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CONTROL BIOLOGICO DE Agrobacterium tumefaciens MEDIADO POR BACTERIAS 

NATIVAS EN LA AGALLA DE LA CORONA 

Elizabeth Sánchez Jiménez, M.C.  

Colegio de Postgraduados, 2022 

RESUMEN 

Se consigna que la agalla de la corona causada por A. tumefaciens es un nicho ecológico altamente 

específico; sin embargo, nuestra hipótesis sugiere que dentro de este tejido se albergan bacterias 

nativas con potencial antagonismo contra A. tumefaciens. El objetivo de este estudio fue explorar 

la densidad de poblaciones bacterianas nativas en la agalla de la corona de frambuesa y comprobar 

su potencial antagonismo. Se aislaron poblaciones bacterianas dentro de seis muestras de agallas 

de frambuesa var. elvira. Se identificó a A. tumefaciens mediante caracterización bioquímica, 

patogenicidad y por la secuenciación del gen virD2. Las densidades de poblaciones bacterianas 

totales se calcularon por el conteo directo de placas en medios agar nutritivo, R2A y Pseudomonas-

agar, se evaluó el antagonismo de las bacterias nativas en la agalla de la corona in vitro contra A. 

tumefaciens mediante el índice de eficiencia antagónica; las bacterias con potencial antagónico 

fueron empleadas para el modelo in vivo. Se emplearon plantas de jitomate var. rámses, tratadas 

por inmersión de raíces en suspensión de bacterias antagónicas 1 x 107 UFC, mediante dos tipos 

de inoculación del patógeno, por herida y por sustrato, cuatro tratamientos con cinco repeticiones 

en un diseño completamente al azar manteniendo el experimento bajo condiciones de invernadero. 

La densidad poblacional dentro de la agalla de corona es poco diversa, identificando por 

amplificación del gen 16S rARN Pseudomonas spp (61.5 %), Bacillus spp (15.3 %), Alcaligenes 

faecalis (15.3 %) y Delftia sp (7.69 %). La bacteria con mayor índice de eficiencia antagónica in 

vitro contra A. tumefaciens fue Alcaligenes faecalis, seguido de Delftia sp, (p ≤ 0.05). La 

inoculación in vivo de las antagonistas no suprimió la infección; sin embargo, reducen 

significativamente (p ≤ 0.05) la severidad de tumores en el tallo de las plantas, siendo Alcaligenes 

faecalis la bacteria más eficiente contra A. tumefaciens. 

Palabras clave: Agrobacterium tumefaciens, agalla de la corona, bacterias nativas, antagonismo, 

biocontrol.
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BIOLOGICAL CONTROL OF AGROBACTERIUM TUMEFACIENS MEDIATED BY 

NATIVE BACTERIA IN THE CROWN GALL 

Elizabeth Sánchez Jiménez M.C. 

Colegio de Postgraduados, 2022 

ABSTRACT 

Crown gall caused by A. tumefaciens is reported to be a highly specific ecological niche; however, 

our hypothesis suggests that native bacteria with potential antagonism against A. tumefaciens are 

harbored within this tissue. The objective of this study was to explore the density of native bacterial 

populations in the raspberry crown gall and to verify their potential antagonism. Bacterial 

populations were isolated within six gall samples of raspberry var. elvira. A. tumefaciens was 

identified by biochemical characterization, pathogenicity, and by sequencing of the virD2 gene. 

The densities of total bacterial populations were calculated by direct plate count in nutrient agar, 

R2A and Pseudomonas-agar media, the antagonism of native bacteria in the crown gall in vitro 

against A. tumefaciens was evaluated by means of the efficiency index antagonistic; bacteria with 

antagonistic potential were used for the in vivo model. Tomato plants var. ramses, treated by 

immersion of roots in suspension of antagonistic bacteria 1 x 107 CFU, by means of two types of 

inoculation of the pathogen, by wound and by substrate, four treatments with five repetitions in a 

completely randomized design, maintaining the experiment under greenhouse conditions. The 

population density within the crown gall is not very diverse, identifying by amplification of the 

16S rRNA gene Pseudomonas spp (61.5%), Bacillus spp (15.3%), Alcaligenes faecalis (15.3%) 

and Delftia sp (7.69%). The bacterium with the highest rate of in vitro antagonistic efficiency 

against A. tumefaciens was Alcaligenes faecalis, followed by Delftia sp, (p ≤ 0.05). In vivo 

inoculation of the antagonists did not suppress the infection; however, they significantly reduce (p 

≤ 0.05) the severity of tumors in the stem of plants, with Alcaligenes faecalis being the most 

efficient bacteria against A. tumefaciens. 

Key words: Agrobacterium tumefaiciens, crown gall, native bacteria, antagonism, biologic 

control. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

El género Agrobacterium se incluye dentro del orden Rhizobiales; las poblaciones dentro 

de este orden habitan en suelo y rizósfera donde establecen una relación de simbiosis con las 

plantas principalmente relacionado con la fijación de nitrógeno (Ormeño-Orrillo et al., 2015). 

Agrobacterium incluye especies tumorogénicas y no tumorogénicas. Las especies que causan 

tumores (agallas) en plantas se han clasificado en biovares con base en su metabolismo; el biovar 

1 incluye a poblaciones de Agrobacterium tumefaciens y A. radiobacter, el biovar 2 a A. rhizogenes 

y el biovar 3 a A. vitis, las cuales causan enfermedad en un amplio rango de hospedantes de 

importancia económica en la agricultura. A. tumefaciens es la especie más importante como 

fitopatógeno, causa la enfermedad “agalla de la corona” por la transferencia e inserción del 

plásmido Ti (inductor de tumores) en el genoma de la planta hospedante. Las poblaciones de A. 

vitis se han diferenciado metabólicamente de la especie tumefaciens por causar la enfermedad 

agalla de la corona específicamente en vid (Vitis vinifera L.). A. rhizogenes patógenas induce 

proliferación anormal de raíces por la transferencia del plásmido Ri (inductor de raíces) y la 

especie A. radiobacter  incluye poblaciones no patógenas, saprófitas que no albergan ninguno de 

los genes Ti y Ri (Martínez et al., 1987; Escobar y Dandekar, 2003; Abrahamovich et al., 2014; 

Barton et al., 2018).  

A. tumefaciens como fitopatógeno es de gran importancia económica en todo el mundo por 

su amplio rango de hospedantes. Se han identificado más de 1000 especies en aproximadamente 

90 familias de plantas dicotiledóneas susceptibles a la infección que incluyen plantas leñosas 

frutales de importancia económica como manzano, peral, vid, cereza y nogal; así como 

ornamentales y en años recientes ha sido un patógeno importante en berries tanto en la producción 

en vivero como en cultivos en campo abierto (Escobar y Dandekar, 2003; Alippi et al., 2011; 

Abrahamovich et al., 2014; Nester, 2015; Ahmed et al., 2018; Lacroix y Citovsky, 2019; Clarence, 

2020). 

La producción de frambuesa (Rubus idaeus L.) es un sector agrícola de gran importancia 

económica en México. La mayor producción se concentra principalmente en los estados de 

Sinaloa, Jalisco,  México y Michoacán. Se estima que aproximadamente el 41% de la producción 

se exporta al mercado internacional. Asimimso, en el 2019 México se ubicó en el cuarto país como 
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productor de frambuesa a nivel mundial (SENASICA, 2019). En los últimos años, las infecciones 

por A. tumefaciens ha sido uno de los principalemes problemas fitosanitarios en la producción de 

plantas de frambuesa en vivero. El control químico ha sido ineficiente en el manejo de este 

patógeno (Anand et al., 2008; Ahmed et al., 2018). 

El control biológico de fitopatógenos mediado por microorganismos benéficos es una 

alternativa que se ha estudiado intensamente en los últimos años, principalmente debido al uso 

intensivo de pesticidas químicos en la agricultura que impactan negativamente el medio ambiente. 

El uso de microorganismos eficientes en el control de patógenos en plantas puede ser una 

herramienta para reducir el uso de agroquímicos e integrar alternativas ecológicamente 

sustentables en el control de enfermedades (Johansson et al., 2004; Landa et al., 2006; Lenteren 

et al., 2018; Köhl et al., 2019; Saikia et al., 2022). El control biológico con base en la competencia 

de espacio y nutrientes entre diversas poblaciones de microorganismos se ha estudiado en 

diferentes patosistemas. En nichos ecológicos específicos se han aislado e identificado cepas de 

bacterias cultivables que han mostrado alta eficiencia en la colonización y competencia contra 

microorganismos fitopatógenos ( Penyalver et al., 2000; Johansson et al., 2004; Khan et al., 2009; 

Hassani et al., 2018; Barton et al., 2018; Odesa et al., 2018; Slama et al., 2019). 

