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INTRODUCCION

El buen desarrollo de las plantas cultivadas es de particular interés para quienes
estan relacionadas de manera directa con el crecimiento de las plantas, la produc-
cién y el manejo de sus productos. Esto depende de la disponibilidad del agua, nu-
triente, factores del medio ambiente, asi como el manejo contra el ataque de pato-

genos.

Los problemas fitopatologicos se han incrementado en los dltimos afios por di-
versos motivos, que basicamente se relacionan con un proceso de alteracion del ha-
bitat de muchos microorganismos, en el que es conveniente resaltar la intervencion

del hombre.

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es la hortaliza mas importante en numero-
S0s paises y su popularidad aumenta constantemente. En la actualidad este cultivo
ha adquirido importancia econémica en todo el mundo incluyendo al pais mexicano,
ya que es uno de los principales generadores de divisas para el pais (Hortalizas,
2010).

La superficie total sembrada de tomates en México ha mostrado una tendencia a
decrecer afio con afio, desde 85,000 hectareas en 1990 a 75,000 en el 2000, y unas
58,300 en 2010. A pesar de ello, los rendimientos promedios de produccién se han
incrementado debido a los avances tecnolégicos y al uso de agricultura protegida,
pasando de 23 t/ha en 1900 a 39 t/ha en 2010. Se estimo una produccion de 2.2
millones de toneladas para la temporada 2010/11, asumiendo condiciones meteoro-

|6gicas favorables y buenos precios internacionales (Hortalizas, 2010).

La superficie dedicada a la produccién de tomate ha ido decreciendo gradual-
mente debido a problemas de plagas, altos costos de produccién, fluctuaciones en
precios internacionales, cambio de divisa desfavorable y disponibilidad de recursos
hidricos limitada. Pequefios productores en busca de mejores precios han comenza-
do a producir maiz y frijoles. Sin embargo, también se ha producido un cambio gra-

dual de produccion a campo abierto a produccion protegida de diversa tecnologia.



Las operaciones protegidas se concentran principalmente en los estados de Sinaloa,
Baja California y Jalisco, aunque también han proliferado operaciones en Colima,
México, Hidalgo, Michoacan, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora, y Zacatecas (Hor-
talizas, 2010).

La produccién se ha visto limitada por diversos factores, tanto de tipo biético co-
mo abidtico, debido al constante cambio climatico que altera los procesos fenologi-
cos del cultivo, aunado a diferentes enfermedades que se han ido sumando al com-

plejo de enfermedades en el cultivo del tomate (L6pez, 1996).

Este cultivo se ve afectado por varios agentes patdgenos, virus, hongos, bacte-
rias, como el cancer bacteriano o cancro bacteriano (Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, Smith), puede dispersarse a través de suelo contaminado
arrastrado por el viento, que es una de las principales enfermedades en este culti-
vo. Esta bacteria es de interés cuarentenario para el pais, considerada en el grupo
A; o0 bien que ya esta presente en el pais pero bajo condiciones restringidas, en los

estados de Chiapas y Sinaloa (Lépez, 1996).

El diagnostico del cancer bacteriano se ve limitado debido a la dificultad de su
aislamiento para realizar pruebas de diagnostico como el de la prueba ELISA y la
Reaccion de Cadena de la Polimerasa (PCR), resulta en algunos casos poco acce-

sibles para muchos productores.



JUSTIFICACION

Debido a que el cultivo del tomate es uno de los principales generadores de divi-
sas para el pais, es importante reducir el uso de plaguicidas para no contaminar el
medio ambiente utilizando como un agente de control a Bacillus subtilis para el con-

trol de C. m. subsp. michiganensis.

OBJETIVO

Controlar la presencia de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en el

cultivo del tomate con Bacillus subtilis.

HIPOTESIS

Bacillus subtilis presentara un efecto antagénico en Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis.



REVISION DE LITERATURA

Cultivo del Tomate

El tomate es la m4s importante en numerosos paises y su popularidad aumenta
constantemente. En la actualidad este cultivo ha adquirido importancia econémica

en todo el mundo (Hortalizas, 2010).

Solanum lycopersicum es una planta cuyo origen se localiza en Sudamérica y
mas concretamente en la regién andina, aunque posteriormente fue llevado por los
distintos pobladores en un extremo a otro, extendiéndose por los continente (Ander-
lini, 1976).

Los tomates silvestres se agrupaban hasta hace poco tiempo en el género Lyco-
persicum. Actualmente, incluidas en el género Solanum, se siguen descubriendo y
clasificando nuevas especies de tomate, como por ejemplo Solanum arcanum y S.
huaylasense en el 2005 (Peralta et al., 2005). Todavia en la actualidad se encuentra
silvestre en algunas de esa zona, y precisamente de las investigaciones y mejoras
genéticas, para lograr cierto tipo de resistencia, se realizaron sobre esas plantas au-

téctonas.

De hecho esas mejoras ya perecen que empezaron a realizar en el Nuevo Mun-
do, probablemente en México, donde el tomate fue conocido por Hernan Cortes. Las
variedades mejoradas son buenas en tamafio en comparacion a la silvestre, y pare-
ce ser que las que se importaron en Europa ya eran mejoradas (Rodriguez et al.,
2001).

Su nombre deriva de la lengua nadhuatl de México, donde se le llamaba “tomatl.”

La planta de tomate fue aceptada durante mucho tiempo en Europa como orna-
mental, dado que se le creia venenosa, por su relacion con las plantas de la familia
solanaceas, como el belefio, la belladona, y otras; y esta creencia se ha mantenido

en muchas regiones hasta el siglo XX (Rodriguez et al, 2001).



El alcaloide causante de la toxicidad es la tomatina, que se encuentra principal-

mente en las hojas y en los frutos verdes, pero se degrada al madurar.

Superada esta primera fase, su cultivo y su consumo ha alcanzado que dificil-
mente pueda encontrarse otro producto agricola que sea consumido en tales canti-

dades como el tomate.

Segun un trabajo de Allen Stevens de la Universidad de Davis California, solo
ocupa el lugar dieciséis como fuente de vitamina A entre los principales frutos y hor-

talizas y el lugar trece como fuente de vitamina C.

Su importancia en la alimentacion guarda mas relacion con el alto consumo del
MisSmMo que con su riqueza, y constituye el principal nutriente de la alimentacion de

muchos paises (Rodriguez et al., 2001).
Requerimientos edafoclimaticos

El manejo racional de los factores climaticos de forma conjunta es fundamental
para el funcionamiento adecuado del cultivo, ya que todos se encuentran estrecha-
mente relacionados y la actuacion sobre uno de estos incide sobre el resto (INFO-
AGRO 2004).

El tomate es una planta perteneciente a la familia de las solanaceas, potencial-
mente perenne y muy sensibles a las heladas, lo que determina su ciclo, de distinta
duracion segun la variedad. Sus flores son radiales y con cinco estambres. El ovario,
supero, bicarpelar, contiene numerosos primordios seminales, produciendo bayas
polispermas. Los carpelos se presentan en posicion oblicua con respecto al plano

mediano de la flor (Nuez et al., 1999).



