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Abstract

The effect of infection with tomato seeds Clavibacter michiganensis subsp michiganensis bacteria
was determined on quantitative parameters to assess seed vigor. No statistically significant
difference between treatments for emergency speed parameters, percentage of establishment, shoot
length and root length was found. Percent viability parameter is statistically different in the
treatment of variety saladette with bacteria, where the infection causes a decrease in seed viability.
In the dry weight of stem significant difference between treatments ball without bacteria and
saladette with bacteria was found. Increased production of biomass and root dry weight on the ball
variety without infection was found; the largest amount of biomass produced by this variety,
compared with saladette variety, is not affected by the infection of seeds, with statistically
significant difference, which indicates greater vigor ball variety.

14 Introduccion

El jitomate (Lycopersicon esculentum Mill) es una de las hortalizas (junto con la papa) mas
cultivadas a nivel mundial, representa una rica fuente de vitaminas y minerales asi como proteinas,
carbohidratos, fibra y &cido fdlico, entre otros. Ademas, es rico en licopeno considerado un
antioxidante muy potente (Jaramillo et al., 2007).

El cancro bacteriano es uno de los principales problemas fitosanitarios que afecta al cultivo
de tomate en el mundo. El agente causal de esta enfermedad es la bacteria gram positiva
Clavibacter michiganensis subespecie michiganensis (Cmm). El diagnéstico oportuno de Cmm
juega un papel fundamental en varias de las medidas que involucran el control de la enfermedad.
Las semillas infectadas constituyen la fuente primaria de indculo y son responsables de la
ocurrencia de brotes severos de infeccion, aunque también puede diseminarse a través de suelo
contaminado arrastrado por el viento, o de manera mecanica por las manos, herramientas de trabajo,
poda y otras labores culturales (Sandoval, 2004). Se requieren niveles muy bajos de contaminacion
de la semilla para iniciar una epidemia importante. Por lo anterior, para el manejo del cultivo se
recomienda la utilizacion de semillas certificadas y/o la seleccion y el trasplante de plantulas
provenientes de semilla certificada y desarrollada en almécigos libre de la enfermedad.

Por otro lado, el “vigor” de las semillas ha sido por mucho tiempo tema de interés entre los
productores y usuarios de las semillas agricolas, ya que si bien la calidad de las semillas esta
determinada principalmente por la germinacion y el establecimiento de las plantulas en el campo,
éstas dependen en gran medida del vigor de la semilla. De ahi el interés por evaluar este parametro
de calidad mediante pruebas cuyos resultados estén altamente correlacionados con el
comportamiento de las semillas en el campo (Moreno, 1984).

Después de diferentes intentos por definir el vigor de las semillas, en 1977, el Comité de
pruebas de Vigor de la ISTA, lo definié como: “El vigor de la semilla es la suma total de aquellas
propiedades de la semilla que determinan el nivel de actividad y comportamiento de la semilla o
lote de semilla durante su germinacion y emergencia de la plantula. Las semillas que se comportan
bien se llaman semillas de alto vigor y semillas que se comportan pobremente son denominadas
semillas de bajo vigor”. Esta definicion engloba aquéllos procesos que directamente han sido
relacionados con las diferencias en el vigor de las semillas; estos son:
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a) Proceso y reacciones bioquimicas durante la germinacion, tales como reacciones
enzimaticas y actividad respiratoria; b) Velocidad y uniformidad de la emergencia de la plantula en
el campo, y c) Capacidad de emergencia de las plantulas bajo condiciones desfavorables del medio
ambiente. Moreno (1984) menciona que entre las causas de la variabilidad del vigor en las semillas
estan las siguientes: el genotipo, medio ambiente y nutricion de la planta, estado de madurez al
momento de la cosecha, tamafio, peso y peso volumétrico, dafio fisico, deterioro y envejecimiento y
los patdgenos. El presente estudio tiene como objetivo determinar el efecto de la infeccion de
semillas de jitomate con Cmm, sobre su velocidad de emergencia, porcentaje de establecimiento,
viabilidad, porcentaje de plantulas normales y anormales, longitud del véastago, longitud de raiz,
peso seco del vastago, y peso seco de raiz, como pardmetros cuantitativos para la evaluacion del
vigor de las semillas.

14.1 Materiales y métodos

El experimento se realiz6 en el campo experimental del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, bajo condiciones de invernadero utilizando cajas de plastico de 20 X 30 cm, con la
mitad de su volumen con arena de rio estéril. Se utilizaron dos genotipos de jitomate: jitomate tipo
“Bola” variedad Floradade y jitomate “Saladette” variedad Rio Grande, las semillas se obtuvieron a
partir de los frutos.

