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Estrategias de manejo de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en

Jitomate.
Mauro Israel Tlatilpa Santamaria M.C.
Colegio de Postgraduados 2010.

Resumen

El céancer bacteriano ocasionado por Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis se ha convertido en la enfermedad mas importante en el cultivo del
jitomate en algunas regiones de México a campo abierto y en invernaderos.
Generalmente el manejo que se le da a este problema es usando antibioticos y
cobres, los cuales han mostrado poca eficiencia. Se intentaron varias alternativas
de manejo y que sean eficientes para el manejo de este problema. La
investigacion se realizd en 2 etapas; en la primera se evaluaron inductores que
estimulen la resistencia sistémica, se inocularon rhizobacterias promotoras del
crecimiento, elicitores sintéticos, mezclas de bacterias con extractos de plantas y
semillas y un producto que contenia peroxido de hidrogeno. En la primera etapa,
la fertilizacion se realiz6 con una férmula comercial. En la segunda de la
investigacion, se combinaron los productos inductores de resistencia con una
solucion nutritiva que tiene un balance de nutrimentos entre aniones y cationes
(solucién de Steiner), como una alternativa de manejo del cancer bacteriano. De
los productos inductores de resistencia evaluados fueron los productos que
contenian cepas de Bacillus subtilis y que mostraron los mejores resultados en
varios parametros como la altura, la concentracion de nutrientes, el rendimiento, el
producto sintético que elicita la resistencia sistémica adquirida. Este producto
sintético en algunas variables fue el mejor y en los demas se mantuvo dentro de
los mejores. La combinacion de estrategias en un programa de manejo, es mas
eficiente que usando una sola, por lo que al combinar nutricién con induccién de
resistencia, se obtienen mejores resultados en el manejo de los problemas

fitosanitarios.



Handling strategies of Clavibactermichiganensis subsp. michiganensis on tomato

Mauro Israel Tlatilpa Santamaria M.C.
Colegio de Postgraduados 2010.

Abstract

The bacterial canker caused by Clavibacter michiganensis subsp.michiganensis
has become the most important disease in Tomato in some regions of Mexico in
open field and greenhouses. Usually management that is given to this problem is
using antibiotics and copper, which have shown low efficiency. It tried several
management alternatives to this problem. The research was conducted in two
stages. In the first inductors were evaluated sitem stimulate resistance, were
inoculated plant growth promoting rhizobacteria, synthetic elicitors, mixing bacteria
with extracts of plants and seeds and a product containing hydrogen peroxide. In
the first stage, fertilization was applied with a commercial formula. In the second
research, combined resistance inducing products with a nutrient solution that has
a balance of nutrients between anions and cations (Steiner solution), as an
alternative to bacterial canker management. Products evaluated inducers of
resistance the products with strains of Bacillus subtilis showed the best results in
various parameters such as height, the concentration of ammonium and
potassium, and yield, the synthetic elicits systemic acquired resistance in some
variables was the best and the other remained among the best. The combination
of strategies in a management program is more efficient than using a single, so
that by combining nutrition with induction of resistance, will have better results in

the management of plant diseases.
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CAPITULO |

1.1. Introduccién

Las hortalizas son los cultivos mas demandados para consumo en fresco, existe una
gran variedad de productos. El cultivo que mas destaca por su consumo percapita

como en importancia es el jitomate o tomate (Solanum lycopersicum).

El jitomate se cultiva en el pais tanto en campo abierto como en invernaderos. Los
principales estados productores en orden de importancia son: Sinaloa (400,401
ton/afio) , Michoacan (92,545.1ton/afo), San Luis Potosi (92,292.0 ton/afio), Baja
California Sur (76,025.8 ton/afo), Morelos (68,531 ton/afio), Jalisco(63,315 ton/afo),
Nayarit (37,025.5 ton/afio), Sonora (25,081 ton/afio), Guerrero (14,324.8 ton/afio),
Colima (12,655 ton/afio), y Guanajuato(3,420.0 ton/afio). Los cuales participan con el
70% de la produccion (SIAP, 2009). Ademas, es una importante fuente de empleos por

las labores culturales que demanda para lograr rendimientos altos.

La produccion se exporta a Estados Unidos de Norteamérica, donde se le demanda por
su sabor, presentacion, calidad y la larga vida de anaquel. Este cultivo se produce
principalmente en sistemas tradicionales a campo abierto y con métodos
convencionales, pero uGltimamente se ha incrementado el uso de tecnologias como son
el fertirriego y en las Ultimas décadas el uso de invernaderos con sistemas de riego
automatizado, ademas, de que se han implementado el uso de variedades de
rendimientos altos y con caracteristicas especificas para cada tipo de mercado y de

calidad excelente (Castellanos, 2004)

En los sistemas nuevos de produccion, se tienen condiciones favorables para muchas
enfermedades entra las que destacan los hongos que afectan las raices como
Fusarium oxysporum f sp. lycopersiciy F. o. f sp. radicis-lycopersici, los cuales causan
enfermedades de amarillamiento y marchitez. Otros patégenos causantes de

enfermedades que ocasionan sintomas similares a los anteriores son las bacterias que

1


http://siit.conabio.gob.mx/pls/itisca/next?v_tsn=521671&taxa=&p_format=&p_ifx=&p_lang=es

han adquirido gran importancia en jitomate, destaca, Clavibacter michiganensis subs.
michiganensis que en afos recientes causado pérdidas de gran importancia econémica
(Castellanos, 2004) debido a su capacidad de destruccion, diseminacion, la carencia de

variedades resistentes y antibiéticos eficientes como preventivos o curativos.

Generalmente no existen indicios visibles de la infeccidon por Clavibacter michiganensis
subs. michiganensis sino hasta el momento de la fructificacion, cuando los frutos
funcionan fisiolégicamente como un almacén y la mayor parte de los carbohidratos
producidos por las hojas y nutrientes absorbidos por las raices son desviados a este

organo

El manejo de esta enfermedad es complicado debido a que es una bacteria sistémica
Gram positiva. El manejo de las labores culturales ha mostrado cierto control de la
enfermedad en invernadero, pero son necesarias otras estrategias que reduzcan el uso
de productos quimicos que conduzcan a un manejo integrado de la enfermedad.
Actualmente, los mercados internacionales exigen productos inocuos libres de residuos

de antibidticos o patégenos que puedan tener efectos adversos en los seres humanos.

Dentro de las alternativas que han mostrado eficacia en el control de otras
enfermedades en jitomate destacan el uso de variedades resistentes, manejo de la
nutricién del cultivo, uso de bacterias como agentes de control biolégico e inductores de
resistencia (Kloepper et al., 1992; Van Veen et al., 1997). En este sentido, la presente

investigacion tuvo como objetivos los siguientes:

% Evaluar el efecto de la resistencia sistémica inducida y adquirida como estrategia
para el control de Clavibacter michiganensis subs. michiganensis y otras

enfermedades.

% Evaluar la nutricion de la planta y relacionarla con el ciclo del cultivo y la

enfermedad.



% Combinar diferentes estrategias de control (induccion de resistencia y nutricion)

para el control de Clavibacter michiganensis subs. michiganensis.

1.2. Hipotesis

X/
°e

La resistencia sistémica inducida por Rhizobacterias promotoras del crecimiento
de las plantas reduce la incidencia y severidad de Clavibacter michiganensis

subs. michiganensis.

% La variacion de la concentracion de nutrimentos durante el ciclo de la planta esta

relacionada con la expresion de sintomas de la bacteria en jitomate.

% La combinacion de nutricion e inductores de resistencia es una alternativa para

el control de la enfermedad.

1.3. Revision de literatura

1.3.1. Jitomate

1.3.1.1. Superficie sembraday produccion en el mundo

El 75% de la producciéon mundial del jitomate para el consumo en fresco, y el 25% es
para propésitos industriales (p.e. pastas, concentrados, salsas, jitomate pelado y
rebanado). China, India, Turquia, Egipto y Estados Unidos de Norteamérica son los
cinco paises responsables del 56% de la producciéon mundial de jitomate y el 55% del
area cosechada. China produce el 26% del volumen mundial para el consumo en
fresco (Cuadro 1) mientras que los Estados Unidos de Norteamérica (principalmente
California) produce el 35% del volumen mundial para la industria (Cuadro 2 FAOSTAT
data, 2009).



Cuadro 1. Paises productores de jitomate en el mundo y proporcion relativa en el

mercado (Fuente: FAOSTAT data, 2009).

Posicion  Pais/Area Produccién (millones Proporcion relativa en el
ton/afio) mercado (%)

1 China 30,1 26

2 EE.UU. 12,4 11

3 Turquia 8,0 7

4 India 7,6 7

5 Egipto 6,8 6
Subtotal 64,9 56
Resto  del 50,0 44
mundo
Total del 1149 100
mundo

Cuadro 2. Paises productores de jitomate para uso industrial, su volumen (millones de
toneladas) y su proporcion relativa en el mercado mundial (Fuente: FAOSTAT data,
2009).

Posicion Pais/Area Produccion para PM (%)
la industria
1 EE.UU. 10,0 35
California 9,4 33



2 Italia 4,8 17

Norte (50% pasta) 2,4 8
Sur (50% sin piel) 2,4 8

3 Espafa 1,4 5

4 Turquia 1,3 5

5 China 1,2 4
Subtotal 18,7 65
Resto del mundo 10,1 35
Todo el mundo 28,8 100

1.3.1.2. Superficie sembrada en México

En México, los principales estados por superficie sembrada en los ciclos primavera-
verano y otofio-invierno son: Sinaloa (15,783.98 ha), Michoacan (5,351.75 ha), Baja
California (3,722.70 ha), Veracruz (3,245.50 ha), San Luis Potosi (3,129.50 ha), Nayarit
(2,933.50 ha), Baja California Sur ( 2,569 ha), Jalisco (2449.50 ha), Morelos (2370.89
ha), Zacatecas (2,253.50 ha), Tamaulipas (2,138 ha). El resto de los estados cuenta

con superficies menores (SIAP, 2008).

1.3.1.3. Taxonomia

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida


http://siit.conabio.gob.mx/pls/itisca/next?v_tsn=202422&taxa=&p_format=&p_ifx=&p_lang=es
http://siit.conabio.gob.mx/pls/itisca/next?v_tsn=564824&taxa=&p_format=&p_ifx=&p_lang=es
http://siit.conabio.gob.mx/pls/itisca/next?v_tsn=18061&taxa=&p_format=&p_ifx=&p_lang=es
http://siit.conabio.gob.mx/pls/itisca/next?v_tsn=18063&taxa=&p_format=&p_ifx=&p_lang=es

Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especies Solanum lycopersicum
Variedad Solanum lycopersicum var. lycopersicum
The PLANTS Database (version 5.1.1), 20009.

1.3.1.4. Descripcién botanica

El jitomate (Solanum lycopersicum) es una planta dicotiledénea que pertenece a la
familia Solanacea. Los miembros de esta familia presentan haces bicolaterales y una
estructura floral modelo K (5) [C (5) A (5)] G (2). Esto es, sus flores son radiales y con
cinco estambres. El ovario, suUpero, bicarpelar, contiene primordios seminales,
produciendo bayas polispermas. Los carpelos se presentan en posicion obicua con
respecto al plano mediano de la flor (Nuez, 2001).

Posee una semilla discoidal comprimida y con embrion enrollado, de diametro mas o
menos uniforme. Todos los miembros de esta familia tienen el mismo ndamero de
cromosomas basico (x = 12). El embridn tiene los cotiledones incumbentes, con
endospermo abundante. Las yemas florales nunca presentan los I6bulos de la corola
solapantes; la estivacion nunca es retorcida-conduplicada. Los filamentos de los
estambres se insertan en la base de las anteras, no sobre la corola dorsal (Nuez,
2001).
1.3.2. Nutricion y su relacion con la enfermedad

Las necesidades nutricionales de las plantas se pueden desglosar en dos grupos,
nutrientes organicos e inorganicos. Los primeros representan entre el 90-95% del peso

seco de las planta y estan constituidos por los elementos carbono, oxigeno e hidrogeno
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obtenidos a partir del CO, atmosférico y del agua del suelo. El restante 5-10%

constituyen la denominada fraccion mineral (Mengel and Kirkby, 2001).

El sistema radical es el que les va a permitir a las plantas absorber el agua y los
nutrientes inorganicos del suelo. Posteriormente, éstos son transportados hacia
diferentes 6rganos, donde son metabolizados o almacenados. Por otra parte, los
nutrientes organicos (fotoasimilados) de la planta producidos en las hojas por la
fotosintesis son traslocados a través del floema hacia donde sean necesarios (6rganos
demandantes). Segun esto cualquier alteracion que ocasionen los organismos
fitopatdgenos sobre el movimiento de agua y nutrientes tanto organicos como
inorgénicos, ocasionara la enfermedad (por deficiencia) en las partes de la planta que
carezcan de esos nutrientes. Esos 6rganos enfermos seran incapaces de llevar a cabo
sus funciones, por lo que afectaran al resto de la planta. Asi, cuando un patégeno es
capaz de penetrar en una planta establece una relacién parasitica directa y completa.
Si la reaccién entre ambos es compatible, se producen los siguientes procesos (Mengel
and Kirkby, 2001):

e Debilitamiento de la planta hospedante a causa de la absorcién continua de los

nutrientes a sus células a favor del crecimiento del patégeno.
e Alteracion o inhibicion del metabolismo de las células vegetales debido a la

secrecion de enzimas, toxinas o sustancias reguladoras del crecimiento por

parte del patégeno.

e Bloqueo de la translocacion de nutrientes minerales y agua a través de los

tejidos conductores de la planta.

e Transmision de los agentes causales de una planta enferma a una sana.



A pesar de que se pueda establecer esta relacion parasitaria entre la planta y el
patdgeno, hemos de tener en cuenta que el estado nutricional en que se encuentra una
planta puede aumentar o disminuir la resistencia o la tolerancia de la misma a las
plagas, en definitiva influye sobre la interaccion planta-patégeno. Aunque la resistencia
y la tolerancia estan controladas genéticamente, los factores ambientales tienen
influencia sobre estos. La nutricibn mineral puede considerarse un factor ambiental que

puede ser manipulado con relativa facilidad (Huber and Graham, 1999).

Una nutricibn mineral equilibrada asegura un crecimiento 6ptimo de la planta y al
mismo tiempo, permite una resistencia Optima de la misma, aunque pueda haber
algunas excepciones. La tolerancia puede aumentarse mediante el aporte del nutriente
deficitario, ya que una planta que crece de forma vigorosa tiene mayor capacidad de
compensar la pérdida de fotoasimilados, o la disminucion de superficie foliar producida

por la infeccion y ser tolerante a las plagas y enfermedades (Gunes et al 1998).

