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El objetivo de esta investigacion fue el control de Clavibacter michiganensis subsp
michiganensis (Cmm) con Trichoderma harzianum, Bacillus amyloliquefaciens y
extractos hidroalcohdlicos de Larrea tridentata y de Solanum elaeagnifolium en el cultivo
de tomate. El patdgeno se aisl6 de plantas de tomate con sintomas de cancer bacteriano,
se determind la eficacia de los microorganismos antagonicos y extractos vegetales
mediante pruebas in vitro, placa envenenada y cultivos duales en cajas Petri. Se observo
el crecimiento del patdgeno y los antagonistas cada 24 h y se evaluaron utilizando el
software ImageJ.JS version 0.5.8 para determinar el area de colonizacién, los resultados
obtenidos fueron convertidos a % de inhibicién, fueron procesados por andlisis de
varianza y separacion de medias por la prueba de Tukey con P<0.05 de significancia,
utilizando el programa SAS 9.0. El establecimiento del cultivo fue bajo condiciones de
invernadero, se utilizaron plantas de tomate variedad Floradade. Los tratamientos
evaluados fueron: (T1) B. amyloliquefaciens + Cmm; (T2) T. harzianum + Cmm; (T3) S.
elaeagnifolium + Cmm; (T4) L. tridentata + Cmm; (T5) Testigo absoluto; (T6) L.
tridentata + S. elaeagnifolium + B. amyloliquefaciens + T. harzianum + Cmm; (T7) Cmm
y (T8) B. amyloliquefaciens + T. harzianum + Cmm. Se determind la incidencia y la
severidad de la enfermedad. De igual manera, se evaluaron diferentes variables
agronoémicas, como el diametro del tallo, didmetro polar y ecuatorial de frutos, asi como
el peso de hojas, raices y frutos. Los resultados obtenidos mostraron que los tratamientos
aplicados tuvieron efecto sobre el desarrollo y rendimiento de las plantas. Estos resultados
fueron procesados por anélisis de varianza y separacion de medias por la prueba de Tukey
con P<0.05 de significancia. Con base a los resultados se concluye que los extractos
hidroalcoholicos de L. tridentata. S. elaeagnifolium y microorganismos antagonistas
presentaron efecto sobre el patégeno, inhibieron el crecimiento y desarrollo de Cmm ya

gue compitieron por espacio y nutrientes.
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he objective of this research was the control of Clavibacter michiganensis subsp
michiganensis (Cmm) with Trichoderma harzianum, Bacillus amyloliquefaciens and
hydroalcoholic extracts of Larrea tridentata and Solanum elaeagnifolium in tomato crops.
The pathogen was isolated from tomato plants with symptoms of bacterial canker, the
efficacy of antagonistic microorganisms and plant extracts was determined by in vitro
tests, poisoned plate and dual cultures in Petri dishes. The growth of the pathogen and
antagonists was observed every 24 h and evaluated using ImageJ.JS version 0.5.8 software
to determine the colonization area, the results obtained were converted to % inhibition,
processed by analysis of variance and separation of means by Tukey's test with P<(0.05 of
significance, using SAS 9.0 software. The crop was established under greenhouse
conditions, using tomato plants of the Floradade variety. The treatments evaluated were:
(T1) B. amyloliquefaciens + Cmm; (T2) T. harzianum + Cmm; (T3) S. elaeagnifolium +
Cmm; (T4) L. tridentata + Cmm; (T5) Absolute control; (T6) L. tridentata + S.
elaeagnifolium + B. amyloliquefaciens + T. harzianum + Cmm; (T7) Cmm and (T8) B.
amyloliquefaciens + T. harzianum + Cmm. The incidence and severity of the disease were
determined. Likewise, different agronomic variables were evaluated, such as stem
diameter, polar and equatorial diameter of fruits, as well as the weight of leaves, roots and
fruits. The results obtained showed that the applied treatments had an effect on plant
development and yield. These results were processed by analysis of variance and means
separation using the Tukey test with a P<0.05 significance level. Based on the results, it
is concluded that the hydroalcoholic extracts of L. tridentata, S. elaeagnifolium, and
antagonistic microorganisms had an effect on the pathogen, inhibiting the growth and

development of Cmm as they competed for space and nutrients.
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INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) se cultiva ampliamente en todo el mundo ya que
ocupa el décimo lugar en la produccion. Es un producto agricola muy importante como
alimento, contiene altos niveles de licopeno, betacaroteno, flavonoides, y vitamina C. Se
conocen alrededor de 200 enfermedades del tomate de diversas causas y etiologias
(Rodriguez et al., 2020). De las enfermedades bacterianas mas importantes que atacan a
este cultivo es el cancer bacteriano, causada por Clavibacter michiganensis subsp
michiganensis (Cmm), enfermedad de mayor importancia en el mundo debido a las
pérdidas significativas que van del 50 y 100% de la produccion y efectos en la calidad de
los frutos (Temel et al., 2023).

No hay alternativas quimicas eficientes para el control de Clavibacter michiganensis
subsp michiganensis actualmente se recurre al uso de antibi6ticos que han mostrado efecto
sobre el patégeno, sin embargo, han sido cuestionados por los efectos tdxicos y resistencia
que puedan presentar ante este patdgeno (Osdaghi et al., 2018). La resistencia a estos
compuestos puede ser causada por varias sustancias quimicas relacionadas (Yu et al.,
2017). Dado el problema de organismos resistentes a los antimicrobianos y sus efectos
sobre la salud humana y el medio ambiente, se requiere un uso considerable de productos
quimicos para garantizar la inocuidad de los alimentos y combatir la resistencia a los
antibioticos (Miller et al., 2022). Por lo tanto, se han buscado alternativas para el control
de enfermedades como el control biol6gico con microorganismos antagonistas ya que es
una estrategia eficiente para disminuir el uso de productos quimicos y reducir los costos
de produccion (Dimki¢ et al., 2022). EI género Trichoderma presenta amplio espectro de
aplicacion agricola sobre fitopatdgenos (Mesa et al., 2019). Aislamientos de Trichoderma
spp. se estan usando para el control bioldgico de enfermedades en diferentes cultivos a
nivel mundial ya que tienen potencial para controlar enfermedades causadas por C.
michiganensis subsp. michiganensis en el cultivo de tomate en invernadero (Monaco et
al., 2017). Entre los organismos antagonistas bacterianos, especies del género Bacillus
como B. amyloliquefaciens, han demostrado ser eficientes en el control de enfermedades
del tomate, ya que producen una variedad de compuestos biolégicamente activos con un
amplio espectro de accion contra fitopatdgenos y tienen la capacidad de inducir resistencia
sistemica en las plantas (Gautamaet al., 2019). Bacillus amyloliquefaciens posee



actividad de biocontrol, produce resistencia sistémica inducida en la planta y es capaz de
generar una variedad de compuestos antimicrobianos (Hernandez et al., 2022).

Por otra parte, el uso de extractos vegetales etandlicos, hexanicos, ceténicos, metanolicos
y acuosos se han reportado con propiedades antimicrobianas y fungicas, asi como los
aceites esenciales de las plantas (Delgadillo et al., 2017). El acido nordihidroguayarico
(NDGA) es uno de los compuestos fendlicos mas relevantes en Larrea tridentata, también
conocida como gobernadora. Este antioxidante se encuentra en la resina que producen las
células ubicadas cerca de la superficie de las hojas y los tallos (Pefiuelas et al., 2017).
Larrea es una planta que se destaca por su capacidad para combatir bacterias y hongos
(Morales et al., 2021). Solanum elaeagnifolium presenta efectos positivos para el ser
humano ya que contiene cantidad de fenoles, alcaloides, saponinas, terpenos, flavonoides,
cumarinas y carotenoides donde se ha demostrado que tienen propiedades
anticancerigenas, antioxidantes, antihipertensivas, antidepresivas, antiinflamatorias,
hipoglucémicas, antimicrobianas y con actividad nematicida (Al-Hamaideh et al., 2020).
Al respecto, el objetivo de la investigacion fue el control de Clavibacter michiganensis
subsp michiganensis con Trichoderma harzianum, Bacillus amyloliquefaciens y extractos
hidroalcohdlicos de Larrea tridentata y de Solanum elaeagnifolium en el cultivo de

tomate.



Objetivo general
Control del cancer bacteriano Clavibacter michiganensis subsp michiganensis con agentes

antagonistas y extractos de plantas, en el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum).

Objetivos Especificos

o Aislar e identificar el agente causal del cancer bacteriano del Tomate.

e Determinar la inhibicion in vitro de T. harzianum, B. amyloliquefaciens, extractos
hidroalcohdlicos de L. tridentata y S. elaeagnifolium contra Clavibacter
michiganensis subsp michiganensis.

e Determinar la efectividad de microorganismos antagonistas y de extractos
vegetales para el control de Clavibacter michiganensis subsp michiganensis en

invernadero.

Hipotesis
Al menos un tratamiento de control reducira la incidencia y severidad del cancer
bacteriano causado por Clavibacter michiganensis subsp michiganensis en el cultivo de

tomate.



REVISION DE LITERATURA

Origen e Historia del Tomate

Hace 2,600 afios el tomate fue domesticado por pueblos mesoamericanos, en México se
encuentran diferentes variedades de este fruto tanto de tamafio como de colores y de
sabores, por ejemplo: redondo, saladette, pera, cereza o cherry. En el norte de México,
este fruto se Ilama tomate, mientras que en el centro y sur del pais se le conoce como
jitomate, lo cual ayuda a distinguirlo del tomate verde o tomate de cascara (SADER,
2022).

El tomate es un fruto de color rojo, presenta un sabor acido, ampliamente cultivado y
consumido a nivel mundial. Se utiliza tanto en fresco como procesado y es un ingrediente
comun en variedad de platillos como ensaladas, jugos y salsas. Es originario de los Andes
bajos, fue cultivado por los aztecas en México. Su nombre difiere dependiendo de la
region donde se encuentre (SIAP, 2016).

El tomate pertenece al género Solanum, que forma parte de la gran familia de las
solanaceas, las variedades que se cultivan provienen de una sola especie, Solanum
lycopersicum. Existen 16 especies de tomates silvestres de S. lycopersicum que son
nativos de América del Sur, los tomates silvestres tienen un estigma ligeramente elevado,
la parte femenina de la flor permite su polinizacion con la ayuda de insectos o del viento.
Estas especies tienen genes importantes para la resistencia a las enfermedades (Raziard et
al., 2020).

