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COMPENDIO

METODOS PARA LA DETECCION DE Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
EN SEMILLA DE TOMATE (Lycopersicon esculenturm Mill)
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Palabras Clave: Diagndstico, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria,
semillas, tomate.

E| objetivo del presente trabajo fue determinar el mejor método para
la deteccion de la bacteria X. c. pv. vesicaforia en semilla de tomate. Esta
investigacion se realizd en laboratorios e invernadero de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, las variedades analizadas fueron la Hayslip,

Homestead 61, Rio Grande y Winner, 12 gramos de semillas de cada variedad



se colocaron en un buffer fosfato 0.05 M, a 4°C durante toda una noche y
posteriormente se realizaron diluciones seriadas del filtrado de la semilla y el
buffer. Se sembré 0.1 ml, de cada dilucién (solucién madre, 10", 102 y 10'3)
para el recobro de la bacteria en los métodos Tween B, CKTM y TBCK, bajo un
arreglo bifactorial tres por cuatro en un disefio completamente al azar con tres
repeticiones. No hubo diferencias entre métodos en cuanto a deteccion de la
bacteria en UFC/g, pero si entre variedades, encontrandose como las mas
contaminadas por esta bacteria la Hayslip y Rio Grande. En lo que se refiere al
tiempo de aparicion de las UFC en cada uno de los métodos, el mejor fue el
Tween B el cual registré un promedio en la aparicién de las UFC de 84 Horas,
no encontrandose diferencias entre variedades en su capacidad de
germinacioén. La identificacion de las cepas se realizO mediante pruebas
bioquimicas, siembra en medios diferenciales, medios semiselectivos y pruebas

de patogenicidad, los sintomas aparecieron de 12 a 14 dias después de las

inoculaciones en los frutos.



ABSTRACT

METHODS FOR THE DETECTION OF Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria IN TOMATO (Lycopersicon esculentum Mill) SEED

By
JORGE LUIS SALAZAR GONZALEZ

MASTER OF SCIENCE
AGRICULTURAL PARASITOLOGY

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
Buenavista, Saltillo. Coahuila. November, 1997.

M. C. Abiel Sanchez Arizpe - Advisor -

Key words: Diagnostic, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, tomato, seed.

In order to determine the best method for the detection of the
bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria in tomato seed, research work
was carried out at the laboratory and greenhouse of Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro in Buenavista, Saltillo, Coahuila, México. The varieties
studied were Hayslip, Homestead 61, Rio Grande and Winner, 12 grammes of
seed were set in one phosphate buffer 0.05 M, during all night to 4°C, and then

seriates dilutions in the filter of seed and buffer were carried out, 0.1 ml, of each
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dilution (mother solution, 10", 10, 10”°) was sown in order to bacteria recovery
in the three methods Tween B, CKTM and TBCK, under a bifactorial three by
four completely randsom, design with three replications. There was not
differences between methods in detection of the bacteria in colony forming units
per gram (CFU/g), but there was differences between varieties, the most
contaminated varieties by the bacteria were Hayslip and Rio Grande. In relation
to time forming of CFU in each method, the best method was Tween B, this
registered an average of 84 hours, of the CFU display. Germination capacity
was similar for the three varieties in the germination test. Identification of
strains was carried out by biochemical tests, differenciating media and

semiselective and pathogenicity tests. The fruit symptoms, showed up 12 to 14

days after the inoculations.
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INTRODUCCION

Con la apertura del tratado de libre comercio, las exportaciones de
los cultivos horticolas han ido en aumento, de la misma manera la importacién
de semilla mejorada utilizada para la siembra. El cultivo del tomate ocupa el
segundo lugar a nivel nacional desde el punto de vista de superficie sembrada
y el primero por su valor de produccion; esta hortaliza ocupa un lugar
preponderante en el desarrollo econoémico y social en la agricultura a nivel

mundial, ya que demanda alrededor de 140 jornales por hectarea (Valadez,

1994).

En México Bringas (1995), reportd que para 1994, en el pais se
sembré una superficie de 81,184 ha, siendo los principales estados
productores: Baja California, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, México,

Michoacan, Morelos, Nayarit, Puebla, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora,

Veracruz y Yucatan.

Este cultivo se ve afectado por varios agentes patdogenos, pero la
bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicaforia esta considerada como la

mas peligrosa en el cultivo del tomate (Gitaitis, ef al., 1992), ya que tan sélo el



uno por ciento de semilla contaminada bajo condiciones favorables es
suficiente para causar una epifitia; siendo esta una bacteria transmitida por
semilla se corre el riesgo de introducir al pais cepas mas virulentas
(Randhawa, 1996), ya que para el caso especifico de esta bacteria esta
clasificada en dos grupos Ay B de los cuales el grupo A ya est4 presente en
México. Esta bacteria es de los principales patdgenos cuarentenados para el
cultivo del tomate y a nivel nacional no se cuenta con metodologias
estandarizadas para el diagnostico de este patdégeno. Existen varios métodos
(McGuire, et al., 1986), (Sijam, et al., 1991), utilizados para el diagndstico en
semillas de tomate y chile; otras técnicas como el método serolégico ELISA, el
anticuerpo que se encuentra en el mercado no logra detectar este patégeno
cuando éste viene portado en semilla, ademas se ha reportado la utilizacion de
cuatro anticuerpos monoclonales para la identificacién de esta bacteria, por lo

que no hay garantia que con el anticuerpo existente en el mercado se pueda

diagnosticar la variabilidad de cepas de este patdgeno.

Dada la importancia que representa el cultivo del tomate a nivel
nacional, el riesgo que se corre de introducir al pais cepas mas patogénicas de
esta bacteria al estar importando semilla y a la necesidad de evaluar métodos

para su deteccion en semilla se planted el siguiente objetivo:



Objetivo

a) Determinacion del mejor método para la deteccion de la bacteria X. c. pv.

vesicaforia en semilla de tomate.

