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INTRODUCCION

a bacteria Clavibacter michiga-

nensis contiene cinco subespe-

cies especializadas de acuerdo

con el hospedante que atacan:
C. michiganensis subsp. sepedonicus
afecta papa; C. michiganensis subsp.
nebraskensis causa la marchitez del
maiz; C. michiganensis subsp. insi-
diosus ocasiona la marchitez de la
alfalfa; C. michiganensissubsp. tesse-
llarius ocasiona el mosaico del trigoy
C. michiganensis subsp. michiganen-
sis induce el ojo de pajaro, cancro o
cancer bacteriano del jitomate (CAB,
2007; Schaad et al. 2001). C. michi-
ganensis subsp. michiganensis (Smith
1910) Davis et al. 1984 tiene como
principales hospedantes a Lycopersi-
con esculentum, Capsicum annuum y
Solanum nigrum (CAB, 2007).

El cancer bacteriano es una enfer-
medad transmitida por semilla que
representa una limitante para la pro-
duccion de jitomate pues reduce el
rendimiento, tanto en calidad como
en cantidad. En parcelas comercia-
les se han observado perdidas que
alcanzan hasta el 80% (Gleason et al.
1993; Borokiene, 2006) que significan
alrededor de $300 000 dolares por ci-
clo por productor (Hausbeck et al.
2000).

En invernaderos el cancer bacte-
riano puede ser devastador debido al
ambiente himedo y calido, factores
que son propicios para el desarrollo
de la enfermedad.

DESCRIPCION
Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis tiene forma bacilar,
no movil, Gram positiva, aerébica,
forma colonias de color amarillo con
crecimiento mucoide a 30 °C en me-
dio de cultivo YDC, crece en TTC,
no fluorescente, oxidasa negativa,
catalasa positiva, crece en 6% NaCl,
hidroliza almidon, produce H,S de
peptona y no forma esporas de resis-
tencia (Schaad et al. 2001).

La amplificacion de elementos re-
petitivos (rep-PCR) utilizando REP,
BOX y ERIC identifica cuatro grupos
genéticos denominados A, B, C, y D
(Louws et al. 1998).

La virulencia es controlada por
genes localizados en los plasmidos
pCM1y pCM2 (Meletzus et al. 1993).
El gen celA ubicado en pCM1 es el
encargado de producir glucanasas y
celulasas las que desintegran los te-
jidos y ocasionan la marchitez (Jahr
et al. 2000).

C. michiganensis
subsp. michiganensis
afecta jitomate, chile

y hierba mora.

|

Sintomas de C. michiganensis subsp. michiganensis
en fruto de jitomate

CICLO DE VIDA
Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis es una enfermedad
transmitida por semilla. El 0.01% de
la semilla infectada es capaz de ini-
ciar una epidemia con consecuencias
desastrosas (Hausbeck et al. 2000).

La bacteria es un excelente colo-
nizador de la superficie de las hojas.
En condiciones controladas, la pobla-
cion aumenta de 7 400 000 a 210 000
000 unidades formadoras de colonias
(UFC) por hoja en 7 semanas (Carl-
ton, 1998). Graves dafnos fueron ob-
servados en campo cuando los tras-
plantes tenian 100 000 000 UFC/g de
tejido (Hausbeck et al. 2000).

La bacteria penetra por los esto-
mas, hidatodos, tricomas, heridas e
incluso la raiz y coloniza los espacios
intercelulares. En 7 dias invade los
vasos conductores. En 14 dias colo-
niza abundantemente el tejido vas-
cular. Sale por medio de las gotas de
eglutacion, que son las responsables
de mantener una alta poblacion epi-
fita del patogeno (Carlton, 1998). Es
capaz de diseminarse por medio de
herramientas de trabajo, riego, vien-
to y durante las labores culturales
como poda, injerto, eliminacion de
brotes, tutorado, etc. (CAB, 2007).

Sobrevive de una estacion a otra
en los residuos de la cosecha u hos-
pederos alternos (CAB, 2007).
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SINTOMAS
Las semillas infectadas tienen una
germinacion normal y las plantulas en
vivero generalmente no muestran sin-
tomas (CAB, 2007).

Las hojas muestran areas necroticas
marginales e intervenales (Fig. 1).

Las plantas inicialmente presentan
marchitez en un solo lado. En inver-
nadero la marchitez ocurre durante
el dia y la planta se recupera en la
noche. En casos avanzados la marchi-
tez es irreversible (Fig. 2).

En la superficie de los tallos se
observa un cancro tipico. El tejido
conductor del tallo y peciolos es ne-
crosado (Fig. 3).

Los frutos generalmente son pe-
quenos, caen prematuramente y ma-
duran a tiempos diferentes (Fig. 4) o
presentan manchas superficiales ro-
deadas de un halo clordtico (Fig. 5).

DETECCION

Los aislamientos de Clavibacter
michiganensis subsp. michiganen-
sis son relativamente uniformes y
poseen sitios antigénicos comunes
lo que facilita la produccion de an-
ticuerpos de utilidad en técnicas
de diagnostico como aglutinacion,
ELISA, inmunofluorescencia e instru-
mentos de flujo lateral.

Dentro de las técnicas moleculares
para la deteccion de este patogeno
se encuentra la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) utilizando los
oligonucledtidos CMM5 (gcgaataagcc-
catatcaa) y CMMé (cgtcaggaggtcgc-
taata) que amplifican un fragmento
de 614 pares de bases (Schaad et al.
2001).