Importancia del Cultivo de Tomate

El Tomate (Solanum lycopersicum L.) es una hortaliza de gran importancia a nivel
mundial, es afectado por el ataque de insectos y diferentes fitopatdgenos que afectan su
produccion. Una de las enfermedades bacterianas que atacan al cultivo de tomate es el
cancer bacteriano, causada por Clavibacter michiganensis subsp michiganensis, es una
enfermedad de mayor importancia a nivel mundial por las pérdidas de plantas que
ocasiona y los dafos que presenta en la calidad de los frutos, causando pérdidas entre 50
y 100% de la produccion (Guerrero et al., 2017).



El tomate es la hortaliza mas cultivada y consumida a nivel nacional e internacional,
siendo México uno de los principales paises productores. Presenta mayor valor
econdémico, es cultivado en diferentes paises donde destacan China, India, Estados

Unidos, México y Egipto (Reyes et al.,2020).

Las plagas y enfermedades son un factor biético importante en el cultivo de tomate ya que
disminuye significativamente la produccidn, existen mas de 200 enfermedades asociadas
a las solanaceas de diversas etiologias. Para el control eficiente de las enfermedades, se
requiere analizar las mejores alternativas posibles que reduzcan las pérdidas de

produccion (Srinivas et al., 2019).

El tomate es fundamental e importante por su alto contenido de vitaminas y carotenos que
hace que se incorpore a la dieta humana ya que presenta propiedades que favorecen a la
salud. Este alimento es una fuente valiosa de nutrientes esenciales como el potasio, acido

folico y la vitamina C (Pefia et al., 2016).

Produccién Nacional

México es uno de los principales paises productores de tomate en el mundo, la mayor
produccién de este cultivo esta en los estados de: Sinaloa, Michoacan, Guanajuato y
Sonora. En los ultimos afios la produccion de tomate en México ha sido afectado por
problemas de sequias y enfermedades fitopatdgenas, sin embargo, se ha mantenido
resistente y sigue siendo importante para la economia Mexicana (Sader, 2021).

El tomate (Solanum lycopersicum) a nivel mundial se considera como una de las hortalizas
mas importantes debido a su uso industrial, la produccion ha ido en aumento en los Gltimos
afios 9.5%. A nivel nacional el cultivo de tomate se encuentra entre las hortalizas mas
importantes debido a los niveles de produccion, sembrando alrededor de 81,000 ha donde
se obtienen cerca de 2 millones de toneladas (FAOSTAT, 2015).



Estados productores de Tomate en México

En 2021 los principales Estados productores de tomate en México fueron Sinaloa, San
Luis Potosi, Michoacéan, Jalisco y Baja California Sur, que en conjunto aportaron el 53.3%
de volumen nacional, equivalente a 1,772,966 toneladas. Sinaloa sobresalid con una
produccion de 677.612 toneladas, lo que equivale el 20.4% del total nacional. Esta
cantidad provino de la cosecha de 12,110 hectareas, lo que representa el 25.3% de toda la

superficie del pais destinada a este cultivo (Sader, 2021).

Enfermedades del Tomate

Clavibacter michiganensis subsp michiganensis

En México, Cmm es una enfermedad de gran importancia en el cultivo de tomate ya que
causa perdidas econdmicas estimadas en 40 millones de dolares anuales. Esta bacteria
causa dafio en los vasos del xilema, presenta sintomas de marchitez, clorosis en las hojas,
se puede diseminar mediante semillas, uso de plantulas, herramientas infectadas (Yuging
etal., 2018).

El primer informe cientifico sobre el cancer bacteriano fue documentado por Erwin Smith
a principios de la década de 1900. Este brote ocurri6 cerca de Grand Rapids, Michigan;
por lo tanto, la enfermedad se denominé "la enfermedad del tomate de Grand Rapids" que
se planted como causada por Bacterium michiganense (Smith 1910). Desde el primer
aislamiento en 1909, este patdgeno se ha detectado a nivel mundial, convirtiéndose en un
problema econémicamente desafiante para los productores de tomate de todo el mundo.
Clavibacter michiganensis es la especie del género Clavibacter, pertenece al filo
Actinobacteria. Hasta la fecha, se han reportado seis subespecies diferentes causantes de
enfermedades en plantas, incluyendo C. michiganensis subsp michiganensis, causante de
la enfermedad bacteriana del cancer en tomate (Solanum lycopersicum) (Davis et al.,
1984).

Clavibacter michiganensis incluye varias subsp que afectan a diferentes cultivos. La subsp
Sepedonicus causante de la enfermedad de podredumbre anular en la papa (Solanum

tuberosum); subsp nebraskensis causa marchitez y tizon en el maiz (Zea mays); subsp



insidiosus provoca marchitez y crecimiento lento en la alfalfa (Medicago sativa); subsp
tessellarius causa pecas y manchas foliares en el trigo (Triticum aestivum); y la subsp
phaseoli causante del amarillamiento de las hojas en el frijol (Phaseolus vulgaris) (Ji Oh
etal., 2016).

Las plantas de tomate infectadas por Clavibacter michiganensis pueden presentar diversos
sintomas, como marchitez en un solo lado de las hojas, lesiones cancerosas en el tallo e
incluso la muerte completa de la planta. La severidad de estos sintomas varia segun los
factores como la etapa de desarrollo de la planta al momento de la infeccion, la agresividad
de la bacteria y las condiciones ambientales. Esta bacteria se propaga principalmente por
los tejidos vasculares (Benchlih et al., 2023).

Varios factores explican la severidad de los sintomas que causa Cmm, entre ellos esta la
edad de la planta, algunas variedades de tomate susceptibles a esta enfermedad, algunas
pueden ser asintomaticas o desarrollar marchitez lenta, Cmm se multiplica rdpidamente en

los vasos del xilema que le permite colonizar rapidamente (Rivera et al., 2022).

Cmm, es una enfermedad que puede propagarse rapidamente y también puede provocar
grandes pérdidas de la produccién, la gravedad de la enfermedad depende de la
susceptibilidad de la planta y de las condiciones ambientales. Las temperaturas 6ptimas

para el desarrollo de los sintomas son de (25-28 °C) (Abo-Elyousr et al., 2019).

Clavibacter michiganensis subsp michiganensis es la bacteria que causa el cancer
bacteriano del tomate, fue identificada por primera vez en 1910 en Michigan, Estados
Unidos. Inicialmente se creia que era un parasito que afectaba al floema de la planta, pero
investigaciones posteriores demostraron que en realidad invade al xilema (Sen et al.,
2014).

Clavibacter michiganensis subsp michiganensis puede contaminar las semillas tanto en la
superficie como internamente, ingresando a través de la cubierta y llegar al endospermo.
Una vez establecida, puede causar una infeccion sistémica que se propaga por toda la

planta. Cuando la bacteria invade los tejidos vasculares, provoca marchitamiento de las



hojas y foliolos, hasta el marchitamiento total de la planta, esta enfermedad se propaga

con rapidez causando una pérdida significativa en la produccion (Nandi et al., 2019).

Clavibacter michiganensis subsp michiganensis es una bacteria Gram positivo, tiene
forma de bacilos irregulares que no forman esporas, es el agente causal del marchitamiento
y cancer bacteriano del cultivo de tomate, es considerada una de las enfermedades mas
contagiosas y destructivas de este cultivo. Esta bacteria es un patdégeno transmitido por
semilla que se presenta en diferentes areas de produccién de tomate en todo el mundo que
ha causado epidemias devastadoras, lo que ha provocado grandes e importantes pérdidas
financieras en la produccidn en invernadero y en campo (Chalupowicz et al., 2017).

La enfermedad del cancer bacteriano del tomate causado por Clavibacter michiganensis
subsp michiganensis se descubrié en 1993 en Iran, se convirtié en una amenaza para la
industria multimillonaria del tomate del pais durante la Gltima década. Inspecciones en
campo mostraron que el patdgeno se esta propagando hacia las regiones sur y este del pais.
Ademas, mediante analisis de secuencias de multiples loci y tipificacion genética
(MLSA/MLST), utilizando cinco genes esenciales (atpD, gyrB, ppk, recA y rpoB), se
determiné que 37 cepas de C. michiganensis subsp michiganensis aisladas en Iran

presentan una alta variabilidad genética (Ansari et al., 2019).

Clavibacter spp son patdgenos bacterianos de plantas, importantes econémicamente que
causan dafio a diversos cultivos agricolas como: alfalfa, maiz, pimiento, papa, tomate y
trigo. Varias especies fitopatogenas del género, por ejemplo: C. michiganensis sensu
stricto y C. sepedonicus, que infectan plantas de tomate y papa, estan incluidos en la lista
A2 (de alto riesgo) de patdgenos de cuarentena de la Organizacion Europea y
Mediterranea de Proteccion de las Plantas (EPPO). Aunque las especies asociadas al
tomate de Clavibacter spp. representan una parte significativa de la diversidad genética
del género, solo las cepas que pertenecen a C. michiganensis sensu stricto (anteriormente
C. michiganensis subsp michiganensis) causan la enfermedad del cancer bacteriano del
tomate (Osdaghi et al., 2020).



Los métodos més utilizados para el control de Cmm es el uso de diversos productos
quimicos y antibidticos sintéticos. Sin embargo, la aplicacion de estos agroquimicos
ha generado preocupaciones sobre la contaminacion ambiental y efectos en la salud
humana. EI control quimico es costoso y no eficiente en el manejo del cancer
bacteriano, por ello los investigadores han desarrollado alternativas més eficientes y

seguras para la enfermedad (Rani et al., 2020).

Control Bioldgico

Una opcion para controlar las enfermedades en los cultivos es el control biologico, que
implica el uso de organismos vivos o sustancias producidas por ellos mismos para prevenir
o0 reducir el dafio causado por patégenos que afectan a las plantas. Su aplicacion en el
control de plagas y enfermedades es comdn, sin embargo, en la actualidad cada vez se
descubren mas microorganismos con actividad antimicrobiana a fitopatdgenos y esto los

hace potencialmente Utiles en este tipo de control (Reyes et al., 2015).

El control biolégico de enfermedades en plantas se fundamenta en el uso de
microorganismos antagonistas presentes en el suelo, que pueden inhibir o reducir la
actividad de los patdégenos que causan enfermedades. Esta estrategia forma parte del

manejo integrado de enfermedades (Naeini et al., 2010).

Es el uso de elementos de la naturaleza para contrarrestar el dafio por microorganismos
causantes de enfermedades en las plantas y disminuir la densidad de poblacion o el

impacto de un organismo plaga especifico (Meehan et al., 2011).

Uno de los métodos mas utilizados para controlar las perdidas en los cultivos agricolas
por organismos 0 plagas que causan enfermedades, es el uso de pesticidas, que son
sustancias quimicas que producen efectos indeseados sobre el ecosistema, induciendo a la
generacion de organismos resistentes, persistencia ambiental de residuos tdxicos,
contaminacion de suelos, lo cual altera el equilibrio ecoldgico. Actualmente, en el sector
agroindustrial se busca reducir tanto los costos de produccion como los residuos presentes

de pesticidas en los cultivos y en el medio ambiente. En este contexto, el control bioldgico
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se presenta como una alternativa para el manejo de plagas, al ser una estrategia sostenible
y menos contaminante (Medina et al., 2011).