La ubicacién actualmente méas aceptada del tomate es la siguiente (Cronquist,
1984, Esquinas Y Nuez, 1995; Peralta et al., 2005):

Reino: Vegetal

Sub-reino: Embryobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub-clase: Dicotyledonae
Orden: tubiflorae
Familia: Solanaceae
Género: Solanum = Lycopersicon

Especie: S. lycopersicum L.

Situacién cuarentenaria del cultivo de (Solanum lycopersicum L.)

La fitopatologia incide directa e indirectamente sobre la produccién agricola. Po-
dria admirarse que la disminucion de las cosechas es la inmediatez directa de las
perdidas. Las medidas de prevencion, erradicacion, control, etc., favorecen para evi-
tar mermas en los productos. No es extrafio que en todo el mundo se hayan arbitra-
do normas legales para regular todos estos procedimientos, las medidas legales que
trascienden los conocimientos de los especialistas hasta el ciudadano comudn (Nuez
et al., 1999).

Los procedimientos cuarentenarios, en México, se aplica a cualquier organismo
gue presente un peligro para la nacién, y no permite la entrada y/o movilizacion de
los mismos. Para prevenir la entrada o movilizacion, se requiere de inspecciones en
puntos de ingreso; asi como la identificacion y diagnostico de los agentes sujetos a

cuarentenas (Lopez, 1996)

En México, las bacterias de interés cuarentenario para el cultivo del tomate son:
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas syringe subsp. to-

mato y Xanthomonas camprestris subsp. vesicatoria (Lopez, 1996).



Céancer bacteriano, (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis)
Segun Jansen (2004), la clasificacion taxondémica es la siguiente:
Dominio: Bacteria

Phylum: Actinobacteria
Clase: Actinobacteriales
Subclase: Actinobacteridae
Orden: Actinomycetales
Género: Clavibacter
Especie: michiganensis
Subespecie: michiganensis
Etiologia.

El Cancer bacteriano es una enfermedad muy seria del tomate, causada por
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm). La enfermedad se descu-
brié por primera vez en 1909 en Grand Rapids, Michigan, Estados Unidos, pero ac-
tualmente se ha reportado en areas de produccion de tomate de todo el mundo y
anualmente ocurren algunos ataques de la enfermedad. Sin embargo, se pueden
tomar medidas preventivas en todas las etapas de produccién para evitar pérdidas

por cancer bacteriano (Aguirre, 1965)

Esta enfermedad fue estudiada por primera vez E. F. Smith (1910) y debe su
nombre al lugar donde fue encontrada por primera vez. En la Argentina fue determi-
nada por Dosio (1957) y descrita posteriormente por Rossi y Resnik (1968) (Fernan-
dez, 1975). Actualmente se encuentra distribuida en todas las zonas productoras de

tomate del mundo. Es una seria enfermedad (Chang et al., 1991).



El agente etiologico es la bacteria gram (+) Clavibacter michiganensis subspp
michiganensis (Fernandez, 1975).

Las células pueden ser pleomorficas, pequefias, en forma de cocos o bastén,
dependiendo de las condiciones de crecimiento, no forma esporas, es aerodbica, sin
movimiento. El arreglo de las células, generalmente se presenta en empalizadas en
forma de V o Y (OEPP/EPPO, 2005). En DNA, a los tres dias la pigmentacion de sus
colonias es de color amarillo o naranja palido, puntiformes, mucoides, a los 4 dias
miden 1mm de didmetro, son avaladas o redondas, semifluidas y levantadas, a los 7
dias miden de 2-3mm de diametro, son lisas enteras, convexas, semifluidas en ais-
lamiento reciente (en subcultivo son mantecosas) y color amarillo palido que se va
oscureciendo, su crecimiento es relativamente lento. Los reportes de movilidad y en-
capsulacion son variados, pero en general la bacteria es considerada negativas para
estas caracteristicas. Las colonias en agar nutritivos son caracteristicamente amari-
llas y alcanza un diametro 2-3mm en 5 dias, lisa en margenes enteros y de consis-
tencia butirosa. Lelliott et al. (1987) menciond que el aislamiento se puede realizar
por medio de Glucosa Agar Nutritivo (NGA) o Levadura Pectona Glucosa Agar
(YPGA). La apariencia de la colonia en medio selectiva varia, dependiendo el medio
(Jones et al., 1991). La colonia crece bien a 28°C (x 2°C), (OEPP/EPPO, 2005). Hi-
droliza esculina, la utilizacién de la glucosa es oxidativa (aerobia estricta), oxidasa
positiva, prueba de RYO positiva y catalasa positiva (MAPA /DGSPA, 1991).

Epifitiologia

La bacteria C. m. subsp. michiganensis Smith, en campo se desarrolla mejor a
temperatura de 25°-30°C y requiere periodos de alta evapotranspiracion
(OEPP/EPPO, 2005). Por su parte Leodn et al., (1982) mencioné que la bacteria
muestra un crecimiento optimo a temperaturas de 28°C, condiciones bajos las cua-
les la planta de tomate se desarrolla durante el ciclo de cultivo. Se han reportados
reducciones en la cosechas de hasta un 70% (Rat et al., 1991). Las semillas es la
principal fuente de inoculo del patégeno. El comercio de las semillas ha facilitado la

distribucion mundial de la enfermedad. Localmente, la transferencia del equipo con-
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taminado puede permitir la transmision de la enfermedad, a otros campos
(OEPP/EPPO, 2005).

Smith et al. (1992) mencion6 que antes de que se adoptara medidas higiénicas y
métodos de extraccion de semillas, la enfermedad podia causar pérdidas hasta el
70%, siendo esta la principal fuente de diseminacion. Por su parte Messiaen (1995),
comentaba que las semillas que se hayan altamente contaminadas desde un princi-
pio, pueden motivar el nacimiento de mas de un 1% de las plantas enfermas lo que
puede originar ataque generalizados, debido a que una transmision en semillas del
1% puede proporcionar la infestacion del 100% del cultivo.

Las bacterias invernan en o sobre las semillas y, algunas aéreas, en los restos
de plantas depositados en el suelo. Las infecciones primarias pueden deberse a la
propagacion de esas bacterias desde las semillas hasta los cotiledones u hojas pero
la mayoria de ellas se deben a la penetracion de dichas bacterias a través de heri-

das en raices, tallo, hojas y frutos (Garcia et al., 2000).

Las bacterias son llevadas hasta ellos a través de la manipulacién de esos 6rga-
nos, la cual tiene lugar durante el transporte, aunque también son diseminadas por
el agua del suelo, por la lluvia acarreada por el viento y las practicas agricolas como
el atado y la poda de las plantas del tomate en forma de vara. Una vez que se en-
cuentra dentro de la planta, las bacterias llegan al sistema bascular se desplazan y
propagan principalmente, los vasos xilematicos espirales, para después salir de ellos
e invadir en floema, medula y corteza, donde forman las grandes que originan los

canceres (Leon et al., 1982).

