoras, a refinar sus procesos de
produccion (Fatmi et al., 1991; Gleason et al.,
1993; Munkvold, 2009; De Leon et al., 2011;
OEPP/EPPO, 2013; OEPP/EPPO, 2016).
Con esa finalidad se ha creado a nivel euro-
peo el programa fGood seed and plant prac-
tices= (Buenas practicas para produccién de
semillas y plantas, https://www.gspp.eu/) del
que participan importantes firmas producto-
ras de semilla de tomate, mediante el cual
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se ejecuta un conjunto de medidas preventi-
vas para evitar la presencia de Cmm en las
semillas.

Cmm puede llegar a la semilla a través de la
infeccién sistémica de la flor o de los frutos.
La mayor tasa de infeccion sistémica de la
flor se registra en el estado de flor muerta/
emergencia de fruto, pero la infeccién de se-
millas es mayor si la inoculacion de la flor se
produce en estados tempranos de floracion
(Tancos et al., 2013).

En la semilla en si, Cmm puede encontrarse
en la cubierta o en su interior (endospermo,
funiculo) (Munkvold, 2009; OEPP/EPPO,
2013; Tancos et al., 2013). Aun bajas concen-
traciones en la semilla (5-25 ufc, unidades
formadoras de colonia/semilla) aseguran su
transmision al plantin generado (Kaneshiro y
Alvarez, 2003; Kaneshiro et al., 2008).

Se han realizado numerosos trabajos ten-
dientes a estimar los porcentajes de trans-
mision partiendo de semillas producidas por
plantas infectadas. Los porcentajes encon-
trados varian de 0,25% a 100% dependien-
do de las condiciones en que fueron realiza-
dos los estudios y los métodos de deteccion
utilizados.

En nuestro caso, en experimentos de eva-
luacién de tratamientos para desinfeccion
utilizando semilla extraida de plantas en-
fermas, se detectd6 Cmm mediante DAS-
ELISA en 5,6% de los plantines derivados
de los lotes sin desinfeccién (Maeso y
Walasek, 2012). La infeccion de plantines
provenientes de semilla colectada de plan-
tas con cancro fue estimada mediante el
crecimiento de colonias similares a Cmm
en medio NAD, reaccién de gram, reaccién
de hipersensibilidad en M. jalapa y serolo-
gia (DAS-ELISA) en forma secuencial, tal
como se explicé en secciones anteriores
(Figura 26).

Existen algunas estimaciones de la canti-
dad del patégeno presentes en la semilla,
pero los valores dependen del método de
analisis utilizado. Podemos mencionar que
en un lote de semillas colectado de plantas
infectadas se detectaron aproximadamente
10° ufc/g de semilla lo cual posteriormente
resulté en 0,5% de los plantines infectados
(Chang et al. 1992a) y que también se de-
terminé que una poblacion de 10? ufc/se-
milla era el umbral necesario para producir
sintomas en el cultivo posterior (Fatmi et al.,
1991; Hadas et al., 2005; Kaneshiro et al.,
2008).
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Figura 26. Estimacion de infeccion por Cmm en semilla cosechada de plantas enfermas. Analisis de 579

plantines.
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Algunos estudios reportan que la viabilidad
de esas células bacterianas disminuye con
el tiempo de almacenamiento de la semilla a
temperatura ambiente (Kaneshiro y Alvarez,
2003), sin embargo, también disminuye la
viabilidad de esta.

Como se menciond anteriormente, los planti-
nes infectados a través de semilla no mues-
tran ningun tipo de sintoma y por lo tanto
son una via importante de ingreso y dise-
minacion de la enfermedad en los cultivos.
Por esa razon es importante conocer de
los plantines a utilizar (Gitaitis et al., 1991;
Chang et al., 1992; Dhanvantari y Brown,
1993; Hausbeck et al., 2000; Kaneshiro y Al-
varez, 2003; Maeso y Walasek, 2012; OEPP/
EPPO, 2013).

Segun algunos trabajos, una semilla infecta-
da entre 10.000 es capaz de generar grandes
ataques derivando tedricamente en 100 fo-
cos por hectarea (Gitaitis et al., 1991; Chang
et al., 1991; Munkvold, 2009; De Ledn et al.,
2011). Unas pocas plantas infectadas sisté-
micamente (1-5) pueden resultar en pobla-
ciones de Cmm de 107 -10° ufc/g peso fresco
en el exterior del follaje de plantas ubicadas
a 2,7 m de distancia (Chang et al., 1992a).

Es por ello que se han extremado los esfuer-
zos en generar tecnologia de deteccion en
lotes comerciales de semilla refinando los
métodos, buscando, en primer lugar, sensi-
bilidad (deben detectar una semilla infectada
en 10.000), no ser destructivos (la semilla
comercial posee un alto valor), confiabilidad
y especificidad (solo detectar Cmm pato-
génicas), y a la vez mejorar los protocolos
aceptados en bacteriologia.

La especificidad se ha vuelto relevante en
los analisis en semilla de tomate dado que
se han reportado bacterias muy similares a
Cmm, otras Clavibacter spp. (Zaluga et al.,
2013; Yashuhara-Bell y Alvarez, 2015), ais-
lados de Cmm poco patogénicos, e incluso,
estados quiescentes no cultivables de este
patégeno (Biggerstaff et al., 2000; Alvarez et
al., 2005; Kaneshiro et al.; 2006; Jacques et
al.; 2012).

Los métodos recomendados actualmente
(OEPP/EPPO, 2016; ISHI, 2017) estan ba-
sados en el plaqueo de extractos de semilla
en medios semiselectivos, la seleccion de
colonias en base a su morfologia y la pos-
terior confirmacion de su identidad con otras
herramientas como pruebas de patogenici-
dad, PCR y sus variantes, métodos serolo6-
gicos (inmuno fluorescencia, ELISA, separa-
cion inmunomagnética (Alvarez et al., 1993;
Franken et al., 1993; Dreier et al. 1995; San-
tos et al., 1997; Hadas et al., 2005; De Ledn
et al., 2006, 2011; Jacques et al., 2012; Cro-
ce et al., 2015).

Sin embargo, la infeccion de semillas con
Cmm por semilla continda siendo un proble-
ma el cual se busca solucionar por tres vias:
prevencion, desinfeccidon y comprobacion de
la sanidad del producto final y se contintia
trabajando a todo nivel para mejorar los pro-
cedimientos.

INFECCION LATENTE DE PLANTAS

Como ya se menciond, los plantines asinto-
maticos derivados de semillas infectadas, o
de otras fuentes de contaminacién que vere-
mos mas adelante, juegan un rol primordial
en el desarrollo de epidemias de la enfer-
medad (Gleason et al., 1993; Hausbeck et
al., 2000; Werner et al., 2002; OEPP/EPPO,
2013; Sen et al., 2015,). En esos plantines
Cmm se vuelve sistémico internamente o
permanece en su exterior constituyendo una
importante fuente de inéculo capaz de gene-
rar grandes ataques (Gitaitis et al., 1991).

Ha sido demostrada la presencia, multiplica-
cién y supervivencia de Cmm en forma epifiti-
ca (externa) en follaje de tomate (Chang et al.,
1991; 19923a; Carlton et al., 1994; 1998). Esa
presencia epifitica en el follaje es fruto de la
secrecion producida por los hidatodos a través
de la gutacion, (Figura 27), y de otras vias de
comunicacion naturales que a la vez son fuente
de bacterias y puerta de entrada. Se comprobo
que ésta es mas eficiente en la diseminacion
de la enfermedad, incluso, mas que el inéculo
del interior de la planta (Carlton et al., 1994;
1998; Sharabani et al., 2013a; 2013b).
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Figura 27. Gutacion en plantas de tomate en camara 100% de humedad, notese las gotas de agua en los
lugares donde se localizan los hidatodos. (Foto D. Maeso)

Una poblacion foliar de Cmm de 108-107 ufc/g
de peso fresco vegetal es suficiente para
causar sintomas de infeccion secundaria
(necrosis de bordes de hojas, mancha en ojo
de pajaro), dependiendo de las condiciones
ambientales y del cultivar de tomate (Chang
et al., 1992a).

Se ha encontrado que la incidencia de plan-
tas infectadas sistémicamente en cultivos
comerciales a la cosecha incrementa 10%
cada 0,1% de aumento en la incidencia en
plantines en almacigo (Chang et al.,1991;
1992a) mencionandose al riego aéreo, la
poda y la mezcla en atados de los plantines
para el trasplante como las principales prac-
ticas que favorecen la diseminacion a partir
de éstos (Chang et al., 1991; 1992a; Frenkel
et al., 2016).

Por esa razén no es conveniente realizar la-
bores que impliquen el contacto con las plan-
tas cuando el follaje esta mojado. Aun incluso
la aplicacion de plaguicidas y el riego aéreo,
fundamentalmente en almacigos, pueden
contribuir a la transmisién (Hausbeck et al.,

2000; OEPP/EPPO, 2013; Sharabani et al.,
2013b).

Recordemos que ha sido comprobada tam-
bién la presencia epifitica de Cmm, aunque
en menor proporcion, en plantas de otras so-
lanaceas y no solanaceas cercanas a plan-
tas con sintomas (Chang et al., 1992a).

INFECCION DE FRUTOS: MANCHA
EN OJO DE PAJARO

Los sintomas en fruto ya descritos como
mancha en ojo de pajaro (Figura 17) provie-
nen de infecciones externas a la flor (luego
de la antesis) y a los frutos (al comienzo del
viraje de color) favorecidas por la alta hu-
medad, alta concentracion de la bacteria, y
reiterados eventos de inoculacion asociados
con la lluvia (Medina-Mora et al., 2001).

Inicialmente se pensé que la infeccion exter-
na de frutos se limitaba a producir las man-
chas en ojo de péjaro sin invadir al resto de
los tejidos (Bryan, 1930). Sin embargo, utili-
zando bacterias luminiscentes se demostro



INIA EL CANCRO BACTERIANO DEL TOMATE: APORTES EXPERIMENTALES PARA SU MANEJO INTEGRADO

que en la inoculacién externa de frutos con
Cmm ademas de producirse la lesién des-
crita, la bacteria invade los tejidos internos,
llega al xilema y a través de éste, alcanza al
resto del fruto, y eventualmente se distribuye
ala planta (Chang et al., 1991; Medina-Mora
et al., 2001). Esto se registra al comienzo
de la coloracion de frutos suponiéndose que
en esa etapa se facilita la diseminacién de la
bacteria al perderse la capacidad de aislar al
patégeno existente en frutos verdes (Chang
et al., 1991; Medina-Mora et al., 2001; De
Ledn et al., 2011).

PERMANENCIA EN SUELO Y
RASTROJOS

Se demostré6 que Cmm puede permanecer
en restos vegetales en el suelo por meses y
aun por mas de dos afos, dependiendo de
la region y las condiciones en las que se rea-
lizaron los experimentos (Basu, 1966; Glea-
son et al., 1991; Chang et al., 1992a; Fatmiy
Schaad, 2002, OEPP/EPPO, 2013).

Este aspecto es muy importante para el
manejo preventivo de la enfermedad. El tra-
tamiento de los restos de cultivos es muy
variado en nuestras condiciones, pero es
muy comun dejarlos en superficie dentro del
invernaculo o en sus inmediaciones (Figura
28).

La supervivencia es mayor cuando los restos
de cultivo permanecen en la superficie que
cuando son enterrados (Gleason et al., 1991;
Chang et al., 1992a; Fatmi y Schaad, 2002).
Esto puede deberse a la mayor descomposi-
cion de los restos enterrados por parte de los
microrganismos de suelo, habiéndose repor-
tado la sensibilidad de Cmm a antibiéticos

producidos por bacterias y actinomicetos ha-
bitantes normales del suelo (OEPP/EPPO,
2013) y a metabolitos secundarios resultan-
tes de la descomposicion microbiana de res-
tos vegetales (Van der Wolf et al., 2008).

La permanencia es mayor en ambientes
frescos y secos y cuando hay suficientes
restos vegetales del cultivo que provean de
nutrientes al patégeno (Basu, 1970) y en los
suelos arcillosos frente a los arenosos (Mo-
ffet y Wood, 1984).

Estudios realizados en invernaderos de la
zona horticola de La Plata, Argentina mos-
traron resultados similares, encontrandose
mayor supervivencia del patdégeno en restos
en superficie luego de cultivos de verano
(120-260 dias) que luego de cultivos de in-
vierno en restos en superficie o en restos de
cultivos de verano enterrados (45-75 dias)
(Vega y Romero, 2016).

Trabajos realizados en INIA Las Brujas apor-
tan informacion concordante. En un primer
experimento, realizado durante 2007-2009,
en un sector del campo experimental don-
de en la estacion previa se habia registrado
un ataque importante de cancro bacteriano,
se planted una secuencia de cultivos en la
que se comparo el efecto sobre la enferme-
dad de la rotacién con cultivos de maiz dul-
ce (Maeso et al., 2008). Se compararon las
siguientes alternativas durante primavera-
verano: a) tres temporadas continuas con
tomate (2007, 2008 y 2009), b) una tempora-
da con cultivo de maiz dulce (2007) y luego
tomate (2008 y 2009) y c¢) dos temporadas
con maiz dulce (2007 y 2008) y luego tomate
(2009). Se tuvo la precaucion para impedir
la contaminacion de los sectores (cada uno

Figura 28. Restos de cultivos dentro y fuera de invernaculos entre estaciones. (Fotos D. Maeso)
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Figura 29. Disposicién de las parcelas en las que se evalud el efecto de rotaciones con cultivos de maiz dulce
en el manejo del cancro bacteriano. (Foto D. Maeso)

de 40 m?) al ubicarlos por separado y en di-
ferentes posiciones segun pendientes (mas
elevado el tratamiento c, luego b y c respecti-
vamente). Durante el invierno en todos ellos
se cultivd avena. En la Figura 29 aparece la
disposicion de los tratamientos en el predio
experimental.

La aparicion e intensidad de cancro fue re-
gistrada periédicamente en los cultivos de
tomate. En la Figura 30 se muestran algunos
de los resultados de incidencia (porcentaje
de plantas afectadas) y severidad (inten-
sidad de sintomas de la enfermedad) y su
evolucién en los cultivos de tomate continuo
0 antecedido de uno o dos cultivos de maiz
dulce.

Al cultivar maiz en la estacion o estaciones
previas se retardo la aparicion de la enferme-
dad. Por ejemplo, los registros de incidencia
de la enfermedad en el cultivo 2008 fueron
menores en la parcela con cultivo de maiz
previo que en aquella que fue cultivada con
tomate (Maiz-Tomate 2008 frente a Tomate-
Tomate 2008).

Algo similar ocurrié con los registros de in-
cidencia en el cultivo 2009 entre la parcela
que fue cultivada en las dos estaciones pre-
cedentes con maiz, frente a la que fue cul-

tivada con tomate (Maiz-Maiz-Tomate 2009
frente a Tomate-Tomate-Tomate 2009).