Las bacterias y hongos biocontroladores como Trichoderma y Bacillus afectan
directamente a los fitopatdgenos mediante varios modos de accién como son: parasitismo,
donde la sintesis de enzimas degradadoras de la pared celular tiene gran importancia,
antibiosis, mediante la biosintesis y la liberacién de compuestos con capacidad para matar
o impedir el crecimiento a los fitopatdgenos (rasgo que es predominante en las bacterias
biocontroladoras) y competencia por espacio y nutrientes, que se presenta tanto en hongos
como en las bacterias biocontroladoras (Moreno et al., 2018).

Bacillus amyloliquefaciens

El género Bacillus ha sido ampliamente estudiado debido a su alta abundancia y
diversidad en los agro sistemas, siendo significativamente mayor su poblacion en
comparacion a otros géneros microbianos y ademas por sus capacidades metabolicas
destacando su capacidad para producir antibidticos y otros metabolitos antimicrobianos y

antifungicos (Villareal et al., 2017).

Algunos microorganismos como las rizobacterias promotoras de crecimiento de plantas
pertenecientes al orden baciliales, son conocidos por su actividad antagonista. Bacillus
amyloliquefaciens de la familia Baciliaceae, produce resistencia sistémica inducida en la
planta huésped y es capaz de generar una variedad de compuestos antimicrobianos
(Hernandez et al., 2022).

Las rizobacterias aerébicas formadoras de endosporas pertenecientes a B.
amyloliquefaciens subsp plantarum son conocidos por mejorar el rendimiento de las
plantas y por su funcion de biocontrol contra los patogenos de las plantas. La cepa tipo de
la subespecie FZB42T, se utiliza comercialmente como bacteria de biocontrol siendo
especialmente eficaz contra patdgenos fangicos y bacterianos (Soumitra et al., 2015).

B. amyloliquefaciens es una bacteria no patdgena que vive en el suelo, se ha utilizado para

el control de las enfermedades en el cultivo de tomate mediante la produccién de una
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variedad de compuestos biolégicamente activos, con un amplio espectro de actividades
hacia fitopatoégenos que son capaces de inducir resistencia sistémica del huésped (Gautam
etal., 2019).

El analisis del genoma completo de B. amyloliquefaciens FZB42 es una bacteria Gram
positiva, tiene capacidad de producir un espectro diverso de diferentes metabolitos
secundarios destinados a suprimir los microbios y nematodos dafiinos que viven dentro de

la rizosfera de la planta (Borriss, 2013).

Las cepas de B. amyloliquefaciens tienen muchos genes dedicados a la produccion de
sustancias incluidas fitohormonas que estimulan el crecimiento de las plantas,
polisacaridos para la formacién de biopeliculas, sideréforos para la solubilizacién del
hierro, enzimas liticas y una gama de policétidos sintetizados no ribosomicos y
lipopéptidos para inhibir patdgenos. En vivo, in vitro y ensayos de campo, se informé que
B. amyloliguefaciens promueve el crecimiento de las plantas a través de la produccion de

hormonas, compuestos organicos volatiles, sider6foros (Zhao et al., 2022).

Los metabolitos primarios y secundarios de B. amyloliquefaciens se pueden utilizar en
aplicaciones alimentarias y médicas. Algunos de estos productos incluyen EPS
microbiano que tiene aplicaciones funcionales que incluyen la actividad antiviral,
antitumoral, anticancerigena, inmunomoduladora y antioxidante. El otro es la sintesis de
lipopéptidos, que son metabolitos secundarios, que incluyen principalmente serrawettin,
surfactin 'y viscosin. Estos lipopéptidos tienen funciones multiples que incluyen

antimicrobianos, antivirales, antiinflamatorios y anti adhesivos (Yohannes et al., 2020).

La promocion del crecimiento vegetal de las bacterias del genero Bacillus puede ocurrir
de manera directa o indirecta. De forma directa estas bacterias pueden influir en el
crecimiento de las plantas al realizar actividades como la fijacion biolégica de nitrégeno,
la solubilizacion de minerales esenciales como es el fosforo y la produccién de hormonas

que regulan el crecimiento vegetal, de forma indirecta, contribuye a la produccién de
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compuestos que inhiben el desarrollo de patégenos y estimulan los mecanismos de defensa
en las plantas (Tejera et al., 2011).

Trichoderma harzianum

Los microorganismos que se utilizan con frecuencia para el control de hongos
fitopatdgenos son hongos y bacterias. Varios estudios cientificos han demostrado que los
hongos del género Trichoderma sp. muestran efectos antagdonicos contra fitopatégenos
(Lopez et al., 2017).

En la actualidad se recurre al uso de estos organismos en el control bioldgico como
antagonista sobre distintos patdgenos por la produccién de metabolitos secundarios. El
género Trichoderma presenta amplio espectro de aplicacion agricola sobre bacterias,

parésitos e insectos (Mesa et al., 2019).

Trichoderma pertenece al Reino Mycetae (Fungi), Division Eumycota, Subdivision
Ascomycotina, Clase Euascomycetes, Orden Hypocreales, Familia Hypocreaceae. Son
hongos anaerobios facultativos y se encuentran distribuidos alrededor del mundo
colonizando material celulésico y la rizosfera de las plantas, se caracteriza por presentar

coloracion blanca, verde, amarillo en el medio de cultivo (Bissett et al., 2015)

Los hongos filamentosos del género Trichoderma, que pertenecen a la familia
Hypocreaceae, se encuentran en todo el mundo, colonizando suelos, madera y hortalizas
en descomposicion. Estos hongos tienen una amplia variedad de formas de vida y que
pueden interactuar con otros hongos, animales y plantas, lo que les otorga una flexibilidad
ecologica. Ademas poseen capacidad enzimatica para descomponer diferentes tipos de
sustratos, un metabolismo adaptable y resistencia a sustancias que inhiben el crecimiento

microbiano (Gupta et al., 2014).

Se ha investigado durante varios afios los mecanismos de control bioldgico de las especies
de Trichoderma spp. su capacidad antagonica estd documentada como agentes de
biocontrol de patdégenos que afectan a cultivos de importancia agricola y economica. Las
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cepas de Trichoderma producen enzimas, compiten por espacio y nutrientes al reducir o
detener completamente el desarrollo del fitopatdgeno, promueven el crecimiento de las

plantas e inducen resistencia sistémica, micoparasitismo y antibiosis (Mayo et al., 2015).

Trichoderma es un organismo utilizado para control bioldgico, dentro de los mecanismos
responsables de la actividad antimicrobiana de este hongo incluyen el parasitismo y
competencia por espacio y nutrientes, Trichoderma es capaz de sintetizar diferentes
compuestos como proteinas, enzimas y antibidticos. Estudios recientes han demostrado
que Trichoderma spp secreta grandes enzimas de lisis, como celulasas, quitinasas y
glucanasas, durante el micoparasitismo (Valenzuela et al., 2015).

Varios estudios han demostrado la efectividad que tienen las especies del género
Trichoderma ya que presenta diferentes mecanismos de accion, tales como
micoparasitismo, competencia por espacio, antibiosis e induccion de resistencia sistémica.
El género Trichoderma se caracteriza por la coloracion que presenta en los medios de
cultivo, que varia entre blanco, verde y amarillo, en la parte superior del cultivo. Entre sus
caracteristicas microscépicas se observan tres tipos de propagulos denominados hifas,
clamidosporas y conidios hialinos no verticilados (Gajera et al., 2013).

Estudios realizados han demostrado los efectos positivos del control bioldgico de
Trichoderma spp. Esto se debe a que estimula resistencia en la planta ya sea localizada o
en todo el organismo, mediante la produccion de enzimas antifungicas, como las
quitinasas y las -1,3-glucanasas. Estas enzimas estan relacionadas en la descomposicion
de la pared celular de los hongos y trabajan en conjunto con otras enzimas, para controlar

a los hongos que causan enfermedades en las plantas (Martinez et al., 2017).

Micoparasitismo

Es el ataque directo de una especie flngica sobre otra, es uno de los mecanismos
antagdénicos mas importantes expresados por Trichoderma spp. Alrededor de 75 especies
de Hypocrea/Trichoderma con potencial micoparasito han sido reportadas previamente.

Hay investigaciones que indican que varias cepas de Trichoderma atacan y desintegran
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hongos fitopatdgenos, como son: Rhizoctonia solani, Alternaria alternata, Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium spp., Botrytis cinerea, Pythium spp. y Ustilago maydis (Kapoor
et al., 2020).

Antibiosis

La antibiosis es la accion directa de metabolitos tdéxicos producidos por un
microorganismo sobre otro, muchas cepas de Trichoderma producen metabolitos
secundarios volatiles y no volatiles, algunos de los cuales inhiben el desarrollo de otros
microorganismos con los que no hacen contacto fisico, estas sustancias inhibidoras son

consideradas “antibi6ticos” (Osorio et al., 2017).

Recientemente caracterizaron un grupo de metabolitos secundarios (azapilona,
butenolide, 6-pentil-a-pirona, 1-hidroxi-3-metil-antraquinona, 1,8-dihidroxi-3-metil-
antraquinona, &cido heptelidico, trichoviridina, &cido harzianico, gliotoxina, gliovirina,
viridina, viridiol) obtenidos de la interaccidn entre R. solani y dos cepas comerciales de
T. harzianum (T22 y T39) (Martinez et al., 2013).

Extractos Vegetales
Los extractos de plantas han sido usados por el hombre para el control de enfermedades
bacterianas y antifungicas. Se han reportado las propiedades antimicrobianas y

antifingicas que tienen los aceites esenciales de las plantas (Delgadillo et al., 2017).

Los métodos para el control de enfermedades se han estudiado con énfasis en nuevos
compuestos derivados de plantas, como aceites esenciales y extractos vegetales ya que
son mas seguros tanto para los consumidores como para el medio ambiente y es efectivo
contra patogenos que han desarrollado resistencia a los plaguicidas, asi como en el control
de enfermedades que aparecen después de la cosecha. Varios estudios han comprobado la
eficacia de las plantas en el control de enfermedades causadas por hongos del género
Fusarium (Villa et al., 2015).
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Los compuestos fenolicos son de considerable importancia fisioldgica y morfoldgica en
plantas, son importantes en el crecimiento y la reproduccion de las mismas. Estos
metabolitos tienen caracteristicas estructurales. Ademas se ha demostrado que el tipo de
solvente y método de extraccion utilizado influye en la extraccion de estos fitoquimicos
(Azmir et al., 2013)

La seleccidn inicial de plantas para posibles actividades antimicrobianas generalmente
comienza usando el crudo o extracciones con alcohol y pueden ser elaborados por varios
métodos de extraccidn con solventes organicos. El agua es un solvente universal utilizado
para extraer productos vegetales con actividad antimicrobiana (Singh et al., 2012).

