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EFECTIVDAD BIOLOGICA DE EXTRACTOS DE Agave striata y Fouquieria
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El cancro bacteriano es una de las enfermedades del tomate (Solanum
lycopersicum), la cual es causada por la bacteria Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (Cmm). En el presente trabajo se realizé la identificacion
de Cmm mediante PCR de punto final utilizando los primers CMM5F y CMM6R.
Se evalué la efectividad de los extractos metandlicos de Agave striata y
Fouquieria splendens sobre Cmm in vitro y bajo condiciones de invernadero,
también se obtuvo informacién acerca de la composicion de fitoquimicos
presentes en las plantas. El ensayo in vitro se realiz6 mediante la técnica de
microdilucién en placa desde los 3.9 mg/L a 1000 mg/L, se determiné la Clsp y
Clgo de cada extracto . En el experimento en invernadero se evalué el efecto de
los extractos y un producto organico “Biobacter” contra Cmm, se evalud la
incidencia, severidad y parametros morfométricos. Los resultados in vitro
indicaron que los extractos de F. splendens y A. striata presentan inhibicion sobre
el fitopatdgeno, desde concentraciones de 62.5 y 125 mg/L respectivamente. El
ensayo en invernadero demostrd que la incidencia, severidad y parametros
morfomeétricos fue menor con el extracto de F. splendens, asi después el producto

Biobacter, y por ultimo el extracto de A. striata.

Palabras clave: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, tomate,

extractos metandlicos, efectividad biologica.
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The bacterial canker is one of the tomato (Solanum lycopersicum), caused by the
bacterium Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm). In the present
work, the identification of Cmm was carried out by end-point PCR using the
primers CMM5F and CMMG6R. The efficacy of methanolic extracts of Agave striata
and Fouquieria splendens on Cmm in vitro and under greenhouse conditions was
evaluated, as well as some information about the composition of phytochemicals
present in plants was obtained. The in vitro assay was performed using the plate
microdilution technique from 3.9 mg/L to 1000 mg/L, the Clsop and Clgo of each
extract was determinated. In the greenhouse experiment, the effect of the extracts
and an organic product "Biobacter" against Cmm was evaluated, the incidence,
severity and morphometric parameters were evaluated. The in vitro results
indicated that the extracts of F. splendens and A. striata showed inhibition on the
phytopathogen from concentrations of 62.5 and 125 mg/L, respectively. The
greenhouse trial showed that the incidence, severity and morphometric
parameters were lower with F. splendens extract, subsequently with Biobacter

product, and lastly with A. striata extract.

Keywords: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, tomato, methanolic

extracts, biological effectiveness.
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INTRODUCCION

El tomate es uno de los principales cultivos a nivel mundial debido a su elevado
consumo, su rendimiento varian en funcién de las tecnologias empleadas, desde
el cultivo a campo abierto, hasta la produccion en invernaderos de alta tecnologia
con sistemas automatizados de riego, nutricion y control fitosanitario (FIRA,
2019), sin embargo, este cultivo presenta un gran nimero de enfermedades que

afectan su rendimiento y productividad.

Las enfermedades de este cultivo son causadas por organismos fitopatogenos
como hongos, nematodos virus y bacterias (Arie et al., 2007). En este sentido,
las enfermedades bacterianas son un grave problema en los diferentes sistemas
de produccion. Siendo Ralstonia solanacearum (Rs), Pseudomonas syringae pv.
tomato (Pst), Agrobacterium tumefeciens (At), Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (Xcv) y Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) las
principales especies bacterianas que ocasionan perdidas en este cultivo (Koike
et al., 2007; Lopez, 2016).

Cmm es conocida como “el cancer” o “cancro bacteriano” (Davis et al., 1984), la
cual es una de las principales especies de interés economico por el alto grado de
pérdidas que ocasiona en el cultivo de tomate (de Leodn et al., 2011; Nandi et al.,
2018), las cuales pueden acabar con el cultivo en caso de no ser controlado
(EFSA, 2014; Hadas et al., 2014; FIRA, 2016). La propagacion por semillas,
trasplantes de plantas, y restos de la planta localizada en el suelo infectadas son
sus principales fuentes de inéculo (Kawaguchi et al., 2010). Esta especie muestra
un alto grado de variabilidad en su virulencia (Alvarez et al., 2004), y puede llegar
a sobrevivir en restos de plantas hasta por almenos dos afios (Fatmi y Schaad,
2002; Sen et al., 2018).

Las principales estrategias de control disponibles para Cmm son la prevencion y
exclusién (Xu et al., 2010; De Leodn et al., 2011), la soluciones se basan en la

rotacion del cultivo, buenas practicas agricolas y el uso de semillas sanas (Sen



et al.,, 2015;Tireng-Karut et al., 2019). El uso de productos quimicos para su
control no han sido eficientes (Balestra et al., 2009). El uso de productos cupricos
y de antibiéticos desarrollados a base compuestos sintéticos son los méas usados
como métodos de control (Milijacevic et al., 2009), sin embargo, su uso puede
causar toxicidad, ademéas de ser acumulado en los suelos e inducir resistencia
en los microrganismo fitopatégenos hacia los ingredientes activos, con lo cual

esto no permite su uso en la agricultura en algunos paises.

Debido a lo anteriormente mencionado, se han realizado trabajos de
investigacion para desarrollar alternativas organicas, que sean amigables con el
ambiente y que no generen resistencia en los microorganismos (Basim et al.,
2000; Sarwar, 2015), como es el uso de extractos de plantas y sus principios
activos, los cuales han sido estudiados por sus diversos efectos antimicrobianos
(Scarpari et al., 2017; Valdés et al., 2017; Simonetti et al., 2020; Bahaman et al.,
2021), siendo las plantas del género Agave una de las que han mostrado
actividad antibacteriana (Fontanills, 2017; Krishnaveni, 2017; Rojas-Elizalde,
2017; Lopez-Romero et al., 2018; Camacho-Campo et al., 2020); asi también la
especie de Fouquieria splendens (Rodriguez-Garza, 2010; Avila-Reyes, 2013;

Vega-Menchaca et al., 2013).



OBJETIVOS
Objetivo General

Determinar la efectividad antibacteriana de extractos metandlicos de Agave
striata y Fouquieria splendens para el control de Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis.

Objetivos Especificos

1. Aislar e identificar una cepa de Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis de un cultivo de tomate con presencia de la enfermedad.

2. ldentificar la presencia de fitoquimicos de las plantas de interés.

3. Determinar la efectividad antibacteriana de los extractos metandlicos en el
control de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis bajo condiciones in

vitro.

4. Determinar la efectividad biolégica de los extractos metandlicos en el control
de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis bajo condiciones de

invernadero.

HIPOTESIS

Los composicion fitoquimica de los extractos de Agave striata y Fouquieria
splendens presentaran actividad biolégica para el control de Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis en los ensayos in vitro y bajo condiciones

de invernadero.



REVISION DE LITERATURA

Origen, distribucion e importancia del tomate

El cultivo de tomate, tiene su origen en la zona de los andes en sudamerica
(Escobar y Lee, 2009), sin embargo, su domesticacion se llevo a cabo en México
y Centroamerica (Heuvelink, 2005; Blancard, 2011). Actualmente es un cultivo
cosmopolita, el cual se utliza principalmente para consumo fresco e
industrializado (Torres, 2017), ademas de ser la segunda hortaliza mas

importante en el mundo después de la papa (Blancard, 2011).

Ademas de su importancia social y econdmica, este cultivo es una rica fuente de
minerales, azucares, aminoacidos, fibras, antioxidantes y algunas vitaminas,
componentes biolégicamente activos que ayudan a mejorar la calidad de vida de
las personas (Blancard, 2011).