Sin embargo, una vez que aparece la enfer-
medad el efecto inicial se pierde, llegando a
afectarse practicamente todo el cultivo sin
distincion del manejo previo, y sin efecto so-
bre la intensidad final de los sintomas (seve-
ridad). En nuestra opinion eso se debe a que
una vez que aparece la enfermedad sus me-
canismos de diseminacion son tan eficientes
que en poco tiempo se distribuye a todo el
cultivo produciendo importantes dafios.

Por lo tanto, nos planteamos dos hechos que
podrian explicar los resultados: 1) la perma-
nencia de Cmm en restos de cultivos enfer-
mos es superior a dos anos y/o 2) los me-
canismos de diseminacion son tan eficientes
que permiten que a partir de unas pocas
plantas infectadas por bajos niveles del pa-
tégeno que permanecié en restos vegetales
en suelo rapidamente se registre un ataque
severo Yy total al cultivo posterior.

Por ello realizamos algunos experimentos
tendientes a estimar la duracion de la per-
manencia y el peso relativo de los probables
mecanismos de transmisién de la enferme-
dad que nos ayudaran en el manejo de la
enfermedad.
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Severidad (escala 0-5)
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Figura 30. Incidencia y severidad de ataques de cancro bacteriano en cultivos de tomate con rotaciones con
maiz dulce. Los datos corresponden a los registros de enfermedad en los cultivos de tomate del
afo considerado luego de cultivos de tomate o maiz en temporadas previas.

Entre 2009 y 2011 se llevé a cabo un expe-
rimento en el cual se evalud la capacidad
de permanencia del patégeno en: a) suelo
extraido de un cultivo enfermo y conser-
vado en laboratorio, b) restos de plantas
enfermas (secciones de tallo de 5 cm) con-

servadas individualmente en sobres de tela
malla en condiciones de campo y c¢) suelo y
secciones mantenidas en conjunto en con-
diciones de campo en celdillas de almaci-
ga (Figura 31) (Maeso et al., 2010; 2012b;
2014a; 2015g).
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Figura 31. Experimento de estimacion de permanencia de Cmm en restos vegetales en suelo. INIA Las
Brujas 2009-2011. A) Fuentes de indculo mantenidas a campo, B) Experimentos en maceta para
determinar potencial infectivo (100 plantas por tratamiento). (Fotos D. Maeso)

El inéculo perteneciente a las tres alterna-
tivas fue agregado a 40 macetas con suelo
esterilizado por autoclave (120°C por 20 mi-
nutos), luego de 365, 575, 741 y 1008 dias
desde su colecta, en las cuales se sembro
tomate utilizando semilla desinfectada por
bafio en agua caliente (50°C por 25 minu-
tos). La cantidad de suelo agregada corres-
pondia al volumen de una celdilla de alma-
ciga (20 g) y de los restos al remanente de
las secciones de tallo conservadas indivi-
dualmente en sacos de tela malla. También
se incluyé un control utilizando Unicamente
suelo esterilizado.

Se registré el desarrollo de sintomas de can-
cro, se realizaron aislamientos en laboratorio
de las plantas con sintomas y a las colonias
obtenidas se les efectud la prueba gram y

la prueba de hipersensibilidad en plantas de
Don Diego de la noche. Finalmente, todas
las plantas fueron analizadas por la prueba
DAS-ELISA para detectar infecciones laten-
tes y confirmar la identificacion del patoge-
no.

Si bien existieron diferencias en cuanto a los
resultados obtenidos con las técnicas usa-
das para realizar las estimaciones (Figura
32), estos indican que Cmm seria capaz de
permanecer por casi tres afios (1008 dias)
en las fuentes de inéculo evaluadas, produ-
ciendo la infeccion de alrededor del 5% de
las plantas expuestas. Eso podria explicar
la aparicion de la enfermedad en los expe-
rimentos descritos anteriormente en cultivos
de tomate luego de dos temporadas con
maiz dulce.
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Figura 32. Resultados en experimentos de permanencia de Cmm en restos y/o suelo. A) Porcentaje de
plantas con sintomas de cancro bacteriano, B) Porcentaje de plantas en las que se aislaron
bacterias gram positivas y C) Porcentaje de plantas en las que se detecté Cmm mediante la

técnica de DAS-ELISA.

La importancia relativa epidemioldgica del
inéculo presente en restos vegetales en el
suelo frente a la semilla infectada en el desa-
rrollo de ataques de cancro bacteriano, como
ya se ha mencionado, es diferente entre re-
giones. Se ha comprobado su relevancia
en Islas Canarias, Japon, Israel y Michigan
ocasionando el predominio de los mismos
aislamientos del patégeno entre temporadas
(Kleitman et al., 2008; De Leodn et al., 2009;
Kawaguchi et al., 2010; Quesada-Ocampo et
al., 2012; Kawaguchi et al., 2014). La pre-
sencia de diversidad en el patégeno indica
la introduccion externa ya sea por semilla in-
fectada u otros mecanismos.

PERMANENCIA EN INERTES

Cmm posee la capacidad de permanecer
por periodos prolongados en materiales
inertes agregando otra fuente de indculo
adicional a las ya mencionadas (suelo, res-
tos, plantas espontaneas, malezas, otros
cultivos).

Se ha mencionado la permanencia por mas
de 16 semanas en materiales inertes asocia-
dos al cultivo (almacigas, plasticos, bande-
jas plasticas, cemento, aluminio entre otros)
(Ferguson et al., 2008) y en tutores por 100
dias (Miguel-Wruck et al., 2001; 2006).
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En experimentos realizados entre 2009 y
2010 en INIA Las Brujas se estimé que la
permanencia en rafias como las utilizadas en
los cultivos en invernaculo era superior a un
afo, mientras que en cafa de castilla no lle-
g0 a 7 dias (Maeso y Walasek, 2010; Maeso
et al., 2012a).

En estos trabajos se sumergieron durante un
periodo de dos horas, 500 trozos estériles de
2 x 0,5 cm de cafia castilla y de 2 cm de rafia
en una solucién de 2 x 10® ufc/ml de Cmm
(aislamiento LB 17). Los trozos fueron seca-
dos en camara de flujo laminar en papel de
filtro estéril y conservados en placas estériles
por 0, 1, 7, 14, 30, 60, 90, 180, 240 y 365
dias. Luego de esos periodos se sembraron
50 trozos de cada uno de ellos en placas de
agar nutriente (cinco trozos por placa, 10

repeticiones). A las 48 horas de sembrados
se evalud el numero de trozos que desarro-
llaban colonias de Cmm cuya identidad fue
confirmada por serologia (Figura 33). El cre-
cimiento bacteriano de cada placa se recogio
en 7 ml de buffer salino y su concentracion re-
lativa estimada mediante absorbancia a 590
nm (cuadro 2). Cmm pudo ser recuperado
del 60% de los trozos de rafia almacenados
por un afo, a pesar de que su concentracion
era menor cuantitativamente (la absorbancia
disminuyd6 de 1,55 a 0,2). La permanencia en
cafia de castilla, sin embargo, no llegé a la
semana (cuadro 2).

Esta informacién es de relevancia ya que
es muy comun la reutilizacion de la rafia sin
ningun tipo de tratamiento en los cultivos de
tomate en invernaculo (Figura 34).

Cuadro 2. Permanencia de Cmm en trozos de rafia y cafa.
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Cana Rafia
Tiem.po .. % de trozos con Absorbancia % de trozos con | Absorbancia
pos-inoculacion aislamiento de 590 nm aislamiento de 590 nm
Cmm'’ (en 7 ml PBS)? Cmm?3 (en 7 ml PBS)?
0 horas 88 0,9 100 1,55
24 horas 72 0,4 100 1,80
7 dias 0 0 100 1,80
14 dias 0 0 100 1,80
30 dias 0 0 100 1,40
60 dias 0 0 100 0,70
90 dias 0 0 100
180 dias 0 0 100 0,36
240 dias 0 0 100 ---
365 dias 0 0 60 0,20

"Trozos de cafia de Castilla de 2 x 0,5 cm.
2 Absorbancia 590 nm de una suspensién de las bacterias aisladas en 7 ml de tampén PBS.
3Trozos de rafia de dos centimetros de largo.
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Figura 33. Colonias de Cmm aisladas a partir de trozos de cafia castilla (arriba) y rafia (abajo) embebidos en
suspension bacteriana y almacenados por periodos de hasta un afio. Cmm pudo ser recuperada
de rafia luego de un afo, mientras que en cafia no alcanzo a siete dias. (Fotos D. Maeso)
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Figura 34. Ejemplo de colecta de rafia para ser reutilizada en los siguientes cultivos. (Fotos D. Maeso).
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TRANSMISION POR AGUA DE RIEGO

Como ya hemos mencionado en parrafos
anteriores, el salpicado con agua de la par-
te aérea de la planta es muy importante en
el establecimiento de poblaciones epifitas y
en el desarrollo de determinados sintomas
(OEPP/EPPOQO, 2013). Algunos trabajos sos-
tienen que no es necesaria la presencia de
agua en el follaje en grandes volumenes y
por periodos prolongados siendo suficiente,
por ejemplo, lo realizado en una aplicacion
de productos fitosanitarios (Frenkel et al.,
2016).

Sin embargo, la enfermedad también se
transmite a partir de bacterias presentes
en raices por agua de riego o por contacto
entre raices de plantas vecinas. En una pri-
mera etapa el patégeno se moviliza desde
su punto de ingreso hacia la raiz y de ahi
a la rizosfera (Gitaitis et al. 1991; Xu et al.,
2012). Luego, tal como se ha comprobado
en cultivos hidropdnicos, puede infectar
plantas sanas a partir de exudados volca-
dos a la solucion nutritiva desde raices de
plantas infectadas (Vieira Lelis et al., 2014).
En inoculaciones realizadas en plantas in
vitro, Cmm pudo ingresar a la raiz desde el
medio de cultivo a través de aberturas na-
turales de ésta y volverse sistémica en tres
horas sin la intervencion de heridas (Huang
y Tu, 2001). El pH de la solucién de riego
influye en la eficacia de esta forma de dise-
minacion, siendo menor a pH bajos (Vieira
Lelis et al., 2014).

Se ha demostrado la supervivencia en
agua de un patoégeno relacionado, Clavi-
bacter michiganensis subsp. sepedonicus,
aunque esta muy relacionada con la pre-
sencia de especies vegetales huéspedes y
la temperatura (Van der Wolf y Van Bec-
khoven, 2004). Este fendmeno también ha

sido reportado para otras bacterias cau-
santes de enfermedades al cultivo como
Ralstonia solanacearum (Elphinstone et
al., 1998). Incluso se ha mencionado el
papel de formas celulares fviables, pero no
cultivables= (VBNC, viable but non-cultura-
ble) de estas bacterias asociadas con esta
caracteristica.

Muchos productores de tomate de nuestro
pais afectados por cancro bacteriano visuali-
zan al riego en superficie (principalmente por
goteo) como uno de los principales mecanis-
mos de transmision de la enfermedad en sus
cultivos, e incluso la introduccién a partir de
fuentes de almacenamiento de agua conta-
minadas.

Para estudiar ese tema y evaluar medidas
para prevenir esta via de trasmisién se rea-
lizaron varios experimentos durante 2005-
2009 en INIA Las Brujas. En primer lugar,
se estimo la eficiencia de la transmisién por
riego en superficie a partir de diferentes
fuentes de in6culo en seis experimentos en
invernaculo con condiciones controladas to-
talizando 116 plantas por alternativa (Maeso
et al., 2008c; 2009). Para ello se construy6
una estructura mediante la cual, plantas de
tomate sin inocular plantadas en macetas
con suelo estéril, recibian el excedente del
agua del riego de plantas colocadas en un
nivel superior. Las plantas superiores co-
rrespondian a tres alternativas (Figura 35):
a) plantas sin inocular cultivadas en suelo
extraido de plantas enfermas, b) plantas
inoculadas mediante puncion axilar con una
suspension de Cmm en suelo esterilizado
y ¢) un control con plantas sin inocular cul-
tivadas en suelo esterilizado. Las plantas
del nivel superior fueron regadas con agua
esterilizada de forma que el excedente cu-
briera las necesidades de riego del nivel in-
ferior.
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de indculo. (Fotos D. Maeso)

En primer lugar, se encontré que el porcen-
taje de plantas del nivel superior infectadas
(estimado por el aislamiento de bacterias
gram positivas y deteccion por DAS ELISA)
fue mas alto en aquellas inoculadas con pun-
cion axilar (36 y 32%) que en las cultivadas
en suelo proveniente de un cultivo enfermo
(15 y 16 %). A pesar de las limitaciones que
tuvieron esos trabajos (la inoculacion por
puncion axilar con suspensién de bacterias
no alcanzé 100% de infeccién en todos los
casos), se puso en evidencia que la capa-
cidad de infeccién a partir de suelo enfermo
(sin mediar heridas) es menor que la inocu-

Figura 35. Experimentos de estimacion de la transmision por agua de riego proveniente de diferentes fuentes

g *

lacién mediante suspension bacteriana con
heridas.

La transmision por riego a las plantas del ni-
vel inferior también siguid la misma tenden-
cia, sugiriendo que las plantas infectadas
con inoculacién con heridas son una fuente
de inéculo mas eficiente para la transmision
por agua de riego (20 y 31%) que las culti-
vadas en suelo tomado de cultivos enfermos
6y 8%).

En el cuadro 3 se muestran los resultados
promedios de los seis experimentos.

Cuadro 3. Estimacion de la eficiencia de fuentes de indculo en la transmisién de Cmm mediante agua de

riego’.
Porcentaje de plantas Porcentaje de plantas
superiores con inferiores con
Fuente de inéculo . Deteccién | Bacterias | Deteccién
Bacterias
ram positivas de Cmm por gram de Cmm por
9 DAS-ELISA | positivas DAS-ELISA
1. Suelo provenler_lte: de cultivo 15 16 6 8
enfermo, planta sin inocular.
2. Plg_nta inoculada en suelo 36 32 20 31
esterilizado
3. Planta sin inocular en 0 0 0 0
suelo esterilizado

"Datos promedio de seis experimentos con 116 repeticiones por alternativa.
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Otro aspecto relacionado también estudiado
en experimentos en INIA Las Brujas fue la
influencia del volumen de agua suministrado
en riego en la evolucion y grado de ataque
de cancro bacteriano en tomate entutorado
a campo (Figura 36).

En cuatro experimentos (dos bajo cubierta y
dos a campo) realizados entre 2010 y 2012
se compararon tres alternativas de riego
en las que, en los mismos momentos, se
suministraba 50, 100 y 150% del volumen
de agua indicado por los balances hidricos
(Maeso et al., 2010c; 2012c). Solamente en

uno de estos experimentos se encontrd una
tendencia estadisticamente significativa a
que en los tratamientos que recibieron mas
volumen de agua mostraran una mayor dis-
persion e intensidad de la enfermedad (cua-
dro 4).

Por lo tanto, no es posible asegurar que el
volumen de agua aplicado en cada riego por
si mismo tenga influencia en la transmision
de la enfermedad y en todo caso, su efec-
to es menor frente a otros factores tal como
lo sefalan algunos trabajos (Frenkel et al.,
2016).

