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resumen
El objetivo fue evaluar la sensibilidad de la prueba de inmunostrips® en la detección de la bacteria Clavibacter michiga-
nensis subsp. michiganensis causante del cancro bacteriano, con diferentes concentraciones bacterianas en presencia y 
ausencia de tejido de hoja o semilla de tomate. El diseño experimental fue un factorial, las variables evaluadas fueron 
composición de la muestra, concentración de la bacteria, tiempo de reacción e inhibición de la reacción. La prueba de 
InmunoStrips® detectó hasta 100 UFC µL-1 por lo cual es 100 veces más sensible de lo reportado; además mostró resulta-
dos más claros sin presencia de tejido. El resultado de la reacción inmunocromática fue directamente proporcional a la 
concentración de la bacteria. El tiempo de reacción se vio directamente influido por la composición de la muestra y por la 
concentración de bacteria. En ninguno de los casos positivos fue necesario más de dos minutos de espera para observar 
la reacción cromática.
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abstract
The objective was to evaluate the sensitivity of the InmunoStrips® test in the detection of the bacterium Clavibacter michiganensis 
subsp. michiganensis causing bacterial canker, with different bacterial concentrations in the presence and absence of leaf tissue 
or tomato seed. The experimental design was a factorial. The variables evaluated were sample composition, bacterium concen-
tration, reaction time, and inhibition of the reaction. The InmunoStrips® test detected up to 100 CFU µL-1, making it 100 times 
more sensitive than reported, and showed clearer results with no tissue present. The result of the immunochromatic reaction 
was directly proportional to the concentration of the bacterium. The reaction time was directly influenced by the composition 
of the sample and by the concentration of bacterium. In none of the positive cases it took more than two minutes of waiting to 
observe the chromatic reaction.
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Introducción

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es la hortaliza de 
mayor importancia en México debido a su elevado 
consumo y a que es la mayor generadora de divisas 
por exportación: representa ingresos anuales de 1 
200 millones de dólares, sobre todo en los ciclos de 
invierno (Velasco et al., 2011). Los problemas fito-
sanitarios son uno de los principales factores que 
afectan el rendimiento de este cultivo, el cual es atacado 
por diferentes insectos, bacterias, hongos y virus; 
sin embargo, en años recientes las enfermedades de 
origen bacteriano han cobrado especial importancia al 
incrementar su incidencia en este cultivo. Una de las 
bacterias más importantes es Clavibacter michiganensis 
subsp. michiganensis (Smith) (Davis et al., 1984), 
causante del cancro bacteriano, junto con Ralstonia 
solanacerum, causante de la marchitez del tomate y 
Xanthomonas campestris, causante de la mancha o peca 
del tomate (Jones et al., 2008). 

El grado de afectación en unidades de producción 
de tomate por el cancro bacteriano va de 1 a 100%, 
y provoca importantes pérdidas económicas. En 
2011, México registró 56,025 ha de tomate, con una 
producción de 1,670,456 t y un valor de producción 
de 14,887,127.57 dólares; sin embargo, cada año, un 
porcentaje de ingresos está en riesgo dependiendo del 
grado de afectación. Para 2015, se reportaron 50,596 
ha sembradas, con una producción de 3,098,329 t y 
un aumento de 99.67% en el valor de la producción 
(SIAP, 2017).

La bacteria C. michiganensis subsp. michiganensis 
es un bacilo Gram positivo, no móvil, que en agar 
nutritivo desarrolla colonias de color amarillo claro 
a naranja de tipo mucoide (Schaad et al., 2001). 
Los síntomas de la infección se manifiestan como 
marchitez unilateral de la planta, manchas de color 
café con aspecto de quemadura, lesiones en el tallo y 
los peciolos, además de manchas redondas y acuosas 
en el fruto, con el centro levantado y corchoso de color 
claro, a lo que se le conoce como ojo de pájaro o de 
pavo (Jones et al., 2008). 

