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Resumen

El cancro bacteriano es una enfermedad muy importante del tomate en Uruguay. Su agente causal, Clavibacter michiganen-
sis subsp. michiganensis (Cmm) sobrevive en semillas y, dada su eficacia en diseminarse por agua, labores, etc., el uso de
semilla infectada, atin en baja proporcion, se traduce rapidamente en grandes pérdidas. Se recomiendan varios métodos de
desinfeccion de semilla, pero su eficacia alin no se conoce en nuestras condiciones. En este trabajo se compararon: el bafio
con hipoclorito de sodio (1% de cloro activo, un minuto) y el bafio en agua a 50 °C, 25 minutos con y sin bafio previo a 37 °C,
10 minutos, frente a un testigo sin tratar. La semilla fue colectada de plantas enfermas (cultivares: Coral, 2006 y Acuario 2007
y 2008). Se realizaron nueve pruebas (aproximadamente 760 semillas por tratamiento). Se evaluaron: germinacion y vigor
de plantulas. Las plantas resultantes fueron cultivadas en sustrato estéril a 23 °C y cuando alcanzaron 20 cm, se realizaron
aislamientos de tallo en NAD. A las colonias similares a Cmm, se les efectuaron las pruebas: gram (método de KOH),
hipersensibilidad en Mirabilis jalapa y DAS-ELISA. No se observaron efectos adversos en germinacion o vigor de las
plantulas. El porcentaje de plantas con deteccion de Cmm por DAS ELISA fue: 5,6 (testigo), 2,03 (agua 50 °C), 1,0 (agua
50°C con bafio previo) y 0,98 (hipoclorito de sodio). La deteccion de Cmm fue sensiblemente menor en los plantines de
semilla desinfectada, confirmando el beneficio de esta medida en el manejo de la enfermedad.
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Summary

Evaluation of Methods to Disinfect Tomato Seeds Against Bacterial Canker
(Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis)

Bacterial canker is a very important tomato disease in Uruguay. Its causal agent, Clavibacter michiganensis subsp. michi-
ganensis (Cmm) is seed borne and, due to its high dissemination by water, labor, etc., the use of infected seed, even in low
proportion, can lead to huge losses. Several methods for seed disinfection are recommended, but their effect in our conditions
isnot known yet. Sodium hypochlorite (1% active chlorine, one minute) and hot water baths (50 °C, 25 minutes with and without
a 37°C, 10 minutes pre-treatment) were compared to a non treated control. Seed was collected from diseased plants of Coral
(2006) and Acuario (2007 and 2008) cultivars. Nine experiments were performed (approximately 760 seeds per treatment).
Germination percentages and seedling vigor were evaluated. Seedlings were transplanted to sterilized substrate and cultivated
at 23°C. Isolation to NAD was performed from stems when plants were over 20 cm high. Bacterial colonies similar to Cmm, were
separated and subjected to the following tests: gram (KOH method), hypersensitive reaction on Mirabilis jalapa and DAS-ELISA.
Isolates that did not show typical Cmm reaction were discarded. No detrimental effects were observed on the germination or in the vigor
of seedlings. The percentage of plants on which Cmm was detected by DAS ELISA was: 5.6 (control), 2.03 (50 °C water bath), 1.0
(50°C water bath with 37 °C pre-bath) and 0.98 (sodium hypochlorite). Cmm detection was remarkably lower on seedlings derived
from disinfected seed, confirming the benefits of this measure in the management of this disease.
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Introduccidn