Cuando el clima es humedo, los canceres exudan masas mucilaginosas de bac-
terias hasta la superficie del tallo, desde donde se extiende hasta las hojas y frutos y
producen infecciones secundarias (CNRDF-DGSV, 1999).



Sintomas

Por su parte C. michiganensis subsp. michiganensis causa el marchitamiento y
la Glcera del tallo de tomate (Solanum lycopersicum), una de las mas importantes en-
fermedades bacterianas del tomate en todo el mundo. Los sintomas de esta enfer-
medad se pueden observar en los distintos érganos de la planta: Por un lado, el
marchitamiento unilateral de las hojas es el primer sintoma de la enfermedad. Mas
tarde la marchitez se extiende a todas las hojas. En el tallo aparecen unas lesiones
en forma de Ulceras. La planta se marchita del todo y muere. En el caso de que la in-
feccidon se haya producido en el ultimo estadio de desarrollo de la planta de tomate,
las plantas pueden sobrevivir para fructificar, pero en tal caso en los frutos aparece-
ran unas manchas denominadas ojos de pajaro, y a menudo la semilla terminara in-
fectdndose y constituyéndose en inéculo de una nueva infeccion. En los suelos con-
taminados con C. michiganensis subsp. michiganensis, la bacteria puede entrar a
través de heridas en el tallo o en la raiz, y se dirige al xilema. El xilema permite la co-
lonizacion sistémica de la planta por la bacteria. Precisamente, el marchitamiento se
debe en gran medida al atasco de los vasos del xilema a consecuencia de la sintesis
de polisacéaridos extracelulares (EPS) y a la destruccion de los mismos por la pre-
sencia de enzimas que los degradan como celulosa, poligalacturonasa, pectin metil

esterasa y xilanasa, Garcia et al. (2000).

Los sintomas de la enfermedad se manifiestan en cualquier estado de desarrollo
del cultivo. En plantas adultas, el aspecto marchito es caracteristico, los bordes de
los foliolos inferiores aparecen secos y curvados hacia abajo luego adquieren un co-
lor castafio, se secan y necrosan, permaneciendo el peciolo unido al tallo, (Figura 1).
A menudo se observa marchitamiento en la mitad del foliolo o en un solo lado de la
planta. En tallos brotes y peciolos se observan lineas de color amarillo y luego cas-
tafio, bajo ciertas condiciones estas se abren formando cancros, fuente de infeccio-
nes secundarias (Figura 2). Las plantas enfermas pueden morir rapidamente, pero a
menudo sobreviven hasta la cosecha. Los dafios en fruto se observan en forma muy

esporadica (Figura, 3).

10



Figura 1. A) Necrosis de la hoja comunmente llamada “fuego”. B) Pedunculo y caliz

mostrando lesiones necraticas, fist-the seed (asta s/afno)).

Figura 2. A) Tallo mostrando sintomas clasicos de cancer bacteriano B) Compara-
cion de tallos sanos (arriba) y enfermos (abajo) que muestran decoloracion oscura y
cavidades en el area medular (xilema), Paul Bachi.

Figura 3. Cancro bacteriano conocido como “ojo de pajaro”, first-the seed (asta

s/afo)).
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En condiciones naturales, la bacteria es especifica de tomate (Solanum lycoper-
sicom) citAndose con excepcion un ataqgue a Solanum douglasii y a Capsicum an-
num, como nuevo hospedante en condiciones naturales. La principal fuente primaria
de inoculo es la semilla, que transporta a la bacteria en forma epifita o como infec-
cion latente, pero debido al largo periodo de incubacion que presenta la enfermedad

solo se manifiesta a los 30 o 40 dias luego del transplante (Chang et al., 1992).

La fuente secundaria de infeccion es la generada por los cancros que se abren.
La supervivencia de la bacteria en el campo es a través de los restos de cultivo que
persisten en el campo, también sobrevive en hospedantes alternativos, en plantas

guachas (Chang et al., 1991).

A veces se puede observar una decoloracion rosa muy ligera del tejido vascular.
El cancer bacteriano se confunde facilmente con la marchitez causada por Vertici-
llium o Fusarium (OEPP/EPPO, 2005).

Pruebas de patogenicidad

La prueba de patogenicidad es la caracteristica mas importante de las bacterias
fitopatoganas, por lo que su verificacion resulta imprescindible en la identificacion
bacteriana. Ademas, de la comprobacién de los postulados de Koch exige la inocu-
lacion artificial, en huéspedes sanos, la observaciéon de los sintomas en las plantas
inoculadas y el reaislamiento de la bacteria inoculada a partir de la planta con sinto-

mas (Llacer et al., 1996).

Deteccién del cancer bacteriano, C. m. subsp. michiganensis Smith, por

medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La dificultad que involucra el diagnostico de la enfermedad, en especial la deten-
cion del patégeno en semillas, hace que se considere de gran interés, la busqueda
de nuevas técnicas que permite elaborar método para su deteccion y diagnostico,

mas sensible y especifico que los actuales. En respuesta a esta necesidad, se han
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desarrollados protocolos, basados en la amplificacion del ADN de la bacteria conoci-
dos como Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la deteccion sensible y
especifica de este género (CNRDF-DGSV, 1999).

Para la identificacion de patdgenos individuales, se han desarrollado varios en-
sayos de PCR, incluyendo un ensayo de fluorogenico 5" nucleasa TagMan, usando
un sistema de deteccién en tiempo real (CNRDF-DGSV, 1999; Schaad et al., 2001).

Bacillus spp.
El Género Bacillus

El género Bacillus pertenece a la familia Bacilliaceae, es un género que hoy en
dia incluye mas de 60 especies de bacilos. Este género est4 formado por microorga-
nismos bacilares Gram positivos, formadores de endosporas, quimiheterotrofos que
normalmente son moviles y rodeados de flagelos periticos. Son anaerobios o aero-
bios facultativos son catalasa positivos. Las células bacterianas de este género tie-
nen un amplio tamafio que varia 0,5 a 2,5 um x 1,2-10 um. Este género se encuentra
comunmente en suelos y plantas donde tienen un papel importante en ciclo del car-
bono y el nitrégeno. Son habitantes comunes de aguas frescas y estancadas, son

particularmente activos en sedimentos. (Koneman, 2001).

Segun Jansen (2004). La Clasificacién Taxondmica es la siguiente:
Dominio: Bacteria
Fhylum: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Genero: Bacillus

Especie: subtilis
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En la primera edicién del género es claramente diverso desde el punto de vista
fenotipico y genotipico. La diferenciacion entre especies del género Bacillus se cen-
tro en los resultados en la fermentacion de lactosa, sorbitol, manitol, melobiosis, hi-

drélisis de la urea, y descarboxilacion de la lisina.(Anderson et al.,2003).