El control del cancro bacteriano es difícil y 
problemático: una vez establecida la enfermedad, 
avanza rápidamente y no existe control. Con el fin de 
combatirla, se han utilizado antibióticos como la es-
treptomicina y oxitetraciclina sin resultados favorables 
(Jaehyuk et al., 2014). Por lo anterior, se recomienda el 
uso de medidas preventivas como la desinfección de 
herramientas e instalaciones, la rotación de cultivos 
y el tratamiento de semilla con agua caliente a 60 °C 
durante 40 min, lo cual ha dado resultados positivos 

(Dhanvantary, 1989). La bacteria puede sobrevivir 
hasta por 24 meses sobre la superficie del suelo y 
siete meses en restos vegetales (Gleason et al., 1991). 
Se ha reportado que una forma de diseminación de 
la bacteria es el manejo de la plántula anterior al 
trasplante y que los síntomas pueden aparecer hasta 20 
días después del trasplante de plántulas provenientes 
de semilla infectada (Chang et al., 1991). Por lo tanto, 
es fácil dispersar la bacteria desde los almácigos hasta 
las aéreas de producción sin tener conocimiento de 
ello debido a que las plantas aún no han expresado 
síntomas (Werner et al., 2002). 

En este contexto, es importante la detección 
temprana de la bacteria para planear las actividades 
de manejo. La prueba de diagnóstico InmunoStrips® 

(Agdia®) es una prueba inmunológica de reacción 
rápida y manejo simple que puede ser realizada en 
el área de cultivo en cuanto aparezcan los primeros 
síntomas o de manera preventiva en plantas 
asintomáticas. También es factible realizar la prueba 
en semillas para detectar lotes contaminados antes de 
sembrar y, de esta manera, también evitar pérdidas 
económicas. Por lo anterior, el objetivo fue evaluar 
la sensibilidad de la prueba de InmunoStrips® para 
la detección de Clavibacter michiganensis subsp. mi-
chiganensis con diferentes concentraciones bacterianas 
en presencia y ausencia de tejido de hoja y semilla de 
tomate.

Materiales y métodos

Cepa bacteriana y prueba de patogenicidad

La prueba de patogenicidad se llevó a cabo en las ins-
talaciones de la Universidad Autónoma del Estado de 
Morelos, México. Se utilizó una cepa de Clavibacter 
michiganensis subsp. michiganensis, nativa del estado 
de Morelos, con clave CMM-C, aislada y donada por 
la Universidad Politécnica del Estado de Morelos. La 
bacteria se mantuvo en medio de cultivo NBY sólido 
(Schaad et al., 2001) a temperatura media de 26 °C. 
Para evaluar la patogenicidad de la cepa, se inocularon 
plantas de tomate tipo saladette ‘El Cid F1’ (Harris 
Moran®), de 35 días después de la emergencia y es-
tablecidas en invernadero en macetas individuales 
de seis pulgadas, con una mezcla de sustrato 2:1 de 
turba comercial y perlita. Se regó manualmente con 
300 mL de solución nutritiva por día por la mañana, 
y un riego de lavado por la tarde para reducir la 
acumulación de sales. Para evitar la contaminación del 
suelo, se recolectaron los lixiviados. La composición 
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de la solución nutritiva se hizo con base en el análisis 
químico del agua (Bautista et al., 2010) usando la 
mezcla propuesta por Velasco et al. (2011) para etapa 
vegetativa.

Preparación del inóculo e inoculación

Un cultivo bacteriano de seis días se diluyó en 
medio NBY líquido, para conseguir una suspensión 
bacteriana de 300x106 UFC µL-1 (unidad formadora 
de colonia), que presentó una absorbancia de 0.100 
a 600 nm, medida en un espectrofotómetro HACH® 
DR 5000 (México). La inoculación de la bacteria se 
realizó a 10 cm por encima de la base del tallo de la 
planta, en la parte media de la sección del tallo, que 
se encontraba entre la primera y la segunda hoja 
verdaderas, cuando la planta presentaba cuatro hojas 
verdaderas completas. Se utilizaron 20 plantas a las 
que se les realizó una perforación previa con una 
jeringa hipodérmica calibre 21, y se depositaron 5 µL 
(1500x103 UFC) dentro del punto de inoculación. Se 
utilizaron 10 plantas inoculadas con agua bidestilada 
estéril como testigo.

