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RESUMEN

Solanum lycopersicum (Tomate), procedente de América central y del norte, asi como
también de Sudamérica. A lo largo del tiempo se ha vuelto una planta de suma importancia,
ya que es considerada la hortaliza nimero uno. Hablando en superficie sembrada a nivel
nacional hablamos de 45,284.92 hectareas tanto a cielo abierto, como de agricultura
protegida, el ingreso generado en el afio 2020 a nivel nacional fue de 31,681,937.42 pesos.
Es por ello que, al ser tan importante se ha buscado el tener las mayores producciones, sin
embargo, con el paso del tiempo se han presentado limitantes como agentes patdgenos aun
mas agresivos, pero una enfermedad ha resaltado por su poder de devastacion del género
Clavibacter, que cuenta con una especie y cinco subespecies. Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis conocido como el “cancer bacteriano del tomate” enfermedad que esta
clasificada como una enfermedad cuarentenaria debido a la gran amenaza econémica que
representa. Debido a eso se realizd trabajo experimental para determinar los niveles de
resistencia del tomate a Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis bajo condiciones de
invernadero con el efecto de inductores quimicos y biolégicos. Viendo resultados positivos
con agentes bioldgicos contra Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis como lo
fueron Trichoderma harzianum, Bacillus amyloliquefaciens, extracto vegetal (Hamelia
patens) en las mediciones tomadas tales como lo fueron grosor de tallo, altura de planta, peso

fresco y seco de plantas, diametro polar y ecuatorial de frutos y rendimiento de plantas.

Palabras clave: Cancer bacteriano del tomate, Trichoderma harzianum, Bacillus

amyloliquefaciens, Hamelia patens, agentes biologicos.
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INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum), procedente de América central y del norte, asi como
también de Sudamérica. Hace miles de afios en Mesoamérica lo llamaron “Xitomalt”, este
proveniente del Nahuatl lengua hablada por los aztecas, siendo usado como alimento desde
los tiempos prehispanicos. Esto hace pensar que el tomate también fue usado y cultivado, asi
como mejorado, produciendo una mayor diversidad en frutos por esta y otras civilizaciones
desde antes de la llegada de los espafioles. hoy dia cuenta con diversos nombres comunes

como lo es tomate, jitomate, tomatera, entre algunos otros (Brouwer et al., 2006).

A lo largo del tiempo se ha vuelto una planta de suma importancia, ya que es considerada la
hortaliza nimero uno y su fruto es de tipo baya con diferentes tintes o colores que van del
amarillo al rojizo y se cultiva en gran parte del mundo, con el fin de consumir su fruto de
manera fresca o puede ser procesado de diferentes maneras: enlatado, salsa, puré, entre otros
(SAGARPA, 2017).

Este cultivo se establece en zonas de calidas a templadas, con una temperatura optima de
entre 20° C y 24° C, una humedad relativa que no sea mayor al 75%, con una preferencia por
los suelos bien aireados, profundos, con buena materia organica y un pH un poco de bajo de
lo neutro (&cido), (SAGARPA, 2017).

En nuestro pais en gran parte de la republica se produce el tomate, ya sea a cielo abierto o
por agricultura protegida, dentro de los cinco estados mas productores del afio 2024 se
encuentran Sinaloa, Michoacan, Zacatecas, San Luis y Baja California Sur. El estado de
Sinaloa cuenta con una superficie sembrada de 13,342 hectareas y una produccion de 800,
115 toneladas, siendo asi el estado con mayor produccién e importancia del tomate (SIAP,
2024).

Hablando en superficie sembrada a nivel nacional hablamos de 49, 788 hectareas tanto a cielo
abierto, como de agricultura protegida, el ingreso generado en el afio 2024 a nivel nacional
fue de 37,470,073.00 pesos (SIAP, 2024).

Existen diversos patdgenos los cuales afectan al tomate, pero una enfermedad ha resaltado

por su poder de devastacion ocasionada por el género Clavibacter, que cuenta con una
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especie y cinco subespecies. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis conocido
como el “cancer bacteriano del tomate” enfermedad que estd clasificada como una
enfermedad cuarentenaria debido a la gran amenaza econémica que representan (Jaques,
2012).

En los tiempos actuales se han buscado nuevas alternativas mediante el uso de agentes
bioldgicos para el control este patdgeno, sin dejar de lado el quimico, en el caso de este ataque
bacteriano una de las nuevas propuestas es el uso de inductores de resistencia, productos
elaborados en laboratorios a partir de materia organica y natural con la Unica finalidad de
proteger y fortalecer las plantas y organismos vegetales. Asi como también el mismo uso de
bacterias para el control de C. michiganensis subsp. michiganensis, ya que se ha convertido

en una nueva alternativa de control biologico.



Justificacion

El cancer bacteriano del tomate se ha convertido en uno de los problemas mas importantes
de dicho cultivo, ya que tiene un alto grado de devastacion y debido a esto es de suma

importancia su estudio y control.



Objetivos General

Inducir la resistencia sistémica del tomate a Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

bajo condiciones de invernadero por el efecto de inductores quimicos y biol6gicos.

Objetivos especificos

1. Aislamiento y caracterizacion morfoldgica, bioquimica y fisioldgica de Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis.

2. Evaluar la resistencia sistémica inducida mediante el uso de inductores quimicos y
biologicos en el cultivo de tomate variedad Floradade determinando la incidencia y

severidad de la enfermedad.

Hipotesis

Se espera que al menos un inductor produzca un efecto estimulador de los mecanismos de

defensa de plantas de tomate contra Clavibacter mchiganensis subsp. michiganensis.



REVISION DE LITERATURA

Antecedentes del tomate (S. lycopersicum)

El tomate o bien el jitomate como lo es conocido en la parte centro y sur de nuestro pais fue
domesticado hace 2600 afios por los pueblos mesoamericanos, gracias a esto en México
contamos con una gran variedad de tamafos, colores y sabores, por ejemplo: saladatte o
guajillo, cereza o cherry, redondo (bola), la variedad que tenemos también nos proporciona
la calidad que nos cataloga y posiciona como lideres mundiales en exportacion (Secretaria

de Agricultura y Desarrollo Rural, 2022).

Se le conoce como tomate en la norte de México, mientras que en la parte centro y sur de
México se le refiere como jitomate, asi mismo se le conoce por distintos vocablos tomate
saladatte o tomate bola y esto hace referencia a las distintas variedades. El tomate o jitomate
es una fuente importante de minerales como calcio, fosforo, potasio y sodio, las vitaminas
que contiene son A, B1, B2, y C, es por esto que el jitomate es uno de los cultivos mas
importantes para México y del mundo. Ademas, tiene propiedades medicinales entre las que
destacan las siguientes: antiséptico, alcalinizate, depurativo, diurético, digestivo, laxante,

desinflamatorio y remineralizaste (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2022).

Etimologia

Segun el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (2022) el “Tomate rojo: como
palabra con terminacion ate, proviene de la lengua nahuatl, tomatl, compuesta por dos
palabras, tomohuac = fruto; atl = agua, “fruto de agua”, agregandole que es de color rojo

“fruto de agua rojo”.

Por otra parte, de igual forma el Servicio de Informacidén Agroalimentaria y Pesquera (2022)
nos menciona que el “Jitomate: de igual manera proviene de la lengua nahuatl, xictomatl,
compuesta por tres palabras, xictli = ombligo; tomohuac = fruto; atl = agua, “ombligo de

fruta de agua”.



Generalidades del Cultivo

Hoy en dia el tomate rojo es parte de la base de la cocina mexicana; ademas de su sabor, es
muy nutritivo: su componente principal es el agua, contiene grandes cantidades de vitamina
C yes la fuente mas importante de un pigmento rojo llamado licopeno, que tiene propiedades
antioxidantes y puede ser anticancerigeno (Servicio de Informacién Agroalimentaria y
Pesquera, 2017).