Vanegas et al. (2005) senalan que: “Existen cepas bacterianas silvestres del gé-
nero Bacillus que son capaces de inhibir el crecimiento in vitro de cepas patégenas
de F. solani y F. oxysporum”. Las cepas silvestres del género Bacillus sp. aislados
de la rizésfera de plantas son capaces de generar un efecto antagonico en el creci-
miento y desarrollo de este patdgeno, ademas de no presentar efectos adversos en

la viabilidad de las plantas del estudio.

Mas recientemente, los datos de la secuencias de RNA se han empleado para
dividir géneros de Bacillus en al menos cinco lineas diferentes. Entre las especies
mas representativas del genero Bacillus se encuentran B.alkalophilus, B anthracis, B
azotoformans, B brevis, B cereus, B subtilis, B coagulans, B firmus,B insolitus, B lin-

cheniformis, B polimyxa y B turingiensis entre otros (Berge'ys ,2000).

Especie: subtilis

Es una bacteria Gram positiva, produce endospora las que son termorresistentes
y también resiste factores fisicos perjudiciales como la desecacion la radiacion los
acidos y los desinfectantes quimicos, produce enzimas hidrofilicas extracelulares
que descomponen polisacaridos, acidos nucleicos permitiendo que el organismo
emplee estos productos como fuente de carbono y electrones, producen antibiéticos
como la bacitricina, polimixina, gramicidina y circulina, fermentan la caseina y el al-
midon, vive dentro de los limites de 55 a 70°C. Es un gran controlador bioldgico, Ba-
cillus subtilis promueve el desarrollo de las plantas y previene las enfermedades del
suelo causadas por Sclerotium rolfsii, Fusarium spp., Verticillum spp, Sclerotinia
sclerotiorum, Phytophthora capsici, Pythium spp, y el nematodo nodulador de raices
Meloidogyne spp y Rhizoctonia solani, agente causal de la enfermedad denominada

“mal del tallito” del algodonero (Andnimo, 2002).
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Las bacterias como Bacillus subtilis al ser habitantes comunes en el suelo esta-
blecen por si solas en la rizosfera del cultivo tratado y colonizan el sistema radical,
compitiendo con los organismos que la atacan y por lo tanto suprimen enfermedades
causadas por patdégenos como Fusarium spp. y Rhizoctonia spp.; es decir su meca-
nismo de accion en este caso es por competencia. Bacillus subtilis también es una
bacteria eficaz contra varios hongos patégenos, ya que es capaz de producir un an-
tibidtico, llamado iturin, el cual es particularmente activo contra el hongo, Sclerotina
fruticola, y también se ha probado para el control del hongo patégeno, Verticillium
(Andénimo, 2002).

B. subtilis es la especie tipo del género Bacillus, y sus esporas estdn ampliamen-
te distribuidas en ambientes naturales. Puede degradar pectina y polisacaridos en
los tejidos vegetales. Produce una gran gama de antibiéticos pertenecientes a la fa-
milia de las Iturinas (Wulff et al., 2002). Se ha reportado como un eficiente antagonis-
ta de fitopatogenos. Esta especie se encuentra entre los microorganismos promoto-
res del crecimiento vegetal debido a que produce sustancias semejantes a las fi-
tohormonas, y ademas contribuye al mejoramiento de la absorcion de agua y nu-
trientes en la raiz. Se le atribuye también la induccion de resistencia mediante la ac-

tivacion de genes defensivos de la planta (Guillén et al., 2006).

Virgen y Garcia (1990) obtuvieron una reduccion en la incidencia de Fusarium
oxysporum sp. niveum, en plantas de sandia (Citrullus vulgaris), mediante el trata-
miento de la semilla con Bacillus subtilis (1.6 x 10* bacterias g~'de semilla). Virgen y
Calleros et al. (1996) lograron en papa (Solanum tuberosum) cierto control de
Rhozoctonia solani con la aplicacion de Bacillus subtilis citado por Zabaleta, (2000).
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Bacillus en el control biolégico de enfermedades bacterianas

El cobre es el elemento que ha dado mejores resultados en el control de enfer-
medades de origen bacteriano. Sin embargo, éstos han sido erraticos cuando se
presentan condiciones ambientales favorables para el desarrollo y diseminacion de
las bacterias; a ello se suma la aparicion de cepas bacterianas resistentes a com-
puestos cupricos. Resultados igualmente erraticos se obtienen cuando se aplican
antibioticos contra bacterias fitopatdgenas, como las formulaciones de estreptomici-
na y oxitetraciclina, debido al desarrollo de razas resistentes (SAG, 2004).

En la busqueda de alternativas mas efectivas, la atencion se ha dirigido a las
propiedades controladoras observadas en Bacillus subtilis. Cabe sefalar, que el gé-
nero Bacillus presenta el mayor numero de especies conocidas con propiedades in-

secticidas, entre las que destaca B. thuringiensis (Donoso et al., 2006).

Las nuevas tendencias mostradas por la exigencia de los mercados agricolas in-
ternacionales, y en menor medida de los locales, restringen el uso de plaguicidas, ya
sea por la adopcién de sistemas de produccion integrada o bien, organica (cuadro
1). Esta tendencia ha sido aun mas critica en el manejo de enfermedades bacteria-
nas, dada la aparicion sistematica de resistencia a los antibiéticos usados, no sélo
en agricultura sino también en salud humana. Lo anterior ha generado la busqueda
de una nueva gama de antibioticos alternativos, y el uso de los tradicionales se ha
restringido en las actividades ajenas a la medicina, tales como la agricultura y gana-
deria (SAG, 2004).
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Cuadro 1. Productos a base de Bacillus subtilis, cultivos donde se aplica, enfer-
medad que controla y época de aplicacion (SAG, 2004).

Cultivo Enfermedad Dosis Epoca de aplicacion
Carozos Céancer bacteriano | 100 g/ha | Aplicacién con 25, 75y 100% de caida de
(cerezo, (Pseudomonas hojas a pleno invierno.
durazno,  syringae pv. Syringa Puntas verdes y plena flor.
ciruelo)
Vid Pudricion acida 3 kg/ha Aplicar en verano y precosecha
(Acetobacter sp.) (en cada (mojamiento 600-800 ).
aplicacion)

Mancha bacteriana | 300 g/ha | En almécigo, trasplante y posterior a
(Xanthomonas cualquier labor que genere heridas.

. (preventiva o : o ,
campestris pv. Aplicacién foliar en alméacigo y posterior a
vesicatoria) trasplante, amarra primer desbrote y
aplicacion de hormonas (después de
Cancro bacterial cualquier labor que genere heridas). Luego,
(Clavibacter s6lo en presencia de sintomas.
michiganensis subsf Curativo, aplicaciones cada 3 dias, hasta
Tomate L . ! .

michiganensis) 500 g/ha | que las lesiones se presenten secas y sin
Peca bacteriana (curativo) | avance.
(Pseudomonas
syringae pv. tomato]

Peral Tiz6n de flor 200 g/ha | Aplicacion foliar en 10, 25, 50 y 100% de

(Pseudomonas floracion.
syringae pv. syringaq
Repetir en caso de lluvias o heladas
primaverales.