Se consigna que la agalla de la corona inducida en plantas, es un nicho altamente específico 

para el desarrollo de las poblaciones bacterianas de A. tumefaciens (Gordon y Christie, 2014; 

Ahmed et al., 2018; Wang et al., 2019). Durante la formación de la agalla, A. tumefaciens induce 

una transformación fisiológica en la planta hospedante y las células se especializan en la 

producción de nutrientes derivados de aminoácidos y azúcares llamados opinas; las opinas son 

compuestos de bajo peso molecular que sirven como fuentes de carbono y energía exclusivos para 

este patógeno, disminuyendo la competencia de otros microorgansimos (Aloni y Ullrich, 2008; 

Deeken et al., 2006). Otros compuestos que se han evidenciado en la formación de la agalla son 

auxinas, citocinas y ácido abscísico (Deeken et al., 2006; Gohlke y Deeken, 2014). Sin embargo, 

aún cuando la agalla se considera un nicho altamente específico para el crecimiento de A. 

tumefaciens, que limita la competencia con bacterias de otras especies, es posible que pueden 

coexistir en el tejido de la agalla con otras bacterias con la capacidad de metabolizar opinas y 

sobrevivir en el mismo tejido. Estas poblaciones bacterianas podrían ser cepas nativas con alta 

capacidad de competencia y de interés como agentes de control biológico contra A. tumefaciens 
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para evita la infección o reducir la severidad de los síntomas u otras aplicaciones biotecnológicas; 

actualmente son escasas las investigaciones que aborden el estudio de microorganismos asociados 

al tejido de la agalla de la corona causados por A. tumefaciens ( Brencic y Winans, 2005; Faist et 

al., 2016; Barton et al., 2018; Gelvin, 2018);  hasta donde sabemos, en México no existe ningún 

estudio sobre estas poblaciones bacterianas, ni su potencial como posible agente de control 

biológico de A. tumefaciens. 
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II. OBJETIVOS Y HIPÓTESIS 

2.1. Objetivo general  

 Examinar la densidad bacteriana mediante aislamientos de bacterias nativas en la agalla de 

la corona en frambuesa para identificar potenciales bacterias antagonistas contra 

Agrobacterium tumefaciens  

2.2.1 Objetivos específicos  

 Caracterizar e identificar Agrobacterium tumefaciens aislado de tejido de agallas en 

frambuesa por amplifcación del gen VirD2 

 Identificar molecularmente mediante la amplificación del gen 16S rADN las cepas con 

mayor frecuencia de aislamiento de agallas y antagonistas contra A. tumefaciens  

 Identificar bacterias nativas en la agalla de la corona antagonistas in vitro e in vivo contra 

Agrobacterium tumefaciens 

2.2 Hipótesis 

            En el tejido de la agalla de la corona con especificidad para el crecimiento de A. 

tumefaciens, coexisten otras poblaciones bacterianas cultivables; entre estas bacterias se pueden 

identificar cepas que son antagonistas y protegen contra la infección de A. tumefaciens en planta. 

2.2.1 Hipótesis alternativa 

            En el tejido de la agalla de la corona con especificidad para el crecimiento de A. 

tumefaciens, coexisten otras poblaciones bacterianas cultivables; entre estas bacterias no se 

encuentran antagonistas que protegen contra la infección de A. tumefaciens en planta. 
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III. REVISION DE LITERATURA 

3.1. Género Agrobacterium  

El género Agrobacterium se ubica dentro de la familia Rhizobiaceae de las α-

proteobacterias (Cuadro 1). Son principalmente bacterias del suelo que colonizan sustratos y 

rizósfera, baciliformes, flageladas, gram negativas que tienen asociaciones con las plantas. Como 

habitantes naturales del suelo, pueden establecerse como saprófitas o patógenas bajo ciertas 

condiciones ambientales. Las agrobacterias son causantes de tumoraciones conocidas como 

“agalla de la corona”, proliferación de tejido en la caña o “agalla de la caña”, y proliferación 

anormal de las raíces denominada “raíz de la hilacha”, resultado de la trasferencia de plásmidos Ti 

(inductor de tumores) o Ri (inductor de raíces) en el genoma de la planta hospedante (Escobar y 

Dandekar, 2003; Velázquez et al., 2010; Abrahamovich et al., 2014).  

Cuadro 1. Clasificación del género Agrobacterium. 

 

 

 

 

 

Fuente: Schoch et al., 2020 

Se han determinado tres biovares dentro del género Agrobacterium por sus características 

metabólicas; en el biovar 1 se incluyen cepas de A. tumefaciens y A. radiobacter, en el biovar 2  

de A. rhizogenes y en el biovar 3 de A. rubi; todas las cepas entre las diferentes especies de 

Agrobacterium comparten ciertas características morfológicas, fisiológicas y bioqímicas; así 

mismo, la presencia de los plásmidos Ti o Ri entre ellas determinan la capacidad de causar 

enfermedad en la planta hospedante; en contraste, las poblaciones saprófitas de Agrobacterium no 

albergan ninguno de estos plásmidos (Alippi et al., 2011; Flores-Félix et al., 2020). 

El género Agrobacterium es de gran interés para la ingeniería genética debido a su 

capacidad de insertar genes de manera horizontal de procariontes a eucariontes por lo cual se 

considera una herramienta genética de importancia para la investigación biotecnológica (Krenek 

Dominio Bacteria 

Filo Protobacteria 

Clase Alphaproteobacteria 

Orden Rhizobiales 

Familia Rhizobiaceae 

Género Agrobacterium 
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et al., 2015; Lacroix y Citovsky, 2019; Xu et al., 2021). Sin embargo, como fitopatógeno sigue 

siendo relevante; se reportan aproximadamente 90 familias de plantas dicotiledóneas susceptibles 

a la infección por este patógeno ocasionando pérdidas económicas importantes sobre todo en 

viveros donde se producen plantas frutales, ornamentales, hortalizas y forestales disminuyendo 

drásticamente la producción (Abrahamovich et al., 2014). Las infecciones por Agrobacterium no 

causa la muerte de la planta; sin embargo, afectan el desarrollo y reducen considerablemente la 

productividad de frutos por la desviación de nutrientes y alteraciones en la vascularización del 

tejido (Escobar y Dandekar, 2003; Yang et al., 2017; Ahmed et al., 2018).  

Las especies fitopatógenas de Agrobacterium requieren de factores de virulencia para 

infectar y colonizar el tejido del hospedante susceptible; la virulencia de estas especies se atribuye 

a la presencia y expresión de los plásmidos Ti (inductores de tumores) y Ri (inductores de 

proliferación anormal de raíces) (Gelvin, 2003; Quispe-Huamanquispe et al., 2017). Las cepas que 

carecen de estas regiones genéticas corresponden a especies saprófitas que colonizan tejido vivo y 

pueden mantenerse en el suelo por largos periodos de tiempo. También, se ha demostrado que las 

especies de Agrobacterium saprófitas, bajo ciertas circunstancias de competencia, pueden ser 

fitopatógenas por la adquisición del plásmido Ti o Ri por transferencia genética horizontal de una 

célula donadora y una receptora (Gelvin, 2018). En las infecciones causadas por Agrobacterium 

se destaca especialmente el sistema de secreción tipo IV, el cual lo utiliza para la transferencia del 

plásmido Ti o Ri al cromosoma de las células de la planta hospedante; además, le confiere la 

capacidad de sobrevivir y evadir los sistemas de defensa de las plantas por la degradación de 

diferentes compuestos fenólicos.  Las infecciones causadas por especies de Agrobacterium son 

denominadas colonizaciones genéticas al insertar el plásmido Ti o Ri directamente en el genoma 

de la planta para modificar la actividad hormonal del hospedante, y promover un microambiente 

específico que favorecen su desarrollo y sobrevivencia, así como evadir la competencia de otros 

microorganismos en el tejido (Gohlke y Deeken, 2014; Gonzalez‐Mula et al., 2019). 

3.2. Agrobacterium tumefaciens 

Agrobacterium tumefaciens es un microrganismo habitante natural de los suelos y de la 

rizosfera, gram negativa, baciliforme, flagelada; dentro de las α-proteobacterias de la familia 

Rhizobiaceae. A. tumefaciens es la especie fitopatógena más importante y de mayor rango de 
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hospedantes dentro del género, causa la enfermedad conocida como “agalla de la corona” (Escobar 

y Dandekar, 2003; Velazquez et al., 2010; Yaakov et al., 2017).  