Diseño experimental y variables evaluadas

Se utilizó un diseño experimental factorial 3x5, 
con cuatro repeticiones, donde el primer factor fue 
la composición de la muestra utilizando bacteria 
cultivada en medio, tejido de hoja y semillas de tomate. 
El segundo factor fue la concentración de bacterias, 
en donde se consideraron cinco concentraciones 
50, 100, 500, 1,000 y 10,000 UFC µL-1. Las variables 
evaluadas fueron tiempo de reacción, medido en 
segundos (s); tipo de reacción (+,-) en porcentaje, y 
presencia o ausencia de inhibición en porcentaje. El 
valor de la concentración de la bacteria se obtuvo 
con el espectrofotómetro, y el tiempo de reacción con 
un cronómetro digital Hanhart® (México) modelo 
Specron. La reacción positiva o negativa se midió 
observando la reacción cromática y considerando los 
controles de la prueba + y - de InmunoStrips®. Para 
medir inhibición se consideró como base la prueba 
donde se utilizaron colonias bacterianas y se comparó 
con las muestras que contenían tejidos.

Sensibilidad de InmunoStrips®

Las pruebas de inmunocromáticas InmunoStrips® 
son conocidas también como pruebas RIPA (Rapid 
Inmunofilter Paper Assay), mencionadas por Shohara 

et al. (1999). Éstas utilizan anticuerpos de bacterias o 
virus unidos a partículas de látex blanco (conjugados) 
inmovilizadas en una tira de papel filtro blanco. El 
conjugado tiene un colorante que se activa con la 
presencia del antígeno, generalmente rojo o rosa, para 
hacer visible la reacción positiva; en virus detecta 
hasta 50 ng mL-1 de partículas. 

Diluciones bacterianas

Se evaluó la sensibilidad de InmunoStrips® utilizando 
diferentes concentraciones de C. michiganensis subsp. 
michiganensis cultivada en medio NBY líquido por 
tres días. Se realizaron diluciones a partir de una 
suspensión de bacteria con absorbancia 0.100 nm 
medida con el espectrofotómetro antes mencionado, a 
partir de una concentración de 300 000 UFC µL-1. Para 
detener la reproducción bacteriana, una vez medida 
la concentración, las diluciones se mantuvieron 
inmersas en hielo. En cada una de las bolsas de 
muestra previamente descongelada, la cual contenía 3 
mL de solución Buffer, se agregaron concentraciones 
bacterianas; se mezcló el contenido con una varilla 
de vidrio y se colocó el InmunoStrips® a 0.5 cm de 
profundidad en la mezcla, asegurándose de mantener 
la bolsa de prueba en posición vertical y en una 
superficie plana; posteriormente, se esperó la reacción 
colorimétrica por 30 minutos, como máximo.

Preparación del tejido foliar para InmunoStrips®

Se evaluaron concentraciones (50, 100, 500, 1,000 
y 10,000 UFC µL-1) de C. michiganensis subsp. mi-
chiganensis, mismas utilizadas con tejido foliar, con 
cuatro repeticiones, cada una para determinar si la 
reacción antigénica mostraba inhibición en presencia 
de tejido foliar o diferencias en el tiempo y tipo de 
reacción. Se agregaron 0.15 g de tejido foliar sano de 
tomate directamente dentro de la bolsa con solución 
Buffer; se maceró raspándolo contra la malla integrada 
en la bolsa de prueba; luego, se agregó bacteria en 
la concentración correspondiente, se mezcló per-
fectamente y se colocó el InmunoStrips®. Se esperó 
30 minutos como tiempo máximo de reacción para 
observar el resultado. Cada una de las bolsas de 
prueba permaneció en posición vertical.

Semilla de tomate para InmunoStrips®

Se evaluaron las concentraciones de C. michiganensis 
subsp. michiganensis con macerado de semilla sana 



ActA AgrícolA y pecuAriA, 3 (2): 50-57

Detección del cancro bacteriano

Rueda-Barrientos et al.

53

para determinar si la reacción antigénica es afectada 
por presencia de los componentes de la semilla, 
como almidones. Se agregaron 0.15 g de macerado 
de semillas previamente lavadas, desinfectadas e 
hidratadas en agua bidestilada estéril, directamente 
dentro de cada bolsa con Buffer. Se maceraron las 
muestras en mortero con pistilo; después, se agregaron 
las concentraciones (50, 100, 500, 1,000 y 10,000 UFC 
µL-1) de bacteria, con cuatro repeticiones cada una; se 
mezcló perfectamente cada muestra, se colocaron los 
InmunoStrips® y se esperó un tiempo de reacción de 
30 minutos.