Generalidades del cultivo del tomate

La planta de tomate es conciderada herbacea cuyo tallo es semilefioso, con un
sistema radicular que estd compuesto por una raiz principal de corta extension
ramificada en numerosas raices secundarias. En la parte superior, al nivel del
suelo, se desarrollan raices adventicias que ayudan a mejorar el anclaje de la
planta al suelo o sustrato. La raiz estd compuesta por una epidermis en donde
se encuentran pelos absorbentes. El tallo generalmente mide 2 a 4 cm de la base
de la planta y es mas delgado en la parte superior donde se estan formando las
nuevas hojas y racimos florales. Las hojas son imparimpinnadas con foliolos mas
0 menos dentados alternos e impares que terminan en un foliolo individual en la
parte apical. El nUumero de hojas por tallo y la frecuencia de aparicién estan
determinados por el tipo de habito de crecimiento de la planta y la temperatura.
Las flores poseen oOrganos femeninos y masculinos funcionales, con
inflorescencias simples o ramificadas, en cada inflorescencia o racimo se forman

varias flores constituidas por 5 a 8 sépalos, 5-8 pétalos, 5-8 estambres y un ovario



gue comprende 2 a 10 carpelos. Los frutos son en realidad bayas, y estas tardan
dos meses desde la antesis (cuajamiento) hasta el momento de la cosecha
(Escobar y Lee, 2009; Blancard, 2011; Torres, 2017).

Importancia econdémica del tomate en el mundo

El tomate es una de las hortalizas mas importantes a nivel mundial; la superficie
cultivada de tomate a nivel mundial en 2020 fue de 5,051,983 ha, con una
produccion de un poco més de 186 millones de toneladas. Entre los principales
paises productores de tomate se encuentran China, India, Turquia, Estados
Unidos y Egipto, por su parte México ocupa el noveno lugar en produccién con
un poco mas de 4 millones de toneladas y una superficie sembrada de 84,926 ha
(FAO, 2020). México contribuye con el 19% de volumen de las exportaciones a
nivel mundial, lo cual lo posiciona como el principal pais exportador por encima
de Espafia el cual contribuye con un 14% y Paises Bajos con un 13% (FAOSTAT,
2020).

Produccion de Tomate en México

En 2018, el tomate fue el segundo producto mas importante en el valor de las
exportaciones agropecuarias mexicanas. Durante la dltima década, las
exportaciones de tomate crecieron a una tasa promedio anual de 4.7 por ciento,
al ubicarse en 1.68 millones t (FIRA, 2019). Para el afio 2019, en México se
cosecharon 3 millones 442 mil t, siendo cinco estados los que representaron un
poco mas del 50% de la produccion a nivel nacional de este cultivo, entre los
cuales se encuentran: Sinaloa con 22.2%, San Luis Potosi con 11.4%,
Michoacan con 8.1%, Zacatecas con 5.2% y Jalisco con 5.1% (SIAP, 2020). Para
el ciclo de Primavera a Verano de 2021, se reportd una superficie sembrada de
9,886 hectareas, la cual fue superior en 3,758 (61.3%) a la obtenida en 2020, con
una produccién de un total de 1,154,562 t para el mes de Mayo (SIAP, 2021).



Género Clavibacter

El género Clavibacter esta integrado al Phyllum Actinobacteria, Orden
Actinomycetales y Familia Microbacteriaceaea (Stackebrandt et al., 1997), fue
nombrada por primera vez por Davis et al. (1984), antes se agrupaba dentro del
género Corynebacterium (Eichenlaub et al., 2006). Actualmente so6lo una especie
es contemplada dentro del género Clavibacter, Clavibacter michiganensis, la cual
comprende cinco subespecies que se basan en el hospedador al cual efectan
(Yasuhara-Bell y Alvarez, 2015).

Las cinco especies descritas son: C. michiganensis subsp. michiganensis (cancer
bacteriano del tomate), C. michiganensis subsp. sepedonicus (pudricion anular
de la papa), C. michiganensis subsp. insidiosus (marchitez de la alfalfa), C.
michiganensis subsp. nebraskensis (marchitez y tizén del maiz), y C.
michiganensis subsp. tessellarius (mosaico y mancha bacteriana en trigo).
Recientemente se han descrito otras subespecies, como C. michiganensis subsp.
phaseoli la cual fue descrita como el agente causal del amarillamiento de hojas
en frijol (Gonzalez y Trapiello, 2014) y C. michiganensis subsp. capsici como el

agente causal del cancer bacteriano en chiles (Oh et al., 2016).

Descripcion de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Cmm es una bacteria que tiene forma de bacilo Gram-positiva, no movil, la cual
es estrictamente aerobica, no produce endosporas, los medios selectivos de esta
bacteria son NBY, YDC y KB, donde en dos a tres dias forma colonias de 2-3 mm
de diametro, convexas, lisas, con borde entero, de color amarillo palido a naranja,
opaco, y mucoides, con un poco de brillo cuando son jévenes; con el tiempo la
intensidad de la pigmentacion de las colonias amarillas tiende a aumentar. Su
temperatura 6ptima de crecimiento in vitro es de 25 a 28° C. En cuanto a su

morfologia, los bacilos pueden aparecer individuales, pero también pueden



aglomerarse y hacer formas de V 0 Y entre estos(Schaad et al., 2001; Jones et
al., 2001).

El cancro bateriano puede crecer a temperaturas de 20 a 30°C, pero puede llegar
a sobrevivir hasta temperaturas de 50 °C, su pH 6ptimo para el crecimiento de
esta bacteria es oscila entre 7 y 8, pero también crece en el xilema de la planta a
pH 5 (Eichenlaub et al., 2006). La gama de hospedadores de Cmm comprende
principalmente cultivos de solanaceas de importancia econémica, tales como: el
tomate, los pimientos (Capsicum annuum) y berenjenas (Solanum melongena)
(Waleron et al., 2011; Yim et al., 2012; Kara et al., 2018; Sen et al., 2018), y
recientemente se encontrd en el cultivo de la papa (Ignatov et al., 2019). Esta
bacteria tiene cepas que muestran una gran variabilidad en la virulencia (Alvarez
et al.,, 2004). Las pérdidas de rendimiento varian dependiendo el afio, la
ubicacion, el cultivo afectado y etapa fenoldgica de la infeccion del hospedador
(Sen et al., 2015).

Sintomatologia

La sintomatologia mostrada en plantas infectadas por Cmm puede ser diversa
dependiendo del estado fenoldgico de la planta, la susceptibilidad del cultivar y
virulencia de la cepa bacteriana, esto en conjunto de las condiciones ambientales
en las que se desarrolle el cultivo. Los sintomas en las plantas infectadas por
Cmm pueden ser de tipo sistémicos o localizados (Gleason et al., 1993; de Ledn
et al., 2011). Cuando las plantas se infectan como semillas o plantulas jévenes,
desarrollan infecciones primarias o también llamadas infecciones sistemicas, en
el cual los sintomas pueden aparecer de 6 a 8 semanas (Gitaitis et al., 1991). Por
el contrario, las plantas mas son fisiolégicamente mas viejas suelen desarrollar
infecciones foliares o llamadas infecciones secundarias, estas ocasionan clorosis
de las hojas, lo cual puede afectar el rendimiento y la calidad del cultivo (Nandi
et al.,, 2018). Una vez que la bacteria penetré al tejido vascular a través de

tricomas, heridas, estomas e hidatidos que se encuentran presentes en las hojas,



ocasiona un marchitamiento unilateral en los foliolos, apareciendo uno de los
primeros sintomas en la planta, posteriormente aparecen estrias necroticas las
cuales se extienden desde el peciolo hasta la unién con el tallo (Gartemann et
al., 2008). El parénquima vascular en particular puede presentar un aspecto
harinoso blanco.(EPPO, 2016). En etapas mas avanzadas de la infeccion,
ocasiona lesiones en los tallos que son conocidas como “chancros”, mientras que
en los frutos aparecen pequefios puntos negros rodeados por un halo blanco a
los cuales se les conoce como “ojo de pajaro”, estos sintomas finalizan hasta la
muerte de la planta (Smith, 1920).