1.3.3. Nutricién del jitomate

Los elementos esenciales se clasifican normalmente en macronutrientes (Nitrégeno,
Fosforo, Potasio, Azufre, Calcio, Magnesio, junto con el Hidrogeno, el Carbono y el
Oxigeno) y micronutrientes (Cloro, Hierro, Manganeso, Zinc, Cobre, Niquel, Molibdeno),
segun su concentracion relativa en los tejidos vegetales: superior a 0.1 % o inferior a
0.1 % respectivamente. Los términos macronutriente y micronutriente no tienen
ninguna implicacion cualitativa y algunos investigadores argumentan que esta
clasificacion es dificil de justificar en términos fisioloégicos. Mengel y Kirkby (2001),
propusieron que los elementos esenciales deberian clasificarse en funcion del papel
bioquimico vy fisiolégico que éstos desempefian en las plantas. El primer grupo incluye
los elementos que forman compuestos organicos de la planta. Las plantas los asimilan
mediante reacciones bioquimicas de oxidacion y reduccion. Los elementos del segundo
grupo son importantes en las reacciones de transferencia de energia o en el
mantenimiento de la integridad estructural. Se encuentran presentes en la planta como

esteres de fosfato, borato, y silicato en los que el elemento mineral se encuentra ligado
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a un grupo hidroxilo de una molécula organica (por ejemplo, azucar fosfato). Los
elementos del tercer grupo se encuentran en la planta bien como iones libres o ligados
a substancias como las pectinas presentes en las paredes celulares. De particular
relevancia es su participacion como cofactores enziméticos y en la regulacion del
potencial osmaético. Los compuestos del cuarto grupo desempefian un importante papel

en las reacciones de transferencia de electrones.

1.3.3.1. Nitrégeno

El nitrdgeno es un constituyente de muchos componentes de la célula, entre los que se
incluyen los aminoacidos y los &cidos nucleicos y junto con el carbono, nutriente que
las plantas requieren en cantidad mayor. En las zonas templadas, el nitrégeno del
suelo suele ser el factor principal que limita el crecimiento de las plantas debido a las
pérdidas por lixiviacion y consumo microbiano. El nitrdgeno elemental, que es la forma
mas abundante en la naturaleza, no puede ser asimilado directamente por las plantas,
salvo unas pocas especies (principalmente leguminosas) que pueden establecer

relaciones simbidticas con microorganismos fijadores de nitrégeno.

Las plantas han desarrollado diversos mecanismos para hacer frente al bajo aporte de
nitrbgeno como son entre otros, sistemas de absorcidbn muy selectivos y especificos y
la posibilidad de crecer con diferentes fuentes de nitrégeno. Por tanto, la asimilacién del
nitrdgeno en plantas es un proceso muy regulado y estrechamente coordinado con la
asimilacion del carbono para mantener un balance nutricional que permita un
crecimiento oOptimo de la planta. Entre las principales fuentes de nitrégeno se

encuentran:

« Amonio, utilizado por varias especies arboreas forestales, especialmente en
suelos con pH bajo, y por algunos cultivos como el arroz, y nitrato que es
la principal fuente de nitrogeno para la mayoria de las plantas y, en menor
medida aminoacidos. Los aminoacidos también puede ser utilizados por



las plantas sobre todo en aquellas zonas donde la nitrificacion y la

mineralizacion esta limitada por el clima (Stitt, 1996).

1.3.3.2. Fosforo

A diferencia del nitrato, el fosfato (HPO,%) no se reduce incluso cuando se liga a
compuestos organicos. El fosfato es un componente clave en multitud de procesos
metabdlicos como fotosintesis, respiracion, biosintesis de macromoléculas,
metabolismo energético, ruta de transduccion de sefial e interviene en la regulacion de
varias rutas metabdlicas. Asimismo, el fésforo tiene un papel estructural importante en
muchas biomoléculas y estructuras celulares como en el caso de los enlaces diéster
presentes en los &cidos nucleicos y en los fosfolipidos. En consecuencia, las plantas no
pueden crecer cuando no existe un aporte adecuado de este nutriente. Ademas de
actuar como substrato en muchas reacciones, el fosfato libre actia como efector de
algunas enzimas y regula de este modo muchos procesos metabdlicos. Asi, el fosfato
induce la accién de la fosfofructoquinasa, determinando el flujo de azlcares por la
secuencia glicolitica. En los cloroplastos, reduce la sintesis de almidon debido a la
inhibicion alostérica de la enzima ADP-glucosa pirofosforilasa. Como ademas el fosfato
se intercambia en la membrana interna del cloroplasto por triosas fosfato, que es la
forma en la que el CO; fijado en la fotosintesis se exporta al citosol, la incorporacion de
fosfato en el cloroplasto determina la distribucién del carbono fijado entre el cloroplasto

(almiddn) y el citoplasma (sacarosa) (Schachtman et al, 1998).

1.3.3.3. Potasio

El potasio es un componente imprescindible en todas las células. En las células
vegetales es el cation mas abundante en la vacuola y en el citoplasma, donde puede
alcanzar concentraciones de 100 mM. El potasio desempefia un papel clave en el
crecimiento y en el desarrollo celular, entre las funciones que regula se incluyen el
mantenimiento de la presion de turgencia, los procesos de osmoregulacion celular, la

abertura y el cierre de los estomas, las nastias y tactismos, y el alargamiento celular.
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Ademas, el potasio activa a mas de 50 enzimas, como oxidoreductasas,
deshidrogenasas, transferasas, sintetasas y quinasas. Existen numerosas evidencias
experimentales que sugieren que el potasio es necesario para el cambio
conformacional de la apoenzima. La activacion no es especifica, en muchos casos,
para el potasio, y puede ser sustituido in vitro por otros cationes univalentes. Sin
embargo, por las elevadas concentraciones necesarias para alcanzar la maxima
activacion, es improbable que el potasio pueda ser sustituido in vivo (Fernandez y
Maldonado, 2000).

1.3.3.4. Calcio

El calcio es esencial en muchos aspectos del crecimiento y del desarrollo en plantas;
entra en la planta por la ruta apoplastica, sin embargo, a diferencia de otros nutrientes,
su movilidad fisiolégica es muy baja, como queda de manifiesto por el escaso o nulo
movimiento de éste entre células y a través del floema. La concentracion intracelular de
calcio es muy baja, aunque la planta absorbe grandes cantidades de calcio y su
presencia es similar a la que puede tener el fésforo o el azufre. La mayor parte del
calcio se localiza en la pared celular, en los pectatos de la ldamina media, y en las
membranas e interviene en la estabilizacion de ambas estructuras. En el interior de la
célula se encuentra en las vacuolas y, dado el pH acido de las mismas, puede
precipitar como sales de oxalato, carbonato, o sulfato, segun las especies. También se
acumula en el reticulo endoplasmatico, mitocondrias y el cloroplasto (Sanders et al,
1999).

El calcio estabiliza las membranas celulares, impidiendo la difusién de los componentes
citoplasmicos y regulando la selectividad de la absorcion iénica. Como resultado, la
acumulacion de iones por las células es estimulada por el calcio extraprotoplasmico, a
pesar de que este ion a concentraciones mas elevadas impide la absorcion de otros

cationes.
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Una de las funciones mas relevantes del calcio es la de formar parte de la cadena de
sefalizacion celular. La concentracion de calcio libre citosolico es crucial para controlar
muchas respuestas celulares. Una posible explicacion del papel Unico que desempefia
el calcio es que el metabolismo de todas las células requiere la presencia de ortofosfato
(Pi) y de compuestos organicos fosforilados, sobre todo para las reacciones citosolicas

relacionadas con el intercambio de energia libre (Sze et al, 2000).
1.3.3.5. Magnesio

El magnesio se absorbe como ion divalente, Mg y es un elemento muy mévil en la
planta asi como en el interior de las células. Aproximadamente, el 20 % del Mg total de
las hojas se encuentra en los cloroplastos: entre un 10-20 % en las moléculas de
clorofila y el resto en el espacio tilacoidal de forma iénica soluble. Al iluminarse el
cloroplasto, el Mg pasa al estroma y activa a varias enzimas como la rubisco, la
fosfoenol piravico carboxilasa y la glutamato sintasa. La asignacion fotosintética del
carbono y el nitrégeno depende, en gran medida, de la concentracién de Mg®* en el
cloroplasto. EI Mg Interviene ademas en el metabolismo energético de la planta al
formar complejos con el ATP, ya que las ATPasas utilizan como substrato los
complejos Mg-ATP. Incluso la propia fosforilacion del ATP a partir de ADP necesita
Mg®*. Esta propiedad de establecer uniones tanto i6nicas como covalentes, lleva al
Mg?* a estar presente en procesos claves, como la unién y estabilizacién de las
subunidades del ribosoma y, por tanto, en la biosintesis proteica y en la sintesis del
ADN y del ARN (Carvajal et al, 1999).

1.3.4. Manejo de jitomate

Esta hortaliza es una de las pocas que tiene dos tipos de crecimiento, determinado e
indeterminado, el primer tipo es sembrado principalmente en sistemas a campo abierto
donde las extensiones de siembra son grandes, algunos productores no le ponen
soportes y lo dejan a ras de suelo, pero otros si optan por usar soportes para el tutoreo

de las plantas. Los materiales de crecimiento indeterminado, son utilizados en sistemas
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bajo invernadero aunque algunas variedades también pueden sembrarse a campo
abierto, donde las plantas se llevan a uno o dos tallos. Conforme crece la planta va
formando los racimos, a diferencia de las variedades determinadas donde el
crecimiento es arbustivo. En las variedades de invernadero es mas comdn que se
realicen practicas de poda (eliminacion de los brotes laterales) que en las de campo
abierto (Nuez 2001).

1.3.5. Enfermedades

Jones et al. (2009) reportan varias enfermedades del jitomate ocasionadas por
bacterias, hongos, nematodos, virus, fitoplasmas y desordenes genéticos. Los
problemas bacterianos del jitomate son: cancer cacteriano Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Daviset al., peca  bacteriana
Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe) Younget al., mancha bacteriana
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Doidge) Dye, Pudricién del tallo y frutos
Pectobacterium carotovora (Jones) Bergey et al., marchites bacteriana Ralstonia
solanacearum (Smith) Smith., necrosis de médula Pseudomonas corrugata Roberts &
Scarlett, mancha de las hojas Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall). Las
enfermedades fungosas importantes de este cultivo son: cancer de tallos Alternaria
alternata (Fr.:Fr.) Keissl. f. sp. lycopersici Groganet al. antracnosis Colletotrichum
coccodes (Wallr.) S.J. Hughes C. dematium (Pers.) Grove, C. gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc. in Penz. (teleomorph: Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. & H.
Schrenk) moho negro Stemphylium botryosum Wallr. (teleomorph: Pleospora tarda E.
Simmons) S. herbarum E. Simmons (teleomorph: Pleospora herbarum (Pers.:Fr.)
Rabenh. = P. lycopersici El. Marchal & Em. Marchal) Ulocladium consortiale (Thuem.)
E. Simmons = S. consortiale (Thuem.) Groves & Skolko, pudricidon negra de la raiz
Thielaviopsis basicola (Berk. & Broome) Ferraris (synanamorph: Chalara elegans Nag
Raj & Kendrick), marchites radicular Phytophthora capsici Leonian P.
dreshsleri Tucker P. nicotianae Breda de Haan var. Parasitica (Dastur) G.M.
Waterhouse =P. parasitica Dastur, moho de la hoja Pseudocercospora

fuligena (Roldan) Deighton = Cercospora fuligena Roldan, pudricion  gris
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Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich, pudricion de la raiz Pyrenochaeta
lycopersici R. Schneider & Gerlach, pudricién del tallo Didymella lycopersici Kleb.,
tizébn temprano Alternaria solani Sorauer, fusarium de la corona Fusarium
oxysporum Schlechtend.:Fr. f. sp. radicis-lycopersici W.R. Jarvis & Shoemaker,
marchitez por Fusarium Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr. f. sp. Lycopersici
(Sacc.) W.C. Snyder & H.N. Hans., mancha gris Stemphylium botryosum Wallr. f.
sp. lycopersici Rotem et al. S. lycopersici (Enjoji) W. Yamamoto = S. floridanum Hannon
& G.F. Weber S. solaniG.F. Weber, moho gris Botrytis cinerea Pers.:Fr.
(teleomorph: Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel), tizén tardio
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, moho de la hoja Passalora
fulva = Cladosporium fulvum Cooke, pudricién por Phoma Phoma parasiticaa Plowr.,
cenicilla polvorienta Oidiopsis sicula Scalia (teleomorph: Leveillula taurica (Lév.) G.
Arnaud), Ahogamiento y pudricion de frutos Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp.
P. arrhenomanes Drechs. P. debaryanum Auct. non R. Hesse P. myriotylum Drechs. P.
ultimum, Ahogamiento por Rhizoctonia Rhizoctonia solani Kiihn
(teleomorph: Thanatephorus cucumeris (A.B. Frank) Donk) pudricion por Rhizopus
Rhizopus stolonifer (Ehrenb.:Fr.) Vuill., mancha de la hoja por Septoria Septoria
lycopersici Speg., pudricién agria Geotrichum candidum Link
(teleomorph: Galactomyces geotrichum (E.E. Butler & L.J. Petersen) Redhead &
Malloch) G. penicillatum (do CarmoSousa) Arx, marchitez surefia
Sclerotium rolfsii Sacc.(teleomorph: Athelia rolfsii (Curzi) Tu & Kimbrough) mancha por
Corynespora Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) C.T. Wei, Marchites
vascular Verticillium albo-atrum Reinke & Berthier V. dahliae Kleb. Moho blanco
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary S. minor Jagger. De las enfermedades
ocasionadas por nematodos destacan nematodo agallador Meloidogyne spp. vy
Nacobbus aberrans, Belonolaimus longicaudatus Rau, Paratrichodorus spp.
Trichodorus spp. Las enfermedades provocadas por virus, viroides y fitoplasmas son:
Tobacco mosaic virus, Curly top Curly virus, Potato virus Y, Pseudo curly top virus,
Tomato bushy stunt virus, Tobacco etch virus, Tomato fern leaf, Cucumber mosaic
virus, Tomato mosaic virus (ToMV), Aspermy tomato virus Tomato mottle gemini virus,

Alfalfa mosaic virus, Tomato spotted wilt virus, Tomato yellow leaf curl virus, Tomato,
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Tomato yellow top virus, Tomato bunchy top viroid, Tomato planto macho viroid, Aster
yellows, Tomato big bud). Otras enfermedades y desordenes que afectan al cultivo son
la necrosis autdégena, viruela de la fruta Fruit pox factor genético, mancha dorada

factor genético y pared gris.

De todos los patdégenos el Cancer Bacteriano (C. michiganensis subsp. michiganensis)
es una de las bacterias que tienen la capacidad de terminar con los cultivos por
completo, por lo que en algunos paises estd considerada como una plaga de
importancia cuarentenaria, en México esta reportada como una plaga A2 (presente
pero delimitada a algunas regiones) (EPPO, 2010). La bacteria se trasmite por semilla

lo que hace facil su dispersion.

1.3.6. Clavibacter michiganensis subs. michiganensis

El cancer bacteriano ocasionado por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
fue reportado por primera vez en USA en 1909, después en 1977 y en el afio de 1992,
en jitomate en los invernaderos de Grand Rapid en Minnesota. Actualmente, esta
enfermedad se puede encontrar en todas las regiones donde se cultive esta hortaliza.
La principal forma de diseminacion de la bacteria es por medio de la semilla,
posteriormente infecta en las primeras etapas de crecimiento de las plantas
provocando marchitez y muerte temprana, en muchos de los caso los cultivares no
alcanzan a llegar a la cosecha por los dafios que ocasiona de manera epidémica en

todo un invernadero y en campo abierto (Hausbeck et al. 2000).
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1.3.6.1. Importanciay distribucién

Esta bacteria se presenta de manera esporadica pero cuando se presenta llega a ser
muy destructiva por la capacidad que tiene de diseminarse facilmente por semilla o de
manera mecanica por las manos, herramientas trabajo, poda y otras labores culturales.
Cuando se presenta puede acabar con todas las plantas en parcelas o invernaderos en
cuestion de semanas. Se encuentra distribuida practicamente en todas las zonas
donde se cultiva jitomate (Figura 1), (EPPO, 2010).

