DETECCION DE Clavibacter michiganensis subespecie michiganensis EN TOMATE EN
EL ESTADO DE SONORA, MEXICO

Jesus Borboa Flores™, Edgar O. Rueda Puente’, Evelia Acedo Félix?, Juan F. Ponce®, Manuel
Cruz®, Onécimo Grimaldo Juéarez®, Adrian M. Garcia Ortega*y Wong Corral F. J.

'Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos, Universidad de Sonora. Blvd. Luis Encinas y
Rosales s/n, Col. Centro. 8300, Hermosillo, Sonora, México.

“Centro de Investigacién en Alimentacién y Desarrollo, A. C. Carr. a La Victoria Km. 06, 83000,
Hermosillo, Sonora, México.

% Instituto de Ciencias Agricolas. Carr. a Delta s/n. 21705, Ejido Nuevo Leén, Baja California, México.
“Laboratorio de Biologia Molecular, Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Baja California. Km 1.5 Carr. a
San Felipe s/n, Col. Xochimilco. 21380, Mexicali, Baja California, México.

INTRODUCCION

En México la horticultura es una de las actividades agricolas de mayor importancia, tanto en el plano
social como en el econémico, por la captacién de divisas y la generacién de empleos (Sandoval,
2004). El tomate (Lyicopersicon esculentum Mill.) es una hortaliza afectada durante su produccion
por el cancro bacteriano (OEPP/EPPO, 2005), el cual se encuentra distribuido en todas las zonas
productoras de tomate del mundo y se considera como una enfermedad poco frecuente, pero severa
y de gran importancia econémica (Chang et al., 1991). El agente causal de esta enfermedad es
conocido como Clavibacter michiganensis subespecie michiganensis (Cmm) (Gleason et al., 1993).
Desde el primer informe de la enfermedad causada por Cmm en los EE.U.U., el cancro bacteriano
se ha dispersado en el mundo y ha causado pérdidas serias a las cosechas de tomate del
invernadero y del campo, que mata plantas jovenes y reduce la produccion comercial. La reduccion
en la produccion se puede asociar con la pérdida directa de la planta, o con frutos de menor tamafio
y cantidad. En Ontario, Canada se han registrado pérdidas de produccion de 20 % o mayores
(Dhanvantari, 1993); en Francia de 20 a 30 % (OEPP/EPPO, 2005); en lllinois, EE.UU de 46 %
(Chang et al., 1992); y de 10 % después de la pérdida de la planta en Queensland, Australia
(Dullahide et al., 1983).

La bacteria se transmite por semilla infectada y posteriormente penetra a los tejidos vasculares a
través de heridas, estomas, tricomas e hidatides de la hoja (Gleason et al., 1993). El marchitamiento
marginal de foliolos es uno de los primeros sintomas de la enfermedad en plantas de todas las
edades. Posteriormente aparecen estrias necréticas que se extienden desde la parte inferior del
peciolo hasta el punto que se une con el tallo, ya que la bacteria es un invasor sistémico de tejidos
del floema, médula y corteza. El objetivo del presente trabajo fue determinar si Cmm esta presente
en tomate, en el Estado de Sonora, México.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo en plantas (plantula, hoja desarrollada y fruto)

El muestreo se hizo en nueve localidades en sistema de invernaderos, casa sombra y campo a cielo
abierto, previa inspeccion de surcos a pasos equidistantes, de acuerdo con las dimensiones de los
sitios de cultivo. En la Figura 1 se muestran los sitios de muestreo (CONAGUA, 2006). Este sistema
permite obtener un intervalo de confianza minimo de 95 % en la deteccion, en niveles de infeccion de
0.1 % y con 5 % de confiabilidad en el muestreo (IPFSAPH, 2001). Los sintomas a los que se dirigio
el muestreo, fueron los atribuibles a la bacteria Cmm, descritos anteriormente (Chang et al., 1992;
Gleason et al., 1993; Blancar 1996).