Cuadro 4. Incidencia y severidad de cancro bacteriano de acuerdo con voliumenes de riego (experimento a

campo 2010-2011).

Régimen de riego

Incidencia de la enfermedad
(56 dias de trasplante)

Porcentaje de plantas
con distorsion del sistema
vascular al final del ciclo

50% 11 a1 64 a
100% 32D 73 ab
150% 25 ab 81 b
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tratamientos. Ensayo a campo 2010. (Foto D. Maeso)

" Los valores seguidos por la misma letra no son diferentes segun la prueba Duncan de rangos muiltiples.

Figura 36. Vista de distribucion de tratamientos de niveles de riego, alimentacion de riego diferencial entre
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TRANSMISION POR LABORES

La transmision de Cmm a través de labores
que ocasionan heridas ha sido comproba-
da ya en trabajos de 1930. Actualmente se
sabe que estas también facilitan el ingreso al
sistema vascular de bacterias presentes en
el exterior del follaje en forma epifita (Glea-
son et al., 1991; 1993; Carlton et al., 1994;
Kawaguchi et al., 2010, OEPP/EPPO, 2013,
Sharabani et al., 2013; Frenkel et al., 2016).

Se estim6 que un 0,1% de aumento de la
presencia de Cmm en el almacigo se traduce
en 10% de aumento en el cultivo comercial
por propagacion mediante las heridas produ-
cidas en la poda y manipulacién de plantines
previo y durante el trasplante (Chang et al.,
1991; 1992a).

El patron de distribucion de plantas enfermas

en los cultivos entutorados es prueba de la
importancia de la trasmision de la enferme-

[~

dad mediante el desbrote y deshoje, ya que
éstas estan agregadas siguiendo el sentido
de realizacion de las labores (Kawaguchi
et al., 2010). Estudios realizados en Israel
también demuestran la importancia de las
labores en cultivo en la diseminacion y la de
severidad de la enfermedad en predios de
diferentes zonas productoras (Blank et al.,
2016).

Un procedimiento incorporado en muchos
de los trabajos de campo realizados en INIA
Las Brujas para evaluar medidas de manejo
para prevenir cancro bacteriano consistié en
inocular las plantas en los bordes de las par-
celas como forma de simular las condiciones
de evolucion de los ataques en los cultivos
comerciales ya sea por riego o por labores.
Si bien no se hizo un andlisis del avance de
la enfermedad a partir de esos puntos de ino-
culacion, en casi todos los casos se logro ra-
pidamente una distribucion homogénea de la
enfermedad en los experimentos (Figura 37).

£

Figura 37. Plantas inoculadas en extremos de parcelas experimentales en ensayos en INIA Las Brujas. (Foto

D. Maeso)
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También en trabajos experimentales en
INIA Las Brujas durante 2013 - 2014 se de-
mostro la gran eficacia de la transmision a
través heridas provocadas por tijeras, ya
sea embebidas en suspension bacteriana
0 que previamente habian realizado cortes
en plantas con sintomas (Figura 38). En
estos trabajos se evaluaron productos des-
infectantes de herramientas para prevenir
la transmision de la enfermedad (Maeso et

al., 2014b; Maeso y Walasek, 2015; Maeso
et al., 2015b; 2015c), la cual fue superior
al 87% en el testigo sin desinfeccion (cua-
dro 5) ya sea utilizando tijeras contamina-
das sumergiéndolas por diez segundos en
una solucion bacteriana o por haber corta-
do previamente plantas con sintomas. En la
Figura 39 se pueden apreciar vistas de los
experimentos y detalles de los sintomas ex-
ternos e internos observados.

Figura 38. Formas de contaminacion de tijeras utilizadas en experimentos. Izquierda corte con tijeras
previamente sumergidas en suspension bacteriana, derecha corte de plantas con sintomas.

(Fotos D. Maeso)
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TESTIGO INOCULADO
Fecha de inoculacion: 29/10/2013

Fecha foto: 4/12/2013

R1

TESTIGO H20
R3

Figura 39. Vista de grupos de plantas inoculadas con tijeras infectadas que no recibieron ningun tratamiento
de desinfeccion y estado del sistema vascular al final del experimento. (Fotos D. Maeso)
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CICLO RESUMIDO DE LA
ENFERMEDAD

Resumiendo, y tomando en cuenta lo expre-
sado en los apartados anteriores, podemos
establecer que los ataques de cancro bac-
teriano a almacigos o cultivos se desarrollan
en tres etapas (Figura 40).

En el comienzo, los plantines con infeccién
latente (cuya infeccidn provino de la semilla,
por el contacto con almacigas y otros inertes
contaminados, por contacto con restos en
suelo, etc.) desarrollan una infeccion sisté-
mica en el xilema y secretan células de Cmm
a través de los hidatodos por el fluido de gu-
tacion (Figura 27) pero aun no exhiben sin-
tomas (Fase I).

En una segunda etapa se produce la dise-
minacion de la bacteria colonizando exter-
namente el follaje de las plantas adyacentes
(Fase Il). En la ultima etapa (Fase Ill) Cmm
invade internamente estas plantas y se mul-
tiplica hasta alcanzar un nivel de poblacién
bacteriana en el que empieza a producir
dafos al sistema vascular y desarrollar los
sintomas caracteristicos de la enfermedad y
asi continuar con el ciclo de la enfermedad
(Frenkle et al., 2016).

El conocimiento del ciclo de la enfermedad,
las fuentes de indculo, los lugares y poten-
cialidad de permanencia fuera del cultivo y
los medios de diseminacion es fundamental
para realizar un manejo eficiente de esta en
forma integrada.

Plantines
infectados sin’
sintomas

Infeccion
externa

Transmisién por
agua (riego, lluvia)

N

Transmision por

W [abores ﬁ

Dafios a raices
en transplante

.. Infeccion

sistémica
interna

Figura 40. Ciclo epidemioldgico de cancro bacteriano (version propia basada en Eichenlaub et al., 2006 y De

Ledn et al., 2011). Fotos D. Maeso.
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MANEJO

Como por el momento no existen formas de
fecurar= las plantas con esta enfermedad ni
tampoco hay disponibilidad de variedades
comerciales resistentes, la prevencion es
la Uunica medida de manejo posible. Dado
lo expuesto en los apartados anteriores es
necesario realizar un manejo integrado bus-
cando eliminar las fuentes de inéculo y evitar
su diseminacioén a partir de éstas y dentro del
cultivo. Es inutil enfocarnos solo en uno de
los componentes del sistema, sino se hace
un manejo integrado total tomando en cuen-
ta todos los factores seguramente la enfer-
medad seguira adelante.

A continuacion, describiremos las medidas
recomendadas en la bibliografia y datos na-
cionales derivados de ensayos en los que se
busco evaluar algunas de ellas.

DISMINUCION DE LA PERMANENCIA
EN RESTOS EN EL SUELO

Como fue descrito, Cmm sobrevive en restos
de plantas infectadas en suelo por periodos
que siempre exceden el momento de tras-
plante del cultivo siguiente. Por lo tanto, una
medida preventiva es evitar o disminuir el ni-
vel de in6culo en el terreno cuando comien-
za la nueva plantacion.

En invernaculos, principalmente en la zona
norte, la fumigacién y la aplicacion de des-
infectantes de suelo han sido comunmente
utilizadas, para este y otros problemas sa-
nitarios (nematodos). Algunos fumigantes
actualmente no estan disponibles o han sido
prohibidos (p.ej. bromuro de metilo), mientras
otros son desaconsejados por la infinidad de
desventajas que tienen (fitotoxicidad, control
limitado, problemas ambientales, toxicidad
para humanos y fauna, costos, etc.) o su in-
eficacia, especificamente contra esta enfer-
medad (Bernal, 2001; 2008; 2010).

Un aspecto por considerar cuando se busca
eliminar el inéculo en restos en el suelo es
evitar la reinfeccion. Por ello las medidas de-
ben ser aplicadas a toda la superficie a estar

en contacto con el nuevo cultivo e impedir la
mezcla con suelo no tratado ya sea de capas
inferiores o de sectores no tratados o la rein-
troduccioén por otras vias.

Entre las estrategias que no involucran el
uso de fumigantes o desinfectantes pode-
mos mencionar: a) rotacion con cultivos no
huéspedes o que liberan productos anta-
gonicos para el patdgeno, b) biofumigacion
(sustancias derivadas de la descomposicion
de restos vegetales, abonos animales, abo-
nos verdes y otros compuestos organicos in-
corporados al suelo), y c) solarizacion.

Rotacion de cultivos y abonos verdes

La plantacién reiterada de cultivos sensibles
es uno de los problemas en invernaculos ya
que generalmente los cultivos cuya rentabi-
lidad compensa la inversiéon en estructuras
son pocos y comparten muchos problemas
sanitarios. En un apartado anterior se men-
cionaron los huéspedes en los que Cmm
puede habitar, aun sin producir sintomas ni
pérdidas, por lo que las opciones son redu-
cidas y, si tomamos en cuenta la informacion
de permanencia en restos e inertes dispo-
nible, la duracion de la rotacién excede los
plazos admitidos para una explotacion co-
mercial.

Sin embargo, para esta y muchas otras
enfermedades cuyo in6culo puede perma-
necer en suelo, es recomendable que las
rotaciones y otras medidas complementa-
rias (p. ej. abonos verdes) sean realizadas
preventivamente y en forma regular, es de-
cir, antes de que se observen pérdidas de
importancia. Eso evita el establecimiento
de niveles altos de in6culo ademas de otras
ventajas en cuanto a mejoras en la calidad
del suelo.

Los beneficios de la plantacion y enterra-
do de abonos verdes de invierno han sido
descritos abundantemente, no solo ayu-
dando a la descomposicion de los restos
del cultivo sino también contribuyendo en
mejorar las propiedades del suelo (Belfry
etal., 2017).
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Figura 41. Plantacion de abonos verdes que cubren unicamente el cantero cultivado y permiten la permanencia
de restos vegetales en superficie entre canteros. (Fotos D. Maeso)

Varios son los mecanismos propuestos para
explicar la forma como actua la incorpora-
cion de abonos verdes sobre los patégenos:
a) como plantas no huéspedes, b) por supre-
sion directa mediante exudados radiculares
téxicos, ¢) por supresion indirecta a través
de cambios en la poblaciéon microbiana de la
rizosfera, estimulando microrganismos anta-
gonistas o competitivos, d) por induccion de
la resistencia sistémica y e) por efecto biofu-
migante (Debert et al., 2015).

Un aspecto practico para considerar es que
el cultivo usado como rotacion tiene que cu-
brir toda la superficie de cultivo y debe ser
complementado con la eliminaciéon o ente-
rrado de los restos. En la Figura 41 vemos
ejemplos de plantacion de abonos verdes
que no cumplen estas condiciones, dejan
espacios sin plantar, no cubren totalmente la
superficie y los restos siguen permanecien-
do en superficie. Sabemos que esto no es fa-
cil de llevar a la practica, pero, como se dijo
anteriormente bajar la guardia en un aspecto
debilita la efectividad de la globalidad de las
medidas preventivas.

Solarizacion

La solarizacion, o sea el aumento de tempe-
ratura del suelo logrado al cubrirlo con plas-
tico trasparente durante el verano, es reco-
mendada para disminuir la permanencia en
el suelo y restos de Cmm en invernaderos de
tomate luego de cultivos afectados (Antoniou

et al., 1995; Shlevin et al., 2004). Sus efec-
tos sobre la bacteria, que comienzan a las
dos semanas de iniciado el procedimiento,
se explican por la combinacién de las altas
temperaturas y la acciéon de varios micror-
ganismos antagonistas resistentes a estas
sobre el patégeno.

En la zona norte (Salto, Bella Unién) se re-
comienda la realizacion anualmente de sola-
rizacion durante por lo menos seis semanas
(desde fines de diciembre a fines de enero)
en invernaculos afectados, obteniéndose
una reduccién efectiva de la enfermedad y
de otros problemas sanitarios (Bernal 2008;
2010).

Este procedimiento es adecuado tomando
en cuenta las fechas de cultivo de la zona
norte, sin embargo, para la zona sur, al coin-
cidir con la estacion de cultivo, es necesario
prescindir del invernadero a tratar durante el
periodo estival lo cual no es considerado por
el comun de los productores. Sin embargo,
esto esta plenamente justificado en los ca-
sos donde los cultivos previos sufrieron fuer-
tes ataques, ya que las pérdidas que sufrira
el cultivo siguiente lo haran econémicamen-
te inviable de todas formas. Por lo tanto, es
aconsejable como forma preventiva, tanto
para este como para otros problemas sanita-
rios, planificar un esquema rotativo de solari-
zacion periédico de los invernaderos del pre-
dio y no esperar la ocurrencia de problemas
sanitarios para realizarla.
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Figura 42. Solarizacion en invernaculos. Derecha solarizacion total, foto tomada en la zona de Torre Blanca

vy L 5 7

Murcia, Espafa, izquierda solarizacién de canteros solamente, foto tomada en Salto, Uruguay.

(Fotos D. Maeso)

Por supuesto supeditado a las opciones que
tenga cada establecimiento individual.

Todo lo referente a la solarizacion esta muy
bien explicado en una publicacién nacional,
que, si bien esta dirigida a almacigos de ce-
bolla, los principios son perfectamente apli-
cables a otros cultivos (Arboleya, 2018). Un
detalle para tener en cuenta en el tratamien-
to de invernaculos es que el plastico debe
cubrir toda la superficie del suelo y no sola-
mente los canteros a cultivar para evitar la
reinfeccion por suelo no tratado (Figura 42).

Como la permanencia de Cmm es menor en
restos vegetales enterrados (Gleason et al.,
1991; Chang et al., 1992a; Fatmi y Schaad,
2002), y la capacidad de infecciéon aumenta
con el volumen de material vegetal enfermo
remanente (Zanén y Jorda, 2008) y disminu-
ye al aumentar la temperatura y la exposi-
cion a esta, algunos autores recomiendan la
realizacion conjunta del enterrado de restos
de cultivo o abonos verdes (p.ej. maiz) y la
solarizacion con una duracion de por lo me-
nos cuatro semanas (Shlevin et al., 2004,
Zanon y Jorda, 2008). Dado lo fluctuante de
nuestro clima, debe tenerse en cuenta que
es un proceso bioldgico que se da por acu-
mulacion de energia lograda por tiempo de
exposicion a la temperatura, lo cual depen-
dera de la insolacion recibida. Es por todos
conocidos que el efecto de esta técnica no
es tan bueno cuando predominan dias fres-
cos y nublados en verano.

Bio fumigacion y otras técnicas
relacionadas

La incorporacion de materia organica fresca
0 compostada sola o asociada a solarizacion
ha sido descrita como util para disminuir el
nivel de inéculo en suelo de este y otros pato-
genos, para prevenir la recolonizacién de los
plantines del cultivo posterior (Bernal, 2001;
Yogev et al., 2009, Zanén y Jorda, 2008) y
ademas por sus efectos beneficiosos en las
propiedades del suelo del invernaculo.