Ciclo de Vida de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Las semillas y los restos de plantas infectados son las principales fuentes de
inoculo para su propagacion (Gartemann et al., 2003), asi también se han
reportado huéspedes alternativos como lo son algunas “malezas” estas pueden
servir como fuentes de propagacion de inoculo (Gleason et al., 1993). La
infeccion inicia caundo Cmm penetra la cubierta de la semilla y al endospermo a
través del sistema vascular de un progenitor hembra infectado (Fatmi y Schaad,
1988). Las practicas culturales ocasionan la infecciéon secundaria de Cmm, esto
puede llevarse a cabo una vez que el cultivo estd establecido, esto ocurre
principalmente por practicas como el poda, recorte, contacto entre plantas
enfermas y sanas, salpicaduras, entre otras. (Ricker y Riedel 1993; Carlton et al.,
1998; Tancos et al., 2013). Las infecciones secundarias se producen través de
las hojas por medio de los hidatodos y estomas, por las raices y tejidos dafiados
(Carlton et al., 1998; Tancos et al., 2013). Una vez que la bacteria se establecio
en la planta, Cmm invade los haces vasculares y se mueve a través del xilema
por lo que llega a toda la planta del hospedero. Cuando la infeccién ocurre en
plantas en estado de madurez, estas pueden pasar desapercibidas debido a que
pueden ser asintomaticas o estar en un estado fenoldgico desarrollado en el cual
la planta ya no muestre sintomas visibles, sin embargo, estas pueden ser una

fuente de inéculo en siembras posteriores (Figura 1).



Figura 1. Ciclo de infeccibn de Cmm en tomate. El indculo primario es
usualmente semilla infectadas (1), la infecciéon secundaria es causada por una
trasmision del patégeno ya sea por la raiz (2), hojas (3), practicas culturales (4),
y los restos de plantas infectadas (fuente de contaminaciéon primaria) se vuelven
un nuevo indculo (5) para el siguiente ciclo (6) (Sen et al., 2015).

Distribucion  Geogréafica de Clavibacter michiganensis  subsp.
michiganensis

El cancro bacteriano se identificé por primera vez en tomate en Michigan (EE.
UU.) en 1909 y ahora estda muy extendido a otras partes del mundo. Su
movimiento en largas distancias es facilitado por las semillas comercializadas
(Ansari et al., 2019), lo que explica su distribucion en todas las regiones
productoras de tomate del mundo (CABI, 2021; EPPO, 2022).

En México se detecto e identificd el cancro bacteriano en el Valle de Culiacan, y
de 1994 a 1996 se extendid y se establecié en las principales areas horticolas de
exportacion de los estados de San Luis Potosi, Jalisco, Baja California Sur y Baja
California Norte (Holguin-Pefia et al., 2006), asi como en Sonora (Borboa et al.,
2009).
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Control del Cancer Bacteriano

Las estrategias de manejo para las enfermedades se pueden agrupar en cuatro
categorias: control, erradicacion, prevencion y exclusién, estas ultimas dos son
las las alternativas mas importantes para el control de Cmm (Xu et al., 2010;
De Leén et al.,, 2011). Asi los métodos de control que actualmente se utilizan

son: el control cultural, quimico, biolégico, fisico y genético.

Control cultural

Se conocen varias formas para disminuir el dafio de la enfermedad, pero el uso
de semilla sana (libre de contaminacion con la bacteria) es la mas eficaz. Cmm
puede ser prevenido con medidas higiénicas como el uso de materiales de
propagacion, plantas, agua y personal “libres de la bacteria” (Sen et al., 2015).
Asi también el pH, como la solucion nutritiva en el crecimiento del cultivo también
pueden limitar el crecimiento bacteriano (Huang y Tu, 2001). Si bien las plantas
enfermas puede reducirse utilizando estas practicas, esta medida debe ser
complementada dentro de un manejo integrado, si se quiere tener una mayor

eficiencia del control de la enfermedad (Maeso y Walasek, 2015).

Control quimico

Compuestos tales como el sulfato de cobre, hidroxido de cobre, y bactericidas
como estreptomicina, mancozeb y sus combinaciones reducen la incidencia de
la enfermedad (Hausbeck et al., 2000 ; Kasselaki et al.,, 2011). Sin embargo,
actualmente ningan quimico ha demostrado controlar por completo al patégeno
(de Leon et al., 2008), reportandose incluso efectos fitotoxicos por el uso de cobre
(Yang et al., 2002). Debido a esto se han implementado otros métodos
fitosanitarios, como el tratamiento de semillas con acido clorhidrico (Pradhanang
y Collier, 2009), peroxido de hidrogeno y tratamiento del suelo con formaldehido,
los cuales reducen el inoculo bacteriano como el desarrollo de sintomas, pero

solo han demostrado ser parcialmente efectivos contra Cmm (Secor et al., 1998;
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Sharma y Kumar, 2000; Pradhanang y Colier , 2007; Kasselaki et al., 2011).
Ademas se ha demostraso que el uso de algunos compuestos ya no es eficiente
en el control de esta bacteria, debido a la mutacién de algunas cepas que les
confiriere una alta resistencia (Valenzuela et al., 2019).

Control biolégico

Este tipo de control ha sido utilizado como un método de manejo de la
enfermedad,; el tratamiento con el género Bacillus spp. a mostrado inhibicién en
el crecimiento de Cmm (Kasselaki et al., 2011), asi como B. subtilis (Utkhede y
Koch, 2004), Trichoderma spp. y T. harzianum (Guerrero et al., 2017), o la
preinoculacion con patogeno avirulento (Mdller et al., 2000), reducen la
diseminacion bacteriana, pero los mecanismos por el cual se inhibe la bacteria
en el cultivo de tomate se desconoce. Abo-Elyousr et al. (2019) evaluaron la
inhibicion del cancer bacteriano con bacterias del género Bacillus (B. subtilis y B.
amyloliquefaciens), y del género Pseudomonas (P. fluorescens y P. aeruginosa),
las bacterias mostraron actividad antibacteriana contra Cmm. Moustaine et al.
(2020) evaluaron el antagonismo de tres rizobacterias: B. cereus, Pantoea
agglomerans y Serratia proteamaculans, los resultados mostraron que P.
agglomerans redujo en un 70 % la aparicion de los sintomas de la enfermedad,

S. proteamaculans 45% y B. cereus 75%.

Control con extractos vegetales

Se han realizado trabajos de investigacion dirigidos en desarrollar alternativas de
control con el uso de productos organicos para el manejo de enfermedades de
los cultivos que no dafien el ambiente (Basim et al., 2000; Sarwar, 2015). Los
extractos vegetales son una opcién prometedora debido a sus principios activos,
cuyos efectos son atribuidos a metabolitos secundarios (fenoles, saponinas
terpenoides, alcanos, etc.) (Nevarez-Prado et al., 2021), que han sido estudiados
por sus diversos efectos antimicrobianos (Scarpari et al., 2017; Valdés et al.,
2017; Simonetti et al.,2020; Bahaman et al., 2021).
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Para el caso de Cmm se han encontrado potentes inhibidores las cuales son
moléculas pequefias, como las piperidinas, benzimidazoles, fenoles, fenoxi
isopropanolaminas y pirrolidonas (Xu et al., 2015). Borboa-Flores et al. (2010)
evaluaron 19 aceites ecenciales, de los cuales 6 mostraron actividad bactericida,
el tratamiento con Lippia palmeri silvestre inhibio significativamente el crecimiento
de Cmm en diferentes dosis evaluadas. Zarare-Martinez et al. (2018), evaluaron
los efectos de &cidos fendlicos contra Cmm, sus resultados indican que la
aplicacion de estos no promovié efectos en las variables agronémicas del cultivo;

sin embargo, si se observo una disminucién significativa en severidad de Cmm.

