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RESUMEN

El tomate es la hortaliza mas difundida en todo el mundo y la de mayor
valor econémico Las enfermedades constituyen un factor limitante en la
produccién de tomate en muchas partes del mundo. La mancha bacteriana es
una enfermedad del tomate que causa considerables pérdidas en la produccion,

es causada por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.

La mancha parda del tomate causado por el hongo Alternaria alternata es la
principal enfermedad del fruto para industria en el norte de Sinaloa. Los
sintomas varian desde pequefias lesiones superficiales de color café claro
hasta lesiones necroticas hundidas en los frutos maduros y en condiciones de
alta humedad, el hongo produce una capa negra de conidios sobre el tejido
infectado. El objetivo de este trabajo fue encontrar cuales son los agentes que
se encuentran asociados a la enfermedad conocida como mancha parda en el
tomate y asi poder identificarlos, las muestras que se utilizaron se colectaron en
la UAAAN, los muestreos se realizaron de manera dirigida a plantas que
presentaban sintomas de la enfermedad y posteriormente fueron trasladadas al
laboratorio de fitopatologia para su aislamiento y caracterizacion
posteriormente, se realizaron pruebas para poder llegar a identificar los
patbgenos que estan asociados a las muestras colectadas. Las pruebas fueron
las siguientes: en el caso de bacterias se realiz6 tincion de Gram, licuefaccion
de gelatina, prueba de sacarosa, prueba de Hugh - Leifson, prueba de arginina
y crecimiento en YDC vy la identificacion del hongo se realiz6 en base a
morfologia colonial y el numero de septos. Los resultados obtenidos
demostraron que los patdogenos asociados a esta enfermedad son:

Xanthomonas campestris pv vesicatoria y Alternaria alternata.

Palabras claves: Identificacion, Xanthonomas, Alternara alternata

xii



INTRODUCCION

El tomate es el principal producto en términos del valor de la produccion
en el grupo de las hortalizas que se cultivan en México. En 2012, éste ascendi6
a 13, 146 millones de pesos, monto que representd el 27.2% del valor de la
produccion de las hortalizas y el 3.2% del total del valor de la produccién

agricola primaria en el pais.

Asimismo, ocupa el primer lugar entre los productos agropecuarios en la
generacion de divisas por ventas al exterior. En 2013, reporté exportaciones por
1,780 millones de dolares, valor equivalente al 15.7% del total de las

exportaciones agropecuarias mexicanas (Banco de México, 2014).

La enfermedad mancha bacteriana ocasionada por la bacteria
Xanthomonas campestris pv.vesicatoria, es una de las enfermedades mas
importantes en los cultivos de tomate y chile en el Estado de Sinaloa, donde se
localiza con una distribucion general y en forma epidémica, ocasionando

pérdidas en la produccién (Cruz et al., 1998).

Al cultivo del tomate lo afectan diversos agentes patdgenos, pero la
bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria esta considerada como una
de las més peligrosa. La mancha bacteriana se caracteriza por presentar
lesiones necroéticas en hojas, tallos y frutos. (Gitaitis, et al., 1992).

Los problemas fitosanitarios constituyen el principal limitante del cultivo
del tomate en las zonas productoras; por su importancia econémica destacan
las enfermedades fungosas; en particular, el tizon tardio causado por
Phytophthora infestans (Mont) De Bary. El Tizon temprano, ocasionado por
Alternaria solani (Ellis y Martin) y el Moho negro del tomate, causado por

Alternaria alternata los alternata, los cuales afectan ramas, peciolos, hojas,



tallos y frutos, causando una disminucién considerable de la produccién (Fraire,
1993).

Este hongo Alternaria alternata infecta a los frutos maduros, los sintomas
varian desde las pequefias lesiones superficiales de color café claro hasta
lesiones necroéticas hundidas. En condiciones de alta humedad, el hongo

produce una capa negra de conidios sobre el tejido infectado.



Justificacion

El trabajo se realiz0, ya que no se conoce cual es el papel de los agentes
gue se encuentran en la enfermedad conocida como mancha parda del tomate,
de ahi surge la importancia de la realizacion de este trabajo para conocer que
agentes se encuentran presentes en la mancha y asi poder llegar a su

identificacion.
Objetivo

Identificar los patégenos que estan presentes en la mancha parda en el cultivo
de tomate.