Avellang|  Tizén bacteriano 150 g/ha Aplicacién en brotacion y
floracion de amentos con

Europeo|  (Xanthomonas mojamiento entre 600 y

arboricola) 1.000 I.
Arandan Tizén bacteriano 150 g/ha | Aplicaciéon en caida de hojas con mojamientc
(Pseudomonas de 300 I/hay en brotacién y floracién
con 600 I/ha.
syringae)
Kiwi Bacteriosis del kiwi | 150 g/ha | Aplicacion como aspersién, segun sintomas,

mojamiento de aplicacion sobre cortes de

(Pseudomonas 15 g/l poda y/o heridas.

syringae)
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MATERIALES Y METODOS

Localizaciéon

El trabajo experimental se establecio en las instalaciones de la Universidad Au-
tdbnoma Agraria Antonio Narro unidad Saltillo, Coahuila de Zaragoza, México. Al sur
de la cuidad, con domicilio Calzada Antonio Narro # 1923 Buenavista C.P. 25315.
Para el establecimiento de la plantula de tomate (Solanum lycopersicum) se llevo a
cabo en el invernadero del Departamento de Parasitologia, y la caracterizacion se
realiz6 en el laboratorio de Fitopatologia.

Material vegetal utilizado

Se usaron plantas de la variedad Tequila de 5 dias de trasplante para hacer la

inoculacion.
Obtencién del in6culo

Para determinar la presencia de la bacteria, se observaron tallos, hojas, frutos.
Que mostraron los sintomas que se asemejaban a los causados por el cancer bacte-
riano (C. m. subsp. michiganensis Smith), tales como la produccion de raices adven-
ticias, tallos agrietados, mancha ampulosa blanca, clorosis intervenal, margen de las
hojas necrosadas, y el sintoma llamado ojo de pajaro en el fruto. Los que fueron co-

lectados y trasladados al laboratorio para su caracterizacion.

Etapa de laboratorio

El diagnostico de la muestra se realizo en el laboratorio de Fitopatologia del De-

partamento de Parasitologia.



Aislamiento de la bacteria

Se desinfectaron algunos trozos del tallo enfermo para observar las lesiones en los
conductos vasculares, asi como para localizar las partes Utiles del aislamiento. Los
materiales enfermos a utilizar fueron lavados y desinfectados por medio de calor,
tanto como en tallo, y fruto. Fueron macerados en un mortero, y se hizo la siembra
de dispersion en el medio diferencial KB y D-2, con medidas asépticas en la camara
de flujo laminar y fue incubada a +28°C por 3 dias, a partir de los cuales se diferen-
ciaron por sus caracteristicas morfolégicas correspondientes a C. michiganensis; co-
lonias convexas, enteras y de color amarillo palido, y la velocidad de crecimiento len-
to (OEPP/EPPO, 2005).

Pruebas de caracterizacion de acuerdo al protocolo de Schaad et al (2001),

se realizaron las siguientes pruebas.
Tincion de Gram

Se realiza una prueba, colocando una gota de agua en un porta objetos, se tomo
una porcion de colonia con una asa bacterioldgica flameada y fue diluida en el porta
objetos, se deja secar, posteriormente se agrega cristal violeta por un minuto, se en-
juga con agua, se agrega lugol por un minuto, se enjuaga con agua, se agrega al-
cohol para enjuagar, posteriormente se agrega safranina 1% por 30 segundos y se
lava con agua esterilizada, y se deja secar. Consecutivamente se coloca una gota de
aceite de inmersion sobre el porta objeto y se observan sus caracteristicas al mi-
croscopio, en 100X, para determinar color de la tincién de la colonia y la forma de

acomodo y tipos de células (Schaad et al., 2001).

Prueba de RYO

Se realiz6 para comprobar el resultado de la tincion de Gram. Consistié en colo-
car una gota de hidréxido de potasio (KOH) al 3% en un porta objetos, posteriormen-

te colocar con una asa bacteriologica flameada la colonia en la gota, diluir, y obser-
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var si es mucoides levantando el asa de gota, si se forma una estria de mezcla se
considera positiva, y por lo tanto la tincion deberia de haber dado negativo, aclaran-
do que Clavibacter es Gram positiva, por lo que se buscaron bacterias RYO negati-
VOS.

Prueba de Oxidasa

Para el cual se utilizé papel filtro, que fue colocado en una caja petri, posterior-
mente se le agrego una gota de reactivo de Kovacs; solucion al 1% de Dihdroclorhi-
drico Tetrametil Parafenilendiamino en agua destilada, y se froto inmediatamente

con un asa bacteriologica, cargada con un cultivo joven (Schaad et al., 2001).
Prueba de Catalasa

Consiste en colocar una gota de agua oxigenada al 1%, y posteriormente agre-
gar con un asa bacteriologica desinfectada una porcién de la colonia bacteriana; en
esta prueba se busca observar si la colonia causa reaccion o efervescencia al ser di-
luida en la solucién (Schaad et al., 2001).

Prueba de Hugg-Liefeson

Se busca determinar si la bacteria es aerobia 6 anaerobia, se utilizaron 2 repeti-
ciones; una con aceite mineral para determinar si fermenta y la otra sin aceite para
determinar si se oxida, y 2 testigos, uno para cada caso. El medio fue colocado en
tubitos de ensaye. Esta prueba se realizo para observar si la bacteria oxida; en me-

dio sin aceite y que no fermente; en medios con aceite (Schaad et al., 2001).

Medio utilizacion de la glucosa (Estéril a 1 atmosfera en autoclave/15min.).

Peptona 2.0gr
NacCl 5.0gr
K,HPO, 0.3¢gr

Azul de bromotimol  0.03gr
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Glucosa 10.0gr
Agua destilada 1000ml

Se ajusta pH a 7.2, con acido acético; para bajar, y Hidroxido de potasio; para
subir, antes de agregar Glucosa. La glucosa 1%, se esterilizo por filtro mulpare, por

separado de los otros componentes.
Purificacion de colonias bacterianas

La resiembra de la colonia bacteriana se realizo con medios asépticos, mediante
el uso de una asa bacteriolégica, debidamente flameada, por estria seriadas en KB.
Las capas fueron incubadas a +28°C por 3 dias, que fue cuando se realizaron las
primeras pruebas; tincion de Gram, prueba de RYO, oxidasa, catalasa y de oxido/

fermentacién. Asi mismo, esculina, y almidon (OEPP/EPPO, 2005).

Preparacion de medios B. de King (Esterilizar a 1 atmosfera en autoclave/15

min.).

Proteasa peptona 20.0gr
K,HPO, 1.5¢gr
MgS0,7H,0O 1.5gr
Agar 15.0gr
Glicerol 15ml
Agua destilada 1000ml

Prueba de hidrélisis de esculina

Esta prueba se realizé para observar si la bacteria es capaz de hidrolizar la es-
culina, la cual si el medio se torna oscuro se considera positiva, que es la caracteris-

tica buscada.
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Prueba de hidrélisis de almidén

Esa prueba se realiz6 para observar si las bacterias es capaz de hidrolizar el al-
midon, en este medio la caracteristica es observar un halo transparente alrededor de

la colonia. De este modo se considera positiva.