Los tipos de extractos estan relacionados al solvente usado para su elaboracién los mas
comunes son: etandlicos, hexanicos, cetonicos, metandlicos, oleosos y acuosos (Centurion
etal., 2013).

En los Gltimos afios, el incremento de bacterias resistentes y la rapida emergencia de
nuevas infecciones han disminuido la intensidad en la eficiencia de los antibioticos para
tratar enfermedades causadas por ciertos microorganismos, por lo tanto, aumenta la
necesidad para el desarrollo de nuevos agentes antibacterianos. En respuesta a estas
necesidades se ha recurrido a la fitoquimica y a la Fito farmacologia, logrando encontrar
nuevas moléculas extraidas de plantas, ya que son una fuente importante de sustancias

activas con propiedades antibacterianas (Vallejo et al., 2014).

Composicion quimica de los extractos de plantas

La polaridad del solvente es factor clave en el tipo de compuesto que se va a extraer a
partir de las hojas de las plantas. En extractos acuosos se pueden obtener compuestos
como antocianinas, taninos, saponinas y terpenoides, en extractos obtenidos con etanol
pueden ser extraidos taninos, polifenoles (flavonoles), terpenoides y alcaloides. En
extractos metandlicos se ha reportado la presencia de compuestos fenélicos (antocianinas
y flavonoles), terpenoides, saponinas y taninos, con cloroformo se han obtenido

terpenoides y flavonoides (Ramirez et al., 2018).
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Larrea tridentata

L. tridentata o gobernadora se ha estudiado que més de 45 bacterias son susceptibles a la
resina 0 sus componentes gque esta contiene, asi como las levaduras, hongos y parasitos
intestinales que atacan a los humanos. Los compuestos presentes en la gobernadora como

los flavonoides actuan contra virus que afectan el RNA (Morales et al., 2021).

De los compuestos fendlicos bioactivos méas estudiados e importantes de la gobernadora
es el acido nordihidroguayartico (NDGA), es un antioxidante que se encuentra en la resina
de las células cercanas a las capas epidérmicas de las hojas y tallos que esté presente en
todas las especies del género, estudios sobre L. tridentata realizados en el desierto de
Sonora revelaron que las concentraciones del &cido nordihidroguayartico (NDGA) varian

dependiendo de la latitud y la época del afio (Pefiuelas et al., 2017).

Larrea tridentata es un arbusto perenne de México y Estados Unidos que se utiliza para
tratar diversas enfermedades, es reconocida por sus diversos usos tradicionales. En cuanto
a su composicion quimica, predominan los productos de las vias del mevalonato,
shikimato y malonato. L. tridentata posee acido nordihidroguayartico (NDGA), uno de
sus metabolitos secundarios mas estudiados que exhibié notables actividades bioldgicas
(Morales et al., 2022).

Metabolitos secundarios

Las plantas han evolucionado diversos mecanismos para defenderse contra factores de
estrés, tanto de origen biolégico como ambiental. Entre estas defensas se encuentran
estructuras fisicas como espinas, tricomas, pelos glandulares y espigas, que impiden el
ataque de herbivoros. Ademas, como parte de su defensa quimica, muchas plantas
producen metabolitos secundarios, los cuales tienen propiedad antioxidante,

antimicrobiana, antifingica, nematicida y farmacoldgico (Soto et al., 2022).

Solanum elaeagnifolium
Presenta efectos positivos para el ser humano ya que contiene cantidad de fenoles,

alcaloides, saponinas, terpenos, flavonoides, cumarinas y carotenoides donde se ha
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demostrado que tienen propiedades anticancerigenas, antioxidantes, antihipertensivas,
antidepresivas, antiinflamatorias, hipoglucémicas, antibacterianas y también presenta

actividad molusquicida y nematicida (Al-Hamaideh et al., 2020).

En 2010 se reporto en Estados Unidos que el trompillo (Solanum elaeagnifolium) es una
maleza invasora de América que se extendio al sur de Europa, Africa, India y Australia.
Se describe como una planta exotica, perenne e invasora, que se encuentra principalmente
en zonas de clima seco en Ameérica. Puede alcanzar una altura de entre 10 y 100 cm, sus
tallos estan protegidos por espinas, y tanto las hojas como los tallos estan cubiertos por
una estructura vellosa que le da a la planta un aspecto plateado o grisaceo (Roberts et al.,
2022).

Se ha demostrado que la composicion quimica de S. elaesagnifolium depende del solvente
de extraccion. Se han realizado extractos y estudios fitoquimicos de hojas utilizando como
solvente, etanol y se ha encontrado la presencia de taninos, flavonoides, esteroides,

alcaloides y saponinas (Rajalakshmi et al., 2016).

S. elaeagnifolium es conocida por su nombre comin como trompillo, es una planta robusta
perenne, sus raices pueden alcanzar hasta dos metros de profundidad, sus hojas son de
color verde a plateado grisaceo con un tamafio de 1 a 10 cm (Cirujeda et al., 2011).

Es ampliamente distribuida en el norte de México, crece en matorrales, pastos, es
considerada una maleza para cultivos agricolas y es altamente tdxica para el ganado. Los
extractos se utilizan en la medicina popular mexicana, que contienen solasodina, -
sitosterol, estigmasterol. Solanum elaeagnifolium tiene propiedades antivirales y
antifangicas, contiene saponinas esteroidales y glicoalcaloides como solasonina (Carranza
etal., 2017).

Las flores de S. elaeagnifolium tienen una estructura de cinco pétalos (pentameras), con
una corola en forma de estrella. Los I6bulos de la corola tienen una forma triangular o en
delta, y entre los pétalos se encuentra un tejido que conecta entre si, denominado tejido

interpetalar, las anteras son de forma coénica alargada, dehiscentes, suelen ser
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heteromdrficas y en general son ligeramente curvadas, el androceo se caracteriza por la
formacion de un cono anteral y el estilo es largo, curvado, pubescente en la parte basal

con tricomas estrellados (Mancini et al., 2021).

Solanum elaeagnifolium es una especie perteneciente a la familia Solanaceae, se conoce
por contener glicoalcaloides, los cuales son un tipo de alcaloides esteroideos. Entre estos
compuestos, los mas identificados en la planta son la a-solanina y la solanidina. Analisis
fitoquimicos han revelado la presencia de compuestos como taninos, flavonoides,

terpenos, glucosidos cardendlidos y saponinas terpénicas (Hernandez et al., 2017).
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MATERIALES Y METODOS
Ubicacion del Experimento
La presente investigacion se llevo a cabo en las instalaciones de la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN), ubicada en calzada Antonio Narro 1923, en Saltillo,
Coahuila de Zaragoza. Ademaés, el experimento de laboratorio, se desarrollo en el

laboratorio de Fitopatologia del Departamento de Parasitologia.

Aislamiento y Caracterizacion del fitopatégeno

El patdgeno se obtuvo mediante plantas que presentaban sintomas de Cmm, que fueron
recolectadas en un lote comercial de la ciudad de Querétaro. Primeramente se realizé la
desinfeccion superficial de las muestras, posteriormente se seleccionaron tejidos donde
presentaban los sintomas y se procedio a realizar maceracion con agua destilada estéril.
La siembra se realiz6 por el método de diluciones seriadas en medio de cultivo KB,
después se incubaron a 26 + 2° C durante 48h. Para la caracterizacion de la bacteria, se
realizaron las pruebas preliminares correspondientes, de acuerdo a la metodologia de
(Schaad et al., 2001): Tincion de Gram, reaccion de KOH, reaccién de hipersensibilidad
en tabaco, prueba de O/F, prueba de oxidasa, catalasa, H.S de peptona, hidrdlisis de

esculina, hidrdlisis de gelatina y tolerancia de NaCl al 6%.

Tincion de Gram

La prueba se realiz6 colocando una gota de agua en el portaobjetos limpio, se tomo
muestra del patdgeno de 48 h de edad con un asa bacteriolédgica y se extendié mezclando
el agua con el patégeno, después se fijo con calor evitando que este se sobrecaliente,
posteriormente se agrego cristal violeta, se reposo por 60 seg, se enjuago con agua
corriente de la llave escurriendo el exceso de agua, después se agregd yodo Lugol se
reposo por 60 seg, se lavo con etanol al 95% durante 30 seg y se enjuagd con agua
corriente para despues tefiir con colorante safranina durante 60 seg, se enjuago con agua
y se dejo secar a medio ambiente. Finalmente la muestra se observd en microscopio

compuesto con aumento de 100X utilizando aceite de inmersion.
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Reaccion de KOH

Para esta prueba se utiliz6 un portaobjetos limpio donde se agregd una gota de solucion
acuosa de KOH al 3%. Posteriormente se tomé una pequefia muestra del cultivo puro de
la bacteria de 48 h de edad con ayuda de un asa bacterioldgica y se mezclé con la solucion
de KOH, al mismo tiempo se levantd el asa para poder observar la consistencia de la

mezcla.

Reaccion de hipersensibilidad en tabaco

Para llevar a cabo esta prueba, se inoculd una planta de tabaco con Cmm con ayuda de una
jeringa, por otra parte se inoculo con agua estéril como control. Posteriormente se observo
el efecto a las 24 h y 48 h, donde se pudo observar en la parte inoculada con la bacteria

gue presento marchitez.

Prueba de O/F (Hugh y Leifson)

Se prepar6 el medio utilizando los siguientes reactivos: Peptona de caseina, Cloruro de
sodio (NaCl), Fosfato de potasio (KH2POa4), Azul de bromotimol (solucion acuosa al 1%)
y Agar, se mezclaron homogéneamente en un matraz Erlenmeyer de 125 mL ajustando el
pHa7.1yseesterilizoa 121°C durante 20 min. Se prepar6 una solucién acuosa de glucosa
al 10% vy se esterilizo por filtracion agregandolo al matraz con el medio basal. Después se
vertio en tubos de ensaye de 4.0 mL hasta solidificar. Se incubaron por 48 h para descartar
algun tubo contaminado, posteriormente se inocularon 3 tubos con el patégeno donde a
uno se le agrego 1mL de aceite mineral triple estéril a una profundidad de 5mm el otro se
inoculo sin aceite mineral y el tercer tubo no se inoculo ya que fue el testigo. Se incubaron

a 26° C y se mantuvieron en observacion por 24 y 48h.