REVISION DE LITERATURA

Origen del Tomate

El origen del género Solanum se localiza en la region andina que se
extiende desde el sur de Colombia al norte de Chile, pero parece que fue en
México donde se domesticOd, quizd porque crecia como arvense entre los
huertos. Durante el siglo XVI se consumian en México de distintas formas y
tamafos e incluso rojos y amarillos, pero para entonces ya habia sido llevado a
Espafia y servia como alimento también en Italia. En otros paises europeos solo
se utilizaban en farmacias y asi se mantuvieron en Alemania hasta el siglo XIX.
Los espafioles y portugueses difundieron el tomate a Oriente Medio y Africa, de
alli a otros paises asiaticos y de Europa se difundié a Estados Unidos y Canada
(Marroquin, 2005).

La gran diversidad varietal encontrada en la zona mexicana de Veracruz
y Puebla llevé a Jenkins a considerar a México como el centro de origen del
tomate cultivado de frutos grandes. El término tomate fue utilizado desde 1695
por los viajeros botanicos, quienes tomaron las palabras xitomate —xito-mate,
con los que los aztecas designaban a esta planta. México esta considerado a
nivel mundial como el centro mas importante de domesticacién del tomate
(Valadez, 1993).

Importancia Econ6mica del Tomate

Para el cierre del afio agricola 2013, el Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) estima que la produccion nacional de
tomate se ubique en 2.56 millones de toneladas de tomate, lo que representaria
una disminucién de 9.8% con respecto a la produccioén récord obtenida en 2012
(SIAP. 2014)



En términos de distribucién geografica, la produccién de tomate esta
altamente concentrada; en cinco entidades se produjo el 59.7% del total
nacional en 2012. Sinaloa aporto el 36.6% de la produccién nacional de tomate
y le siguen en importancia Baja California, Michoacan, Jalisco y Zacatecas, con
6.7, 6.0, 5.5y 4.9% de la oferta nacional, respectivamente (USDA, FAS. 2013).

Clasificacion Taxonomica
Reino: Vegetal
Sub-Reino: Embryobionta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub-Clase: Dicotyledonae
Orden: Tubiflorae
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Especie: lycopersicum L

(Cronquist, 1984, Esquinas y Nuez, 1995; Peralta et al., 2005)

Descripcién Botanica
Raiz

El sistema radicular del tomate consta de una raiz principal pivotante;
pudiendo llegar a una profundidad de mas de 1.25 m, simultaneamente se
producen raices adventicias y ramificaciones secundarias que pueden llegar a
formar una masa densa y de cierto volumen; los suelos ligeros y arenosos

favorecen el desarrollo de raices profundas (FAO, 2010).



Tallo

El tallo tipico tiene de 2 a 4 cm de diametro en la base y esta cubierto por
pelos glandulares que salen de la epidermis (Nuez, 1995). Rodriguez et al.,
(1984) citados por Tapia (1985) mencionan que el tallo es erguido durante los
primeros 7 estadios de desarrollo, pero pronto se tuerce a consecuencia del

peso, siendo necesario tutorarlo cuando se cultiva en invernadero.
Hoja

La hoja es compuesta y posee un numero impar de foliolos verdes, que
depende de la variedad y de la posicién de la hoja en la planta; Asimismo la
forma, dimension, estructura, espesor y color son factores que también
dependen de la variedad; En general las hojas de variedades tardias son mas
gruesas y mas obscuras, aunque también influyen las condiciones de cultivo.
Cuando la planta es muy vigorosa ocurre que la hoja se repliega alrededor del
raquis, mientras que el abullonado de las hojas jovenes puede ser debido a un
estrés hidrico o a los pinzamientos, sobre todo en el tipo determinado (FAO,
2010).

Flor

Flor de pedunculo corto, caliz gamosépalo con 5 6 10 I6bulos; El
androceo presenta 5 o0 mas estambres unidos a la corola; El gineceo presenta
de 2 a 30 carpelos que originan los l6culos del fruto (Folquier, 1976). La
floraciébn del tomate se produce en forma de raices simples o ramificados
(distintos tipos de climas) en diferentes pisos o estratos, siendo lo normal que
en cada inflorescencia pueda haber entre 7 y 10 flores, aunque en ocasiones
pueden llegar hasta 50 (Maroto, 1989).

Fruto

El fruto del tomate es una baya globosa o piriforme de color
generalmente amarilla, rosa o rojo, debido a la presencia de licopeno y caroteno

en distintas y variable proporcién; El tamafio del fruto depende principalmente



del niumero de 6vulos fecundados, pero hay muchos otros factores que juegan
un papel importante, como por ejemplo la nutricion, el riego, la temperatura y el
namero de Ioculos. Con las variedades multiloculares se obtienen frutos
grandes y acostillados cuando la planta tiene buen suministro de agua y
nutrientes (FAO, 2010).