Distribution Maps of Quarantine Pests for Europe

Clavibacter michiganensis

S
B i T = |

Mational record Subnaticnal record

[®] present [®] present

| Present only in some areas | Present only in scme areas 2006-08-19

Figura 1. Distribucion mundial de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
Fuente: EPPO, 2010.

1.3.6.2. Taxonomia

Bacteria
Actinobacteria
Actinomycetales

Microbacteriaceae
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Clavibacter
Clavibacter michiganensis
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
(PQR, 2007)

1.3.6.3. Caracteristicas

Las células bacterianas tienen forma recta, ligeramente curvada o de varilla, miden 1.5
- 4 por 0.5 - 0.9 micrémetros. En ocasiones tienen segmentos irregulares o ligeramente
manchados o granulados e hinchados. Las bacterias son generalmente inmdviles, pero
algunas especies son moviles por medio de uno 0 dos
flagelos polares. La bacteria es Gram positivas, sin crecimiento anaerdbico, con
crecimiento aerobico, forma colonias amarillas en medio de cultivo YDC, colonias
mucoides cuando es cultivada a 30°C, ureasa negativa, oxidasa negativa, sin formacion

de esporas y sin crecimiento a 40°C (Agrios, 2005; Shaad et al. 2001).

1.3.6.4. Sintomas

Los sintomas en jitomate inician por las hojas de la parte basal donde se observa un
color amarillo que conforme avanza cambia a color café mostrando las quemaduras en
los bordes de las hojas (Figura 2a) que se extienden a toda la hoja matando la planta
por completo (Figura 2b). Las hojas se curvan hacia el envés quedando adheridas a la
planta. En los tallos se observa una necrosis de color parda en los hases vasculares
(Figura 2c), ocasionando taponamientos. En el fruto se observa una mancha oscura

rodeada de un halo blanco, conocido como “ojo de pajaro” (Figura 2d).
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I
Figura 2. Sintomas de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. De izquierda a
derecha y de arriba a abajo: a) Sintomas en hojas. b) Planta con sintomas avanzados.
c) Corte transversal de una hoja mostrando los haces vasculares necrosados y d) fruto

con el sintoma de ojo de pajaro.
1.3.6.5. Ciclo de la enfermedad

La semilla de jitomate contaminada con Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis es la principal fuente de diseminacion de la enfermedad. En cultivos
establecidos, las labores culturales son la forma en la cual se contagia de planta a
planta. Las plantas se muestran asintomaticas hasta los periodos de mayor estrés
nutrimental como son la floracién y el mas critico que es amarre y llenado de fruto, en
este periodo es frecuente encontrar los primeros sintomas de la enfermedad que son:
necrosis en los bordes de las hojas, que avanzan rapidamente hasta quemar la planta
por completo. Cuando ya se tienen antecedentes de la presencia de cancer bacteriano
existe una alta posibilidad de que se repita presencia de la enfermedad en el siguiente
ciclo, debido a que la bacteria sobrevive en los residuos de cosecha y puede sobrevivir

en el suelo hasta por 2 afios (Ramirez y Sainz, 2009) (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo del cancer bacteriano. De abajo hacia arriba: diseminacién por medio de
semilla, plantas asintomaticas y presencia de sintomas al momento de la fructificacion,

formas de trasmision de la enfermedad y manifestacion de sintomas en hoja y fruto.

1.3.6.6. Manejo de la enfermedad

El manejo de la enfermedad se ha hecho principalmente con medidas preventivas
como el tratamiento hidrotérmico de la semilla, eliminando residuos de cosecha,
desinfestacion de herramientas y con aplicaciones preventivas de cobres y productos
antibidticos (Ramirez y Sainz, 2009). Los productos quimicos utilizados para el manejo
de esta bacteria solo eliminan las bacterias que se encuentran en la superficie para
reducir el riesgo de infeccién y diseminacion. Los productos cupricos, tienen buen
efecto bactericida pero no tienen la capacidad de penetrar a la planta para eliminar la
bacteria y eliminar la infeccién, por lo que solo se recomiendan como preventivos o
como selladores de heridas cuando se realizan podas o cuando cae granizo. Los
antibidticos en jitomate estan restringidos y solo la Kasugamicina tiene registro en este

cultivo para el manejo de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria una bacteria Gram
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negativa (PLM, 2009). Se han hecho pruebas in vitro con otros ingredientes activos
como Estreptomicina, Gentamicina y Oxitetraciclina, de los cuales se ha observado
efecto minimo de control sobre Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis con los

dos primeros antibioticos.

1.3.7. Inductores de resistencia

1.3.7.1. Tipos de inductores

Investigaciones por cerca de 100 afios han demostrado que las plantas pueden ser
precondicionadas contra enfermedades. Inicialmente las investigaciones se referian a
la inmunidad fisiolégica que adquirian. Tomo otros 60 afios antes que los resultados del
experimento de Ross fueran publicados. Ross, utilizo el Virus Mosaico del Tabaco, para
sensibilizar el tabaco. Las inoculaciones las realizo cerca y lejos de hojas después
inoculada con otros patdgenos para definir el concepto de “resistencia localizada
adquirida” y “resistencia sistémica adquirida (SAR)”. Estos estudios permitieron
desarrollar el modelo clasico de SAR durante 1980’s en otras plantas tales como
pepino (Cucumis sativus L.), frijol comun (Phaseolus vulgatis L.), arroz (Oryza sativa L.)
y Arabidiopsis thaliana, demostrando que SAR se conservo a través de diversas
familias de plantas y fue efectiva contra un amplio rango de virus, bacterias y hongos

fitopatdogenos (Sticher et al., 1997).

El interés en el control biol6gico de enfermedades del suelo, permitié el descubrimiento
de otra forma de inducir resistencia asociada con la colonizacion de las raices de las
plantas por rizobacterias promotoras de crecimiento de las plantas (PGPR por sus
siglas en ingles), refiriéndose a la “resistencia sistémica inducida” (ISR por sus siglas
en ingles) ., ISR es distinta de SAR en varias rutas fisiolégicas y bioquimicos. Los

fenotipos que son bien definidos en A. thaliana. Resultados de laboratorio y de campo
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mostraron que al igual que la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR), la Resistencia
Sistémica Inducida (ISR) es efectiva contra un amplio rango de enfermedades

causadas por virus, bacterias y hongos (Murphy et al., 2000).

El uso del SAR o ISR para controlar enfermedades en la agricultura convencional
parece ser prometedor. Desde la sintesis de elicitores y cepas de PGPR, este tipo de
estrategias en general no exhiben ninguna actividad directa antimicrobial, a diferencia
de los plaguicidas tradicionales, los inductores de resistencia proveen una forma de
controlar enfermedades sin acertar directamente en una presion selectiva sobre la
poblacién del patégeno. El uso de elicitores sintéticos y cepas de PGPR parece ser una
alternativa benéfica al medio ambiente a diferencia de lo que ocurre con los plaguicidas
de uso comun. Esta caracteristica hace que SAR y ISR y otras formas de inducir
resistencia, son un distinto enfoque para el manejo de enfermedades en una sostenible
manera dentro del alcance de un sistema de agricultura convencional (Vallad and
Goodman, 2004).

1.3.7.2. Tipos de resistencia

La resistencia sistémica es un “estado fisioldgico de mejora en la capacidad defensiva
de la planta” elicitado por un especifico estimulo medioambiental, mediante el cual las
defensas innatas de las plantas son potenciadas contra cualquier cambio biético (Van
Loon et al., 1998). Este estado de resistencia es efectivo contra un rango amplio de
patdgenos y parasitos, incluyendo hongos, bacterias, virus, nematodos, plantas
parasitas y algunos insectos herbivoros (Benhamou and Nicole, 1999). Las dos formas
mas claras que definen la induccion de resistencia son la Resistencia Sistémica
Adquirida (SAR) y la Resistencia Sistémica Inducida (ISR), las cuales pueden ser
diferenciadas en la base de la naturaleza de los elicitores y en la regulacion de las rutas
envueltas (Knoester et al., 1999) (Figura 4). La forma clasica de SAR puede ser
disparada por la exposicién de las plantas a patégenos virulentos, avirulentos y no
patogénicos o artificialmente con quimicos tales como el acido salicilico, acido

2,6.dicloro-isonicotinico (INA) o benzo (1,2,3) thiazole-7-carbothioic acido S-methyl
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ester (BTH) (Sticher et al., 1997). Dependiendo de la planta y del elicitor, un periodo de
tiempo es requerido para el establecimiento de la resistencia que corresponde al
tiempo requerido para la coordinada acumulacion de proteinas relacionadas con la
patogenicidad (y transcripciones) y &cido salicilico a través de la planta (Cameron et al.,
1994). Cualquier disrupcion en la habilidad de las plantas para acumular &cido salicilico
resulta en la perdida de la expresion de genes relacionados con la patogenicidad y

atenuacion de la respuesta (Gaffney et al., 1994).

Induced
Resistance

Abiotic/ Biotic |§ |
Elicitor |".,'__|’|-oteins.ﬂ-"

g1 Sattcviag Jasmonate & 1/
f\  Sateylate Ethylene i
: b

Systemic Acquired Induced Systemic
Resistance (SAR) Resistance (ISR)

Figura 4. Rutas de la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) y Resistencia Sistémica
Inducida (ISR) diferenciadas en la base de la naturaleza de los elicitores y en la
regulacion de las rutas envueltas (Tomado de Vallad y Goodman, 2004).

La Resistencia Sistémica Inducida es elicitada por algunas cepas de rhizobacterias
promotoras del crecimiento de plantas (PGPR por sus siglas en ingles) de las cuales
sobresalen especies del genero Pseudomonas. ISR no involucra la acumulacion de
proteinas relacionadas con la patogenicidad o acido salicilico (Pieterse et al., 1996).
ISR se basa en rutas reguladas por jasmonato y etileno (Knoester et al., 1999) segun la
informacion derivada de unos pocos estudios. Otro ejemplo de ISR esta ligado a la
produccion de sideroforos o acido salicilico por cepas de PGPR (De Meyer and Hofte,
1997). Ni la naturaleza del agente elicitor ni el sitio de accion de este en las plantas es
tan critica en la clasificacion de fendbmenos de resistencia inducida como las respuestas

bioquimicas incitadas dentro de la planta. ISR es efectivo contra un amplio rango de
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patdgenos, considerando que se ha demostrado especificidad en la habilidad de cepas
de PGPR para inducir ISR en ciertas especies de plantas y genotipos (Van Wees et al.,
1997).

Existe un gran numero de bacterias que se han descubierto como posibles agentes de
control. Las Enterobacteriaceas, habitantes de la rizosfera, generan condiciones
acidas, inducen mecanismos de defensa en la planta y sintetizan compuestos
antimicrobiales. Dentro de este grupo, destaca Bacillus como productor de antibiéticos
con caracteristicas antifungicas, ademas de que el género Bacillus esta considerado
como promotor del crecimiento con potencial para incrementar el rendimiento en las
plantas. Varias especies han sido objeto de investigacion para su implementacion como
agentes de control biolégico debido a sus caracteristicas de alta capacidad de
colonizacion de la raiz y de supervivencia que le confieren las esporas. Actualmente
Bacillus subtilis se distribuye comercialmente como agente de control de hongos

fitopatogenos. (Kloepper et al., 1992; Van Veen et al., 1997).

De las especies de Bacillus, B. subtilis ha sido ampliamente investigada debido a su
alta capacidad de inhibicion de fitopatégenos. Investigaciones conducidas por el grupo
del Dr. Paul Backman sobre el tratamiento bacteriano de semillas de cacahuate, fueron
fundamentales en el desarrollo del primer producto a base de una bacteria supresora
de enfermedades en los E.U. El producto contiene a B. subtilis y fue registrado en 1988
por Gustafson Inc., como “Quantum 400” y “Kodiak”. Las bacterias colonizan el sistema
radicular de la semilla recién emergida, compitiendo con los microorganismos,
principalmente hongos fitopatogenos que atacan a las raices. Conforme la raiz se

desarrolla y madura, el bacilo se distribuye con ésta (Lara, 2000)..

En 1990 habia mas de 4 millones de hectareas de algodon tratadas con este producto.
Actualmente existen otros productos comerciales a base de esta especie que son
utilizados en el control de bacterias y hongos en los cultivos de papa, maiz, algunas
legumbres y plantas de ornato (Lara, 2000). También se ha sugerido que el tratamiento

con B. subtilis tiene un efecto en los mecanismos de resistencia de la plantula, ya que
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en semillas de chicharo infectadas con Fusarium udum y tratadas con la bacterias se
incrementd la cantidad de PAL (fenil alanina amonio liasa) y la actividad de la

peroxidasa (Podile y Laxmi, 1998).

El fendbmeno en el cual las plantas pueden activar sus mecanismos de proteccion
contra patdgenos que llegan a los cultivos o que los invaden, se le conoce como
resistencia sistémica adquirida (SAR). Recientemente algunos productos llamados
“activadores de plantas” que inducen SAR en plantas han sido identificados; uno de
estos compuestos es el acibenzolar-S-methyl (Actigar 50 WG, Syngenta) el cual ha
mostrado actividad contra algunas enfermedades bacterianas como Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria, Pseudomonas syringae pv. tomato y el tizon del fuego de
manzano causado por Erwinia amylovora, también se reporta que reduce la incidencia
de la marchitez bacteriana en cultivares susceptibles de tomate (Pradhanang et al.
2005).

Una amplia evidencia soporta la efectividad de acibenzolar-S-metyl en contra de una
gran variedad de hongos, bacterias y virus de solanaceas en experimentos realizados
en condiciones de campo (Abbasi et al., 2002). La actividad elicitora del acibenzolar-S-
metyl fue efectivo contra enfermedades foliares ocasionadas por bacterias. En una
serie de experimentos de campo en el este de los Estados Unidos, el acibensolar-S-
metyl aplicado a una dosis de 35 g i.a/ha cada 7 a 10 dias redujo la severidad de la
mancha bacteriana (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) y la peca bacteriana
(Pseudomonas syringae pv. tomato) en el follaje y los frutos de jitomate (Solanum
lycopersicon). El acibenzoalr-S-metyl fue efectivo especialmente para en el control de
epidemias de la peca y mancha bacteriana cuando predominan cepas resistentes al
cobre. Se observo que incrementa la expresion de los niveles de genes relacionados
con la patogenicidad, P4 (equivalente al PR-1 del tabaco y A. thaliana) extendiendo los

resultados que se realizaron en el laboratorio al campo. (Thaler et al., 1999).
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1.3.8. Potencial

El cancer bacteriano es una enfermedad que al ser transmitida por la semilla no se
puede detectar en las etapas tempranas del desarrollo de la enfermedad, al no mostrar
sintomas al inicio del crecimiento, sino cuando inicia la fructificacion. En esta etapa del
crecimiento la bacteria ya se ha establecido dentro de la planta y es dificil erradicarla.
Lo anterior hace necesario buscar estrategias que ayuden a prevenir el ataque de esta
bacteria en las primeras etapas de crecimiento del jitomate, o antes de la infeccion,
situacion que puede ser cubierta por la induccion de resistencia, ya sea con cepas de
Rhizobacterias Promotoras de Crecimiento de las Plantas que induzcan Resistencia
Sistémica Inducida, o con elicitores quimicos como el acibenzolar-S-metyl aplicados
durante el periodo de plantula para lograr que induzcan resistencia a temprana edad y
evitar que la bacteria penetre a las plantas o retrazar la colonizacién en el interior de
estas logrando que los tejidos se mantengan sanos sin alterar ninguna funcion

metabdlica o bioquimica en la planta.
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CAPITULO I

2.1. Alternativas para el manejo de Clavibacter michiganensis susp.

michiganensis

2.1.1. Introduccioén

Las plantas poseen un amplio rango de defensas que puede ser activado en respuesta
de patdégenos o parasitos. El tiempo de respuesta de esta defensa es critico y puede
ser la diferencia entre ser capaz de hacer frente 0 sucumbir a los retos de un patégeno
0 parasito. Los mecanismos de defensa pueden ser activados mediante compuestos
sintéticos (SAR) o microorganismos inoculados en las raices (ISR)

Existen algunos productos llamados “activadores de plantas” que inducen SAR en
plantas. Uno de estos compuestos es el acibenzolar-S-methyl (Actigar 50 WG,
Syngenta) el cual ha mostrado actividad contra algunas enfermedades bacterianas en
jitomate y el tizon del fuego del manzano (Abbasi et al., 2002). En jitomate, acibensolar-
S-metyl aplicado a una dosis de 35 g i.a’/ha cada 7 a 10 dias fue efectivo al reducir la
severidad la mancha bacteriana (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) y peca
bacteriana (Pseudomonas syringae pv. tomato) en el follaje y frutos de jitomate
(Solanum lycopersicon). Efectivo especialmente para controlar epidemias de la pecay
mancha bacteriana cuando predominan cepas resistentes al cobre ademas incrementa
la expresion de los niveles de genes relacionados con la patogenicidad como el P4
(equivalente al PR-1 del tabaco y A. thaliana) (Thaler et al., 1999). También, hay
evidencia de que la aplicaciébn de acibenzolar-S-methyl reduce la incidencia de la

marchitez bacteriana en cultivares susceptibles de tomate (Pradhanang et al. 2005).