El uso del jitomate es infinito: con él se prepara todo tipo de salsas rojas, caldillos, guisos,
también puede comerse crudo en rebanadas, asado o cocido, etc., es el alma de la gastronomia
mexicana; porgue sin jitomate no hay salsa roja para los tacos ni mole para las fiestas, adivina
qué mas no habria sin jitomate... exacto, pizza (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural,
2022).

Clasificacion Taxonomica y Descripcion Botanica de Tomate:
Clasificacion taxonémica: CITA
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum

Especie: lycopersicum



Raiz: el sistema radicular cuenta con una raiz pivotante, que a su vez produce raices
secundarias, en condiciones de suelo en los primeros 20 cm se concentra el 70% de biomasa
radical, mientras que a los 30 cm se encuentran ramificaciones secundarias. En condiciones
de sustrato (sin suelo) las raices carecen de pelos absorbentes, son mas gruesas y su

concentracion se torna a la salida del emisor (Pérez & Castro , 2013).

Tallo: durante etapas tempranas de su ciclo biolégico su consistencia es herbéacea y en sus
etapas de maduracién su consistencia en lefiosa, asi mismo, es anguloso, pubescente, con
algunos pelos angulares. Bajo condiciones de agricultura protegida (invernadero) las plantas
de jitomate son manejadas a un solo tallo eliminando los tallos secundarios que surgen de las
axilas de las hojas del tallo principal. Bajo ciertas condiciones cuando se llega a dejar un
segundo tallo se toma aquel brote ubicado inmediatamente debajo del primer racimo floral
(Pérez & Castro , 2013).

Hojas: son simples y alternas, bipinatisectas y pecioladas. Sus segmentos foliares son de
bordes lobulados, ovalados y acuminados. Suelen tener una longitud de 10 a 25 cm, también
es importante sefialar que normalmente hay tres hojas entre dos racimos en los hibridos de

jitomate de crecimiento indeterminado (Pérez & Castro , 2013).

Flores: segun Huerres y Carballo (1988), las flores son inflorescencias en forma de racimo,
de color amarillo y con flores pequefias. La cantidad de flores por racimos puede llegar a
variar, por lo general puede ser de 7 a 9 aunque existen algunos casos en donde puede llegar
a 100 flores, asi mismo las flores son hermafroditas con 5 o 6 pétalos dispuestos en una corola
tubular. (Pag. 30)

Fruto: nos menciona el INTA (1999) que los frutos del tomate o bien jitomate puede ser
deformas variadas desde redondos, ovalados, aplanados, semi-ovalados, alargados, en forma
de pera o uva. Con lo cual el fruto consiste en una valla con dimensiones, formas y l6culos
variados segun sea la especie. Los loculos con los que cuentan las especies del consumo
fresco (frutos grandes) poseen de entre 8 a 10 o mas y las especies silvestres de frutos

pequefios solo cuentan con dos l6culos.



Semilla: “es pequefia, con dimensiones de 5*4*2mm. Su coloracion es amarillenta con matiz
grisaceo; su forma puede ser aplanada, alargada, en forma de rifion, redondeada y
pubescente” (INTA, 1999).

Principios Agronémicos en Tomate

Mata-Nicolas et al., (2020) mencionan que los cientificos con el paso del tiempo han prestado
especial atencion a los rasgos agronémicos del tomate, rasgos que afectan directamente el
patron de ramificacion, las inflorescencias, el desarrollo del fruto y por supuesto el
rendimiento final del fruto (cosecha). De acuerdo con un informe de la FAO en el afio 2020
en el mundo hubo un rendimiento equivalente de 182,05 millones de toneladas y el area de
cultivo es de 5,06 millones de hectareas (FAO, 2020).

Tipos de planta de tomate

Las plantas determinadas cuentan con un tamafio definido, su mismo tamario llega a variar
de acuerdo al cultivar ya que puede haber plantas compactas, medias y largas. En este tipo
de plantas en cada uno de los extremos de crecimiento aparece una yema floral tienen
periodos restringidos de floracion y cuajado (CHEMONICS, 2008).

Las plantas indeterminadas las cuales cuentan con un crecimiento vegetativo continuo, donde
su tallo principal puede llegar a alcanzar 10 m de largo o mas, si se llega a manejar a un solo
tallo. Bajo este esquema de crecimiento indeterminado el cual es preferido en la agricultura
protegida (invernadero), se eliminan los brotes laterales y su unico tallo es tutorado con hilo

de soporte. Su floracién en es uniforme como su cuajada (CHEMONICS, 2008).

Requerimientos para crecimiento y desarrollo

En el cultivo de tomate el rango de temperatura optimo oscila entre los 28°- 30° C en el
transcurso del dia, con temperaturas igual o mayores a 35° C y menores a 10° C durante la

etapa de floracion propicia el aborto florar y limitan el cuajado de los frutos. En la actualidad



existen nuevas variedades las cuales son adaptables y cultivables en climas méas célidos y
casi tropicales. (CHEMONICS, 2008).

Para la humedad relativa se dice que la éptima para el cultivo de tomate esta entre 65% -
70%, en dicho rango se favorece al desarrollo normal del cultivo y su polinizacion por ende
favoreciendo una buena produccion. Por otro lado, la luminosidad o radicacion oscila entre
las 8 y 16 horas luz al dia (CHEMONICS, 2008).

Tipo de suelo para tomate

En general, para la siembre del tomate se recomiendan suelos de buen drenaje, sueltos,
fertiles, profundos y de tipo arenoso-lémico. Para evitar la afectacion del crecimiento del
sistema radicular el suelo debe de estar libre de barreras. La profundizacion de la raiz puede
verse influenciada por la estructura y textura del suelo y que bajo condiciones adecuadas del

suelo estas pueden penetrar mas de 121.92 cm (Martinez, 2007).

Por otro lado, en condiciones de hidroponia las diferentes especies horticolas, por sus
caracteristicas especificas, necesitan y se adaptan a sustratos tales como: fibra de coco,
vermiculita, tezontle, arena, entre otros, o bien, la mezcla de ellos, con la finalidad de obtener

el crecimiento optimo y la maxima de productividad de cultivos (LOopez-Pérez et al., 2005).

Bajo estas condiciones de suelo, el cultivo de tomate crece y se desarrolla adecuadamente en
un rango de pH de 5 a 6.8 el cultivo tiene una tolerancia hacia la acidez, asi como también
medianamente a conductividades eléctricas altas (tolerante a la salinidad) al contar con suelos
permeables, de textura francosa y con buen drenaje los resultados podran ser mejores (Lopez,
2017).

Existen factores a considerar en cuestion al riego se establece de acuerdo al clima, suelo y
desarrollo del cultivo, es decir; si el riego se retrasa o la humedad en el suelo baja esto

evidentemente se vera afectado en la calidad y rendimiento del cultivo (Allende et al., 2017).

Como cultivo en sustrato solido, en general el tomate prefiere la perlita como cultivo
hidroponico debido a que este material permite una buena aireacion, distribucién y buen

crecimiento radicular; otra de sus bondades es que al secarse este material es muy ligero y



una vez utilizado este material puede llegar a ser esterilizado y lavado para ser usado

nuevamente (Mata-Vazquez et al., 2010).

Produccion nacional

Para el afio de 2022 se redujo la siembra de tomate rojo (jitomate) con respecto al afio 2021
en la modalidad de riego + temporal, ya que en el afio 2022 se sembraron 20, 997.98 Ha,
mientras que en el afio 2021 se sembraron 48,413.83 Ha, habiendo una reduccion de 27,
415.85 Ha a lo largo de nuestro territorio nacional (SIAP, 2022).

El SIAP (2022) reporto un rendimiento (udm/ha) promedio hasta el mes de febrero de 38.23,
por lo que hasta este mes el estado con un mayor rendimiento fue Querétaro con 170. 68
(udm/ha).

