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INTRODUCCION

De la gran mayoria de hortalizas que se exportan a nivel nacional, el tomate
es el mas importante. Su participacidbn en la balanza  agropecuaria es
fundamental en la generacién de divisas, ocupando el 16 % del valor total de las
exportaciones agropecuarias con una produccion nacional de 1,908,607 toneladas
durante 1997 y se estima que de las cerca de 5.7 millones de hectareas de riego

que tiene nuestro pais, el 1.5% es ocupado por tomates.

Las enfermedades son un factor limitante en la producciéon de tomates en
muchas partes del mundo; asi en la regién centro del estado de Chiapas el cultivo
del tomate se ve afectado por enfermedades de diferentes causas, dentro de las
que podemos destacar: cenicilla , tizon temprano, tizén tardio, y el virus del
enchinamiento del tomate; siendo estos dos ultimos la principal limitante en la
produccion de tomates durante las ultimas décadas. De 1998 a la fecha, el dafio
causado por otra enfermedad de este cultivo ha venido adquiriendo importancia
econdmica, debido al desconocimiento del agente causal y el poco conocimiento
técnico que se tiene a cerca de estos problemas fitopatolégicos. Y Considerando
que el diagndstico es una herramienta esencial para llevar a cabo un buen manejo

de la enfermedad, ha surgido el interés de llevar a cabo este trabajo.



OBJETIVOS

Identificar a los microorganismos asociados a la marchitez del

tomate(Lycopersicon esculentum Mill.) en la region centro del estado de Chiapas.

HIPOTESIS

La marchitez del tomate se debe a un complejo enfermedad, donde existe

la interaccion hongo-bacteria.



REVISION DE LITERATURA

Enfermedades vasculares del tomate

Este tipo de enfermedades es causado por dos hongos (Fusarium
oxysporum f.sp. lycopercici ; Verticillium albo-atrum Reinke y V. dahlie Kleb) y
dos Dbacterias(Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) vy
Pseudomonas solanacearum (Smith),. El sindrome de estas enfermedades
infecciosas se resume como: Amarillamiento y/o marchitez (mas o menos
reversible) del follaje y necrosis vasculares que confieren diferentes tonos de

marrén al xilema (Nuez et al., 1995).

Hongos

Marchitamiento por Fusarium

Smith et al., (1992) mencionan que esta enfermedad se describié por
primera vez en Europa en 1895 en Guernsey y la isla de Wight, Inglaterra, pero en
la actualidad tiene importancia mundial, se ha sefalado en al menos 32 paises; y

en potencia es una de las enfermedades mas graves del tomate. En México se



encuentra en la region de Guanajuato, Sinaloa, Morelos, Michoacan, San Luis

Potosi y otras de menor importancia (Mendoza, 1996).

Sintomas

El primer indicio de la enfermedad aparece al inicio de la floracion o
formacion de los primeros frutos. Los primeros sintomas de la enfermedad se
manifiestan en un ligero aclareamiento de las nervaduras de los foliolos jévenes
mas externos, después de lo cual ocurre la epinastia de las hojas senescentes
ocasionada por el debilitamiento de los peciolos, seguida de un achaparramiento,
amarillamiento de las hojas inferiores, formacion ocasional de raices adventicias,
marchitamiento de sus hojas, tallo jovenes, defoliacién, necrosis marginal de hojas
persistentes y finalmente su muerte. A menudo estos sintomas se desarrollan en
un solo lado de la planta, mientras que el resto permanece sano, aunque puede

manifestarse en toda la planta (Agrios, 1988 y Mendoza, 1996).

Cuando las plantas son infectadas en la etapa de plantula, es frecuente que
se marchiten y mueran poco después de haber aparecido los primeros sintomas.
Las plantas adultas en el campo pueden marchitarse y morir repentinamente en
caso de que la infeccion sea severa y el clima sea favorable para el patégeno

(Agrios, 1988).



Rodriguez et al., (1997) mencionan que el amarillamiento gradualmente
afecta al resto del follaje y es acompanado de un marchitamiento de la planta
durante las horas mas calurosas del dia pudiendo mas tarde recobrar su
turgencia, el amarillamiento es mas extensivo dia con dia hasta que la planta se

colapsa y muere.

El tejido vascular de una planta infectada es de color café obscuro. Y esta
coloraciéon se extiende hacia arriba del tallo y especialmente notoria en una
cicatriz del peciolo. La coloracion café del sistema vascular es caracteristica de la
enfermedad y generalmente puede ser usada para su identificacion; la medula
permanece sana. El avance de la decoloracion hacia la parte superior de la planta

depende de la severidad de la enfermedad(Agrios, 1988 y Jones, et al., 1991).

Agrios, 1988 menciona que las plantas infectadas, en tanto sigan vivas no
aparecen sobre su superficie micelio o cuerpos fructiferos del hongo, los frutos
ocasionalmente infectados se pudren y desprenden sin que aparezcan manchas
en ellos; las raices son afectadas y que después de un periodo inicial de

achaparramiento se pudren sus raices laterales mas pequenas.

Fusarium es mas virulento a 25-30°C de temperatura de suelo y se senala

como Optimo 28°C. (Messiaen et al., 1995),



Etiologia

Fusarium oxysporum (schlet) f.sp. lycopercici. Este hongo pertenece a la
Clase Deuteromycetes, Orden Moniliales y Familia Moniliaceae (Barnett y
Hunter,1987 ); se desconoce su fase ascogena (estado sexual) a excepcion de la
forma especial que ataca al café, F. oxysporum f.sp. xylaroides (=Giberella

xylaroides) (Alexopoulos et al., 1996).