Extractos vegetales para el control de bacterias fitopatogenas

Los extractos vegetales son productos obtenidos de distintas partes de la planta,
como lo son los tallos, raiz, hojas, flores, corteza, etc. Estos estan compuestos
por sustancias organicas, que poseen propiedades antimicrobianas y se hallan
en la fraccion oleosa o aceites esenciales. Los cuales se extraen utilizando
métodos como la destilacion por arrastre de vapor, prendado en frio y extraccion
mediante solventes (Tongnuanchan y Benjakul, 2014; Herman et al., 2019). El
manejo de las enfermedades bacterianas en plantas se ha hecho mundialmente
dificil debido a la resistencia a los productos quimicos que durante muchos afos
han sido empleados en la agricultura (Chirinos et al., 2013). Debido a lo anterior,
los productos naturales como plaguicidas han tomado relevancia a nive mundial,
no obstante, a pesar de que se han realizado diversas investigacion, aun no se
cuenta con informacién suficiente para el uso de estos en el control de
enfermedades bacterianas. Sin emargo, diversas investigaciones sefialan que los
extractos vegetales son una buena opcion en el control o inhibicion de bacterias
fitopatdgenas, ademas pueden constituirse en una herramienta para integrar a
un manejo agroecologico de los cultivos (Stauffer et al., 2000; Grillo et al., 2001,
Maselli et al., 2008; Arredondo-Valdés et al., 2020; Pérez-Pérez et al., 2020;
Arredondo-Valdés et al., 2021).
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En este sentido Arredondo-Valdés et al. (2020) realizaron ensayos in vitro del
extracto etandlico de hojas de Magnolia tamaulipana contra las bacterias
fitopatogenas del tomate Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst), Xanthomonas
vesicatoria (Xv), Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm),
Ralstonia solanacearum (Rs) y Agrobacterium tumefeciens (At), los resultados
mostraron que el extracto inhibio a las cinco bacterias, la tasa de inhibicién del
crecimiento oscilé entre 8,22 y 100%, por su parte Ramirez-Reyes et al. (2015)
utilizaron extractos de M. dealbata los que inhibieron el crecimiento de P.
carotovorum. Grillo et al. (2001) utilizaron extractos a base de alcohol de Ruta
chalapensis Lin. y Ocimum basilicum Lin. contra Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria y Erwinia carotovora, sus resultados muestran que ambos extractos
inhibieron el crecimiento bacteriano. Pérez-Pérez et al. (2020) evaluaron
extractos metanolico, hexanico y de acetato de etilo a partir de raices de Jatropha
dioica Seseé (Sangre de drago), los cuales presentaron actividad antimicrobiana
contra los fitopatdgenos Cmm, Pst y Xcv.

Importancia de la Agricultura Orgéanica

Hoy en dia la agricultura organica emplea opciones tecnolégicas con la finalidad
de reducir y hacer recuperables los costos de produccion, protegiendo la salud
de los humanos, mejorando la calidad del ambiente, a la vez que promueve las
interacciones biolégicas y los procesos naturales beneficiosos de los

agroecosistemas (Fernandez, 2009; Duran y Waquil, 2019).

Este tipo de agricultura propone la conservacion del principio de la biodiversidad
y del mantenimiento de la fertilidad del suelo a través de la implementacion de
agroecosistemas altamente diversificados, donde se incluyen plantas
compafieras y/o repelentes, cultivos asociados, planes de rotacién de cultivos,
asi como el uso de insectos benéficos, nematodos, agentes microbiolégicos
entomopatdégenos, nematdégenos y antagonicos, insecticidas y fungicidas de

origen botanico, permitiendo la utilizacion de algunos elementos minerales puros
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como: azufre, cobre, cal, oligoelementos, de manera que ello contribuya a
conservar el equilibrio de los agroecosistemas, manteniendo la actividad
biolégica del suelo, fortaleciendo los tejidos de las plantas para que soporten los
ataques de los insectos plaga y patégenos, regulando sus poblaciones, para que
se mantengan en niveles que no hagan dafio a los cultivos, como también no

afecten la salud del consumidor (Fernandez, 2009).

Producto Organico “Biobacter O%"

El producto llamado “Biobacter O® de la empresa GreenCorp con registro
COFEPRIS RSCO-MEZC0301M-0279-012-10.5, tiene una formulacién organica
para la prevencion, control e induccion de resistencia a enfermedades causadas
por bacterias fitopatogenas. Biobacter tiene un amplio espectro de accion y
funciona a través de varios mecanismos de accion, incidiendo sobre bacterias
tanto gram positivas como gram negativas, ha mostrado efectividad biologica en
el manejo de la enfermedad pudricion blanda causada por E. caratovora en
cebolla y en la mancha angular de la hoja X. fragariae en fresa, ademas de ser
recomendado para el control de Xanthomonas y Clavibacter en los cultivos de

chile, tomate, berenjena y papa.

Cuadro 1. Composicion del producto “Biobacer O®

Aceites vegetales (Aceite de Lippia graveolens y aceite de ajo) 5.00%
Terpenos (Extrato de Mimosa tenuiflora y Extracto de Larrea tridentata) 1.00%
Acidos grasos (Lecitina de soya) 2.00%
Estabilizador (Chistosan) 0.50%
Emulsificantes y acidificantes organicos 25.00%
Esporas de Bacillus spp (1 x108 ufc/ml) 28.00%

Acondicionadores y duliyentes 38.50%
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Agave striata subsp. striata

Clasificacion taxonomica
Division Angiospermae
Clase Monocotiledoneae
Orden Liliales
Familia Asparagaceae
Género Agave
Subgénero Littaea
Especie A. striata (Zuccarini, 1833).

Descripcion botanica

A. striata pertenece a la familia Asparagaceae y al subgénero Littaea, es una
planta compacta, de tallo corto, con rosetas de muchas hojas que forma un grupo
grande y denso que va del verde palido al rojo o purpura, de 50-100 cm. de alto
por 50-120 cm. de ancho. Sus hojas generalmente miden de 0.5-1 cm. de ancho
son lineales, gruesas, rigidas, rectas a arqueadas y convexas en la parte superior.
Sus inflorescencias son apicadas, con racimos que van de 50 a 200 flores. Las
flores son tubulares y largas, con tépalos cortos, pétalos de color amarillo verdoso
0 rojo a purpura y anteras de bronce a pardusco (Gentry, 1982). Comunmente se
le nombra como: “espadin”, sin ebmbargo también se le conoce como “espadillo”,

LE 11

“guapilla”, “soyata”.

Habitat y distribucion

Esta especie suele se encuentra asociada con las comunidades de lechuguilla, y
suele crecer en ambientes aridos y semiaridos. A. striata es también una de las
pocas agavaceas no monocarpicas, por lo cual le permite una reproduccion mas
acelerada (Gentry, 1982). Es una especie endémica de México, y su distribucion
se encuentra en el Desierto Chihuahense desde el estado de Hidalgo hasta
Coahuila (Figura 2) (Trejo et al., 2016).
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Figura 2. Distribucion de Agave stiata subsp. striata (Trejo et al., 2016).

Actividad biologica de Agave striata

La activiad antimicrobiana de extractos de A. striata para el control de
microoganismos fue sefialada por Sanchez et al. (2005), dichos autores
mencionan que el efecto inhibitorio de extractos etandlicos, metandlicos y
acuosos sobre el crecimiento de A. flavus y A. parasiticus. Estos exhibieron una
concentracion minima inhibitoria (MIC) de 0,5 a 2 mg/ml en medios de cultivo in
vitro, asi como una MIC de >30 mg/g cuando se examino en granos de maiz. La
mitad de la MIC inhibi6 el 99% de la produccién de aflatoxinas y el 85% de acido
ciclopiazonico. Los extractos metandlicos tuvieron el mejor efecto antifangico, en

comparacion con el etandlico y extractos acuosos.
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Fouquieria splendens Engelm

Clasificacion taxondémica
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliophyta
Subclase Asteridae
Orden Ericales
Familia Fouquieriaceae
Género Fouquieria
Especie F. splendens (Kunt, 1824).

Habitat y distribucion

F. splendens es la especie mas distribuida de la familia Fouquieriaceae y se
puede encontrar desde el suroeste de los Estados Unidos, y en México se
encuentra en los desiertos de Chihuahua y Sonora, desde San Luis Potosi y
Tamaulipas hasta la parte sur de Zacatecas, Querétaro e Hidalgo (Figura 3)
(Henrickson, 1972). Se le conoce comunmente como: “ocotillo”, asi también

como “Rotilla” y “Albarda”.