B. subtilis ha sido ampliamente investigado debido a su alta capacidad de inhibicion de
fitopatégenos (ISR). Investigaciones conducidas por el grupo del Dr. Paul Backman
sobre el tratamiento bacteriano de semillas de cacahuate, fueron fundamentales en el

desarrollo del primer producto a base de una bacteria supresora de enfermedades en
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los E.U. El producto que contiene a B. subtilis, fue registrado en 1988 por Gustafson
Inc., como “Quantum 400" y “Kodiak”. Las bacterias colonizan el sistema radicular de la
semilla recién emergida, compitiendo con los microorganismos, principalmente hongos
fitopatdgenos que atacan a las raices. Conforme la raiz se desarrolla y madura, el
bacilo se distribuye con ésta. En 1990 habia mas de 4 millones de hectareas de
algodon tratadas con este producto. Actualmente existen otros productos comerciales a
base de esta especie que son utilizados en el control de bacterias y hongos en los
cultivos de papa, maiz, legumbres y plantas de ornato (Lara, 2000). El tratamiento con
B. subtilis en plantulas de chicharo incrementé la cantidad de PAL (fenil alanina amonio

liasa) y la actividad de la peroxidasa (Podile y Laxmi, 1998).

El cancer bacteriano se ha convertido en un problema serio en las regiones donde se
cultiva jitomate debido a que merma la produccién y la calidad de los frutos ademas de
gue acorta los ciclos de cultivo al devastar los cultivos cuando encuentra las
condiciones favorables. En promedio puede ocasionar pérdidas que van desde el 80 al
100%, pero en invernaderos puede acabar con el cultivo en cuestion de dias. En
campo abierto las condiciones son distintas pero cuando se encuentran con los
factores que la favorecen puede terminar con parcelas en cuestion de semanas (EPPO,
2010).

Debido a su importancia se han buscado diferentes métodos para su control, desde los
preventivos hasta los curativos. El uso de antibiéticos no han mostrado buena eficiencia
en el control de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis y solo han ayudado a
prevenir o retardar el periodo de aparicion de los sintomas. Ademas la aplicacion de
antibidticos en jitomate se encuentra restringida y los productos no pueden ser
exportados. Otras medidas de control incluyen la desinfeccion de la semilla.
Actualmente se requieren medidas de control que sean compatibles con el ambiente y
gue permitan obtener productos inocuos. En el presente trabajo se plantea hacer
tratamientos preventivo para activar los mecanismos de resistencia de la planta con la
finalidad de reducir los dafios ocasionados por Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis con los siguientes objetivos:
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/7
A X4

/7
A X4

2.1.2.

R/
A X4

2.1.3.

Evaluar el efecto de la resistencia sistémica inducida y adquirida como estrategia

para el control de Clavibacter michiganensis subs. michiganensis.

Evaluar la nutricibn de la planta y relacionarla con el ciclo del cultivo y la

enfermedad.

Hipotesis

La resistencia sistémica inducida por Rhizobacterias Promotoras del Crecimiento
de las Plantas y la resistencia sistémica adquirida (por productos sintéticos)

reduce la concentracién de Clavibacter michiganensis subs. michiganensis.

La variacion de la concentracién de nutrimentos durante el ciclo de la planta esta

relacionada con la expresion de sintomas de la bacteria en jitomate.

Materiales y métodos

Se utilizaron plantas de jitomate un mes de edad de la variedad Dundee, que fueron

proporcionadas por la empresa de invernaderos San José y su Agricultura S.A. de C.V.

las cuales llegaron en contenedores de lana de roca de 10 x 10 cm. Las plantulas

fueron regadas por una semana con agua purificada. Posteriormente se pasaron a

contenedores de unicel de 1 litro de capacidad con sustrato esteril Peat-most (Turba

negra) donde se colocé una planta por contenedor. En el cuadro 1 se muestra los

tratamientos aplicados, las dosis utilizadas comercialmente y la forma de aplicacion. En

el cuadro 2 se indican los ingredientes activos de cada producto utilizado, la compafiia

gue lo produce y el pais de origen.
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Cuadro 1. Tratamientos para el

michiganensis.

manejo de Clavibacter

michiganensis subs.

Tratamiento Producto Dosis Modo de
aplicacion
1 Bacillus 1 5ml/L Raiz
2 Bacillus 2 5ml/L Raiz
3 Bacillus 3 5ml/L Raiz
4 Bacillus 1 x Bacillus 2 5ml/L + 5ml/L Raiz
5 Bacillus 1 x Bacillus 3 5ml/L + 5ml/L Raiz
6 Bacillus 2 x Bacillus 3 5ml/L + 5ml/L Raiz
7 Bacillus 1 x Bacillus 2 x 5ml/L + 5ml/L + 5ml/L Raiz
Bacillus 3
8 Biobacter 325ml/ha Raiz
9 Best ultra R 2ml/L Raiz
10 Best ultra F 1ml/L Follaje
11 Oxidate 1ml/L Follaje
12 Bela Plus 500mI/100L Follaje
13 Activar 56mg/L Follaje
14 Control no inoculado 250 ml Agua destilada Follaje
15 Control inoculado 1 x 108 UFC de CmsubspriollajeFollaje
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Cuadro 2. Ingrediente activo de los productos aplicados

Productos a utilizar Compafiia Pais
Bacillus Cepa 1 (C1) o
Bacillus subtilis CINVESTAV. Mexico
Bacillus Cepa 2 (C2) CINVESTAV  México
Bacullis subtilis

Bacillus Cepa 3 (C3) o
Bacillus subtilis CINVESTAV - Mexico
Biobacter

Aceite de lipidos graveoles 5.00%, extracto de

semillas de Citrus paradisiaca 1.00%, extracto de

Equinacea angustifolia 5.00%, extracto de Mimosa Green Corp. México
tenuiflora 30.00%, Salicilato de Potasio, Acidos

Grasos Omega 3, Chitosan hidrolizado, Sorbato de

potasio.

Best Ultra R

Esporas de Bacillus subtilis (1x10® UFC/mI) 30.00%

Metabolitos de fermentacion de hongos benéficos Green Corp. México
multiples, flora microbiana benéfica de lixiviacion de

materia organica animal y vegetal, Azotobacter spp.

Chitosan hidrolizado.

Best Ultra F

Bacillus subtilis (1x108 UFC/ml) 40.00%, Bacillus

liqueniforme (1x105 UFC/ml) 10.00%, Lactobacilo

(1x105 UFC/ml) 5.00%, Pseudomonas spp. Green Corp. México

35



(1x105UFC/ml) 10.00%, Azotobacter spp. (1x105
UFC/ml) 10.00%

Oxidate

Di6xido Hidrogeno 270 g.i.a.L™ Dupocsa Ecuador

Bela Plus .
. Intrakam México
Extracto de gobernadora (Larrea tridentata)

231 g.ial?

Actigar
) Syngenta Holanda
(azibensolar-S-metyl)

Cuadro 3. Formula de fertilizacion utilizada a nivel comercial en invernaderos de alta

tecnologia.

Fertilizante Cantidad Cantidad de agua
Acido fosférico 100 ml Para 1000 Litros de
Sulfato de potasio 1000 g agua.

Sulfato de magnesio 1230 g

Nitrato de potasio 7509

Nitrato de calcio 2600 g

Sulfato ferroso 509

Sulfato de manganeso 50

Sulfato de zinc 29

Sulfato de cobre 29

Borax 10g
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De plantas de jitomate del estado de Morelos que presentaban los sintomas de
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis se aisl6 la bacteria en medio selectivo
YDC (Extracto de levadura dextrosa CaCOg3 (Cuadro 4).

Cuadro 4. Medio de cultivo utilizado para el aislamiento, purificacion e incremento de

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.

Reactivo Cantidad para 1 Litro.
Extracto de levadura 10.0g¢
Dextrosa (Glucosa) 20.0¢
Carbonato de calcio 20049
Agar 1509

Las colonias amarillo palido fueron purificadas por la técnica de estria cruzada en cajas
Petri que contenian mas medio de cultivo. Colonias puras fueron utilizadas para la
identificacion. Dos pruebas clave fueron utilizadas para la identificacion: la tincién de
Gram y una prueba serolégica utilizando inmunotiras. Las colonias que fueron positivas
a estas dos pruebas se fueron identificadas bioquimicamente (Schaad, et al. 2001). La

cepa identificada fue conservada mediante re-siembras a intervalos semanales.

2.1.4. Inoculaciéon

La cepa purificada e identificada fue incrementada (durante 24 horas a temperatura
ambiente) en medio de cultivo YDC. Las colonias obtenidas en cajas Petri fueron
suspendidas en agua esterilizada. La concentracion deseada ( 1.2 x 107 a 2.6 x 108
ufc/ml) se midio mediante el método de refractancia a 590nm en un espectrofotémetro
(Pradhanang, 2005) diluyendo con agua destilada esterilizada la concentracion inicial.
La suspension se dejo reposar por media hora, para posteriormente inocularla, esta
actividad se realiz6 con la ayuda de atomizadores con capacidad para 250ml (Figura
1). Se utilizé una aguja de diseccidn recta flameada para provocar una herida en el tallo
a la altura de la 3 hoja e inmediatamente después se asperjo 5 veces el indculo

procurando que la herida fuera cubierta con la aspersion. La inoculacion se realizé por
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la tarde cuando la temperatura del ambiente ya habia disminuido, al término de la
inoculacién se rego el piso para incrementar la humedad relativa y se cerro el
invernadero para que durante la noche existieran condiciones favorables para la
penetracion e infeccién de la bacteria. Los testigos fueron inoculados solo con agua

destilada esterilizada.

Figura 1. Inoculacion de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis mediante
puncion a la altura de la tercera hoja verdadera y aspersion de una suspension

bacteriana de 1x108 ufc/ml.

2.1.5. Variables evaluadas

Las variables evaluadas en este primer experimento fueron: altura (semanalmente con
regla de un metro de longitud, tomada de la base del tallo hacia la hoja mas joven),
concentracion de nutrientes en la planta (ion amonio NH, y ion potasio K), peso fresco
de la planta (al final del experimento, Figura 2), peso seco (las plantas fueron secadas
en el invernadero por 20 dias). En el nivel de la enfermedad se evalu6 indirectamente
al cuantificar el nimero de colonias en el tejido vegetal bajo los diferentes tratamientos.
Para ello, se tomaron fragmentos de tallo de la planta a la altura en donde se inoculo
de un tamafio de 3 centimetros de longitud, se colocaron en agua destilada esterilizada

y se maceraron con la ayuda de un mortero para después tomar 100 microlitros y
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sembrarlos en medio de cultivo YDC. El numero de colonias fue cuantificado 48 horas
después de incubacion a temperatura ambiente. Ademas se verifico que la causa de la
marchitez no fuera algun hongo de la raiz. El color amarillo y Gram positivas fueron

caracteristicas utiles para el caso de Clavibacter.

Figura 2. Plantas de jitomate recién cortadas al final del experimento para la evaluacion
del peso fresco.

La cantidad de nutrientes se evaluaron con un electrodo para ion especifico (Figura 3)
previamente calibrado de acuerdo a las especificaciones del productor (Mettler, Toledo,
USA). Se colecto la hoja mas madura de la planta que fueron pesadas. Las hojas
fueron colocadas en una bolsa de polietileno con agua destilada (5 veces el peso).
Después de macerar el tejido con el mortero, se colocaron los electrodos dentro de la
suspensioén para cuantificar el amonio y potasio en partes por millon. Después de cada
muestra, los electrodos se lavan con agua destilada.
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Figura 3. lonometro con electrodos para la evaluacibn de amonio y potasio en la

suspension de tejido macerado de las plantas de jitomate durante el experimento.

2.1.6. Disefio experimental y andlisis estadistico

Para el ordenamiento de los tratamientos se utilizé un disefio experimental factorial y el
andlisis estadistico se realiz6 con el paquete estadistico SAS (ver. 8.0). La
comparacién de medias se realizé6 mediante la prueba LSD con un nivel de significancia
de 0.05.

2.1.7. Resultados

La primera toma de datos de altura de las plantas fue el 16 de Marzo de 2007 cuando
la planta ya 4 hojas verdaderas. En la primera lectura, las plantas tratadas con la
mezcla de Bacillus subtilis cepa 1 (C1) y la cepa 2 (C2) presentaron la mayor altura
(50.63 cm), seguidas por el control inoculado (49. 72 cm), y Bacillus subtilis (C2 49.03).
Siete dias después (23 de Marzo de 2007), se observé que el crecimiento fue uniforme
(sin diferencias estadisticas) oscilando entre 54 a 58 centimetros. Durante la tercera
evaluaciéon (30 de Marzo de 2007), las plantas tratadas con di6xido de hidrogeno
(Oxidate) tenian la mayor altura (77,39 cm) seguido de Bacillus subtilis cepa 1y 2
(75.92cm). En la cuarta evaluacién (06 de Abril de 2007), el dioxido de hidrogeno
mantuvo las plantas con mayor altura (96.23cm), Biobacter (94.62). En la quinta

evaluacion (13 de Abril de 2007), las plantas tratadas con Biobacter presentaron la
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mayor altura (103.53 cm), seguidas de las tratadas con diéxido de hidrogeno
(103.09cm). En la sexta y ultima evaluacion (4 de Mayo de 2007) las plantas tratadas
con Biobacter tenian la mayor altura (121.0 cm), seguidas de las tratadas con la mezcla
de Bacillus subtilis cepa 1 y 3 (118.27 cm) y Best Ultra F con 96.71 centimetros
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Efecto de los tratamientos en la altura (cm) de plantas de jitomate a partir de
la primera semana después de la aplicacion (dda).