Semilla

Las semillas de tomate son pequefas, reniformes de germinacion
superficial de color café y de 3 a 5 mm de largo con 2 a 4 mm de ancho; La
superficie estad cubierta de vellosidades, de pequefias escamas y restos del
tegumento externo las revestian esta conserva su poder de germinacion
durante cuatro o mas afos si se mantiene en condiciones adecuadas (FAO,
2010).

Requerimientos Climéaticos

Temperatura

La temperatura Optima de desarrollo oscila entre 20 y 30°C durante el
dia y entre 1 y 17°C durante la noche; temperaturas superiores a los 30 - 35°C
afectan la fructificacién, por mal desarrollo de évulos y al desarrollo de la planta
en general y del sistema radicular en particular. Temperaturas inferiores a 12-
15°C también originan problemas en el desarrollo de la planta. A temperaturas
superiores a 25°C e inferiores a 12°C la fecundacion es defectuosa o nula. La
maduracién del fruto estd muy influida por la temperatura en lo referente, tanto
a la precocidad como a la coloracion, de forma que valores cercanos a los
10°C, asi como superiores a los 30°C originan tonalidades amarillentas. No
obstante, los valores de temperatura descritos son meramente indicativos,
debiendo tener en cuenta las interacciones de la temperatura con el resto de los

parametros climaticos (Infoagro, 2012).



Humedad

La alta humedad relativa del aire tiene gran interés sobre todo durante la
dehiscencia polinica y la consiguiente polinizacién y fecundacién, siendo quiza
la mas adecuada entre un 55 y un 60%. Ademas de que, como cifras medias, el
tomate, para cubrir su ciclo, requiere de unos valores de la integral térmica
comprendidos entre 3,000 y 4,000 °C. Mmencionan que la humedad influye sobre
el crecimiento de los tejidos, fecundacion de las flores y desarrollo de las
enfermedades criptogamicas. Si la humedad relativa es menor a 50% no hay
una buena retencion de los granos de polen y las flores se desprenden de la
planta; al disminuir la humedad relativa a menos del 40% se provoca deficiencia
de calcio, ya que este elemento se absorbe mejor cuando existe transpiracion
normal que cuando disminuye (Chamarro, 2001).

Luminosidad

Valores reducidos de luminosidad pueden incidir de forma negativa sobre
los procesos de la floracion, fecundacion, asi como el desarrollo vegetativo de
la planta. En los momentos criticos durante el periodo vegetativo resulta crucial
la interrelacion existente entre la temperatura diurna y nocturna y la luminosidad
(Infoagro, 2012)

Suelo

La planta de tomate no es muy exigente en cuanto a suelos, excepto en
lo que se refiere al drenaje, aunque prefiere suelos sueltos de textura siliceo-
arcillosa y ricos en materia organica. No obstante, se desarrolla perfectamente
en suelos arcillosos enarenados. El pH de los suelos puede ser desde
ligeramente acidos hasta ligeramente alcalinos cuando estan enarenados. Es la
especie cultivada en invernadero que mejor tolera las condiciones de salinidad,

tanto del suelo como del agua de riego (Infoagro, 2012).



Bacterias Fitopatdgenas

Las bacterias fitopatdgenas se conocen desde 1882; son, con mucho, el
grupo mas grande de procariotes fitopatbgenos que mejor se conocen (Agrios,
2004). Este grupo de patdgenos constituye el segundo en importancia, después
de los hongos, si tenemos en cuenta el numero y gravedad de las
enfermedades que produce (Goto, 1990). La clasificacién de las bacterias, al
igual que la de otros organismos, nunca es estatica y continuamente se
proponen cambios. Actualmente, la clasificacion de las bacterias se puede

plantear.

Bacterias que Causan Enfermedad en el Tomate

Existe una gran variedad de enfermedades causadas por bacterias que
dafian tallo, fruto y hojas en el cultivo de tomate; entre ellas se encuentran, la
mancha bacteriana (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria), cancro
bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis), la peca
bacteriana (Pseudomonas syringae pv. tomato), tizén foliar bacteriano
(Pseudomona syringae pv. syringae), la pudricion blanda (Erwinia carotovora
subsp. carotovora), la marchitez bacteriana del tomate (Ralstonia

solanacearum) y la necrosis medular (Pseudomonas corrugata) (Agrios, 2005).