InmunoStrips® para detección en tejido infectado 

Se empleó la prueba de InmunoStrips® para detectar C. 
michiganensis subsp. michiganensis en tejido infectado 
(hoja y tallo) con síntomas característicos como haces 
vasculares de coloración café, lesiones grisáceas a 
lo largo del tallo y semillas de frutos infectados que 
presentaban el síntoma de ojo de pájaro, obtenidos del 
ensayo de patogenicidad, colectadas 10 días antes de 
las pruebas y mantenidas en refrigeración a 4 °C. Se 
pesaron 0.15 g de cada una de las muestras de tejido 
vegetal y se maceraron raspándolas con la malla 
integrada en la prueba dentro de la bolsa de Buffer. 
Para la semilla, se llevó a cabo el procedimiento de 
macerado descrito anteriormente; después se colocó 
el InmunoStrips® a 0.5 cm de profundidad en el 
contenido del Buffer y se esperó la reacción por 30 
minutos como máximo. Se realizaron cuatro re-
peticiones para cada tipo de tejido.

Análisis de datos

Para analizar los datos se realizó un análisis de 
varianza, una prueba de comparación de medias por 
DMS (p≤0.05) con el programa estadístico SAS 9.

Resultados y discusión

Prueba de patogenicidad

En la prueba de patogenicidad, el resultado fue 
positivo a partir del día nueve; las plantas desarrollaron 
síntomas asociados al cancro bacteriano causado por 
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. La 
enfermedad comenzó con una marchitez localizada 
en la tercera hoja verdadera de la planta empezando 
por el foliolo del ápice de la hoja y avanzando hacia 
los demás foliolos. Presentó un halo amarillo en la 

zona de avance, lo cual coincide con lo reportado por 
Jones et al. (2008).

Figura 1. Síntomas iniciales del cancro bacteriano en hoja de 
tomate a los seis días después de la inoculación.

Figura 2. (A) Necrosamiento en haces vasculares en tallo 
de tomate infectado con Clavibacter michiganensis subsp. 
michiganensis a seis días después de la inoculación y (B) 
InmunoStrips® positivo en tallo.

Figura 3. Resultado cromático de InmunoStrips® en cinco 
concentraciones de Clavibacter michiganensis subsp. 
michiganensis; C1:10 000, C2:1000, C3:500, C4:100 y C5:50 
UFC µL-1.

C+      C1   C2    C3    C4     C5   C-
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Se observaron manchas de color café con aspecto 
de quemadura en las hojas, con presencia de una 
sección clorótica en la zona de avance y marchitez 
localizada (figura 1). Las hojas enfermas se tornaron 
de un color verde pardo y después cambiaron a 
color café con aspecto de quemadura y marchitez 
progresiva, síntomas que coinciden con los reportados 
por Masao (1992). La enfermedad avanzó del punto 
de inoculación en sentido acropétalo causando la 
marchitez de hojas completas o zonas localizadas; los 
foliolos tendieron a curvarse en las puntas afectadas, 
generalmente hacia abajo o de lado, lo que produjo 
un enchinamiento. En el tallo se desarrollaron 
lesiones grisáceas a partir del punto de inoculación 
en la parte externa y coloración café obscura en los 
haces vasculares (figura 2A), lo cual coincide con los 
síntomas desarrollados por plantas infectadas por la 
bacteria  en Jones et al. (2008). Las plantas control no 
desarrollaron ningún síntoma.

Sensibilidad de InmunoStrips®

En las bandas de InmunoStrips® se observaron 
claramente las reacciones inmunocromáticas 
semejantes al control positivo de la prueba cuando 
se usaron sólo suspensiones bacterianas hasta 100 
UFC µL-1, pero la cloración de las bandas presentó 
menor intensidad de color rosa a medida que la 
concentración bacteriana descendió (figura 3). En 
esta prueba de detección se recomienda esperar un 
tiempo de reacción de 30 minutos; sin embargo, las 
reacciones positivas en todas las muestras aparecen 
en no más de dos minutos. Es importante señalar 
que, en todos los casos, el control negativo presentó 
reacción cromática muy ligera en la primera banda, lo 

cual ocurre normalmente en pruebas de detección por 
InmunoStrips®, como se puede observar en la figura 4.