Hipotesis

a) El mejor método para la deteccion de la bacteria X. c. pv. vesicatoria en

semilla de tomate sera el Tween B.



REVISION DE LITERATURA
Principales Patéogenos Transmitidos en Semilla de Tomate

Las semillas han jugado y contindan jugando un papel vital en el
desarrollo de las sociedades modernas, fuera de la calidad de las semillas. lo
mas importante de una sociedad es la sobrevivencia, que es la produccién de
alimentos. Las semillas frecuentemente son transportadas de un lugar a otro
para propositos de mejoramiento y en forma directa para la produccion
(Schaad, 1992). Durante estos movimientos, nuevas areas de cultivo pueden
verse afectadas por la introduccion de patégenos no presentes, que resulta en

serios problemas de introduccion de nuevas enfermedades (Neergaard, 1979)

Los principales patogenos transmitidos en semilla de tomate

reportados por Agarwal y Sinclair (1987), son los siguientes:

Hongos:

Alternaria solani
Alternaria tenuis

Cladosporium herbarum



Didymella lycopersici

Didymella rabiei (Ascochyta rabiei)

Diplodia gossypina (Botryodiplodia theobromae)
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
Glomerella cingulata

Phytophthora infestans

Phytophthora nicotianae var. parasitca

Pythium aphanidermatum

Rhizoctonia solani

Verticillium dahliae

Bacterias:

Corynebacterium michiganensis pv. michiganensis (Clavibacter
michiganensis pv. michiganensis).

Corynebacterium  michiganensis  pv.  sepedonicun  (Clavibacter
michiganensis pv. sepedonicum).

Pseudomonas solanacearum

Pseudomonas syringae pv. tomato

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria



Virus:
Virus del Mosaico Arabis
Virus del Mosaico del Pepino
Virus del Mosaico del Tabaco
Virus del Anillo Negro del Tomate
Virus de la Mancha Anular del Tomate

Virus del Estriado del Tabaco

Principales Agentes Cuarentenados Para el Cultivo del Tomate

En la actualidad la gran mayoria de los paises cuentan con una
economia muy activa, en la cual se incluye el intercambio comercial de gran
variedad de productos agricolas, llevando implicito la posibilidad del traslado o
movilizaciéon de organismos exoéticos que pueden desarrollarse como epifitias

en diferentes lugares ocasionando dafos directos o indirectos a los cultivos.

Un pais libre de patégenbs ya sean virus, hongos, nematodos y
bacterias, considera a estos como cuarentenarios y su entrada al territorio le
ocasionaria pérdidas en su economia. Para prevenir su entrada se requiere de
inspecciones en los puntos de ingreso; asi como de la identificacion y

diagnostico de las bacterias fitopatdégenas de importancia para México, en este

caso para el cultivo del tomate son: Corynebacterium michiganensis pv.



michiganensis, Pseudomonas syringae pv. tomato y Xanthomonas campestris

pv. vesicatoria (Lopez, 1996).

Ubicacién Taxondmica del Agente Causal de la Mancha Bacteriana

(Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) del Tomate

Segun Goto (1992), la clasificacion taxondmica es la siguiente:

Reino : Procaryotae
Division; . Gracilicutes

Clase: Proteobacteria
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Xanthomonas
Especie: campestris

Patovar: vesicatoria

Etiologia

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria es el agente causal de la

mancha bacteriana del tomate (Lycopersicon esculentum Mill) y del chile

(Capsicum annuum L) (Leite, et al, 1995). En la descripcion original del

agente causal en Pretoria en el sur de Africa por Doige (1921), lo nombraron



como Bacterium vesicatorium indicando que este patdégeno era capaz de
hidrolizar el uno por ciento de almidon después de los 14 dias, sin embargo,
mas tarde Gardner y Kendrick (1921), reportaron que la mancha bacteriana en
Indiada era causada por Bacterium exitosum. Es una bacteria de forma bacilar,
Gram negativa, con un solo flagelo polar, aerobia, mide 0.4 a 0.7 micras de
ancho por 0.7 a 1.8 micras de largo (Krieg y Holt, 1984). En agar produce
colonias amarillas y mucoides, licuefaccion de la gelatina variable, digestion de
proteina, hidrdlisis de asculina positiva, crece a 35°C, produce acido pero no
gas de la oxidacion de glucosa, manosa y arabinosa (Rodriguez, 1991),
(Schaad, 1994). Hidrolisis de almiddn y degradacién del pectato negativos
(Bouzar, et al, 1994a), produccion de ureasa negativa, catalasa positiva,

oxidasa negativa, reduccion de nitritos a nitratos negativa (Gitaitis, et al., 1987).
Epifitiologia

Las cepas de X. c. pv. vesicatoria requieren de temperaturas calidas
y alta humedad, y bajo estas condiciones pueden causar dafios severos que
resulta en una reduccion de la produccién (Jones, ef al., 1986), (Gitaitis, et al.,
1992), ademas cuando persisten estas condiciones se dificulta el control de
esta enfermedad (Jones, et al., 1991). Cuando la enfermedad es severa se
llegan a tener pérdidas hasta del 52 por ciento en frutos (Jones, et al., 1986).