Importancia de la mancha bacteriana en tomate

El género Xanthomonas comprende un grupo de bacterias fitopatégenas
de gran importancia econémica, ya que sus especies tienen como hospedero a
mas de 124 especies de plantas monocotiledéneas y 268 dicotiledéneas son
hospedantes de Xanthomonas (Leyns et al., 1984). Entre las especies de
Xanthomonas campestris es una de las mas importantes pues consta de al
menos 125 diferentes patovares que son diferenciados por el hospedante al que
afectan (Bradbury, 1984).

La enfermedad causa la caida de flores, reflejandose en la produccion y
su rapida diseminacién es favorecida por altas temperaturas (24-30°C). Las

pérdidas causadas por la mancha bacteriana también repercuten en el costo de
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los productos quimicos utilizados como estrategias de control, como lo es el uso
de fungicidas cupricos (Lopez & Quezado-Soares, 1997; Goode & Passer,
1980; Jones, 1997

Clasificacién Taxondmica

Vauterin et al., (1995) ubica a Xantromonas campestris pv vesicatoria de la

siguiente manera:

Filo: Proteobacteria
Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Xanthomonadales
Familia: Xanthomonadaceae
Género: Xanthomonas

Especie:campestris

Morfologia Especifica de Xanthomonas

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria es una bacteria baciliforme, con
dimensiones entre 0,7-1,0 x 2,0-2,4 um, Gram-negativa, aerébica estricta, movil
y con un flagelo polar. Se caracteriza por presentar colonias amarillas en medio
agar nutritivo (AN), mucoides y/o de producir pigmentos (xanthomonadinas) la

mayoria de ellas crecen muy lentas en medios de cultivo (Agrios, 2005).
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Figura 1. Xanthomonas campestris pv. vesicatoria aisladas en medio extracto

de lavadura agar YDC

Sintomatologia de la Enfermedad

Los sintomas de la mancha bacteriana ocurren en toda la parte aérea de
la planta y se manifiestan en cualquier etapa fenoldgica del cultivo (Gitaitis et
al., 1992). Se caracteriza por presentar lesiones necréticas en hojas, tallos y
frutos En verano y climas célidos la mancha bacteriana causa severas
defoliaciones de plantas ocasionando pérdidas en la produccién (Pohronezny et
al., 1986). En hojas, los primeros sintomas se presentan como ampollas
irregulares, con bordes definidos de un color amarillo o verde claro a marrén
oscuro o necrético. En los frutos verdes aparecen pequefias manchas acuosas
gue sobresalen ligeramente, tienen halos blancos verduscos y se extienden

hasta alcanzar un diametro aproximado de 3 a 6 mm (Agrios, 2005).

Poco después los halos desaparecen y las manchas se van tornando de color
marron y de textura aspera (Jones, 1997). Estas lesiones tienden a ser
hundidas en el centro y elevadas por los margenes. Una enfermedad conocida
como peca bacteriana del tomate se parece a la mancha bacteriana pero es
ocasionado por la bacteria Pseudomonas syringae pv., tomate. Las lesiones
gue causa en hojas, tallos y el fruto son similares (pero mas pequefias) que las

gue causa Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Agrios, 2005),
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Figura 2. Sintomas causados por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria en
cultivos de tomate A) manchas necréticas en tejido foliar. B) heridas
necroticas en fruto. (Disponible en Guia de enfermedades de
tomate pdf)

Ciclo de la Enfermedad

La bacteria penetra dentro de las hojas a través de las estomas. En los
frutos se introduce mediante heridas provocadas por insectos picadores, como
la chinche verde (Nezara viridula) por la accion del granizo, o bien por el granizo
y por particulas de arena muy finas arrastradas por vientos muy fuertes. Una
vez dentro de la cavidad estomatal, la bacteria provoca una hinchazén y
rompimiento de la epidermis. Después se extiende hacia otros espacios
intercelulares adyacentes, y destruye el tejido. Posteriormente la mancha se

seca Yy el tejido se colapsa (Jones, et al., 1991).

En tejidos jévenes de hojas y frutos estimulan la division celular; la
hipertrofia es ocasionada por cantidades muy pequefias de amonio, que es
producido por la bacteria.

Las bacterias se diseminan a través de la semilla infestada, por la lluvia y
durante las labores de cultivos. Sobrevive en residuos de plantas muertas
durante dos afios, en semillas secas de tomate durante 16 meses, en plantas
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de tomate y en la rizésfera de algunos cereales de invierno; la bacteria no

sobrevive en el suelo como células individuales (Jones et al., 1991).