Figura 4. Controles (-) y (+) de la prueba InmunoStrips® 
utilizada para el diagnóstico de Clavibacter michiganensis 
subsp. michiganensis en el cultivo de tomate.

C-       C+

Figura 5. Resultado cromático de InmunoStrips® en hoja 
de tomate infectada por Clavibacter michiganensis subsp. 
michiganensis; 1:10 000, 2:1000, 3:500, 4:100 y 5:50 UFC µL-1.

 C+        1          2         3          4        5   

Muestra
probada

Tiempo de 
reacción (s)

Reacción
positiva (%)

Inhibición de 
reacción (%)

Bacteria 35.8a 80a 20a

Hoja 38.6b 80a 20a

Semilla 41.2c 80a 20a

* Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (DMS 
p≤0.05)

Cuadro 1. Comportamiento de diferentes tipos de muestra 
utilizada para el diagnóstico de Clavibacter michiganensis 
subsp. Michiganensis.*

Tejido foliar en InmunoStrips®

La prueba de InmunoStrips® en tejido de hoja apa-
rentemente no presenta ninguna inhibición de la 
reacción y se comporta de manera muy similar en 
cuanto a la reacción cromática y tipo de reacción, con 
respecto a las muestras de bacteria, lo que demuestra 
que la presencia de tejido de hoja no disminuye la 
sensibilidad de la prueba. A pesar de la coloración 
verde por el tejido acumulado en los InmunoStrips®, 
la prueba detectó la misma concentración bacteriana 
(figura 5). El tiempo de reacción presentó una media 
de 38.6 s con diferencias estadísticas (p≤0.05) respecto 
a las muestras de bacteria y semilla (cuadro 1).

InmunoStrips® en semilla

Los resultados de sensibilidad de prueba de In-
munoStrips® para detectar a Clavibacter michiganensis 
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subsp. michiganensis en semillas mostraron una 
reacción cromática positiva, como se observan en la 
figura 6. El tiempo de reacción aumentó ligeramente 
con una media de 41.2 s, la cual fue diferente (p≤0.05) a 
las muestras de bacteria y hoja (cuadro 1). Blakemore 
et al. (1992) reportan que, en pruebas inmunológicas 
donde se involucran enzimas, los carbohidratos 
complejos de la semillas pueden ser un elemento de 
influencia en la reacción; también mencionan que 
existe la posibilidad de presencia de inhibidores por 
la cantidad o tipo de tejido adicionado a la muestra. 
Sin embargo, en este estudio no hubo inhibición de la 
reacción al realizar la prueba con semillas de tomate, lo 
cual es relevante debido a que la semilla contaminada 
y plántula infectada son causas de dispersión del 
patógeno (Frenkel et al., 2016). Los resultados 
muestran que la reacción positiva e inhibición de la 
reacción están directamente relacionadas con el factor 
concentración de la bacteria (cuadro 2).

InmunoStrips® para detección en tejido infectado

Cuando se utilizó la prueba de InmunoStrips® 
para C. michiganensis subsp. michiganensis en tallo, 
hoja y semilla infectados, los mejores resultados 
se observaron en tallo, posiblemente por una con-
centración alta de bacterias que provocó una fuerte 
reacción positiva, la cual fue superior a la observada 
con la máxima concentración de 10,000 UFC µL-1 
(figura 2b). Se infiere que la bacteria, al ser un patógeno 
vascular, se encuentra en mayor concentración en 
tejidos que contengan haces vasculares (Jones et 
al., 2008). Mientras que en semilla y hoja no hubo 

Concen-
tración

(UFC µL-1)

Tiempo de
reacción (s) 

Reacción
positiva (%)

Inhibición de
reacción (%)

50 0.0e 0b 100a

100 64.2d 100a 0b

500 52.3c 100a 0b

1000 46.0b 100a 0b

10000 30.0a 100a 0b

* Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (DMS 
p≤0.05)

Cuadro 2. Comportamiento de diferentes concentraciones 
de bacterias en la prueba InmunoStrips® utilizada para 
el diagnóstico de Clavibacter michiganensis subsp. 
michiganensis.*