El cancro bacteriano del tomate causado por el acti-
nomycete gram positivo Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Smith) Davis et al. (Familia Microbacte-
riaceae) (Gartemann et al., 2008) es una de las enferme-
dades mas importantes del cultivo en Uruguay. C. michi-
ganensis subsp. michiganensis es transmitida por semilla.
A pesar que los niveles de transmision por esta via determi-
nados experimentalmente son generalmente bajos (Gro-
gany Kendrick, 1953; Tsiantos, 1987; Chang etal., 1992a),
la eficiente diseminacion de esta bacteria mediante agua,
labores, implementos, suelo, etc. una vez introducida en un
cultivo, se traduce en que en poco tiempo la infeccion sea
generalizaday el cultivo sea destruido (Chang etal., 1991).
La semilla enferma generalmente da origen a plantas apa-
rentemente sanas las cuales al llegar a la madurez desa-
rrollan sintomas (OEPP/EPPO, 2003; Chang et al., 1992h).
Estos comienzan como un marchitamiento unilateral de las
hojas basales que finalmente necrosan y la enfermedad
asciende en la planta para finalmente marchitarla totalmen-
te. Al cortar el tallo en la zona afectada los tejidos vasculares
se encuentran oscurecidos, pudiendo observarse degra-
dacion de los mismos e incluso de la médula. El marchita-
miento puede estar 0 no acompafiado de cancros en tallos
y peciolos y manchas necréticas en los foliolos. Una vez
introducida en el cultivo se registran sintomas derivados de
la transmision epifita, los cuales se manifiestan como ne-
crosis marginal de laldminay la caracteristica mancha en
0jo de pajaro de los frutos (Jones et al., 1991).

En Uruguay, la mayor parte de la semilla de tomate utili-
zada es introducida desde el exterior y, muchas veces,
producida en zonas donde esta enfermedad es endémica.
A pesar que las compafiias productoras someten sus se-
millas a desinfeccion, es recomendable realizar una desin-
feccion en condiciones locales previo a su plantacion. Dado
el costo del material, es muy importante ajustar y conocer la
eficacia de los métodos antes de llevarlos a la practica a
gran escala. Se citan muchos métodos para desinfeccion
de la semilla de tomate, entre ellos, los méas utilizados son
los bafios con hipoclorito de sodio, diversos &cidos y en
agua caliente, los cuales poseen diferente efectividad. Este
Ultimo método, si bien es de dificilimplementacion a nivel de
cultivo, tiene la ventaja de actuar interna y externamente
sobre la semilla (Ivey y Miller, 2005; Fatmi et al., 1991,
Miller e Ivey, 2005; Shoemaker y Echandi, 1976; Xu et
al., 2009).

El objetivo de este trabajo fue el de conocer la eficiencia
de algunos de estos procedimientos: bafio con hipoclorito
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de sodio (recomendado en el Programa de Produccion
Integrada de Tomate en Uruguay) (Banchero etal., 2008) y
en agua caliente para disminuir la transmision de la enfer-
medad por semilla.

Materiales y métodos

Se realizaron nueve experimentos (12/9/2006, 11/1, 7/
5, 18/5, 30/5, 3/7,y 15/10/2007, 12/6 y 21/10/2008) utilizan-
do semilla colectada de frutos de plantas enfermas de los
cultivares hibridos de tomate Coral (7/7/2006), y Acuario
(19/4/2007 y 21/3/2008) que presentaban marchitamiento oca-
sionado por infeccion sistémica y reaccion positiva para C.
michiganensis subsp. michignanesis en la prueba ELISA.

La semilla fue separada manualmente de la pulpa, en-
juagada en agua, secada a temperatura ambiente y guar-
dada en refrigerador hasta su uso.

Los tratamientos evaluados fueron los siguientes:

1. Sin desinfeccion.

2. Bafio en agua caliente: 50 °C por 25 minutos y enfriado

inmediato en agua corriente por cinco minutos.

3. idem a 2 pero con un bafio previo de 10 minutos a
37°C.

4. Bafio en hipoclorito de sodio 1% de cloro activo (solu-
cién 10% /agua 1:9) por un minuto, luego enjuagado
en abundante agua corriente por cinco minutos.

Los tratamientos con agua caliente fueron realizados en
un bafio marca Thomastat TN 22 (Thomas Kagaku, Co.
Ltd. Japon). Se utilizaron lotes de entre 25-100 semillas por
experimento las cuales se colocaron en doble capa de gasa
para realizar la desinfeccion. Para ajustar la metodologia,
previamente se sometieron 100 semillas del cultivar Loica
producida por INIA Las Brujas por tratamiento.