Figura 3. Distribucion de Fouquieria splendens (Nevarez-Prado et al., 2021).
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Descripcion botanica

F. splendens es la especie mas conocida y representativa de la familia
Fouquieriaceae, y del cual se asigno el nombre de “la familia de la madera de
vela’. Se ha determinado que los ocotillos tienen una longevidad media de 51
afios por lo que se considera una planta perenne de larga vida (Scott, 2021). Esta
especie se considera como arbusto o arbol bajo, de 2 a 10 m de altura, tronco
basal corto, de 15 a 25 cm de didmetro, ramificado cerca de la base en 6 a 30
tallos erectos o recurvados, corteza externa verde a café-amarillenta, exfoliante
en pequenas tiras, espinas de 15 a 25 mm de largo, rectas o curvas; hojas de los
brotes cortos 4 a 11, lineares patuladas ampliamente obovadas, de 17 a 35 mm
de largo, por 5 a 11 mm de ancho, agudas a redondeadas y emarginadas en el
apice, cuneadas en la base; sépalos anaranjado-rojizos, rosados a blanco-
amarillentos, ampliamente ovados, oblongos a casi reniformes, de 4.5 a 6 mm de
longitud, 3.5 a 5.5 mm de ancho, obtusos emarginados en el apice; corola
anaranjado-rojiza, rosado purpurea, rosado-amarillenta a amarilla clara, de 10.5
a 28 mm de largo. La aparicidon de las hojas es de manera periédica no estacional
ya que depende de la incidencia de la precipitacion pluvial, la mayor parte del afio
las plantas se encuentran sin follaje, pero cuando llueve, las hojas se desarrollan
rapidamente. Estas no duran mucho tiempo sobre la planta, pues se caen pronto,
por lo que la aparicion de hojas en F. splendens es un indicador de que las lluvias
han ocurrido recientemente. En sus hojas se presentan muchas traqueidas las
cuales almacenan agua, lo cual es poco comidn en la mayoria de las especies

dicotiledéneas (Henrickson, 1969; Lernsten et al., 1974).

Propiedades biolégicas de Fouquieria

El uso de los compuestos de las especies del género Fouquieria tiene efectos
biologicos, como: bactericida (Rodriguez-Garza, 2010; Avila-Reyes, 2013; Vega-
Menchaca et al., 2013), fungicida (Rodriguez-Garza, 2010), insecticida (Pérez-
Leal et al., 2020), atiparasitario (Rodriguez-Garza, 2010), y fitotoxico (Pérez-Leal
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et al., 2020). El género Fouqueria ha mostrado diferentes actividades biol6gicas
como ya se menciono, esto debido a que esta especie cuenta con un gran
numero fitoquimicos, como: flavonoides, &cido p-cuméarico, acido cafeico, acido
ferdlico, é&cido elagico, cumarina, escopoletina, grupos carbonilo, oxidrilos
fendlicos, esteroles y metilesteroles, saponinas, taninos, antocianinas,

carotenoides, entre otros (Bate-Smith, 1964; Rodriguez-Garza, 2010).

Actividad biolégica de las propiedades de Fouquieia splendens

Son varias las propiedades encontradas en F. splendens, entre las que se
encuentran: actividad insecticida sobre el crecimiento de Spodoptera littoralis,
Myzus persicae y Rhopalosiphum padi, y generan una actividad fitotoxica contra
Lactuca sativa y Lolium perenne (Pérez-Leal et al., 2020). También se ha
demostrado que F. splendens tiene actividad antifungica contra los hongos
Microsporum gypseum, M. nanum, M. cookie y M. canis, antiparasitaria contra
trofozoitos de Entamoeba histolytica, y actividad bactericida contra B. cereus, B.
subtilis, E. coli y S. aureus (Rodriguez-Garza, 2010). Por su parte Vega-
Menchaca et al. (2013), determinaron la concentracion letal media (DLso) de los
extractos obtenidos por maceracion usando metanol como solvente, mediante el
ensayo de letalidad contra Artemia salina con una (DLso)> 1000 mg/mL, que los
extractos metanolicos son inocuos por debajo de esta concentracion, asi también
utilizaron extractos metandlicos de las hojas de F. splendens con el método de
difusion en agar en donde tuvo efectos contra S. aureus and E. coli O157 con
una concentracion minima inhibitoria (MIC) de 25.0 y 27.1mg/ml respectivamente,
por su parte Avila-Reyes (2013), utilizo extractos etandlicos de las hojas y corteza

de F. splendens en la que inhibi6 el crecimiento de Klebsiella pneumoniae.
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MATERIALES Y METODOS

Colecta de Plantas

Se colectaron muestras de plantas de Agave striata y Fouquieria splendens en el
municipio de General Cepeda, Coahuila, México (25°21°31.09N vy
101°27°54.91”0 a 1525 m.s.n.m.), estas se depositaron en bolsas de papel
estraza para su traslado al laboratorio de Micologia y Biotecnologia del
Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Autébnoma Agraria
Antonio Narro. En el laboratorio las plantas se lavaron con agua corriente, se
secaron y se separaron las partes areas y las raices de las muestras.
Posteriormente las plantas se colocaron en una estufa de secado a 60°C (Arsa
AR-130D, México) hasta presentar peso constante. Finalmente, cada planta se
trituré con un molino (Surtek, México), se procesaron en una licuadora (Mabe,
México), y finalmente se tamizaron con un tamiz de 0.2 mm. para obtener

particulas finas las cuales se guardaron en recipientes oscuros hasta su uso.

Preparacion de los extractos

Los extractos se prepararon de acuerdo a el método reportado por Jasso de
Rodriguez et al., (2015), con algunas modificaciones, utilizando como solvente
metanol al 96%; se depositaron 42 g del polvo de cada planta en matraces de 1
L y se agrego 750 mL del solvente; se colocaron en una parrilla de agitacion
(Thermo Scientific, USA) durante 72 h con agitacion constante a una temperatura
de 60 °C. Posteriormente el solvente se separ6 mediante un rotavapor (IKA RV
10 digital V, USA) a 150 RPM, a temperaturas de 70°C. Una vez obtenida la
fraccidn metandlica esta se vertio en recipientes de vidrio y se colocaron en una
estufa de secado (Arsa AR-130D, México) a 50°C durante 48 h para eliminar el
metanol, quedando los extractos secos y asi poder pulverizarlos, finalmente se

obtuvieron los extractos y se colocaron en frascos ambar para su posterior uso.
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Analisis de Compuestos Fitoquimicos

Para la identificacibn de compuestos fitoquimicos de los extractos metandlicos
de A. striata y F. splendens, los extractos se prepararon a 1000 mg/L y se realizd
la deteccion de: alcaloides (Prueba de Dragendorf y Sonneschain); azUcares
reductores (Prueba de Feling y Benedict); carbohidratos (Prueba de Molisch);
carotenoides (H2So4 y FeCl3); cumarinas (Prueba de Erlich); esteroles y
terpenos (Prueba de Liberman-Burchard y Rhosenthalert); flavonoides (Prueba
de Shinoda y de NaOH); glicosidos cianogénicos (Prueba de Gringnard); purinas
(Prueba de HCL); quinonas (Prueba de Hidréxido de amonio, H2SO4 vy
Borntrager); saponinas (Prueba de Espuma) y taninos (Prueba de Gelatina y
FeCl3, K3[Fe(CN)6]). Todas estas pruebas se realizaron siguiendo los métodos

reportados por sefialadas por Sahgal et al. (2009) y Usman et al. (2009).

Aislamiento de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

La cepa de Cmm se obtuvo de muestras de tallos y hojas de plantas de tomate
Saladette variedad Rio grande con sintomas de la enfermedad (Figura 4), estos
se obtuvieron de la zona productora del municipio de Ahome, en el Estado de
Sinaloa. Se desinfectaron con una solucion de cloro al 3 % durante 3 min,
posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril tres veces y se dejo
secar sobre papel estraza estéril. Una vez secas, las muestras se maceraron en
bolsas de maceracién, se tomo un tubo cénico con 9 ml de agua destilada estéril
y se le agrego 1 mL de liquido de la maceracion de las muestras, de este se
realizé una dilucién de 1x10, y posteriormente se sembré en un medio King B
(KB) y se re-aislaron las colonias con crecimiento similar al de Cmm, se eligieron
las que presentaron morfologia parecida a la cepa de interes y finalmente se les

realizaron pruebas bioquimicas propuestas por Shaad (2001).
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Figura 4.Tallos y hojas colectados con sintomas caracteristicos de Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis en tomate.