Ademas es posible su identificacion
mediante el analisis de acidos grasos o
la secuenciacion del gen 16s ribosomal.

MUESTREO DE SEMILLA

El siguiente procedimiento ha sido
estandarizado por ISTA-Plant Disea-
se Comitee para la deteccion de C.
michiganensis subsp. michiganensis
en semilla de jitomate (CAB, 2007).

Homogenice la semilla a muestrear.
Obtenga 24 g de semilla (aproxima-
damente 10000 semillas).

Coloque la semilla en un bolsa de
polietileno de paredes gruesas.

Adicione 150 ml de buffer de fos-
fatos-tween (7.75 g Na,HPO,; 1.65
g KH,PO,; 0.2 ml Tween 20; 1000 ml
agua destilada; ajuste pH 7.4).

Incube a 4°C durante 15 minutos y
posteriormente triture la muestra.

Coloque 0.1 ml de las diluciones 0, -1
y -2 (preparadas en buffer de fosfatos
sin tween) sobre los medios de cultivo
SCM y mSCM por triplicado. Disperse
utilizando una varilla de vidrio.

Incube a 26°C durante 7-10 dias.

Las colonias en SCM son convexas, irre-
gulares, mucoides con puntos negros.

Las colonias en mSCM son de color
gris, de 2-3 mm de diametro (incre-
mentando con el tiempo), transluci-
das, con puntos negros. ’

Transfiera las colonias a YDC e in-
cube a 24°C por 24-48 horas.

Identifique las colonias utilizando
ELISA, una prueba de patogenicidad
o extraiga los acidos nucleicos y rea-
lice una PCR utilizando oligonucleo-
tidos especificos.

MEDIOS DE CULTIVO
Medio semiselectivo para Clavibac-
ter michiganensis SCM: 2g K,HPO,;
0.5¢ KH,PO,; 0.25g MgSO, 7H,0;
1.5g acido borico; 10g sucrosa, 0.1g
extracto de levadura; 15g agar;
980ml agua destilada; Esterilice
a 121°C durante 15 min. Enfrie a
50°C. 100mg &cido nicotinico (en
20 ml agua destilada); 30mg acido
nalidixico (sal sodica en 1 ml 0.1
M NaOH); 10mg telurito de potasio
(1Tml 1% Chapman tellurite solution,
Difco); 200mg cycloheximida (en 1
ml etanol absoluto).

Medio de cultivo semiselectivo
modificado mSCM: 2.62 g K,HPO,
3H,0; 0.5 g KH,PO,; 0.25 g MgSO,
7H,0; 1.5 g acido bérico; 10g mano-
sa; 0.1 g extracto de levadura; 980
ml agua destilada; 1 gota de pourite
(Baxter Healthcare Corporation,
Scientific Division, McGaw Park, IL
60085, USA); 12 g de agar. Esterilice
y enfrie. Adicione 100 mg de acido
nicotinico; 30 mg de &cido nalidixic;
200 mg de cycloheximida.
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Figura 2. Marchitez y muerte de plantas

Figura 3. Corte fransversal de tallo mostrando
necrosis del tejido conductor

El cancer del jitomate
es una enfermedad
transmitida por semilla.
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Puede ocasionar pérdidas
que oscilan entre 11y 80%.

Figura 4. Frutos pequefios y maduracién desfasada

et

Figura 5. Manchas rodeadas de halo clordtico
(ojo de pdjaro) en la superficie del fruto
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mentario para la Consolidacion Institucional
de Grupos de Investigacion del Consejo Nacio-
nal de Ciencia y Tecnologia.

Extracto de levadura-Carbonato de
calcio YDC: 10 g extracto de levadu-
ra; 20 g CaCO,; 20 g glucosa (esterili-
ce por separado); 15 g agar; 1000 ml
agua destilada (Schaad et al. 2001).

CONTROL

No existe un medio de control eficien-
te. Se puede evitar su ingreso me-
diante la exclusion. Por ejemplo, la
Organizacion Europea de proteccion
para las plantas (EPPO) restringe su
movimiento mediante cuarentenas.
En México se considera una plaga de
importancia cuarentenaria A2 (pre-
sente de distribucion restringida) y
a punto de ser incluida en la Norma
Oficial Mexicana 029 por la que se es-
tablecen los requisitos fitosanitarios
y las especificaciones de semilla de
importacion.

CULTIVOS =

Cuando la bacteria tiene una distri-
bucidn restringida es posible su erra-
dicacion mediante la destruccion de
plantas infectadas y residuos de la
cosecha. La proteccién del cultivo
puede ser: Cultural. Rotacion de cul-
tivos al menos de dos anos. Fisica.
Tratamiento a la semilla con agua ca-
liente. Bioldgica. Bacterias promo-
tores de crecimiento (Bacillus spp.
y Pseudomonas spp.) e inductores de
resistencia. Quimica. Reduccion de
poblaciones epifitas con estreptomi-
cina, hidroxido de cobre, mancozeb.

Actualmente no existen variedades
resistentes. Los genes de resistencia
fueron detectados en L. hirsutum
LA407 (Francis et al. 2001).

Aecta la calidad (frutos manchados) y cantidad
(muerte de plantas) de la produccion.
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