Prueba de Oxidasa

Primeramente se utilizé el cultivo de 48 h de edad, se tomd con un asa bacterioldgica una
porcion de la bacteria Cmm colocandola sobre una placa de oxidasa (BD BBL™
DrySlide™) que contiene el compuesto N,n,n,n-tetrametil-p-fenilendiamina

dihidrocloruro y se frotd. El resultado se interpreto a los 10-30 seg.
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Prueba de Catalasa
Para esta prueba se utiliz6 un cultivo puro de 48 h de edad y peroxido de hidrogeno al
3.5% (H203). Se coloco una pequefia porcion de la bacteria a un portaobjetos limpio, se

mezclo con una gota de H2O> hasta detectar la formacion de burbujas.

Prueba de H2S de peptona

Se prepardé medio de cultivo con fosfato de amonio (NHsH2 POgs), Sulfato de Potasio
dibasico (K2HPO.), Sulfato de Magnesio (MgSO4 x H20), Cloruro de Sodio (NaCl),
extracto de levadura, se sustituyd peptona por cisteina, todos los reactivos se disolvieron
homogéneamente y se vaciaron 5 mL en tubos de ensaye, luego se esterilizaron en
autoclave a 121°C durante 20 min. Posteriormente se inocularon 2 tubos con el patégeno
con ayuda de un asa bacterioldgica antes de que solidificara, después se colocé unatira de
papel filtro de 1x10 cm, antes de colocarlo en el tubo inoculado este se sumergié en una
solucidén de acetato de plomo al 5%, posteriormente se tap6 el tubo sujetando la tira de

papel filtro. Después se incubo durante 14 dias.

Prueba de Hidrolisis de Esculina

Para esta prueba, se prepard el medio de cultivo con peptona, esculina, citrato de amonio
férrico, agar y agua destilada. Todos los reactivos se mezclaron homogéneamente y se
calento para disolver, se dispenso 5mL de la mezcla en cada tubo de ensaye, después se
esterilizo en autoclave a 121°C, 15 libras por pulgada durante 15 min y se solidifico de
manera inclinada. Posteriormente se inoculo la bacteria mediante una estria sobre la

superficie del medio y se incub6 durante 24 y 48 h a 28°C.

Prueba de Hidrdlisis de gelatina

Se prepar6 medio de cultivo con Peptona, Cloruro de sodio (NaCl), Extracto de carne,
gelatina, Agar y Agua, se mezclaron todos los reactivos calentando gradualmente, para la
integracion homogénea, después se esterilizo en autoclave a 120 °C durante 20 min,
después se vacio en tubos de ensaye hasta solidificar, posteriormente se inocul la bacteria

de 48 h de edad con ayuda de un asa bacterioldgica y se incubd a 26°C por 24 horas.
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Tolerancia de NaCl al 6%

Para esta prueba se prepard un caldo YS con fosfato de amonio (NHsH2 POa), Sulfato de
Potasio dibasico (K:HPQOs), Sulfato de Magnesio (MgSOs x H0), Cloruro de Sodio
(NaCl) y Extracto de levadura, se disolvieron homogéneamente en un matraz de 125 mL
y se esterilizo en autoclave a 120 °C durante 20 min. Después se vacio en tubos de ensaye,
posteriormente se inoculé el patdgeno con ayuda de un asa bacterioldgica. Se incubaron a
26° C y se mantuvieron en observacion durante 24 y 48 h, se observo una reaccion positiva

ya que el tubo con el medio presento turbidez.

Corroboracion molecular del fitopatogeno.

La extraccion de ADN genomico se realizé por el método de lisis cruda con bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB 2%) (Labarrios et al., 2004), a partir de un cultivo bacteriano
puro de Cmm cultivado en un agitador rotatorio a 120 rpm, en medio de cultivo LB durante
48h. Para la reaccion de PCR se utilizaron los primers especificos (CMM-5F
GCGAATAAGCCCATATCAA y CMM-6R CGTCAGGAGGTCGCTAATA) para este
patdgeno (Rivera et al., 2022). La secuenciacion de las regiones parciales del gen 16S
rRNA se llevé a cabo por el laboratorio IPICYT, previamente las secuencias obtenidas se
limpiaron y alinearon utilizando el Software CodonCodeAligner, posteriormente se

compararon con las reportadas en la base de datos del NCBI del GenBank.

Preparacion de Extractos Vegetales

Se utilizaron plantas de Larrea tridentata y Solanum elaeagnifolium, recolectadas en el
ejido La Encantada y Buenavista Saltillo, Coahuila, posteriormente se seleccionaron las
hojas que estaban libre de dafios por insectos o enfermedades. Se lavaron con agua de la
Ilave y luego con agua destilada estéril para eliminar cualquier particula de polvo que
estan pudieran presentar, posteriormente se secaron en papel estraza, después se colocaron
y se mantuvo en la estufa de secado a 40 °C hasta que se elimino toda la humedad. Las
hojas deshidratadas se molieron en una licuadora hasta obtener un tamafio de particula
pequefia, el polvo obtenido se colocd en frascos de vidrio ambar para protegerlo de la luz.
Posteriormente se llevo a cabo la preparacion de los extractos hidroalcohdlicos de Larrea

tridentata y Solanum elaeagnifolium utilizando dos solventes (etanol y agua). Para la
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obtencion de los extractos se pesaron 120 g de polvo (Larrea tridentata) de las hojas
deshidratadas y se agregaron en un matraz Erlenmeyer con 800 mL del solvente, para
solanum elaeagnifolium se pesaron 97.5 g de polvo en 650 mL de solvente, posteriormente
se mantuvieron durante 7 dias en ausencia de luz a 26 °C. Después se llevo a cabo el
filtrado de los extractos con un embudo, gasa estéril de algodon y papel filtro Whatman
del nimero 2 para obtener la parte liquida y separar el sélido, finalmente se centrifugaron
durante 15 min a 4000 rpm. Posteriormente el sobrenadante se recolectd en frascos de

vidrio &mbar y se mantuvieron a 4 °C (Tiwari et al., 2011).

Actividad inhibitoria in vitro contra Cmm con extractos de Larrea tridentata y
Solanum elaeagnifolium.

La evaluacién de los extractos vegetales se realizé por la técnica de medio envenenado
con medio de cultivo KB (Pefiuelas et al., 2015). Una vez teniendo el medio preparado,
antes de solidificar se agregd el extracto de Larrea tridentata asi como también de
Solanum elaeagnifolium, posteriormente se vacié el medio en cajas Petri, con 4
repeticiones para cada concentracion. Las concentraciones evaluadas para ambos
extractos fueron: L. tridentata (50, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 4500, 5000,
6000, 7000, 8000, 9000, 10 000 ppm). S. elaeagnifolium (5000, 6000, 7000, 8000, 9000,
10 000, 20 000, 25 000, 50 000 ppm). Una vez que se obtuvo la placa envenenada se
procedi6 a agregar 100 pL del patégeno (Cmm), a una concentracion de Mc Farland de
1x108, la siembra se realizd por dispersion con una varilla de vidrio. A las 48, 72 horas de
incubacidn se observo el crecimiento bacteriano de Cmm, posteriormente se tomaron fotos
de cada caja y se realizé un analisis de imagen utilizando el software ImageJ.JS versién
0.5.8 para evaluar la inhibicion del crecimiento bacteriano. EI experimento se distribuyo
en un disefio completamente al azar. Los resultados obtenidos fueron analizados usando

el programa SAS version 9.0. Se determind la Clso y Clgo utilizando un analisis Probit.

Actividad antagonica in vitro de T. harzianum y B. amyloliquefaciens contra Cmm,
La evaluacion de microorganismos antagénicos contra el fitopatdgeno (Cmm) se realiz6
por medio de cultivos duales (Ezziyyani et al., 2007) con medio Agar nutritivo, se

utilizaron cepas de Trichoderma harzianum y de Bacillus amyloliquefaciens tomados de
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la coleccién de microorganismos del Laboratorio de Fitopatologia del Departamento de
Parasitologia. Se utiliz6 cultivo puro de Cmm de 48 h de edad. La confrontacion de
Trichoderma con Cmm se realiz6 sembrando el patégeno de lado izquierdo de la caja
mediante una estria con la ayuda de un asa bacterioldgica y a la derecha se colocé un disco
de micelio de 5 mm de Trichoderma. El crecimiento de ambos microorganismos se
observo cada 24 h. Para el caso de Bacillus amyloliquefaciens contra Cmm, se realizo
mediante tres métodos, una siembra por estria para ambos microorganismos, a la izquierda
de la caja el patogeno y a la derecha el antagonista, otro método fue inocular al centro de
la caja Petri el antagonista y en los cuatro puntos cardinales el patdgeno, por otra parte, al
centro de la caja se inocul6 el patdgeno (Cmm) y en los 4 puntos cardinales el antagonista,
esto fue a cierta distancia para poder observar el crecimiento, posteriormente las muestras
se observaron cada 24 h por 4 dias. Posteriormente se tomaron fotos de cada caja y se
realiz6 un anélisis de imagen utilizando el software ImageJ.JS versién 0.5.8 para evaluar
la inhibicion del crecimiento bacteriano. Los resultados obtenidos fueron transformados

en % de inhibicion.

Control de Cmm con extractos vegetales y microorganismos antagonistas en
invernadero.

Establecimiento del experimento en invernadero

Se trasplantaron plantulas de tomate variedad Floradade, como sustratos se utilizaron: peat
moss, perlita y fibra de coco a una proporcion: 3:1:1. Posteriormente se sembraron en
bolsas de pléstico de 10 Kg de capacidad. El disefio experimental fue completamente al

azar con 8 tratamientos y 4 repeticiones.

Preparacién de los microorganismos antagonistas y de los extractos vegetales

Se utilizaron cepas de Trichoderma harzianum y de Bacillus amyloliquefaciens, tomados
de la coleccion de microorganismos del Laboratorio de Fitopatologia del Departamento
de Parasitologia. Se cultivaron en matraces Erlenmeyer con medio de cultivo caldo papa
dextrosa adicionado con peptona para Trichoderma y extracto de levadura para Bacillus
(Jung et al., 2014). Posteriormente se inocularon con un disco de micelio de 0.5 mm de
diametro de la cepa de Trichoderma y con una asada para el caso de Bacillus. Los cultivos
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se dejaron en reposo en incubacion por 5 dias en ausencia de luz. Después del tiempo de
incubacidn se pasaron a través de una gasa estéril para separar el micelio del hongo de la
fase liquida. Los cultivos se ajustaron a una concentracion de 1x108 conidios/mL para el
caso de T. harzianum y de 1x108 ufc para la bacteria B. amyloliquefaciens, posteriormente
se mantuvo en oscuridad a una temperatura de 4 °C para su conservacion. Para los
extractos vegetales, la concentracion que se utilizo fue la Clgo obtenida de los resultados

de la evaluacion in vitro.