X. c. pv. vesicatoria crece bien en condiciones in Vitro a 35°C (Schaad, 1994),



pero bajo condiciones de campo las temperaturas éptimas para el desarrollo de
la enfermedad fluctian entre los 23 a 28°C (Pohronezny, et al., 1992). Vakili
(1967), sefala que cuando llueve, las peliculas de agua sobre la epidermis de
las hojas facilitan el movimiento e introduccion de la bacteria sobre el tejido
expuesto, ademas menciona que la bacteria penetra por estomas y al penetrar
destruye células (Crossan y Morehart, 1964). Pero Vakili (1967), en su trabajo
reporta que la penetracion a través de heridas es mas importante que por los
estomas, en el caso de los frutos la mejor forma de penetracion es por heridas
(Agrios, 1995) . También el fendmeno de gutacion en las hojas juega un papel
muy importante en el desarrollo de la enfermedad (Cox, et al,, 1956). Las
bacterias son diseminadas por el viento, lluvia, o por contacto (Agrios, 1995).
Alta fertilizacion con nitrégeno, potasio y magnesio, favorecen al desarrollo de

la enfermedad (McGuire, et al., 1991), (Woltz y Jones, 1979).

Leben (1963), sefala que X. c. pv. vesicatoria puede tener una fase
residente sobre las hojas de tomate no infectadas, con multiplicacién pero sin
causar sintomas, esto concuerda con los resultados obtenidos por Timmer, et
al., (1987), donde senalan que las Xanthomonas son capaz de multiplicarse y
sbbrevivir por varias semanas sobre la superficie de hospederos en la ausencia

de la enfermedad, pero que también pueden sobrevivir y multiplicarse en

plantas no hospederas bajo ciertas condiciones.
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La bacteria puede sobrevivir en el campo en residuos de cultivo,
aunque también puede sobrevivir en la rizosfera de plantas muertas (Gardner
y Kendrick, 1923); ellos mencionan que el patogeno inverna en el suelo o en
remanentes de plantas enfermas; también notaron que el patégeno sobrevive
por 16.5 meses en semilla, aunque estudios mas recientes realizados por
Bashan, et al., (1982), sefialan que X. c. pv. vesicatoria sobrevive en semilla
por diez afios y que cuando estas semillas son sembradas las plantulas
desarrollan sintomas visibles o bien no producir sintomas, esta bacteria
también fue aislada del interior de semillas de chile (Lewis y Brown, 1961). La
sobrevivencia de las bacterias fitopatdgenas en semillas de hortalizas tiene una
importancia econdmica significativa para las companias productoras de semilla
y agricultores. La diseminacion de semillas infectadas a las parcelas, sin
conocer su historial de no enfermedad resulta en un dafio innecesario
(Crossany Murehart, 1964), (Neergaard, 1979), y es la mejor fuente de inoculo
a través de la semilla (Gardner y Kendrick, 1923), (Crossany Morehart, 1964).
En Florida el uno por ciento de semilla infectada con X ¢. pv. vesicatoria es
suficiente para causar una epifitia (Cox, 1966). Cuando las plantulas son
infectadas con X. C. pv. vesicatoria y éstas son llevadas a campos comerciales
pueden ocasionar serias erupciones de mancha bacteriana (Morton, 1964).

Otros autores como Diachum y Valleau (1948), reportaron que X. c. pv.

vesicatoria sobrevive en asociacion no patogénica en raices de trigo.



1]

Krupka y Crossan (1956), mencionan que X. c. pv. vesicatoria puede
sobrevivir por mas de 11 meses en tejido de hojas infectadas y en el suelo,

aunque Peterson (1963), senala que esta bacteria no sobrevive en suelo por

mas de dos semanas.

Jones, et al, (1986), reportan a Solanum americanum; Physalis
pubescens L., Ambrosia artemisifolia L., Eupatorium capillifolium Watl., Eclipta
alba L. Trifolium repens L., como malezas que son relativamente no
importantes en Ia epidemiologia de la mancha bacteriana. Ademas mencionan
que los métodos usados en las operaciones comerciales de extraccion de
semilla incluye la fermentacién o extraccion acida, este método reduce el grado
de contaminacién por la pulpa del fruto; por esta razén el nivel de transmision

de X. c. pv. vesicatoria en |a semilla es extremadamente bajo.

Sintomatologia

Esta enfermedad es caracterizada por |lesiones necréticas sobre las
hojas, tallos y frutos (Peterson, 1963), (Leite, et al, 1995). Produce dafios
cbnsiderables, pero la caracteristica mas importante es su efecto sobre los
frutos. Los sintomas de esta enfermedad en las hojas se reflejan en forma de
pequefias manchas (de 2 a 3 mm) irregulares y de color gris purpura que

presentan un halo amarillo estrecho con la parte central de color negro y con
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frecuencia muestran un exudado y puede ser dificultoso diferenciar de
manchas en las hojas causadas por otras bacterias fitopatdgenas o algun
desorden fisiologico (Agrios, 1995), (Gitaitis, et al, 1992). Cuando son
numerosas esas manchas producen defoliacién o hacen que las hojas de las
plantas queden rasgadas. La infeccion de los verticilos florales a menudo
causa un considerable desprendimiento de las inflorescencias. En los frutos
verdes aparecen pequefas manchas aguanosas que sobresalen ligeramente,
tienen halos blanco-verduscos y se extienden hasta alcanzar un diametro
aproximado de 3 a 6 mm. Poco después los halos desaparecen y las manchas
cambian de color pardo a negro, se hunden ligeramente y su superficie se

vuelve aspera y costrosa, de ahi que la epidermis del fruto se repliegue

(Agrios, 1995).