Aislamiento e identificacion

Se obtuvo savia de las plantas colectadas mediante un macerado en mortero de porcelana y una
porcion se sembrd en cajas de petri en medios de cultivo: NBY (Caldo nutritivo 0.8 %, extracto de
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levadura 0.2 %, K,HPO,4 0.2 %, KH,P0O,0.025 %, agar 1.5 %). Las cajas se incubaron a 29 °C por 48
h, y a las colonias resultantes se les hicieron pruebas morfolégicas y bioquimicas de acuerdo con las
recomendaciones de OEPP/PEPO (2005) y Schaad et al. (2000).

Deteccidn serolégica

Una porcion de savia se emple6 para la deteccion seroldgica de Cmm, con un juego comercial (DAS-
ELISA, Agdia ®, Inc.), que consiste en un ensayo “sandwich” de doble anticuerpo, conforme a las
instrucciones del fabricante. Una vez terminada la reaccioén, se observé el desarrollo de color cada 15
min a 405 nm en un lector (Bio-Rad ®) durante 1 h.

Extracciéon de ADN gendmico total a partir de tejido vegetal

Las partes de la planta que se utilizaron para la extraccion de ADN genémico fueron: semilla, tallo,
follaje y fruto. El ADN gendmico total se obtuvo mediante la metodologia descrita por Chomczynski et
al. (1997), que utiliza el reactivo DNAzol-ES ® (MRC, Inc.). Para la obtencion del ADN gendmico a
partir de cepas aisladas de Cmm, se utilizo la misma técnica de Ausubel et al. (2002) y Sambrook et
al. (2001).

Deteccion de C. michiganensis subespecie michiganensis por PCR

Se amplificd el espaciador intergénico situado entre los genes ribosomales 16S y 23S, mediante los
iniciadores PSA-4: 5 -TCA-TTG-GTC-AAT-TCT-GTC-TCC-C-3" y PSA-R:5-TAC-TGA-GAT-GTT-
TCA-CTT-CCC-C-3, de acuerdo con las especificaciones de Pastrik y Rainey (1999), y se amplificd
un fragmento de 270 pb.

También se amplificé por PCR un fragmento de ADNr 16S, de 480 pb, con las condiciones de PCR e
iniciadores fD1 y rP2, desarrolladas por Weisburg et al. (1991). Los fragmentos de PCR se enviaron a
secuenciar a la Universidad de San Diego, Cal. EE.UU., y los resultados se compararon con las
bases de datos publicas disponibles, mediante BLAST en las bases de datos del GenBank (Benson et
al., 2008).

El volumen total de la reaccion fue de 25 L y como testigo positivo se utilizé ADN gendmico extraido
de una cepa de referencia. Como testigo negativo se utilizé agua grado biologia molecular. Las
condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a 94 °C/2.5 min, seguido de 40 ciclos
con 3 segmentos de: 94 °C/30 s, hibridacién a 63 °C/20 s, y extension a 72 °C/45 s y la
polimerizacion final se hizo a 72 °C por 5 min.

La electroforesis se hizo en gel de agarosa 2 %. Se utilizé amortiguador TBE (0.5 M, pH 8.3) y al
preparar el gel se adicioné bromuro de etidio a una concentracién de 0.5 ug-mL (Sambrook y Russell,
2001). El arbol de homologia se obtuvo de la comparacién de las secuencias en el programa
DNAMAN version 6.0 (Lynnon Corp.).

Pruebas de patogenicidad

Preparacion del inéculo. Un cultivo bacteriano de 24 h en caldo NBY, se centrifugd por 15 min a
3900 g vy el precipitado se resuspendio en solucion salina al 0.85 %, se estandarizé el inéculo a una
turbidez del tubo 0.5 del nefelémetro de McFarland. Se tomé una alicuota de 1 mL para hacer
diluciones seriadas hasta 10 y conocer el nimero aproximado de células viables. Las diluciones se
sembraron en placas con medio NBY por difusion, en volumen de 0.1 mL sobre el agar, la solucion
bacteriana se disemind con una varilla de arrastre, y se incubaron a 30 °C por 48 h (Madigan et al.,
2006). Este inéculo de 1 x 10° UFC/mL se utilizé para las pruebas de patogenicidad en semilla,
plantula, y fruto del tomate (Pony Express F1).