Inoculacion del patdgeno en plantas de tomate

El patégeno se reactivo en cajas Petri con medio de cultivo KB, después de 48 h de edad
se procedid a la inoculacién del patogeno en las plantas de tomate haciendo una puncién
con la ayuda de un palillo estéril en la axila del peciolo de las hojas en tres estratos
diferentes (inferior, centro, superior), los tratamientos utilizados fueron: (T1) B.
amyloliquefaciens + Cmm; (T2) T. harzianum + Cmm; (T3) S. elaeagnifolium + Cmm;
(T4) L.tridentata + Cmm; (T5) Testigo absoluto; (T6) L. tridentata + S. elaeagnifolium
+ B. amyloliquefaciens + T. harzianum + Cmm; (T7) Cmm y (T8) B. amyloliquefaciens +

T. harzianum + Cmm.

La primera aplicacion de los extractos y antagonistas fueron al suelo, alrededor de la base
del tallo de la planta se hizo un canal donde se aplicaron 10 mL de cada extracto y 20 mL
de cada antagonista con la ayuda de una jeringa hipodérmica, posteriormente se cubri6
con el mismo suelo. De la segunda a la cuarta aplicacién se realizaron de manera foliar a

los 8 dias posteriores entre cada aplicacion.

Evaluacion de la incidencia y severidad de la enfermedad

Para determinar el efecto de control, se evaluo la incidencia de la enfermedad mediante la
observacion de los sintomas de Cmm y se expresO en porcentaje. La severidad se
determind utilizando una escala arbitraria propuesta por Mohd Nadzir et al. (2019), de 5

escalas que va de un rango de 0 al 5 que se presenta en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Escala Arbitraria por Mohd Nadzir et al. (2019)

Categoria Descripcion

Sin sintomas
0-25 % de hojas marchitas en la planta.

26-50 % de hojas marchitas en la planta

0

1

2

3 51-75 % de hojas marchitas en la planta
4 76-100 % de hojas marchitas en la planta
5

Plantas muertas

Los resultados fueron sometidos a un analisis de varianza y separacion de medias por la
prueba de Tukey con P=0.05 de significancia. Se utilizé el software SAS version 9.0 para

Windows.

Efecto de microorganismos antagonistas y extractos vegetales en la promocion de
crecimiento y desarrollo

Para cada tratamiento, se evaluaron diferentes pardmetros y de rendimiento para
determinar sus efectos sobre el desarrollo de las plantas, entre las variables evaluadas se
realizaron mediciones de diametro de tallo, didmetro polar y ecuatorial de frutos, peso de
los frutos asi como el peso fresco de las hojas y peso de la raiz. Los resultados fueron
sometidos a un analisis de varianza y separacion de medias por la prueba de Tukey con
P=0.05 de significancia.

Didmetro de tallo

Para esta variable se midio el tallo principal de la planta, en la base del tallo el cual se
midio en milimetros (mm) con la ayuda de un vernier. Esta variable es importante porque
un diametro mayor del tallo puede presentar una planta mas vigorosa con mejor eficiencia

en el transporte de agua y nutrientes.

Diametro polar y ecuatorial de frutos
El diametro polar del fruto se midi6 en milimetros (mm) desde el extremo superior

(peddnculo) hasta el extremo inferior, en el caso del diametro ecuatorial se midi6 el ancho
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del fruto, perpendicular al didmetro polar con un vernier. Estas medidas nos permiten
evaluar la forma y el tamafio del fruto ya que son importantes para la calidad y el

rendimiento.

Peso de frutos
En esta variable, se utiliz6 una balanza para pesar los frutos de cada tratamiento,
registrando el peso en gramos (g), para cuantificar el rendimiento ya que un peso mayor

refleja un mejor desarrollo de los frutos.

Peso fresco de hojas

Se realizo el peso total de hojas frescas de cada plata de los diferentes tratamientos con
ayuda de una balanza expresado en gramos (g). Esta variable refleja el vigor vegetativo y
la capacidad fotosintética de la planta, lo cual influye directamente en el crecimiento y la

produccion.

Peso de raiz

Al momento de la cosecha se determind el peso de las raices, expresado en gramos (g),
previamente lavadas con agua de la llave para eliminar el resto de suelo que pudieran
tener. Esta variable es importante ya que un sistema radicular bien desarrollado favorece

la absorcion de agua y nutrientes.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y caracterizacion del patégeno
En las pruebas preliminares y bioquimicas realizadas para corroborar la cepa con
Clavibacter michiganensis subsp michiganensis, previamente aisladas de las muestras de

plantas de tomate con sintomas de Cmm, se obtuvieron resultados similares a los

reportados por Schaad et al. (2001) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados de las pruebas realizadas para la caracterizacion de C.
michiganensis subsp michiganensis (Schaad et al., 2001).

Prueba Realizada Resultado

Tincién de Gram Gram +
Reaccion de KOH -
Reaccion de hipersensibilidad en tabaco +
Prueba de 6xido fermentacion O/F +/-
Prueba de Oxidasa -
Prueba de Catalasa +
Prueba de H>S de peptona +
Prueba de Hidrolisis de Esculina +

Prueba de Hidrolisis de gelatina -

Prueba de Tolerancia de NaCl al 6% +

(+) Resultado positivo, (-) Resultado negativo, (+/-) Resultado variable.

Resultados de las pruebas realizadas para la caracterizacion de C. michiganensis

subsp michiganensis.

Tincion de Gram (+)
En esta prueba, la tincion presentd bacilos Gram positivos, se tifieron de color violeta, la
pared celular retiene el color de cristal violeta ya que tienen un mayor contenido de

peptidoglicano. Tripathi et al. (2025) mencionan que la tinciobn de Gram comienza
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aplicando un colorante primario, como es el cristal violeta o azul de metileno sobre la
muestra, los microorganismos que retienen este colorante se denominan Gram positivos y
se observan con un tono puarpura bajo el microscopio, poseen una pared celular rica en
peptidoglicano. En cambio aquellos microorganismos que no retienen el colorante cristal
violeta, se tifien de rojo y se denominan como Gram negativos, ya que tienen una menor

cantidad de peptidoglicano y una mayor proporcion de lipidos en su membrana externa.

Reaccion de KOH (-)

Como resultado, en esta prueba se pudo observar que al separar el asa bacteriologica de
la mezcla bacteriana con KOH no se formo la hebra viscosa ya que la bacteria es Gram
positiva. La prueba de hidréxido de potasio (KOH) al 3% es una técnica utilizada en
fitopatologia para diferenciar bacterias Gram positivas y Gram negativas, también para
detectar la presencia de hongos en muestras vegetales. En el caso de Clavibacter
michiganensis subsp michiganensis, esta prueba se utiliza para observar la viscosidad de
la colonia bacteriana, lo que puede indicar la presencia de polisacaridos extracelulares,
esto se observa al mezclar la muestra bacteriana con KOH y forma una hebra viscosa al

levantar el asa bacteriolégica (Maeso et al., 2012).

Reaccidn de hipersensibilidad en tabaco (+)

La planta de tabaco inoculada con la bacteria Cmm presentdé marchitamiento a los 2 dias
alrededor de la zona inoculada, por lo tanto nos indica que la bacteria es fitopatogena. Lu
et al. (2015) Mencionan que esta prueba permite observar como una planta reacciona
frente a una bacteria, observando una necrosis localizada en el &rea inoculada. En el caso
de Clavibacter michiganensis subsp michiganensis, se ha documentado que esta bacteria
no infecta a plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) puede provocar una reaccion de
defensa como es la reaccion de hipersensibilidad (HR), Esta reaccion consiste en la muerte

celular.

Prueba de 6xido fermentacion O/F (+/-)
Como resultado de esta prueba, en el tubo de control (sin bacteria) no se observo cambio

de color, de igual manera en el tubo donde se le agrego aceite mineral triple estéril para
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crear condiciones anaerdbicas e inoculado con la bacteria, pero sin embargo en el tubo
donde no se le agrego aceite mineral, se observé cambio de color azul a amarillo ya que
estaba en condiciones aerobicas. Esto se refiere a que la bacteria metaboliza carbohidratos
por via oxidativa. Estudios realizados por Sun et al. (2019) mencionan que han utilizado
la prueba de (O/F) como una herramienta bioquimica para analizar el metabolismo de las
bacterias, entre ellas Clavibacter michiganensis subsp michiganensis. Esta bacteria es
negativa en la prueba de oxidasa y ademas, no posee la capacidad de fermentar glucosa

cuando se encuentra en ambiente sin oxigeno.

Prueba de Oxidasa (-)

El resultado de esta prueba, fue negativa para Clavibacter michiganensis subsp
michiganensis ya que la colonia no se torn6 a un color violeta.

La prueba de oxidasa negativa en Clavibacter michiganensis subsp michiganensis es una
caracteristica para su identificacion ya que no produce la enzima oxidasa, lo que la
diferencia de otras bacterias que son positivas para esta prueba. Este resultado indica que

Cmm no utiliza la oxidasa como parte de su proceso respiratorio (Arglello et al., 2014).

Prueba de Catalasa (+)

La reaccién que presentd la bacteria Cmm al mezclarla con una gota de H2O> sobre el
portaobjetos, se pudo observar la formacion de burbujas lo que indica que la prueba es
positiva para la enzima de la catalasa. Al respecto, Varela et al. (2021) reportaron que la
catalasa es una enzima que se presenta en algunas bacterias, descomponen el peréxido de
hidrogeno (H20:). Si la bacteria tiene catalasa, se observan burbujas (liberacion de

oxigeno) al afadir H20: a una colonia bacteriana.

Prueba de H2S de peptona (+)

Después del proceso de incubacion de los cultivos bacterianos, se pudo observar un
cambio de color en las tiras de papel filtro que estaban dentro de los tubos de ensaye
inoculados con la bacteria, se tornaron de color blanco a negro, por lo tanto, la reaccion
de la prueba fue positiva para la produccion de sulfuro de hidrogeno, presentando una
actividad bioquimica, por la accion de enzimas bacterianas. Zhang et al. (2010)
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mencionan que la peptona, la cisteina y el tiosulfato presentes en medios de cultivo son
fuentes de azufre que algunas especies de bacterias utilizan para producir H.S. Ademas,
explica como la formacién de un precipitado de color negro en el medio, presenta una

reaccion positiva para la produccion de H-S.

Prueba de Hidrolisis de Esculina (+)

Después de 48 h de incubacidn, se observo una reaccion positiva en la prueba de hidrolisis
de esculina ya que el medio presento un cambio de color caracteristico en el tubo
inoculado con la bacteria, lo cual significa que el microorganismo fue capaz de hidrolizar
la esculina presente en el medio.