La produccion de tomate rojo (jitomate) bajo agricultura protegida y a cielo abierto durante
el afio de 2021 en la modalidad de temporal y riego fue de 3,324,263.09 Ton. El estado de
Sinaloa consiguio cosechar una superficie de 12, 110.47 Ha como primer lugar, en segundo
lugar, el estado de Michoacan consiguié cosechar una superficie de 6, 600.67 Ha y en tercer
lugar el estado de San Luis Potosi con 3,342.20 Ha. El valor de produccién (miles de Pesos)
en el mismo afio de 2021 fue de $31,503,817.27 pesos (SIAP, 2021).

Importancia de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

La enfermedad del cancro bacteriano del tomate fue descubierta por primera vez en 1910 en
Michigan, EE. UU, enfermedad la cual adopto el nombre cientifico de C. michiganensis
subsp. michiganensis (Smith , 1910). En un inicio se creia que esta enfermedad era un
parasito del floema encontrado en el sistema vascular de las plantas, pero con el tiempo se

descubrié como bacteria invasora de xilema (Cass Smith & Goss, 1946).

Para la Union Europa, asi como otros paises este patdgeno se encuentra en la lista
cuarentenaria debido a las dificultades que se tienen al momento de querer controlarla, es por
esto que representa una amenaza econdmica importante. A nivel mundial en las zonas

productoras de tomate es uno de los patdgenos bacterianos mas importantes (EPPO, 2005).
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Este patdgeno se transmite por semillas, y las semillas infectadas a menudo se consideran la
principal fuente de indculo para la propagacién a larga distancia y la causa de los brotes de

cancro bacteriano (Hadas et al., 2005).

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

camprestris subsp. vesicatoria.

En México la produccion de tomate ocupa 73 % de la produccion de hortalizas. En el noroeste
de Meéxico, especificamente en el Estado de Sonora, su produccion se ha visto afectada por
la aparicion de enfermedades que causan pérdidas hasta de 100 %. La presencia de la bacteria
en tomate representa un riesgo para los productores por lo que es necesario se realicen
pruebas de diagnostico en semillas de importacion, para evitar su entrada al pais (Borboa
Flores et al., 2009).

Cuando se presenta puede acabar con todas las plantas en parcelas o invernaderos en poco
tiempo (EPPO, 2010).

Clasificacion Taxonomia del Patogeno

Segun Jansen (2004), la clasificacion taxondmica es la siguiente:
Dominio: Bacteria

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

Subespecie: michiganensis
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Etiologia

El cancro bacteriano el cual es causado Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm) enfermedad vascular mas importante en el cultivo de tomate en invernadero.
Actualmente la enfermedad puede llegar a provocar pérdidas significativas debido a su rapida
expansion y alta contagiosidad (FAO, 2013). En México, Cmm llega a causar pérdidas
econdmicas estimadas en 40 millones de ddlares anuales. El principal dafio de esta bacteria
es causado en vasos del xilema, presenta sintomas de marchitez, clorosis en las hojas, se
puede diseminar mediante semillas, uso de plantulas, herramientas infectadas (Yuging et al.,
2018).

El rango de hospedantes de C. michiganensis subsp. michiganensis comprende
principalmente cultivos como tomate, pimientos y solanaceas. Las cepas de Clavibacter
muestran una gran variabilidad en la virulencia y generalmente se describen como

hipervirulentas, hipovirulentas o no virulentas (Alvarez et al., 1965).

Fernandez (1975) menciona que la enfermedad fue determinada por Dioso en 1957 para
posteriormente ser descrita por Rossi y Resnik en 1968. Es una enfermedad seria, distribuida
actualmente en todas las zonas productoras de tomate del mundo (Chang et al., 1991). El
agente etiologico es la bacteria gram (+) C. michiganensis subsp michiganensis (Fernandez,
1975).

Distribucion de C. michiganensis subsp. michiganensis

El cancer o cancro bacteriano (Cmm) es una enfermedad ampliamente distribuida en las zonas
productoras de tomate (jitomate) de los 5 continentes. Como muestra de esto, se reporto la
presencia de Cmm en una nueva regién, Murggia municipio que pertenece a lItalia es un

patdgeno sujeto a cuarentena y esta registrado en la lista A2 (EPPO, 2011).

En Mexico la enfermedad se distribuye en diversos estados de la republica como: Jalisco,
Sinaloa, Baja California, San Luis Potosi, Sonora y Guanajuato. En Sinaloa se vieron
afectadas 200 Ha de tomate (jitomate) en invernadero, que causo la perdida de alrededor de

40 millones ddlares (Cardenas-Sierra et al., 2011). En San Luis Potosi se han reportado
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perdidas de entre 60 y 100% en los municipios de Moctezuma y Villa de Arista (Alpuche-
Solis et al., 2007).

Descripcion del patégeno

Esta bacteria en un bacilo Gram positivo (+), no movil, al verse en el microscopio los bacilos
se colocan en forma de (V), aerébico, productor de capsula, que en agar nutritivo desarrolla
colonias de color amarillo claro a naranja, mucoide, cuya temperatura 6ptima de crecimiento
in vitro es de 25 a 28 °C (Schaad et al., 2000).

Para la American Phytopathological Society (2015) la bacteria es una Gram positiva (+) la
cual se disemina por medio de la semilla y economicamente devastadora para el tomate, se
caracteriza por ser inmovil, sin embargo, estudios han demostrado que la bacteria tiene un
movimiento basipetal, ademas el movimiento de Cmm se ve beneficiado por la explotacion
de nutrientes curiosamente, C. michiganensis subsp. michiganensis y un pequefio niUmero de
bacterias colonizadoras vasculares poseen supuestas proteinas expansivas que comparten una
gran similitud estructural con las expansivas que se encuentran en las plantas. La funcion de
la expansion bacteriana sigue siendo desconocida, pero se supone que desempefia un papel

en la colonizacion y la adquisicion de nutrientes.

Clavibacter michiganensis, una bacteria Gram-positiva, fitopatdgena perteneciente a
Actinobacteria, es un agente causal del cancro bacteriano en tomates (Oh et al., 2021).

Formas de transmision

Esta bacteria expresa una amplia variedad de sintomas en las plantas infectadas y desarrollo
de esta dependera de la forma de infeccidén, como lo puede ser sistémica y localizada. Las
bacterias inicialmente penetran los tejidos vasculares a través de lesiones o heridas, también

llegando a penetrar por estomas, hidatides de las hojas y tricomas (Ruiz Luna, 2022).

Las bacterias pueden colonizar la cubierta de la semilla y el endospermo desde el interior de
la planta o desde el exterior (Tancos et al., 2013). Una vez germinadas las semillas infectadas,
las bacterias se mueven desde la cubierta de la semilla hasta el cotileddn, donde comienza a

desarrollarse la enfermedad (Xu et al., 2010).
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Movimiento de la bacteria dentro de la planta

Al inicio de una infeccidn, las bacterias se distribuyen en una planta de tomate de una manera
desigual, es por esto que, aunque haya ausencia en algunos 6rganos o tejidos de la planta de
esta bacteria no significa una ausencia completa dentro de una planta (Wolf et al., 2012). En
los peciolos de las plantas suceptibles se observé bajo el microscopio la poblacion de
bacterias después de 5 semanas de inoculacion mostrando aumento en algunas partes del

tejido del xilema (Pine, Grogan, & Hewitt, 1955).

Cuando las bacterias entran a los haces vasculares del xilema, estas se propagan rapidamente
hacia arriba y hacia los lados y posteriormente se propagan a los haces adyacentes del xilema
apareciendo la marchitez unilateral. Posteriormente comienza degradando y destruyendo los

vasos del xilema y las paredes celulares primarias del tejido del floema (Wallis, 1977).

Ciclo biologico de la enfermedad

Los ciclos de vida y enfermedad de Clavibacter se representan en la Figura 1.