A. tumefaciens como especie es una bacteria fitopatógena agente causal de tumores (agalla 

de la corona) mediado por la tranferencia e integración del plásmido Ti (inductor de tumores) en 

el genoma del hospedante alterando el crecimiento y producción de nutrientes. Por lo anterior, se 

considera que la patogenicidad de esta especie se debe a la presencia del plásmido-Ti en las 

poblaciones bacterianas. Durante la inducción del tumor, un segmento específico de ADN del 

plásmido Ti, se transfiere y se integra en el genoma de la planta susceptible. Se reporta que A. 

tumefaciens es inductora de tumores en más de 1000 especies de plantas dicotiledóneas y algunas 

monocotiledóneas. Su rango de hospedantes incluye cultivos de gran importancia económica entre 

los que se encuentran frutales como la vid, el manzano, perales, nogales, ornamentales como las 

rosas, crisantemos y margaritas, y actualmente diversas especies de berries. En la producción de 

plántulas en vivero actualmente se considera un problema fitosanitario de importancia (Escobar y 

Dandekar, 2003; Pulawska, 2010; Clarence, 2020). La enfermedad agalla de la corona ocasiona la 

muerte en plantas jóvenes; en plantas adultas se relaciona directamente con la reducción del 

rendimiento y vigor de los cultivos (Escobar y Dandekar 2003; Barton et al., 2018).  

3.3. Plásmido Inductor de tumores Ti  

El plásmido Ti en el genoma de A. tumefaciens codifica para el proceso de infección y 

colonización del hospedante, el tamaño se encuentra entre 150 y 250 kb, está compuesto por una 

molécula circular de ADN de doble cadena cerrada; este plásmido alberga un conjunto de genes 

que determina la capacidad patogénica de A. tumefaciens. Para que se active la fase virulenta entre 

las especies de Agrobacterium se requiere la percepción química de compuestos fenólicos 

producidos por la célula vegetal por las poblaciones bacterianas desencadenando la expresión de 

los genes de virulencia que alberga el plásmido Ti. Las principales funciones del plásmido Ti están 

asociadas con la replicación y el mantenimiento de la información genética, la trasferencia de 

genes de virulencia, comunicación celular con las células del hospedante; así mismo, permite la 

modificación de tejidos por un proceso de hipertrofia mediado por fitohormonas. En este tejido, 

ocurre la síntesis de opinas que son aminoácidos para la asimilación específica de las poblaciones 

de A. tumefaciens (Gordon y Christie, 2014; Lacroix y Citovsky, 2019).  
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Entre las poblaciones de A. tumefaciens, el plásmido Ti tiene diferencias estructurales y 

funcionales; lo anterior promueve la síntesis de diferentes tipos de aminoácidos (opinas) entre las 

cuales se han identificado diferentes grupos de octopinas, nopalinas, agropinas, manopinas, entre 

otros, que sirven como fuentes de carbono y nitrógeno; por lo tanto, se considera que el plásmido 

Ti juega un papel importante en patogenicidad y la colonización exitosa del tejido de la planta 

hospedante (Chen, 2021). 

3.4. Proceso de infección por A. tumefaciens 

Las cepas de A. tumefaciens albergan un cromosoma circular y material extra cromosomal 

donde se incluye el factor de virulencia inductor de tumores (plásmido Ti) capaz de iniciar el 

proceso de infección a través de la escisión y transferencia del plásmido. El plásmido Ti contiene 

las instrucciones para el movimiento de ADN hacia el núcleo de la célula y los factores de 

virulencia; así como la información para producir proteínas que intervienen con la transducción de 

señales y el transporte de información dentro de la célula que finalizan con la modificación 

morfológica y fisiológica del hospedante (Tzfira y Citovsky, 2000; Lacroix y Citovsky, 2019; Xu 

et al., 2021).  

Para que inicie el proceso de infección, primero debe ingresar a una planta susceptible, lo 

cual ocurre principalmente a través de heridas causada por insectos, nematodos o por daños 

mecánicos como injertos y podas (Anand et al., 2008; Ahmed et al., 2018). Como respuesta a una 

herida, la planta produce compuestos fenólicos y otros quimioatrayentes bacterianos que favorecen 

la atracción, colonización e inserción del plásmido Ti (Ahmed et al., 2018; Wang et al., 2019). 

Los compuestos fenólicos son fundamentales en el proceso de infección, su dualidad como 

defensa-atrayente favorece la adhesión bacteriana a la célula vegetal y la consecuente inserción de 

genes de virulencia regulados por el plásmido Ti. Entre los compuestos fenólicos que favorecen la 

colonización se identifican la acetosiringona y el ácido parahidroxibenzoico que atraen y favorecen 

la inserción de factores de virulencia como los genes VirA, expresados en A. tumefaciens, A. 

rhizogenes y A. rubi (Bhattacharya et al., 2010; Wang et al., 2019). 

Al inicio del proceso de infección, la bacteria produce sustancias que le permitan adherirse 

a la célula a través de una red de transporte compuesta por las proteínas VirB; esta red induce el 

ingreso de los genes bacterianos hacia la célula hospedante y la activación de pilus, los cuales 
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inducen la comunicación de las células bacterianas a las células vegetales formando un canal de 

entrada e inicio del proceso de infección ( Tzfira y Citovsky, 2000; Barton et al., 2018; Gelvin, 

2018). Para que ocurra la enfermedad, se han identificado la interacción de diversos factores de 

patogenicidad por las poblaciones de A. tumefaciens, medio ambiente y manejo (Figura 1). 

 

Figura 1. Triángulo de la enfermedad de Agrobacterium tumefaciens.  

Durante la infección, A. tumefaciens activa los genes vir que alberga el plásmido Ti; el 

receptor conocido como VirA inicia el proceso infectivo; transfiere un fosfato a la proteína VirG 

que estimula y activa las demás proteínas de virulencia iniciando con la formación de un complejo 

de transferencia en el que se involucra el sistema de secreción tipo IV. Las proteínas VirD1 y 

VirD2 inician con la síntesis de un fragmento de ADN monocatenario (cadena T) e instalación en 

el núcleo de la célula hospedante (Escobar y Dandekar, 2003; Gelvin, 2017). El plásmido Ti 

adherido a la proteína VirD2, más un complejo de proteínas efectoras como es VirD5, VirE2, VirE3 

y VirF permiten trasportar el material genético fuera de la célula mediante el sistema de secreción 

tipo IV. Una vez integrado el plásmido Ti en el genoma vegetal, se desencadena una serie de 

procesos moleculares regulados principalmente por proteínas codificadas en el plásmido Ti, que 

inducen a la planta a sintetizar compuestos específicos para su desarrollo y modificar los procesos 

normales de síntesis de las fitohormonas, para iniciar con un proceso de crecimiento celular que 

dará paso a la formación de la agalla y de un nicho específico completamente diseñado para el 
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desarrollo de A. tumefaciens (Gelvin, 2009; Gordon y Christie, 2014; Ahmed et al., 2018; Xu et 

al., 2021).  

Los oncogenes presentes en el plásmido Ti son responsables de modificar el 

comportamiento de las células del hospedante, el primer grupo de genes envía señales para el 

aumento en la producción de auxinas y citosinas, estas inducen la proliferación celular que da 

origen a la formación de la agalla; el segundo grupo de genes induce la producción de opinas que 

son compuestos de bajo peso molecular utilizados específicamente por Agrobacterium; estas 

opinas juegan un papel ecológico importante ya que promueven un ambiente altamente específico 

el cual se considera tóxico para otras bacterias oportunistas, favorece la expresión de factores de 

virulencia aumentando drásticamente las poblaciones de bacterias patógenas, promueve un 

aumento en la comunicación bacteriana y la futura diseminación a nuevos hospedantes, así como 

una presencia constante en la rizósfera y suelo (Gelvin, 2018; Gonzalez‐Mula et al., 2019).  

3.5. Agalla de la corona 

La agalla de la corona es el resultado de una serie compleja de transporte de moléculas 

hacia el ADN de la planta hospedante; puede definirse como un proceso similar al de los tumores 

animales, pero a diferencia de estos no ocurre por un proceso de divisiones celulares 

descontroladas sino por la regulación genética mediada por el plásmido Ti. La formación de la 

agalla tiene como consecuencia un desvío del flujo de agua y nutrientes en la planta que causan 

reducción del crecimiento, deformidades y una baja productividad de frutos (Aloni y Ullrich, 2008; 

Tzfira y Citovsky, 2000). 