La prueba de hidrdlisis de esculina es una herramienta Gtil para diferenciar tanto bacterias
Gram positivas como Gram negativas, incluyendo variedad de organismos aerobios,
anaerobios facultativos y anaerobios estrictos. Esta técnica se basa en la capacidad de
ciertas bacterias para descomponer la esculina. Para esta prueba se utilizan medios sélidos

o liquidos que requieren al menos 18 h de incubacion (Contreras et al., 2008).

Prueba de Hidrolisis de gelatina (-)

Los resultados se obtuvieron a las 24 h de incubacién, observando que el medio
permanecio en estado sélido, sin mostrar signos de licuefaccion, por lo cual la reaccion
fue negativa. Esto significa que la bacteria no produjo la enzima gelatinasa, la cual es
responsable de romper las moléculas de gelatina en péptidos y aminoacidos. Clavibacter
michiganensis subsp michiganensis puede descomponer proteinas, realizando la prueba
de hidrdlisis de gelatina con medio que contiene gelatina como Unica fuente de proteina.
Después de incubar 24 a 48 h, se observa que el medio sigue solido, significa que la

bacteria no produjo la enzima gelatinasa (Ignatov et al., 2019).

Prueba de Tolerancia de NaCl al 6% (+)

Como resultado de esta prueba, se observé el crecimiento de Clavibacter michiganensis
subsp michiganensis en el medio de cultivo suplementado con 6% de cloruro de sodio
(NaCl). La presencia de turbidez en el tubo inoculado mostro actividad metabdlica y
proliferacion bacteriana, por lo tanto, el resultado fue positivo a la prueba de tolerancia a
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NaCl. Al respecto, Borboa et al. (2009) reportaron durante un analisis bioquimico, que
identificaron y seleccionaron las colonias bacterianas que crecieron en un medio con 6 %
de (NaCl), también observaron que esas colonias fueron capaces de fermentar ciertos
azUcares como glucosa, sacarosa y maltosa, lo que significa que pueden descomponerlos

para obtener energia.

Corroboracion molecular del fitopatégeno

Se amplifico un fragmento interno del gen Acido Ribonucleico ribosomal (ARNr) 16S de
la cepa aislada e identificada bioquimicamente como Cmm. Sus secuencias parciales del
gen ARNr 16S compartieron el 100% de identidad nucleotidica con C. michiganensis en
el 100 % de la cobertura de busqueda para fragmentos de 499 pb de longitud, la secuencia
fue depositada en el GenBank con la siguiente clave de acceso PV288757.

Actividad inhibitoria in vitro contra Cmm con extractos hidroalcoholicos de L.
tridentata y S. elaeagnifolium.

Larrea tridentata

La inhibicion del crecimiento del fitopatogeno oscil6 desde 20.2% hasta 90% (P<0.0001),
este efecto se observé a partir de la concentracion de 50 ppm hasta 10 000 ppm (Figura
1). A partir de 2500 ppm y hasta 10 000 ppm se puede observar la inhibicién completa
de Clavibacter michiganensis subsp michiganensis por el extracto hidroetandlico de L.
tridentata. Los resultados del analisis probit determinaron la Clso y Clgo de 5.8 ppm y

482.6 ppm, respectivamente.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV288757
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Figura 1. Resultado de la transformacion arcoseno del porcentaje de inhibicion por el

extracto de L. tridentata. *Las barras superiores, son la desviacion estandar de la media.

Estudios realizados por Skouta et al. (2018) reportaron la utilizacion de extractos acuosos,
alcohdlicos e hidroalcohdlicos de L. tridentata, siendo los extractos hidroalcohdlicos los
que mayor contenido de compuestos fenolicos mostraron (212.46 EAG-L-1), dicha
actividad puede estar atribuida a compuestos como Justicidin B y Beta peltain. En este
contexto, Hernandez et al. (2012) reportaron que L. tridentata contiene lignanos y
flavonoides con actividad antibacteriana y antimicobacteriana, respectivamente. Se ha
identificado que uno de estos lignanos antibacterianos es el 3'-desmetoxi-6-O-desmetil-
isoguaiacina. El acido nordihidroguayartico (NDGA), tuvo actividad contra cepas
resistentes de Staphylococcus aureus. También, Turner et al. (2021) demostraron que los
extractos etandlicos de L. tridentata al 40% presentan inhibicién de patdgenos de
importancia clinica como Staphylococcus y Streptococcus, dicho efecto se le atribuye a la
capacidad de los extractos para actuar como potenciadores de antibidticos de origen -
lactdmicos. Investigaciones realizadas por Bamidele et al. (2024) reportan que los
extractos hidroalcohdlicos (etanol y agua) presentaron un efecto inhibitorio superior al 50
y 40 % sobre F. oxysporum y Alternaria alternata, respectivamente, siendo los
compuestos acidos cafeico 4-O-glucésido, ramnetina, &cido protocatechuico 4-O-
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glucosido, kaempferol, (+)-galocatequina y luteolina las principales moléculas
responsables de dicho potencial antifingico.

Solanum elaeagnifolium

El efecto de control sobre Clavibacter michiganensis subsp michiganensis por el extracto
de S. elaeagnifolium inhibio el crecimiento con 30% en la concentracion mas baja y 90%
en la concentracion de 50,000 ppm (Figura 2). Sin embargo, en las concentraciones que
van de 5000 y hasta 20, 000 ppm se observo una inhibicion menor al 50% (P<0.0001). El
efecto sobre el crecimiento del patdgeno, el anélisis probit detectdé que con una Clsp se
pudiera obtener con 14.1 ppm, para el caso de la Clgo fue de 405.9 ppm.
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Figura 2. Resultado de la transformacion arcoseno del porcentaje de inhibicién por el

extracto de S. elaeagnifolium. *Las barras superiores, son la desviacion estandar de la media.

Al respecto, Balah et al. (2020) mencionan que el género Solanum incluye plantas que
contienen metabolitos secundarios en sus hojas, frutos y raices, tales como alcaloides,
flavonoides y terpenos, los cuales le otorgan un potente efecto alelopatico, ademas
presentan propiedades molusquicidas, nematicidas, bactericidas, acaricidas y fungicidas.
Por otra parte, Krigas et al. (2023) reportaron que S. elaeagnifolium tiene actividad
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insecticida y actia como repelente frente a plagas insectiles que afectan a los cultivos,

ademas de mostrar actividad antimicrobiana.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria, se evalud el método de dilucion
doble por Kobisi et al. (2024) con concentraciones de 8 a 128 ppm del extracto etanodlico
de Solanum elaeagnifolium contra Erwinia carotovora. Los resultados demostraron que
la actividad antibacteriana aumentaba conforme aumentaba la concentracion del extracto,
observando una zona de inhibicion que va entre 10.67 £ 0.72 mm y 32.00 £ 0.47 mm.
Bouslamti et al. (2022) reportaron que el extracto hidroetandlico de S.
elaeagnifolium contiene flavonoides, polifenoles, alcaloides y saponinas con actividad
antibacteriana contra bacterias patogenas como Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
S. lentus, Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae. También, Sharma et al. (2021)
mencionan que los flavonoides y las saponinas del extracto de S. elaeagnifolium tiene
propiedades antibacterianas debido a la capacidad para formar complejos con proteinas

solubles, proteinas extracelulares y la pared celular bacteriana.

Actividad antagonica in vitro de T. harzianum y B. amyloliquefaciens contra Cmm.

Confrontacion in vitro de T. harzianum

Los resultados del analisis de imagenes para detectar la inhibicion de Trichoderma
harzianum contra Cmm en cultivo dual, se observé una interaccion antagonista entre
ambos microorganismos, mostrando una colonizacién del 77% y 48% de la superficie de
la bacteria; demostrando el potencial del hongo como antagonista al interferir
directamente con el crecimiento y desarrollo del patégeno, siendo evidente la notable
competencia por el espacio y nutrientes y la produccion de metabolitos antimicrobianos
(Figura 3).

En este contexto, Anwar et al. (2017) encontraron que este hongo produce metabolitos
antibacterianos que en condiciones de laboratorio disminuye el crecimiento de
Xanthomonas campestris y Clavibacter michiganensis. Al respecto, Noshad et al. (2019)
determinaron la actividad antibacteriana de nanoparticulas de plata cargadas con conidios
de T. harzianum como agente de biocontrol sobre Cmm, Agrobacterium tumefaciens y

Xanthomonas campestris obteniendo resultados favorables. Por otra parte, Guerrero et al.
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(2017) mencionan que Trichoderma harzianum es un habitante del suelo de plantaciones
de tomate y que tiene potencial frente a infecciones causadas por C. michiganensis subsp
michiganensis en condiciones de invernadero asi mismo tiene la capacidad de disminuir e
inhibir el crecimiento de las colonias del patdgeno a nivel de laboratorio, también presenta
efectos directos sobre las plantas de tomate.

Por otra parte, Wang et al. (2019) reportaron que Trichoderma spp. tiene la capacidad
para combatir patdgenos que son transmitidos por el suelo, como Streptomyces spp., lo
cual lo convierte en un agente eficiente de control biolégico. Ademas, se utiliza como
biopesticida para controlar patégenos, como biofertilizante ya que facilita la
disponibilidad de nutrientes para las plantas. Lopez et al. (2023) reportaron estudios
realizados con Trichoderma con efectividad contra fitopatdgenos, disminuyendo las
poblaciones y reduciendo la incidencia de la enfermedad. Las propiedades antagonicas
contra los patdgenos se fundamentan en varios mecanismos, tales como el
micoparasitismo, produccion de antibioticos, la promocion del crecimiento vegetal y la

induccidn de respuestas defensivas en las plantas (Andrade et al., 2019).

Figura 3. Inhibicion del crecimiento de Clavibacter michiganensis subsp michiganensis

contra T. harzianum en cultivo dual.
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Confrontacion in vitro de Bacillus amyloliquefaciens

Como se observa en la figura 4 la actividad antagonista de B. amyloliquefaciens fue
significativa en los tres métodos evaluados, presentando una inhibicion del 64%, 39% y
63% sobre el crecimiento de Cmm. Este efecto se debe principalmente a la produccion de
metabolitos antimicrobianos de B. amyloliquefaciens, como antibidticos, compuestos
volatiles, lipopeptidos y enzimas que tienen la capacidad de inhibir el desarrollo del
patdgeno.

Estudios han demostrado que Bacillus amyloliquefaciens produce fitohormonas, fija
nitrogeno y solubiliza fosfatos, esta bacteria tiene la capacidad de colonizar la rizosfera,
promover el crecimiento vegetal y combatir fitopatdgenos. Debido a esto, se han utilizado
como bioplaguicidas y biofertilizantes Belbahri et al. (2017). Las cepas de Bacillus son
eficientes agentes de biocontrol para diversas enfermedades de las plantas. El potencial
de biocontrol de Bacillus licheniformis, B. subtilis, B. cereus, B. pumilusy B.
amyloliquefaciens se ha documentado en numerosos informes. Entre varias cepas de
Bacillus, B. amyloliquefaciens es el que mostr6 antagonismo sobresaliente que cualquier
otra especie (Zouari et al., 2016).