Las temperaturas de 24 a 30°C, asi como la humedad relativa
especialmente gotitas de agua son necesarias para el desarrollo de la

enfermedad (Jones et al., 1991)

Control de la Enfermedad

La desinfeccion de la semilla es importante para un buen inicio de la
produccion de plantulas libres de las bacterias. Se recomienda la desinfeccion
de la semilla con agua caliente a 50°C durante 30 minutos o tratar la semilla
con productos quimicos como el Arasan 75. En plantulas que se producen en
invernaderos con cubierta de plastico, se debe de regar solamente cuando sea
necesario. Tratamientos al agua con bactericidas/algicidas resultan de gran
utiidad y a muy bajo costo si se implementan en forma continua. También
conviene aplicar cualquier método que ayude a reducir la temperatura dentro
del invernadero, sobre todo durante los meses mas calurosos. Lo anterior no
favorece el desarrollo de la enfermedad. Las aspersiones con productos
guimicos a base de cobre mezclados con antibiéticos completan el manejo de la
enfermedad. En el campo, la alternativa de control es el uso de fungicidas a
base de cobre mezclados con ditiocarbamatos de manganeso, asi como la
aspersion de antibiéticos como el sulfato de estreptomicina. La rotacion de
cultivos es recomendable para eliminar las fuentes de in6culo (residuos de

cosecha y plantas muertas) en el campo (Stall, 1993)

Las aspersiones con productos quimicos a base de cobre mezclados con
antibioticos completan el manejo de la enfermedad. En el campo, la alternativa
de control es el uso de fungicidas a base de cobre mezclados con
ditiocarbamatos de manganeso, asi como la aspersion de antibiéticos como el

sulfato de estreptomicina. La rotacion de cultivos es recomendable para
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eliminar las fuentes de indculo (residuos de cosecha y plantas muertas) en el

campo (Jones et al., 1991).

Hongos que Causan enfermedad en el tomate

Alternaria alternata es la principal enfermedad del cultivo de tomate;
Este hongo causa lesiones irregulares de color café en las hojas y termina
secandolas, especialmente en la parte basal. También a los frutos, tanto en el
campo como en almacenamiento, formando lesiones localizadas en todo el
fruto, especialmente en la parte superior, donde se deposita el roci6 y alli el
hongo absorbe nutrientes secretados por el fruto; También se le encuentra en la
parte apical, especialmente cuando previamente ha existido dafio por pudricion
apical. La pudricién del fruto es seca, de color café negruzca y puede penetrar
profundo (Bruna, 2003).

Género Alternaria

El género Alternaria contiene especies cosmopolitas que se encuentran
en un amplio rango de materiales y productos; Como saprobias pueden
deteriorar alimentos y forrajes, produciendo compuestos biolégicamente activos,
tal como micotoxinas; Como patdégenas reducen el rendimiento de las cosechas
o afectan a los vegetales almacenados; Es necesaria una identificacion precisa
de las especies porque cada nombre entrafia un conjunto de caracteristicas
(preferencias para el crecimiento, patogenicidad, produccion de metabolitos
secundarios) que permiten predecir el comportamiento del hongo (Andersen et
al., 2001).

Alternaria alternata

Es un hongo presente en todos los continentes, causa la muerte de las
plantas, dafia al fruto y disminuye el rendimiento; las lesiones en frutos

disminuyen su valor comercial atacando al tomate, papa, berenjena, zanahoria,
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papaya entre otros muchos hospederos, sobreviviendo de una estacién a otra,
en el suelo y restos de cultivos (Agrios, 2005).

Medios de Crecimiento para Alternaria alternata

Las caracteristicas del crecimiento constituyen uno de los criterios para la
clasificacion; en medio de cultivo Czapek- Levadura A. alternata produce
colonias con un didmetro de 56 a 63 mm en tan solo 1 semana a 27°C, son
chatas y ligeramente algodonosas con micelio aéreo de color gris verdoso y al
reverso de color negro parduzco; Mientras que las cepas de A. infectoria
forman escasos conidios, tienen un micelio algodonoso y el reverso de la
colonia es obscuro en el centro rodeado de un anillo anaranjado palido
(Andrews, 1992).