Distribucion

Esta bacteria se encuentra ampliamente distribuida en el Norte y Sur

de América, Europa, Africa, Asia y Australia (Neergaard, 1979).
Control de la Mancha Bacteriana

Gitaitis, et al. (1992), sefialan que el control de ia mancha bacteriana

por quimicos es muy dificil y que ningun bactericida es completamente efectivo



13

y es necesario darle un nivel de cero tolerancia. La Estreptomicina y Cobres
como bactericidas fueron usados para reducir la incidencia de la mancha
bacteriana pero la resistencia a estos es comun (Marco y Stall, 1983): a
mediados de los 60’s una combinacién de Cobre con Mancozeb resulté ser
mas efectiva que el Cobre sdlo (Gitaitis, ef al.,, 1992). Una tercera raza de X. c.
pv. vesicatoria en tomate fue reportada por Jones, et al., (1995), y en chile
Kousik y Ritchie (1995), reportaron las razas cuatro y cinco en el sureste de los
Estados Unidos. Sin embargo, Stall y Thayer (1962), reportaron que la
Estreptomicina pierde su efectividad con el desarrollo de nuevas cepas
resistentes al antibiético. En lo que corresponde a control genético
cruzamientos con la linea Hawaii 7998 son prometedores para el futuro ya que
la reaccion de hipersensibilidad en esta linea es controlada por mas de un gen

(Wang, et al, 1994). Si la semilla va contaminada es recomendable una

rotacion de cultivos (Crossan y Morehart, 1964).

Medios Semi-selectivos, Serologiay Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR) en el Diagnéstico e Identificacion de X. c. pv. vesicatoria

McGuire, et al. (1986), desarrollaron una técnica para la deteccion
de X. c. pv. vesicatoria proveniente en semilla tratada o no tratada y partes de
la planta. Este medio fue denominado Tween B y se caracteriza por que

aparece una zona circular alrededor de la colonia bacteriana formada por
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cristales blancos que son las sales de calcio de los &cidos grasos que son
separadas por el Tween por la accion de enzimas lipoliticas. Ademas estos
autores senalan que mediante esta técnica se puede recobrar la bacteria en
semilla comercial a concentraciones de tres unidades forrﬁadoras de colonia
(UFC) por gramo, con un alto nivel de eficiencia. Otros investigadores como
Sijam, et al. (1991), desarrollaron un medio designado CKTM para el
aislamiento e identificacion de X. ¢. pv. vesicatoria proveniente en semilla, en
este medio la bacteria se distingue facilmente de cepas de otros patovares de
X. campestris por la formacién de un anillo claro alrededor de la colonia, estos
mismos autores mencionan que este anillo aparece de uno a dos dias después
de que aparecen las colonias bacterianas. Este medio se caracteriza por que
reduce grandemente la contaminacién de microflora, de lo contrario el
crecimiento de microorganismos saprofitos dificultaria la deteccién de la
bacteria fitopatégena. También Peterson (1963), utilizd tres medios selectivos
para el aislamiento de X. ¢. pv. vesicatoria de suelo y plantas enfermas de
tomate y menciona que estos medios inhibieron el 80 al 99 por ciento de los
microorganismos saprofitos que crecen en medios no selectivos y que la
inhibicion de estos microorganismos fue por la aplicacion de oxina y
detergentes aplicados al medio, el mismo autor sefala que X. c¢. pv. vesicatoria
ibida cuando los microorganismos de suelo estan presentes, en los tres

es inh

medios empleados ninguno fue considerado superior a los otros. Bashan, et al.
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(1982), recobraron X. c. pv. vesicatoria en semilla de chile usando un medio

enriquecido con hojas.

Chun y Alvarez (1983), realizaron un medio semi-selectivo al que
nombraron SM para el aislamiento de X. campestris pv. campestris proveniente
en suelo o en tejido de plantas y mencionan que este medio es util para el

aislamiento de otros patovares de X. campestris que para el caso de X. ¢. pv

vesicatoria no crece en este medio.

Schaad y White (1974), desarrollaron un medio para el aislamiento
de X. c. pv. campestris de suelo. Este medio denominado SX agar fue basado
en el principio de Ia digestion del almidon por esta bacteria; ellos trabajaron
con X. phaseoli, X. poinsettiacola, X. malvacearum, X. juglandis, X. translucens,
sicatoria. E| diagnostico se caracteriza por que X. c. pv.

X. pelargoni y X. vé

campestris forma una zona clara alrededor de la colonia al hidrolizar el almidén
contenido en el medio que para el caso de X. ¢ pv. vesicatoria no logra

hidrolizar el almidon, este medio es utilizado para la identificacidn a nivel

patovar de X. C. pV. vesicatoria (Schaad, 1994).

Schaad y Kendrick (1975), formularon un método cualitativo para la
deteccion de X. C. pV. campestris en semillas de cruciferas nombrandolo como

medio NSCA, en este medio las colonias bacterianas toman una coloracion gris
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a purpura hidrolizando el almidon. En otro estudio realizado por Poplawsky y
Chun (1995), utilizando el medio FS encontraron una pigmentacion atipica en
las colonias bacterianas de X. c. pv. campestris al analizar serhilla comercial
de cruciferas. En la actualidad este medio NSCA al igual que el SX agar son

utilizados para la identificacion de X. c. pv. vesicatoria a nivel patovar (Schaad,

1994).

Otro medio semi-selectivo fue desarrollado por Claflin, et al. (1987),
llamado MXP para el aislamiento de Xanthomonas campestris pv. phaseoli
también basado en el principio de la hidrdlisis del almidén. Este medio es
eficiente cuando esta bacteria viene portada en semilla, en planta y suelo.

También es utilizado para la identificacion a nivel patovar del grupo de las X.

campestris (Schaad, 1994).