Una vez tratadas, las semillas se hicieron germinar en
placas de petri tapizadas con papel de filtro. Se evalud el
porcentaje de germinacion en cada tratamiento y la altura de
las plantulas obtenidas. Luego de cinco dias de germinadas
aproximadamente, éstas fueron transplantadas a almaci-
gas con sustrato (Biolan, Finlandia) esterilizado mediante
autoclave a 120 °C por 20 minutos y se cultivaron en cama-
ra de crecimiento a 23°Cy 12 horas de luz.

Luego que las plantas adquirieron una altura de 20 cmyy,
por lo menos dos brotes, se tomé una muestra de un cen-
timetro del &pice deltallo, la cual fue desinfectada superficial-
mente con alcohol y macerada en un mililitro de agua des-
tilada estéril. Se transfirieron 20 l de ese macerado a me-
dio agar nutriente dextrosa (NAD) (Lelliott y Stead, 1987) en
placas de plastico de 12 pocillos (Corning, Cellbind, EE.UU.),
las cuales se incubaron a 23 °C. Las colonias bacterianas
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con caracteristicas similares a C. michiganensis subsp.
michiganensis (crecimiento lento, lisas, brillantes, redon-
deadas y amarillas con margenes enteros) (Alvarez y
Kaneshiro, 2005) fueron aisladas y mantenidas individual-
mente en placas de petri. Posteriormente se les efectud la
prueba gram mediante el método de KOH (Powers, 1995).
Aqguellas gram positivas fueron analizadas mediante la prue-
ba DAS ELISA utilizando el antisuero monoclonal MAb
CmmZ incluido en un kit comercial y siguiendo el protocolo
de uso recomendado (AGDIA Inc., Elkhard, IN46514,
EEUU) (Alvarez et al., 1993; Kaneshiro et al., 2006). La
patogenicidad de las colonias gram positivas correspon-
dientes a los tres Gltimos experimentos (15/10/07, 12/6 y
21/10/08) fue comprobada mediante infiltracion de hojas de
Mirabilis jalapa (Gitaitis, 1990; Alarcon et al., 1998).

Alos efectos de realizar el andlisis estadistico, cada ex-
perimento fue tomado como una repeticion, utilizandose el
analisis de variancia para bloques al azar y las separacion
de medias por la prueba Duncan mediante el paquete esta-
distico Infostat® 2009. Los resultados obtenidos con las dife-
rentes técnicas se correlacionaron entre siy su relacion fue
estimada mediante regresion simple usando el mismo pa-
quete estadistico.

Resultados

No se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre los porcentajes de germinacion determinados
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para la semilla sometida a los diferentes tratamientos. Tam-
poco se vieron efectos negativos frente a la semilla no des-
infectada para la prueba preliminar con semilla del cultivar
Loica (Cuadro 1).

Sin embargo, se observd disminucion en la altura de la
plantula obtenida siendo los tratamientos con agua caliente
los que presentaron plantulas de menor tamafio. La altura
de las plantulas provenientes de semilla desinfectada con
hipoclorito de sodio no fue estadisticamente diferente a las
del control sin tratar (Cuadro 1).

En el Cuadro 2 se muestran los porcentajes de plantines
derivados de la semilla ensayada en los que se aislaron
colonias con caracteristicas similares a C. michiganensis
subsp. michiganensis. En todas las evaluaciones, los
mayores porcentajes de deteccion fueron observados en
los plantines provenientes de semilla sin tratar.

En aproximadamente el 13% de los plantines del tra-
tamiento testigo se aislaron bacterias con caracteristicas
similares a Clavibacter michiganensis subsp. michiga-
nensis mientras que en los plantines de semilla tratada
ese nimero fue menor (7-9%), destacandose los trata-
mientos de desinfeccidn con hipoclorito de sodio y con
agua caliente con bafio previo a 37 °C (estadisticamente
diferente del resto).

Sin embargo, solamente entre el 43-67%, dependiendo
deltratamiento, de esas bacterias aisladas presentaron re-
accion de gram positiva. En cuanto al porcentaje de bacte-
rias gram positivas determinado, se mantuvo la tendencia

Cuadro 1. Efecto de los métodos de desinfeccién de semilla en la germinacién y vigor de la misma.