La especie Fusarium oxisporum presenta tres tipos de esporas sexuales,
que son: a) microconidios abundantes, no en cadena y formados de fialides
simples que nacen lateralmente en la hifa o en conidioforos, de forma oval,
piriformes o cilindricos; b)macroconidios finos, alargados puntiagudos con pared
delgada, anchura maxima 3-4.5u; c) clamidosporas globosas, con pared gruesa,
que se forma en grupo o individuales, son terminales o intercalares y se
desarrollan en el micelio mas viejo o en macroconidios. Los macroconidios se
observan pobremente desarrollados y a menudo estan ausentes, cuando mas solo
presentan una célula basal con 1-3 fialides apicales. La pigmentacion del cultivo
es de color beige, azul, violeta o blanco y su crecimiento es mayor de 2 cm,

usualmente de 4-8 cm de diametro(Booth, 1977).



Marchitamiento por Verticillium

Casi en todas las zonas templadas y subtropicales adyacentes Verticillium
es un organismo comun del suelo y puede atacar mas de 200 especies de
vegetales, incluso flores, arboles frutales, y forestales, malezas, hortalizas y
cultivos extensivos. La enfermedad se conoce como marchitez y son dos las
especies involucradas en ella, Verticillium albo-atrum 'y Verticillium dahliae.
Morfolégicamente estas dos especies son muy similares, excepto que V. dahliae,

produce microesclerocios y V. albo-atrum no los produce (Romero, 1993).

Sintomas

Agrios (1988) menciona que la marchitez por Verticillium es casi idéntica a
la que ocasiona Fusarium y en los hospedantes afectados por ambos géneros es
imposible diferenciarlos, excepto mediante pruebas de laboratorio. Sin embargo,
en muchos de los hospedantes y en la mayoria de las areas, Verticillium induce
marchitez a temperaturas mas bajas y los sintomas se desarrollan mas
lentamente; con frecuencia aparecen solo sobre la parte inferior de la planta o
sobre sus superficie 0 Unicamente sobre algunas de sus ramas. A menudo el
primer indicador de una marchitez por Verticillium es una forma de
marchitamiento diurno. Las plantas muestran un leve a moderado marchitamiento
durante las horas mas calurosas del dia pero se recupera durante la noche. Como

avanza la enfermedad, igual se desarrolla la clorosis marginal e intervenal en los



foliolos mas bajos. Esos foliolos también pueden mostrar caracteristicas de
lesiones en forma de V, en los cuales ocurren amarillamientos en forma de

abanico, proximamente un estrechamiento de los margenes de las hojas.

Smith et al., (1992), mencionan que la marchitez se desarrolla en general
de forma acropeta y que las plantas enfermas pueden enanisarse; en el caso de
infecciones graves es frecuente la desecacion de las hojas seguida de una

defoliacion prematura.

Uno de los sintomas de la marchitez por Verticillium puede observarse en
los tallos y raices que en corte transversal, muestran parte de los tejidos del

xilema(en forma de anillo) tefido de un color café oscuro (Romero, 1993).

Los brotes iniciales de marchitez por Verticillium en un campo son
tipicamente moderados y locales. En afios posteriores los ataques son mas
severos y se distribuyen mas ampliamente. Dos especies de Verticillium, V. albo-
atrum y V. dahlie, son la causa de la marchitez por Verticillium; las temperaturas
promedio de 20-25°C favorecen el ataque de V. albo-atrum, mientras que la
infecciéon de V. dahlie es favorecida por temperaturas un poco mayores de 25-

28°C (Agrios, 1988).



Etiologia

Tanto Verticillium albo-atrum Reinke como V. dahlie Kleb, pertenecen a la
Clase Deuteromycetes, Orden Moniliales y Familia Moniliaceae (Barnett y

Hunter,1987).

V. albo-atrum aparece obscuro después de 2-3 semanas de incubacion en
medio de cultivo PDA, a causa del oscurecimiento del resto del micelio,
agregacion de pigmentadas células hifales. Los condioforos sostienen varios
verticilios de dos a cuatro fialides. Los conidios son hialinos, de una célula y de
forma elipsoidal, midiendo 3.5-10.5 X 2.5 um; V. dahlie es similar a V. albo-atrum.
En realidad, por muchos anos V. dahlie cultivados fueron clasificados como
formadores de cadenas de microesclerocios de a V. albo-atrum (Jones et al.,

1991).

En cultivos de Agar V. dahlie se tornaba negro debido a la formacion de
numerosos esclerocios(80-120 X 15-50 um). En condioforos hialinos se
desarrollan verticilios de tres a cuatro fialides. Los conidios son hialinos, de una
sola célula y de forma elipsoidal, sus medidas son 2.5 X 1.4-3.2 um. La formacién
de microesclerocios en el tejido de la planta es tan bien como en los cultivos es la

llave de importancia taxonomica (Jones, et al., 1991).



Bacterias

Cancer bacteriano

Jones et al.,(1991), mencionan que el cancer bacteriano fue observado por
primera vez en Michigan, E.U.A. en 1990 por E.F. Smith. Es una enfermedad seria
que se presenta en todo el mundo. La ocurrencia de esta enfermedad es
esporadica, pero puede ser devastadora. En todos los tipos de cultivo del tomate
estdn propensos a serias pérdidas; algunas veces, la enfermedad es
especialmente severa tanto en tomates de transplante o de siembra directa que

han sido cortados o podados.

Sintomas

Los primeros sintomas observables son el manchado o marchitamiento de
los foliolos de las partes externas e inferiores de la planta. EI manchado de las
hojas se produce cuando el clima es humedo y aparecen inicialmente en forma de
manchas ampulosas blancas y se ponen cafés con forme maduran y pueden

coalescer(Rodriguez et al., 1997).