Los cultivos de A. alternata en medios de cultivo PDA; al principio son
blancos, pero se torna a un gris oscuro con bordes blancos a las 48 hrs.
posteriormente, la colonia se extiende cubriendo la caja de Petri; la
esporulaciéon es abundante, de color casi negro donde los conidi6éforos son

verde olivo y septados (Jones et al., 1997

Clasificacién Taxondmica

Alexopoulos et al. (1996), ubica Alternaria alternata de la siguiente manera:
Phylum.......... Ascomycota
Clase........ Euascomycetes
Orden......... Pleosporales
Familia......... Pleosporaceae
Género........ Alternaria

Especie......... alternata
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Descripcion Morfolégica

Hongo filamentoso con conidiéforos simples, tabicados, en cuyo extremo
se forman unos conidios muriformes, de color pardo, con septos transversales y
verticales de disposicion irregular, que por gemacion de la célula apical se
genera un nuevo conidio, formandose largas cadenas de 10 o mas conidios
(Jones et al., 1997). Las cadenas aparecen en los cultivos como manojos

densos y aislados (Roberts et al., 2000).

10 pm

Figura 3. Conidios de A. alternata con 1 a 9 septos transversales y varios
longitudinales u oblicuos.

(http://www.unsa.edu.ar/matbib/hongos/htextocubierta.pdf).

Sintomas de la enfermedad

Los sintomas en hojas y fruto son caracteristicos de la enfermedad:
manchas alargadas café oscuro a negro, con anillos concéntricos; Las areas
afectadas se oscurecen ligeramente hasta llegar a negro; Este manchado
comienza alargandose ligeramente hasta la parte superior de la planta hasta
gue la planta muere; en el fruto, las lesiones son firmes, hundidas y a veces con
anillos concéntricos con un denso gris oscuro a verde olivo, sobre estas

lesiones se produce abundantes fructificaciones (Jones et al., 1997).
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Figura 4. Sintomas causados por Alternaria alternata. A) Dafios causados el
hojas B) Dafios acosionados en fruto.(Disponible en plagas y
enfermedades del tomate en almerxa control racional pdf)

Ciclo de la enfermedad

Los hongos de la pudricion negra son importantes saprofitos y causan
enfermedad en fruto, la infeccion ocurre cuando las esporas son diseminadas
por aire, sobre la planta o cuando la planta entra en contacto con el suelo
infestado y en el fruto cuando esté presente una herida penetra por la cuticula o
pericarpio; La germinacion e infeccion puede infectar plantas heridas;
penetrando por lesiones en la cuticula de la hoja o del fruto, en plantas poco
vigorosas o estresadas son mas susceptibles; también la falta de nutrientes,

aumenta la susceptibilidad (Jones et al., 1997).
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Control de la Enfermedad

Para controlar la enfermedad se deben realizar precauciones higiénicas por
medio de controles preventivos y técnicas culturales, se recomienda la
eliminaciéon de malezas, plantas y frutos enfermos; manejo adecuado de la
ventilacion y el riego; utilizacion de semillas sanas o desinfectadas, asi como de

trasplantes sanos y fertilizacién equilibrada (Bravo et al., 2006).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del Experimento

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Fitopatologia de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio geograficamente sobre las
coordenadas 25° 22” Latitud Norte y 101° 00” Longitud Oeste; Con una altura
sobre el nivel del mar de 1743 m. Ubicada en Buenavista a 7 Km al sur de la
Ciudad de Saltillo, Coahuila.

Figura 5. Departamento de parasitologia, UAAAN, 2016

Material Utilizado

Se muestrearon y se tomaron muestras de dos parcelas diferentes de

tomate, estas se encontraron en el campo experimental El Bajio (UAAAN).

Observacion del Material Colectado

Lo primero hacer montas del material recolectado. Se coloc6 una gota de
lactofenol en un porta objetos para enseguida colocar la muestra que se raspo
con una aguja de diseccion y se coloco el cubre objetos, ya teniendo la monta
del hongo en el portaobjetos se pas6 a observar en el microscopio compuesto



enfocado con el objetivo 4x para poder ubicar la estructura del hongo, luego al
objetivo de 10x para observar las primeras partes del hongo y por dltimo se

ajusto a un objetivo de 40x.

Desinfeccion de las Muestras

Se realiz6 una serie de procedimientos para evitar la contaminacién que

pudiera afectar el trabajo que se esta realizando.