Preparacion del indculo. El cultivo bacteriano de Cmm de 24h en caldo NBY (Caldo nutritivo
0.8%, extracto de levadura 0.2%, K:HPO4 0.2%, KH2PO. 0.025%), se centrifugd por 15 min a
3900 g vy el precipitado se re suspendié en una solucion salina a 0.85% estéril para eliminar los
fragmentos del medio de cultivo; se centrifugd nuevamente y se ajust6 el in6culo a una densidad
Optica (OD) de 0.67 a 480nm para obtener 108 unidades formadoras de colonias (CFU) por mililitro
(Hadas et al., 2005).

Infeccion de las semillas. De cada una de los tipos de jitomate se utilizaron 100 semillas por
repeticion previamente desinfectadas en una solucion de hipoclorito de sodio al 1.0% (v/v) por 5
minutos y posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril. A continuaciéon fueron
embebidas en 200mL de la suspension bacteriana (preparada anteriormente) por 30 minutos (Figura
14).

Figura 14 Infeccion de semillas de jitomate con Cmm

Posteriormente se sembraron en almacigo en sustrato estéril. Se realizaron 4 repeticiones de 100
semillas cada una por tratamiento (Figura 14.1).
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Figura 14.1 Siembra de semillas de jitomate infectadas y no infectadas en almacigos

Asimismo, 100 semillas se consideraron como testigo negativo al pasar por el mismo
proceso pero con uso de agua destilada estéril en lugar de suspension bacteriana (Borboa et al.,
2009)

El disefio experimental utilizado fue un Disefio de Bloques Completos al Azar con 4
repeticiones.

Modelo Estadistico:
Yii = 1+ Ti + bj + gij (14)
i=1,2,3,4.(T) j=1,2,3,4.(B)

Donde:

yij = Observacion de la variable respuesta (viabilidad(%de plantas normales y anormales), longitud
de la raiz, peso seco de vastago y peso seco de raiz) obtenida del tratamiento i-ésimo dentro del
blogue j-ésimo.
H = Media general de las variables respuestas.

= Efecto del i-ésimo tratamiento
b, Efecto del j-ésimo bloque
&ij = Error asociado al tratamiento i en el bloque j

Hipdtesis a probar:
- Ho: No hay diferencias entre las medias de los dos tipos de tomate infectados y no
infectados.
- Ha: Hay diferencias en al menos una de las medias de los dos tipos de tomate infectados y no
infectados.
Nivel de significancia de 0.05.
Regla de decision:
Rechazar Ho si el valor de Fc > Ft.
No rechazar Ho si el valor de Fc <Ft

La unidad experimental consté de las 100 plantas por tratamiento por repeticion.
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Para cada tipo de jitomate (Bola y Saladette), se realizaron 4 repeticiones para cada
tratamiento (con infeccion y sin infeccion) de 100 semillas cada una, de tal manera que se
obtuvieron 4 tratamientos (Tabla 14).

Tabla 14 Determinacion de la ubicacion de cada una de las repeticiones utilizando una tabla de
distribuciones al azar

Repeticiones (R)
Tratamientos I 1 Il v

Tipo Bola (B) Con infeccion (BC)| 4(BC)| 7(BC)| 9(BC) | 13(BC)

Sin infeccién (BS) | 1(BS)| 5(BS)| 12(BS)| 15(BS)

Tipo Saladette (S)| Con infeccion (SC)| 3(SC)| 6(SC)| 11(SC)| 14(SC)

Sin infeccion (SS) | 2(SS)| 8(SS)| 10(SS)| 16(SS)

Donde:

(BC) = semillas del tipo Bola con infeccién

(BS) = semillas del tipo variedad Bola sin infeccién
(SC) = semillas del tipo Saladette con infeccion
(SS) = semillas del tipo Saladette sin infeccion

Prueba de vigor en arena. En una caja de arena previamente esterilizada, se estableci6 el
experimento teniendo como unidades experimentales 10 hileras de 14 cm de longitud a 2 cm de
separacion. En cada hilera se sembraron 10 semillas por tipo de jitomate a una distancia de 1.4 y a
0.5 cm de profundidad, usando un disefio de bloques completos al azar con cuatro repeticiones. La
cama de arena se cubri6 con una capa de polietileno formando un micro tdnel.