Tratamiento

Semilla extraida de frutos de Semilla del
plantas con cancro

cultivar Loica

Porcentaje de Altura de

Porcentaje de

germinacién®  planta (mm)  germinacion?

1. Sin tratamiento. 74,6°

2. Bafio en agua caliente: 50 °C

por 25 minutos. 70,8

3. [dem a 2 pero con un bafio

previo de 10 minutos a 37 °C. 70,2

4. Bafio en hipoclorito de sodio

1% de cloro activo, 1 minuto 68,4

16,3a’ 9
131b 91
139ab 99
15,3 ab 100

'Promedio de nueve pruebas sobre un total de aproximadamente 760 semillas por tratamiento.
2 Sobre un total de 100 semillas. Prueba realizada para el ajuste de las técnicas.

® Sin diferencias estadisticamante significativas.

“Las medias seguidas con igual letra no difieren significativamente en la prueba de rangos mdltiples de

Duncan al 5%.
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Cuadro 2. Porcentajes de deteccion de bacterias similares a Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

determinados por diferentes técnicas.

Tratamiento Crecimiento enagar  Reaccion de Prueba ELISA Namero total

nutriente dextrosa  gram positiva de plantines
evaluados

1. Sin tratamiento. 13,16 a* 8,81 a° 5,60 a° 579

2. Bafio en agua caliente: 50 °C

por 25 minutos. 9,48 ab 5,54 ab 2,03b 549

3. idem a 2 peru con un bafio

previo de 10 minutos a 37 °C 6,79 b 300D 1,00b 538

4. Bafio en hipoclorito de sodio

1% de cloro activo, 1 minuto 7,07b 3,06b 0,98 b 553

!Los valores seguidos por igual letra no difieren significativamente al 5% segln prueba Duncan de rangos multiples.
?Los valores seguidos por igual letra no difieren significativamente al 1% segln prueba Duncan de rangos multiples.

anterior separandose los valores correspondientes a los
tratamientos de los del testigo (3-5% frente a 9%).

Los porcentajes de bacterias que reaccionaron en la
prueba ELISA con los antisueros monoclonales especifi-
cos para C. michiganensis subsp. michiganensis, fueron
a suvez menores. Para éstos también se separaron esta-
disticamente los valores obtenidos en plantines de semilla
tratada y sin tratar (1-2% frente a 6%). En este caso se
puede inferir que de las bacterias gram positivas aisladas
solamente entre un 30%y 60% correspondian al patégeno
bajo anlisis en los tratamientos y el testigo respectivamente.

En el Cuadro 3 se observan los resultados obtenidos en
los Ultimos tres experimentos en los cuales se efectud a las
bacterias gram positivas aisladas la reaccion de hipersen-

sibilidad en Mirabilis jalapa. Los resultados de estas prue-
bas coinciden con los encontrados en el total observandose
una similar tendencia en la separacion de los tratamientos.
De acuerdo a estos resultados solamente el 34-69% de las
bacterias gram positivas aisladas serian patogénicas de
acuerdo a la hipersensibilidad observada en M. jalapa.
Los resultados de la prueba ELISA muestran que en
estos experimentos entre el 40-54%y el 81% de las bacte-
rias gram positivas aisladas (en los tratamientos y el testigo
respectivamente) reaccionaron con el antisuero para C.
michiganensis subsp. michiganensis, valores un poco
superiores a los determinados en el total de los experimen-
tos. Sin embargo, de la comparacion de estos coeficientes
con las reacciones de hipersensibilidad en M. jalapa pode-

Cuadro 3. Porcentaje de deteccion de bacterias similares a Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en los tres

Ultimos experimentos.