Figura 1. Ciclo patogeno del cancro bacteriano del tomate causado por Clavibacter
michiganensis en condiciones naturales (Osdaghi, Abachi , & Jac, 2025).
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Ciclo patogeno del cancro bacteriano del tomate causado por Clavibacter michiganensis en
condiciones naturales. La diseminacion a larga distancia del patdgeno se produce mediante
el movimiento de semillas y trasplantes de tomate con infeccion latente (infeccidn primaria,
[-V111), mientras que la maquinaria contaminada, las tormentas y la manipulacion de las
plantas inician la propagacion a corta distancia (infeccion secundaria, 1X y X). La transmision
interestacional del patdégeno se ve impulsada por plantas de tomate voluntarias y
hospedadores alternativos (X1 y XII) (Osdaghi, Abachi, & Jac, 2025).

Condiciones de desarrollo

Puede crecer en temperaturas entre 20 a 30° C, de manera Optima crece a una temperatura de
25° C y puede llegar a sobrevivir hasta una temperatura de 50° C. De forma in-vitro
Clavibacter puede crecer en medios de cultivo y para que las colonias sean visibles se
requieren de 3 a 7 dias. EI pH de crecimiento 0ptimo de esta bacteria esta entre 7 y 8, pero

Clavibacter todavia crece en el xilema de la planta a pH 5 (Eichenlaub et al., 2006 ).

Cmm se desarrolla en condiciones tibias y humedas con temperaturas de entre 24 y 32° C.
En condiciones de agricultura protegida o invernadero con dias calidos y mas largos la
enfermedad tiende a ser mas agresiva y severa debido al estrés que presentan las plantas.
Bajo invernadero el cancer bacteriano se encuentra en areas humedas (ej. donde el agua se

condensa y gotea sobre las plantas) que en areas mas secas.

Todas las condiciones optimas para la planta hospedera, lo son también para el desarrollo de
la enfermedad: temperatura de 28°C, humedad relativa de 80 a 90% y una intensidad elevada
de luz. Las plantas fertilizadas con exceso de nitrégeno son mas susceptibles (Leén & M.
Arosamena, 1982).

Sintomatologia

El marchitamiento unilateral de los foliolos y las hojas en las primeras etapas del desarrollo

de la enfermedad. Dicha enfermedad se desarrolla en tallos y peciolos durante las Gltimas
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etapas del patogeno, la formacion de cénceres, los cuales dan nombre a la enfermedad
(Carlton et al., 1998).

Para Carlton et al., (1998) los sintomas foliares mas comunmente se desarrollan en zonas
marginales de color amarillo a marrén y se llegan a denominar “disparos” posteriormente
haciéndose regiones necrdticas, ocasionalmente incluyen pequefias manchas blancas
parecidas a ampollas. Las manchas conocidas como ojo de pajaro se desarrollan en frutos de

tomate infectados y consisten en pequefias lesiones oscuras rodeadas de halos blancos.

Nos menciona Intagri (2016) que esta es una enfermedad que ataca los haces vasculares y el
tejido parenquimatoso dependiendo de distintos factores como: las condiciones climaticas,

nutricion del cultivo, etapa fenoldgica de la planta, y el grado de colonizacion de la bacteria.

Inicialmente los sintomas en hojas aparecen pequefas areas humedas de color verde claro,
posteriormente se desecan tomando un color pardo claro y se extiende. Los sintomas en hojas
suelen confundirse con una mala aplicacion de agroquimicos cuando la necrosis de la
enfermedad se extiende y llegandose a confundir con otras enfermedades bacterianas o

fungicas como: peca bacteriana, mancha bacteriana o tizén temprano (Intagri, 2016).

Segun Gleason et al., 1993 las plantas que llegan a ser afectadas por Cmm presentan
diferentes sintomatologias de acuerdo segun la edad con la que cuente la planta y la
suceptibilidad del cultivar. La infeccion puede presentarse tambien de manera distinta debido
a ciertas condiciones ambientales, como temperatura y humedad, es por ello que en etapas
tempranas del cultivo se desarrollan infecciones sistémicas llegando a afectar el rendimiento
y la calidad de la fruta, pero por lo general, la muerte de las plantas. Por otro lado en plantas
mas avanzadas (mas viejas) pueden llegar a causar clorosis en hojas, esto sin llegar a afectar

el rendimiento y calidad del fruto cosechado (De Leon et al., 2011).

Los sintomas pueden presentarte en los diferentes organos de la planta: por un lado, como
primer sintoma el marchitamiento unilateral en las hojas, posteriormente se sigue expadiendo
sobre todas las hojas. En los tallos la enfermedad genera lesiones en forma de ulceras y dentro
del tallo afecta la movilizacion de agua y nutrientes ya que comienza a dafiar las celulas de

sistemas vascular llegando la planta a marchitarse en su totalidad y muere. Si la infeccion de
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esta bacteria se llega a dar en el ultimo estadio de la planta en desarrollo en tomate, las planta

pueden llegar a sobrevivir para fructificar (Garcia et al., 2000).

Manejo y control de la enfermedad

El manejo adecuado del cancro bacteriano o cancer bacteriano requiere de conocimientos
como su habitat, agente causal, ecologia, sintomatologia y formas de dispersion. Hoy en dia
no se ha encontrado un manejo que sea eficiente para el control de Cmm, el uso de productos
quimicos a base de cobre, antibiéticos de cepas de Cmm avirulentas, bacteriéfagos y

variedades resistentes solo limitan las poblaciones de la bacteria (Werner et al., 2022).

Las medidas de control estan enfocadas principalmente a la prevencion ya que como se sabe
el cancer bacteriano es una de las enfermedades mas dificiles de controlar. Estas medidas
pueden son: tratamiento de semilla, desinfeccién profunda de instalaciones, retiro de
residuos, empelo de sustratos y charolas estériles, monitoreo, control quimico, entre otras
(Intagri, 2016). Para el tratamiento de semilla se sugiere llevar un tratamiento hidrotérmico
que consiste en sumergir la semilla en agua caliente a 52 °C durante30 minutos. En la
eliminacion de residuos el material vegetal o residuo organico previo o malezas en los cuales

mucha de las veces prevalece el patdégeno (Intagri, 2016).

La informacion existente sobre el control quimico de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, agente causante del chancro bacteriano del tomate, es escasa (De Ledn et al.,
2009). Una alternativa es el control biolégico, que se ha empleado para el manejo de diversas
enfermedades en diferentes cultivos, ademas el control biolégico aporta beneficios a la planta
como incremento en el aporte de nutrientes, mejora el crecimiento y desarrollo, y puede

inducir resistencia.

En el control quimico de la enfermedad causada por Cmm se emplean compuesto de cobre o
antibioticos los cuales no resultan muy eficientes, ademas, el empleo de estos supondria
problemas medioambientales (Jahr et al., 2000). En diversos trabajos de investigacion se ha
confirmado que la aplicacion de compuestos a base de cobre solos 0 en combinacion con

antibioticos han sido ineficientes, ya que estos no tienen un efecto biocida, pero si tiene un
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efecto inhibitorio sobre Cmm debido a que disminuye las poblaciones, y varios de los

compuestos acttan en la superficie de la planta (Oyoque, 2008).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del experimento

El presente experimento se realiz6 en el Laboratorio de Fitopatologia del Departamento de
Parasitologia, el cual se encuentra dentro de las instalaciones de la Universidad Autbnoma

Agraria Antonio Narro (UAAAN), colonia Buena vista, Saltillo, Coahuila.

Colecta de muestras con sintomas de la enfermedad

El material con el cual se trabajé fue recolectando plantas con 36 dias de edad despues del
trasplante en el Agropark invernadero 9, el dia 12 de junio de 2021, ubicado en Ajuchitlan

Colon, Querétaro, México. Variedad Campari.