Prueba de medio para hidrélisis de almidén (Estéril a 1 atmosfera en autocla-

ve/l15min.).

Agar nutritivo 10.0gr
Almidén soluble 50.gr
Agua destilada 1000ml

Se debe disolver el almidén en agua y agregar agar nutritivo, esterilizar y vaciar
a cajas. La bacteria se debe sembrar por puntos e incubar 2 dias, agregar lugol y

observar.
Hidrolisis= Halo transparente alrededor de la colonia es +.

Hidrolisis= Sin halo alrededor de la colonia es negativo

Prueba de Patogenicidad

Una vez que se aislaron y se tuvieron puras las colonias de bacterias se realiza-
ron pruebas de patogenicidad en plantula de tomate. Las inoculaciones se realizaron
por medio de puncién en los tallos entre los tejidos lefioso y la dermis. La inoculacion
se realizé con una solucién de cultivo bacteriano joven (48hrs de crecimiento). Utili-
zando una suspension bacteriana concentrada de 11x102 a la 8 en escala de Mac.

Farland y usando la Camara de Neubauer para el conteo de las bacterias.
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Disefio experimental

El experimento se establecié con el disefio completamente al azar en el cual, los

tratamientos se asignaron consecutivamente.
Descripcion del tratamiento

El experimento consistié en la seleccion de 48 plantas sanas de tomate la cual
fue trasplantada en Peat Moos esterilizado y con humedad suficiente para su desa-
rrollo normal. Fueron 8 tratamientos (T) incluyendo el testigo con 6 repeticiones cada
una. Se inocularon las plantas de tomate una semana después del trasplante con las

bacterias a diferentes concentraciones como se muestra en (Cuadro 2).

Cuadro 2. Bacillus subtilis (Bs) vs Clavibacter michiganensis subsp. michiga-
nensis (Cmm) y sus diferentes concentraciones para cada tratamiento y parte de la

planta donde fue inoculado

Tratamiento Dosis # Aplicacién

T1.- Testigo Absoluto

T2.- Bacillus subtilis 5 ml (6.075x107) 1 Raiz
T3.-Bs + Cmm 5ml+25ml 1 Raiz
T4.- Bs + Cmm 2.5ml+1ml 1 Tallo
T5.- Cmm 2.5 ml (7.8625x108) 1 Raiz
T6.- Cmm 1 ml (3.145x108) 1 Tallo
T7.-Bs + Cmm 5ml+25ml 2 Raiz
T8.- Bs + Cmm 25ml+1ml 2 Tallo
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Preparacion del in6culo

Antes de inocular se prepararon las soluciones bacterianas de la siguiente ma-

nera:

Se prepararon dos soluciones una de B. subtilis que sera como agente de bio-

control y la otra de Cmm que sera el agente causal de la enfermedad.

Con un asa bacteriol6gica se tomo suficiente colonias de bacterias de B. subtilis
para ser colocado en matraz de erlenmeyer de 500 ml que contiene caldo papa, se
deja reposar durante 48 horas para que se reproduzcan las colonias de la bacterias

y aplicarlo en el tomate (Cuadro 2).

Con un asa bacteriologica se tomo suficiente colonias de bacterias de Cmm pa-
ra ser colocado en matraz de erlenmeyer de 500 ml que contiene agar nutritivo, se
deja reposar durante 48 horas para que se reproduzcan las colonias de la bacteria y
aplicarlo en el tomate Cuadro 2.

Para conocer la concentracion aproximada de las bacterias de cada tubo se hizo
una comparacion entre las soluciones y una solucién de BaCl, y H,SO,, en la escala
de McFarland, usando la concentracion del tubo 1. La semejanza entre turbidez era
la concentracion del numero de bacterias. En este experimento se obtuvo una con-
centracion de 3.0x108 en las soluciones de ambas bacterias para la inoculacién
(Koneman, 2006).

Para conocer la concentracion se realizo un conteo con la camara de Neubauer
(Pecsok y Shields, 1997):
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Figura 4. Cuadrilla de la Camara de Neubauer para el conteo de bacterias.

Para determinar la concentracion de Clavibacter michiganensis subsp. michiga-

nensis y la de B. subtilis.

Se hizo el conteo de la bacteria contando 5 cuadros los cuatro de la orilla y el

centro se obtiene el promedio (x[1).

(x(1) (25) (10000)= bacteria /ml

(125.8) (25) (10000)= 314, 500,000 bacteria/ml

Para la raiz se inoculo 7.8625x108 bacteria/2.5ml, para el tallo fue 3.145x108
Para B. subtilis

(x(1) (25) (10000)= bacteria /ml

(48.6) (25) (10000)= 12,150, 000 bacteria/ml

Para raiz y tallo se indculo 6.075x107 bacteria/sml de la concentracion madre de
B. subtilis.
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Inoculacion

La inoculacion se hizo en el tallo y suelo (raiz) con una jeringa poniendo la solu-

cion en ella y por puncién en el tallo se inocula la bacteria dejando el primer trata-

miento como testigo.

La toma de dato fue diario hasta que aparecieron los primeros sintomas, se ob-
servo periddicamente hasta que presento los primeros sintomas similares a los cau-

sados por Cmm.
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RESULTADO Y DISCUSION

Los resultados expresados se discutiran de la forma siguiente, primeramente los
resultados de las Pruebas Bioquimicas correspondientes a Clavibacter michiganen-
sis subsp. michiganensis (Cuadro 3), seguido de Bacillus subtilis (Cuadro 4) y por ul-

timo los resultados entre las bacterias (Cuadro 5).
Caracterizacion de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Cuadro 3. Pruebas Bioquimicas, Medios diferenciales y semiselectivos en la carac-
terizacion de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. Detectados en follaje

de tomate de la variedad Tequila.

Prueba Racion Resultado
Crecimiento en B de King + +
Crecimiento en CNS + +
Crecimiento a 28°C + +
Colonias amarillas, mucoides y conve]  + +
Tincién de Gram + +
Prueba de RYO - +
Oxidasa - +
Catalasa + +
Utilizacién de la glucosa. O/F +/- +
Hidrolisis de esculina + +
Hidrolisis de almiddén - +




Rodriguez, 1994, sefala que la colonias del género Clavibacter, son pequefias,
de crecimiento lento, mucoides, convexas de color amarillo y variantes como; naraja,
rosas Yy rojas, dependiendo del medio. y concuerda con el tipo de colonias que se
aislaron.

Entre las técnicas de tincion diferencial mas importantes y utilizadas figura la
Tincidon de Gram que refleja diferencias biofisicas y bioquimicas en las paredes celu-
lares bacterianas y permite su division en dos grupos; las que se decoloran totalmen-
te por accién del alcohol (Gram negativo) y las que conservan su coloracion (Gram
positivo), para el caso de Clavibacter el resultado debe de ser positivo. Hay casos
inciertos, especialmente en bacterias corineformes, en ellos se recomienda utilizar el

test de solubilidad en KOH, el cual resultara negativo (Noval, 1991).