Técnica para la deteccion de plantines

Tratamiento

Crecimiento  Reacciéonde  Prueba

Reaccion de Numero total

en agar gram ELISA hipersensibilidad  de plantines
nutriente positiva en Mirabilis jalapa  evaluados
dextrosa

1. Sin tratamiento. 26,59 at 17,51 a2 14,25a 2 11,59 a2 257

2. Bafio en agua caliente: 50 °C

por 25 minutos. 18,17 ab 8,09b 32b 2,78 b 258

3. idem a 2 pero con un bafio

previo de 10 minutos a 37 °C 16,06 ab 4,70 2,29b 1,86b 252

4. Bafio en hipoclorito de sodio

1% de cloro activo, 1 minuto 11,72b 5,46 b 2,93b 3,78 b 265

! Los valores seguidos por igual letra no difieren significativamente al 5% segln prueba Duncan de rangos multiples.
2 Los valores seguidos por igual letra no difieren significativamente al 1% segln prueba Duncan de rangos mdltiples.
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Cuadro 4. Correlacion entre la estimacion del porcentaje de infeccion con Clavibac-
ter michiganensis subsp. michiganensis de plantines provenientes de semillas trata-

das segUn varias técnicas.
Técnicas R25 Probabilidad
Gram+Y/aislamiento en NAD2 0,65 <0,0001
ELISA3/aislamiento en NAD 0,55 <0,0001
HR en M. jalapa#/ aislamiento en NAD 0,43 0,0198
ELISA/Gram+ 0,58 <0,0001
HR en M. jalapa / Gram+ 0,75 0,0003
HR en M. jalapa / ELISA 0,97 <0,0001

!Gram+ = Reaccion de gram positiva segiin método KOH.
*Aislamiento en NAD = Aislamiento de colonias similares a C. michiganensis subsp. michiganensis en

medio agar nutriente dextrosa.

SELISA = Reaccion positiva en prueba ELISA con antisueros especificos para C. michiganensis

subsp. michiganensis.

*HR en M. jalapa = Reaccion de hipersensibilidad en Mirabilis jalapa.

SCoeficiente de correlacién de Pearson.

mos inferir que alrededor del 80% de ellas presentarian
patogenicidad (existirian algunos aislamientos en el trata-
miento con hipoclorito que no reaccionaron por serologia).

Al correlacionar los resultados de la estimacion del pro-
bable porcentaje de infeccidn con C. michiganensis subsp.
michiganensis entre las diferentes técnicas vemos que en
general existe una buena coincidencia entre los estimado-
res, siendo todos los coeficientes de determinacion estadis-
ticamente altamente significativos (Cuadro 4). La mayor
asociacion se encontré entre la determinacion del patdgeno
por serologia y la reaccion de hipersensibilidad y la menor
entre esta reaccion y el aislamiento en NAD.

No se encontraron diferencias significativas al analizar
los tratamientos separando los dos origenes de semilla uti-
lizados en los parametros evaluados por lo que la informa-
cion se presenta en forma conjunta.

Discusién

Los resultados obtenidos confirman el beneficio de so-
meter las semillas de tomate a tratamientos de desinfeccion
para prevenir lainfeccion de los plantines derivados de ellas.
Estos resultados concuerdan con los encontrados por Dha-
vantari (1989), Shoemaker y Echandi (1976) y Fatmi et al.
(1991). Estos autores recomiendan ademas otros méto-
dos no evaluados en el presente reporte (&cido clorhidrico,
fermentacion con la pulpa, acetato clprico acidificado, etc.)
asi como diferente concentracion de los desinfectantes, tem-
peraturas superiores y mayor duracion del proceso de des-
infeccion.

La deteccion del patégeno en plantines aun luego de la
desinfeccidn, genera la necesidad de seguir ampliando el
espectro de métodos para la desinfeccion, aumentar la do-
sis, y la duracion de los procedimientos para obtener una
recomendacion eficaz.

Sin embargo, la mejora del poder desinfectante no debe-
rairacompafiada de efectos nocivos sobre la semilla. En
estos experimentos no se observaron alteraciones en el
poder germinativo de la semilla tratada pero si cierta dismi-
nucion en la altura de plantula en el germinador, principal-
mente en el tratamiento con agua caliente sin acostumbra-
miento previo. Por ese motivo, hasta no contarse con alter-
nativas mejores evaluadas, por el momento, basados en la
informacion obtenida en este trabajo, solamente podrian ser
recomendados a nivel productivo el bafio en hipoclorito de
sodio (1% cloro activo por un minuto) y el bafio en agua
caliente a 50 °C por 25 minutos con acostumbramiento
previo por diez minutos a 37 °C.