Pruebas de patogenicidad en semilla. Se utilizaron 20 semillas previamente desinfestadas en
solucion de hipoclorito de sodio 1.0 % (v/v) y fueron embebidas en 200 mL de la suspension
bacteriana por 30 min; posteriormente se sembraron en vasos térmicos por separado, que contenian
sustrato estéril tipo peat-moss (Sunshine, Sun Gro Horticulture Canada, Ltd.). Asimismo, otras 20
semillas se consideraron como testigo negativo al pasar por el mismo proceso, pero con uso de agua
destilada estéril.

Pruebas de patogenicidad en plantula. Se tomaron 200 semillas previamente desinfestadas como
se menciond anteriormente, las cuales se germinaron en placas con sustrato estéril (mismas
caracteristicas anteriores); las condiciones en que se produjeron las plantulas fueron a 25 °C; el riego
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se realiz6 con agua estéril. Después de 30 d de la emergencia, se inocularon 10 plantulas con la
suspension bacteriana de 1 x 10° UFC/mL de Cmm, en forma de aspersion directa la planta. En cada
tratamiento se utilizaron 10 plantulas como testigo negativo, que pasaron por los mismos procesos
mencionados anteriormente pero con agua destilada estéril.

RESULTADOS Y DISCUSION
De las 237 muestras analizadas, de las cuales, 8 fueron de raiz, 11 de tallo, 189 de hojas, 15 de
frutos y 14 de semilla, pertenecientes a 9 localidades. Se detectd el crecimiento de colonias
sospechosas de Cmm en dos localidades, una con sistema de siembra en malla sombra y otra en
invernadero, lo que corresponderia a una incidencia de 0.27 y 0.11 %, respectivamente. En ambos
casos, las plantas presentaron un grado de severidad leve en etapa inicial, y algunas con un grado de
severidad avanzado.

La presencia de la enfermedad en cualquier sistema de cultivo del tomate, representa un foco de
alerta roja, debido a que la bacteria se transmite por semilla y plantulas y sobrevive en el suelo por
dos o tres afios, lo que puede llevar a que se disemine y provoque fuertes pérdidas en la cosecha,
como ha ocurrido en otras regiones (Gleason et al., 1993). La presencia de la enfermedad se ha
reportado mas comunmente en siembra en invernaderos, y se atribuye a la alta humedad relativa en
estos sistemas de siembra, situacion similar a la observada en el presente trabajo. En la region
Mediterranea de Turquia, Basim et al. (2004) reportaron la aparicion de la enfermedad en sistema de
produccion de tomate en invernadero con una incidencia que vari6 de 26 a 65 %, que provoco
grandes pérdidas econémicas, y una gran variedad de sintomas como marchitamiento, coloracion
marrdén oscuro a negro en las lesiones de los margenes de las hojas y en las fases avanzadas de la
enfermedad, con tejido vascular de color marron claro, sintomas que concuerdan con los observados
en este trabajo.

Deteccion seroldgica

Por medio de la técnica de ELISA se detectaron cinco muestras positivas de Cmm (3 de tallo, 1 de
hoja y 1 de semilla), mediante el juego comercial recomendado por las normas OEPP/EPPO (2005).
Esta técnica es la recomendada cuando se va a analizar un nimero grande de muestras, ya sea de
material vegetal o bien de colonias aisladas. En el presente trabajo Unicamente se utiliz6 para la
deteccion directa en el material vegetal, por lo que s6lo se puede concluir que esta técnica fue Gtil en
la deteccion primaria de la bacteria; es decir, dio idea de la presencia del patégeno en las plantas,
pero no se analizaron colonias aisladas.

Aislamiento y caracterizaciéon fenotipica de Cmm. Se seleccionaron colonias que presentaron las