Con lo que se comenzd primeramente fue con la desinfeccion de la
superficie de la cadmara de flujo laminar utilizando alcohol, enseguida se
realizaron pequefios cortes del material vegetal. Se prosiguid con la
desinfeccién de los cortes, esto se realiz6 con hipoclorito de sodio al 3% por
tres minutos para luego enjuagar por tres veces con agua destilada estéril,
también por tres minutos. De ahi se colocaron los cortes en sanitas con la

ayuda de unas pinzas y se dejaron secar los cortes por un periodo de una hora.

Se prosiguié a sembrar en cajas Petri con medio de cultivo PDA. Se
colocaron cuatro cortes por caja. La siembra se realiz6 en la camara de flujo
laminar previamente desinfectado, una vez terminado de sembrar se sellaron
con cinta transparente (Kleen pack), donde se incubaron con temperatura

constante de 25° C por siete dias.

Aislamiento de Patégenos

La resiembra de colonias bacteriana se realizé con medidas asépticas
mediante el uso de un asa bacterioldgica, debidamente esterilizada para evitar
la contaminacion, la resiembra se hizo por estrias mdultiple en PDA, se
incubaron a 28°C/5 dias con la finalidad de contar con suficiente indculo para
las pruebas preliminares de identificacion. En base al protocolo sugerido por
Schaad et al., 2005)
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Figura 6. Resiembra de colonias bacterianas

Tincion de Gram

Se colocd una gota de agua destilada estéril en un portaobjeto, y con el
asa bacterioldgica se tomdé una pequefa porcion de una colonia, mezclandose
con el agua para suspender la bacteria y asi preparar un frotis, que se fijo a la
flama de un mechero de alcohol.

Se adicion6 una o dos gotas de cristal violeta, se dej6é actuar un minuto y
posteriormente se decantd; se adicionaron una o dos gotas de lugol, se dejo
actuar por un minuto y luego se decantd. Se decolord con etanol hasta quitar el
excedente de colorante. Por ultimo, se adicionaron dos gotas de safranina y se
dej6 actuar por 30 seg y finalmente se enjuag6é con agua corriente, se coloco
una gota de aceite de inmersion para posteriormente observarse al microscopio

compuesto.

Prueba de Gelatina

El medio de cultivo se conservé a 4°C y lo primero que se hizo fue tomar
colonias bacterianas con un asa bacterioldgica y se inocul6 por puncién vertical
en los tubos. Por dltimo, los tubos inoculados se incubaron a 28°C y se
determind la licuefaccion del medio por cambio del color a las 24 horas y 48

horas.

Prueba de Hugh- Leifson

Se tomo colonia bacteriana con un asa bacteriologica que previamente

fue flameada y se inoculo por puncion vertical en los tubos, por ultimo, los tubos
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este caso se le aplicé a un tubo de aceite, y a otro no se incubaron a 28°C y se
determiné el resultado en base al cambio de color a las 24 horas.

Prueba de sacarosa

Se tomd@ colonia bacteriana con un asa bacteriolégica previamente
flameada y se inoculo por puncién vertical en los tubos, en esta prueba se
aplicaron unas gotas del reactivo de Benedict y posteriormente los tubos fueron
inoculados, en este caso se le aplicé a un tubo de aceite, y a otro no se
incubaron a 28°C y se determino el resultado en base al cambio de color a las
24 horas.

Pruebas de Arginina

Se tomo la colonia bacteriana con un asa bacteriolégica previamente
flameada y se inoculo por puncién vertical en los tubos, por ultimo, los tubos
fueron inoculados, se incubaron a 28°C y se determind el resultado en base al

cambio de color a las 24 horas y 48 horas.

Crecimiento en YDC

Se tomo colonia bacteriana y con un asa bacteriol6gica previamente
flameada se sembré por medio de estria multiple en cajas con medio de cultivo
YDC.

Identificacién de hongos

Una vez que se observé el crecimiento en las cajas Petri se prosiguié a
identificar el hongo. Se colocé una gota de lactofenol en el porta objetos para
enseguida colocar la muestra que se raspo de la caja Petri con una aguja de
diseccién y se coloco el cubre objetos. Ya teniendo la monta del hongo en el
porta objeto se pasa a observar en el microscopio compuesto enfocado con el
objetivo 4x para poder ubicar la estructura del hongo, luego al objetivo de 10x
para observar las primeras partes del hongo y por altimo se ajusté a un objetivo
de 40x. Para la identificacién del hongo. La identificacién del hongo se realizé

en base a la morfologia que se observo y al nimero de septos que presentaban
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se determind en base al crecimiento y a la morfologia que presentaban

las colonias la presencia de un hongo y una bacteria

Figura 7. Resultados de la siembra de muestras de tomate A) Crecimiento
de una bacteria B) Crecimiento de un hongo.