King et al., 1954, mencionan que el medio B de King (KB), puede emplearse co-
mo medio rutinario de aislamiento y multiplicacién, con la mayor parte de los patoge-
nos. Para este analisis resulto ser muy favorable para el desarrollo de colonias bac-
terianas. Por su parte Llacer, 1996 y Schaad, et al., 2001, mencionan al medio CNS,
como de crecimiento rapido, para el género Clavibacter, sin embargo en este estudio
se utilizé con mayor frecuencia el KB debido a que mostré mejor respuesta de cre-

cimiento de bacterias.

Vidaver y Star (1982), comentan que cuando las colonias crecen entre 21 y
26°C, temperaturas 6ptimas para estos patdgenos, son aerobios estrictos con un
metabolismo oxidativo de utilizacion de la glucosa. Son catalasa positiva y oxidasa
negativa. Sin embargo (OEPP/EPPO, 2005), describe que la colonia crece bien a
28°C (z 2°C).

Noval, 1991, reporta que como caracteristica de este género de bacterias esta
la metabolizacion oxidativa de la glucosa e Hidrdlisis de almiddn. Asi mismo Rodri-
guez, 1994 y Schaad, et al., 2001, sefialan la hidrélisis de esculina como positiva pa-

ra C. michiganensis subsp. michiganensis.
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Caracterizacion de Bacillus subtilis

Cuadro 4. Caracteristicas y pruebas Bioquimicas para la identificacion de B. subitilis

Pruebas Reaccion

Reaccidn a tincion de Gram +

Crecimiento anaerébico -

Posicion de la espora Central
Oxidasa -
Catalasa +
Fermentacion de la glucosa +
L-arabinosa +
D-xilosa +
D-manitol -
Hidrdlisis de almidén +
Hidrdlisis de la caseina +

Hidrélisis de la Urea -

Movilidad +
Utilizacion de Citrato +
Reduccioén de Nitrato +
Crecimiento en NaCl al 7% +

Crecimiento a pH 5.7 -

Hidrélisis de la Gelatina +

La cepa de B. subtilis que se aislo para hacer las pruebas bioquimicas; que pre-
sento tincion de Gram positiva, con endospara central y crecimiento aerobico, cata-
lasa positiva , presenta hidrolisis de almidon y reduce los nitratos, no produce indol,
forma escasa cantidad de acido sulfurico, presenta crecimiento en NaCl al 7%, es
manitol negativo y utiliza el citrato, (Cuadro 4). Con base a los resultados anteriores

la cepa corresponde Bacillus subtilis (Bergey's, 2000).
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Imagenes que muestran plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) de la va-
riedad tequila indeterminado, a una semana después del trasplante con un altura de

10 cm previas a la inoculacion con Cmm. y B. subtilis.

B

Figura 5. Inoculacion de bacterias en tomate

Se evaluaron 8 tratamientos incluyendo el testigo. En el cuadro 3 se observa cla-
ramente las plantas vivas que llegaron a la produccion teniendo el patégeno Clavi-

bacter michiganensis subsp. Michiganensis.
Supervivencia del inéculo

Imagenes que muestra sintomas de Clavibacter michiganensis después de ser
tratado con B. subtilis inoculados a plantas de tomate en los distintos tratamientos

que llegaron a la cosecha.
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Figura 6. Tratamiento 2 (B. subtilis), se observa los frutos sanos, Saltillo, Coahuila

de Zaragoza, 2012.

« |,

2

3
3
J,

Figura 7. Tratamiento 5 que muestra los sintomas de Cmm en los frutos, también

conocido como “ojo de pajaro”, Saltillo, Coahuila de Zaragoza, 2012.

Prueba de patogenicidad.

Para comprobar que los sintomas observados eran causados por Cmm y no por
otro microorganismo, se aplicaron los postulados de Koch se resembr6 el tejido ve-
getal (Figura 7)
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Los sintomas se manifestaron a los tres dias de haberse inoculado la planta con

la solucion bacteriana. La planta mostré algunos sintomas similares a los causados

por Cmm., cabe mencionar que a partir de que estos se manifestaron se realizo el

reaislamiento, siguiendo los mismos criterios que para el primer aislamiento, en el

(Cuadro 5) se muestran los resultados obtenidos de las pruebas realizadas. Los sin-

tomas observados fueron, Clorosis intervenal, enrollamiento de hojas y lesiones en

los conductos vasculares.

Cuadro 5. Pruebas Bioquimicas en la caracterizaciéon de Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis. Detectados en reaislamiento en follaje de tomate.

Prueba Racion Resultado
Crecimiento en B de King + +
Crecimiento a 28°C + +
Colonias amarillas, mucoides y convexas. + +
Tincion de Gram + +
Prueba de Ryo - +
Oxidasa - +
Catalasa + +
Hidrdlisis de almidén - +

Los resultados vertidos en el Cuadro 5 que atienden al las caracteristicas tipicas

de Cmm. denotan como positivas las pruebas de reaislamiento y resiembra para

concluir, con los postulados de Koch, este estudio.
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Cuadro 6. Comparacion de medias de las diferentes partes del cultivo del tomate.

Trat. Numero de: Centimetro Peso

Hojas Flore Fruto Long.de Diametro Altura  Fruto

ja tallo planta (gr.)
1 14.0000a 6.1667a 1.6667 26.0000a 0.5167ab 70.0000a 30.0000
ab ab
2 13.3333 6.5000a 2.1667a 25.2500a 0.5833a 64.1667  37.5000
ab abc a
3 125000 5.0000 0.8333 26.0000a 0.5500a 66.3333ab 29.8333
ab bc bc ab

0.0000c 0.0000d 0.0000c 0.0000b 0.0000c  0.0000d  0.0000d
14.0000a 5.0000 0.5000c 24.7500a  0.5333a 61.6667bc 28.6667

bc bc
6 0.0000c 0.0000d 0.0000c 0.0000b 0.0000c 0.0000d 0.0000d
12.1667b 4.5000c 0.5000c 23.3667a 0.4333b 60.3333c  20.6667

C
8 0.0000c 0.0000d 0.0000c 0.0000b 0.0000c  0.0000d  0.0000d
CV. 1753 30.83 122.26 16.25 25.50 12.59  39.19

Nivel de significancia: 0.05 Tukey

En este cuadro se ve que B. subtilis ademas de ser un agente de biocontrol ac-
tia como un fertilizante para las planta se tiene un mayor peso en el fruto como se
ve en el tratamiento (T2) que se inoculo solo la bacteria antagdnica que donde se
tubo mejor resultado, seguido del testigo (T1), los demas tratamientos (T3, TS5y T7),
dieron un buen resultado ademas que tenian los patdgenos que se inoculo en el
suelo en el tratamiento (T5), mostro los sintomas de Cmm, en el fruto conocido
también como “ojo de pajaro”. Pero los que fueron inoculado en el tallo mostraron los
sintomas a los 3 dias, y a la semana murieron que son los tratamientos (T4, T6 y
T8).
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Segun Filipon (2002), sefialan que la bacteria Bacillus subtilis no es potencial-
mente patdgena, no produce endotoxina y secreta proteinas al medio, algunas de
ellas con propiedades antifungicas, como la subtilinas y otros antibioticos de la fami-
lia iturinas. La subtilinas secretada por B. subtilis actia sobre la pared celular de los
hongos. Se ha demostrado que induce resistencia sistémica natural de la planta con-
tra el patdégeno bacteriano y fungoso propiedad llamada Resistencia Sistémica Ad-
quirida (SAR).