Rodriguez et al., (1997) y Agrios (1988), mencionan que los primeros
sintomas son una necrosis marginal de los foliolos de las hojas mas bajas y como

consecuencia se curvan hacia arriba y hacia adentro, y mas tarde se empardecen



y marchitan, pero no se desprenden de la planta. Con frecuencia la enfermedad

solo afecta a los foliolos de un lado de la hoja o de un costado de la planta.

En principio un solo brote puede aparecer marchito mientras que el resto
de la planta permanece normal, aunque mas tarde el mal se extiende al tallo y
gran parte del follaje es destruido. Las plantas enfermas pueden morir
prematuramente, pero normalmente sobreviven hasta el final de la cosecha Al
mismo tiempo, sobre los tallos, vastagos y pedicelos de las hojas aparecen varias
bandas de colores claros, a menudo al nivel de punto de unién de los peciolos y
tallos. Mas tarde, pueden formarse grietas en dichas bandas, las cuales forman
canceres. Cuando el clima es humedo, por los canceres exudan masas

mucilaginosas de bacterias hasta la superficie del tallo (Rodriguez et al., 1997).

A menudo las hojas mas bajas se marchitan primero, mientras que las hojas
de la parte de arriba permanecen turgentes hasta la fase terminal de la
enfermedad. Algunas veces, si la infeccibn comienza en una herida cuando el
brote terminal es podado, entonces la enfermedad se desarrolla y se mueve
rapidamente hacia abajo, matando la planta. Sobre el tallo pueden desarrollarse
raices adventicias y areas nodales que ocasionalmente tienen una zona blanca
muy notoria. Internamente el tejido vascular de los tallo primero exhibe rayas
amarilluzcas o café, las cuales mas tarde se tornan café-rojizas, tales
decoloraciones san mas notorias en los nudos. Eventualmente la medula llega a

decolorarse y se pode de aspecto harinoso y se forman grandes cavidades de



color obscuro. Los sintomas pueden confundirse con los del marchitamiento por
Pseudomonas, pero los tallos infectados por el cancer bacteriano, al hacer un
corte y aplicar una fuerza suave, puede producir un cieno amarillo (Jones et al.,

1991).

Los sintomas de la enfermedad en los frutos aparecen en forma de
pequefias manchas blancas, aguanosas y superficiales cuya parte central sobre
sale mas tarde, la cual adquiere un color canela y se vuelve rugosa. El aspecto
fina de las manchas tiene la forma de ojo de pajaro, con un diametro de 3-6 mm.;
las cuales son caracteristicas propias de la enfermedad, aunque no siempre
ocurre estos sintomas en el fruto. También puede ocurrir una coloracion amarilla

en la cicatriz del caliz(Agrios, 1988).

Etiologia

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith); es una bacteria
Gram positiva, no forma esporas, es aerobica. Los reportes de movilidad vy
encapsulacion son variados, pero en general la bacteria es considerada negativa
para estas caracteristicas. Las células pueden ser pleomorficas, pequenas, en
forma de cocos o de baston, dependiendo de las condiciones de crecimiento. Las
colonias en agar nutritivo son caracteristicamente amarillas y alcanza un diametro
de 2-3 mm en cinco dias, lisas de margenes enteros y de consistencia butirosa. La
apariencia de la colonia en medios selectivos varia, dependiendo del medio (Jones

et al.,, 1991).



Marchitamiento bacteriano

Esta enfermedad esta ampliamente distribuida en zonas tropicales y

subtropicales y de clima caliente de todo el mundo(Rodriguez et al., 1997).

Sintomas

El marchitamiento bacteriano aparece inicialmente como una flacidez en
uno o mas de las hojas mas jévenes. Bajo condiciones ambientales favorables
este sintoma es seguido de un completo y rapido marchitamiento. Los estados
avanzados de la enfermedad pueden ocurrir después de 2-3 dias después de que
aparecen los primeros sintomas. Pueden aparecer raices adventicias en los tallos

de las plantas infectadas (Jones et al., 1991).

Estas son mas pronunciadas cuando la enfermedad se desarrolla
lentamente bajo condiciones menos favorables de las 6ptimas. Baja temperatura,
cepa con baja virulencia, y hospederos resistentes, son factores que promueven la
formacion de raices adventicias. También puede ocurrir una epinastia de las hojas
cuando la enfermedad se desarrolla lentamente. En etapas tempranas de la
enfermedad, el sistema vascular de las plantas muestra una coloracion amarilla o
cafesuzca en secciones transversales o longitudinales. Y a medida que la

enfermedad progresa esta coloracion se torna a café obscuro. Cuando la planta



esta completamente marchita, la médula y la corteza también se tornan de color

café(Jones et al., 1991).

Una masiva invasion de la corteza puede resultar en lesiones de apariencia
aguanosas en la superficie externa del tallo. Si un tallo infectado es cortado
transversalmente, escurren pequefas gotas de exudados viscosos de color blanco
sucio o amarillento de los bultos vasculares severamente afectados. El
marchitamiento bacteriano puede ser faciimente distinguido de las enfermedades
vasculares causadas por hongos, suspendiendo un trozo limpio de tallo infectado
en un vaso de agua. Un flujo sucio blanco lechoso de células bacterianas fluye
de los elementos del xilema de la planta infectada en 3-5 minutos. Si el tallo esta
severamente infectado, el que se torna completamente lechosa en 10-15 minutos.
Los sintomas en las partes bajas aparecen como varios grados de pudricién de
raices, dependiendo del grado de desarrollo de la enfermedad. Inicialmente, una o
pocas raices pueden mostrar una pudricion café. Algunas veces, a medida que la
enfermedad progresa la planta llega a permanecer marchita. El sistema entero de

la raiz puede mostrar una pudricién café(Jones et al., 1991).