El haber efectuado la prueba con semillas provenientes
de plantas enfermas con infeccion sistémica pudo contribuir
aque no se pudiera obtener la erradicacion total del patoge-
no al enfrentar los tratamientos a condiciones extremas,
que poco probablemente ocurririan en condiciones produc-
tivas.

Otro factor que pudo haber afectado la eficacia de los
tratamientos es el procedimiento usado para extraer la se-
milla del fruto. El mismo no incluy6 un tratamiento que elimi-
nara totalmente los restos de fruto adheridos a ésta. Segun
Pradhanang y Collier (2009) la presencia de restos dismi-
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nuye mucho el efecto de la desinfeccion favoreciendo la
permanencia de bacterias.

Los porcentajes de deteccion de la bacteria en plantines
fueron inferiores a los reportados por Dhavantari (1989)
(82%) y Tsiantos (1987), en semilla de plantas enfermas
sin tratar. Este Ultimo autor sefiala que el porcentaje de de-
teccion de bacterias en semilla es afectado por las condicio-
nes ambientales y el método de determinacién utilizado y
que, ademas, la presencia del patégeno en la semilla no
siempre se traduce en plantas infectadas.

Segun Bogo et al. (2002), la infeccidn de Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis en semillas de mo-
rrén se distribuiria en el pericarpio, el endocarpio y el em-
brién en una relacion aproximada de 7:1:1. La distribucion
interna del patégeno desestimularia el uso de métodos de
desinfeccion superficial frente a tratamientos que, como el
bafio en agua caliente, alcanzan el interior de la semilla. A
pesar de ello, muchos trabajos han obtenido buenos resul-
tados con la desinfeccion superficial, al igual que el presen-
te, en que la desinfeccion con hipoclorito de sodio mostrd
efectos similares al bafio en agua caliente. Quizas eso pue-
da explicarse por la preponderancia relativa de la infeccion
externa sobre la interna, tal como lo reportan Bogo et al.
(2002), y ala existencia de un mecanismo de infeccion del
plantin a partir de las bacterias existentes en la cubierta de la
semilla hacia laraiz y los cotiledones durante la germina-
cion (Xu, 2010).

La deteccion del patdgeno en plantines asintomaticos
coincide con lo encontrado por Gitaitis et al. (1991), quienes
utilizando una metodologia similar comprobaron su capaci-
dad de ser fuente de rapida diseminacion de la enfermedad
por las tareas en cultivo. Shirakawa etal. (1991) y Tsiantos
(1987) reportaron la presencia de 10°-10* CFU/g del pato-
geno en brotes y 10%-108 CFU/plantin proveniente de semi-
lla naturalmente infectada, respectivamente.

El'hecho que los plantines infectados no siempre mues-
tren sintomas o tengan un periodo variable de latencia (Chang
et al., 1992b), desde el punto de vista de manejo de la
enfermedad realza laimportancia de la desinfeccion de la
semilla para evitar la introduccion de la enfermedad en un
cultivo. Chang et al. (1991), indican un incremento en 10%
de la enfermedad en cultivo cada 0,1% de aumento en la
infeccion asintomatica de los plantines en alméacigo y men-
cionan que unainfeccion de semilla del orden de 0,01-0,05%
(1-5 semillas en 10000) es capaz de iniciar una epidemia
en las condiciones del medio oeste de los EE.UU.

Ninguno de los métodos de deteccidn utilizados en este
experimento alcanzan ese nivel de deteccion (1-5 semillas
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infectadas en 10.000). Por esarazdn se utilizd la deteccion
en plantines de semillas de plantas infectadas sistémica-
mente. Estos niveles de sensibilidad se logran por técnicas
moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa
con la cual también se ha comprobado el beneficio del buen
origen sanitario de la semillay su desinfeccion (Hadas et
al., 2005).