Identificaciobn  molecular de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis

Se realizo la extraccion de ADN de acuerdo con la metodologia de Doyle & Doyle
(1990), con algunas modificaciones. Para la reaccion de la PCR de punto final se
utilizaron los primers CMM5F (5"GCGAATAAGCCCATATCAA3) y CMM6R
(5"CGTCAGGAGGTCGCTAATAST) especificos para este patogeno (Dreier et al.,
1995; Frias-Pizano et al., 2016). Para la reaccion de PCR se emplearon 7uL de
Tag&GoT Mastermix (MB Biomedicals), 5uL de cada primer y 1uL de ADN. El
programa de reaccion fue: temperatura inicial de 95°C durante 3 min (primera
etapa de desnaturalizacion), 94°C por 30 seg (segunda etapa de
desnaturalizacion), 55°C por 1 min (alineamiento), 72°C por 1 min (extension) y
72°C por 5 min, con un total de 30 ciclos, en un termociclador MaxyGene de la
marca AxyGene. Posterorimente se realiz6 la electroforesis mediante un buffer
TBE 1X con un gel de agarosa al 1.2%, para la visualizacion del gel se utilizo un

fotodocumentador UVP.
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Efectividad Antibacteriana de los Extractos de Plantas sobre Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis in vitro

Ensayo de microdilucion

Se realizo mediante la técnica de microdilucion en placa descrita por Tucuch-
Pérez et al. (2020), los tratamientos fueron los extractos resuspendidos
metandlicos de las hojas de A. striata y tallos de F. splendens. Para esto se
usaron microplacas de poliestireno de 96 pozos; en la Figura 5 se puede observar
el arreglo de los tratamientos y las concentraciones utilizadas en el experimento,

empleando una placa para cada extracto.
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Figura 5. Arreglo de los extractos de plantas y concentraciones en microplacas.
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El procedimiento para realizar el bioensayo fue el siguiente: en los 96 pozos se
colocaron 100 yL de medio liquido de Caldo Nutritivo y 40 ul de cloruro de 2,3,5
trifenitetrazolio al 0.01% como indicador de crecimiento; la columna uno
correspondié al testigo negativo (medio + revelador), la columna dos
correspondio al testigo positivo (medio + revelador + Cmm), la columna tres
correspondio al testigo solvente el cual se preparo en una relacion 1:1 (v/v) de
agua y metanol (medio + revelador + Cmm + solvente); se prepard una solucién
de cada extracto a una concentracion de 2000 mg/L y se colocaron 100 yL del
extracto a partir de la columna cuatro, se mezclaron y se transfirieron 100 yL a la
siguiente columna, asi sucesivamente realizando diluciones seriadas al 50%,
obteniendo concentraciones de 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.62, 7.81, 3.9
mg/L; finalmente a partir de la columna dos, a todos las cavidades se les agrego
10 uL de una suspensién en caldo nutritivo de Cmm a una concentracion de 1x10°

unidades formadoras de colonias bacterianas (UFC) UFC/mL.

Cada microplaca se considero una repeticion con 8 unidades experimentales, y
se realizaron tres repeticiones por tratamiento; se incubaron a 26°C por 48 h'y
finalmente se realiz0 una lectura de absorbancia a 490 nm en un
espectrofotometro (Thermo scientific multiskan go 51119200, USA). Se considero
crecimiento positivo de la bacteria (Cmm) a los tratamientos donde el pozo
presenté un color rojizo a violeta y negativo a los que no presentaron ningun color,

ademas de sus respectivos valores de absorbancia.

Porcentaje de inhibicién

El porcentaje de inhibicion se determind mediante la formula propuesta por
Arredondo-Valdés et al., (2021):

Porcentaje de inhibicién = (1-(As/Ac) (100))
Ac: Absorbancia de la solucion control (crecimiento de la bacteria + solvente +

medio en una relacion 1:1 v/v)
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As: Absorbancia de la solucion muestra (Actividad del extracto metandlico de A.

striata y F. slplendens sobre el crecimiento de Cmm).

Analisis estadistico

Se determind la Clso y Clgo mediante un andlisis Probit utilizando el software SAS
V9.0., con los resultados obtenidos se realiz6 andlisis de varianza con las
concentraciones inhibitorias; en el estudio se evaluaron los tratamientos con tres

repeticiones y se realizaron pruebas de rango de Tukey (p<0.05)

Efectividad biolégica de los extractos metandélicos de Agave striata y
Fouquiera splendens contra Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis bajo condiciones de inverndadero

Establecimiento del experimento

El experimento se establecio en el invernadero del Departamento de
Parasitologia (25°21°08.01”’N y 101°01°38.00”0 a 1788 m.s.n.m) perteneciente a
la Universidad Autondma Agraria Antonio Narro (UAAAN), ubicada en la ciudad

de Saltillo, Coahuila, México, durante el ciclo otofio-invierno del 2021.

Material vegetativo y sustrato

Se utilizaron plantas de tomate tipo variedad Rio Grande, de 25 dias después de
la siembra (DDS) y con altura de 9 cm aproximadamente. Se prepararon vasos
de unicel de 1 L, y se les agreg6 800 g de sustrato; el cual preparon con 45 %

suelo (previamente pasteurizado), 45 % peat moss y 10% perlita.

Disefio experimental

Se establecio un disefio completamente al azar con cinco tratamientos y cuatro

repeticiones. Los tratamientos con extractos vegetales fue la concentracion
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inhibitoria Cloo obtenida en el bioensayo in vitro. En el Cuadro 2 se pueden
apreciar los tratamientos utilizados en este experimento. Todos los datos de las
variables evaluadas se sometieron a andlisis de varianza y prueba de

comparacion de medias de Tukey (p< 0.05).

Cuadro 2. Tratamientos empleados para determinar su efectividad bioldgica
contra Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis bajo condiciones de

invernadero.
Tratamientos Concentracion
T1. Testigo Absoluto -
T2. Testigo Inoculado Cmm
T3. Extractos de Hojas A. striata Cmm+ 1828 mg/L

T4. Extractos de Tallos F. splendens Cmm+ 1736 mg/L

T5. Biobacter ® Cmm+1L/ha

Inoculacién y trasplante

Las plantulas fueron inoculadas después de una semana del trasplante en los
vasos de unicel. Para esto, se les realizaron heridas en la superficie de las
primeras dos hojas verdaderas y el tallo con un hisopo, posteriormente se
asperjaron las heridas con una solucion de 400 uL de Cmm a una concentracion
de 1x10% UFC/mL. Posteriormente las plantas se dejaron reposar por 20 min.
para después aplicar los tratamientos con un volumen total de 3 000
ML/aplicacidon con los extractos y el producto comercial Biobacter, una vez que
fueron aplicados los tratamientos a las plantas se les colocaron vasos de plastico
de un litro con agujeros de modo que actuara como cubierta, y se le coloco una
tela tipo organza (de manera que la planta pudiera transpirar), esto para contener
el efecto de los tratamientos aplicados. Este vaso se dej6 por un dia,

posteriormente se retird y solo se colocé después de cada aplicacion.
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Aplicacién de los tratamientos

Los tratamientos se aplicaron mediante bombas aspersoras de 1L. Se realizaron
tres aplicaciones, la primera se realizdé después de la inoculacién de la bacteria;
las otras aplicaciones se realizaron a los 7 y 14 dias después de la primera

aplicacion, dirigiendo la aspersion a la parte aérea y base del tallo.

Variables evaluadas

Se evalud la incidencia y severidad de la enfermedad, tanto en follaje como los
tallos de las plantas. De igual forma, se evaluaron parametros morfométricos,
tales como: peso fresco y seco de la biomasa vegetal, altura de planta, longitud
de raiz y diametro de tallo.

Evaluacion de incidencia y severidad de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis en plantas de tomate

Se evalué la incidencia de la enfermedad expresada como por ciento de plantas

enfermas, y se determino de la siguiente manera:

Incidencia (I) = No. de plantas enfermas / Total de plantas muestral x 100

Para la severidad de Cmm en la planta de tomate se contemplé el porcentaje del
organo enfermo, en este caso las hojas afectadas variando de 0 a 100, parametro
gue refleja con precision la relacién de la enfermedad con respecto al dafio que
provoca a la planta, se utilizO una escala cuantitativa de los sintomas de
marchitamiento propuestas por Mohd Nadzir et al. (2019):0 = Sin sintomas, 1 =
0-25 % de hojas marchitadas en la planta, 2 = 26-50 % de hojas marchitadas en
la planta, 3 = 51-75 % de hojas marchitadas en la planta, 4 = 76-100 % de hojas

marchitadas en la planta y 5 = Plantas muertas.
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Peso fresco de la biomasa aéreay de raiz (9)

Se midi6 al final del ensayo, para esto se separo la parte aérea de las raices, se
procedié a pesarlas con una bascula digital Scot Pro marca Oahus con capacidad
de 6000 g.