Rodriguez et al. (2020) han reportado que las esporas bacterianas tienen una estructura
resistente que les permite mantenerse viables durante afios, esperando las condiciones
adecuadas para su desarrollo. Estas propiedades del género Bacillus les permiten
sobrevivir en diferentes ambientes. Cui et al. (2022) reportaron que Bacillus
amyloliquefaciens es una bacteria grampositiva que ha demostrado ser eficiente en contra
de varios patogenos, como la sarna de la papa (Streptomyces griseoplanus). B.
amyloliquefaciens inhibe la actividad de este patégeno mediante varios mecanismos,
como produccién de antibidticos, competencia por nutrientes e induccion de resistencia
en las plantas.

Pei et al. (2023) mencionan que B. amyloliquefaciens tiene actividad antagonica contra
varios fitopatdgenos por ello se recomienda utilizarlo como agente de biocontrol para el
control de enfermedades de los cultivos, como la sarna de la papa causada
por Streptomyces griseoplanus, pudricion de la raiz del trigo causada por Bipolaris
sorokiniana, antracnosis de la alfalfa causada por Colletotrichum truncatum,

marchitamiento bacteriano del tomate causado por Ralstonia solanacearum y el cancer
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bacteriano del tomate causado por C. michiganensis. Lin et al. (2018) mencionan que B.
amyloliquefaciens Ba01 presentd efecto inhibitorio significativo mas que B. subtilis frente
a S. scabies, patdgeno causante de la sarna comun de la papa, las hifas en la zona afectada
no presentaron signos de diferenciacion después de 20 dias, lo que aseguran que el

crecimiento de las hifas fue realmente detenido.

Estudios han reportado que las especies de Bacillus tienen la capacidad de producir
diferentes tipos de giberelinas, que favorecen el crecimiento de la altura de la planta. Asi
mismo se ha reportado que cepas de B. subtilis presentan actividad antagonista en
condiciones de laboratorio e invernadero contra Clavibacter michiganensis subsp

michiganensis (Solano et al., 2021).

Figura 4. Inhibicion del crecimiento de Clavibacter michiganensis subsp michiganensis

contra B. amyloliquefaciens.

Incidencia y severidad de la enfermedad

Los tratamientos evaluados demostraron ser efectivos, inhibieron el crecimiento del
patdgeno tanto en condiciones de laboratorio como en invernadero (Figura 5). La mayor
reduccion en la incidencia y severidad de la enfermedad se observo en las plantas de
tomate tratadas conT. harzianum y una mezcla de T. harzianum + B.
amyloliquefaciens respecto al patdgeno, mientras que, en los otros tratamientos, la

incidencia de la enfermedad fue del 25% con una severidad que va entre el 3% y 5%.
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Figura 5. Incidencia y severidad de Clavibacter michiganensis subsp michiganensis. *Las

barras superiores, son la desviacion estandar de la media.

Los resultados obtenidos por Abo-Elyousr et al. (2019) mencionaron que tanto Bacillus
amyloliquefaciens, Pseudomonas aeruginosa y Bacillus subtilis, ya sea en forma liquida
o formulados, redujeron significativamente la severidad del cancer bacteriano, B.
amyloliquefaciens formulado (74.4%), P. aeruginosa (66.7%) y B. subtilis (53.3%).
Ademas, las formulaciones mejoraron la efectividad de las bacterias antagonistas. Asi
mismo Tremblay et al. (2024) reportaron que el tratamiento de las semillas con cepas de
Bacillus disminuyé la incidencia del céncer bacteriano en las plantas tratadas en
comparacion con las no tratadas ya que algunas especies producen compuestos
antimicrobianos, como antibi6ticos que inhiben el crecimiento de patégenos.

Nandi et al. (2018) Mencionan que el tratamiento de semillas con cepas de Bacillus es una
alternativa eficiente para mejorar la calidad de las semillas de tomate y asi mismo reducir
la incidencia del cancer bacteriano, causado por Clavibacter michiganensis subsp
michiganensis, bacteria patdgena que afecta a las plantas como a los frutos de tomate.
Tripathi et al. (2022) reportaron que los sintomas de Cmm, como es la lesion cancerosa
en el tallo, se extiende a lo largo de la planta, lo que provoca la muerte temprana de la
misma. Al cortar el tallo longitudinalmente, se observa una textura harinosa en el interior,

acompariada de una decoloracion marrén en los tejidos internos, donde se refleja tanto la
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incidencia como la severidad, siendo ambos criticos para el desarrollo de la enfermedad

en los cultivos.

Efecto de microorganismos antagonistas y extractos vegetales en la promocion de
crecimiento y desarrollo

Microorganismos antagonistas y extractos de plantas sobre el diametro de tallo de
tomate

En cuanto al diametro de tallo, los tratamientos aplicados presentaron efecto positivo en
el desarrollo de las plantas ya que los tratamientos de la mezcla de L. tridentata, S.
elaeagnifolium, B. amyloliquefaciens y T. harzianum (L+S+B+T), S. elaeagnifolium
mostraron los valores mas altos que fueron de 13mm, le sigue L. tridentata con 12 mm
(Figura 6). Al respecto, estudios realizados por Luo et al. (2022) tanto en laboratorio como
en campo, han informado que B. amyloliquefaciens promueve el desarrollo de las plantas
a través de varios mecanismos, como: produccién de hormonas vegetales, compuestos
organicos volatiles, produccién de sideréforos que ayudan a captar nutrientes, mejora la
disponibilidad de minerales en el suelo y controlan microorganismos patdgenos presentes

en la rizosfera.
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Figura 6. Didmetro de tallos de tomate, tratados con microorganismos antagonistas y
extractos de plantas
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Microorganismos antagonistas y extractos de plantas sobre el didmetro polar y
ecuatorial de frutos de tomate

Los resultados muestran que los tratamientos aplicados influyeron en el tamafio de los
frutos ya sea por la disponibilidad de nutrientes, la mezcla de L. tridentata, S.
elaeagnifolium, B. amyloliquefaciens y T. harzianum (L+S+B+T) con 28 mm el
tratamiento con L. tridentata presentd los frutos con mayor diametro (33 mm) respecto al
testigo (Figura 7).

Trichoderma no solo actia como un agente antimicrobiano para combatir
microorganismos fitopatdgenos, sino que también tiene efectos positivos en las plantas de
tomate al mejorar su productividad, crecimiento y desarrollo de raices y tener mayor

rendimiento del cultivo (Bader et al., 2020).
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Microorganismos antagonistas y extractos de plantas sobre el rendimiento del
cultivo de tomate

En cuanto al rendimiento del cultivo, se observaron diferencias entre los tratamientos
aplicados. Los resultados muestran que los tratamientos mas efectivos fueron, la mezcla
compuesta por Larrea tridentata, Solanum elaeagnifolium, Bacillus amyloliquefaciens y
Trichoderma harzianum (L+S+B+T), que obtuvo un rendimiento de 540 g y el tratamiento
con L. tridentata presento un rendimiento superior de 580 g, ambos tratamientos
mostraron un incremento en comparacion con el testigo que no se le aplico
microorganismos antagonistas ni extractos vegetales (Figura 8). Qiao et al. (2014)
mencionan que Bacillus amyloliquefaciens es una bacteria Gram positiva, es capaz de
formar esporas, tiene la capacidad de establecerse en la rizosfera de las plantas. Puede
desarrollarse en condiciones adversas y se ha investigado como una alternativa ecoldgica

para promover el crecimiento de las plantas.
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Microorganismos antagonistas y extractos de plantas sobre el peso fresco de hojas
de tomate

En lo que respecta al peso fresco de las hojas de las plantas, las aplicaciones de extractos
vegetales y microorganismos antagonicos influyeron en el crecimiento ya que tienen la
capacidad de actuar como bioestimulantes, mejorando los procesos fisiol6gicos como la
fotosintesis, los tratamientos con B. amyloliquefaciens y L. tridentata sobresalieron al
presentar el mayor peso con 128 y 92 g respecto al testigo (Figura 9), Pefiuelas et al.
(2017) reportaron un aumento del 25 % en el peso seco de las plantas de tomate al aplicar
extractos de Larrea tridentata en concentraciones de 2000 y 3000 ppm, lo que indica que
estimula el desarrollo vegetativo de las plantas. Por otra parte, Morales et al. (2021) ha
reportado el uso de infusion de L. tridentata, combinada con lanolina y manteca de cacao,
como promotora del crecimiento vegetal en tomate, logrando incrementos del 77 % en el

peso seco y del 100 % en el peso fresco.
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Microorganismos antagonistas y extractos de plantas sobre el peso de raiz de tomate
En los resultados del peso de raiz, se observaron diferencias entre los tratamientos, los
méas eficientes fueron la combinacion de L. tridentata, S. elaeagnifolium, B.
amyloliquefaciens y T. harzianum (L+S+B+T) y B. amyloliquefaciens, ambos con un peso
de 25 g, sequido de L. tridentata con un peso de 20 g (Figura 10). Estos resultados
muestran que la mezcla de extractos vegetales con microorganismos, como la aplicacion
especifica de B. amyloliquefaciens, estimulan el crecimiento del sistema radicular.
Rodriguez et al. (2022) mencionaron que la aplicacién de Trichoderma harzianum en
plantas de tomate presentd un aumento significativo del peso fresco de las raices. Este
efecto se debe a varios mecanismos, como la estimulacion del crecimiento en las primeras
etapas del desarrollo, la produccién de acido harzianico y promover la produccion de

hormonas vegetales que favorecen el desarrollo de raices.

35

w
o
->
->

I

&\\\\\\\\\\\\\\\‘ o

7 ms

O\

B.a+T.h T.h  L+S+B+T
Tratamientos

w
®

Figura 10. Peso de raiz de tomate, tratados con microorganismos antagonistas y extractos

de plantas



45

CONCLUSIONES

El patdgeno se aislo y caracterizO morfologica y molecularmente obteniendo como

resultado a C. michiganensis subsp michiganensis.

En el bioensayo in vitro, ambos extractos inhibieron el crecimiento de C. michiganensis
subsp michiganensis, para el caso de los microorganismos antagonistas presentaron

competencia por espacio y nutrientes.

Los extractos vegetales y los microorganismos antagonistas redujeron la incidencia y la
severidad de la enfermedad ocasionada por C. michiganensis subsp michiganensis en

invernadero.
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