La agalla es la modificación de tejido y de producción de nutrientes que permite el 

desarrollo de un nicho específico para el crecimiento de A. tumefaciens.  Entre las modificaciones 

inducidas está la producción de fitohormonas que favorece la modificación de los haces vasculares 

(Gelvin, 2009); el floema y xilema están conectados a la agalla para mantener un flujo constante 

y abundante de agua. Este proceso es la consecuencia del aumento en la producción de auxinas y 

citocinas esenciales para el desarrollo de la agalla. Otra de las consecuencias es la alteración de la 

epidermis y cutícula que permite la transpiración de la agalla (Aloni y Ullrich, 2008). Las auxinas 

se secuestran dentro del tejido de la agalla para favorecer el desarrollo de un sistema vascular hacia 

el tejido modificado, que resulta en la producción excesiva de flavonoides que a su vez mantiene 
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altas concentraciones de citocinas. Estas hormonas permiten la concentración de etileno que 

aumenta las concentraciones de ácido abscísico en el tumor y las hojas del hospedante, lo cual 

favorece el paso de agua hacia la agalla. El ácido abscísico se concentra en la periferia de la agalla 

y permite la acumulación de sacarosa y prolina que evitan la desecación del tumor; aumenta la 

expresión de canales de K+ y una disminución de los transportadores de aniones por lo que 

depende del xilema para importar nutrientes (Aloni y Ullrich, 2008; Gonzalez‐Mula et al., 2019). 

Otro grupo de genes que alberga el plásmido Ti codifican para la producción de nutrientes 

específicos conocidos como opinas, la cual es la principal fuente de carbono y nitrógeno para el 

desarrollo de A. tumefaciens ( Ridé et al., 2000; Aloni y Ullrich, 2008; Gelvin, 2009). 

La agalla causada por A. tumefaciens se considera el diseño de un nicho altamente 

específico que le aporta grandes ventajas como colonizador eficiente. A. tumefaciens es un 

microorganismo que habita el suelo, pero como patógeno puede colonizar una planta hospedante 

e inducir la agalla de la corona el cual es un hábitat específico para su ciclo de vida (Gordon y 

Christie, 2014; Ahmed et al., 2018; Wang et al., 2019). La especificidad de este habitat se basa en 

la síntesis de opinas que son compuestos de bajo peso molecular que son las fuentes de carbono y 

aminoácidos específicos para el metabolismo y colonización en altas densidades de las poblaciones 

de Agrobacterium. Así mismo, se ha determinado que en la agalla existen otros compuestos 

orgánicos y minerales producidos por la planta hospedante; se consigna que tanto las opinas 

específicas y estos compuestos producidos por la planta podrían permitir el desarrollo en la agalla 

de algún otro microrganismo, pero en menor densidad de población. Para A. tumefaciens este nicho 

específico le permite disminuir la capacidad de defensa de la planta hospedante, evadir la 

competencia contra otros microorganismos bacterianos y fúngicos, promover la comunicación 

entre poblaciones de la  especie y finalmente la transferencia horizontal de genes de virulencia 

(Deeken et al., 2006; Aloni y Ullrich, 2008). Por lo tanto, la formación de la agalla de la corona 

es el resultado de la transformación genética en la que ocurren cambios en la expresión génica, 

metabólica y morfológica. Durante el desarrollo de la agalla se estimula genéticamente la 

expresión controlada de las fitohormonas auxinas y citocinas, las cuales inducen el crecimiento en 

tamaño y cantidad de las células de la agalla; otra de las modificaciones en el tejido es la formación 

de vascularización que permite la llegada de nutrientes a la agalla. También, investigaciones 

previas demostraron que en la agalla se producen grandes cantidades de ácido abscísico y enzimas 
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que evita la pérdida de líquidos y la desecación de la agalla (Deeken et al., 2006; Gohlke y Deeken, 

2014).  

3.6. Opinas 

La colonización genética mediada por A. tumefaciens favorece la trasformación fisiológica 

de la planta, las células se especializan en la producción de compuestos derivados de aminoácidos 

y azúcares llamados opinas, las cuales sirven como fuentes de carbono y energía. Entre las 

poblaciones de A. tumefaciens la producción de opinas es diferente, ya que no todas las especies 

inducen la síntesis de las mismas opinas; se conoce que la síntesis de algunos tipos de opinas está 

influenciado por la especie del hospedante y las condiciones ambientales (Szegedi et al., 1988; 

Aloni y Ullrich, 2008; Quispe-Huamanquispe et al., 2017;). Se han descrito aproximadamente 20 

tipos de opinas con una composición química diferente por el tipo de azúcar o aminoácido. Por 

ejemplo, las octopinas están formadas por una reducción de piruvato con arginina o lisina, nopalina 

y manopina; cada tipo de opina está compuesta por proteínas especialmente reguladas para su 

producción, estas proteínas inducen la trascripción de los genes necesarios para su asimilación y 

catabolismo. Las opinas no solo cumplen un papel nutricional, sino que también están involucradas 

en el transporte del plásmido Ti; por lo anterior, las opinas se han considerado como moléculas de 

señalización en este patosistema. Las especies de Agrobacterium que albergan el plásmido Ti 

pueden producir nopalinas, agrocipinas y octopinas; estas opinas son quimioatrayentes para otras 

poblaciones de bacterias dentro del género Agrobacterium que albergan el plásmido Ti, por lo cual 

se consideran específicas (Szegedi et al., 1988; Aloni y Ullrich, 2008; Quispe-Huamanquispe et 

al., 2017). Sin embrago, se postula que las opinas también pueden ejercer una presión ambiental 

para el desarrollo de especies bacterianas diferentes al género Agrobacterium por bacterias con la 

capacidad de transformar estos mismos compuestos y colonizar la agalla de la corona (Brencic y 

Winans, 2005). 

3.7. Ecología microbiana en la agalla de la corona 

Las interacciones entre microorganismos dependen estrechamente de factores bióticos y 

abióticos. Agrobacterium, como parásito facultativo, inicia un proceso de infección que modifica 

las condiciones micro ambientales bióticas y abióticas que influencian el hospedante; como 

resultado de la infección en la planta, ocurre una reprogramación fisiológica por la inserción del 
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plásmido Ti, alterando completamente la dinámica establecida con otros microorganismos 

presentes o cercanos al nuevo nicho (agalla). Se sabe que las bacterias con las que convive y 

comparte este nicho de forma inter e intra específica pueden atribuirle o limitar su potencial de 

virulencia a Agrobacterium spp. La formación de la agalla de la corona y la cantidad de 

poblaciones bacterianas diferentes al género se consideran limitadas y diferenciadas dependiendo 

de los compuestos fenólicos y azúcares específicos del hospedante. Se postula que la falta de 

nitrógeno y fósforo, y las condiciones hipóxicas de la agalla de la corona pueden limitar el 

crecimiento de bacterias fuera del género Agrobacterium y que solo bacterias con la capacidad de 

metabolizar opinas podrían convivir y sobrevivir en este nicho altamente específico. El análisis de 

estas poblaciones bacterianas que habitan en la agalla de la corona sigue siendo desconocido 

(Barton et al., 2018; Gelvin, 2018). Sin embargo, estas poblaciones de bacterias que crecen en un 

nicho altamente específico, como lo es la agalla de la corona, podrían ser también cepas con alta 

capacidad de competir por nutrientes con poblaciones de A. tumefaciens (Faist et al., 2016; Barton 

et al., 2018). 

3.8. Manejo de A. tumefaciens 

A. tumefaciens ha causado pérdidas económicas considerables en viveros de árboles 

frutales, frutillas y plantas ornamentales (Quispe-Huamanquispe et al., 2017). Esta bacteria quizás 

es la que incluye un mayor rango de hospedantes dicotiledóneas a diferencia de otras bacterias 

fitopatógenas y su rango de hospedantes continúa extendiéndose infectando especies de plantas 

anteriormente no identificados como es el caso de Hibiscus sp. (Chen et al., 2022).  En diferentes 

sistemas de producción, el manejo de técnicas de injertos o podas han sido importantes para que 

A. tumefaciens colonice con eficiencia los cultivos principalmente en viveros (Escobar y 

Dandekar, 2003; Anand et al., 2008; Ahmed et al., 2018). Actualmente, se ha incrementado la 

incidencia y severidad de A. tumefaciens en diversas especies de frutillas en México, 

principalmente en plántulas producidas en vivero, ya que el control químico ha sido ineficiente en 

el manejo de este patógeno (Anand et al., 2008; Ahmed et al., 2018). 

A. tumefaciens requiere estrictamente de una herida para establecerse y causar infección en 

su planta hospedante, por lo que las medidas de control son preventivas. Entre las medidas más 

utilizadas para evitar la infección está el uso de material vegetal de propagación libre del patógeno, 

eliminar plantas con síntomas, evitar el uso de suelos contaminados con el patógeno, deficientes 
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técnicas de injerto, heridas mecánicas en viveros principalmente durante las prácticas culturales, 

así como el control de insectos y nematodos que pueden causar heridas en raíces. Son pocos los 

ingredientes activos eficientes para el manejo de la enfermedad; en algunos casos, el control 

biológico ha sido eficiente mediado por el uso de cepas avirulentas en formulaciones con la cepa 

A. radiobacter K84 la cual se encuentra disponible en el mercado (Escobar y Dandekar, 2003; 

Anand et al., 2008; Peñalver et al., 2018). A. tumefaciens se disemina a partir de plantas infectadas, 

la bacteria puede sobrevivir en el suelo y diseminarse también a través del agua, o manualmente 

con herramientas de corte o equipo de labranza infectados. (Barton et al., 2018; Wu et al., 2019). 