Si bien se han realizado experiencias prac-
ticas exitosas por parte de algunos produc-
tores y en un proyecto internacional (Bernal,
2001) principalmente orientado al manejo de
nematodos, debe tenerse en cuenta la alte-
racion a largo plazo del balance de los ele-
mentos en el suelo de los invernaculos que
pueden sobrepasar los niveles tolerados por
los cultivos (principalmente sodio).

DESINFECCION DE SEMILLAS

Como se mencioné anteriormente, la semi-
lla es una de las principales fuentes de in-
troduccion de Cmm a un pais, una zona, un
predio y a un cultivo en particular.

La semilla de tomate puede ser extraida en
dos formas, un artesanal manual y otra in-
dustrial. En la manual, los frutos maduros
son aplastados y dejados fermentar a tem-
peratura ambiente por 1-3 dias y luego la
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semilla se separa de los restos por multiples
enjuagues con agua. En la industrial, la se-
milla se extrae de forma mecanica por ma-
quinas y el mucilago se separa de la semilla
mediante tratamiento con diferentes sustan-
cias, preferentemente acido clorhidrico, las
cuales ademas actuan como desinfectantes
de patégenos. En ambos casos, el proceso
finaliza con multiples enjuagues con agua,
secado y empaquetado de la semilla.

Como se menciond, el cambio hacia la
plantacién de hibridos, producidos masi-
vamente en regiones con condiciones pro-
picias para la enfermedad, ha favorecido
la diseminacién de la enfermedad. Este
cambio, a nivel local, también trajo apa-
rejado el abandono de la produccion de
semilla propia que incluia la fermentacion
con la pulpa del fruto, que posee muy buen
efecto desinfectante sobre varios patoge-
nos (Pradhanang y Collier, 2009; Maeso y
Walasek, 2012; OEPP/EPPO, 2013) y se
incorporaron varios tratamientos con des-
infectantes.

Se describen numerosos métodos para la
desinfeccién de semilla de tomate (Thyr
et al., 1973; Shoemaker y Echandi, 1976;
Dhanvantari, 1989; Fatmi et al., 1991;
Dhanvantari y Brown, 1993; Pradhanang y
Collier, 2009), asi como detallados proto-
colos de prevencién que son utilizados por
las firmas productoras de semillas especi-
ficamente contra esta enfermedad (Good
Seed and Plant Practices); sin embar-
go, como todo proceso bioldgico existen
riesgos de escape (Pradhanang y Collier,
2009).

Todos son recomendados como efectivos
para disminuir la proporcion de semilla in-
fectada por Cmm vy evitar las posteriores
epidemias a campo. Entre ellos se pueden
destacar la inmersion en acido clorhidrico,
en agua caliente (> 50°C) o en hipoclorito de
sodio; varias son las concentraciones y tiem-
pos de exposicidon descritos.

Debe tenerse en cuenta que la efectividad
de los tratamientos depende de la duracion,
la temperatura en que se realiza el proceso
y, para el caso de tratamientos con quimi-
cos, de la concentracion. Es de destacar
que existe un balance entre efectividad y la
disminucién del poder germinativo de la se-
milla. Por eso es muy importante respetar
las recomendaciones de los procedimientos,
ajustarlos a las condiciones propias y realizar
la desinfeccion dividiendo el lote de semilla
en pequefios grupos.  Un detalle no me-
nor es que la exposicion al tratamiento debe
cesar inmediatamente llegado al tiempo re-
comendado, por lo que se debe proceder
rapidamente a enjuagar la semilla con agua
corriente para eliminar restos de quimicos o
con agua helada para llevar la semilla a la
temperatura inicial. De otra forma estaria-
mos prolongando el tiempo del tratamiento.

En Miller y Lewis Ivey (2005) se describen
detalladamente algunos de los procedimien-
tos que fueron evaluados en experimentos
realizados en INIA Las Brujas y pueden ser
tomados como referencia para ajustarlos a
las condiciones de cada productor.

En la Figura 43 se muestran algunos de los
procedimientos llevados a cabo para la eva-
luacién de métodos de desinfeccion de se-
milla. Resumidamente, se colectd semilla de
plantas enfermas, la cual fue sometida a los
tratamientos de desinfeccion, se realizé una
evaluacion del poder germinativo y vigor de
los plantines resultantes y se plantaron en al-
macigas en suelo esterilizado en camara de
crecimiento. La infeccion de los plantines fue
evaluada de igual forma a la descrita para
otros experimentos (aislamiento en medio de
cultivo, reaccion de gram, infiltracion en Don
Diego de la Noche y analisis seroldgico).

Si bien la efectividad lograda no fue total,
se debe considerar que se utilizé semilla de
plantas enfermas (caso extremo), y que nin-
gun tratamiento afectod el poder germinativo
(cuadros 5y 6) (Maeso y Walasek, 2015).
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Figura 43. Diferentes etapas en los trabajos de evaluacion de métodos para la desinfeccion de semillas en
INIA. A) Pre-acondicionado en bafio a 37°C, B) Bafio a 50°C, C) evaluacion de la germinacion,
D) extraccion de tallos, E) cultivo en medio en placas mdltiples y F) apariencia de colonias de las

colonias obtenidas. (Fotos D. Maeso)

El tratamiento con agua caliente posee la
ventaja sobre el resto de llegar también al
interior de la semilla. La temperatura utiliza-
da fue de 50°C durante 25 minutos pudiendo

realizarse un pre-acondicionamiento sumer-
giendo las semillas a 37°C por 10 minutos
(Miller y Lewis Ivey, 2005; Maeso y Walasek,
2012).
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Cuadro 5. Efecto de los métodos de desinfeccion sobre el poder germinativo y vigor de la semilla

Semilla extraida de frutos de Semilla del
. plantas con cancro cultivar Loica
Tratamiento . - .
Porcentaje de Altura de plantin | Porcentaje de
germinacion’ (mm) germinacion?
1. Sin tratamiento 74,63 16,3 a* 99
2. Bafio en agua caliente:
50=C por 25 minutos 70,8 131°b 91
3. Ydem a 2 pero con un bafio
previo de 10 minutos a 37=C. 70,2 13.9ab 99
4. Baio en hipoclorito de
sodio 1% de cloro activo, 68,4 15,3 ab 100
1 minuto

" Promedio de nueve pruebas sobre un total de 760 semillas por tratamiento.

2 Sobre un total de 100 semillas.
3 Sin diferencias estadisticamente significativas

4 Las medias seguidas por igual letra no difieren significativamente en la prueba de rangos multiples de Duncan al 5%.

Cuadro 6. Porcentaje de deteccion de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis mediante DAS-ELISA
en plantines provenientes de semilla sometida a cuatro tratamientos de desinfeccion (n=579).

Tratamiento Porcentaje de deteccion
1. Sin tratamiento 5,60 a’
2. Bafio en agua caliente: 50=C por 25 minutos 2,03b
3. Ydem a 2 pero con un bafio previo de 10 minutos a 37=C. 1,00 b
4. Bafo en hipoclorito de sodio 1% de cloro activo, 1 minuto 0,98 b

Las medias seguidas por igual letra no difieren significativamente en la prueba de rangos multiples de Duncan al 1%.

El bano con hipoclorito de sodio es el re-
comendado actualmente en las Normas de
Produccion Integrada de tomate de Uruguay
por su practicidad y seguridad (una parte de
lavandina de uso doméstico y tres partes de
agua) (Gonzalez et al., 2018).

DESINFECCION DE HERRAMIENTAS
Y OTROS INERTES

Como se ha mencionado, las labores que im-
plican el contacto entre plantas directamente
0 a través del uso de herramientas son unas
de las vias mas eficaces para diseminar la

enfermedad en un cultivo. También, como se
describio anteriormente, Cmm puede perma-
necer en estructuras e inertes (postes, alam-
bres, tutores, rafias, mesadas, almacigas) y
desde ellas llegar a los futuros cultivos.

Muchos productos han sido evaluados para
la desinfeccién herramientas, equipos y de-
mas estructuras relacionadas con cultivos
(Baysal-Gurel et al., 2009; 2012). Entre ellos
se incluyen alcoholes, halégenos (cloro,
iodo), amonio cuaternario, hipoclorito de so-
dio y, ultimamente, productos de origen ve-
getal (aceites esenciales, extractos).
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Sin
res

embargo, es comun que no se logren
ultados aceptables en cuanto a detener

0 prevenir el avance de esta enfermedad.
Por ello, al momento de tomar decisiones

en

cuanto a productos para desinfeccion se

debe tener en cuenta lo siguiente:

1)

Es imprescindible realizar previamente
una higiene minuciosa del objeto a des-
infectar con detergentes y demas para
eliminar todo tipo de suciedad. Cmm al
igual que otras bacterias posee la capa-
cidad de sobrevivir como biofilm o sea
protegida por extra-polisacaridos, lo cual
la hace mas resistente a la accién de des-
infectantes (Howard et al., 2015).

Los productos seleccionados deben ser
poco toxicos para el aplicador y se de-
beran extremar las medidas preventivas
para evitar accidentes. Las medidas de
proteccion y manipuleo dependeran del
producto utilizado por lo que es funda-
mental asesorarse al respecto.

Estos tampoco deberan tener efectos no-
civos para el medio ambiente y eso de-
bera ser contemplado en su deposicion
final.

Al igual que con los desinfectantes de
semillas, existe un balance que debe ser
respetado en cuanto a efectividad/efecto
negativo sobre la planta. Muchos produc-
tos tienen alto poder oxidativo y pueden
ser fitotoxicos si se exceden en sus dosis
0 entran en contacto con elementos sen-
sibles y, al contrario, si se diluyen mucho,
no solo pierden su efecto, sino que se
convierten un medio de dispersion de la
enfermedad.

El alto poder oxidativo de algunos produc-
tos perjudica todo elemento metalico con

el que tengan contacto (tijeras, alambres,
etc.), pero, en el caso de inertes las dosis
a utilizar pueden ser mas altas siempre
y cuando no entren en contacto directo
inmediato con materiales vegetales.

Muchos de los desinfectantes pierden
efectividad una vez preparados ya sea
por la degradacién por parte de la luz, por
la contaminacion con restos vegetales u
otras causas. Por eso es imprescindible
evaluar el estado de la solucién utilizada
(turbidez, presencia de contaminantes,
etc.) y cambiarla a menudo, especial-
mente cuando se trabajan en sectores
de sanidad dudosa o cultivos de diferente
edad.

Se debe permitir que el desinfectante
actue por un tiempo minimo lo cual es-
tara supeditado al ritmo de la tarea. En
el caso de almacigas, cajones, postes,
etc. no existen inconvenientes en dejar
actuar al desinfectante por largo tiempo.
Sin embargo, cuando se desinfectan tije-
ras de poda o navajas, para las cuales se
aconseja un tiempo minimo de inmersion
de 10 minutos, es necesario contar con
varios juegos de ellas para ir desinfectan-
dolas en tandas durante el trabajo.

Independientemente de la desinfeccion
de herramientas, es importante que las
heridas producidas por los cortes sean
flimpias= sin rebabas o flecos (Figura 44).
Se debera tratar de que los desbrotes
sean realizados cuando los brotes son
pequefios de forma de exponer menos
superficie de entrada a patégenos.

Por ultimo, no todas las opciones de des-
infectantes usados en industria y produc-
cién animal se ajustan a los costos tolera-
dos por el cultivo.
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Figura 44. Ejemplo de mal desbrotado con heridas imperfectas y tamano excesivo de brote. (Foto D.

Maeso)

Los productos mas usados en nuestro pais
en el cultivo del tomate y que fueron eva-
luados en INIA Las Brujas para la desinfec-
cion de tijeras (Maeso et al., 2014b; 2015b;
2015c; Maeso y Walasek, 2015) son: amonio
cuaternario, hipoclorito de sodio, y la solu-
cion de iodo jabonosa. Cada uno de ellos
poseen ventajas e inconvenientes.

El hipoclorito de sodio es el preferido por su
costo y disponibilidad. Es muy indicado para
desinfectar macetas, almacigas, pero se
debe tener mucho cuidado pues es muy co-
rrosivo con elementos metalicos y plasticos.
El tiempo éptimo de accién es de 30 minutos
y requiere siempre de un enjuague posterior.
Es importante saber que es poco estable y se
degrada por exposicion a la luz y por contac-
to con materia organica. La vida media de la
solucion a la concentracion de uso es de dos
horas, es decir que a las dos horas tenemos
la mitad de la concentracion inicial y esta va
disminuyendo a la mitad sucesivamente. Por
ello es importante preparar la solucién de uso
a partir del concentrado al momento de utili-
zarla e irla reemplazando periédicamente. La
concentracion recomendada para desinfectar
tijeras de corte es de 1% de cloro activo lo
cual corresponde a una parte de lavandina
domeéstica y cuatro de agua. En el caso de

utilizar hipoclorito de sodio industrial tener en
cuenta que su concentracion es de 10%, por
lo que la dilucién a realizar es de 1 parte de
hipoclorito y 9 de agua.

Las sales de amonio cuaternario tienen la
ventaja de ser estables y no requerir de en-
juague luego de su uso. Al igual que otros
desinfectantes son inactivados por la mate-
ria organica, por lo que la solucion también
debe reponerse periédicamente. En el mer-
cado existen varias formulaciones con bajo
poder fitotdxico, que incluso pueden ser apli-
cados al follaje (Sporekill, cloruro de dodecil
dimetil amonio 12%).

A pesar de que el iodo es muy utilizado como
desinfectante en la salud, es importante aler-
tar que para ese fin se prepara diluido en al-
cohol y por lo tanto estos productos no deber
ser usados en agricultura. Existen algunos
desinfectantes a base de iodo que pueden
ser de uso agricola preparados en solucio-
nes jabonosas que reducen su fitotoxicidad
y se pueden incluso aplicar al follaje. Una
de ellas, la solucién de iodo jabonosa Perrin,
fue evaluada junto a otros desinfectantes en
experimentos en INIA Las Brujas en desin-
feccidn de agua de riego, de tijeras y en apli-
caciones foliares.
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Se realizaron dos experimentos para la eva-
luacion de la desinfeccion de tijeras. Uno
consistio en la inoculaciéon de plantas sanas
(120 plantas por tratamiento) con Cmm cor-
tando plantas sanas con tijeras que fueron
sumergidas en una suspension bacteriana (1
x 10 8) y luego en las soluciones desinfec-
tantes por 10 segundos. En otro, muy similar,
las tijeras fueron contaminadas cortando de
tallos de plantas enfermas.

En los cuadros 7 y 8 se presentan resumida-
mente algunos de los resultados obtenidos.
Como se puede observar, ninguno de los tra-
tamientos desinfectantes logré impedir total-
mente la transmisién de Cmm, pero la redu-
jeron frente al testigo sin desinfectar. Se debe
tener en cuenta que en estos experimentos la
inoculacién fue hecha con alta concentracion
de Cmm en in6culo y poco tiempo de accion
del desinfectante (10 segundos) lo cual no es
comun en un cultivo comercial.

Cuadro 7. Evaluacién de desinfectantes para la prevencién de la transmision de Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (Cmm) mediante tijeras infectadas con una suspensién bacteriana’.