Variables evaluadas:

a) Velocidad de emergencia (VE): Una vez emergido el primer cotiledon se realizd el conteo
inicial (Xi), y a partir de este momento se efectu6 un conteo diario, lo cual concluyd hasta el
momento en que no se observé emergencia (Ni). La VE se calculd con base a la expresion
propuesta por Maguire (Copeland y McDonald, 1995):

VE = Z [Xi/Ni] (14.1)
=1

Donde:

VE= Velocidad de emergencia

Xi = Numero de semillas emergidas por dia
Ni = NUmero de dias después de la siembra

b) Porcentaje de establecimiento (PE): Se evalud a los 20 dias de establecido del experimento,
que fué el momento en que la emergencia permanecio constante (Figura 3). Para ello, se aplico la
expresion siguiente:

(14.2)

PE = NPN X 100
5D

Donde: NPN= Numero de plantulas normales al final de la prueba
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¢) Viabilidad: namero de plantas normales méas nimero de plantas anormales a los 20 dias después
de la siembra.

Porcentaje de plantulas normales (PPN): Se contabilizé el total de aquellas plantulas que
presentaron todas sus estructuras esenciales como un hipocétilo, épicotilo, sistema radical bien
definido, peciolo, yema terminal y dos cotiledones.

Porcentaje de plantulas anormales (PPA): Se contabilizé el total de aquellas plantulas que
presentaron alguna deficiencia en el desarrollo de sus estructuras esenciales, como son sin
cotiledones, con fisuras o lesiones que dafien al tejido conductor del hipocotilo, épicotilo o raiz.
Ademas, pléantulas deformes con estructuras primordiales retorcidos en espiral y plantulas sin
desarrollo después de haber salido de los cotiledones (Moreno, 1996).

d) Longitud del vastago (LV): Se midié la longitud promedio alcanzada por el vastago de la
plantula a los 20 dias desde el inicio de la germinacion (Maduefio-Molina et al., 2006), en 10
plantulas por repeticion.

Figura 14.2 Algunos aspectos del proceso de evaluacion de plantulas de jitomate para medicion de
los parametros de estudio: a) plantulas a los 20 dias desde inicio de germinacién, b) eliminacién de
sustrato, ¢) medicion de longitud de vastago y raiz, d) separacion de vastago y raiz para medicion de
peso seco

e) Longitud de raiz (LR): En diez plantulas normales por repeticion tomadas al azar, se midié la
longitud de raiz en cm desde el cuello de la raiz hasta el apice de la misma, este parametro se
cuantifico a los 20 dias después de la siembra.
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) Peso seco del vastago (PSV): Se tomaron los vastagos de las plantas que hayan sobrevivido, solo
plantulas normales cosechadas a los 20 dias despues de la siembra. Se secaron dichos vastagos en
estufa sometidos a 70°C durante 72 horas y se tomo el peso seco (Méndez- Natera et al., 2007).

g) Peso seco de raiz (PSR): Se tomaron las raices de las plantulas normales que se usaron para
evaluar PSV, a los 20 dias después de la siembra. Se secaron dichas raices en estufa, sometidas a 70
°C durante 72 horas y se tomo el peso seco (Méndez- Natera et al., 2007).

El analisis de los datos obtenidos para cada uno de los parametros evaluados se realiz6 con
el paquete estadistico InfoStat Software Estadistico, version 2008.

14.2 Resultados y discusion

Los resultados de la prueba de Tukey realizada para los diferentes pardmetros evaluados se
muestran en la Tabla 2. En cuanto al PSV existe diferencia significativa entre los tratamientos BS y
SC, aunque esto no tiene relacién con las semillas infectadas, indica una mayor produccion de
biomasa en la variedad bola sin infeccion, tendencia que se repite para el pardmetro PSR donde ésta
variedad produce mas biomasa tanto sin bacterias como con bacterias en comparacién con la
variedad saladette, con diferencia estadisticamente significativa, lo cual nos da idea de un mayor
vigor de la variedad bola en comparacion con la variedad saladette, pero no hay diferencia
estadisticamente significativa en relacién a los tratamientos con y sin bacterias para ambas
variedades en este pardmetro. La infeccion de las semillas de jitomate con la bacteria Cmm influye
claramente en el % de viabilidad lo cual se reflejaria en la produccién de este cultivo.

En relacion al PSR, una menor produccion de raiz podia afectar el buen desarrollo de las
plantas al modificarse la absorcion efectiva de nutrientes debido a un menor desarrollo radicular
pero, de acuerdo a los resultados obtenidos esto no es atribuible a la infeccion de la plantula por
Cmm, sino que es consecuencia de la diferencia en el % de viabilidad entre las variedades
evaluadas.