En los últimos años, el desarrollo de investigaciones sobre antagonistas microbianos 

nativos en diferentes nichos ecológicos ha tomado relevancia como una alternativa de manejo 

(Agrimundo, 2019). Las comunidades bacterianas nativas en nichos ecológicos específicos se 

consideran una fuente importante de nuevos aislamientos para el control biológico mediado por la 

producción de compuestos antimicrobianos, competencia de nutrientes y espacio, promoción del 

crecimiento e inducción de resistencia de plantas ( Silva et al., 2004; Méndez et al., 2007; González 

y Fuentes, 2017; Barton et al., 2018; Köhl et al., 2019; Saikia et al., 2022). 

3.9. Interacción bacteria-planta-ambiente 

Las interacciones biológicas entre bacterias-planta-ambiente generan micro-ecosistemas 

que pueden determinar el equilibrio entre la salud de la planta y la sobrevivencia bacteriana. Las 

bacterias pueden tener funciones benéficas en la planta, protección contra patógenos y protección 

contra el estrés producido por diversos factores abióticos. El estudio de estas interacciones puede 

generar conocimiento sobre poblaciones bacterianas en nichos ecológicos específicos que pueden 

ser usados como alternativas de biocontrol en el manejo de bacterias fitopatógenas de importancia 

económica (Johansson et al., 2004; Brencic y Winans, 2005; Brown et al., 2012;  Souza et al., 

2015; Barton et al., 2018; Karimi et al., 2018).  

La estructura y la diversidad de poblaciones bacterianas definen gran parte la ecología 

microbiana en diversos ambientes; por ejemplo, la gran biodiversidad de los suelos puede 

establecer su funcionalidad para suelos agrícolas y el desarrollo de ciertas especies de plantas. Las 

poblaciones de microorganismos y la compleja red de comunicación mediada por compuestos 

químicos pueden favorecer la expresión de genes de virulencia, influir en la efectividad de 
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colonización y también podría jugar un papel importante en el desarrollo de poblaciones 

específicas con alta competencia que favorecería el control biológico de A. tumefaciens ( Loh et 

al., 2002; von Bodman et al., 2003; Antunes et al., 2010).  

La necesidad de estudiar las poblaciones bacterianas nativas en la agalla de la corona se 

basa en el diseño altamente específico para el desarrollo de esta transformación de tejido (Antunes 

et al., 2010). Aunque el diseño de la agalla de la corona tiene como finalidad formar un nicho 

altamente específico, se conoce que la producción de opinas y los procesos de fermentación que 

ocurren durante su formación; pueden promover la colonización y establecimiento de otro tipo de 

microrganismos con capacidad de asimilar las opinas específicas producidas en la agalla de la 

corona. Estas bacterias pudieran ser altamente competitivas como antagonistas contra A. 

tumefaciens (Barton et al., 2018; Faist et al., 2016; Gelvin, 2018). Hasta donde sabemos, en 

México aún no hay estudios sobre las poblaciones bacterianas nativas en tejido de la agalla de la 

corona causado por A. tumefaciens. 

3.10. Control biológico  

El control biológico de fitopatógenos mediado por microorganismos benéficos es una 

alternativa que se ha estudiado intensamente en los últimos años, principalmente debido al uso 

intensivo de pesticidas químicos en la agricultura que impactan negativamente el medio ambiente. 

El uso de microorganismos eficientes en el control de patógenos en plantas puede ser una 

herramienta eficiente para reducir el uso de agroquímicos e integrar alternativas de manejo de 

enfermedades en plantas ecológicamente sustentables (Johansson et al., 2004; Landa et al., 2006; 

Lenteren et al., 2018). 

La interacción entre un agente de control biológico (ACB) – planta – patógeno, implica la 

expresión de diferentes mecanismos fisiológicos de cada componente para que ocurra el control 

eficiente; se han estudiado diversos procesos fisiológicos con los ACB relacionados con el control 

de patógenos como la antibiosis por metabolitos primarios y secundarios, inducción de resistencia 

y promoción de crecimiento en las plantas, así como competencia por nutrientes y espacio en un 

nicho ecológico específico (Köhl et al., 2019). El control biológico con base en la competencia de 

espacio y nutrientes ente diversas poblaciones de microorganismos se ha estudiado en diferentes 

patosistemas. En nichos ecológicos específicos se han aislado e identificado cepas de bacterias 
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cultivables que han mostrado alta eficiencia en la colonización y competencia contra 

microorganismos fitopatógenos (Penyalver et al., 2000; Johansson et al., 2004; Khan et al., 2009; 

Barton et al., 2018).  

En el patosistema de A. tumefaciens durante el desarrollo del tumor (agalla), las células 

oncogénicas sintetizan opinas que son utilizadas como fuente de carbono, nitrógeno y energía por 

las poblaciones patógenas de A. tumefaciens, creando un nicho ecológico altamente específico y 

reduciendo la competencia de la mayoría de otros microorganismos que no  son capaces de utilizar 

estas opinas como fuente de energía (Deeken et al., 2006; Aloni y Ullrich, 2008). Sin embargo, es 

posible que algunas poblaciones de microorganismos puedan coexistir con A. tumefaciens por su 

habilidad de utilizar las opinas específicas (Gordon y Christie, 2014; Ahmed et al., 2018; Wang et 

al., 2019), así como otros compuestos identificados que se producen en el tejido del tumor (Deeken 

et al., 2006; Gohlke y Deeken, 2014). Estas poblaciones bacterianas podrían ser de interés en 

estudios de control biológico contra A. tumefaciens para evitar la infección o reducir la severidad 

de los síntomas, así como otras futuras aplicaciones biotecnológicas. En México no existe ningún 

estudio sobre estas poblaciones bacterianas, ni su potencial como posible ACB de A. tumefaciens 

in vitro e in vivo.   
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Material vegetal de frambuesa con síntomas de agalla de la corona 

En marzo y agosto del 2020, se recibieron seis muestras de agallas desarrolladas en plantas 

de frambuesa var. elvira provenientes de viveros de Driscoll´s Tlaxcala, México. Las agallas 

recolectadas fueron de diferente tamaño y color blanquecino (tejido no lignificado) y se 

mantuvieron en una hielera con bolsas plásticas para su traslado al laboratorio. Las agallas se 

desinfestaron con hipoclorito de sodio al 20% durante 2 min; después, se lavaron dos veces con 

agua destilada estéril y se secaron en papel absorbente durante 5 min (Figura 2).  

Figura 2. Muestras de agalla de la corona de frambuesa var. Elvira con diferentes estados de lignificación; 

el tejido blanco indica que la agalla se encuentra en un estado inicial de desarrollo. 

4.2 Aislamiento e identificación de Agrobacterium tumefaciens 

El aislamiento de A. tumefaciens se realizó a partir del tejido de la periferia de la agalla; de 

cada agalla se utilizó 1 g de tejido que se colocó en agua destilada estéril durante 30 min para 

permitir la difusión bacteriana. Después, se sembraron 20 µl en medio de cultivo D1-M (Schaad 

et al., 2000; Alippi et al., 2011) y se incubaron a 28 oC durante 72 h. A partir del crecimiento 

bacteriano se reaislaron y purificaron seis colonias (una por agalla de cada planta de frambuesa) 
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con morfología de crecimiento redondas, mucoides, brillantes a la luz, de color azulado en el medio 

D1-M, la cual es una característica descrita para  A. tumefaciens, a las 48 h de crecimiento a 28 oC  

(Alippi et al., 2011). Las cepas aisladas se preservaron en cultivo criogénico en caldo nutritivo y 

glicerol (40% v/v).  

4.2.1. Caracterización bioquímica y determinación del biovar de A. tumefaciens 

La caracterización de las cepas aisladas se realizó por el método descrito por Schaad et al., 

(2000). La caracterización bioquímica incluyó: reducción de nitratos, hidrólisis de arginina, 

producción de levana, utilización de citrato, eritritol, dulcitol, sacarosa, melezitosa y álcalisis a 

partir de ácido L-tartárico. La utilización de fuentes de carbono se realizó en microplaca por el 

método descrito por Cubero y Lopez (2001). 