En el presente trabajo se sobrestimd la infeccion con
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis al reali-
zar el aislamiento en medio agar nutriente dextrosa a partir
de plantas, lo cual no se ajusta a la recomendacion del uso
de medios semiselectivos como procedimiento standard
para el aislamiento de este patégeno (OEPP/EPPO, 2003).
Al comparar los resultados obtenidos mediante nuestra
metodologia con otras mas especificas se observa que, al
no trabajar con medios selectivos, se aislé un porcentaje
importante de bacterias que si bien presentaban caracteris-
ticas de colonias similares, no correspondian al patégeno
en estudio (entre un 60-80% si comparamos con los resul-
tados obtenidos con la prueba ELISA). Esto se tradujo en
una menor asociacion entre el porcentaje de bacterias simi-
lares a C. michiganensis subsp. michiganensis aisladas
enNADy el porcentaje de deteccion seroldgica (R?=0,55)
o de reaccion de hipersensibilidad (R? = 0,43), parametros
especificos de este patgeno, a pesar de que dicha asocia-
cion fuera estadisticamente significativa. Otro aspecto a te-
ner en cuenta es que no todas las bacterias con esta mor-
fologia presentaron reaccion gram positiva.

Samish y Etinger-Tulczynska (1963) y Jurkevitch y
Shapira (2000) reportan el aislamiento de numerosas bac-
terias a partir de tejidos de tomate entre las que se incluian
especies patdgenas y saprofitos ademas de
C.michiganensis subsp. michiganensis. Kaneshiro et al.
(2006) en aislamientos a partir de semilla de tomate men-
cionan varias bacterias similares a C. michiganensis subsp.
michiganensis, que no reaccionaron con el antisuero mo-
noclonal Cmm1 (Microbacterium saperdae, M. laevani-
formans, Sanguibacter keddieii, Curtobacter citreum, C.
pusillhum).

Estos mismos autores y Alvarez et al. (2005) determi-
naron que un porcentaje importante (81%) de los aisla-
mientos detectados por serologia en semilla eran no viru-
lentos o hipovirulentos. En nuestro estudio ese porcentaje
fue mucho menor (si consideramos como virulencia el de-
sarrollo de lesiones de hipersensibilidad en M. jalapa) lo
cual puede deberse al haber trabajado con bacterias aisla-
das de plantas y no de semillas. Eso se tradujo en una alta
correlacion entre el porcentaje de bacterias con reaccion
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seroldgica frente a antisueros especificos para el patogeno
y aquellas que presentaban reaccion de hipersensibilidad
(R?=0,97).

La formacion de lesiones necréticas en M. jalapa, indu-
cida por una proteina elicitante del patégeno (Alarcon etal.,
1998) es aceptada como una buena medida de la patogeni-
cidad de los aislamientos (Gitaitis, 1990). Por esa razén no
se utilizé lainoculacién en tomate, ya que, dada la variabili-
dad del periodo de latencia en este huésped, hubiera impli-
cado prolongar la duracion de la prueba. Tsiantos (1987)
menciona una latencia de 70-75 dias en invernadero, lo
cual no aportaria informacion relevante al objetivo del traba-
jo, 0 sea, medir la efectividad de los métodos de desinfec-
cion de semilla frente a C. michiganensis subsp. michiga-
nensis independientemente de su patogenicidad. El signifi-
cado de las cepas hipovirulentas o no virulentas en el ma-
nejo ha sido ya tratado por Alvarez et al. (2005).

Este trabajo permite concluir que por el momento, para
laforma en que se realiza el cultivo de tomate en Uruguay,
es conveniente la desinfeccion de la semilla comercial ya
sea utilizando hipoclorito de sodio a las dosis y tiempos
evaluados o a través del bafio en agua caliente. Las técni-
cas de laboratorio utilizadas para estimar la infeccion de
plantines con este patégeno resultaron ser complementa-
rias y Utiles por lo que seran empleadas en posteriores
trabajos epidemioldgicos tendientes a desarrollar un paque-
te de medidas para el manejo integrado del cancro del to-
mate en las condiciones de Uruguay
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