Otros métodos que han sido empleados para el diagndstico de X. c.
pv. vesicatoria es la serologia mediante el uso de anticuerpos policlonales y
monoclonales (Morton, 1965), (Charudattan, et al., 1973), (Schaad, 1976) y
Bouzar, ef al., 1994b). Sin embargo, hay una gran heterogeneidad en las
Xanthomonas y es mejor para este caso el uso de anticuerpos monoclonales
en la identificacidn especifica de éstos patogenos de plantas. Los anticuerpos

policlonales desarrollados para cepas de X. C. pv. vesicaforia reaccionan con

otros patovares de X. campestris (O’Brien, et al., 1967). También las cepas de
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X. c. pv. vesicatoria son serologicamente diversas (Charudattan, et al., 1973),
(Schaad, 1976) y Bouzar, et al., (1994b), y en la actualidad no se han obtenido
anticuerpos monoclonales que reaccionen con todas las cepas de este
patdgeno (Bouzar, et al., 1994b) ni de otros fitopatdégenos como es el caso de

X. c. pv. campestris que tiene una gran diversidad genética en sus cepas

(Alvarez, et al., 1994).

En los ultimos afos la deteccion de X. c. pv. vesicatoria se esta
llevando a cabo por la amplificacion del DNA de la bacteria mediante la técnica
conocida como Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR); por este método
el numero de células que pueden ser detectadas en un lavado de semillas de
chile o tomate es de 10% a 10° UFC/ml (Leite, et al., 1995). Sin emba}go, es
tanta ya la variabilidad genética en esta bacteria que ha sido clasificada en
(Grupo A y B) mediante pruebas bioquimicas, fisioldgicas y

dos grupos

serologicas (Bouzar, ét al., 1994b) y también mediante la técnica del PCR

(Jones, et al., 1993), conociéndose que el grupo A ya esta presente en México

(Bouzar, et al., 1994b).




MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Sitio Experimental

El presente trabajo fue realizado en la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro durante los meses enero-julio de 1997, en el laboratorio

de Fitopatologia e invernadero de la misma, ubicada en Buenavista, Saltillo

Coahuila, México.

Material Experimental

Se trabajo con semilla de cuatro variedades comerciales de tomate
(Hayslip, Homestead 61, Rio Grande y Winner), las cuales venian envasadas y
se encuentran disponibles a la venta, para evaluar las pruebas de germinacién

y sanidad refiriéndonos con esta Ultima a la deteccién de la bacteria

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.
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Prueba de Germinacion

Primeramente se determind la capacidad de germinacidon de las
muestras de semilla a evaluar, esto para conocer su condicidn como lotes
comerciales. Para ello se utilizaron cuatro repeticiones de 100 semillas por
cada una de las variedades. Las charolas donde se pusieron las semillas a
germinar, se les colocaron cuatro capas de papel filtro, el cual se humedecié e
inmediatamente se colocaron las 100 semillas en cada repeticion y estas
fueron cubiertas con clean-pack y colocadas en una incubadora a una
temperatura a 25°C durante diez dias, se evalud la capacidad de germinacion
en base al numero de semillas con germinacion normal, es decir aquellas que
desarrollaron todas sus estructuras esenciales hasta el nivel aceptable para ser
consideradas plantulas normales. El disefo utilizado para el analisis fue un

completamente al azar de cuatro tratamientos con cuatro repeticiones

analizado mediante el paquete estadistico SAS.

Métodos de Deteccion de la Bacteria

Para lo que fue el primer objetivo determinar el mejor método de
deteccién para la bacteria X. c. pv. vesicatoria se utilizaron los métodos Tween
B (McGuire, et al 1986), CKTM (Sijam, ef al., 1991) y un tercer método

denominado TBCK quée resultdé de la combinaciéon de ambos, sélo que a este
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no se le proporcioné bacitracina. La metodologia consistid en utilizar 12
gramos de semilla (aproximadamente 5,000 semillas) de cada una de las
variedades previamente lavadas durante 30 minutos a agua corriente, con el
proposito de eliminar el tratamiento a la semilla con fungicida, inmediatamente
después se agregé tres mililitros de un buffer fosfato 0.05 M (1 000 m! de agua
destilada estéril, 7.0 g de K;:HPO,4, 1.3 g de KH;PO,4, 0.1 ml de Tween 20 y
ajustar el pH a 7.2), por gramo de semilla y se incubd durante 12 horas a 4°C.
Acto seguido se obtuvo el filtrado (separacion de la semilla y el buffer), y se
realizaron diluciones seriadas a partir de la solucién madre, 107, 102 y 102,
colocando 0.1 ml de cada una de las diluciones con tres repeticiones en cada
una de las cajas petri que contenian los medios Tween B, CKTM y TBCK y se
incubd a 27°C en un lapso de tiempo de cuatro a siete dias realizando
inspecciones diarias hasta observar las unidades formadoras de colonia (UFC)
desarrolladas con las caracteristicas propias de esta bacteria en cada uno de
los métodos empleados. Se registré, el nimero de UFC por gramo de semilla

para cada una de las variedades y métodos, analizando los datos bajo un

disefio bifactorial tres por cuatro con tres repeticiones en un arreglo

completamente al azar, asimismo, se registro el tiempo (en horas) en que

aparecieron las UEC en cada uno de los métodos y los datos fueron analizados

bajo un disefo completamente al azar de tres tratamientos con cuatro

repeticiones en el paquete estadistico SAS.
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Identificacion de la Bacteria

Una vez que se desarrollaron las UFC se aislaron 12 cepas con
caracteristicas de esta bacteria (colonias amarillas y mucoides) en medio de
cultivo Agar Nutritivo (AN), luego se les realiz6 tincién de Gram y fueron
identificadas mediante pruebas bioquimicas, medios diferenciales,
semiselectivos y pruebas de patogenicidad (tincién de Gram negativa, colonias
amarillas y mucoides en medio YDC, crecimiento a 35°C, licuefaccion de la
gelatina, digestion de proteina, produccion de ureasa, produccion de acido a
partir de glucosa, arabinosa y manosa, degradaciéon de pectato en CVP,
crecimiento en medios TB, SX agar, XCS, MD-5, KB y XTS), (Schaad, 1994),

crecimiento en medio D-1, D-3, y D-4 ( Kado y Heskett, 1970), catalasa y

oxidasa (Gitaitis, et al., 1987).