Tratamiento lsemana 2semana 3semana 4semana 5semana 6 semana
dda dda dda dda dda dda
Aceite de lipidos graveoles 5.00%, Extracto 46.77 ab 57.2a 75.91 ab 94.62 ab 103.53 a 121.00 a

de semillas de Citrus paradisiaca 1.00%,
Extracto de Equinacea angustifolia 5.00%,
Extracto de Mimosa tenuiflora 30.00%,
Salicilato de Potasio, Acidos Grasos
Omega 3, Chitosan hidrolizado, Sorbato de
potasio (Biobacter).

Acibensolar-S-metyl (ctigar) 49.01 ab 57.84 a 75.83 ab 93.83 ab 101.12 ab 111.45 abc

Bacillus subtilis (1x108 UFC/ml) 40.00%, 47.95ab 57.18 a 72.97 ab 88.77 ab 95.74 be 96.71 ¢
Bacillus liqueniforme (1x105 UFC/ml)

10.00%, Lactobacilo (1x105 UFC/ml) 5.00%,

Pseudomonas spp. (1x105UFC/ml) 10.00%,

Azotobacter spp. (1x105 UFC/ml) 10.00%.

(Best Ultra F)

Bacillus subtilis (Bacillus C1) 47.97 ab 56.29 a 72.65 ab 89.02 ab 99.19 abc 116.07 ab

Bacillus subtilis (Bacillus C1) x Bacillus 44.24 b 54.86 a 75.91 ab 91.96 ab 97.54abc  110.86 abc
subtilis (Bacillus C2)

Bacillus subtilis (Bacillus C1) x Bacillus  46.99 ab 55.74 a 74.63 ab 93.53ab  101.66ab 11046 abc
subtilis (Bacillus C2) x Bacillus subtilis

(Bacillus C3)

Bacillus subtilis (Bacillus C1) x Bacillus 50.63 a 58.97 a 73.41 ab 92.86 ab 102.1 ab 118.27 a

subtilis (Bacillus C3)

Bacillus subtilis (Bacillus C2) 49.03 ab 57.2a 74.72 ab 92.24 ab 97.47 abc 106.62abc

Bacillus subtilis (Bacillus C2) x Bacillus 48.74 ab 58.3a 74.62 ab 90.95 ab 100.97abc  109.78 abc

subtilis (Bacillus C3)

Bacillus subtilis (Bacillus C3) 49.01 ab 57.1a 75.53 ab 93.96 ab 101.22 ab 113.63 ab

Control inoculado 49.72 a 57.38a 75.79 ab 94.21 ab 99.417 106.86 abc
abc

Control no inoculado 48.35 ab 54.84 a 71.04b 87.24b 95.63 bc 114.95 ab

Esporas de Bacillus subtilis (1x108 47.24 ab 549 a 71.35b 87.81b 93.57 ¢ 100.41 be

UFC/ml) 30.00%, Metabolitos de
fermentacién de hongos benéficos
multiples, Flora microbiana benéfica de
lixiviacién de materia organica animal y
vegetal, Azotobacter spp. Chitosan
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hidrolizado (Best ultra R)

Extracto de gobernadora (Larrea  46.75 ab 54.05 a 71.07b 88.1b 99.13 abc 113.61 ab
tridentata) (Bela Plus)

Dioxido de hidrégeno (Oxidate) 48.281 ab 58.55 a 77.39 a 96.23 a 103.09 ab 113.04 abc

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales.

La concentracion de potasio en las plantas de jitomate tratadas se presenta en el
cuadro 6. Durante la primera evaluacion (16 de marzo de 2007) las plantas tratadas
con la mezcla de Bacillus subtilis cepa 1 x 3 tenian la concentracion mas alta de potasio
(7534 ppm) seguidas de las tratadas con Bacillus subtilis cepa 3 (7235 ppm). En la
segunda evaluaciéon (23 de marzo de 2007), las plantas tratadas con la mezcla de
Bacillus subtilis cepa 1 x 3 presentaban la mayor concentracion de potasio (7551 ppm),
seguida de Biobacter (7464 ppm) y acibensolar-S-metyl (7447 ppm). En la tercera y
cuarta evaluacién (30 de marzo de 2007 y 6 de abril de 2007) se observé una
disminucién la concentracién de potasio en todas las plantas (floracion-fructificacion)
sin diferencias estadisticas entre los tratamientos. En la evaluacién final (13 de abril de
2007), a pesar de que existi6 un incremento en la concentracion de potasio, no se
alcanzaron los niveles detectados al inicio del experimento. Las plantas tratadas con
Bacillus sutilis cepa 1 x 2 presentaban la mayor concentracion (3120.6 ppm).

Cuadro 6. Efecto de los tratamientos en la concentracion de potasio (ppm) en plantas

de jitomate a partir de la primera semana después de la aplicacion (dda).

Tratamiento 1 semana 2 semana 3 semana 4semana 5semana
dda dda dda dda dda
Aceite de lipidos graveoles 5.00%, Extracto de 5716 abc 7464 ab 2025.6 a 2362.2 a 2698.8 ab

semillas de Citrus paradisiaca 1.00%, Extracto de
Equinacea angustifolia 5.00%, Extracto de Mimosa
tenuiflora 30.00%, Salicilato de Potasio, Acidos
Grasos Omega 3, Chitosan hidrolizado, Sorbato de
potasio (Biobacter)

Acibensolar-S-metyl (Actigar) 4817 ¢ 7447 ab 1758.4 a 2045 a 23316 b

Bacillus subtilis (1x108 UFC/ml) 40.00%, Bacillus 5187 be 6268 ab 1761.5a 2155.6 a 2549.6 ab
liqueniforme (1x105 UFC/ml) 10.00%, Lactobacilo

(1x105 UFC/ml)  5.00%, Pseudomonas  spp.

(1x105UFC/ml) 10.00%, Azotobacter spp. (1x105

UFC/ml) 10.00%. (Best Ultra F)
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Bacillus subtilis (Bacillus C1) 5367 bc 6774 ab 1826.2 a 21989 a 2571.7 ab

Bacillus subtilis (Bacillus C1) x Bacillus subtilis 5280 bc 6910 ab 1822.2 a 24714 a 3120.6 a
(Bacillus C2)

Bacillus subtilis (Bacillus C1) x Bacillus subtilis 5865 abc 7366 ab 2104.4 a 2375.3a 2646.2 ab
(Bacillus C2) x Bacillus subtilis (Bacillus C3)

Bacillus subtilis (Bacillus C1) x Bacillus subtilis 7534 a 7551 a 1944.6 a 2437 a 2929.3 ab
(Bacillus C3)

Bacillus subtilis (Bacillus C2) 6117 abc 5876 ab 1750.2 a 2103.6 a 2457.0 ab
Bacillus subtilis (Bacillus C2) x Bacillus subtilis 5066 ¢ 6288 ab 17134 a 2045.8 a 2378.3b
(Bacillus C3)

Bacillus subtilis (Bacillus C3) 7235 ab 5387 b 20479 a 2297.8 a 2547.6 ab
Control inoculado 5720 abc 6060 ab 1662.4 a 2040.3 a 2418.2 b
Control no inoculado 6315 abc 6225 ab 1953.0a 2256.5 a 2560.0 ab
Esporas de Bacillus subtilis (1x108 UFC/ml) 30.00%, 5021 c 5840 ab 1469.4 a 1895.6 a 2321.8b

Metabolitos de fermentacién de hongos benéficos
multiples, Flora microbiana benéfica de lixiviacién de
materia organica animal y vegetal, Azotobacter spp.
Chitosan hidrolizado (Best ultra R)

Extracto de gobernadora (Larrea tridentata) (Bela 6583 abc 7246 ab 1958.8 a 2331.1a 2703.4 ab
Plus)
Di6xido de hidrogeno (Oxidate) 4880 ¢ 5442 ab 2315.0 a 2384.5a 2453.4 ab

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales.

En la primera evaluacion, la concentracion de amonio (cuadro 7) fue mayor en las
plantas tratadas con Bacillus subtilis cepa 1 y 3 (74.43 ppm), seguido del tratamiento
con Bacillus subtilis cepa 3 (73.40 ppm). En la segunda evaluacion no se detectaron
diferencias significativas en la concentracion de amonio de las plantas tratadas con los
diferentes compuestos. En la tercera evaluacion las plantas tratadas con la mezcla
Bacillus subtilis cepas 1 x 2 x 3 presentaron la mayor concentracién de este nutrimento
(336.8 ppm), seguidas de las plantas tratadas con Bacillus subtilis cepa 3 (326.48
ppm). En la cuarta evaluacion (6 de Abril de 2007), las plantas tratadas con la mezcla
de Bacillus sutilis cepa 1 x 2 presentaron la mayor concentracion de amonio (360.64
ppm), seguida de las plantas tratadas con la mezcla de Bacillus subtilis cepa 1 x 3
(345.44 ppm). En la dltima evaluacion (13 de abril) las plantas tratadas con la mezcla
de Bacillus subtilis cepa 1 x 2 presentaron 434.12 ppm seguidas de las plantas

inoculadas con la mezcla de Bacillus subtilis cepa 1 x 3 (405.49 ppm). Los tratamientos
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con menor concentraciéon de amonio fueron Best ultra R (277.54 ppm) y la cepa 2 de

Bacillus subtilis con 270.35 ppm.

Cuadro 7. Efecto de los tratamientos en la concentracion de amonio (ppm) en plantas

de jitomate a partir de la primera semana después de la aplicacion (dda).

Tratamiento lsemana 2semana 3 semana 4semana 5 semana
dda dda dda dda Dda

Aceite de lipidos graveoles 5.00%, Extracto de

semillas de Citrus paradisiaca 1.00%, Extracto

de Equinacea angustifolia 5.00%, Extracto de

Mimosa tenuiflora 30.00%, Salicilato de 56.44 c 303.97 a 303.85 abc 322.24ba  340.63 ba

Potasio, Acidos Grasos Omega 3, Chitosan

hidrolizado, Sorbato de potasio (Biobacter).

Acibensolar-S-metyl (actigar) 49.82 ¢ 307.82 a 271.32 abc 277 ba 282.67 b

Bacillus subtilis (1x108 UFC/ml) 40.00%,

Bacillus liqueniforme (1x105 UFC/ml) 10.00%,

Lactobacilo (1x105 UFC/ml) 5.00%,

Pseudomonas spp. (1x105UFC/ml) 10.00%, 52.58 ¢ 268.97 a 271.69 abc 289.55 ba 307.4 ba

Azotobacter spp. (1x105 UFC/ml) 10.00%.(Best

Ultra F)

Bacillus subtilis (Bacillus C1) 56.36 ¢ 280.22 a 258.91 abc 314.03ba  369.16 ba

Bacillus subtilis (Bacillus C1) x Bacillus 54.85c¢c 290.26 a 287.14 abc 360.64 a 434.14 a

subtilis (Bacillus C2)

Bacillus subtilis (Bacillus C1) x Bacillus 58.91 abc 301.70 a 336.8a 34499 ba 353.18 ba

subtilis (Bacillus C2) x Bacillus subtilis

(Bacillus C3)

Bacillus subtilis (Bacillus C1) x Bacillus 74.43 a 304.57 a 285.4 abc 345.44 ba  405.49 ba

subtilis (Bacillus C3)

Bacillus subtilis (Bacillus C2) 57.91 bc 241.40 a 303.52 abc 286.93 ba 270.35b

Bacillus subtilis (Bacillus C2) x Bacillus 55.56 ¢ 260.15 a 2315c 265.88 ba  300.26 ba

subtilis (Bacillus C3)

Bacillus subtilis (Bacillus C3) 73.40 abc 269.45 a 326.48 ba 326.88ba 327.28 ba

Control inoculado 54.47 c 244.58 a 233.81 bc 261.52 ba 289.22 b

Control no inoculado 63.32 abc 283.73 a 283.1 abc 306.82 ba  330.54 ba

Esporas de Bacillus subtilis (1x108 UFC/ml)

30.00%, Metabolitos de fermentacion

dehongos benéficos multiples, Flora

microbiana benéfica de lixiviacion de materia 52.17c 259.19 a 236.71 bc 257.12b 27754 b

organica animal y vegetal, Azotobacter spp.

Chitosan hidrolizado (Best ultra R)

Extracto de gobernadora (Larrea tridentata) 52.23¢c 300.07 a 307.39 abc 327.28 ba  347.17 ba

(Bela Plus)

Dioxido de hidrogeno (Oxidate) 51.85¢ 249.97 a 262.48 abc 289.04 ba 315.6 ba

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales.
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El peso fresco se evaluo al final del experimento (cuadro 8). Las plantas tratadas con la
cepa 2 de Bacillus subtilis presentaban el mayor peso fresco (351.54 gramos),
seguidas de las plantas tratadas con la mezcla de Bacillus subtilis cepa 2 x 3 (346.26
gramos) y Acibenzolar-S-metyl (342.82 gramos). Los tratamientos que obtuvieron el
menor peso fueron la mezcla de Bacillus subtilis cepa 1 x 2 con 283.38 gramos y la
cepa 1 de Bacillus subtilis con 276.5 gramos. Por otro lado, las plantas tratadas con
diéxido de hidrogeno (Oxidate) presentaban el mayor peso seco (89.94 gramos),
seguidas de las plantas control inoculadas (89.12 gramos). Las plantas con menor peso
seco fueron las tratadas con acibenzolar-S-metyl (59.29q) y las tratadas con la mezcla
de Bacillus subtilis cepa 1x2x3 (58.909).

Cuadro 8. Efecto de los tratamientos en el peso fresco y peso seco (g) de plantas de

jitomate al final del experimento.

Tratamiento Peso fresco (g) Peso seco (g)

Aceite de lipidos graveoles 5.00%, Extracto de semillas de Citrus paradisiaca 1.00%, 283.6 ab 69.76 ab
Extracto de Equinacea angustifolia 5.00%, Extracto de Mimosa tenuiflora 30.00%,

Salicilato de Potasio, Acidos Grasos Omega 3, Chitosan hidrolizado, Sorbato de

potasio (Biobacter).

Acibensolar-S-metyl (actigar) 342.82 ab 59.28 ab
Bacillus subtilis (1x108 UFC/ml) 40.00%, Bacillus liqueniforme (1x105 UFC/mI) 10.00%, 284.88 ab 60.86 ab

Lactobacilo (1x105 UFC/ml) 5.00%, Pseudomonas spp. (1x105UFC/ml) 10.00%,
Azotobacter spp. (1x105 UFC/mI) 10.00%. (Best Ultra F)

Bacillus subtilis (Bacillus C1) 276.5 ab 66.00 ab
Bacillus subtilis (Bacillus C1) x Bacillus subtilis (Bacillus C2) 283.38 ab 66.26 ab
Bacillus subtilis (Bacillus C1) x Bacillus subtilis (Bacillus C2) x Bacillus subtilis 306.6 ab 58.90 ab
(Bacillus C3)

Bacillus subtilis (Bacillus C1) x Bacillus subtilis (Bacillus C3) 301.94 ab 66.72 ab
Bacillus subtilis (Bacillus C2) 35154 a 71.18 ab
Bacillus subtilis (Bacillus C2) x Bacillus subtilis (Bacillus C3) 346.26 ab 76.62 ab
Bacillus subtilis (Bacillus C3) 303.28 ab 66.92 ab
Control inoculado 325.62 ab 89.12 a
Control no inoculado 315.62 ab 79.18 ab
Esporas de Bacillus subtilis (1x108 UFC/ml) 30.00%, Metabolitos de fermentacion de 340.68 ab 69.68 ab

hongos benéficos multiples, Flora microbiana benéfica de lixiviacion de materia
orgéanica animal y vegetal, Azotobacter spp. Chitosan hidrolizado (Best ultra R)

Extracto de gobernadora (Larrea tridentata) (Bela Plus) 317.1 ab 69.76 ab
Dioxido de hidrogeno (Oxidate) 342.76 ab 89.94 a
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* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales.