Posteriormente se realiz6 la resiembra de cada uno de ellos para asi poder
realizar las pruebas de identificacion

Pruebas de Identificacion para la Bacteria

Tincién gram

En base a esta prueba podemos confirmar que hay microorganismos Gram-
positivos cuando aparecen tefiidos de color azul-violeta y de Gram negativos
cuando se visualizan de color rojo-rosado En este trabajo se observd una

bacteria gran negativa de color rojo - rosa y de forma bacilar.



+|
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Figura 8. Fotografia del microscopio de la bacteria Gram negativa y de forma
bacilar aislado de planta de tomate UAAAN 2016

De acuerdo a la bibliografia, las células Gram positivas retienen el cristal
violeta cuando se tratan con etanol, mientras que las Gram negativas no lo tifien
y se tifien entonces del color rojo de la safranina, esto se debe a que las
células Gram negativas tienen un contenido graso muy elevado en su pared
celular y al ser decoloradas pierden el complejo formado por cristal violeta
tornandose incoloras y posteriormente al ser tratadas con safranina se tornan
rojas y las Gram positivas de lo contrario retienen el complejo debido a la poca

cantidad de lipidos en su pared (Montealegre, 2002).

Licuefaccion de gelatina

En esta prueba, las dos muestras dieron positiva para licuefaccion de
gelatina La literatura reporta que las especies X. campestris presenta resultados
variables en cuanto a la produccion de gelatinasa. La prueba se considero
positiva por el cambio de coloracion que presentaron las muestras a las 24

horas.
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Figura 9. Resultado de la prueba de licuefaccion de gelatina de izquierda a
derecha M1 (tubo 1,2), M2 (tubo 3,4) y el ultimo testigo

Prueba Hugh-Leifson

Es una prueba que indica el tipo de metabolismo energético: respiratorio (O) o
fermentador (F). Se suele utilizar glucosa como sustrato. Se detecta la
acumulacion de acidos con un indicador acido-base (azul de bromotimol). La
bacteria se inocula con un asa bacterioldgica (por picadura) y se incuba en
condiciones de aerobiosis. Los resultados obtenidos de esta prueba fueron

positivos, ya que los tubos prestaron cambios de coloraciéon (Rodriguez, 2001).

Figura 10. Resultados de la prueba Hugh-Leifson de izquierda a derecha M1
(tubo 1,2), M2 (tubo 3,4) y ultimo tubo
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Prueba de sacarosa

Los resultados para esta prueba fueron negativos ya que no se presentd en

ningun tubo cambio de coloracion

Figura 11. Resultados de la prueba de sacarosa de izquierda a derecha M1
(tubo 1,2) M2 (tubo 3,4) y ultimo tubo testigo

Prueba de arginina

En la prueba de dihidrolasa de arginina el resultado que se obtuvo fue
una reaccién negativa, para la produccién de esta enzima, ya que tres tubos no

presentaron cambios de coloracién y solo uno presento cambio de coloracién.
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Figura 12. Resultados de prueba de arginina de izquierda a derecha M1 (tubo
1,2) M2 (tubo 3,4) y ultimo tubo testigo

Crecimiento en YDC (Extracto de Levadura Dextrosa)

A las 48 hrs de incubacion en YDC, las dos muestras presentaron una
coloracidon mucoide, una coloracién amarilla. De acuerdo al manual de Schaad

de 2001, la reaccion fue positiva

Figura 13. Colonia de consistencia mucoide, de color amarillo, desarrollado en

YDC a las 48 horas de incubacion.
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Cuadro 1. Resultados de las pruebas realizadas a las muestras bacterianas de

tomate.

Literatura

Prueba

Tincién de Gram - _— —
Gelatina Vv + +
Prueba de Hugh- Leifson + + Media
Sacarosa - - —
Arginina _
Media
Crecimiento en YDC + + +

Identificacién del hongo

La identificacion del hongo se realizé6 en base a la morfologia que
presentaban las laminillas que se realizaron y por el nimero de septos que
presentaban y con ayuda del libro de géneros de Alternaria

Figura 14. Fotografia microscopica de esporas y micelio de Alternaria alternata
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CONCLUSION

Se logré la identificacion de los patdgenos que estan asociados a la
enfermedad que se conoce como mancha parda en el tomate, los cuales

fueron: . Xhanthomonas campestris pv vesicatoria y Alternaria alternata.
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