El análisis de la combinación de muestra probada y 
concentración mostró que el menor tiempo de reacción 
se obtuvo con la concentración de 10,000 UFC µL-1 sin 
diferencia significativa entre hoja y semilla de tomate, 
con una diferencia de 15.6% comparada con bacteria, 
lo cual sugiere que la prueba puede realizarse en hoja 
o semilla. Se han reportado posibilidades de detección 
de una concentración hasta de 10,000 UFC µL-1; sin 
embargo, se encontró que la prueba presenta mayor 
sensibilidad. Puesto que la prueba de InmunoStrips® 
mostró 100% de reacción positiva en todas las con-
centraciones ≥100 UFC µL-1 e inhibición de la reacción 
en la concentración de 50 UFC µL-1. Estos resultados 
fueron más claros cuando la muestra se compuso sólo 
de bacteria (cuadro 3). 

Tratamientos

Tiempo 
de

reacción 
(s) 

Reacción
positiva 

(%)

Inhibición 
de

reacción 
(%)

Bacteria + 50 UFC 
µL-1

0a* 0b 100a

Hoja + 50 UFC µL-1 0a 0b 100a

Semilla + 50 UFC 
µL-1

0a 0b 100a

Bacteria + 100 UFC 
µL-1

60h 100a 0b

Hoja + 100 UFC 
µL-1

65i 100a 0b

Semilla + 100 UFC 
µL-1

67j 100a 0b

Bacteria + 500 UFC 
µL-1

49f 100a 0b

Hoja + 500 UFC 
µL-1

50f 100a 0b

Semilla + 500 UFC 
µL-1

58g 100a 0b

Bacteria + 1 000 
UFC µL-1

43d 100a 0b

Hoja + 1 000 UFC 
µL-1

46e 100a 0b

Semilla + 1 000 
UFC µL-1

49f 100a 0b

Bacteria + 10 000 
UFC µL-1

27b 100a 0b

Hoja + 10 000 UFC 
µL-1

32c 100a 0b

Semilla + 10 000 
UFC µL-1

31c 100a 0b

* Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (DMS 
p≤0.05)

Cuadro 3. Efecto de la prueba de InmunoStrips® en los 
tratamientos evaluados.
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resultados cromáticos claros, es posible que el tiempo 
transcurrido desde el muestreo hasta la realización de 
la prueba haya influido.

La prueba de InmunoStrips® para C. michiganensis 
subsp. Michiganensis no detecta un antígeno de la 
célula bacteriana, sino los polisacáridos adheridos 
alrededor de la bacteria (Agdia®, 2013). Por lo tanto, 
se necesita mayor cantidad de bacterias que tengan 
la capa de polisacáridos (figuras 3, 5 y 6). Apa-
rentemente, la cantidad del patógeno influyó di-
rectamente en la reacción cromática, como lo señalan 
Shohara et al. (1999) para el caso de virus. Existieron 
claras diferencias en el tiempo de reacción en bacteria, 
hoja y semillas de tomate al emplear la prueba de In-
munoStrips® (figura 7).

Conclusiones

La prueba de diagnóstico de InmunoStrips® puede 
ser una herramienta para detectar de forma rápida 
y sencilla a C. michiganensis subsp michiganensis en 
tejido de hoja y semilla. La prueba detectó hasta 100 
UFC µL-1, lo que representa que es 100 veces más 
sensible de lo reportado convencionalmente; por lo 
tanto, se considera una prueba de diagnóstico in situ 
con suficiente sensibilidad. 

El resultado de la reacción inmunocromática fue 
directamente proporcional a la concentración de la 
bacteria. El tiempo de reacción se vio directamente 
influido por el material biológico utilizado como 
muestra y por la concentración de bacteria; sin 
embargo, en ninguno de los casos positivos fueron 
necesarios más de dos minutos para observar la 
reacción cromática.

Figura 6. Resultado cromático de InmunoStrips® en 
semilla infectada por Clavibacter michiganensis subsp. 
michiganensis; 1:10 000, 2:1000, 3:500, 4:100 y 5:50 UFC µL-1.

Figura 7. Tiempo de reacción de la prueba en diferentes tipos 
de muestra para el diagnóstico de Clavibacter michiganensis 
subsp. michiganensis.

 C+      1       2      3       4       5   
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