El cuadro 9 muestra el efecto de los tratamientos sobre la cantidad de colonias en
tejido vegetal. La menor cantidad de unidades formadoras de colonia de Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis en tejido vegetal se observd en las plantas
tratadas con acibenzolar-S-metyl (0.0 ufc/ml), control no inoculado (0.0 ufc/ml), cepa 3
de Bacillus subtilis (0.0 ufc/ml) y la mezcla de la cepa 2 y cepa 3 (0.0 ufc/ml). En
contraste, las plantas que mayor cantidad de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis fueron la tratadas con Bacillus subtilis cepa 1 x 2 x 3 (0.8 ufc/ml) y
Bacillus subtilis cepa 1 x 3 (0.4 ufc/ml).

Cuadro 9. Efecto de los tratamientos la concentracion de Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis en tejido vegetal.

Tratamiento Concentracion
(UFC/ml)*q

Aceite de lipidos graveoles 5.00%, Extracto de semillas de Citrus paradisiaca 1.00%, Extracto de
Equinacea angustifolia 5.00%, Extracto de Mimosa tenuiflora 30.00%, Salicilato de Potasio, Acidos

Grasos Omega 3, Chitosan hidrolizado, Sorbato de potasio (Biobacter). 02b
Acibensolar-S-metyl (actigar) 0.0b
Bacillus subtilis (1x108 UFC/ml) 40.00%, Bacillus liqueniforme (1x105 UFC/mI) 10.00%, Lactobacilo

(1x105 UFC/ml) 5.00%, Pseudomonas spp. (1x105UFC/ml) 10.00%, Azotobacter spp. (1x105 UFC/ml) 02b
10.00%. (Best Ultra F) '
Bacillus subtilis (Bacillus C1) 02b
Bacillus subtilis (Bacillus C1) x Bacillus subtilis (Bacillus C2) 0.2 b
Bacillus subtilis (Bacillus C1) x Bacillus subtilis (Bacillus C2) x Bacillus subtilis (Bacillus C3) 0.8a
Bacillus subtilis (Bacillus C1) x Bacillus subtilis (Bacillus C3) 0.4 ab
Bacillus subtilis (Bacillus C2) 02b
Bacillus subtilis (Bacillus C2) x Bacillus subtilis (Bacillus C3) 0.0b
Bacillus subtilis (Bacillus C3) 0.0b
Control inoculado 02b
Control no inoculado 0.0b
Esporas de Bacillus subtilis (1x108 UFC/ml) 30.00%, Metabolitos de fermentaciéon de hongos benéficos

multiples, Flora microbiana benéfica de lixiviacion de materia organica animal y vegetal, Azotobacter 02b
spp. Chitosan hidrolizado (Best ultra R) )
Extracto de gobernadora (Larrea tridentata) (Bela Plus) 02b
Di6xido de hidrogeno (Oxidate) 0.2b
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* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales. { Los datos se trasformaron

a logaritmo.

2.1.8. Discusion

En promedio, la altura de las plantas tratadas con Biobacter fue la mayor. Este
tratamiento fue aplicado a la raiz y es considerado como inductor de resistencia
sistémica. Los resultados muestran un incremento en la altura de la planta, lo cual
coincide con lo reportado por Vallad y Goodman (2004), quienes mencionan que
algunos inductores de resistencia no solo pueden activar mecanismos de defensa sino
gue también promueven un efecto favorable en calidad y rendimiento de los frutos. Otro
ejemplo es el de Bacillus subtilis cepa 1 x 3, una rizobacteria que ha sido reportada
como promotora del crecimiento (van Loon et al. 1998), posiblemente debido a que
tienen la capacidad de ayudar a las plantas a asimilar los nutrimentos mas facilmente,
ademas de que liberan sustancias reguladoras de crecimiento que favorecen el

desarrollo de las plantas.
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Figura 4. Efecto de los tratamientos la altura promedio de plantas de jitomate.

En lo que respecta a la concentracion de amonio y potasio en la planta se observaron

en la primera lectura valores entre los 50 y 85 partes por millén (amonio) y entre 5000 y
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7500 ppm (potasio). Una semana después el amonio aumento hasta 250 a 300 ppm,
pero el potasio se mantuvo constante. Doce semanas después (tercera evaluacion), el
amonio continuo incrementandose, mientras el potasio disminuye (1500 y 2000 ppm).
Este decremento en los niveles de potasio coincide con la aparicién de los primeros
frutos. Uno de los roles esenciales del potasio se encuentran en la sintesis de
proteinas, los procesos fotosintéticos y el trasporte de azlcares de las hojas a los
frutos. Un buen suministro de potasio sustentara, por consiguiente, desde el principio
de la funcién de la hoja en el crecimiento de la fruta y contribuird al efecto positivo del
potasio en el rendimiento y en el alto contenido de soélidos solubles en el fruto al
momento de la cosecha. Aproximadamente entre el 60 y 66% de potasio absorbido por

la planta se encuentra en la fruta (Voogt, 2002).

En lo que respecta a la toma de datos de las concentracion de nutrientes en la planta
se observo un efecto importante, en las primera toma de las lecturas de los
concentracion de los elementos en las plantas en el caso del amonio oscilaron entre los
50 y 85 partes por millébn y en el caso del Potasio entre los 5000 y 7500 ppm, pero en la
segunda toma de datos, el amonio aumento considerablemente hasta los rangos de
250 a 300 ppm vy el potasio se mantuvo constante, pero en la tercera evaluacion hubo
un cambio muy drastico, mientras que el amonio continuo incrementandose, el potasio
bajo considerablemente como se muestra en la Figura 9 y 10 donde el potasio una
fecha anterior se encontraron concentraciones entre 5000 y 7500 ppm y en la tercera
evaluacion solo entre 1500 y 2000 ppm, este decremento en los niveles de potasio
coincide con la aparicion de los primeros frutos, los roles esenciales del potasio se
encuentran en la sintesis de proteinas, los procesos fotosintéticos y el trasporte de
azucares de las hojas a las frutas. Un buen suministro de potasio sustentara, por
consiguiente, desde el principio de la funcién de la hoja en el crecimiento de la fruta y
contribuira al efecto positivo del potasio en el rendimiento y en el alto contenido de
sélidos solubles (mas azucares) en la fruta en el momento de la cosecha.
Aproximadamente entre el 60 y 66% de potasio absorbido por la planta, se encuentra
en la fruta (Voogt, 2002).
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Figura 5. Concentracibn de amonio y potasio (ppm) en plantas de jitomate con
diferentes tratamientos inductores de resistencia.

Sanchez (2008) menciona como la concentracidén ionica de nutrientes en la savia
informa sobre el ritmo de absorcién en el momento del muestreo, con la posibilidad de
mejorar la fertilizacion durante el mismo ciclo de cultivo. El mismo autor presenta los

rangos optimos en las diferentes etapas fenoldgicas de la planta (Cuadro 10).

Desafortunadamente no presenta los valores de nitrégeno cuantificado como amonio,
variable que fue cuantificada en esta investigacion. Sin embargo, los datos permiten
apreciar que las plantas de todos los tratamientos aumentaron la concentracion de
amonio conforme pasa el tiempo, lo que pudo aumentar la susceptibilidad a plagas y
enfermedades asi como permitir un mayor crecimiento, pues el nitrdgeno es uno de los
elementos que constituye aminoacidos, amidas, proteinas, &cidos nucleicos,
coenzimas, hexoaminas, etc. (Mengel y Kirkbi, 1987). En las plantas tratadas, la
concentracion del potasio presentd valores catalogados como exceso de acuerdo a
Sanchez (2008) en las dos primeras evaluaciones, y posteriormente la concentracion
decrecio por la formacion y llenado de frutos. Los frutos de jitomate en crecimiento
activo son los 6rganos mas demandantes de potasio con niveles de 70% a 80%
(Bungarin-Montoya et al, 2002). Las observaciones revelan que una de las formulas
comerciales de fertilizacion no es la adecuada para cubrir las demandas del cultivo,
resultando en niveles de potasio por debajo de los rangos 6ptimos (3500 — 5000 ppm).
El potasio es un catibn que esta involucrado en el mantenimiento del potencial
osmotico de la planta (turgencia de la célula), una implicacion de esto es el movimiento

del estoma, la apertura estomatica permite a las plantas intercambiar gas y agua con la
49



atmosfera. Esto permite a las plantas mantener un estado adecuado de hidratacion
bajo las condiciones de stress como salinidad o escasez de agua. El cultivo del jitomate
con alto contenido de potasio generalmente muestra una eficiencia mayor de uso de
agua, o0 sea, este consume relativa menos agua que cultivos deficientes de potasio
para producir la misma cantidad de biomasa (Bugarin-Montoya et al, 2002). La nutricion
de cultivos es quiza la principal herramienta para el manejo de cultivos de alto
rendimiento. Desafortunadamente se le ha dado poca importancia a la estrecha
relacion que existe entre nutricion y fitopatologia. Los resultados presenta evidencia de
que la aparicibn de sintomas de marchitez debido a la infeccion por Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis esta regulada por la concentracién de potasio en

la planta.

Cuadro 10. Rangos 6ptimos para el extracto celular de peciolo en jitomate (Sanchez,
2008).

Etapa fenoldgica N-NOs3 K
Concentracion (mgL™/ppm)
Vegetativa 500 - 800 3000 - 4000
Floracioén 400 - 800 3000 — 4000
ler cosecha — Ultima cosecha 400 — 800 3500 - 5000

Respecto a la concentracion de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en
tejido vegetal (cuadro 9), los resultados muestran que Bacillus subtilis 1 x 2 x 3
incrementa la cantidad de bacterias en el tejido. Vallad y Goodman (2002) mencionan
gue algunas rhizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR), activan
la ruta del &cido jasmonico y etileno, lo que hace que las plantas activen sus defensas
inhibiendo la severidad de los patogenos o reduciendo los dafios que ocasionan. A
pesar de que las plantas tratadas con las tres cepas de Bacillus tenian la mayor
cantidad de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, no mostraron efecto
negativo en el crecimiento, ni mostraron sintomas severos de marchitez o dafios en los
frutos (datos no presentados). El uso de inductores de resistencia sistémica adquirida

como acibenzolar-S-metyl parece ser una buena alternativa para reducir la poblacion
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de la bacteria patdgena en la planta. Sin embargo, mas experimentos son necesarios

para confirmar esta informacion asi como la evaluacion de la produccion.

2.1.9.

R/
L X4

Conclusiones

La resistencia sistémica inducida por Rhizobacterias Promotoras del Crecimiento
de las Plantas y la resistencia sistémica adquirida por productos sintéticos
reduce la concentracién de Clavibacter michiganensis subs. michiganensis en
tejido vegetal. Los mejores tratamientos fueron: acibenzolar-S-metyl, cepa 3 de

Bacillus subtilis y la mezcla de la cepa 2 y cepa 3.

La variacion de la concentracién de nutrimentos durante el ciclo de la planta esta
relacionada con la expresion de sintomas de la bacteria en jitomate. Al momento
de la aparicion de los sintomas de quemaduras de los bordes y marchitez, las
plantas presentaban un incremento en la concentracion de nitrégeno (como

amonio) y una baja en potasio.
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CAPITULO Il

3.1. Alternativas para el manejo de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis:

nutricion.

3.1.1. Introduccidn

Una de las principales enfermedades vasculares del jitomate es el cancer bacteriano
ocasionado por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. Esta enfermedad
causa graves dafios, en invernaderos se han reportado perdidas hasta del 70%, y
reduccion en el rendimiento de 20 al 30% (Rat et al. 1991). El cancer bacteriano fue
reportado por primera vez en 1992. Actualmente se puede encontrar en todas las
regiones en donde se cultive tomate. En México en el libro manejo fitosanitario de las
hortalizas en México (1998) fue reportada por el Dr. L. Fucikovsky, ademas se ha
reportado en Zacatecas, Querétaro, Sinaloa, Michoacéan, Morelos, Hidalgo, Guanajuato
y Estado de México (Tlapal, 2008; Ramirez et al. 2009).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis es una bacteria que se trasmite
principalmente por semillas. Los sintomas son poco probables que aparezcan antes de
la formaciéon de los frutos y existe evidencia de que este fendbmeno esté relacionado
con condiciones nutrimentales de la planta (Capitulo Il). esto dificulta el manejo de la
enfermedad debido a que no puede ser detectada en las primeras etapas e
implementar alguna estrategia de manejo para que la enfermedad no se disperse en
toda la parcela como ocurre cuando se realizan las labores culturales y de manejo de
cultivo (OEPP/EPPO, 2004).

El control quimico de la enfermedad ha resultado poco eficaz y los antibiéticos que
funcionan in vitro, aun no tienen registro para su uso en jitomate. Una de las estrategias
de manejo de la enfermedad y cultivo es la nutricién. La nutricion es un punto clave en

la produccion de cualquier tipo de cultivo ya que si se tiene una nutricion balanceada, la
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planta se desarrolla de forma correcta, expresando todas sus caracteristicas en calidad
y en rendimiento, ademas de que la hace menos susceptible a enfermedades, debido
gue la planta al no tener desbalances como deficiencias o excesos de los nutrimientos
le da menos oportunidad a que los organismos fitopatdgenos se establezcan en el

interior de las plantas (Huber and Graham, 1999).

El nitrdgeno es uno de los elementos que ha sido relacionado con las enfermedades de
las plantas y es también el elemento nutrimental aplicado en mayor cantidad y del que
se observan comunmente deficiencias en los cultivos. La asociacion del nitrégeno con
las enfermedades es a menudo basada en la observacion de los efectos después de la
aplicacion con fertilizantes nitrogenados. Una generalizacion comun es que el nitrégeno
tiende a incrementar las enfermedades, mientras que el potasio a decrecerlas y el
fosforo puede disparar una respuesta. Sin embargo, esta generalidad no toma en
cuenta los efectos de rangos de aplicacion (deficiencia, suficiencia o exceso), el tiempo
de aplicacion (estado de crecimiento de los cultivos o la actividad del patdgeno) la
forma del nitrégeno (NH4 o NO3), las condiciones del suelo y la interaccién con otros
elementos y factores (Huber and Thompson, 2007). Por ejemplo, las enfermedades del
jitomate causadas por los hongos como Sclerotinia sp. Sclerotium rolfsii y Fusarium
oxysporum disminuyen con la aplicacion de nitrégeno en forma de nitratos y un pH
alcalino y las causadas por Gloesporium phomoides, Virus X de la Papa, Ralstonia
solanacearum y Verticilium dahliae se reducen con aplicaciones de amonio y un pH
acido (Humber and Graham, 1999). La pudricion de raiz y corona (Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici y F. oxysporum f.sp. radicis-lycopersici) incrementan su severidad
cuando se incrementan las aplicaciones nitrogeno como amonio (Duffy and Defago,
1999).