4.2.2. Pruebas de patogenicidad in vitro e in vivo de A. tumefaciens 

Para evaluar la patogenicidad de las bacterias aisladas a partir de las agallas se utilizaron 

rodajas de zanahoria (Schaad et al., 2000); las zanahorias se seleccionaron por su frescura y corto 

periodo de almacenamiento; en todas ellas, se eliminó el tejido de la epidermis  y se lavaron tres 

veces con alcohol al 95%, seguido de tres lavados con agua destilada estéril; posteriormente, se 

sumergieron en hipoclorito de sodio al 1% durante 15 min y se realizaron tres últimos lavados con 

agua destilada estéril. Las zanahorias se cortaron en rodajas de 5 mm de grosor y se inocularon en 

el centro de las mismas con 100 μl de una suspensión bacteriana acuosa con 1x107 UFC/mL de 

cada cepa bacteriana y se incubaron durante tres semanas en cámara húmeda a 28 °C. Para las 

pruebas de patogenicidad in vivo, se utilizaron cinco plántulas de jitomate y girasol, las cuales son 

hospedantes naturales de A. tumefaciens, con dos semanas de crecimiento. La inoculación de cada 

cepa (n=6) en las plantas de ambas especies se realizó por dos métodos: 1) inoculación con masa 

bacteriana en una herida en el cuello del tallo producida al momento de la inoculación con un 

palillo de madera estéril, y 2) por inyección con jeringa en el cuello del tallo de 100 μl de una 

suspensión acuosa con 1x107 UFC/mL. Las cepas se inocularon con 48 h de crecimiento en medio 

cultivo agar nutritivo incubados a 28 oC. Las plantas inoculadas se cubrieron con una bolsa de 

plástico durante 48 h y se mantuvo una humedad constante durante dos meses en condiciones de 

laboratorio.  
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4.2.3. Secuenciacion directa del gen VirD2 

El ADN genómico de las seis cepas se obtuvo con el kit comercial Qiagen® Alemania. La 

concentración y calidad del ADN se verificó con un NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, 

USA). Para la amplificación molecular se utilizaron los iniciadores específicos al gen VirD2 A 

(5’-ATG CCC GAT CGA GCT CAA GT-3’) y C (5’-TCG TCT GGC TGA CTT TCG TCA TAA-

3’) descritos por Haas et al., (1995) que amplifica un fragmento de 224-338 pb. Se utilizó master 

mix prefabricado de la marca Promega, 12 µl de mastermix, 1 µl de cada primer (0.04 µM), 2 µl 

de ADN (concentración 100 ng/µl) y 8.5 µl de agua libre de nucleasas. La temperatura de 

termociclaje fue de 94°C durante 1 min, seguido de 40 ciclos de 94°C, 50°C y 72 °C durante 1 min 

cada una para finalizar con un ciclo a 72°C durante 5 min. Se almacenó a -4°C hasta su 

secuenciación.  

La secuencia obtenida fue editada con el software Chromas, ensamblada con ayuda del 

software DNA Star. Adicionalmente, se realizó un análisis filogenético, se apoyó del software 

Mega-X Modelo Tamura-Nei 1000 repeticiones de Boostrap y la base de datos NCBI (National 

Center for Biotechnology Information). Las secuencias se compararon en el banco de genes (Gen 

Bank) del Centro Internacional para la Información en Biotecnología (NCBI-National Center of 

Biotechnology Information), empleando el algoritmo Blastx (Altschul et al., 1990) del Centro 

Nacional de Información Biotecnológica (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast).  

4.3. Aislamiento de poblaciones bacterianas cultivables totales de la agalla de la corona 

De cada agalla (n=6), se cortaron trozos de 1 g de tejido y se colocaron en un matraz con 

5 ml de agua destilada estéril; la suspensión se mantuvo en reposo durante 30 min para permitir la 

difusión bacteriana. De esta suspensión, se realizaron diluciones en serie desde 10-1 hasta 10-3 de 

las seis muestras y se sembraron 100 μl de cada dilución con tres repeticiones en medio de cultivo 

agar nutritivo y agar R2A. Las placas sembradas se incubaron a 28°C durante 48 h. Las colonias 

bacterianas totales se observaron a las 48 h de crecimiento en un microscopio estereoscópico con 

luz oblicua para identificar diferencias en los morfotipos bacterianos aislados. Los morfotipos se 

purificaron y preservaron en cultivo criogénico en caldo nutritivo y glicerol (40% v/v) a -20°C 

hasta su uso. Así mismo, se seleccionó la dilución en serie que permitió el conteo entre 30 y 300 

colonias y se calculó la densidad bacteriana total expresado en UFC/g de tejido de agalla. La 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
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densidad de poblaciones bacterianas totales se estimó por conteo directo en placa (Forbes, 2009) 

con un crecimiento de 48 h con la fórmula:  

𝑈𝐹𝐶 𝑥 𝑉𝑆 𝑥 𝐹𝐷

𝑃
 

Dónde:  

UFC= Unidades formadoras de colonias 

VS= volumen sembrado 

FD= Factor de dilución utilizado 

P= Peso de tejido 

4.3.1. Aislamiento de poblaciones de Bacillus y Pseudomonas spp. de la agalla de la corona 

Para el aislamiento de poblaciones de Bacillus spp. se utilizó la suspensión inicial descrita 

anteriormente de cada muestra de agalla (1 g de tejido de agalla en 5 ml de agua destilada estéril 

y reposo por 30 min). De cada muestra de agalla (n=6), se utilizaron tubos con 2 mL de la 

suspensión bacteriana y se expusieron en baño maría a 70 y 80 °C durante 7 y 5 min 

respectivamente en tratamientos independientes para inducir la esporulación y prevalencia de 

Bacillus spp. Después, se sembraron 100 μl de la suspensión bacteriana de cada tubo en medio 

agar R2A y se incubaron a 28°C durante 48 h. Las colonias bacterianas se observaron en un 

microscopio estereoscópico con luz oblicua para identificar diferencias entre morfotipos de 

Bacillus spp. a las 24 y 48 h después de la siembra. Los diferentes morfotipos de Bacillus spp. se 

purificaron y preservaron en cultivo criogénico en caldo nutritivo y glicerol (40% v/v) a -20°C. Se 

calculó la densidad total y se expresó en UFC/g de tejido de agalla con el mismo método 

anteriormente descrito. Para el aislamiento de poblaciones de Psudomonas spp. se utilizó la técnica 

de cultivo en microplaca (96 pozos) con medio caldo B de King (BK) suplementado con 

ampicilina, cloranfenicol y cicloheximida (Landa et al., 2006). En cada pozo, se colocaron 200 μl 

del medio caldo BK; después, en la primera columna se inocularon 100 μl de la suspensión 

bacteriana (1 g de tejido de agalla en 5 ml de agua destilada estéril y reposo por 30 min); a partir 

de esta columna, se tomaron 100 μl y se realizaron diluciones seriadas hasta la columna 12 de la 

microplaca; se utilizó una microplaca por muestra de tejido de agalla (n=6). Las microplacas se 

incubaron a 28°C durante 72 h; después, se observaron bajo luz ultravioleta (260 nm) para la 

detección de pigmentos fluorescentes. De los pozos con mayor fluorescencia de cada microplaca, 
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se sembraron 20 μl en medio BK agar suplementado con antibióticos y se incubaron a 28°C durante 

72 h. Los diferentes morfotipos de Pseudomonas spp. se purificaron y preservaron en cultivo 

criogénico en caldo nutritivo y glicerol (40% v/v) a -20°C. Se calculó la densidad total y se expresó 

en UFC/g de tejido de agalla con el mismo método anteriormente descrito. 

4.4. Antagonismo de bacterias aisladas de la agalla contra A. tumefaciens 

4.4.1. Antagonismo in vitro 

De las seis agallas de frambuesa se aislaron 86 cepas bacterianas. Se evaluó el antagonismo 

in vitro de las bacterias (n=86) contra A. tumefaciens patógeno identificado por la amplificación y 

secuenciación del gen VirD2 (No. Acceso LC052332.1). Las bacterias se sembraron en 

microplacas de 96 pozos con 200 µL de caldo nutritivo y se incubaron a 28°C durante 48 h. El 

antagonismo se evaluó por cultivo dual in vitro en placas Petri cuadradas (120 x 120 mm) con 

medio de cultivo agar nutritivo. Las placas se inocularon por extensión en la superficie del medio 

con 250 µL de una suspensión acuosa de A. tumefaciens con 1x107 UFC/mL y se mantuvieron en 

reposo durante 30 min hasta la completa absorción de la suspensión en el medio de cultivo. 