Etiologia

Pseudomonas solanacearum (Smith) es una bacteria gram negativa en

forma de vara, con medidas de 0.5-0.7 X 1.5-2.0 um, es mdvil, con uno a cuatro



flagelos, es aerdbica, catalaza y oxidasa positiva y forma nitritos a partir de
nitratos. Esta bacteria es negativa a la prueba de produccién de levana, hidrolisis
de almiddén , produccion de indol, e hidrolisis de esculina. Esta causa una ligera

hidrolisis de gelatina (Jones et al., 1991).

Fusarium solani

En las regiones templadas, por lo general, no se ha detectado la presencia
de F. solani, ascomiceto capaz de provocar podredumbres del cuello en las
solanaceas horticolas. Por el contrario, en condiciones tropicales, sobre los cuellos
podridos se advierte la presencia de F. solani que produce, a su vez, su forma
conidica y su forma perfecta (peritecas rojas denominadas Hypomyces solani o

Nectria haematococa) (Rodriguez et al., 1997).

Etiologia

Fusarium solani f.sp. lycopersici. Este hongo pertenece a la Clase
Deuteromycetes, Orden Moniliales y Familia Moniliaceae (Barnett y Hunter,1987 );
presenta macroconidios gruesos, no puntiagudos, pared gruesa, anchura maxima

4.5-5.5 n. Masa de esporas, crema amarilla; pigmento azul, azul-verde o violeta

(Romero, 1993).



MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la muestra

La muestra, que consistia de cuatro plantas, fue colectada en un de los
lotes de produccion de tomates variedad Rio grande en el poblado Las Rosas, en
la region centro del estado de Chiapas. Cada planta fue envuelta en papel
periodico levemente humedecido y colocadas por separado en bolsas de plastico.
Las cuales fueron enviadas por estafeta al laboratorio de diagnostico de hongos y
bacterias del departamento de parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro, donde se examinaron los sintomas presentes y en base a estos se
determiné que se trataba de un problema de tipo vascular, donde los posibles
patdgenos involucrados eran dos hongos y dos bacterias (Fusarium oxysporum f.
sp. Lycopercici y Verticilium spp) y dos bacterias(Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (Smith) y Pseudomonas solanacearum (Smith); ya que el
sindrome de estas enfermedades infecciosas se resume como: Amarillamiento y/o
marchitez (mas o menos reversible) del follaje y necrosis vasculares que confieren
diferentes tonos de marrén al xilema (Nuez et al., 1995), mismos que se hacian

notar en las muestras obtenidas.

Asi de esta manera se procedid con el diagnéstico enfocado en los

patdogenos mencionados anteriormente.



Aislamiento del patéogeno

Hongos

Para el aislamiento de estos microorganismos se utilizo la técnica de
siembra de tejido enfermo en medio de cultivo PDA, para lo cual se cortaron
pequefos trozos de tejido enfermo de aproximadamente 5 mm?, los cuales se
desinfectaron en una solucién de hipoclorito de sodio al 3 % durante un tiempo de
2 minutos, y después se lavaron tres veces en agua destilada estéril, se secaron
sobre una sanita estéril y después se colocaron cuatro trozos de tejido enfermo
en cada caja con medio de cultivo PDA y se incubaron durante dos dias a 28°Cy

luego se colocaron durante ocho dias bajo luz blanca (Sanchez, 2002).

Bacterias

Para el caso de bacterias se utilizdé el método de siembra de tejido enfermo
por diluciones, para lo cual primeramente se lavo el material vegetativo con agua
de la llave para quitar los excesos de tierra, posteriormente del total de la muestra
se seleccion6 el érgano de la planta que presentaba los sintomas, para lo cual se
seleccioné el tallo, el cual presentaba lesiones en los haces vasculares (bandas
longitudinales de color café); haciendo uso de una navaja previamente flameada

se retird la epidermis del tejido con la finalidad de evitar el arrastre de



microorganismos contaminantes, flameando nuevamente la navaja se rebanaron
finos trozos del tejido los cuales se maceraron y se colocaron con unas pinzas
previamente flameadas en tubos de ensayo con 9 ml de agua destilada estéril y
sobre una gradilla se dejo reposar durante al menos 15 minutos a temperatura
ambiente para asi obtener al término de este tiempo una solucidn con exponente
107'(solucién inicial). Transcurrido este tiempo se llevd el material a la camara de
transferencia, la cual habia sido previamente desinfectada con alcohol etilico al
99%, y ahi se realizaron las diluciones de la siguiente manera: haciendo uso de
una pipeta esterilizada y a punta de mechero se colocé 1 ml de la solucién inicial
(10" en un tubo de ensayo con 9 ml de agua destilada estéril, obteniendo asi la
solucion 102 la cual se homogeneizé en el agitador electromagnético para
después tomar de esta solucion 1 ml para depositarlo en un segundo tubo de
ensayo con 9 ml de agua destilada estéril, obteniendo asi la solucién 107, y de
esta manera se prosiguio hasta obtener la solucion 107°; cave mencionar que todo

esto se hizo a punta de mechero (Sanchez, 2002).

Para el vaciado en los medios de cultivo, se utilizaron las diluciones 10y
107, que en teoria son las concentraciones en las cuales las colonias bacterianas
crecerian de manera mas separadas, lo cual facilitaria y permitiria hacer una mejor
seleccién las colonias de interés. El vaciado se hizo de la siguiente manera: con
una pipeta estéril y a punta de mechero se vacié 0.1 ml de la dilucién 10° en cada
una de las cajas con medio de cultivo, para lo cual se utilizaron 4 cajas de medio
de cultivo CNS(apéndice), 2 cajas del medio D, de la serie KDO (apéndice)y 2

cajas de medio KB (apéndice); las cuales estaban etiquetadas con la



concentracion utilizada y la parte de la planta de donde se habia obtenido el tejido.
Posteriormente con una barilla de cristal previamente flameada y a punta de
mechero se esparcio la muestra haciendo girar la caja petri y repitiendo una y otra
ves el movimiento de la barilla de cristal con la finalidad de no concentrar el
crecimiento en un solo punto de la superficie del medio de cultivo. De esta misma
manera se procedié con la dilucién 10 y una ves concluida esta labor, las cajas
de medio de cultivo sembradas se sellaron con Kleen pack y se colocaron en la

incubadora a 28° (Sanchez, 2002).