Aislamiento del Fitopatogeno

El aislamiento del patdgeno se realizd a partir de técnica de dilucién en agua estéril,
comenzando con la maceracion de pequefios fragmentos de tejido con sintomas de marchitez
en una bolsa de maceracion agregandole 2 ml de agua estéril, tejido el cual presentaba un
exudado bacteriano y tenia una coloracion cafesosa que nos sefialaba una necrosis del tejido,
posteriormente se tomaron 1000 ul del liquido obtenido a partir del macerado, este volumen
se colocd en un tubo de ensayo con 9 ml de agua estéril y se mezcldé durante 5 seg,
nuevamente se tomaron 1000 ul del primer tubo de ensayo y se depositaron en el segundo
tubo de ensayo, posteriormente se efectud el mismo procedimiento para el resto de los tubos

de ensayo.

La siembra se realiz en cajas Petri con medio de cultivo King B (KB), dentro de estas se
colocaron 100 pl y con la varilla de dispersion se esparcié la suspension. Se realiz6 una
siembra por cada tubo de ensayo existiendo un gradiente de concentracion de mayor a menor.
Posteriormente estas se llevaron a incubar a una temperatura de 26 + 2° C durante 48 h y se

observo el crecimiento de diversas colonias.
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Al haber crecimiento, se comenzaron a analizar las caracteristicas propias de la bacteria C.
michiganensis subsp. michiganensis, posteriormente se procedio a realizar una purificacion
de esta, para tener una cepa axénica. El método de siembra fue por medio de estria multiple
0 compuesta y de igual forma se procedi6 a incubarse a una temperatura de 26 + 2° C durante
48 h.

Caracterizacion del Fitopatgeno

Caracterizacion morfolégica

Inicialmente se analizd el tipo de crecimiento bacteriano en el medio de cultivo, asi como la
coloracion de la bacteria y su consistencia al momento de ser tomada con el asa

bacterioldgica, asi mismo se realizo la tincion de Gram.
Caracterizacion mediante pruebas bioquimicas de acuerdo al protocolo de Schaad.

En las pruebas bioquimicas se implementaron las siguientes pruebas: prueba de oxidasa,
prueba de catalasa, hidrolisis de esculina, prueba de O/F. La prueba de catalasa: la catalasa
es una enzima que descompone al peroxido de hidrégeno en oxigeno y agua, esta se realiza
con agua oxigenada colocando 2 o 3 gotas de solucién de perdxido al cultivo bacteriano, el
cual se encuentra sobre un porta objetos. La prueba de oxidasa es basicamente la deteccion
de la enzima oxidasa, muy Util en la identificacion de bacterias Gram (-), con el uso de una
placa BD BBL DrySlide en la cual se colocaba material bacteriano con ayuda de un asa
bacterioldgica estéril, una reaccion positiva (presencia de oxidasa) se indica por la apariencia

de un color purpura obscuro en el papel, en menos de 40 segundos.

La hidrolisis de esculina en la cual los organismos positivos, hidrolizan el glucésido esculina
a esculetina y dextrosa, con lo cual al hidrolizar estas sustancias su coloracion se torna de
color negruzca y al verlo con luz ultravioleta emite fluorescencia, esta prueba se realizo en
un area aséptica, la campana de flujo laminar y mechero se usan con la finalidad de evitar la
contaminacién de la prueba, se tomd una pequefia cantidad de colonia con el asa
bacterioldgica estéril para cada uno de los tubos de ensayo y se procedi6 a colocarla en forma
de zigzag por la parte superior del medio, posteriormente procedié a incubarse a una

temperatura de 26 + 2° C durante 48 hr.
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La prueba de O/F se utiliza el medio semisolido de Hugh-Leifson al que se le afiade glucosa
para observar si el metabolismo de este azucar es llevado a cabo por via oxidativa o
fermentativa. El procedimiento con el cual se lleva a cabo esta prueba en un ambiente
aseptico (dentro de una campa de flujo laminar) es el siguiente: inicialmente se colocan dos
tubos de ensayo con el medio Hugh- Leifson en una gradilla, posteriormente con ayuda de
un asa bacterioldgica estéril se toma una pequefia cantidad de la colonia bacteriana y se
coloca en la parte media del tubo de ensayo (medio del cultivo) cerca del mechero para evitar
la contaminacion de este, el asa bacterioldgica se extrae realizando giros, esto para asegurar
que todo el material bacteriano se quede en el medio de Hugh-Leifson, del mismo modo en
el siguiente tubo de ensayo se realiza el mismo procedimiento, a diferencia del anterior se
agrega 1 ml de aceite mineral estéril con ayuda de una micropipeta y se procedi6 a incubarse

a una temperatura de 26 + 2° C durante 72 hr.
Prueba de hipersensibilidad

Se realiz6 mediante la inoculacion de una planta de tabaco, el liquido suministrado fue una
mezcla entre agua estéril y material bacteriano, dicha mezcla la cual se encontraba en un tubo
de ensayo con 9 ml se llevo al vortex para tener una homogeneidad, posteriormente con ayuda
de una jeringa y aguja se tomdé de la suspension bacteriana para ser inoculada en las hojas de
la planta de tabaco, una vez finalizada esta accion se le coloco una bolsa plastica sobre la
planta de tabaco con agua, esto para que la expresion de los sintomas fuese de una manera

mas rapida y efectiva, al haber transcurrido 24 hr se observaron los resultados.

Extraccion de ADN bacteriano

La extraccion de ADN genomico se llevd a cabo por el método de lisis cruda con bromuro
de cetiltrimetilamonio (CTAB 2%) (Ayala-Labarrios et al., 2004), a partir de un cultivo
bacteriano de Cmm cultivado en un agitador rotatorio a 120 rpm en medio de cultivo Luria-
Bertani (LB) durante 48 h. Para la reaccion de PCR se utilizaron los cebadores especificos
CMM-5F5"-GCGAATAAGCCCATATCAA-3’ y CMM-6R5’-
CGTCAGGAGGTCGCTAATA-3" (Dreier et al., 1995) Ademas, la secuenciacion de las

regiones parciales del gen ARNr 16S se llevé a cabo por en laboratorio Instituto Potosino de
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Investigacion Cientifica y Tecnolégica A.C. (IPICYT). Con la ayuda del Software
CodonCodeAligner se limpiaron y alinearon las secuencias obtenidas, una vez realizado esto
se procedio a la comparacion en la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) del GenBank (Aguilar-Hernandez et al., 2026).

Produccion de organismos de control biolégico Bacillus amyloliquefaciens y
Trichoderma harzianum.

Se obtuvieron cepas de Bacillus amyloliquefaciens y Trichoderma harzianum, en cuestion
del hongo se requiri6 de la obtencion de 4 explantes con ayuda del sacabocados, esto debido
que se introducirian en el caldo papa dextrosa para su crecimiento y desarrollo de metabolitos
secundarios, por otro lado, la bacteria de la cual se tomaron dos asadas con el asa
bacterioldgica y estas fueron sumergidas en el caldo nutritivo para su crecimiento y desarrollo

de metabolitos secundarios.

Para la obtencion del caldo de papa dextrosa se requirio de la obtencion de 200 g de papa,
para posteriormente ser hervida en 1000 ml de agua destilada durante 15 minutos, una vez
trascurrido el tiempo el agua obtenida restante se deposité en un matraz de 1000 ml, si el
volumen de agua era menor a 1000 ml se aforaba con agua destilada hasta asi conseguir el
volumen requerido, asi mismo se le afiadieron 4 g de peptona y 20 g de dextrosa por litro de
agua, una vez hecho esto se procedio a dividir el volumen a dos matraces en partes iguales
(500 ml) y estos fueron llevados a la olla de presion para su esterilizacion durante 15 minutos

a una presion de 15 psi.

Al haber transcurrido el tiempo y los matraces ya frios, se procedié a colocar los 4 explantes
de Trichoderma harzianum., en uno de los matraces, mientras que en el otro matraz se
procedio a colocar las 2 asadas de material bacteriano de B. amyloliquefaciens., todas estas
acciones se realizaron en un area aséptica dentro de una campana de flujo laminar y un
mechero de alcohol, posteriormente los matraces fueron cubiertos con papel estraza y
colocados dentro de la campana de flujo laminar durante 120 hr para lograr el crecimiento y

desarrollo de metabolitos secundarios de ambas especies.