Peso seco de la biomasa aéreay de raiz (g)

Las plantas se depositaron en bolsas de papel estraza y se colocaron en una
estufa de secado a 50 °C durante 5 dias, pasado ese tiempo se procedi6 a

pesarlas con una bascula digital Scot Pro marca Oahus con capacidad de 6000

g.

Altura de planta (cm)

Se midio al final del ensayo usando una regla de 30 cm de alcance, para la
medicion se tomé en cuenta desde la superficie del sustrato hasta el punto de

abscision de la ultima hoja emergida.

Longitud de raiz (cm)

La longitud de raiz se midi6 al final del ensayo; para esto las raices se lavaron
con agua para quitar el exceso de tierra, posteriormente se utilizd una regla de
30 cm de alcance, se midi6 desde el cuello del tallo donde empieza la raiz, hasta

el otro extremo de las raices.

Didmetro de tallo (mm)

Esta variable se midi6 utilizando un vernier digital al final del ensayo, se tomo el
tallo a un centimetro del sustrato y se procedié a ajustar el vernier al tallo y se

tomo la lectura.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificaciéon  Bioquimica de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis

Se realizaron pruebas preliminares a las cepas aisladas de las muestras de las
plantas de tomate con posible presencia del cancer bacteriano causado por
Cmm, de las cuales la cepa nombrada “CV1” fue la que dio resultados positivos

a los de la bacteria Crmm (Cuadro 3).

Cuadro 3. Pruebas bioquimicas realizadas a la cepa “CV1”

Prueba Reaccion Resultado
Cvi

Crecimiento en B de King + +
Crecimiento a 28°C + +
Colonias amarillas, + +
mucoides y convexas

Tincién de Gram + +
Prueba de RYU - +
Oxidasa - +
Catalasa + +
Hidrélisis de esculina + +

Identificaciobn  molecular de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis

La PCR obtenida con los primers especificos CMM5F y CMM6R confirmo la
especie Cmm (Fig 6) obteniendo productos amplificados del ADN de 608 pb
(Dreier et al., 1995; Frias-Pizano et al., 2016).



Figura 6. Identificacion molecular de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis. Carril “M” corresponde al marcador molecular de 10, 000 bp,
Carriles 1, 2, 3 y4 corresponden a la misma cepa (CV1), extraida de las plantas
de tomate colectadas con sintomas de Cmm, carril 5 corresponde a un control
positivo (C+) (Cmm) y el carril 6 a un control negativo (C-) (Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria). *Cepas control + (Cmm) y — (X. campestris) fueron
obtenidas de la coleccion microbioldgica del laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia de la UAAAN.

Fitoquimicos identificados en los extractos metandlicos de Agave striatay
Fouquieria splendens

El extracto metandlico de A. striata presento: alcaloides, carbohidratos, flavonoides
(flavonones, flavonas, flavononas y chalconas), saponinas (triterpenoides y
esteroidales), taninos (fenoles), quinonas (antraquinonas y benzoquinonas), asi
como cumarinas (Cuadro 4). Se han encontraron en A. striata presencia de
flavonoles (derivados de quercetina) (Almaraz-Abarca et al.,, 2013), asi como
saponinas esteroidales (Marker y Lopez, 1947). La presencia de saponinas
esteroidales en el género Agave ha sido bien documentada (Scout, 1988; Dewick,
1997; Duefias, 2016), asi como compuestos alcaloides, flavonoides, terpenoides,
cumarinas, azlcares reductores, inulina, fructanos, entre otros (Verastegui, 2000;
Chigodi et al., 2013; Almaraz-Abarca et al., 2013). En las especies de A. salmiana

y A. fourcroydes se han reportado saponinas, flavonoides, alcaloides, taninos
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(Valdivia et al., 2018; Delgado-Alvarado, 2021). Asi también se han encontrado
presencia de carbohidratos, azucares reductores, quinonas Yy lactonas
sesquiterpenicas en hojas de A. Americana (Cervantes-Tenorio y Reyna-Pizan,
2019), y glucésidos cardioténicos en A. americana y A. angustifolia (Campos-
Camacho et al., 2020). Por su parte la especie F. splendens presenté: alcaloides,
carbohidratos, flavonoides (flavonones, flavonas, flavononas y chalconas),
azucares reductores, saponinas (triterpenoides), taninos (derivados Acido Galico,
derivados Catecoles y fenoles) y quinonas (antraquinonas y benzoquinonas)
(Cuadro 4). Bate-Smith (1964), describe que los constituyentes mas caracteristicos
del género Fouquieria corresponden a flavonoides (leucocianidina, kaempferol y
quercetina), &cido p-cumérico, acido cafeico, &cido ferulico, acido elagico,
cumarina Yy escopoletina. Por su parte Rodriguez-Garza (2010), encontro en F.
splendens presencia de grupos carbonilo, oxidrilos fendlicos, esteroles y
metilesteroles, cumarinas, saponinas, sesquiterpenlactonas y flavonoides. Dentro
de la composicion del ocotillo se descubrio que tanto los tallos como las hojas
producian soluciones amarillas producto de varios flavonoides como el
kaempferol, ermanina y cetina, ademas flavonas apigenina, acacetina, luteolina y
crisoeriol. Entre estos, apigenina y ermanina, rutina y quercetina-3-0-glucésido
fueron los principales compuestos fendlicos en las hojas (Wollenweber, 1994;
Monreal-Garcia et al.,, 2019), también se han encontrado triterpenos,
triterpenoides, saponinas esteroideas y compuestos iridoides (Takhtajan, 2009), y
dentro de las flores fitoesteroles y alcanos de cadena larga y corta; y en el
tallo compuestos como el Dammaran-triterpeno, el fouquierol y el isofouquierol,
asi como el dammarendiol en las raices (Hegnauer, 1989; Waterman 1985).
Por otro lado, en el ocotillo se ha aislado el pyxinol y el ocotillol(Pokhilo y Uvarova,
1988; Bi Y. et al., 2017).
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Cuadro 4. Fitoquimicos identificados en extractos metandlicos.

AC F GC AZ S T Q Cu P Ca
F1 F2F3 F4 Azl Az2 S1S2T1 T2T3 T4 Q1 Q2 Q3
A. striata + + + + + + - - - + + - - -+ + o+ - + .-
hoja
F.splendens + + + + + + - + + + + + + - + + + - + -+

tallo
+=Fitoquimico presente, -= Fitoquimico ausente; A= Alcaloides, C=Carbohidratos, F=Flavonoides, GC=

Glucésidos Cianogenicos, AZ= Azucares Reductores, S= Saponinas, T= Taninos, Q= Quinonas, Cu=
Cumarinas, P= Purinas, Ca= Carotenoides, F1= Flavonones, F2= Flavonas, F3= Flavononas, F4=
Chalconas, Az1=, Az2, S1= Triterpenoides, S2= Esteroidal, T1= Gelatina, T2= Derivados Acido Galico,
T3= Derivados Catecoles, T4= Fenoles, Q1= Antraquinonas, Q2= Benzoquinonas, Q3= Antronas

Efectividad biologica de los extractos metandlicos de Agave striata y
Fouquieria splendens contra Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis in vitro.

Los extractos metandlicos obtenidos de las hojas de A. striata y de los tallos de
F. splendens mostraron efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Cmm (Figura 7
y Cuadro 5). Los resultados obtenidos muestran que A. striata inhibié desde 125
mg/L con 20.86%, mientras que F. splendens desde 62.5 mg/L con 7.69%, por
su parte el analisis Probit estimo una Clsoy Cloo de 389.28 y 1828 mg/L para A.
striata, y 308.82 y 1736 mg/L para F. splendens; estos ultimos valores son

estadisticamente mas bajos a los obtenidos con A. striata.