Por otro lado, el contenido de fosforo en los tejidos y la aceleracion en la maduracion
de los tejidos puede aumentar o disminuir el desarrollo de las enfermedades. El acido
fosforoso (H3PO3) promueve el crecimiento de las plantas incluso en presencia de
patégenos (Rickard, 2000). En jitomate, la nutricién con fésforo tiene efecto negativo en

enfermedades ocasionadas por Alternaria solani y Septoria spp. En contraste, la
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aplicacidon de fosforo incrementa la severidad de la marchitez del tomate provocada por
Fusarium spp. Sin embargo, altos niveles de calcio y bajos de fésforo ayudan a reducir

la severidad de esta enfermedad (Waltz and Jones, 1973).

El potasio solo 0 en combinacion con otros nutrimentos como nitrégeno y fosforo altera
la severidad de las enfermedades de las plantas. Aunque no es posible generalizar
sobre el efecto del potasio en el desarrollo de la enfermedad en las plantas, este
nutriente ha sido reportado como un reductor de intensidad de muchas enfermedades.
Desafortunadamente, muchos investigadores no han considerado los efectos de
aniones asociados, el balance de nutrientes y el estatus de estos a fin de que el rol
definitivo del potasio sea determinado. Por ejemplo, es posible que exista una mayor
respuesta al potasio en plantas deficientes que en plantas que tienen cubiertas sus
necesidades nutrimentales o en plantas que tengan excesos de este nutriente mas alla
de los requeridos por la planta. En el caso de Alternaria solani, Pantoea herbicola,
Pectobacterium carotovora y Ralstonia solanacearum, se ha observado que las
enfermedades que ocasionan estos patdgenos decrecen con la aplicacién correcta de
potasio (Huber and Arny, 1995). Se ha observado que la aplicacibn de potasio
promueve un crecimiento normal en plantas de jitomate infectadas con Meloidogyne
incognita como resultado de una mayor disponibilidad y absorcién de nutrientes que
compensan los dafios del nematodo agallador, pero estas aplicaciones también acortan
el ciclo de vida y pueden favorecer el mantenimiento y la posterior acumulacién de las

poblaciones de nematodos (Oteifa, 1953).

En este capitulo se planted la combinacion de inductores de resistencia y nutricion para

el manejo de Clavibacter michiganensis subs. michiganensis con la siguiente hipotesis:

La combinacion de inductores de resistencia con un manejo de la nutricion reducen la

severidad de Clavibacter michiganensi subsp. michiganensis.
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3.1.2. Materiales y métodos

3.1.2.1. Aislamiento del patégeno

Fragmentos de hoja y tallo de plantas enfermas con sintomas de cancer bacteriano, se
maceraron en agua destilada esterilizada y se sembraron por la técnica de estria
cruzada medio de cultivo YDC (10g extracto de levadura; 20g dextrosa; 20g
CaCO0g3;15¢g agar; 1000ml agua destilada). Las cajas Petri se incubaron por 24-48h a

temperatura ambiente bajo luz artificial. Las colonias aisladas se separaron y

purificaron en otra caja con medio de cultivo (figura 1).

Figura 1. De izquierda a derecha: hojas con sintomas de Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis. Fragmentos de tallo que fueron utilizados para el aislamiento y
colonias tipicas del patbgeno después de 24-48 horas de incubacion a temperatura
ambiente.

3.1.2.2. Identificacién

La identidad de la bacteria fue verificada mediante la prueba rapida de Ryu (Figura 2) y
la técnica de RIPA o de inmunodeteccion en papel filtro (Figura 2). Esta método fue
desarrollado como una técnica de deteccion serolégica simple, rapida y de alta
sensibilidad para virus de plantas (Shohara, et al., 1999). En la técnica de RIPA se

utilizan anticuerpos especificos a determinados virus o bacterias fitopatdgenos unidos a
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particulas de latex blanco. Las particulas conjugadas (anticuerpo-latex blanco) se
inmovilizan como una linea solida cerca de la base de una tira de papel filtro. Este
extremo de la tira se sumerge por aproximadamente tres minutos en un extracto
vegetal (por lo general hojas infectadas por virus o bacterias en cuestion) mezclado con
anticuerpos conjugados con particulas de latex, coloreadas preferentemente rojo, por
ser mas facilmente visibles). Después de este periodo de tiempo, aparece una linea
coloreada en la linea que contiene los anticuerpos conjugados a las particulas de latex
blancos previamente inmovilizados en la tira de papel filtro (Shohara et al., 1999). Con
esta técnica es posible detectar hasta 5ng de particulas purificadas de Tobacco mosaic
tobamovirus (TMV) o 50ngml-1 de particulas purificadas de Cucumber mosaic
cucumovirus (CMV) (Tsuda, et al., 1992).

Figura 2. Pruebas clave utilizadas para la rapida identificacion de Clavibacter
michiganeis subsp. michiganensis a partir de tejido vegetal y bacterias puras en medio
de cultivo. De izquierda a derecha, ausencia de hilo mucilaginoso en una gota de KOH

3% y reaccion positiva de la técnica de RIPA.

3.1.2.3. Material vegetal

Se sembraron semillas de jitomate la variedad Dundee, en contenedores de unicel de
200 cavidades que contenian sustrato Peat most (Turba). Se depositdé una sola semilla
por cavidad y se taparon con la misma turba, se humedecieron y se cubrieron con una

bolsa negra de plastico por 6 dias hasta que germinaron. Una vez germinadas se
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trasladaron al invernaderos por 30 dias hasta que la plantula pudiera ser trasplantada

(figura 2).

o
[ [ ] e

incubacion bajo condiciones de invernadero por 30 dias.

3.1.2.4. Inoculaciéon

Las cepas aisladas e identificadas, se resembraron cada 7 dias hasta la inoculacion de
las plantas con un tamafio de 40 cm. Para preparar el inéculo, las cajas que contenian
la cepa bacteriana de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis se les agregé
agua destilada esteril y con la ayuda de un tubo de vidrio se desalojaron las cepas
bacterianas y se vaciaron en un recipiente que contenia palillos de madera (los cuales
se utilizaron para inocular a las plantas), los cuales se dejaron dentro de la suspension
con la bacteria durante una hora para asegurar que el inoculo se adsorbieran en los

palillos de madera (Figura 4).

Figura 4. Material utilizado para la preparacion del inéculo. De izquierda a derecha, caja

con medio de cultivo, agua destilada esterilizada y palillos en la suspension bacteriana.
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De la suspension bacteriana donde se sumergieron los palillos se obtuvo un mililitro
gue fue depositado en un tubo de ensayo con nueve mililitros de agua destilada
esterilizada. Esta suspension fue diluida (1:9) en dos ocasiones mas y 100 microlitros
fueron dispersados por duplicado en una caja con medio de cultivo YDC para contar las

colonias y cuantificar la concentracion del inoculo.

Los palillos de madera (sumergidos durante una hora en una suspension bacteriana) se
insertaron en la axila que forma la hoja y el tallo, a la altura de la segunda hoja,
procurando que llegara hasta los haces vasculares de las plantas. En las plantas

control se realizé la misma operacion con palillos de color verde sumergidos en agua

destilada esteril (figura 5).

2 " (‘/ \

A . .

anensis subsp. michiganensis por medio de

S\
Figura 5. Inoculacion de Clavibacter michig
palillos sumergidos en una suspension de la bacteria e incrustados en la axila de la

segunda hoja verdadera.
3.1.2.5. Aplicacion de tratamientos
La aplicaciébn de los productos a evaluar se realizd6 con la ayuda de aspersores

manuales con capacidad de 250 ml, en los cuales se prepararon los tratamientos
(Cuadro 1y 2).
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Cuadro 1. Tratamientos utilizados para la induccion de la resistencia en jitomate contra

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Tratamiento Producto Dosis Modo de
aplicacion
1 Bacillus C1 5ml/L Raiz
2 Bacillus C2 5ml/L Raiz
3 Bacillus 3 5ml/L Raiz
4 Bacillus C1 x Bacillus C2 5miL™ + 5mIL™? Raiz
5 Bacillus C1 x Bacillus C3 5mi™L + 5ml'L Raiz
6 Bacillus C2 x Bacillus C3 5mi™L + 5miL™? Raiz
. Bacillus Cl-x Bacillus C2 EmiLL + 5Lt + 5Lt Rais
x Bacillus C3
8 Biologic 5miL™ Raiz
9 Biobacter 325mlha™ Raiz
10 Best Ultra R 2miL? Raiz
11 Trichoderma 300g400L™* Raiz
12 Best ultra F 1miL? Follaje
13* Oxidate 1miL? Follaje
14 Bela Plus 500ml100L™ Follaje
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15 Actigar 56mgL™ Follaje

16 Control no inoculado 250 ml Agua destilada Follaje

_ 1 x 108 UFC de _
17 Control inoculado Follaje
Cmsubspm

Cuadro 2. Ingrediente activo de los tratamientos utilizados para la induccion de la

resistencia en jitomate contra Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.

Productos a utilizar Compaifiia Pais
Bacillus C1 CINVESTAV México
Bacillus subtilis

Bacillus C2 CINVESTAV México
Bacullis subtilis

Bacillus C3 CINVESTAV México

Bacillus subtilis

Biologic Bayer de México Alemania
Bacillus subtilis

Biobacter Green Corp. México
Aceite de lipidos graveoles 5.00%

Extracto de semillas de Citrus paradisiaca 1.00%

Extracto de equinacea angustifolia 5.00%

Extracto de Mimosa tenuiflora 30.00%

Salicilato de Potasio

Acidos Grasos Omega 3

Chitosan hidrolizado

Sorbato de potasio.

Best Ultra R Green Corp. México
Esporas de Bacillus subtilis (1x108 UFC/mI) 30.00%

metabolitos de fermentacién de hongos benéficos

62



multiples, Flora microbiana benéfica de lixiviacion

de materia organica animal y vegetal. Azotobacter

spp. Chitosan hidrolizado.

Bio-bich

Trichoderma harzianum

Best Ultra F Green Corp. México
Bacillus subtilis (1x108 UFC/ml) 40.00%, Bacillus

liqueniforme (1x105 UFC/ml) 10.00%, Lactobacilo

(1x105 UFC/ml) 5.00%, Pseudomonas spp.

(1x105UFC/ml) 10.00%, Azotobacter spp. (1x105

UFC/ml) 10.00%.

Oxidate Dupocsa Ecuador
Dioxido de hidrogeno

Bela Plus Intrakam

Extracto de gobernadora (Larrea tridentata)

Actigar

(azibensolar-S-metyl) Syngenta Holanda

3.1..3. Manejo de la nutricién

La fertilizacién se realiz6 cada tercer dia con una solucion universal o solucion de
Steiner (Cuadro 3 y 4), la cual es una mezcla balanceada de nutrimentos
indispensables para las plantas. Generalmente se prepara a un pH de 5.5 y una
presidbn osmotica de 0.072 atmdsferas, o su equivalente de 40 miliequivalentes de

iones, lo cual equivale a aproximadamente 1dS/m (Sandoval, 2008).
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Cuadro 3. Solucién de macronutrimentos de la férmula de Steiner utilizada para la
nutricion de jitomate.

Fertilizante o sal 9/1000 L
Ca(NO3),4H20 (15.5% N) 1062
KNO3 (13%N, 38% K) 303
K>S0, (52% K20, 45%K, 18% S) 348
HsPO, (85%, densidad 1.7 g/mL )* 22.56
MgSO4+7H20 (9.7% Mg) 492

Cuadro 4. Solucion de micronutrimentos de la formula de Steiner utilizada para la
nutricion de jitomate.

Nombre del reactivo Formula del reactivo  partes L1
por millén 9
Acido bérico H3BO3 0.5 2.8
Sulfato de manganeso MnSO4-H20 0.7 292
Sulfato de zinc ZnS04-7H20 0.09 0.4
Sulfato de cobre CuS04+-5H20 0.02 0.08
Molibdato de sodio Na2MoO42H20 0.04 0.1
Fe-quelato (7% Fe) Fe-EDTA* 3 42.85

3.1.4. Variables evaluadas

Las variables evaluadas fueron:

Altura de planta (regla de 1 metro de longitud) a intervalos de 15 dias, de la base del
tallo a la hoja mas joven de la planta.

Se evalud la concentracion de amonio y potasio al tomar la hoja mas madura de la
planta que fue macerada en agua (5 veces el peso de la hoja). Los electrodos sensibles

a amonio y potasio (previamente calibrados de acuerdo a las instrucciones de Mettler,
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Toledo, USA) se introducian en la suspension para obtener la concentracion en partes
por millén. Después de cada lectura, los electrodos se lavaban con agua destilada

esterilizada (Figura 5).

MMNOT

536.2 | 40.38

ppm

MT A

&
..

) -

Figura 6. Medidor de ion especifico y pantalla de lectura de una muestra de jitomate.

Severidad de la enfermedad. Se evalud la presencia o ausencia de la enfermedad: las
plantas en el invernadero que mostraban sintomas de Clavibacter (Figura 7) fueron

evaluadas como 1y 0 a las plantas que no mostraban sintomas.

= o VO i
Figura 7. Sintomas de plantas de jitomate clasificadas como 1 en hojas y frutos.

3.1.5. Disefio experimental

Los tratamientos se organizaron bajo un disefio experimental factorial y el analisis
estadistico se realiz6 con el paquete estadistico SAS (version 8.0) con una
comparacién de medias mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia de
0.05.
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3.1.6. Resultados

La altura es un parametro que se tomd quincenalmente y que al final se evalu6 el
promedio de estos datos. Se obsevd que aunque estadisticamente no exiten
diferencias significativas, si hay tratamientos que fueron superiores en cuanto al
promedio en el tamafio, las cepas de Bacillus subtilis fueron las que oindujeron en las
alturas mayores. Los productos que indujeron la mayor altura fue la cepa de Bacillus
subtilis (Biologic) con 84.55 centimetros, seguido de la cepa 3 de esta misma bacteria
(83.32 cm). El azibensoalr-S-metyl (Actigar) también fue uno de los tratamientos de
mayor altura con 82.67 centimetros. Los tratamientos que presentaron un crecimiento
menor fueron el que contenia diéxido de hidrogeno (Oxidate) con 73.06 centimetros y
el control no inoculado con 61.67 centimetros.

Cuadro 5. Efecto de los tratamientos en la altura de plantas de jitomate.

Media*
Tratamientos (cm)
Bacillus subtilis (Biologic) 84.55 a
Bacillus subtilis cepa3 83.32a
Bacullis subtilis cepa 2 x Bacillus subtilis cepa 3 82.69 a
Azibensolar-S-metyl (Actigar) 82.67 a
Bacillus subtilis cepa 1 x Bacillus subtilis cepa 3 82.60 a
Bacullis subtilis cepa 2 81.03a
Bacillus subtilis cepa 1 x Bacullis subtilis cepa 2 80.35a
Bacillus subtilis cepa 1 79.85a
Control inoculado 78.72 a

Bacillus subtilis (1x108 UFC/ml) 40.00%, Bacillus liqueniforme (1x105 UFC/ml) 10.00%,
Lactobacilo (1x105 UFC/ml) 5.00%, Pseudomonas spp. (1x105UFC/ml) 10.00%, Azotobacter 78.61a
spp. (1x105 UFC/mI) 10.00% (Best Ultra F).

Bacillus subtilis cepa 1 x Bacullis subtilis cepa 2 x Bacillus subtilis cepa 3 76.79 a
Trichoderma harzianum 76.75 a
Esporas de Bacillus subtilis (1x108 UFC/mI) 30.00%, metabolitos de fermentacidon de hongos

benéficos multiples, flora microbiana benéfica de lixiviacién de materia organica animal y 76.7 a
vegetal, Azotobacter spp. chitosan hidrolizado. (Best Ultra R).