22



Al haber transcurrido las 120 hr se observa el crecimiento tanto bacteriano como flngico y
se procede a licuar todo el material que se haya desarrollado en el matraz de Trichoderma
harzianum, al terminar se vuelve a colocar en el matraz y se afora con agua destilada estéril
a 1000 ml y asi mismo el matraz de B. amyloliquefaciens se aford con agua destilada estéril
a 1000 ml.

Inoculacién del fitopatdgeno en tejido vegetal (tomate)

La inoculacion se realiz6 en la variedad de tomate Saladette SVTE8444, con ayuda de la
produccion acuosa de la cepa C. michiganensis subsp. michiganensis a partir de 3 cajas Petri
en las cuales se encontraban material bacteriano en medio de cultivo KB, este material se

integré con agua destilada estéril y se aforé a 500 ml en un vaso de precipitado de 1000 ml.
La inoculacion de la cepa se llevo a cabo de tres maneras distintas:

e Axilar
e Lesion (contacto)

e Porraiz

Inoculacion axilar: esta accion se realizd con ayuda de palillos estériles, se colocaron 3
palillos por planta de manera axilar (al inicio del peciolo) en diferentes puntos de la planta,
basal, media y alta, cada uno de los palillos contaban con material bacteriano tomado de la

caja Petri en medio de cultivo KB.

Inoculacion por lesién (contacto): con ayuda de micro-cristales se les ocasiond una lesion a
los foliolos de 3 hojas de la planta de la parte basal, media y alta de esta, una vez realizado
esto con ayuda de hisopos estériles sumergidos en material bacteriano acuoso se comenzé a

aplicar en los foliolos previamente lesionados.

Inoculacion radicular: se ocasiono una lesion en la parte apical radicular de la planta y

posteriormente se sumergié en material bacteriano acuoso durante 3 minutos.
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Aplicacion de los tratamientos

Los tratamientos aplicados fueron 5 distintos, se encontraban extractos vegetales como lo fue
Hamelia patens, la produccion de metabolitos secundarios con B. amyloliquefaciens y
Trichoderma harzianum, asi como también la aplicacién de 2 tratamientos quimicos como lo
fue Defense Gr y Exodus, la aplicacion de estos tratamientos fue de manera foliar, con ayuda
de un atomizador y asi mismo también se dirigié al peat moss (sustrato) con algunas

aspersiones.

La aplicacion inicial de los tratamientos se realizo el dia 22 de junio de 2022 los cuales fueron

mencionados anteriormente:

e B. amyloliquefaciens 1 x 108 UFC

e Trichoderma harzianum 1 x 107 conidios/ml

e Hamelia patens

e Defense Gr

e Exodus

e Testigo positivo

e Testigo absoluto
A los 5 dias posteriores a la primera aplicacion se realizé la segunda aplicacion de los
tratamientos el dia 27 de junio de 2022 y finalmente el ultimo tratamiento se realizo a los 5

dias posteriores a la segunda aplicacion de los tratamientos el dia 2 de julio de 2022, siendo

asi solo 3 aplicaciones de los tratamientos.

Evaluacion de incidencia y severidad de C. michiganensis subsp. michiganensis en
plantas de tomate (Solanum lycopersicum)

Las valoraciones de incidencia y severidad se realizaron de manera visual de acuerdo con el
avance de patogenicidad que se presentaba en cada una de las plantas, donde se tomaron
estandares visuales en las plantas, tomando en cuenta las caracteristicas de las escalas para

evaluar la enfermedad en campo (Ivancovich et al., 1998).

Siendo asi Ivancovich et al., (1998) nos dan los siguientes caracterisitcas para evaluar:
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e Debe ser apropiada y acoplarse la enfermedad a evaluar.
e Al momento de medir una enfermedad con una escala se debe contemplar la fecha de
evaluacion, condiciones ambientales, estado fisiologico del cultivo y tejido a evaluar.

e EIl método debe ser reproducible, facil y rapido de usar.

Se evaluo la incidencia de la enfermedad de manera visual, donde se realizé el conteo de las
hojas afectadas (con incidencia) por planta, vinculada al porcentaje o proporcién de
individuos enfermos con relacién a la poblacién total. Los individuos pueden ser plantas,
hojas, flores, foliolos, espigas, etc., en este caso se realizd por hojas, determinada de la

siguiente manera
e Incidencia (1) = (No. de plantas enfermas) / (Total de plantas muestreadas) x 100

Para la evaluacion de la severidad se tomd en consideracion el porcentaje del érgano
afectado, el cual es la hoja con una variabilidad de 0 a 100, buscando que se refleje la relacion
de la enfermedad con respecto al dafio que provoca a la planta, siendo asi la siguiente escala

cuantitativa de los sintomas de marchitamiento (Mohd Nadzir et al., 2019).

e 0= Sinsintomas

e 1=0-25% de hojas marchitadas en la planta.

e 2 =26-50 % de hojas marchitadas en la planta
e 3=51-75 % de hojas marchitadas en la planta
e 4 =76-100 % de hojas marchitadas en la planta

e 5= Plantas muertas.

La severidad determinada por Anfoka (2000) de acuerdo a su ecuacion, también tomando el

nivel de clasificacion de la incidencia de la enfermedad de la siguiente forma:

(E(No. de clasificacion x No.de plantas en esa clasificacion)
ISE = T — x 100
Total de No. de plantas X clasificaciéon mas alta
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Parédmetros agronomicos evaluados en la investigacion

Distribucion de los tratamientos a evaluar

Las macetas se acomodaron en el invernadero utilizando un disefio completamente al azar,
la unidad experimental fue una planta por maceta. Las tratamientos evaluados fueron 5
distintos, se encontraban extractos vegetales como lo fue Hamelia patens, la produccién de
metabolitos secundarios con B. amyloliquefaciens y Trichoderma harzianum, asi como
también la aplicacion de 2 tratamientos quimicos como lo fue el Defense Gr y el Exodus
Max, la aplicacién de estos tratamientos fue de manera foliar, con ayuda de un atomizador y

asimismo también se dirigi6 al peat moss (sustrato) con algunas aspersiones.

Se efectuaron 3 aplicaciones de la misma manera con un intervalo de tiempo de 5 dias entre

cada aplicacion.
Altura y didmetro de planta

Se realiz6 con una cinta métrica y un pie de rey (vernier), se tomaron los datos de la altura y
didmetro de tallo al mes posterior al trasplante, para el caso del didmetro se tomé como
referencia el nivel superior de la bolsa y de ahi mismo fue para la altura hasta la parte apical
de la planta (las hojas mas jovenes) que presentaba la planta. Se realizaron 2 tomas de datos

con un intervalo de 15 dias entre una y otra.

Peso fresco y seco de planta completa

Con ayuda de una navaja se realizd un corte en tallo a nivel superior de la bolsa, se retiro el
tutor y se llevo al laboratorio de fitopatologia donde posteriormente con una balanza analitica

se peso cada planta del tratamiento y repeticion.

Lavado y toma de datos de la raiz

Inicialmente se retird el sustrato de su bolsa, posteriormente con ayuda de una cubeta con
agua se fue remojando y lavando la raiz, para asi retirar todo el sustrato en cual se encontraba
la raiz, una vez realizadas estas acciones se identificaron por tratamiento y nimero de

repeticion, ya una vez en laboratorio se colocaron en una balanza analitica para su pesaje en
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fresco y posteriormente el pesaje de la misma en sec y con una cinta métrica se procedio a

medir longitud de esta.