Cuadro 5. Concentraciones de Clsoy Cloo de los extractos de Agave striata y
Fouquiera splendens sobre Clavibacter michiganensi subsp. michiganensis in
vitro.

Tratamientos Clso Clgo

A. striata 389.28 mg/L® 1828 mg/L®

F. splendens  308.82 mg/L° 1736 mg/L®

*Valores con la misma letra son estadisticamente similares (Tukey, p<0.05).
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Figura 7.Porcentaje de inhibicion de los extracto de Agave striata y Fouquieria
splendens contra Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.

El género Agave ha mostrado actividad antibacteriana con las especies de A.
argentium, A. stricta, A. americana y A. angustifolia los cuales mostraron actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli que afectan la
salud humana (Fontanills, 2017; Krishnaveni, 2017; Lopez-Romero et al., 2018;
Camacho-Campo et al., 2020). Asi mismo la especie F. splendens ha mostrado
efecto antibacteriano contra S. aureus y E. coli (Rodriguez-Garza, 2010; Vega-
Menchaca et al., 2013; Avila-Reyes, 2013), Klebsiella pneumoniae (Avila-Reyes,
2013) y contra B. cereus, B. subtilis (Rodriguez-Garza, 2010). Sin embargo, la
actividad antibacteriana de extractos vegetales contra Cmm ya ha sido reportada
por Arredondo-Valdés et al. (2020) con extractos etandlicos de hojas de Magnolia
tamaulipana reportando una Clso y Clgo de 64.75 y 76.73 mg/L; ademas
Arredondo-Valdés et al. (2021) utilizaron extractos etandlicos de hojas de
Moringa oleifera contra Cmm, obteniendo una Clso de 350.48 mg/L. Pérez-Pérez
et al. (2020) sefialan que los extractos metandlicos, hexanico y de acetato de etilo
a partir de raices de Jatropha dioica Seseé, también inhibieron el crecimiento de

Cmm, con una mejor respuesta con acetato de etilo con una Clso de 2.0-mg/mL-
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1. También se reporta actividad antibacteriana con extratos de Calendula

officinalis y Echinacea purpurea sobre Cmm (Aksoy et al., 2021).

Efectividad biolégica de los extractos metandlicos de Agave striata y
Fouquieria splendens contra Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis y sobre el desarrollo del cultivo de tomate bajo condiciones
de invernadero.

Incidenciay severidad de la enfermedad

Los resultados obtenidos muestran que las plantas tratadas con el extracto de F.
splendens son las que presentan la incidencia mas baja con 25 %, sin embargo,
la incidencia es estadisticamente similar a la observada en el Testigo Comercial
(Biobacter), al Testigo Inoculado y al extracto de A. striata (Cuadro 6). Del mismo
modo, la severidad fue mas baja en las plantas tratadas con el extracto de F.
splendens, con un valor de 0.25 siendo estadisticamente similar a las plantas
tratadas con el extracto de A. striata y Biobacter, pero estadisticamente inferior a
la del Testigo Inoculado, el que alcanzo una severidad de 3.25 lo que representa
un 51 a 75% de las hojas muertas de la planta. En este sentido el desarrollo de
la enfermedad causada por Cmm fue alta, considerando que la incidencia y
severidad obtenida en el Testigo Inoculado alcanzo el 100% de las plantas, con
una severidad donde las plantas presentaban alrededor del 75% de las hojas
marchitas. Bajo este contexto podemos indicar que la proteccion que los
extractos de F. splendens y A. striata proveen en el control de la enfermedad del
cancer bacteriano es adecuada, sobresaliendo el extracto de F. splendens por
presentar la incidencia y severidad mas baja, incluso que el testigo comercial. El
efecto obtenido sobre la disminucion de la enfermedad de Cmm en las plantas
tratadas puede ser debido a que los extractos de A. striata y F. splendens
presentaron fitoquimicos tales como: alcaloides, carbohidratos, flavonoides,
saponinas, taninos, quinonas, cumarinas, sin embargo, F. splendens también
presento azucares reductores y mayor presencia de taninos. Dichos compuestos
presentan actividad antibacteriana al degradar y alterar la pared celular, inhiben

la actividad enzimatica e inactiva toxicos de origen microbiano (Sepulveda-
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Jiménez et al., 2003; Avalos et al., 2009; Andrade-Bustamante et al., 2016). La
presencia de taninos hidrolizables, en su mayoria elagitaninos y galotaninos
(precursores del acido galico) han mostrado efectividad antibacteriana, pues
tienen la capacidad de formar enlaces con glicoproteinas presentes en las
membranas bacterianas, causando inestabilidad e inhibicion a varias funciones
vitales de los microorganimos, como: proteccién celular, transporte de nutrientes

o proteinas y obtencién de energia (Rosero-Ortiz, 2021).

Cuadro 6. Incidencia y Severidad en follaje en las plantas de tomate por
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis con diferentes tratamientos.

Tratamientos Incidencia Severidad
1. Testigo Absoluto 0@ 02

2. Testigo Inoculado 100° 3.25P
3. A. striata 5020 1.002
4. F. splendens 252b 0.252
5. Biobacter® 502 0.502

*Valores con la misma letra son estadisticamente similares (Tukey, p<0.05).

Parametros morfométricos evaluados

Los resultados obtenidos de los parametros agronémicos evaluados, muestran que
los tratamientos de F. splendens y Biobacter son similares estadisticamente con el
testigo absoluto en didmetro de tallo, altura de tallo y tamafio de raiz (Cuadro 7), y
solo Biobacter en peso seco presento similitud estadistica con testigo absoluto, esto
se puede entender ya que el producto Biobacter en su formulacién organica ademas
de aceites organicos, esta compuesto por esporas de Bacillus spp. los cuales

promueven el desarrollo de la planta, por otro lado A. striata mostro similitud
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estadistica en didmetro de tallo con F. splendens y Biobacter. Considerando que A.
striata mostro similitud estadistica en altura de tallo, tamafio de raiz, peso fresco y
peso seco con el Tstigo Inoculado, se puede observar que no tuvo tanta eficacia en
el control de la enfermedad, asi también F. splendens mostro similitud estadistica
en peso fresco y peso seco con el testigo Inoculado, lo que podria indicar que estos

extractos no tienen accion bioestimuladora de crecimiento en las plantas tratadas.

Cuadro 7: Parametros morfométricos de plantas de tomate inoculadas con
Clavibacter michiganensis subsp. michiganesis tratadas con diversos
tratamientos bajo condiciones de invernadero.

Tratamientos  Diametrode  Altura de Tamafiode  Pesofresco  Peso seco
tallo (mm) Tallo (cm) raiz (cm) (8) (8)

1. Absoluto 4.06+0.73° 13.8+1.18 6.55+0.91°  3.86+0.57° 0.40£0.08*

2. Inoculado 2.78+0.27¢ 6.3+0.91° 3.92+0.62°  2.06+0.14° 0.21+0.02¢

3. A. striata 3.54+0.23° 9.25+1.08™ 5.5+0.32*  2.39+0.51° 0.26+0.03

4. F. splendens 3.78+0.17% 12.9+0.56° 6.75+0.75°  2.81#0.19°®  0.32+0.03%°

5. Biobacter 3.18+0.14% 11.4+1.80°® 5.57+0,25°  3.24+0.97*®  0.34%0.03*

*Valores con la misma letra son estadisticamente similares (Tukey, p<0.05).



CONCLUSIONES

Los compuestos fitoquimicos determinados en los extractos
metanodlicos de A. striata y F. splendens pertenecen a las familias de
los alcaloides, carbohidratos, flavonoides, saponinas, taninos,
guinonas, cumarinas, sin embargo, F. splendens tuvo mayor presencia

de taninos, flavonoides y precenica de azucares reductores.

En el ensayo in vitro ambos extractos mostraron actividad
antibacteriana sobre Cmm, sin embargo el extracto con F. splendens
mostré inhibicion a menores concentraciones que con el extracto de A.

striata.

En el experimento bajo condiciones de invernadero el extracto de F.
splendens mostré6 mayor reduccion en la incidencia y severidad,
seguido de Biobacter, y por ultimo el extracto de A. striata. En cuanto
a los parametros morfométricos los tratamientos con mayor efectividad

biologica contra Cmm fueron Biobacter y F. splendens.
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