Se utiliza industrialmente como bioinsecticida y biofungicida. B. subtilis se ha uti-
lizado para el control biolégico de Phytophthora infestans, P. sojae y P. capsici en
suelos infestados por el patdégeno en cultivos de frijol y tomate (Filipon, 2002). En la
Figura 8 se puede observar que el numero de hojas fue mayor en el tratamiento

donde se uso Cmm en la raiz, asi como el testigo, el que menos presento fue el (T8).

160000

14.0000a 14.0000a

140000 13.3333ab
12.5000ab 12.1667b
120000
100000
80000
B # de hojas
60000
40000
20000
0
1 T2 T3 > ™

Figura 8. Tratamientos de acuerdo al nUmero de hojas a la comparacion de medias.

De acuerdo a la figura 8 estadisticamente hablando los mayores numero de ho-
jas se reflejaron en los tratamientos (T1 y T5), seguidos del (T2 y T3) y por ultimo
(T7)
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70000 6.5000a
6.1667ab

60000
5.0000bc  5.0000bc

50000 4.5000¢
40000
30000 M #de flores
20000
10000

0

T1 T2 T3 T5 T7

Figura 9. Tratamientos de acuerdo al numero de flores en la comparacion de medias

Se observo que al comparar las medias de las variables de respuesta numero de
flores amarradas no existio tanta diferencia entre los tratamientos figura 9, pero si se
vio diferencia entre frutos amarrados, se reflejo una mayor produccién de frutos con
el uso de Bacillus subtilis (T2), en comparacion a los demas tratamientos que estu-

vieron muy bajos, figura 10.
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25000

2.1667a

20000

1.6667ab
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10000 0:8333bc
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5000 I
0 [
T1 T2 T3 T5 T7

Figura 10. Muestra estadisticamente los tratamientos en el numero de frutos en la

comparacion de medias.

300000

26.0000a 5 5500, 2600002, 00,

250000 :
200000
150000 .
M Long. Hoja (cm)
100000
50000
0
T1 T2 T3 T5 T7

Figura 11. Tratamientos en longitud de la hoja en la comparacion de medias.

En esta grafica no hubo diferencia significativa en cuanto la longitud de la hoja
estadisticamente es igual.
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Figura 12. Tratamientos en el diametro de tallo en la comparacion de medias

800000

70.0000a

700000 66.3333ab
64.1667abC 61.6667bc £0.3333¢
600000
500000
400000
M Altura planta (cm)

300000
200000
100000

0

T1 T2 T3 T5 T7

Figura 13. Tratamientos en la altura de planta en la comparacion de medias

Investigaciones resientes muestra que B. subtilis, no solamente inhibe al pat6-
geno, sino que ademas, promueve el crecimiento de la raiz y la planta, figura 13, e
incrementa el contenido de lipidos, triglicéridos y esterol en las hojas del tomate. Del
mismo modo se ha utilizado en el tratamiento de semillas de cereales, algodén y
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maiz. En general B. subtilis es utilizado como un organismo antagonista en aplica-

ciones agronémicas (Filipon 2002).

400000 37-5000a

350000
30.0000ab 29.8333ab

300000 28.6667bc

250000
20.6667c
200000
M Peso fruto (gr)
150000
100000
50000
0
T1 T2 T3 T5 T7

Figura 14. Tratamientos del peso de frutos en la comparacion de medias.

El mayor efecto en el rendimiento del cultivo se obtuvo en las plantas inoculadas
con Bacillus subtilis, mientras que los demas tratamientos fueron similares al testigo

Figural4.

Los resultados obtenidos permiten inferir que el tratamiento con (Bs), empleados
en este ensayo promueve la altura de la planta e incrementar los rendimientos en el
cultivo debido a que la bacteria del genero Bacillus induce diferentes mecanismos re-
lacionados con la promocién de crecimiento en las plantas, ya sea que proporcionen
directamente nutrientes, participen en la fijacion de nitrogeno, fosforo y potasio, la
solubilizacion de fosforo y otros nutrientes; o bien , que las plantas sean capaces de
producir hormonas vegetales y sus promotores de crecimiento como el acido indola-
cetico o por la produccion de sideroforos o antibiéticos para la supresion de la mi flo-
ra dafina a esta (Hallmann et al., 1997; Kloepper et al., 1980: Van Veen et al.,
1997).
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Como se observo en este ensayo, con el uso de cepas de (Bs), se puede obte-
ner rendimientos similares a tratamientos con bactericidas y fungicida, lo que permiti-
ra integrar el control biolégico en un esquema de manejo integrado de enfermedades
en el cultivo de tomate con beneficio al medio ambiente, reducir toxicidad al humano

y reducir la resistencia de patégenos de suelo a los bactericidas (Yuen et al., 1985).
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CONCLUSIONES

El mejor tratamiento donde se inoculo la bacteria fue T3 donde se coloco la bac-

teria directamente a la raiz.

Al hacer la inoculaciéon de Cmm en el tallo que fue el tratamiento (T4, T6 y T8)

se obtuvo en una pérdida total en las plantas

Los tratamientos restantes (T5, T7) llegaron a produccidon con menos rendimien-

tos y con menor calidad en los frutos.



RECOMENDACIONES

El uso de la bacteria (Bs) como un agente de biocontrol mostro un buen resulta-
do para el control del patégeno (Cmm) se puede utilizas como un preventivo ya que
si la bacterias se encuentra en la planta ya seria dificil su control, la mejor técnica
para el control es necesario tratar el suelo con B. subtilis asi como también las semi-
lla para reducir el inoculo de la bacteria y hongos fitopatogenos. Ya que se han eva-
luado distintos compuestos quimicos comerciales, y combinaciones de varios de
ellos, para el posible tratamiento preventivo, ya que, una vez desencadenada la in-

feccion sistémica, resulta practicamente imposible su control.

Es muy importante conocer la importancia de la relacion no patogénica microor-
ganismo-planta en la rizésfera, donde los microorganismos como Bacillus subtilis
ejerce una accion especifica mediante la produccién de metabolitos secundarios, re-
sistencia a estreses bidtico y abidticos y facilitando la toma de nutrientes del suelo;

todas estas actividades podrian favorecer el desarrollo del cultivo de tomate.
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