Las colonias desarrolladas en los diferentes medios se seleccionaron en
cuanto a su forma, y caracteristica de desarrollo en cada uno de los medios: y se
llevaron a la camara de transferencia la cual habia sido previamente desinfectada
con alcohol al 99% y haciendo uso de un asa bacteriolégica previamente
flameada, bajo un estereoscopio, se tomo una porcibn de cada colonia
seleccionada, y de esta manera se transfirieron por puncién y por estria cruzada
a una nueva caja de medio de cultivo del mismo tipo de donde habia sido extraida,
con la finalidad de obtener cultivos puros. Las cajas se sellaron con Kleen pack y

se colocaron de manera invertida en la incubadora a 28°C(Sanchez, 2002).

Tincion de Gram

Una ves desarrollada la bacteria el primer paso fue hacer una Tincion de

Gram para saber si ésta era Gram (+) o Gram (-) para esto sobre un porta



objetos previamente etiquetado con numero de cepa se colocoé una gota de agua
destilada estéril y a punta de mechero se tomo una porcion de la masa bacteriana
y se hizo un frotis, el cual se fijo a la flama y se dejé secar a temperatura
ambiente; posteriormente bajo la llave de agua y sobre un puente de cristal se
colocaron los porta objetos, a los cuales sobre el frotis se les adiciond, la solucion
de cristal violeta dejandola actuar por un minuto, luego se decanto el colorante y
se lavo con agua de la llave a chorro lento para después aplicar la solucién de
lugol, la cual se dejé actuar también por un minuto; nuevamente se decantoé el
colorante y el frotis se lavdé con una mezcla de alcohol-acetona hasta observar
qgue no se desprendiera mas colorante, lavandose en seguida con agua de la llave
para impedir que el alcohol-acetona siguiera actuando; inmediatamente, se le
adiciond la solucién de safranina y se dejo actuar durante un minuto transcurrido
este tiempo se decanto el colorante, se lavo el frotis con agua de la llave y se
dejo secar a temperatura ambiente, para después adicionarle una gota de aceite
de inmersion y observar al microscopio compuesto en un aumento de 100 X

(Rodriguez,1994).

Prueba de RYU

Para corroborar los resultados de la tincion de Gram se realiz6 esta prueba,
la cual consistid en hacer un frotis de una suspencién bacteriana sobre un porta

objetos con una gota de agua destilada; el cual se froto con una asa bacterioldgica



previamente flameada y levantarla para observar si habia o no la formacion de

un hilo a partir de la masa bacteriana (Sanchez, 2002).

Tincion de flagelos

Esta prueba consistié en colocar en uno de los extremos del porta objetos
una gota de agua destilada estéril y con un asa bacteriolégica previamente
flameada, a punta de mechero se tomo crecimiento bacteriano desarrollado en el
medio y se depositd en la gota de agua frotando suavemente para que se formara
una suspencion; se inclind el porta objetos hacia uno de sus extremos de tal
manera que la gota se deslizara a lo largo de este, se dejo secar al aire libre
enseguida se colocaron los porta objetos sobre un puente de cristal en donde se
adiciond la solucion de mordente de flagelos dejandolo actuar durante cinco
minutos, transcurrido este tiempo se decanto la solucion y se enjuago el frotis a
chorro lento con agua de la llave, evitando que el agua cayera de golpe sobre la
preparacion; en seguida se le adicioné el cristal violeta y se dejé actuar por dos
minutos, se decanto la solucion y se enjuagd con agua de la llave, teniendo
siempre cuidado de que el agua no cayera de golpe sobre la preparacion, se dejé
secar a temperatura ambiente y adicionandole una gota de aceite de inmersion se

observo al microscopio compuesto en un aumento de 100 X (Rodriguez, 1994).



Produccion de citocromo oxidasa

En una tira de papel filtro se colocé una gota de la solucién acuosa al 1% de
N,N, dimetil para fenil diamina, inmediatamente después y con ayuda de un asa de
platino previamente flameada, se deposité sobre el reactivo un poco de
crecimiento bacteriano, esperando alrededor de 20 segundos para ver si se

observaba un cambio de coloracién del reactivo (Rodriguez, 1994).

Prueba de la catalaza

Sobre un porta objetos se colocé una gota de agua oxigenada y sobre de
ésta se colocd una porcidn de masa bacteriana y se frotd para observar la
presencia de efervescencia en el caso de ser positiva o la ausencia de ésta

cuando la reaccién era negativa (Sanchez, 2002).

Metabolismo oxidativo y/o fermentativo de la glucosa

Bajo la camara de transferencia previamente esterilizada, con un asa
bacteriolégica se coloco una porcion de masa bacteriana por picadura en dos
tubos de medio Hugh y Leifson (apéndice), procurando que la bacteria llegara
hasta el fondo del medio y al sacar el asa se hizo un movimiento ligero de rotacién

para ir depositando el excedente bacteriano a lo largo del medio. A uno de los



tubos se le adicioné dos mililitros de aceite mineral esterilizado para provocar la
condicion anaerobia. A cada tubo se le colocd su respectivo testigo. Los tubos se
incubaron a 28° C por un espacio de 24-36 horas; Se considera fermentacion
positiva cuando el medio con aceite mineral presenta un cambio de coloracién de
azul- verde a amarillo y se considera oxidaciéon cuando el tubo sin aceite mineral
cambi6 de color en la misma forma (Kelman, A. Y Dickey, R. S. 1980, citados por

Rodriguez, 1994).