Rendimiento de frutos, diametro polar y ecuatorial

La cosecha de los frutos se realizd periédicamente separando los frutos por tratamiento y
repeticion, estos se llevaron al laboratorio de fitopatologia donde se pesaron en una balanza
analitica todos los frutos por tratamiento y repeticién. Posteriormente con un pie de rey
(vernier) se tomaron las medidas con respecto al Diametro polar (DP) y ecuatorial (DE) de
los frutos. Se seleccionaron los frutos que tuvieran en un tamafno promedio y con un grado

de madurez uniforme de cada tratamiento y repeticion.
Analisis estadistico

Las medias de los tratamientos se procesaron con un andlisis de varianza y prueba de
separacion de medias por medio de Tukey al 0.05 de significancia utilizando el programa

SAS version 9.0 para Windows.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion del Fitopatdgeno

Caracterizacion de Fitopatdgeno

Se seleccionaron colonias que presentaron caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de la
bacteria en estudio, con color amarillo, con crecimiento aerobico de 26 + 2° C, de
consistencia mucoide en medio de cultivo KB. La tincion mostro la presencia de bacilos

Gram positivos y una movilidad nula (Cuadro 1.) (Davis et al., 1984).

Cuadro 1. Resultados de las pruebas realizadas para la caracterizacion de C. michiganensis
subsp. michiganensis (Schaad et al., 2001).

Prueba Realizada Resultado
Tincion de Gram +
Prueba de KOH -
Prueba de hipersensibilidad en tabaco +
Prueba de oxido fermentacion O/F +/-
Prueba de Oxidasa -
Prueba de Catalasa +
Prueba de Hidrolisis de Esculina +

(+) Resultado positivo, (-) Resultado negativo, (+/-) Resultado variable.
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Resultados de las pruebas realizadas para la caracterizacion de C. michiganensis

subsp. michiganensis.

Tincion de Gram

La identificacion inicial del aislado bacteriano se realizd6 mediante la técnica de tincién de
Gram, considerada por Nishant et al. (2025) como el primer paso esencial en el analisis
microbioldgico. Las células observadas retuvieron el colorante primario, adquiriendo una
tonalidad violacea caracteristica de los organismos Gram positivos (+). Esta afinidad tintdrea
se atribuye a la densidad de peptidoglicano en su pared celular, en contraste con la coloracion
rojiza que presentan las bacterias Gram negativas bajo el mismo protocolo (Sizar et al.,
2023).

Prueba de KOH

La prueba de KOH al 3% resultd negativa para el aislado bacteriano, observandose una
ausencia de viscosidad al manipular la mezcla. Este ensayo confirma la clasificacion obtenida
previamente, ya que las bacterias Gram positivas no liberan su material genético ante este
reactivo debido a la estructura de su pared. Lo anterior coincide con lo descrito por Maeso y
Walasek (2012), quienes sefialan que C. michiganensis subsp. michiganensis, al ser una
especie Gram positiva, no produce la hebra caracteristica de los microorganismos Gram

negativos.
Prueba de Oxidasa

La actividad de la enzima citocromo c oxidasa se evalué mediante el uso de tarjetas BD BBL
DrySlide, depositando el material bacteriano en forma de estria vertical. La reaccion resultd
negativa, evidenciada por la ausencia de un viraje a coloracion violeta en el reactivo. Este
resultado confirma que el aislado no posee dicha enzima en su cadena de transporte de
electrones, lo cual concuerda con las caracteristicas bioquimicas de Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis descritas por Arglello y Moreno (2014), quienes

sefialan que este patdgeno no requiere de la oxidasa en sus procesos respiratorios.
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Prueba de Catalasa

Para verificar la capacidad oxidativa del aislado, se realiz6 la prueba de la catalasa. El
material bacteriano se distribuyé de forma circular en un portaobjetos, seguido de la
aplicacién de H20-; se observo un resultado positivo mediante la formacion de gas. De
acuerdo con la literatura (Rosanna, 2021), la produccion de efervescencia es prueba
fehaciente de la presencia de esta enzima en C. michiganensis subsp. michiganensis, siendo
un marcador diagndstico clave que diferencia a este grupo de otros géneros de bacterias

fitopatogenas.
Prueba de Esculina

En la prueba de hidrélisis de esculina, la cepa Cmm mostrd una reaccion positiva
caracterizada por el oscurecimiento del medio y la emision de fluorescencia bajo luz UV.
Este fendmeno ocurre debido a la degradacion de la esculina en esculetina y dextrosa, un
proceso metabdlico que requiere un minimo de 18 horas de incubacion, aunque en este
ensayo se optimizé a 48 horas bajo una temperatura controlada de 26 + 2°C. De acuerdo con
Contreras et al. (2008), esta capacidad diagnostica permite verificar la identidad bioquimica

de la bacteria al demostrar su capacidad para descomponer glucosidos especificos.
Prueba de O/F

Para determinar la via de utilizacion de carbohidratos, se realizd0 la prueba de
Oxidacion/Fermentacion (O/F) en medio Hugh-Leifson. El aislado Cmm mostré un
metabolismo estrictamente oxidativo, evidenciado por el viraje del indicador de azul a
amarillo claro unicamente en el tubo expuesto a condiciones aerdbicas. Por el contrario, en
el tubo sellado con aceite mineral (condicién anaerdbica), no se observé cambio de
coloracién. Segun Prashant (2023) y Sun et al. (2019), este comportamiento confirma que la
bacteria cataboliza la glucosa mediante procesos aerObicos y carece de la capacidad de
fermentacion en ausencia de oxigeno, una caracteristica taxonémica distintiva para este

patogeno.

Prueba de Hipersensibilidad en Tabaco (Nicotiana tabacum)

Se confirmd la virulencia del aislado a través de la induccién de una reacciéon de

hipersensibilidad en hojas de N. tabacum. El resultado fue positivo, manifestandose una
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necrosis rapida y delimitada en la zona de infiltracion dentro de un periodo de 24 a 48 horas.
Esta muerte celular, documentada por Lu et al. (2015) y empleada en los diagndsticos
oficiales de SENASICA (2021), evidencia que, aunque Cmm no infecta sistémicamente al
tabaco, la planta reconoce al patégeno y activa una respuesta defensiva localizada, validando

asi la identidad fitopatdgena de la cepa estudiada.
Efecto de inductores de resistencia quimicos y bioldgicos en la promocién de

crecimiento y desarrollo en tomate

Inductores de resistencia quimicos y biol6gicos sobre diametro de tallo en tomate

Los resultados del didmetro del tallo muestran que el tratamiento con nanoparticulas
(Exodusmax) alcanzo un valor de 1.66 cm, destacdndose ligeramente sobre el tratamiento
con T. harzianum, el cual presenté 1.62 cm. Los demas tratamientos mantuvieron una
superioridad de 1 a 1.5 mm respecto al testigo (+). Es relevante destacar que la innovacion
en el uso de agentes de control biologico permite, hoy en dia, obtener resultados competitivos
frente a los productos de sintesis quimica. Estos datos refuerzan la premisa de que los
biologicos no solo actdan en el control directo de patdgenos, sino que son igualmente
eficientes en la promocion del crecimiento y la induccién de resistencia sistémica en el

cultivo.