caracteristicas morfologicas y bioquimicas de la bacteria en estudio, colonias de color amarillo a
naranja, con crecimiento aerdbico a 30 °C, de consistencia mucoide en medio de cultivo NBY. La
tincibn mostré la presencia de bacilos Gram negativos. Mediante la caracterizacion bioquimica se
seleccionaron las colonias que presentaron crecimiento en NaCl 6 %, fermentaron glucosa, sacarosa
y maltosa, pero no fermentaron arabinosa ni xilosa; ademas utilizaron glicerol y manitol como fuentes
de carbono y no expresaron actividad de citocromo oxidasa (Schaad et al., 2000).
Deteccion e identificacion por técnicas moleculares. Se detectd la presencia de Cmm por la
amplificaciéon de un fragmento de ADN especifico de 270 pb mediante PCR. Las siete muestras
positivas fueron dos de tallo, dos de hoja y tres de semilla (Figura 1). La presencia de Cmm se
corroboré una vez que fueron aisladas las colonias mediante PCR, con los mismos resultados de
amplificaciéon del fragmento de 270 pb (datos no mostrados). La identificacion de las colonias se hizo
mediante la secuenciacién del fragmento de 480 pb, amplificado por PCR del ADNr. Se encontré que
los fragmentos obtenidos pertenecen a cepas de Clavibacter michiganensis subsp michiganensis, ya
gue al compararlas con las secuencias de las bases de datos publicas mostraron una homologia de
99 %. La Figura 2 muestra el arbol de similitud de las secuencias de dos de las cepas aisladas (D y
H); La cepa D pertenece a los aislamientos de sistema de siembra en casa sombra, mientras que la
cepa H a sistema de de siembra en invernadero.



La homologia de las secuencias de las bases de datos con las cepas D y H aisladas es alto, conl 99
% entre ellas, asi como a las secuencias de cepas obtenidas de las bases de datos con las que
fueron comparadas (AB29958, EU686335 y DSM 46364), mientras que con Micobacterium spp., la
cual pertenece al mismo grupo taxonémico, la homologia es de 87 % y s6lo comparte un 36 % de
homologia con Escherichia coli. Li y De Boe (1995) compararon la secuenciacion casi completa de los
genes 16S rRNA de las cepas tipo de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, C. m subsp.
insidiosus, C. m subsp. sepedonicus y C. m subsp. nebraskensis, y las cuatro especies mostraron
una disimilitud de apenas 1 % en sus genes ribosémicos, lo cual es mayor para otras especies y
subespecies del mismo género.
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Figura 3. Deteccion por PCR de un fragmento de ADN especifico para la
bacteria C. michiganensis subespecie michiganensis en muestras de diversos
tejido de planta de tomate con sintomas de cancro bacteriano. 1 y 17 100 bp,
ADN ladder; 2 y 3 testigos positivos; 4, testigo negativo; 5y 6, tallo (+); 7, tallo (-
); 8y 9, hoja (+); 10, 11y 12, hoja (-); 13, semilla (-); 14, 15y 16, semilla (+).
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Figura 4. Arbol de homologia de la comparacion de las secuencias del fragmento del ADNr
amplificado de las cepas H y D aisladas en este trabajo, con tres secuencias parciales de Clavibacter
michiganensis subsp michiganensis, de Micobacterium spp. y Escherichia coli.

Pruebas de patogenicidad

La semillas tratadas con la solucién bacteriana germinaron a las 48 h, y a los 7 d alcanzaron altura de
5 cm; la plantulas fueron marchitandose progresivamente hasta morir totalmente por efecto de la
solucion bacteriana, mientras que la semilla tratada con agua destilada no manifesté sintoma alguno
y continud su crecimiento. Las plantas que fueron tratadas con el inéculo bacteriano en las formas de
aspersion directa sobre la planta, mostraron sintomas a los 3 d de incubacion en contraste con las
plantas testigo inoculada con agua estéril, en las que no se observaron sintomas de marchitez. Esto
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confirma que los aislamientos obtenidos corresponden al agente causal de la enfermedad y que se
trata de una cepa fuertemente virulenta, por lo que es necesario que se busque la forma de
controlarla dentro de los sistemas agricolas aislados, y de evitar su diseminacion.

CONCLUSIONES

En el Estado de Sonora, México, la enfermedad conocida como marchitez bacteriana en
tomate, inducida por la bacteria Clavibacter michiganensis subespecie michiganensis, esta presente
en sistemas de produccién bajo invernadero y casa sombra, asi como en semilla, identificada tanto
por las técnicas de aislamiento en medios de cultivo y ELISA, como por la reaccién en cadena de la
polimerasa. Sin embargo, no se encontraron sintomas de la enfermedad en plantaciones de tomate
en campos a cielo abierto. No fue posible determinar la procedencia de la infeccién, ya que no se
encontré ningln otro caso en plantaciones de tomate ni tampoco en semilla muestreadas.
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