Pruebas de Patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad se realizaron con inyecciones al fruto
de acuerdo a la técnica de Stall, et al., (1972). Para la produccién de la planta
lé siembra se realizd en charolas previamente desinfectadas, utilizando como
sustrato Peat Moss (esterilizado) en enero de 1997. Y las inoculaciones se
realizaron en frutos verdes adheridos a la planta, estos frutos tenian entre 4y 5

cm de diametro ecuatorial, para las inoculaciones se utiliz6 un cultivo
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bacteriano de 48 horas de edad, crecido en medio AN, utilizando una
suspencién bacteriana de 1 x 10° UFC/ml (Schaad, 1994) y a los testigos
Unicamente agua destilada estéril e inyectada a los frutos. Una vez que

aparecieron los sintomas en los frutos la bacteria fue reaislada en medio AN e

identificada mediante el procedimiento sefialado anteriormente.



"RESULTADOS

Los resultados se presentan primeramente para el ensayo de
germinacion en los lotes de semilla evaluados. Para esto se tomd en cuenta Ia
capacidad de germinacion de las muestras de semilla medidas por el numero
de semillas con germinacion normal, es decir, aquellas que desarrollaron todas

sus estructuras, esenciales hasta el nivel aceptable para ser consideradas

plantulas normales.

En seguida se presentan los resultados de los métodos de deteccion
en los cuales se tomé en cuenta el numero de unidades formadoras de colonia

por gramo de semilla (UFC/g), considerando las caracteristicas propias de esta

bacteria en cada uno de los métodos empleados.

En tercer término se presentan los resultados del tiempo (hrs) en
que aparecieron las UFC/g de semilla, tomando en cuenta el tiempo

transcurrido desde que sée sembro en las placas hasta la aparicidon de las UFC.
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Finalmente se presentan los resultados para la identificacion de las
cepas detectadas mediante los tres métodos en base a pruebas bioquimicas,

medios diferenciales, medios semiselectivos y pruebas de patogenicidad.

Asi para los resultados de germinacion que se presenta en el
Cuadro 4.1, no se encontré diferencia significativa entre variedades, el
coeficiente de variacion (CV) se encuentra dentro de los rangos aceptables ya
que para este caso fue de 4.69 por ciento. Lo mismo se observa en la prueba
de rango multiple (Tukey al 0.05 y 0.01 por ciento) donde las diferencias
numéricas entre las variedades se observan en el Cuadro 4.2. Estos valores
de germinacién son aceptables ya que la variedad Winner la cual tiene el
valor mas bajo de germinacién (91.5 por ciento de germinacion normal) esta
muy por encima de valores minimos aceptables (80 por ciento), lo que indica
que la semilla por sus condiciones de almacenamiento (envasado en envase
hermético y tratamiento con fungicida) no tendra facilmente interferencia con
microorganismos de almacén que pudieran bajar drasticamente la germinacion,
comprobandose asi su aptitud y disponibilidad como semilla para siembra.
Estos resultados de germinacion demuestran que la semilla usada en este
experimento se usara con toda confianza al tener una calidad aceptable de
germinacién que es el principal criterio para comercializacién de lotes de
semilla y con estos valores se espera o asegura un buen funcionamiento de la

misma.
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Cuadro 4.1. Analisis de Varianza de la Variable Capacidad de Germinacion de
Semilla de Diferentes Variedades de Tomate, en Estudio de
Deteccion de la Bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.
UAAAN, 1997.

FV

gl SC CM Fc Ft
0.05 0.01

Variedades 3 10.00 3.33 0.18 NS 8.74 27.05

, Error
Total

Coeficiente

Cuadro 4.2.

Variedad

12 226.00 18.83
15

de Variacion = 4.69 por ciento.

Comparacion de Medias de la Capacidad de Germinacion para
Semilla de Diferentes Variedades de Tomate, en Estudio de

Deteccion de la Bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.
UAAAN, 1997.

Prueba de Rango Multiple
Tukey 0.05 Tukey 0.01

Homestead 61 83.5A 93 5A

Hayslip

Rio Grande

Winner

93.0A 93.0A
92.0A 920A

91.56A 91.5A
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En lo que respecta a la evaluacién de los métodos de deteccion de
la bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria como se observa en el
analisis de varianza (Cuadro 4.3), no hubo diferencia significativa entre estos
en cuanto a deteccion de la bacteria en Unidades Formadoras de Colonia por
gramo de semilla (UFC/g), al considerar para cada variedad, no obstante entre
variedades la diferencia fue altamente significativa en cuanto a UFC/g de
semilla de X. c. pv. vesicatoria, no encontrandose diferencia en la interaccién
métodos por variedades. El coeficiente de variacién (16.79 por ciento) se
encuentra entre los rangos aceptables para este tipo de prueba. Al comparar
los valores medios de UFC/g de semilla detectadas en los tres métodos en la
prueba de rango muiltiple (Tukey 0.05 y 0.01) no se observan diferencias entre
métodos (Cuadro 4.4), pero si se encontraron entre variedades ya que las mas
contaminadas con la bacteria X. c¢. pv. vesicatoria fueron la Hayslip con 1172
UFC/g en promedio y la de Rio Grande con 1700 UFC/g, observandose valores
mas bajos para la Homestead 61 con 155.33 UFC/g y la Winner con 155.33
UFC/g como se observa en el (Cuadro 4.5). Cabe mencionar que si durante el
proceso de extracciéon de la semilla ésta es contaminada por otros
microorganismos saprofitos de rapido crecimiento, pueden enmascarar la
presencia de X. C. pv. vesicatoria en cualquiera de estos métodos ya que esta
bacteria es de crecimiento mas lento y por ello la importancia del uso de los

detergentes en los medios para‘inhibir la presencia de estos microorganismos.
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Cuadro 4.3. Analisis de Varianza para los Factores en Estudio de Deteccidn de
la Bacteria Xanthomas campestris pv. vesicatoria, en Semilla de
Variedades de Tomate. UAAAN, 1397.