Extracto de gobernadora (Larrea tridentata) (Bela Plus). 75.53 a

Aceite de lipidos graveoles 5.00%, extracto de semillas de citrus paradisiaca 1.00%, extracto 74.96
96 a
de Equinacea angustifolia 5.00%, extracto de Mimosa tenuiflora 30.00%, salicilato de potasio,
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acidos grasos omega 3, chitosan hidrolizado, sorbato de potasio. (Biobacter).

Dioxido de hidrogeno (Oxidate) 73.06 a

Control no inoculado 61.67 a

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales.

Las concentraciones de nutrientes en la sabia de las plantas es la mejor referencia para
saber si la planta se esta desarrollando de forma normal, el elemento mineral que
mayor se absorbe es el nitrdgeno, de los tratamientos que se aplicaron las plantas que
mayor concentracién de amonio (una de las formas en las que se absorbe el nitrégeno)
fue el tratamiento en el que se le aplic6 Acibenzolar-S-metyl (Actigar) con una
concentracion de 557.84 partes por millon (ppm) de amonio, seguido de la mezcla de
lipidos y extractos de semillas (Biobacter), con 532.09 ppm, los tratamientos que meno
concentracion tuvieron de este elemento fueron el extracto de gobernadora (Bela Plus)

con 438.78 ppm y por ultimo la cepa de Bacillus subtilis (Biologic) con 405.88 ppm.

Cuadro 6. Efecto de los tratamientos en la concentracion de amonio en plantas de

jitomate.

Medias*
Tratamientos (ppm)
Azibensolar-S-metyl (Actigar) 557.84 a
Aceite de lipidos graveoles 5.00%, extracto de semillas de citrus paradisiaca 1.00%, extracto de
equinacea angustifolia 5.00%, extracto de mimosa tenuiflora 30.00%, salicilato de potasio, acidos 532.09 a
grasos omega 3, chitosan hidrolizado, sorbato de potasio. (Biobacter).
Control no inoculado 517.86 a
Trichoderma harzianum 517.47 a
Bacullis subtilis cepa 2 511.83 a
Bacillus subtilis cepa 1 507.37 a
Control inoculado 501.22 a
Bacillus subtilis cepa3 499.26 a
Bacullis subtilis cepa 2 x Bacillus subtilis cepa 3 494.37 a
Bacillus subtilis cepa 1 x Bacullis subtilis cepa 2 494.08 a
Bacillus subtilis (1x108 UFC/mI) 40.00%, Bacillus liqueniforme (1x105 UFC/mI) 10.00%, Lactobacilo
(1x105 UFC/ml) 5.00%, Pseudomonas spp. (1x105UFC/ml) 10.00%, Azotobacter spp. (1x105 4845 a
UFC/ml) 10.00% (Best Ultra F).
Esporas de Bacillus subtilis (1x108 UFC/mI) 30.00%, metabolitos de fermentacién de hongos
benéficos multiples, flora microbiana benéfica de lixiviacion de materia organica animal y vegetal, 482 a
Azotobacter spp. chitosan hidrolizado. (Best Ultra R).
Bacillus subtilis cepa 1 x Bacullis subtilis cepa 2 x Bacillus subtilis cepa 3 481.8a
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Bacillus subtilis cepa 1 x Bacillus subtilis cepa 3
Dioxido de hidrogeno (Oxidate)
Extracto de gobernadora (Larrea tridentata) (Bela Plus).

Bacillus subtilis (Biologic)

460.73 a
439.73 a
438.78 a
405.88 a

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales.

Potasio

El potasio es un elemento que también ayuda a monitorear el desarrollo de las plantas,
en esta investigacion los tratamientos que obtuvieron la mayor cantidad de este
elemento fueron las cepas de Bacillus subtilis cepas 1, 2 y 3 con 23926, 23440 y 23256
ppm respectivamente, en contraste las plantas en donde se encontré la menor
concentracion de este elemento al final del experimento fueron las que se inocularon

con Acibenzolar-S-metyl (Actigar) y el que contenia el hongo Trichoderma harzianum

con 19879 y 18489 ppm respectivamente.

Cuadro 7. Efecto de los tratamientos en la concentracion de potasio en plantas de

jitomate.
Medias*
Tratamientos (ppm)
Bacillus subtilis cepa 1 23926 a
Bacullis subtilis cepa 2 23440 a
Bacillus subtilis cepa3 23256 a
Bacillus subtilis cepa 1 x Bacullis subtilis cepa 2 23212 a
Bacillus subtilis (1x108 UFC/mI) 40.00%, Bacillus liqueniforme (1x105 UFC/ml) 10.00%, Lactobacilo
(1x105 UFC/ml) 5.00%, Pseudomonas spp. (1x105UFC/ml) 10.00%, Azotobacter spp. (1x105 23049 a
UFC/ml) 10.00% (Best Ultra F).
Control no inoculado 22971 a
Esporas de Bacillus subtilis (1x108 UFC/ml) 30.00%, metabolitos de fermentacién de hongos
benéficos multiples, flora microbiana benéfica de lixiviacion de materia organica animal y vegetal, 22684 a
Azotobacter spp. chitosan hidrolizado. (Best Ultra R).
Extracto de gobernadora (Larrea tridentata) (Bela Plus). 22418 a
Dioxido de hidrogeno (Oxidate) 22078 a
Aceite de lipidos graveoles 5.00%, extracto de semillas de citrus paradisiaca 1.00%, extracto de
Equinacea angustifolia 5.00%, extracto de Mimosa tenuiflora 30.00%, salicilato de potasio, &cidos 21839 a
grasos omega 3, chitosan hidrolizado, sorbato de potasio. (Biobacter).
Bacillus subtilis cepa 1 x Bacullis subtilis cepa 2 x Bacillus subtilis cepa 3 21578 a
Control no inoculado 21358 a
Bacillus subtilis (Biologic) 20971 a
Bacillus subtilis cepa 1 x Bacillus subtilis cepa 3 20709 a
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Bacullis subtilis cepa 2 x Bacillus subtilis cepa 3 20423 a
Azibensolar-S-metyl (Actigar) 19879 a

Trichoderma harzianum 18489 a

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales.

La intensidad de la enfermedad solo se le dio el valor de 1 a plantas que mostraban los
sintomas ya descritos en el punto 3.8.3 Intensidad de la enfermedad y O a las plantas
gue no mostraron sintomas, los cuales se muestran en el cuadro 35, en donde los
tratamientos en que tuvieron la mayor incidencia de la enfermedad fue la cepa 3 de
Bacillus subtilis en donde se presentd en el 100% (las 4 plantas con sintomas) de las
repeticiones, seguido de los tratamientos, Cepa 1 de Bacillus subtilis, la mezcla de las
cepas 1 por la 2, la cepa 1 por la 3, la mezcla de las tres cepas (1 por 2 por 3), Best
Ultra R, Actigar y el control inoculado con el 75% (3 plantas con sintomas) de
incidencia. La correlacién de las plantas con sintomas y las plantas positivas se realizé
por medio de las prueba de inmunoimpresion (Inmunotiras) especificas para

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.

Cuadro 8. Plantas positivas al Cancer Bacteriano.

Incidencia
Tratamiento (%)
Bacillus C1 75
Bacillus C2 50
Bacillus C3 100
Bacillus C1 x Bacillus C2 75
Bacillus C1 x Bacillus C3 75
Bacillus C2 x Bacillus C3 50
Bacillus C1 x Bacillus C2 x Bacillus C3 75
Biologic 50
Biobacter 25
Best Ultra R 75
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Trichoderma 25

Best Ultra F 25
Oxidate 50
Bela Plus 50
Actigar 75
Control no inoculado 50
Control inoculado 75

Una de las formas en las que se trasmite Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm) es por trasmision mecéanica por lo que en la figura 8 se muestra
como fue la distribucion de la enfermedad en el invernadero donde se llevo a cabo la
investigacion, anteriormente se presentd cuales tratamientos fueron positivos a Cmm
en este caso se muestra como fue la distribucion de las plantas enfermas donde se
observa que las hileras del centro son las que presentaron un mayor nimero de plantas
con Cmm, lo cual coincide con las regiones donde habia mayor humedad relativa y
més follaje, provocando un ambiente favorable para el desarrollo de la enfermedad,
ademas se observa que con las labores culturales como podas o tutoreos se puede
diseminar la enfermedad de planta en planta por lo cual se observan dos hileras casi

completas con sintomas de Cmm.
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El rendimiento es un pardmetro que sirvi6 para comparar el efecto de las dos

estrategias de manejo, los tratamientos que tuvieron el mayor rendimiento fueron las

gue se inocularon con Bacillus subtilis la cepa 1, la mezcla de la cepa 1 con la cepa 3y

la cepa 2 sola, con valores de 1130.0, 1045.0 y 947.3 gramos respectivamente. Los

tratamientos con menor rendimiento fueron el Control no inoculado, la mezcla de

Bacillus subtilis cepa 2 por 3 y el extracto de gobernadora (Bela Plus), con 570.3, 535.0

y 521.3 gramos respectivamente.

Cuadro 9. Rendimiento de los distintos tratamientos.

Media*
Tratamientos (9)
Bacillus subtilis cepa 1 1130.0 a
Bacillus subtilis cepa 1 x Bacillus subtilis cepa 3 1045.0 a
Bacullis subtilis cepa 2 9743 a
Trichoderma harzianum 960.0 a
Bacillus subtilis cepa 1 x Bacullis subtilis cepa 2 x Bacillus subtilis cepa 3 926.3a
Bacillus subtilis (Biologic) 925.0a
Di6xido de hidrogeno (Oxidate) 910.8 a
Esporas de Bacillus subtilis (1x108 UFC/mI) 30.00%, metabolitos de fermentacién de hongos
benéficos multiples, flora microbiana benéfica de lixiviacién de materia organica animal y 903.8a
vegetal, Azotobacter spp. chitosan hidrolizado. (Best Ultra R).
Bacillus subtilis cepa3 882.5a
Bacillus subtilis cepa 1 x Bacullis subtilis cepa 2 834.0a
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Control inoculado 766.3 a

Azibensolar-S-metyl (Actigar) 682.0 a
Bacillus subtilis (1x108 UFC/ml) 40.00%, Bacillus liqueniforme (1x105 UFC/ml) 10.00%,
Lactobacilo (1x105 UFC/mI) 5.00%, Pseudomonas spp. (1x105UFC/ml) 10.00%, Azotobacter 645.0 a

spp. (1x105 UFC/mI) 10.00% (Best Ultra F).
Aceite de lipidos graveoles 5.00%, extracto de semillas de citrus paradisiaca 1.00%, extracto

de Equinacea angustifolia 5.00%, extracto deMmimosa tenuiflora 30.00%, salicilato de 621.7 a
potasio, acidos grasos omega 3, chitosan hidrolizado, sorbato de potasio. (Biobacter).

Control no inoculado 570.3a
Bacullis subtilis cepa 2 x Bacillus subtilis cepa 3 535.0a
Extracto de gobernadora (Larrea tridentata) (Bela Plus). 521.3 a

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales.

3.1.7. Discusién

El uso de varias estrategias de manejo hace que el efecto de estas se potencialice
haciéndola mas eficiente contra la enfermedad o plaga deseada, generalmente se ha
hecho del control quimico la herramienta mas usada en todos los sistemas de
produccién, actualmente se han estado buscando estrategia que sean menos
contaminantes al medio ambiente y que sean saludables, por lo que las estrategias de
manejo con productos inductores de resistencia es una buena herramienta que se
puede utilizar dentro de los programas de manejo integrado de plagas y enfermedades,
dentro de este manejo, existe una herramienta que ha sido poco explotada y que es el
manejo correcto de la nutricibn una herramienta que va de la mano con la capacidad de
las plantas para defenderse de los patdgenos, debido a que si las plantas presentan
deficiencias de algun elemento esencial, sufren desbalances lo que las hace mas

susceptibles al ataque de enfermedades e incluso plagas.

Las Rhizobacterias han sido utilizadas como productos para la prevencion de
enfermedades del suelo, pero en algunas cepas se ha demostrado que tienen la
capacidad de inducir resistencia a las plantas, principalmente las especies del genero
Pseudomonas son las que mayormente han mostrado esta caracteristica, pero también
cepas del genero Bacillus se ha visto este efecto. En el presente trabajo se inocularon
varias cepas Bacillus subtilis y algunos otros productos con bacterias del mismo género
gue ya se emplean de forma comercial, algunos se aplicaron en mezcla y otras de

forma individual, estas aplicaciones tuvieron un buen efecto en el desarrollo de las
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plantas, debido a que los tratamientos que tenian rhizobacterias fueron las que
presentaron la mayor altura en los tratamientos, esto debido a que este tipo de
organismos tiene la capacidad de liberar reguladores de crecimiento, ademas de que

ayudan a las plantas a asimilar mejor los nutrientes del suelo.

Las solucion nutritiva Steiner, esta basada en una relacion equilibrada entre aniones y
cationes la cual proporciona a las plantas los nutrientes necesarios para un 6ptimo
desarrollo, sin que las plantas absorban cantidades en exceso o se lleguen a tener
deficiencias de algun elemento, por esta razén se utilizdé en la presente investigacion
como una herramienta de manejo del Cancer bacteriano, al utilizar una solucion
nutritiva que proporcione a la planta los elementos necesarios para el crecimiento
adecuado y que no sufra desbalances nutrimentales, haciendo que la planta sea mas
tolerante a las enfermedades realizando sus funciones metabolicas de forma correcta,
lo cual al combinarlas con otras estrategias de manejo como los inductores de
resistencia proporcionan a las plantas mas estrategias de defensa de las plantas. Las
concentraciones de amonio que tuvo la planta en durante todo su desarrollo se
mantuvieron en los rangos 6ptimos que reporta Sanchez (2008), los cuales oscilaron
entre los 405 y los 517 partes por millon (ppm) siendo que la concentracién optima
reportada es de 400 a 800 ppm (véase Cuadro 26 del capitulo Il). En cuanto a las
concentraciones de potasio, se encontraron niveles muy por encima de las
concentraciones optimas (3000 a 5000, véase Cuadro 26 del capitulo Il) porque se
reportaron valores desde las 19000 a las 23900 partes por millén, lo cual pudo haber
sido afectada por la interaccion antagénica con otros elementos o por el exceso de este
nutrimento. Walker, en 1969 en el libro Plant pathology reporté que el potasio
incrementa el efecto de Clavibacter michiganeis en las plantas, por lo que al
presentarse niveles tan altos de este elemento se podria explicar porque la incidencia
de Cancer bacteriano en este experimento fueron altas, presentandose en la mayoria

de las plantas.
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3.1.8. Conclusiones

R/
A X4

R/
A X4

El uso de distintas herramientas para el manejo de enfermedades bacterianas es
la mejor estrategia que se puede seguir para evitarlas y no depender de un solo
meétodo de control lo cual provoca que las enfermedades se vuelvan resistentes
a los productos quimicos rdpidamente y se puede hacer un mejor manejo de las
enfermedades.

La nutricibn de los cultivos, en el manejo de las enfermedades es una
herramienta que relaciona adecuadamente los distintos nutrientes no hay
desbalances en las plantas evitando que sean mas susceptibles al ataque de las
enfermedades y que cuando se combinan con otras herramientas como el uso
de inductores de resistencia puedan dar mejores resultados y lograr manejar los

problemas causados por fitopatdégenos.

Los inductores de resistencia y la nutricion no tienen efecto directo sobre los
patbgenos, mas bien afectan las funciones metabdlicas de las plantas

haciéndolas mas tolerantes a las enfermedades.
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