Porcentaje de plantas p taie d
. inoculadas con sintomas | " orcentaje de
Tratamiento y deteccion por
dosis producto Principio activo ) Haces DAS-ELISA
o Externos 3
comercial (%) vasculares en plantas
i 5
14 dpi* 42 dpi inoculadas
1. Sin inoculacion - 0at Oa Oa
2. Sin desinfeccion 87c 90d 100 c
3. Hipoclorito de . . .
sodio (1%7) Hipoclorito de sodio Oa 3 ab 45Db
4. Virkon S (1%) Mono persulfato potasico 57 b 17 be 0a
' °/ |(sal triple) 50%
5. Desinfectante | Agentes tensoactivos en
a base de iodo complejo con iodo, 0,8-0,9% 100 c 97d 100 ¢
Perrin (0,15%) de iodo libre o titulable
Cloruro de
6. Sporexill (1%) didecildimetilamonio _1209/I 17 b 27 ¢ 10 a
(compuesto de amonio
cuaternario)

' Todos los datos en porcentajes fueron corregidos por la férmula arc sen V% para su analisis estadistico.
2 Sintomas externos asociados con Cmm (marchitamiento, necrosis foliar, raices aéreas, amarillamiento).
3 Deterioro de los haces vasculares y/o médula en corte longitudinal.

4 dpi = dias pos-inoculacion.

5 Deteccién de Cmm mediante la prueba DAS-ELISA (double antibody sandwich enzyme linked immunosorbent assay) en plantas.
8 Los valores seguidos por la misma letra en cada columna no difieren significativamente por la prueba de rangos multiples de

Duncan al 1%.

" Porcentaje de cloro activo, corresponde a 1 parte lavandina uso doméstico + 4 de agua o 1 parte de hipoclorito de drogueria + 9

de agua.
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Cuadro 8. Evaluacion de desinfectantes para la prevencién de la transmision de Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (Cmm) mediante tijeras infectadas a partir de plantas enfermas’.

Porcentaje de plantas
inoculadas con sintomas

Porcentaje de
deteccion por

g/L (compuesto de amonio
cuaternario)

Tratamiento y DAS-ELISA
dosis pr_odug:to Principio activo Externos? Haces | en plantas
comercial (%) vasculares® | inoculadas®
14 dpi* 42 dpi 42 dpi
1. Sin inoculacion - 0at Oa Oa
2. Sin desinfeccion - 87c 90d 100d
3. Hipoclorito de : . .
sodio (1%7) Hipoclorito de sodio Oa 3 ab Oa
4. Virkon S (1%) | Mono persulfato potasico 23b 17 be 35¢
' ) |(sal triple) 50%
5. Desinfectante [ Agentes tensoactivos en
a base de iodo complejo con iodo, 0,8- 100 c 97 d 100d
Perrin (0,15%) 0,9% de iodo libre o titulable
Cloruro de
6. Sporekill (1%) didecildimetilamonio 120 17 b 27 ¢ 15b

1 Todos los datos en porcentajes fueron corregidos por la formula arc sen V% para su analisis estadistico.
2 Sintomas externos asociados con Cmm (marchitamiento, necrosis foliar, raices aéreas, amarillamiento).
3 Deterioro de los haces vasculares y/o médula en corte longitudinal.

4 dpi = dias pos-inoculacion.

5 Deteccion de Cmm mediante la prueba DAS-ELISA (double antibody sandwich enzyme linked immunosorbent assay) en las
colonias aisladas y en las muestras vegetales.
6 Los valores seguidos por la misma letra en cada columna no difieren significativamente por la prueba de rangos multiples de

Duncan al 1%.

7 Porcentaje de cloro activo, corresponde a 1 parte lavandina uso doméstico + 4 de agua o 1 parte de hipoclorito de drogueria + 9

de agua.

En las Figura 45, 46 y 47 se incluyen algunas imagenes relativas a los experimentos.
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Figura 45. Evaluacion de desinfectantes de tijeras, procedimientos. Arriba izquierda inmersion en suspension
bacteriana, derecha contaminacion mediante cortes de plantas enfermas, abajo izquierda
inmersion en desinfectante, derecha inoculacién de planta sana. (Fotos D. Maeso)

Figura 46. Evaluacion de desinfectantes de tijeras. Arriba izquierda vista general de uno de los experimentos,
derecha detalle de los sintomas observados. Abajo vista de los tratamientos en el experimento a
los 28 dias de la inoculacién con suspension bacteriana (derecha) y con planta enferma (izquierda).
(Fotos D. Maeso)

51



EL CANCRO BACTERIANO DEL TOMATE: APORTES EXPERIMENTALES PARA SU MANEJO INTEGRADO INIA

" JTestigo sin desinfeccion . *

: 1'l‘e;stigo ‘sliln-inqci._lla_r n

Figura 47. Evaluacion de desinfectantes de tijeras. Sintomas observados en cortes longitudinales de tallos.

Arriba testigo sin desinfeccién, centro testigo sin inocular, abajo desinfecciéon con hipoclorito.
(Fotos D. Maeso)
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Cuadro 9. Algunas caracteristicas de los desinfectantes mencionados en esta seccion segun (Howard et al.,

2007).
Producto Potencial
comercial Principio activo Efectividad . Fitotoxicidad
Corrosivo

(Uruguay)
Sporekill Cloruro de didecildimetilamonio 1 5 4
Varios Hipoclorito de sodio 2 1 2
Varios Amonio cuaternario 3 4 1
Virkon S Mono persulfato potasico 4 2 3

" 1=mas alto y 5=menor.

Existen algunos estudios que aportan infor-
macion util respecto al uso de desinfectantes
para la prevencion de enfermedades en in-
vernaculos en general (Howard et al., 2007).
En ellos se establecen rankings en cuanto
a la facilidad de limpieza de los materiales
(de mayor a menor): cobre, acero inoxidable,
PVC, aluminio, vidrio, policarbonato, cemen-
to, madera, hierro, goma.

En el cuadro 9 se resume parte de la infor-
macioén publicada por esos autores referente
a los desinfectantes mencionados en esta
seccion.

APLICACIONES DESINFECTANTES
EN RIEGO Y MANEJO DEL AGUA

La dispersiéon de patégenos por el agua de
riego es un fendmeno muy estudiado. Si bien
existen pocos antecedentes especificos para
Cmm los principios generales para impedirla
pueden ser aplicados también a esta enfer-
medad.

En primer lugar, debemos tener en cuenta que,
en la transmision de la enfermedad por esta
via, tal como se mencionara en secciones pre-
vias, existen dos elementos: la fuente de in6-
culo (patégeno en suelo, restos, plantas enfer-
mas) y el vehiculo (agua de riego, lluvia).

La transmisiéon de Cmm entre plantas den-
tro de un cultivo por agua de riego ha sido
estudiada, principalmente en cultivos hidro-
ponicos. Se comprobd que la bacteria puede
moverse hacia la solucién nutritiva desde las
raices y a través de ella infectar otras plantas

en el cultivo, siempre y cuando el pH de ésta
no sea bajo (Huang y Tu, 2001).

En la zona sur del pais, la mayoria de los
productores utilizan para riego reservorios
de agua proveniente de escurrimiento super-
ficial. Existen sospechas de que, en ciertos
casos, la enfermedad llegd a los cultivos a
través de agua procedente de tajamares que
recogieron agua de una cuenca donde habia
cultivos con ataques de cancro.

Por otra parte, algunos productores han ob-
servado que si se realizan riegos abundantes
la distribucion de la enfermedad es mayor.
Esto no pudo ser confirmado en nuestros ex-
perimentos (Maeso et al., 2010c; 2012c¢), sin
embargo, seria conveniente realizar el ma-
nejo de los volumenes de agua aplicados en
cada riego de forma de no producir excesos
que faciliten la dispersion de la enfermedad.
Varios son los productos que se utilizan para la
desinfeccién de agua de riego en la prevencion
de fitopatégenos. Algunos de ellos, de uso fre-
cuente en nuestro medio frente a cancro bac-
teriano, fueron evaluados en INIA Las Brujas
en una serie de trabajos durante 2005-2010.

Evaluacion a campo

En una primera etapa la evaluacion fue rea-
lizada en condiciones de campo en dos ex-
perimentos durante 2005-2007 (Maeso et
al., 2008b). Los trabajos se realizaron en to-
mate cultivado en macrotuneles en sectores
donde previamente se habia constatado la
enfermedad. Las soluciones desinfectantes
se aplicaron semanalmente mediante un
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sistema de riego portatil que consistia en un
reservorio (trampa Moericke) donde se co-
locaban los productos a aplicar conectado a
cafos de riego por goteo con las dimensio-
nes de las parcelas del ensayo (Figura 48).

La metodologia de evaluacion utilizada tanto
en este como en casi todos los ensayos reali-
zados para esta enfermedad en condiciones
de cultivo fue la misma. Se registré semanal-
mente el porcentaje de plantas con sintomas

.

(incidencia) y la intensidad de los sintomas
(severidad) segun una escala 0-5 (Figura
49). Con la informacion colectada se calculo
el area debajo de la curva de progreso de la
enfermedad (ADCPE) parametro que permi-
te resumir el desempeno de los tratamientos
durante todo el experimento. El ADCPE se
calcula de acuerdo a la formula: ADCPE= }
[(xi+x i+1) /2] (ti+1-ti) donde x es el regis-
tro de la enfermedad y (ti+1-ti) es el intervalo
entre dos evaluaciones consecutivas.

Figura 48. Vista del experimento de desinfeccion de agua de riego para la prevencion de cancro bacteriano.
(Foto D. Maeso)

Grado 2

Grado 4

Grado 3

Figura 49. Escala de severidad de sintomas de cancro bacteriano de tomate utilizada en los ensayos de INIA
LB (Grado 1= sintomas leves en hojas inferiores, 2=sintomas moderados hasta mitad de planta,
3= sintomas severos de marchitamiento en toda la planta, 4= con parte de follaje muerto y 5=
planta muerta por la enfermedad). (Foto D. Maeso)
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En el cuadro 10 se muestran los tratamientos
comparados Yy los resultados obtenidos. Es
de destacar que los productos solamente se
diferenciaron en las parcelas donde la pro-
porcion inicial de plantas afectadas era baja
por lo que podemos suponer que esta medi-
da solo es efectiva cuando la proporcion de
plantas afectadas en un cultivo es baja. Los
mejores efectos se obtuvieron con la aplica-
cion de microrganismos efectivos (ambos
experimentos), sulfato de cobre (2006) y so-
lucién jabonosa de yodo (2007).

Evaluacion en maceta

En dos pruebas realizadas durante 2009
(Maeso et al., 2015f) los productos fueron
comparados en condiciones controladas (en
maceta, en invernaculo climatizado) utilizan-
do la estructura ya descrita en esta publica-
cion (Figura 35). En esos experimentos se
formaron dos grupos de plantas, uno en el
nivel superior en el cual se realizaban los rie-
gos con los tratamientos y otro en el nivel in-
ferior que recogia el agua del nivel superior.
Todos los riegos fueron realizados de forma
que las plantas del nivel inferior recibieran
un nivel adecuado de irrigacion. Las plantas
fueron cultivadas en sustrato esterilizado en
autoclave (120=C 20 minutos).

Los tratamientos comparados fueron: 1) tes-
tigo sin inocular, 2) testigo inoculado, 3) rie-

go con solucién jabonosa de iodo (1 ml/l de
agua de riego), 4) riego con permanganato
de potasio (0,06 g/l de agua de riego) y 5)
riego con sulfato de cobre (0,1 g/l de agua
de riego).

En los tratamientos 2 a 5, la planta superior
fue inoculada mediante puncién con palillo
de dientes en la axila de una hoja madura
a través de una solucion bacteriana (1 x 108
UFC/ml).

La concentracion de los productos se calcu-
16 en base a lo utilizado en los experimentos
de campo previos. La dosis por superficie
fue llevada a dosis por planta y disuelta
en el volumen utilizado en los ensayos de
campo en cada riego (dos litros). Esa fue
la concentracion usada en el riego de las
macetas.

Al finalizar cada experimento (27 y 53 dias
de inoculacidn planta superior, dpi) se regis-
tré el porcentaje de plantas inferiores con
lesiones en el sistema vascular (cuadro 11).
Todas las plantas superiores presentaron
lesiones en el sistema vascular mientras
que el agregado de los productos al agua
de riego previno el desarrollo de éstas en
las plantas inferiores, principalmente en el
segundo experimento. Sin embargo, el de-
sarrollo de sintomas siempre fue superior al
50%.

Cuadro 10. Evaluacion de productos aplicados al agua de riego en la prevencion de cancro bacteriano.
Valores de area debajo de la curva de progreso de la enfermedad (ADCPE).

Dosis/1000 m?

2006 (otofio) 2007 (primavera-verano)

Tratamiento

incidencia | severidad | incidencia | severidad
Permanganato de 300 g 44392 | 93a 6413a | 155NS
potasio
Solucion de yodo 5000 ml 4154 a 82a 6133 b 154
jabonosa Perrin
Sulfato de cobre 500 g 2724 b 54 b 6617 a 149
EM (microrganismos 2000 ml 2796b | 47b 5796 b 141
efectivos)

" Los valores seguidos por la misma letra en cada columna no difieren significativamente por la prueba de rangos multiples de

Duncan al 1%.

55



EL CANCRO BACTERIANO DEL TOMATE: APORTES EXPERIMENTALES PARA SU MANEJO INTEGRADO INIA

56

Cuadro 11. Evaluacion de productos desinfectantes de agua de riego, porcentaje de plantas con lesiones

vasculares.
Experimento 1 Experimento 2
) 27 dpi 53 dpi
Tratamiento
Planta Planta Planta Planta
superior’ inferior? | superior inferior
1. Testigo sin inocular. 0 0 0 0
2. Testigo inoculado. 100 83 100 92
3. Riego con solucién de yodo jabonosa 100 75 100 58
(1 mif).
4. Riego con permanganato de potasio
(0.06 g/l ). 100 92 100 67
5. Riego con sulfato de cobre (0.1 g/l ). 100 58 100 67

1 Planta superior inoculada en los tratamientos 2 al 5.
2 Planta inferior recibe agua de riego desde planta superior.

Experimentos in vitro

Para complementar la informacion colectada
de los trabajos en campo e invernadero, en
2010, los desinfectantes fueron evaluados
in vitro directamente sobre Cmm (Maeso et
al., 2015f). Para ello, éstos se agregaron
a una suspension de Cmm (1x108 UFC/ml
buffer salino) de forma de obtener las con-
centraciones utilizadas en las evaluaciones

en planta, se dejaron interactuar por cinco
minutos y luego se plaquearon alicuotas di-
luidas en forma serial en medio agar nutriti-
vo. Las placas fueron incubadas 48 horas a
23=C. Con el numero de colonias resultan-
tes se calculé la concentracién de Cmm lue-
go del tratamiento y los resultados fueron
expresados como porcentaje de control so-
bre el testigo sin agregado de desinfectante
(cuadro 12).