Produccion de acidos a partir de carbohidratos

Para esta prueba se preparo primero el medio YGM (Apéndice) omitiendo la
glucosa y el agar pero agregando 12 ml de azul de bromotimol al 0.2 %(el cual se
preparo disolviendo 0.2 gramos de azul de bromotimol en 5 ml de hidréxido de
sodio (NaHo) al 1 normal y aforando a 100 ml con agua destilada). Ajustando el
pH del medio a 7.0, se esterilizo por autoclave. Se prepararon los carbohidratos
disolviendo 10 g en 100 ml y se esterilizaron por filtracion. Se agregaron los
carbohidratos cuando el medio estaba frio y se dispersaron asépticamente en
tubos de 5 ml; luego se inoculo el medio con la bacteria y se incubo a 28°C. La
prueba se considera positiva cuando el medio de cultivo cambia de un color verde

a amarillo(Saettler et al., 1989).



Utilizacion de acidos organicos

Para esta prueba se preparo el medio YGM (Apéndice) sin glucosa y agar
pero con azul de bromotimol como anteriormente se menciond. Se agreg6 0.2 g
de acido organico (sal sédica) para 100 ml del medio base y se justo el pH a 6.8,
se esterilizo, luego se disperso en los tubos de ensayo para después inocular el
medio con la bacteria e incubarlo a 28°C. La prueba se considera positiva cuando

el medio de cultivo cambia a un color azul brillante(Saettler et al., 1989).

Hidrolisis de esculina y caseina

Para esta prueba se preparo el medio SC (Apéndice) suplementado con
1% de caseina 0 0.1 % de esculina y 0.05 % de citrato férrico, segun se trate. El
cual se vacio en cajas petri, donde se sembrd por puncion cultivo bacteriano de 24
hrs. La prueba se considera positiva cuando alrededor de la bacteria se desarrolla
un halo de color claro en el caso de la caseina y un halo de color café en el caso

de la esculina (Schaad, 1988).

Reaccion de hipersensibilidad

Para llevar a cabo esta prueba, primeramente se prepard una suspencion

bacteriana con 10" UFC/ml y por medio de una jeringa estéril se infiltré a los



espacios intercelulares de una hoja de tabaco(Nicotiana tabacum), a través de la
nervadura central, posteriormente se cubrié la planta con una bolsa de plastico
durante 24 hrs, la prueba se considera positiva si dentro de las 24 hrs posteriores
a la inoculacién la zona infiltrada presenta, pérdida de turgencia o necrosis

(Roriguez,1994).

Crecimiento en presencia de cloruro de tetrazolio

Cultivos bacterianos de 24-48 horas fueron sembrados en un medio con

cloruro de tetrazolio, la siembra se realizdé por puncion con la ayuda de un asa

bacterioldgica, luego se incubo a 28°C (Schaad,1988).



RESULTADOS Y DISCUSION

Hongos

De los aislamientos hechos en medio de cultivo PDA, se obtuvieron varios
crecimientos fungosos, los cuales mediante una seleccién basada en el color y
desarrollo del micelio, se obtuvieron tres tipos de colonia, una de aspecto rojizo ,
otra de color crema y una tercera de color café obscuro, los cuales eran
predominantes en el aislamiento; éstas se transfirieron a una caja con el mismo
medio de cultivo (PDA) y se incubaron dos dias a una temperatura de 28° C y
luego de 8 dias bajo luz blanca, se realizaron montajes permanentes y haciendo
uso de las claves taxondmicas de Barnett, & Hunter, (1987) se identificaron a los
géneros Alternaria y Fusarium; considerando que el género Alternaria muchas
veces se manifiesta como contaminante, ademas de que el tejido aislado no
presentaba sintomas producidos por este género, se desecho este aislamiento,
quedando asi unicamente el aislamiento que contenia al género Fusarium. Para
determinar la especie de Fusarium, se utilizaron las claves propuestas por Both,
(1977); determinando asi que se trataba de dos especies de Fusarium, siendo
estas F. oxysporum, que presentdé macroconidios y microconidios y una fialide
corta en forma de botella; y F. solani que presentd macroconidios y microconidios
similares a los de F. oxysporum difiriendo solo en el tamafio de la fialide, la cual

era larga y en forma cilindrica.



Bacterias

De los aislamientos hechos en los tres diferentes medios de cultivo, se
obtuvieron crecimientos bacterianos Unicamente en dos de ellos, siendo estos el
medio CNS y el medio D, de la serie KDO. Para el caso del medio CNS se
seleccionaron tres colonias desarrolladas a partir de la dilucién 10—, dilucién en la
cual las colonias crecieron mas espaciadas una de otra, dichas colonias
presentaban un crecimiento lento, consistencia mucoide, colonias convexas y de
color amarillo a naranja, caracteristicas propias del género Clavibacter. Y para el
caso del medio D, de la serie KDO se seleccionaron tres colonias, una de ellas
desarrollada a partir de la dilucion 10y dos colonias mas de la dilucién 10~
cuyo crecimiento fue mas rapido en comparacion con las colonias desarrolladas
en el medio CNS. Del medio KB, no se seleccion6 ninguna colonia, ya que en este
medio se esperaba crecimientos bacterianos con pigmentos fluorescentes, propios

del género Pseudomonas que ataca al tomate, los cuales no se manifestaron.