0.05 0.01

Métodos 2 76528.6 38264.3 216NS 1945 9946

Variedades 3 16015492.0 5338497.3 300.2** 8.64 26.60
Mét*Var 6 162391.3  27065.2 1.6NS 3.84 7.31

Error 24 42.6738.0 17780.7

Coeficiente de Variacion = 16.76 por ciento

Cuadro 4.4. Comparacion de Medias de la Variable UFC/g de Semilla en
Diferentes Métodos para Deteccion de la Bacteria Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria en Semilla de Tomate. UAAAN, 1997.

Método Prueba de Rango Multiple (promedio de UFC/g de semilla).
Tukey 0.05 Tukey 0.01

Tween B 830.17 A 830.17 A

CKTM 826.33 A 826.33 A

TBCK 730.50 A 730.50 A
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Cuadro 4.5. Comparacién de Medias de la Variable UFC/g de Semilla para
Diferentes Variedades en Estudio de Deteccién de la Bacteria
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria en Semilla de Tomate.
UAAAN, 1997. :

Variedad Prueba de Rango Multiple (promedio de UFC/g de semilla).
Tukey 0.05 Tukey 0.01

Rio Grande 1700.00 A 1700.00 A

Hayslip 1172.00 B 1172.00 B

Homestead 61 16633 C 165.33 C

Winner 165633 C 1565.33 C

Uno de los objetivos de los métodos de deteccidon es emitir un
dictamen en el menor tiempo posible. Asi el tiempo necesario para el
diagnostico, en los métodos evaluados en este estudio se presenta en el
(Cuadro 4.6). Aqui se puede observar que el coeficiente de variacion (9.9 por
ciento) se encuentra en un rango aceptable y que hubo una diferencia
altamente significativa en cuanto al tiempo (horas) entre métodos, destacando
el método Tween B, en el que el tiempo promedio en que aparecen las UFC fue
de 84 horas como se puede apreciar en el Cuadro 4.7. Asimismo al realizar las
pruebas de rango multiple (Tukey al 0.05 y 0.01 por ciento) se observan

diferencias entre métodos, en este estudio el método sefalado anteriormente
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resultd ser el mejor, menos tiempo en la aparicion de las UFC y menor

contaminacion con microorganismos saprofitos.

Cuadro 4.6. Analisis de Varianza para la Variable Tiempo (hrs) de Aparicion de
las UFC/g de Semilla en Métodos para Deteccion de la Bacteria
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria en Semilla de Tomate.
UAAAN, 1997.

FV o] SC CM Fc Ft
0.05 0.01

Metodos 2 18528.0 9264.0 52.64™ 19.38 27.35

Error 9 1584.0 176.0
Total 11 20112.0

Coeficiente de Variacién = 9.9 por ciento

Cuadro 4.7. Comparacion de Medias para la Variable Tiempo (hrs) de
Aparicion de las UFC/g de Semilla en Métodos para Deteccién de
la Bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria en Semilla de
Tomate. UAAAN, 1997.

Método Prueba de Rango Multiple (promedio en Horas)
Tukey 0.05 Tukey 0.01

TBCK 180.0 A 180.0A

CKTM 138.0 B 138.0 B

Tween B 840 C 840 C
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El Cuadro 4.8 muestra la identificacion de las cepas aisladas de los
métodos en estudio mediante pruebas bioquimicas, medios diferenciales y
medios semiselectivos. Los resultados obtenidos corresponden a los
- reportados para esta bacteria, mismos que se corroboraron con pruebas de

patogenicidad.

En relacion a las pruebas de patogenicidad los sintomas (Figura
4.1) caracteristicos de la mancha bacteriana aparecieron de 12 a 14 dias
despues de las inoculaciones, reaislandose la bacteria de los frutos a los 35 y
60 dias después de que estos fueron inoculados, estas bacterias reaisladas

dieron los mismos resultados en las pruebas bioquimicas, medios diferenciales

y semiselectivos que las bacterias inoculadas.

Figura 4.1. Sintomas de la mancha bacteriana en tomate causados por la
bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.
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Cuadro 4.8. Resultados de las Pruebas Bioquimicas, Medios Diferenciales y
Semiselectivos en la Identificacién de las Cepas de Xaiithomonas
campestris pv. vesicatoria Detectadas en Semilla de Cuatro
Variedades Comerciales de Tomate. UAAAN, 1997.

Prueba Reaccién Resultado

Tincién de Gram

Colonias amarillas y mucoides en YDC
Crecimiento a 35°C

Licuefaccion de la gelatina

Digestién de proteina

Produccion de ureasa

Catalasa

Oxidasa

Produccién de acido a partir de:

Arabinosa
Glucosa
Manosa

Degradacidn de pec:ato CVP
Crecimiento en King de B
Crecimiento en D1
Crecimiento en D3
Crecimiento en D4
Crecimiento en SX agar
Crecimiento en XTS
Crecimiento en XCS
Crecimiento en MD-5
Crecimiento en Tween B




DISCUSION

Indudablemente la introduccién de cepas mas virulentas de
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria al pais va a ser inevitable, aunque
Bouzar et al., (1994b), reportan que tan sélo el grupo A estd presente en
México y al estar importando el 100 por ciento de la semilla de tomate es
probable que en pocos afios el grupo B se encuentre causando serios
problemas en las regiones productoras a nivel nacional. En Florida, Cox
(1966), menciona que tan sélo una semilla contaminada de cada 100 es
suficiente para causar una epifitia. En México la mayoria de las regiones
productoras presentan condiciones favorables para el desarrollo de esta
enfermedad, de ahi la importancia de desarrollar técnicas para su deteccion

para poder evitar dafos innecesarios asi como la introduccién al pais de cepas

mas virulentas.