Cuadro 12. Porcentaje de control respecto al testigo obtenido al incubar suspensiones de Cmm con el

agregado de desinfectantes.

c tracid Experimento 1 Experimento 23
oncentracion
' Producto en | Porcentaje de Concentracioén de Porcentaje de Concentracién de
Tratamiento . bacterias luego bacterias luego
suspension control frente del tratamient control frente del tratamient
bacteriana al testigo' el tratamiento al testigo’ el tratamiento
(UFC/mI)? (UFC/mI)?
Sulfato de cobre 0.10 g/l 99.99 5.5x 10! 99 3.5x10*
Permanganatode | 06 g1 99.99 1.0x 10" 100 0
potasio
Solucién de yodo 1 mil/l 99.99 2.2 x10? 94 49x10°
3.7 x 108
(vs. permanganato)
8.7 x 10*
Testi in trat 0 0 8.5 x 107 0
estigo sin tratar X (vs. sol. de yodo)
1.3x107
(vs. sulfato de cobre)

" Porcentaje de control =[(n= de colonias en el testigo- n> de colonias en solucién desinfectante) *100/(n> de colonias en el testigo)].
2UFC/ml = unidades formadoras de colonias por mililitro.
3 Experimento 2, realizado en forma fraccionada, cada tratamiento contra el testigo.
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Todos los productos mostraron un control in
vitro superior al 94% (referido a la concentra-
cién de Cmm en el testigo sin tratar) cuando se
aplicaron a una suspension del patégeno. Sin
embargo, debemos tener en cuenta que un
1% de falta de control puede significar niveles
de 35000 o 4900 ufc/ml, los cuales, tratandose
de una bacteria, rapidamente aumentaran ex-
ponencialmente. Por lo tanto, si bien los desin-
fectantes utilizados tienen accion sobre el pa-
tégeno, el inéculo que sobrevive al tratamiento
continva siendo un riesgo, lo cual explicaria los
problemas en la prevencion de la enfermedad
en condiciones de campo por esta via. Al no
eliminar totalmente las bacterias en suspen-
sion, los desinfectantes Unicamente actuarian

enlenteciendo el desarrollo de la enfermedad y
su performance dependera de la cantidad de
indculo presente en el cultivo.

Por estos motivos el uso de desinfectantes
en el agua de riego debe ser incluido en un
paquete de manejo integrado de la enferme-
dad teniendo bien claro que, al igual que en
la desinfeccion de inertes, existe un balan-
ce entre su capacidad de desinfeccion y sus
efectos fitotoxicos. Ademas, se debera tener
en cuenta que muchos de estos productos
pueden ser nocivos para el medio ambiente
tanto por su capacidad de acumulacion en el
suelo como por su efecto en los organismos
vivos en este y en el agua.

Figura 50. Vista del crecimiento de Cmm en placas de cultivo con y sin el agregado de desinfectantes
(testigo). Experimentos de evaluacion in vitro de productos desinfectantes. Arriba permanganato
de potasio, centro sulfato de cobre y abajo solucién de iodo jabonosa. (Fotos D. Maeso)
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APLICACION DE INDUCTORES DE
RESISTENCIA

Recientemente se han incorporado otras al-
ternativas para el manejo de enfermedades,
incluyendo al cancro bacteriano del tomate,
como lo es la aplicacion de sustancias que
estimulan el sistema de defensa de las plan-
tas (Walters et al., 2005).

Brevemente, esta estrategia se basa en la
induccion, por agentes externos (biéticos o
abidticos), de mecanismos de defensa a pa-
tégenos u otros agentes extrafios y se deno-
mina genéricamente fresistencia inducida=.
La resistencia inducida tiene las siguientes
caracteristicas:

A) No involucra alteraciones genéticas de la
planta, se trata de estimular un proceso
latente o ya presente en el vegetal.

B) Es de amplio espectro, si bien es induci-
da por un agente puede tener efecto so-
bre varios problemas sanitarios.

C) Es sistémica, la induccioén aplicada a una
parte de la planta logra activar todo el ve-
getal.

D) Necesita tiempo para desarrollarse, es un
proceso por lo que la induccién debe ser
realizada previo a la infeccion con el pa-
tégeno a controlar.

E) Es de efecto prolongado, ello permite en

algunos casos su aplicacion en semillas o
etapas muy tempranas del cultivo.

El agente inductor no es en si mismo antimi-
crobiano, solamente activa el proceso, es la
respuesta inducida en la planta la que actua
sobre el patdégeno.

Consta de tres etapas: reconocimiento del
inductor, produccion de una sefal y produc-
cion de la respuesta de defensa (Figura 43).
Se describen dos mecanismos segun sea la
sefial derivada del reconocimiento del induc-
tor: 1) Resistencia sistémica adquirida, o SAR
por su sigla en inglés (fsystemic acquired re-
sistance=), que implica la produccion de acido
salicilico (SA) y 2) Resistencia sistémica in-
ducida, o ISR por su sigla en inglés (finduced
systemic resistance=), que implica la produc-
cién de acido jasmonico o etileno (Figura 43).

En la SAR el inductor generalmente es un
patégenoy en la ISR, microrganismos no pa-
tégenos o rizobacterias promotoras de cre-
cimiento. El mayor conocimiento de estos
procesos ha permitido el descubrimiento de
compuestos naturales o sintéticos (denomi-
nados felicitores=) que producen las mismas
respuestas, en el cuadro 13 se listan algunos
ejemplos de elicitores bidticos o abidticos
con efecto probado de induccién de resisten-
cia frente a patégenos vegetales.

Cuadro 13. Algunos compuestos naturales o sintéticos usados como elicitores de resistencia frente a
patégenos vegetales (en negrita se marcan los evaluados en INIA para Cmm).

Bioticos

Abiobticos

Extractos de plantas, levaduras, algas

Silicio

Extra polisacaridos de bacterias

+cido salicilico

Rizobacterias u hongos promotores
de crecimiento (B. subtillis).

+cido DL-B-aminobutirico (BABA)

Cepas avirulentas

Quitosano

Patdgenos inactivados

Cloruro férrico

Fosfito de K dibasico,

Acibenzolar-S-metilo (ASM)

+cido 2,6-dicloro-isonicotinico (INA)

+cido jasmonico (AJ)

Acidos grasos, hidracidos.
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Figura 51. Esquema simplificado de funcionamiento de la induccion de resistencia (ampliado y modificado

de Pieterse et al., 2009).

La respuesta de defensa puede ser la pro-
duccion de especies activas de oxigeno (in-
volucradas en la produccién de reacciones
de hipersensibilidad), fitoalexinas (sustancias
antimicrobianas que ayudan a limitar la disper-
sion del patégeno), reforzamiento de la pared
celular, sintesis de enzimas de defensa y/o la
acumulacion de proteinas relacionadas con la
patogénesis, las cuales si tienen propiedades
antimicrobianas. (Lamb y Dixon, 1997; Mehdy
et al., 1996; Ryals et al., 1996).

El metil S acibenzolar (ASM, disponible co-
mercialmente en algunos paises con el nom-
bre de Actigard® o Bion®), el quitosano (Bio-
rend® y otros), los fosfitos y los hidracidos
citricos (Bio-D®) han sido evaluados especi-
ficamente para cancro bacteriano del toma-
te (Werner et al., 2002; Soylu et al., 2003a;
2003b; Baysal et al., 2003; 2005; Huang et
al., 2012; Scortichini, 2016).

Entre los inductores bidticos se encuen-
tran: Bacillus subtilis, rizobacteria bacilifor-
me, gram positiva, aerébica promotora del
crecimiento vegetal (PGPR, plant growth
promoting rhizobacteria) y de la resistencia

sistémica inducida, que, ademas actua di-
rectamente sobre el patdégeno compitiendo
por nutrientes y espacio y produciendo sus-
tancias antimicrobianas (antibiéticos, sidero-
foros), (Scortichini, 2016). Se ha demostrado
que B. subtilis produce ademas un biofilm en
las raices de tomate que es activo en la de-
fensa frente a fitopatdgenos (Pal Bais et al.,
2004; Chen et al., 2012; 2013).

Varios son los productos formulados en base
a esta rizobacteria (Serenade®, Kodiak®,
Nacillus®, Baktillis®, entre otros) comercia-
lizados internacionalmente, principalmente
para control de enfermedades causadas por
hongos.

Buscando incorporar esta estrategia al ma-
nejo integrado del cancro bacteriano del
tomate en Uruguay durante varios afios se
realizaron ensayos en INIA Las Brujas cuyos
resultados se describirdan resumidamente.
En ellos se estudio su eficiencia en el control
segun la forma de aplicacion (foliar o riego),
la interaccién con la via de inoculacion del
patdgeno, y el tiempo entre aplicacion e ino-
culacién con el patégeno.
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Los experimentos fueron conducidos en
plantas cultivadas en macrotuneles (16 m x
3,3 m, en suelo o en bolsas-maceta), al aire
libre 0 en camara de crecimiento (Figura 52).
En todos se utilizé un disefio de bloques al
azar con un minimo de cuatro repeticiones
(dependiendo del ensayo) y diez plantas por
lo menos cada una. La semilla utilizada fue
sometida a tratamiento térmico, y, depen-
diendo del experimento, se utilizé suelo con
historia previa de la enfermedad e inocula-
cion de todas las plantas o sélo de aquellas
en las cabeceras de las filas Los cultivos
en general evolucionaron entre setiembre y
marzo y correspondian a variedades hibri-
das para mercado de uso corriente en nues-
tra zona (Cetia, Michele).

La evolucion de la enfermedad fue evaluada
periddicamente registrando incidencia (por-
centaje de plantas con sintomas) y severi-
dad (intensidad de los sintomas segun una
escala 0-5, Figura 49). Con la informacion
registrada en los experimentos de larga du-
racion se calculé el area debajo de la curva
de progreso de la enfermedad (ADCPE, ya
descrita en secciones anteriores).

Al fin de los cultivos los tallos de las plan-
tas fueron cortados longitudinalmente para
evaluar la presencia de alteraciones en los
vasos (incidencia), y en algunos casos, su
intensidad. La infeccion por Cmm fue confir-
mada mediante pruebas seroldgicas.

Figura 52. Vista general de experimentos para la evaluacion de inductores de resistencia en INIA Las Brujas:
arriba derecha en macrotuneles (derecha) y al descubierto (izquierda) en suelo, arriba izquierda
en macrotuneles en macetas bolsa y abajo en camara de crecimiento. (Foto D. Maeso)
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Evaluacion de inductores en aplicacion
foliar

La eficacia de los inductores en aplica-
ciones foliares fue evaluada en varios
experimentos durante 2011-2016 (Maeso
et al., 2012d; 2013; 2015e; 2015f; 2017a;
2017b). En los extremos de cada fila de
cada parcela se colocaron plantas infecta-
das artificialmente las cuales oficiaron de
fuente de indculo para la diseminacion de
la enfermedad.

En un primer grupo de ensayos, se eva-
luaron: ASM (Bion), fosfito de cobre (Afi-
tal Cu), y quitosano con sulfato de cobre
pentahidratado (Biorend Cu) en cultivos
al aire libre (2012-13 y 2013-14) y bajo
cubierta (2011-12) (cuadro 14). Las apli-
caciones se realizaron cada 10 dias (6-7
veces) comenzando 10-15 dias después
del trasplante.

En el cuadro 15 se muestran los resultados
mas destacados obtenidos en las tempora-
das 2011-12 y 2012-13.

No se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas entre los tratamientos
para la incidencia (datos no presentados) lo
cual indicaria que la aplicacion foliar de es-
tos productos no previene la infecciéon con
Cmm.

Si se encontraron diferencias en severidad
(cuadro 15) por lo cual se puede suponer
que atenuan la evolucién de la enfermedad
enlenteciendo el desarrollo de los sintomas.
La menor severidad de la enfermedad se ob-
servo en las plantas tratadas con Biorend Cu,
Bion y los fungicidas cupricos (tratamiento
estandar para prevencion de bacteriosis en
tomate) tendencia que también se encontrd
en las lesiones en los vasos.

A diferencia de lo encontrado en la aplica-
cion por el agua de riego (ver seccién sobre
desinfeccién de agua de riego), los EM (mi-
crorganismos efectivos) no mostraron dife-
rencias con el testigo sin tratar, por lo que, a
pesar de algunos testimonios recogidos por
parte de productores, esa no seria la forma
indicada de aplicacién de este producto para
el manejo de cancro bacteriano.

Cuadro 14. Tratamientos evaluados como aplicaciones foliares en los experimentos 2011-2014.
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Nombre Comercial Principio Activo Dosis/100 |
1. Bion 500 WG Metil acibenzolar S 5¢
o - ko
2 Afital Cobre Anhidrido fosférico (P205): 25 % Cobre 250 ml
(Cu): 5%
i 0,
3. Biorend Cobre Quitosano (1,9 % p/v) y Sulfato de Cobre 150 m

Penta hidratado (30,5% p/v)

Microrganismos efectivos (mezcla de
4. EM levaduras y lactobacillus, bacterias 21
fotosintéticas o fototrépicas.

Quitosano (1,9 % p/v) y Sulfato de Cobre
Penta hidratado (30,5% p/v)

5. Biorend cobre 250 ml

6. Kop-hidréxido/

: Hidroxido de cobre/ oxicloruro de cobre 300 g
Fanavid

7. Testigo sin tratar. - —
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Cuadro 15. Evaluacion del uso de aplicaciones foliares de inductores de resistencia en tomate (temporadas
2011-12 y 2012-13) en el manejo de cancro bacteriano del tomate.

Comercial
2011-12 2012-13 2011-12 2012-13

1. Bion 500 WG 165 ab? 982 ab 68 ab 30b
2. Afital Cobre 130 a 1535b 70 ab 20 ab
3. Biorend Cobre 122 a 715 a 63 a Oa

4. EM 198 bc 1599 b 92b 13 ab
6. Kop-hidréxido/ 138 ab 1119 ab 75 ab 13 ab
7. Testigo sin tratar. 222 c 1727 b 69 ab 25b

' ADCPE = +rea debajo de la curva de progreso de la enfermedad, severidad. Suma de los productos entre grados de severidad
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por intervalo de tiempo entre evaluaciones.

2 Los valores seguidos por la misma letra en cada columna no difieren significativamente por la prueba de rangos multiples de

Duncan al 1%.

3 Porcentaje de plantas que presentaban vasos distorsionados a fin del ensayo.

En un segundo grupo de experimentos, se
incluyeron productos a base de Bacillus
subtilis, hidracido de acido citrico (Bio D),
y alginato de cobre (Tixan) junto a algunos
de los tratamientos evaluados en los expe-
rimentos previos (cuadro 16). Se realizaron
en total tres ensayos, dos en 2014-15, (en
INIA Las Brujas y en un invernaculo comer-
cial) y uno en 2015-16 (en INIA Las Brujas).
Las aplicaciones fueron efectuadas cada

7-10 dias comenzando 10-15 dias pos tras-
plante (preventivas) y a la semana de la
inoculacién (pos-inoculacién). El numero de
aplicaciones de los tratamientos preventivos
fue de 14, 7, 9 (experimentos 2014-15 LB,
productor, 2015-26 LB, respectivamente) y
de 7, 3, 5 en los pos-inoculacién (pero pre-
vio al desarrollo de sintomas, experimentos
2014-15 LB, productor, 2015-26 LB, respec-
tivamente).