Después, las bacterias se inocularon con un inoculador multipunto (Boekel®, microplate replicator 

96 puntos) permitiendo la inoculación simultánea de las 86 bacterias y se incubaron a 28 °C por 

72 h. Posteriormente se reaislaron las cepas bacterianas que mostraron algún grado de antagonismo 

(halo de inhibición del crecimiento bacteriano) contra A. tumefaciens. El antagonismo se evaluó 

con cuatro repeticiones en ensayos independientes para la comparación de medias ANOVA. Con 

los datos del halo de inhibición (mm) se calculó el Índice de Eficiencia Antagonista (IEA) por el 

método descrito por Abou El-Yazeid et al., (2007): 

𝐼𝐸𝐴 =  
Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑒𝑙 ℎ𝑎𝑙𝑜

Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎
 

4.4.2. Antagonismo in vitro por metabolitos 

Las bacterias antagonistas in vitro contra A. tumefaciens se inocularon en matraces con 20 

mL de medio caldo-soja-triptona (TSB); de cada cepa bacteriana antagonista se inocularon 10 µl 

de una suspensión acuosa con 1 x 107 UFC/mL; los matraces se mantuvieron en agitación constante 

durante 48 h a temperatura de laboratorio. Después, 10 mL de cada cultivo en TSB se utilizarón 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC052332.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=50&RID=88RTGGZV013
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filtros bacteriológicos (.22 µm) estériles para eliminar las células bacterianas y obtener únicamente 

los metabolitos producidos por cada cepa. El efecto del filtrado contra A. tumefaciens se realizó en 

placas Petri cuadradas (120 x 120 mm) con medio agar nutritivo; las placas se inocularon por 

extensión en la superficie del medio con 250 µL de una suspensión acuosa de A. tumefaciens con 

1 x 107 UFC/mL y se mantuvo en reposo durante 30 min hasta la completa absorción de la 

suspensión en el medio de cultivo. Después, se colocaron discos (3 mm de diámetro) de papel filtro 

embebido en el filtrado de cada cepa antagonista con tres repeticiones. Las placas inoculadas se 

incubaron a 28°C durante 48 h. El efecto del filtrado se evaluó por la formación de halos de 

inhibición del crecimiento de A. tumefaciens. Así mismo, se evaluó la actividad proteolítica y 

lipolítica de las cepas antagonistas con los protocolos descritos por Slifkin, (2000).  

4.4.3. Antagonismo in vivo contra A. tumefaciens 

Para las pruebas de antagonismo in vivo se seleccionaron tres cepas bacterianas (AAC2, 

AAC5 y AAC9) que fueron aisladas con mayor frecuencia de las agallas y que mostraron algún 

grado de antagonismo in vitro contra A. tumefaciens; así mismo, se seleccionaron ocho cepas 

(AAC8, AAC3, AAC4, AAC12, AAC11, AAC9, AAC7, AAC13) aisladas con mayor frecuencia 

e identificadas como Pseudomonas spp. para su inoculación en consorcio; todas las cepas se 

inocularon a partir de un cultivo puro de 48 h incubados a 28 oC en agar nutritivo. Las cepas AA2, 

AA5 y AAC9 se inocularon individualmente y las cepas AAC8, AAC3, AAC4, AAC12, AAC11, 

AAC9, AAC7, AAC13 de Pseudmonas spp. en conosorcio en 10 plantas de jitomate (Solanum 

lycopersicum) var. ramsés susceptible a A. tumefaciens 20 días después de la germinación en 

condiciones de invernadero. La inoculación individual y en consorcio se realizó por inmersión de 

la raíz y cuello del tallo de las plantas de jitomate durante 30 minutos en una suspensión celular 

con 1 x 107 UFC/mL basado en el patrón de turbidez de la escala de McFarland. Las plantas 

inoculadas se trasplantaron en en bolsas de plástico negro (2 kg) con sustrato tierra-agrolita (75:25) 

estéril y se mantuvieron en invernadero por 7 dias para promover la colonización bacteriana con 

una humedad relativa >70 y temperatura entre 30 y 33 oC.  

4.4.4. Colonización de raíces por los antagonistas 

Para verificar la capacidad de colonización de raíces de los antagonistas, a los 7 días 

después de la inoculación, se cortaron trozos de 1 g de raíz y se colocaron en un matraz con 5 ml 
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de agua destilada estéril por 30 min para permitir la difusión bacteriana. De esta suspensión, se 

realizaron diluciones seriadas hasta 10-4; de cada dilución se sembraron 100 µl con tres 

repeticiones en placas Petri con medio de cultivo agar nutritivo y Pseudomonas-agar. Las placas 

se incubaron a 28 oC durante 72 h. La densidad de poblaciones bacterianas totales se estimó en 

UFC/g de raíz por conteo directo en placa (Forbes, 2009) descrito anteriormente. 

4.4.5. Inoculación de A. tumefaciens 

Posterior a los 7 días de la inmersión de las raíces y cuello de las plantas de jitomate en la 

suspensión bacteriana de los antagonistas, se inoculó A. tumefaciens por dos métodos en 

tratamientos independientes: 1) por heridas en el cuello del tallo con un palillo de madera estéril e 

inoculación con masa bacteriana, y 2) inoculación diaria en el sustrato durante 7 días con 150 mL, 

de una suspensión bacteriana con 1 x 107 UFC/Ml (basado en el patrón de turbidez de la escala de 

McFarland) del patógeno. Se utilizaron dos testigos, 1) plantas inoculadas por ambos métodos con 

A. tumefaciens sin la inmersión de las raíces en la suspensión de los antagonistas, y 2) plantas 

inoculadas con agua destilada estéril en el cuello de la raíz por herida y en el sustrato, sin 

antagonistas ni patógeno. Las plantas se mantuvieron en invernadero bajo las condiciones descritas 

anteriormente durante 40 días. El estudio se realizó en un diseño completamente al azar, con dos 

tipos de inoculacion del patógeno, cuatro tratamientos antagonicos con cinco repeticiones. La 

variable analizada fue el área del tallo (mm) con desarrollo de tumores causado por A. tumefaciens.  

4.5. Análisis estadístico  

Se realizó un análisis estadístico descriptivo utilizando el software R-UCA 4.1.1 para el 

ANOVA y prueba Tukey para el análisis de significancia estadístico. Para los resultados no 

paramétricos se utilizó el análisis de varianza ANOVA de Kruskal-Wallis, finalizando con la 

prueba Post-hoc para el análisis de significancia, se consideraron significativos los resultados con 

una P<0.05 (Kuehl y Kuehl, 2000; Wong González, 2010). 

4.6. Identificación de cepas antagonistas contra A. tumefaciens 

Las 13 cepas más abundantes se identificaron por la amplificación parcial del gen 16S 

rARN con los iniciadores 8F (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) y 1492R (5’CGG TTA 

CCT TGT TAC GAC TT3’) (Baker et al., 2003). Las condiciones de termociclaje fueron de 95°C 
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durante 1 min, seguido de 30 ciclos de 95°C, 54°C y 72°C durante 5, 1, 0.45 y 1 min cada una para 

finalizar con un ciclo a 72°C durante 8 min, finalizando 4°C durante 8 min. Se almacenó a -4°C 

hasta su secuenciación. Las bandas de los amplificados se verificaron por electroforesis en gel de 

agarosa (1.5%) teñido con bromuro de etidio (500 ng mL-1).  

4.6.1. Secuenciación  

Los productos de PCR que mostraron fragmentos amplificados de un peso molecular de 

1500 pb se enviaron a secuenciar a Macrogen Inc. (Korea). La secuencia obtenida fue editada con 

el software Chromas, ensamblada con ayuda del software DNA Star. 

4.6.2 Filogenia de cepas antagonistas 

Se realizó el análisis filogenético, con el software Mega-X Modelo Tamura-Nei 1000 

repeticiones de Boostrap y la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology 

Information). Las secuencias se compararon en el banco de genes (Gen Bank) del Centro 

Internacional para la Información en Biotecnología (NCBI-National Center of Biotechnology 

Information), empleando el algoritmo Blastx (Altschul et al., 1990) del Centro Nacional de 

Información Biotecnológica (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast).  

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
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V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

5.1. Aislamiento de A. tumefaciens  

Se ailsaron seis morfotipos bacterianos, de los cuales se identificaron tres potenciales A. 

tumefaciens por pruebas de patogenicidad in vitro positivas, la caracterización bioquímica arrojo 

similitud con los biovares 1 y 2, de las cuales mediante la amplificación del gen virD2 se identifico 

a la cepa A1 como A. tumefaciens. 

5.1.1 Pruebas de patogenicidad in vitro 

Los resultados de las pruebas de patogenicidad in vitro en rodajas de zanahoria mostraron 

que tres cepas (A1, A2 y A3) de las seis cepas inoculadas indujeron una proliferación anormal del 

tejido inoculado y la formación de pequeños tumores; no se observó ningún síntoma en los 

controles no inoculados (Figura 3). Los síntomas observados con este modelo de inoculación in 

vitro se han reportado previamente como confirmatorias para identificar cepas tumorogénicas de 

A. tumefaciens y A. rhizogenes (Schaad et al., 2000). La cepa A1 aislada de agallas de frambuesa 

causó mayor severidad de síntomas y se seleccionó para los ensayos de inoculación en planta 

(Figura 4). 