En el cultivo de garbanzo, Martinez-Martinez et al. (2020) destacan la notable capacidad
antagonica de Trichoderma spp. frente a fitopatdgenos del suelo como Fusarium solani,
Sclerotinia sclerotiorum, F. oxysporum y Rhizoctonia solani. No obstante, el valor del
control bioldgico trasciende la supresion de enfermedades; su implementacion optimiza las
caracteristicas microbioldgicas y fisicoquimicas del suelo. Ademas, este hongo promueve el
desarrollo vegetal mediante la solubilizacion de minerales, la biosintesis de fitohormonas de
crecimiento y la activacién de la induccion de resistencia sistémica, lo cual fortalece la

respuesta de la planta ante futuros episodios de estrés.
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Figura 2. Resultados de Inductores de resistencia quimicos y biolégicos en el diametro de
tallo de tomate. *Las barras superiores son la desviacion estandar de la media.
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Inductores de resistencia quimicos y biologicos sobre la altura de las plantas de
tomate

En la evaluacion de la altura de planta, se observé que el uso de T. harzianum (157 cm) y el
extracto de H. patens (149 cm) superd la eficacia de los agroquimicos convencionales
Exodusmax y Defense Gr, los cuales presentaron 148 cm y 145 cm, respectivamente. Es
notable que los tratamientos biolégicos y botanicos lograran un desarrollo superior al testigo
y a los productos del mercado. De acuerdo con Bader et al. (2020), el éxito de Trichoderma
se atribuye a su capacidad para mejorar la arquitectura radicular y la asimilacion de
minerales, actuando como un estimulador del crecimiento vegetal. Estos resultados refuerzan
la viabilidad de sustituir o complementar los insumos quimicos por agentes bioldgicos que

favorecen la fotosintesis y el vigor general del cultivo.
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Figura 3. Resultados en altura de plantas de tomate tratados con inductores de resistencia
quimicos y biolégicos. *Las barras superiores son la desviacion estandar de la media.
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Inductores de resistencia quimicos y bioldgicos sobre el tamafio de raiz de tomate

Los resultados de longitud de raiz evidenciaron una clara superioridad de los tratamientos
bioldgicos y botéanicos sobre los quimicos. El extracto de H. patens lideré la respuesta,
seguido de B. amyloliquefaciens y T. harzianum, mientras que los productos de sintesis
quimica mostraron una menor capacidad para promover el crecimiento radicular. Segun
Aguilar (2025), este estimulo se debe a la interaccion positiva entre metabolitos secundarios
vegetales y bacterias promotoras del crecimiento. En particular, B. amyloliquefaciens destaca
por su capacidad de biocontrol y bioestimulacion; mediante la sintesis de sustancias como
los lipopéptidos ciclicos, la bacteria logra un doble efecto: el antagonismo directo contra
fitopatogenos y la induccion de resistencia sistémica, factores que favorecen una raiz mas

extensa y funcional (Lin et al., 2022).
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Figura 4. Resultados en tamafio de raiz de tomate tratados con inductores de resistencia
quimicos y biol6gicos. *Las barras superiores son la desviacion estandar de la media.
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Inductores de resistencia quimicos y bioldgicos sobre peso fresco y seco de raiz de
tomate

Los resultados referentes al peso fresco y seco reafirman la eficacia de las alternativas
orgénicas sobre las convencionales. Los tratamientos biolégicos (T. harzianum y B.
amyloliquefaciens) y el extracto de H. patens lideraron la acumulacion de biomasa, dejando
a los tratamientos quimicos en los niveles de respuesta mas bajos. Como lo menciona Castro-
del-Angel et al. (2021), bacterias como B. amyloliquefaciens acttian como promotoras del
crecimiento, impactando directamente en el peso seco y la productividad. Este efecto se ve
complementado por el uso de extractos vegetales; de acuerdo con Rodriguez Sosa (2024), el
extracto de H. patens estimula el desarrollo del sistema radicular en el cultivo de tomate, lo
que se traduce en una mayor capacidad de absorcidbn de agua y nutrientes, y

consecuentemente, en un incremento general de la biomasa fresca y seca.
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Figura 5. Resultados de peso fresco y seco de raiz de Tomate tratados con inductores de
resistencia quimicos y bioldgicos, mostrando el grafico izquierdo el peso seco y el grafico
derecho el peso fresco. *Las barras superiores son la desviacion estandar de la media.
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Inductores de resistencia quimicos y biologicos sobre peso fresco y seco de planta de
tomate

Los resultados de biomasa fresca posicionan a Exodusmax como el tratamiento con mayor
eficacia (95 g); no obstante, es notable que T. harzianum y el extracto de H. patens alcanzaron
valores practicamente equivalentes (91.6 g y 91.5 g, respectivamente). La brecha respecto al
testigo absoluto fue significativa, con una diferencia de hasta el 25% en peso fresco a favor
de los mejores tratamientos. Esta tendencia coincide con los antecedentes de Diaz (2023),
quien documento la capacidad de H. patens para potenciar el desarrollo de biomasa en tomate
bajo estrés por F. oxysporum. La paridad observada entre el producto comercial de reciente
generacion y los extractos naturales sugiere que los metabolitos secundarios botanicos

pueden igualar la respuesta fisioldgica de los inductores de sintesis quimica.
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Figura 6. Resultados en peso fresco y seco de planta de tomate tratados con inductores de
resistencia quimicos y bioldgicos, mostrando el grafico izquierdo el peso fresco de planta y

el grafico derecho el peso seco de planta. *Las barras superiores son la desviacion estandar de la
media.
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Inductores de resistencia quimicos y bioldgicos sobre el diametro polar y ecuatorial de
frutos de tomate

Los resultados determinaron que los inductores quimicos y de resistencia comerciales
favorecieron una mayor expansion del fruto, destacando Defense Gr (162 mm) y Exodusmax
(127 mm). Por otro lado, B. amyloliquefaciens (122 mm) demostré ser el agente biolégico
con mejor respuesta en el diametro ecuatorial, superando significativamente a T. harzianum,
cuyos frutos promediaron apenas 63 mm. Esta disparidad en los resultados de productividad
sugiere que la eficacia de los microorganismos como biofertilizantes y agentes de biocontrol
depende de su interaccién especifica con el hospedante. Como sefialan Sharma et al. (2020),
el uso de estos agentes es una alternativa sostenible para mantener la productividad
reduciendo el uso de pesticidas, aunque es crucial optimizar su aplicacion para garantizar

calibres de fruto competitivos en el mercado.
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Figura 7. Resultados de diametro polar y ecuatorial de frutos de tomate tratados con

inductores de resistencia quimicos y biolégicos, mostrando el grafico izquierdo el diametro

ecuatorial y el grafico derecho el diametro polar. *Las barras superiores son la desviacion estandar
de la media.
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Inductores de resistencia quimicos y bioldgicos sobre el rendimiento del cultivo de
tomate

El rendimiento por planta mostr6 una tendencia proporcional al tamafio de los frutos, donde
Defense Gr (221 g) y Exodusmax (168 g) lideraron la produccion. Entre las alternativas
bioldgicas, B. amyloliquefaciens (164 g) destacd por su consistencia, reafirmando lo expuesto
por Lin et al. (2022) sobre su versatilidad para colonizar raices y estimular el desarrollo del
hospedante. Sin embargo, la interpretacién de estos datos debe hacerse con cautela; la
dependencia de sustratos inertes y ambientes controlados en la investigacion actual puede
sesgar la percepcion de su eficacia en condiciones reales de cultivo (Abdallah et al., 2018).
Tal como sugieren Ramirez y Kloepper (2010), existe una brecha en la comprensién de como
los factores ambientales del suelo modulan la simbiosis bacteria-planta, lo que subraya la

necesidad de validar estos resultados en ecosistemas agricolas mas complejos.
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Figura 8. Resultados en el rendimiento del cultivo de tomate tratados con inductores de
resistencia quimicos y bioldgicos. *Las barras superiores son la desviacion estandar de la media.
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CONCLUSIONES

La presente investigacion permitié confirmar, mediante pruebas bioquimicas (Gram +, KOH
-, Oxidasa -, Catalasa + y Esculina +) y de hipersensibilidad en Nicotiana tabacum, la

identidad fitopatdgena del aislado como Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.

El uso de Trichoderma harzianum y el extracto de Hamelia patens destacd significativamente
en la promocién del crecimiento vegetativo, superando a los testigos en altura y biomasa
total. Por otro lado, aunque los inductores comerciales (Defense Gr y Exodusmax)
mantuvieron una ligera superioridad en el rendimiento y calibre de los frutos, la eficacia de
Bacillus amyloliquefaciens demuestra que el control biolégico puede integrarse con éxito en
sistemas de agricultura protegida, reduciendo la dependencia de pesticidas sinteticos sin

comprometer severamente la productividad del cultivo de tomate.
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