Cuadro 16. Tratamientos evaluados como aplicaciones foliares de inductores de resistencia en tomate (2014-
2016) para el manejo de cancro bacteriano del tomate.

Tratamiento Principio activo Dosis/100 |

1. Nacillus Bacillus subtilis y otros Preventiva 300 g

2. Nacillus Bacillus subtilis y otros Pos inoculacién 500 g
3. Baktillis Bacillus subtilis Preventiva 300 ml

4. Baktillis Bacillus subtilis Pos inoculacion 500 ml
5. HidroCup 77% Hidroxido de cobre 300 g

6. Biorend cobre Sg:;siir:j?a);;ﬂfato de Cobre 150 ml

7. Bion Acibenzolar S metil 5¢

8. Tixan' Alginato de cobre 200 ml

8. Bio D? Quelato de hidracidos de acido citrico 500 ml

9

. Testigo sin tratar

" Solo en INIA Las Brujas 2014-2015
2 Solo en invernaculo comercial 2014-2015 e INIA Las Brujas 2015-2016
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En el cuadro 17 se muestran los resulta-
dos obtenidos. Al igual que en la etapa
anterior, Unicamente se pudo disminuir la
severidad de los sintomas frente al testigo
sin tratar, destacandose los tratamientos
a base de Bacillus spp. luego de la inocu-
lacién (mayor dosis), quisosano + sulfato
de cobre, metil acibenzolar S e hidréxido
de cobre.

Un aspecto observado en los experimentos,
y para considerar en el empleo de sustan-
cias inductoras de resistencia a nivel comer-
cial, es el potencial efecto negativo sobre los

rendimientos. Se reconoce que la induccion
de resistencia es un proceso que consume
energia de la planta (Pal Bais et al., 2004),
existiendo informacion especifica de dismi-
nucion de rendimientos provocada por apli-
caciones de metil acibenzolar S en tomate
(Louws et al., 2001).

Sin embargo, se debe tener en cuenta que el
numero de aplicaciones realizadas en nues-
tros trabajos experimentales fue excesivo ya
que el objetivo principal fue conocer si estos
productos realmente podian ser considera-
dos en el manejo de la enfermedad.

Cuadro 17. Evaluacion del uso de aplicaciones foliares de inductores de resistencia en tomate (temporadas
2014-15y 2015-16) en el manejo de cancro bacteriano del tomate, valores de +rea Debajo de la
Curva de Progreso de la Enfermedad (severidad)'.

Modalidad de cultivo, ubicacion y temporada

Tratamiento Aire libre INIA LB | Invernaculo Comercial | Aire Libre INIA LB
(2014-2015) (2014-2015) (2015-2016)

Nacillus (preventivo) 1139 bcd? 295 abc 1589 bec
Nacillus 2 (pos-inoculacion) 897 b 180 a 1590 bc
Baktillis (preventivo) 1038 bc 297 abc 1560 bc
Baktillis (pos-inoculacion) 897 b 189 ab 1745 ¢
Hidréxido de cobre 529 a 409 ¢ 1128 a
Biorend Cu 921b 258 abc 1462 bc
Bion 923 b 204 ab 1307 ab
Tixan 1252 cd -- -
Bio D - 385 bc 1583 bc
Testigo sin tartar 1349d 429 c 1543 bc

1 ADCPE = +rea debajo de la curva de progreso de la enfermedad, severidad. Suma de los productos entre grados de severidad
por intervalo de tiempo entre evaluaciones.
2 Los valores seguidos por la misma letra en cada columna no difieren significativamente por la prueba de rangos multiples de

Duncan al 1%.
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Evaluacion en aplicacion en riego

Para evaluar el efecto de los inductores de
resistencia sobre cancro bacteriano realizan-
do la aplicacion en riego a la zona radicu-
lar se llevaron a cabo cuatro experimentos
(Maeso et al., 2015a; 2015d; 2017¢): dos en
2015 en camara de crecimiento (26 °C, 16
horas luz/8 horas de oscuridad) y en inver-
naculo climatizado (18-24 °C) en macetas de
1000 ml, y dos en 2016 en macrotuneles en
macetas-bolsas de 20 | (Figura 53).

Las plantas fueron inoculadas al trasplante
mediante corte de raices e inmersion en 5 ml
de una suspension de 108 UFC/ml de Cmm
en agua estéril (cepa LB17 de Cmm de la
coleccion de INIA Las Brujas, Figura 23). Las
plantas se cubrieron con bolsas plasticas in-
dividualmente en las 24 horas posteriores a
la inoculacion.

Se usé un disefo de bloques al azar con
tres (2015) o cuatro repeticiones (2016),
evaluandose periddicamente el porcentaje
de plantas enfermas, y, al final de los experi-
mentos, el estado de los vasos y médula en
corte longitudinal de tallos.

Las aplicaciones fueron realizadas mediante
riego usando un volumen de 10 ml de la so-
lucion del producto/planta en las almacigas y
macetas de 1000 ml, y de 50 ml en las ma-
cetas de 20 I.

En los cuadros 18 y 19 se muestran los tra-
tamientos evaluados (ver composicion de los
productos en cuadro 16) en los experimentos
en 2015 y algunos de los resultados obteni-
dos. En esta oportunidad se utilizé la formula-
cion de Biorend que contenia solamente qui-
tosano, y se realizaron tres aplicaciones pre y
tres pos-inoculacién de todos los productos.

Figura 53. Vista general de los experimentos de evaluacion de inductores de resistencia aplicados por riego
en el manejo de cancro bacteriano (de izquierda a derecha: camara de crecimiento, invernaculo
climatizado y macrotuneles). (Fotos D. Maeso)
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Cuadro 18. Evaluacién de compuestos inductores de resistencia aplicados en riego en camara de crecimiento

en 2015.
Sintomas externos Sintomas internos
Tratamientos y dosis Dias entre ) ] ] )
por litro de agua inoculacion- Incidencia Incidencia Severidad*

aparicion’ 17 dpi? 28 dpi®
Testigo inoculado 15 a® 100 c 75 cd 23b
Sin inocular -—-- Oa Oa 0,0a
Nacillus 10g 19 ab 58 bc 42 bc 1,3 ab
Baktillis 10 ml 18 ab 42 ab 58 cd 1,3ab
EM 80 ml 20b 25 ab 83d 1,7 ab
Biorend 20 ml 20b 42 ab 17 ab 0,3a
Bio-D 20 ml 19 ab 25 ab 42 bc 1,0 ab
Sulfato de cobre 0,1 g 17 ab 75 bc 75cd 2,3b

" Promedio de dias desde inoculacién a comienzo de sintomas.

2 Porcentaje de plantas enfermas (incidencia) a 29 dpi (dias pos inoculacién).

3 Porcentaje de plantas con vasos amarronados en cortes longitudinales al final del experimento.

“Severidad de la distorsion, intensidad en una escala 0 = sin sintomas, 1= leves, 2= moderados y 3= fuertes.

®Los datos seguidos por igual letra no difieren significativamente al 1% segun prueba de rangos multiples de Duncan

Cuadro 19. Evaluacion de compuestos inductores de resistencia aplicados en riego en invernadero climatizado

en 2015.
Sintomas externos Sintomas internos
Tratamientos y dosis Dias entre . _ . _
por litro de agua inoculacion- Incidencia Incidencia Severidad*

aparicion’ 29 dpi? 38 dpi ®
Testigo inoculado 22 a° 92c 92c 21b
Sin inocular -- Oa Oa 0,0a
Nacillus 10g 27 ab 91c 100 c 1,4b
Baktillis 10 ml 24 ab 100 c 100 c 22b
EM 80 ml 23 ab 89 bc 89c 16D
Biorend 20 ml 26 ab 89 bc 89 ¢ 1.2b
Bio-D 20 ml 28b 53b 44 b 1,3b
Sulfato de cobre 0,1 g 22 a 81 bc 92c 19b

" Promedio de dias desde inoculacién a comienzo de sintomas.

2 Porcentaje de plantas enfermas (incidencia) a 29 dpi (dias pos inoculacién).

3 Porcentaje de plantas con vasos amarronados en cortes longitudinales a 38 dpi.

“Severidad de la distorsion, intensidad en una escala 0 = sin sintomas, 1= leves, 2= moderados y 3= fuertes.

®Los datos seguidos por igual letra no difieren significativamente al 1% segun prueba de rangos multiples de Duncan
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En el cuadro 20 se muestran los resultados
obtenidos en los dos experimentos en ma-
cro tuneles en 2016 (diciembre 2015-febrero
2016 y febrero-abril 2016). Los tratamientos
evaluados fueron los mencionados anterior-
mente con igual metodologia, habiéndose
realizado tres y dos aplicaciones semanales
pre-inoculacion y tres y tres pos-inoculacion
(ensayos 1 y 2 respectivamente). Como se
puede apreciar ninguno de los tratamientos
logré disminuir la proporcion de plantas en-
fermas frente al testigo sin tratar. Solamente
Nacillus y Biorend en el ensayo 1 y Bio D en
ensayo 2 se diferenciaron estadisticamente
del resto de los tratamientos en algunas de
las evaluaciones.

Considerando los resultados de todos los ex-
perimentos en su conjunto la aplicacién de
inductores de resistencia en riego no mostro
un gran efecto sobre el desarrollo de la en-
fermedad derivado de la inoculacién median-
te el corte de raices.

Sin embargo, dado que estos fueron reali-
zados en condiciones extremadamente fa-
vorables para la enfermedad (inoculacién de
todas las plantas) podemos pensar que el
riego con productos como Bio D, EM y Bio-
rend podria tener potencial para integrarse
al manejo de esta enfermedad frente a situa-
ciones no tan extremas.

Algo similar se encontré en experimentos
posteriores (trabajo de tesis de grado de L.
Goncalvez), en los cuales tampoco ninguno
de los productos evaluados (Bio-D, Biorend
y fungicidas cupricos) en dos formas de apli-
cacion (al follaje o en riego) y frente a dos
métodos de inoculacion (por corte de raices
o de hojas), se diferenciaron del testigo ino-
culado sin tratar cuando se generaron fuer-
tes ataques. Sin embargo, cuando el méto-
do de inoculacién generd ataques no muy
severos, los productos previnieron mejor la
enfermedad cuando eran aplicados en la
misma parte de la planta en que se realizaba
la inoculacién (informacion no publicada, L.
Goncalvez com. pers.).

Cuadro 20. Evaluacion de productos aplicados en riego a la raiz en macrotuneles, INIA LB 2016.

Tratamiento . Ensayo 1 Ensayo 2
dic 2015-feb 2016 feb-abril 2016
Incidencia’ Dias a Incidencia

20 dpi 25 dpi sintomas® 39 dpi
Testigo inoculado 57 b® 77b 24 be 84 bc
Testigo sin inocular Oa Oa Oa
Nacillus 35 ab 75D 19a 100 ¢
Baktillis 58 b 83 b 20 a 98 c
EM 53b 88 b 19a 95¢c
Biorend 33 ab 88 b 19a 95¢c
Bio D 74 b 100 b 27 ¢ 70b
Sulfato de cobre 70b 100 b 20 a 98 c

" Porcentaje de plantas enfermas (incidencia) a 20 y 25 dpi (dias pos inoculacion).

2 Promedio de dias desde inoculacién a comienzo de sintomas.

3Los datos seguidos por igual letra no difieren significativamente al 1% segun prueba de rangos multiples de Duncan
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Esto ultimo nos sugeriria que seria conve-
niente realizar la aplicacion de estos produc-
tos durante el almacigo y la primera etapa a
las raices por riego y luego pasar a la aplica-
cion foliar. Pensando en cual seria la forma
mas probable que se registre la infeccion,
danos a las raices al trasplante y al follaje en
labores posteriores.

Estudios a nivel bioquimico de la
respuesta a la aplicacion de inductores

Dados los resultados obtenidos con el uso
de inductores de resistencia frente a Cmm
estimamos necesario aportar informacion
adicional en cuanto a los procesos involucra-
dos de forma de integrarlos al manejo practi-
co en condiciones de cultivo.

Para ello gracias a la cooperacion de la Cate-
dra de Bioquimica de la Facultad de Quimica
se busco evaluar la evolucién de la actividad
de algunas enzimas vinculadas con el proce-
so, especificamente con algunos de los pro-
ductos evaluados (quitosano y acibenzolar-
S-metil) y relacionarla con la evolucion de la
enfermedad.

En un primera etapa en determinaciones en
muestras de campo se determind que la
aplicacion de quitosano y acibenzolar-S-me-
til aumento la actividad de glucanasa y quiti-
nasa, las cuales no fueron influenciadas por
la inoculacion con el patégeno (se tomaron
muestras en plantas inoculadas y sin inocu-
lar) (Menafra et al., 2019).

En un segundo grupo de experimentos se
buscoé conocer los efectos sobre esas enzi-
mas y la enfermedad realizando la inocula-
cion por corte de hoja luego de 1, 4 y 9 dias
luego de la aplicacion, esta vez especifica-
mente de quitosano.

De igual forma a lo encontrado en el experi-
mento de campo se observé un aumento en
la actividad de quitinasa a las 24 horas de la
aplicacion de quitosano al follaje. Si bien no
se encontraron diferencias en las medicio-
nes de las actividades enzimaticas al variar
el tiempo entre aplicacidn-inoculacion, se re-

gistré menor intensidad de ataque cuando se
realizé la inoculacién nueve dias después de
la aplicacion (Menafra et al., 2019).

A pesar de que estos resultados no explican
totalmente qué enzimas estan involucradas
en el proceso, refuerzan la idea que para
que la aplicacién de estos productos sea
efectiva debe ser realizada con antelacion a
la infeccion (en este caso nueve dias). Sera
necesario realizar pruebas con periodos mas
extendidos entre aplicaciéon e inoculacion
para conocer si es necesario y cada cuanto
se debera repetir la aplicacion de estos pro-
ductos.

Consideraciones respecto al uso de
productos inductores de resistencia en
el manejo de cancro bacteriano

De acuerdo con la informacién experimen-
tal colectada durante estos afos se puede
concluir que los productos inductores de
la resistencia son una herramienta util que
puede contribuir con el manejo integrado de
la enfermedad. Su eficacia dependera entre
otras cosas de:

a) tiempo minimo entre aplicacién e inocu-
lacion. Es importante prever la aplicacion
por lo menos nueve dias previo a la en-
trada del patégeno que puede ser foliar
(desbrotes, deshojes, salpicado) o por
raices (dafios en trasplante, riego)

b) intensidad de ataque, si la evolucion de
este es rapida y muy severa, estos pro-
ductos han demostrado no ser efectivos
por lo que deberan formar parte de un
manejo integrado preventivo con otras
medidas de respaldo.