Las colonias bacterianas aisladas en medio D, crecieron a las 24 horas,
después de haber hecho la siembra en el medio de cultivo, mientras que en el
medio CNS, el desarrollo fue mas lento, obteniendo el crecimiento bacteriano en
un lapso de tiempo comprendido entre 36 a 48 horas después de haber realizado
el aislamiento.

Una ves purificadas los cultivos de las diferentes colonias seleccionadas, se
procedié a la caracterizaciéon de éstas, mediante pruebas bioquimicas (segun

Schaad 1988).



Tabla 1. Caracteristicas diferenciales de bacterias fitopatdégenas corineformes

(Schaad, 1988)

Crecimiento Produccioén de acidos

Patdgeno Gram | Movilidad | Pigmento NBY | CNS | TTC | Ribosa | Sorbitol | Inulin
Clavibacter + - Amarillo + + } -
michiganense
Subsp. michiganense

Utilizacion Hidrolisis
Acetato Formato Caseina Esculina

- - - +

Tabla 2. Pruebas bioquimica para los aislamientos obtenidos de tomate

Crecimiento [ Produccion de acidos
Aislamiento | Gram | Ryu | Movilidad | Oxidasa | Catalaza | O/f | CNS | TTC | Ribosa | Sorbitol | Inulin
1 + - - - + + |- + + - - -
Utilizacion Hidrolisis
Acetato Formato Caseina Esculina
- - - +

Los resultados de estas pruebas concuerdan con los de Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis caracterizada por Schaad (1988).




Al realizar la tincion de Gram, esta fue positiva, ya que la coloracién del
frotis fue morada, ademas se observaron células de forma cocoide y agregados en
forma de coma, lo cual coincide con lo mencionado por Schaad, (1988). Para
corroborar este resultado se realizé la prueba de Ryu, la cual fue negativa; siendo
este el resultado esperado, ya que el resultado de esta prueba debe ser opuesto
al de la tincion de Gram, La prueba de oxidasa se considerd negativa, debido a
que el papel filtro no tomd ninguna coloracion transcurrido los treinta segundos
requeridos para tal efecto. La prueba de la catalaza fue positiva al producirse
efervescencia al entrar en contacto la masa bacteriana con el agua oxigenada; en
seguida se hizo la prueba de movilidad la cual dio resultado negativo al no
encontrar ningun flagelo a la célula bacteriana. El crecimiento en medio CNS fue
positivo, al mostrarse un desarrollo de la bacteria en dicho medio, al igual que en
el medio TTC. El resultado en la prueba de oxidacion fue positiva, debido a que
se manifestd un cambio en la coloracion del medio que no contenia aceite mineral,
siendo asi fermentacion negativa. La produccién de acidos a partir de
carbohidratos(Ribosa, sorbitol e inulin), se considerd negativa al no experimentar
ningun cambio de coloraciéon en el medio de cultivo(verde a amarillo); de igual
manera la utilizacion de acidos organicos(sal sédica) se considerd negativa al no
presentar cambio en la coloracion del medio (verde claro a azul brillante). La
hidrolisis de caseina se consideré negativa al no formar un halo transparente
alrededor de la colonia bacteriana. Pero el resultado si fue positivo para la
hidrélisis de esculina, al cambiar de un color claro a obscuro alrededor de la

colonia bacteriana; asi también fue positiva la reaccion de hipersensibilidad en



tabaco, al perder turgencia y después necrosarse el area infiltrada con la solucion

bacteriana.

Los resultados obtenidos en todas las pruebas anteriormente descritas,
concuerdan con Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis caracterizada

por Schaad, 1988, acerca del cancer bacteriano del tomate.

CONCLUSIONES

1.- Los microorganismos asociados a la marchitez del tomate en la region
centro del estado de Chiapas son: Fusarium oxysporum, fusarium solani, y

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.

2.- Aunque se aislo a fusarium solani, no hay reportes de que este hongo
produzca marchitamientos en tomate; por lo cual podemos considerarlo como de

menor importancia en la enfermedad.
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RESUMEN

La marchitez del tomate, es una enfermedad muy importante por las
pérdidas que ocasiona en todos los tipos de cultivo de esta hortaliza, tanto en la
region centro de Chiapas como en todas las areas donde se cultivan tomates, es
por tal razén que el presente trabajo tiene como objetivo identificar a los
microorganismos asociados a la marchitez del tomate(Lycopersicon esculentum
Mill.), segun la hipétesis mediante la cual se plantea que la marchitez del tomate
se debe a un complejo enfermedad, donde existe la interaccién hongo-bacteria;
para lo cual se llevaron acabo aislamientos de hongos en medio de cultivo PDA 'y
bacterias en medios selectivos: CNS, D, de la serie KDO y KB, las cuales se
caracterizaron mediante pruebas bioquimicas. Y como resultado se identifico a
los hongos Fusarium oxysporum, F. solani vy la bacteria Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis. Con lo cual concluimos que los organismos
asociados a la marchitez del tomate en la region centro del estado de Chiapas
son: Fusarium solani, F. oxysporum y la bacteria Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis. Siendo estos dos ultimos los de mayor importancia, ya que
hasta la fecha no hay reportes de que Fusarium solani produzca marchitez en

tomates.



APENDICE

FORMULAS DE MEDIOS DE CULTIVO
Y

PREPARACION DE RACTIVOS



I MEDIOS PARA AISLAMIENTO

1.1.  MEDIO B DE KING (KB)

Proteosa peptona # 3
KoHPO,4 3 H.O
MgSO,4 7 H,O

Agar

Glicerol

Agua

e Se puede emplear peptona

1.2. PAPA DEXTROSA AGAR (PDA)

Papa en trozos

Dextrosa
Agar

Agua

15.0 g
15.0 g

1000.0 ml

200.0g

18.0¢g
18.0 g

1000.0 ml



. MEDIOS SELECTIVOS

2.1. MEDIO D,
Glucosa 10.0¢
Hidrolazado de caseina 4049
Extracto de levadura 20g
NH,CI 109
MgS0O47H,0 03¢
LiCl 509
Tris (Hidroximetil) amonio metano 129
Agar 15049
Agua 1000.0 ml

Disuelva los ingredientes en el agua, ajuste el pH a 7-8 con HCI y esterilice.