Muchas bacterias fitopatégenas pueden ser identificadas por el uso
de medios de cultivo artificiales. Distinguiendo caracteristicas por la
incorporacion a los medios de productos quimicos y antibidticos seleccionados.
E| medio Tween B es usado en la identificacion de X. ¢. pv. vesicatoria, en este

medio el bromuro de potasio (KBr) aumenta la pigmentacion de la colonia
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amarilla y el Tween 80 en conjuncion con el CaCl, demuestran lipolisis, otras
bacterias contaminantes que no logran morir con los detergentes y tienen
actividad lipolitica pueden inhibir o enmascarar la presencia de X. c. pv.

vesicatoria si ésta viene presente en la semilla, estos resultados coinciden con

los obtenidos por McGuire et al, (1986), quienes sefialan que otros
contaminantes pueden ser facilmente distinguidos por el color de sus colonias.
En estos tres métodos las colonias eran diferentes en pigmentacion, resultados
similares encontraron Poplawsky y Chun (1995), al trabajar en semillas de
cruciferas con X. c¢. pv. campestris, donde mencionan que las colonias
presentaban pigmentacion atipica en un mismo medio de cultivo. En los tres
métodos evaluados no se encontrd diferencia entre éstos en cuanto a
deteccion en unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) resultados
muy parecidos encontro Peterson (1963), al evaluar tres medios para el
aislamiento de X. c. pv. vesicatoria de suelo donde logré reducir el 90 al 99 por

ciento de los microorganismos que crecen en medios no selectivos.

Las ventajas de estos métodos son la deteccion de células vivas, la
bondad de estos métodos es que podemos saber que cantidad de inoculo
podemos llevar al campo cuando utilizamos semilla contaminada por esta

bacteria, las desventajas son queé cuando la semilla durante su proceso de

extraccion se contamina con microorganismos saprofitos que no logran ser

inhibidos por los antibioticos y detergentes utilizados en los medios, puede
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enmascararse la presencia de esta bacteria, asimismo cuando la cantidad de
inoculo es relativamente bajo el tamarfio de muestra se incrementa y si se trata
de hibridos que los precios fluctuan entre los 12,000 a 13,500 ddlares por
kilogramo de semilla, este tipo de métodos son féacil de realizar y la limitante

seria la experiencia que se tenga para trabajar con este tipo de

microorganismos.

La selectividad de los medios fue proporcionada por el uso de
Cyclohexamida, Bacitracina, Sulfato de Neomicina, Cefalexina, 5-fluorouracil y
Tobramicina. La Cyclohexamida especificamente inhibe hongos, Cefalexina

inhibe especificamente Erwinia herbicola, 5-Fluorouracil efectivamente elimina

Pseudomonas fluorescentes y la Tobramicina es muy efectiva para otras

Pseudomonas que habitan tejidos de plantas.

Aunque estos medios no eliminan todos los contaminantes

encontrados en las semillas, el beneficio de estos en la deteccion en semillas

es significativo.



CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se llevé a cabo el experimento y de

acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que:

El método mas eficiente para la deteccion de la bacteria

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria en semilla de tomate fue el Tween B.



RESUMEN

El cultivo del tomate ocupa el segundo lugar a nivel nacional desde
el punto de vista de superficie sembrada y el primero por su valor de
produccion. Este cultivo es afectado por varios agentes patégenos dentro de
esta la bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria estd considerada
como la més peligrosa en este cultivo y se corre el riesgo de introducir al pais

cepas mas patogénicas al estar importando semilla ya que este

microorganismo es transmitido por semilla.

El objetivo del presente trabajo fue determinar el mejor método para
la deteccion de la bacteria X. c. pv. vesicatoria en semilla de tomate. Esta
investigacion se realizé en laboratorios e invernadero de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro, las variedades analizadas fueron la Hayslip,
Homestead 61, Rio Grande y Winner, de semilla de lotes comerciales, 12
gramos de semillas de cada variedad se colocaron en un buffer fosfato 0.05 M,
a 4°C durante toda una noche y posteriormente se realizaron diluciones
seriadas del filtrado de la semilla y el buffer. Se sembré 0.1 ml, de cada
dilucion (solucién madre, 10", 10?y 10®) para la recuperacion de la bacteria en

los métodos Tween B, CKTM y TBCK, bajo un arreglo bifactorial tres por cuatro
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en un diseno completamente al azar con tres repeticiones. No se encontraron
diferencias entre métodos en cuanto a deteccion de la bacteria en UFC/g, pero
si entre variedades, encontrandose como las mas contaminadas por esta
bacteria la Hayslip y Rio Grande. En lo que se refiere al tiempo de aparicion
de las UFC en cada uno de los métodos, el mejor fue el Tween B el cual
registr6 un promedio en la aparicion de las UFC de 84 Horas. No se
encontraron diferencias entre variedades en cuanto a su capacidad de
germinacion. La identificacion de las cepas se realizd mediante pruebas
bioquimicas, siembra en medios diferenciales, medios semiselectivos y pruebas
de patogenicidad, los sintomas aparecieron de 12 a 14 dias después de las

inoculaciones en los frutos y el aislamiento de la bacteria correspondio

nuevamente a la aislada inicialmente.
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