APLICACIONES FOLIARES CON
PRODUCTOS CUPRICOS Y A BASE
DE ZINC

La aplicacion foliar de productos a base de
cobre (caldo bordelés, oxicloruro, hidroxido)
es de uso frecuente y tradicional para la pre-
vencion de enfermedades bacterianas en la
produccién de tomate en nuestro pais, fun-
damentalmente al aire libre.
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Su eficiencia en el manejo de cancro bacte-
riano ha sido reportada en mdltiples trabajos
(Gleason et al., 1993; Hausbeck et al., 2000;
Werner et al., 2002; De Leén et al., 2008;
Milijalevi¢ et al., 2009), los cuales sostienen
que, si bien no impiden el avance de la en-
fermedad, la enlentecen y atentdan su inten-
sidad, siempre dependiendo de cdmo ocurre
la infeccién. Si esta ocurre mediante heridas
de desbrote o deshoje, las cuales rapida-
mente introducen al patégeno en el sistema
vascular, su efecto es menor o nulo (De Ledn
et al., 2008; Theodoro y Maringoni, 2000).
Por esa razén estas aplicaciones serian mas
efectivas en cultivos para industria donde no
se realizan labores en follaje.

La recomendacion para cultivos de mercado
es que estas aplicaciones se realicen tem-
prano en la estacioén y asi evitar la formacion
de altas concentraciones del patégeno sobre
el follaje y luego sean realizadas antes de
labores que impliquen heridas.

Se ha comprobado que la mezcla de estos
productos con fungicidas del grupo de ditio-
carbamatos (mancozeb) y otros compuestos
(hidroxiquinolina) mejoran su performance al
formar quelatos que impiden su pérdida de
actividad al combinarse con sustancias or-
ganicas presentes en el follaje (Hausbeck et
al., 2000; De Leén et al., 2008; Milijalevi¢ et
al., 2009).

En la actualidad el uso de cupricos para el
manejo de enfermedades en vegetales esta
siendo cuestionado debido a su fitotoxici-
dad (visible o encubierta enlenteciendo el
desarrollo), impacto ambiental (derivado de
la acumulacién en suelo) y al desarrollo de
resistencia en bacterias fitopatégenas por lo
que se plantean diversas alternativas.

ANTIBIOTICOS

La aplicacion de antibidticos para el control
de enfermedades bacterianas en vegetales
comenzé en los afios 50 y tuvo su auge en
los 80 con la difusion de productos a base
de estreptomicina, tetraciclina y terramicina.
Actualmente esta prohibida (Unién Europea)

o limitada a las primeras etapas del cultivo
(EE. UU.) en muchas partes del mundo prin-
cipalmente para evitar el desarrollo de resis-
tencia bacteriana (las bacterias intercambian
informacion genética a través de plasmidos
y alli se encuentran los genes de resistencia
a antibidticos).

Oftras limitantes de este tipo de productos
es su inestabilidad en caldo, mucho menor
que la de fungicidas, muy dependiente de la
calidad del agua (pH, presencia de materia
organica, calcareo, etc.) y la poca estabilidad
sobre follaje (si bien tienen capacidad sisté-
mica).

El efecto in vitro o in vivo de antibibticos frente
a Cmm ha sido evaluado en multiples traba-
jos (Theodoro y Maringoni, 2000; Hausbeck
et al., 2000; De Ledn et al., 2008; Milijalevié
et al., 2009,) obteniéndose el mejor control
con aplicaciones de sulfato de estreptomici-
na, solo o en mezcla con cupricos.

En Uruguay al momento los productos en
base antibidticos registrados son Kasumin
(clorhidrato de kasugamicina) y Foliomici-
na (sulfato de estreptomicina) pero su uso
esta prohibido para los cultivos destinados
a la produccion integrada (Gonzalez et al.,
2018).

ACEITES ESENCIALES Y
PRODUCTOS NATURALES

La aplicacion foliar de antibidticos y de cu-
pricos esta siendo cuestionada, prohibida o
limitada actualmente por multiples razones
(resistencia, fitotoxicidad, acumulacién en
suelo, necesidad de aplicaciones periodicas
reiteradas) ademas de que su efectividad no
es alta. Como alternativas, principalmente
para los cultivos organicos, se han evaluado
sustancias naturales como propdleo (Basim
et al., 2006; Gonzalez Rabellino et al., 2009,
Zignago Paulos et al., 2010), extractos vege-
tales y aceites esenciales de orégano, tomi-
llo, mayorana, eneldo, entre otros. La mayor
parte de la informacién es resultado de prue-
bas in vitro (Daferera et al., 2003; Borboa-
Flores et al., 2010) y solo en algunos casos
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los productos fueron evaluados en planta o
como desinfeccién de semillas.

Se han publicado resultados promisorios de
aplicaciones foliares con extractos de dien-
tes de ajo (1%) y de frutos de Ficus carica
(una especie de higuera, 30%), principal-
mente el primero, a pesar de que su perma-
nencia en follaje y efecto es menor a la de
los compuestos cupricos (Quatrucci y Balles-
tra, 2006; Balestra et al., 2009).

Varios extractos vegetales (orégano, tomillo,
citricos, canela, eneldo, entre otros) también
han sido evaluados como desinfectantes de
semillas, pero algunos han mostrado efectos
fitotoxicos disminuyendo el poder germinati-
vo (Van der Wolf et al., 2008; Soylu et al.,
2009; Kotan et al., 2013; 2014).

Por el momento no se cuentan con produc-
tos comerciales de este tipo para uso a nivel
de cultivo, pero seguramente, dado el volu-
men de investigacion en el tema, surjan al
corto plazo.

CONTROL BIOLOGICO

Existen numerosos trabajos que reportan
experiencias exitosas en la prevencion
de cancro bacteriano utilizando controla-
dores biolégicos, muchas veces los pro-
cesos no corresponden a un solo modo
de accién y se entremezclan antagonis-
mo, producciéon de compuestos antimi-
crobianos (antibiéticos, acido cianhidrico,
y otros metabolitos) y otros mecanismos
como la induccion de resistencia sistémi-
ca de la planta.

Tal es el caso de microrganismos como
Bacillus subtilis, Trichoderma herzianum,
vermicompuestos, y rizobacterias promoto-
ras de crecimiento como Pseudomonas sp.
(conocidas por su sigla en inglés, PGPR,
plant growth-promoting rhizobacteria) cuyos
efectos sobre Cmm han sido probados en
aplicaciones foliares previo a la inoculacion
por asperjado y como bafio de semillas o rai-
ces. (Boudyach et al., 2001; Utkhede y Koch,

2004; Jacobsen et al., 2004; Amkraz et al.,
2010; Takishita et al., 2018).

También dentro del control biolégico de Cmm
se pueden mencionar los llamados fbacteriofa-
gos= que son virus que especificamente atacan
a bacterias (Jones et al., 2007; Wittmann et al.,
2010). Si bien esta estrategia fue descubierta
a comienzos del siglo, no prosperd debido a
limitaciones frente a otras alternativas (antibi6-
ticos), entre ellas poca estabilidad en follaje,
alta especificidad cepa dependiente, cambios
en los fagos y en el patdgeno. Sin embargo,
recientemente se ha recobrado el interés en
el tema ya que los avances en la tecnologia
permiten superar algunas de sus restricciones
y al desarrollo de resistencia a antibidticos por
parte de las bacterias fitopatdgenas. Actual-
mente existen en los EE. UU. algunos produc-
tos comerciales formulados a base de fagos
(Agriphage) y es mucho lo que se esta investi-
gando en el tema (formulaciones compuestas
por varios fagos o de la enzima que actua so-
bre la bacteria purificada). Por el momento no
es algo de uso corriente pero seguramente se
veran novedades al corto plazo.

Otra técnica que puede ser considerada den-
tro del control bioldgico es la tecnologia de
los microrganismos efectivos (EM o Effecti-
ve Microorganisms) que fue desarrollada en
Japoén y se basa en una mezcla de micror-
ganismos predominantemente anaerdbicos
en un sustrato liquido rico en carbohidratos
(melaza). Desafortunadamente son pocos
los trabajos cientificos que estudien y expli-
quen su accién benéfica, ya sea via planta
o suprimiendo fitopatégenos, en el 70% de
las referencias se han logrado efectos posi-
tivos reduciendo la incidencia de problemas
sanitarios (Olle y Williams, 2015). En Uru-
guay se encuentra registrado como agente
de Control Biolégico Microbiano, Bacterios-
tatico, antifungico (Registro MGAP N° 3748)
y muchos agricultores lo utilizan en el cultivo
del tomate en aplicaciones foliares o en riego
para el manejo de cancro bacteriano, entre
otros. En nuestros trabajos solamente se ob-
tuvieron buenos resultados frente al testigo
sin tratar aplicado como riego en parcelas
con baja incidencia de la enfermedad.
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RESISTENCIA VARIETAL

La resistencia genética es una de las mejo-
res medidas para el manejo de las enferme-
dades en tomate, sin embargo, hasta el mo-
mento no existen cultivares comerciales con
resistencia a cancro bacteriano (Gleason et
al., 1991). La falta de informacién acerca del
patdgeno y de los mecanismos basicos de
resistencia, barreras entre el tomate y las es-
pecies silvestres y la eliminacion de caracte-
res indeseables enlentecieron el proceso.

Se han identificado fuentes de tolerancia a
la enfermedad en Solanum pimpinellifolium,
S. habrochaites (=Lycopersicon hirsutum),
S. lycopersicum y S. peruvianum. En todos
los casos la tolerancia es parcial permitien-
do el crecimiento sistémico del patégeno en
elevado titulo, aunque menor que en los ma-
teriales susceptibles (Thyr, 1971; Emmatty
y John, 1973; 1976; Sotirova et al., 1994;
Francis et al., 2001; Sen et al., 2013). Por lo
tanto, se supone que la tolerancia exhibida
es al desarrollo de sintomas, aun con la pre-
sencia del patégeno.

No se han encontrado genes simples R de
resistencia cualitativa asociados, pero si ge-
nes de resistencia cuantitativa en dos orige-
nes: S. peruvianumy L. hirsutum.

En S. peruvianum (acceso LA 2157) se men-
cionan 3-5 loci situados en los cromosomas
1,6, 7, 8 y 10 (Sandbrink et al., 1995; Van-
Heusden et al., 1999). La utilizacion de esta
fuente de resistencia se ha visto dificultada
por los problemas en la supervivencia de los
hibridos con S. lycopersicum lo cual obliga al
uso de sofisticadas técnicas de laboratorio.

En L. hirsutum (acceso LA407) se han carac-
terizado dos genes que brindan resistencia
parcial y estan situados en los cromosomas
2y 5 Recm 2.0 y Rem 5.1 (Francis et al.,
2001; Kabelka et al., 2002; Bae et al., 2015).
Rcm2 esta ubicado en la misma region que
los genes involucrados en la madurez y mor-
fologia del tejido vascular y esta relaciona-
do con menor suculencia del tallo y madu-
rez temprana del tejido vascular (Coaker et

al., 2002). Esto explicaria algunos aspectos
vinculados al desarrollo de la enfermedad,
como, que la evolucién y la severidad de
los sintomas es menor en plantas maduras
(Chang et al., 1992b; Sharabani et al., 2013).
Rem 5.1 se encuentra en el cromosoma 5
y si bien en un principio se pensd que era
similar al gen Pto, que confiere resistencia a
peca bacteriana y que actuaba a través del
mecanismo clasico de respuestas de defen-
sa (Coaker et al., 2002), esto ha sido recha-
zado (Coaker y Francis, 2004).

De todas formas, al tratarse de una herencia
compleja poligénica, aditiva, parcial y asocia-
da con caracteres indeseables, la obtencién
de variedades comerciales de S. lycopersi-
cum continua siendo dificil.

Recientemente se ha reportado el buen des-
empefo de plantas genéticamente modifi-
cadas frente a bacterias fitopatdgenas prin-
cipalmente gram negativas. En INIA hemos
realizado algunas pruebas con materiales
modificados del cultivar Milongén desafian-
dolos con Cmm pero por el momento no se
han obtenido resultados concluyentes para
este patdgeno, si con otras bacterias fitopa-
tégenas de tomate y papa (Dalla Rizza et al.,
2015; Perdomo Ferrando et al., 2017).

RECOMENDACIONES PARA
EL MANEJO INTEGRADO DE
CANCRO BACTERIANO DEL
TOMATE

En base a lo que hemos estado desarrollan-
do en las secciones anteriores y al estado
del conocimiento actual podemos proponer
resumidamente las siguientes recomenda-
ciones para realizar un manejo integrado de
esta enfermedad.

Es muy importante que tengamos en cuenta
que el manejo sera siempre buscando la pre-
vencion, en primer lugar, evitando que ingre-
se al cultivo, luego evitando la diseminacion,
atenuando pérdidas econdmicas y por ultimo
evitando su diseminacion a cultivos futuros.
Siguiendo ese razonamiento y en base a la
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disponibilidad en nuestro medio sugerimos
las siguientes medidas, cuyos detalles ya
fueron desarrolladas en esta publicacién res-
petando las recomendaciones de forma de
evitar inconvenientes:

1) asegurar la sanidad de la semilla a utili-
zar y en lo posible someterla a una desin-
feccién ya sea con hipoclorito de sodio o
bafio en agua caliente.

2) desinfeccion de equipos, herramientas y
demas materiales inertes con solucién de
hipoclorito de sodio o amonio cuaterna-
rio.

3) disminuir el riesgo de permanencia del
patégeno en restos, inertes y suelo, re-
tirando restos, enterrandolos para su
degradacion, rotando el lugar de cultivo,
realizando abonos verdes y solarizando
cuando sea posible.

4) prevenir la diseminacién por agua de
riego, comprobando su calidad, ajustan-
do su pH, no excediéndose en los volu-
menes de agua en cada riego y si fuera
necesario desinfectarla con los productos
mencionados.

5) prevenir la diseminacion por labores que
impliqguen heridas a las plantas realizan-
dolas en forma correcta y en tiempo y con
una adecuada desinfeccion de las herra-
mientas de corte.

6) aplicacion preventiva de inductores de
resistencia y otros, tomando en cuenta
los momentos y forma en la que pue-
de realizarse la infeccién al cultivo en la
seleccion de los productos, momento y
forma de aplicacién. En el caso de los
inductores es recomendable realizarla al
menos nueve dias previo al trasplante y
a la realizacion de labores que impliquen
heridas.

7) la aplicacion de cupricos al follaje, a pesar
de sus desventajas, por el momento con-
tinda siendo una de las medidas a consi-
derar, por lo menos en almécigo y en las
primeras etapas del cultivo trasplantado.

8) eliminacion diaria de plantas afectadas
en sus etapas iniciales. Es importante
que sea realizada de manera de evitar
contagios vy, tener en cuenta que, como
se menciono en el texto, las plantas asin-
tomaticas también pueden ser fuente de
bacterias.

Finalmente volvemos a enfatizar que estas
medidas sélo son efectivas si son realizadas
en conjunto y prestando atencion a todos los
detalles explicados.

Seguramente en el futuro surjan nuevas al-
ternativas que faciliten el manejo, pero es-
timamos que la forma de implementarlas
debera ser en el conjunto de un manejo in-
tegrado.
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