Cuando el medio tenga una temperatura de 50°C adiciones:

Sulfato de polimixina 40 mg (300 unidades)

Azida de sodio 2 mg



Este medio se utiliza para el aislamiento de Corynebacterium y se debe preparar

al momento de emplearse para evitar que la azida y polimixina se descompongan

con el tiempo.

2.2. MEDIO CNS

Caldo de nutrientes

Extracto de levadura

Fosfato de potasio monobasico
Fosfato de potasio dibasico
Cloruro de litio

Agar

Agua doblemente destilada

80g
20g
20g
05¢g
50g
6.5¢

480.0 ml

Esterilice juntos( después del autoclave el pH es 6.9), enfrie alrededor de

50°C y entonces agregue los siguientes reactivos:

Ciclohexamida

Acido nalixidico
Sulfato polimixidico B
Daconil 2787-F
Glucosa

Sulfato de magnesio, anhidro

0.020 g 6 2.0 ml
0.01259 6 1.25 ml
0.016 6 1.6 ml
0.00048 g 6 0.03 ml
2.59625.0 ml

0.062 g 6 0.05 ml



2.3.

MEDIO CON CLORURO DE TETRAZOLIO ( TTC)

Peptona 10.0g¢g
Hidrolizado d caseina 109
Glucosa 50¢g
Agar 12049
Agua destilada 1000.0 ml

Ajustar el pH a 7.0, esterilizar en autoclave y cuando el medio tenga una

temperatura aproximada de 50-55°C, adicionar 5 ml de una solucion al 1% de

cloruro de tetrazolio, esterilizado por filtracion.

3.1.

ll. MEDIOS PARA CARACTERIZACION

MEDIO DE HUGH Y LEIFSON

Peptona 20g
NaCl 50¢g
KoHPO4 0349
Agar 3.0g
Azul de bromotimol 0.03 ¢

Glucosa 10.0¢

Agua 1000.0 ml



El pH se ajusta a 7.1 antes de adicionar el agar. La glucosa se esteriliza por filtro

milipore o en autoclave.

3.2. MEDIO YGM

Extracto de levadura 20g
Glucosa 25¢g
Solucion A 25¢g
Solucién B 25¢g
Solucién C 25¢g
Agar 18.0¢g
Agua destilada 1000.0 ml
Solucion A:
K2 HPO4 10.0g
KH, PO, 10.0g
Agua destilada 100.0 mi
Solucion B:
MgSQO4 7H, O 409
MnSO4H,; O 06g
NaCl 20g

Agua destilada 100.0 ml



Solucién C:

FeSO47H, O 0.2¢g
Agua destilada 100.0 ml
3.3. MEDIO SC

Peptona de soya 8.0g
Cloruro de hemin 15.0g
KH2PO4 159
KH,PO, .3H,0 059
MgSO4 .7H,0O 02g
Agar miel de maiz 1709
Glucosa 109
Cysteina (base libre) 10.0g
Albumina suero de bovino fraccién V 10.0g
Agua destilada 1000.0 ml

Los ingredientes so agregados y disueltos en agua desionizada en el orden
mencionado. Los componentes del medio, excepto la glucosa, cysteina y albumina
suero de bovino con el resto de las soluciones son esterilizados por filtracién y
agregados a el resto del medio en 50 C. EImpH puede ser 6.6-6.7, antes de

ajustarse.



IV. PREPARACION DE REACTIVOS

4.1. REACTIVOS PARA TINCION DE GRAM

4.1.1. SOLUCION DE CRISTAL VIOLETA

El cristal violeta actua como colorante primario y se prepara de la

siguiente forma:

Cristal violeta 05¢g
Fenol 25¢g
Etanol al 96% 20.0g
Glicerina 80.0¢g
Agua destilada 100.0 ml

El cristal violeta puede ser sustituido por violeta de genciana, violeta de

metilo o azul de metileno.

4.1.2. SOLUCION DE LUGOL

Esta solucién debe tener pH alcalino, por que a pH acido, las bacterias

gram positivas aparecen como gram negativas y se prepara de la siguiente

manera:



Yodo 109
Ki 2049

Agua destilada 100.0 ml

4.1.3. SOLUCION DE SAFRANINA

Es el colorante secundario o de contraste y esta formado por lo siguiente:

Safranina 109

Agua destilada 100.0 ml

Esta solucion o colorante no es indispensable en esta tincidén, sino que
unicamente se emplea para distinguir mejor si una bacteria es gram negativa o
positiva y al igual que el cristal violeta se puede sustituir por una solucién de

fucsina 1:20 o pardo de Bismark al 0.1%.

4.2. REACTIVOS PARA TINCION DE FLAGELOS

MORDENTE
Acido tanico 2009
CrO3 sol. Acuosa al 2.5% 15.0 ml

Agua caliente 80.0 mi



Ea acido tanico se disuelve en 80 ml de agua caliente, y se agrega la
solucion de CrOs, se mezclan y se guardan en el refrigerador durante 4 dias, en

un recipiente obscuro.

Para emplear el mordente se debe de filtrar previamente.

4.3. PRUEBA DE OXIDASA

Tetrametil para fenilendiamina 109

Agua destilada 100.0 ml

Se disuelve el reactivo y se guarda en frascos obscuros