Tabla 14.1. Resultados de la prueba de comparacion de medias de Tukey para los diferentes
parametros evaluados

VE %PE %V LV LR PSV (g) [PSR(g)
(cm) (cm)
BS 921 A | 9250A | 93.00A | 436 A| 9.09A 0.35A 0.86 A
BC 887A | 90.00A| 91.25A| 441 A | 9.01A | 0.29 AB 0.86 A
SS 820A | 81.75A | 8250AB | 452A | 929A | 0.27 AB 0.71B
SC 772A | 61.25A 62.75B| 459A | 1031 A 0.26 B 0.63B

BS= variedad Bola sin bacteria; BC=variedad Bola con bacteria; SS= variedad Saladette sin
bacteria; SC= variedad Saladette con bacteria; VE= velocidad de emergencia; PE=porcentaje de
establecimiento; V= porcentaje de viabilidad (%de plantas sanas + % de plantas anormales); LV=
longitud del vastago; LR= longitud de raiz; PSV= peso seco del vastago; PSR= peso seco de raiz.

Aunque no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para
el parametro VE (Tabla 2), se observa que los jitomates tipo bola obtuvieron las medias mas altas al
igual que los de la variedad bola sin bacteria. En segundo lugar se agrupan los jitomates de la
variedad saladette y muestran la misma tendencia de una mayor VE en los jitomates sin bacteria con
respecto a los jitomates inoculados con bacteria (Graficol4).
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Gréfico 14 Curva de crecimiento de dos tipos de jitomates inoculados con bacteria y sin bacteria
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En el Gréafico 14 se observa la velocidad de crecimiento de jitomates, donde se muestra que
la mayor cantidad de plantas emergidas se obtuvieron de los 9 a los 12 dias después de la siembra,
es decir en 4 dias emergieron la mayoria de plantulas.

Es importante mencionar, que de manera frecuente, las plantas infectadas con Cmm pueden
pasar por plantas sanas pues presentan una infeccion latente que no muestra sintomas o éstos son
muy leves y los sintomas de la enfermedad solo son observables cuando la infeccion ya esta
avanzada y es muy dificil erradicar. Las plantas con infecciones de este tipo, constituyen una fuente
de semillas contaminadas, y son la mayor causa de nuevos brotes de infeccion (Gartemann et al.,
2008), por lo que seria interesante realizar evaluaciones del efecto de la infeccidn de las semillas de
jitomate con Cmm en plantas con mayor edad o incluso, de ser posible evaluar los frutos.

En general, se considera que las semillas son la fuente primaria de inoculo, con un 0.25-
100% de porcentaje de transmision, por lo que es recomendable evitar que el patdgeno llegue al
area de cultivo para reducir las pérdidas por esta enfermedad. El patdgeno también puede
diseminarse a través de suelo contaminado arrastrado por el viento, o de manera mecénica por las
manos, herramientas de trabajo, poda y otras labores culturales (Sandoval, 2004). La mayoria de las
infecciones secundarias ocurren en condiciones de cultivo, generalmente por la penetracion de la
bacteria a través de heridas en las raices, tallos, hojas, y frutos durante el trasplante. Una vez dentro
de la planta, la bacteria invade el sistema vascular, se traslada y multiplica en los vasos del xilema,
y sale de ellos por el floema, médula y corteza.

Se recomienda la seleccion y limpieza de la semilla y el trasplante de plantulas provenientes
de semilla certificada y desarrollada en alméacigos libres de la enfermedad. También la desinfeccion
de la semilla con una solucién de acido acético al 0.6% durante 24h, o tratamiento con agua caliente
a 55°C durante 25 minutos, luego tratar con formalina y secar rapidamente. La desinfeccion con
acido clorhidrico diluido o hipoclorito de calcio también disminuye la bacteria en forma eficiente
(Gleason et al., 1993).
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14.3 Conclusion

Se determind el efecto de la infeccion de semillas de Jitomate con Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, sobre su velocidad de emergencia (VE), porcentaje de establecimiento (PE),
viabilidad, porcentaje de plantulas normales (PPN), porcentaje de plantulas anormales (PPA),
longitud del vastago (LV), longitud de raiz (LR), peso seco del vastago (PSV), y peso seco de raiz
(PSR), como parametros cuantitativos para la evaluacion del vigor de las semillas, obteniendo
diferencia estadisticamente significativa en el % de viabilidad para la variedad saladette con
bacterias. Las medias de los tratamientos de los jitomates de la variedad bola obtuvieron el mayor
PSR con respecto a los jitomates de la variedad saladette, lo cual indica un mayor vigor de la
variedad bola.
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