 
Figura 3. Cepas A1, A2 y A3 inoculadas en rodajas de zanahoria causando proliferación anormal 

del tejido y desarrollo de pequeños tumores. La cepa A1 indujo mayor severidad de tumoración 

con respecto a la cepa A2 y A3. 
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5.1.2. Pruebas de patogenicidad in vivo 

La inoculación de la cepa A1 en plantas de jitomate y girasol indujo el desarrollo de 

pequeños tumores a lo largo del tallo (Figura 4). Las plantas que se inocularon con masa bacteriana 

también causaron un abultamiento del tallo que posteriormente dio lugar al desarrollo de un tumor; 

así mismo, en algunas plantas inoculadas se observó el desarrollo de raíces laterales. La severidad 

del síntoma de tumoración en el tejido en ambas especies de plantas (tomate y girasol) fue 

diferente. 

  
Figura 4. Plantas inoculadas con 1 x 107 UFC/mL y masa bacteriana de la cepa A1. A) y B). Desarrollo de 

tumores a lo largo del tallo en plantas de jitomate inoculadas por inyección de una suspensión bacteriana 

en el tallo. C) y E). Desarrollo de tumores a lo largo del tallo en plantas de jitomate inoculadas por herida 

con masa bacteriana en el cuello de la raíz. E). Desarrollo de raíces e hinchazón del tallo en plantas de 

jitomate. F). Desarrollo de pequeños tumores a lo largo del tallo en plantas de girasol inoculadas por 

inyección de una suspensión bacteriana en el tallo. G). Síntomas de hinchazón de tallo, desarrollo de raíces 

y tumores. 

5.1.3 Caracterización e identificación de A. tumefaciens 

De las muestras de la agalla de la corona de frambuesa, se obtuvieron seis cepas con 

morfología similar a la descrita para A. tumefaciens (Schaad et al., 2000). De acuerdo con la 

descripción de biovar por Schaad et al., (2000) y Cubero y López (2001), las seis cepas (A1-A6) 
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se incluyen en el biovar 1 y 2. Los resultados de la caracterización mostraron que la cepa A1 tuvo 

83.4% de similitud con el biovar 1 (Cuadro 2), las cepas A4-A6 no dieron resultado positivo a las 

pruebas de patogenicidad sin embargo si comparten características bioquímicas con biovares de 

A. tumefaciens. 

Cuadro 2. Determinación del biovar de seis cepas aisladas de agallas de frambuesa 

+; Positivo, -; Negativo, V-; Variable con tendencia a negativo, V+; Variable con tendencia a positivo  

Caracterización e identificación de A. tumefaciens. Las cepas aisladas de tejido de la agalla de 

frambuesa, se evidenciaron como pontenciales A. tumefaciens después de producir crecimiento 

anormal en las pruebas de patogenicidad in vivo e in vitro. Mediante la caracterización bioquímica 

la cepa A1 aislada de agallas de frambuesa var. elvira se identificó como A. tumefaciens biovar 1. 

Este resultado es consistente con la relación que se establece con cepas tumorogénicas de A. 

tumefaciens con el biovar 1 el cual es el más ampliamente estudiado; se sabe que las poblaciones 

de A. tumefaciens incluidas en este biovar tienen una gran capacidad de adaptación para colonizar 

nichos ecológicos como suelo, agua y plantas ( Cubero y Lopez, 2001; Andrade et al., 2003; Genov 

et al., 2015).  

En frambuesa, se describe a A. rubi como el agente causal de la agalla de la corona 

caracterizadas por metabolizar D-glucosa, D-arabinosa, manitol, malonato, citrato, eritritol, y no 

producen 3-cetalosa (Slater et al., 2009; Alippi et al., 2010). En esta investigación, la cepa aislada 

Fuente de carbono Biovar A1 A2 A3 A4 A5 A6 

1 2 3 

Sucrosa + - V + + + - + - 

Eritritol - + - - - - - - - 

Melezitosa + - - + + + + + - 

Dulcitol + + - - V- + + - - 

L-tartárico - + + - - - - - - 

Utilización de citrato V- + + - V+ - V- V- V- 
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de tumores de frambuesa e identificada como A. tumefaciens, mostró 83% de similitud con el 

biovar 1 descrito por Schaad et al., (2000) y Cubero y López (2001); la cepa A1 fue positivo para 

metabolizar sacarosa, melezitosa y negativo para dulcitol, eritritol, L-tartárico y citrato; difiere con 

la utilización de citrato y eritritol con cepas de A. rubi. Diferentes agrobacterias pueden colonizar 

un mismo nicho y compartir características de virulencia para causar enfermedad; en vid, arándaro 

y frambuesa se ha demostrado que pueden ser suscpetibles a diferentes especies de Agrobacterium 

(Alippi et al., 2012; Nester, 2015; Barton et al., 2018), lo cual podría explicar la identificación de 

A. tumefaciens en las agallas de frambuesa en este estudio. 

La cepa A1 causó tumores in vitro en rodajas de zanahoria, así como in vivo en plantas de 

jitomate y girasol bajo condiciones de invernadero. Estos tres modelos experimentales se reportan 

como pruebas confirmatorias de la patogencidad de cepas de A. tumefaciens (Schaad et al., 2000). 

5.1.4. Secuenciacion directa del gen VirD2  

Por PCR, la cepa A1 amplificó un fragmento aproximado de 450 pb reportado por Haas et 

al., (1995) para el del gen VirD2 (Figura 5). La comparación de la secuencia en el GenBank del 

producto amplificado mostró 98 % de similitud con la secuencia del gen  VirD2 de Agrobacterium 

tumefaciens  70DZCEMU016 plámido Ti VirD2 (Núm. de acceso LC05332.1) (Figura 7). 
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Figura 5. Amplificación del gen VirD2 por PCR de la cepa A1 aislada de agallas de frambuesa e inoculada 

en rodajas de zanahoria, plantas de jitomate y girasol. Línea 1. Marcador de peso molecular 1 Kb Invitrogen 

Plus DNA Ladder, 2: cepa A1, 3: cepa A2, 4; cepa A3, 5: control negativo. 

5.1.5. Análisis filogenético de la cepa A1 identificada como A. tumefaciens 

 

 

Figura 6. Análisis filogenético de la cepa A1 de Agrobacterium tumefaciens aislada de agalla de la corona 

de frambuesa basado en la secuencia del gen VirD2 descrito por Haas et al., (1995), Modelo Tamura-Nei 

1000 repeticiones de Boostrap calculado por el software MegaX, el aislamiento A1 de frambuesa esta 

asociado con clados de A. tumefaciens. 
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Identificación molecular de Agrobacterium tumefaciens. Por amplificación y secuenciación del 

gen VirD2, la cepa A1 aislada de agallas de frambuesa var. elvira se identificó como A. 

tumefaciens. El gen VirD2 es parte de la secuencia del plásmido Ti, se considera fundamental para 

el inicio del proceso de infección, direccionar el ADN monocatenario a los sistemas de secreción 

tipo IV para integrarse al genoma de la planta hospedante; está conformado por 25 pb y 424 

aminoácidos, protege el genoma del ADN-T y evitar la degradación por endonucleasas, así como 

expresar proteínas de transporte para la colonización del hospedante (Nester, 2015).  

En esta investigación, la inoculación de las cepas A2 y A3 causaron tumores en rodajas de 

zanahoria, así como en plantas de jitomate y girasol con menor severidad que la cepa A1; sin 

embrago, por PCR no se obtuvo la amplificación del gen VirD2 con los iniciadores utilizados. Al 

respecto, se conoce que cepas con mutaciones en el gen VirD2 son capaces de infectar y transferir 

su genoma al núcleo del hospedante, pero en tasas más bajas. También se ha relacionado la 

influencia de las proteínas del hospedante y las interacciones del ambiente con alteraciones en las 

regiones del gen VirD2 (Gelvin, 2012; Tzfira y Citovsky, 2000). Así mismo, en estudios realizados 

por Bravo-Angel et al., (1998) demostraron que existen diferencias entre las secuencias del gen 

VirD2 en diversas cepas de A. tumefaciens conservando 90% de la región inicial de 203 

aminoácidos; lo anterior podría sugerir que las cepas A2 y A3 aisladas de agallas de plantas de 

frambuesa, pudieron haber tenido alteraciones en las secuencias que no permitieron la 

compatibilidad con los iniciadores utilizados para su identificación, pero que en las pruebas de 

patogenicidad si mostraron la capacidad de inducir tumores en el tejido aunque con menor 

severidad. Se  consigna que las especies de Agrobacterium que carece del gen VirD2, pierden su 

capacidad tumorogénica (Gordon y Christie, 2014; Gelvin, 2018); por lo anterior, nuestros 

resultados confirman que la cepa A1 corresponde a una cepa tumorogénica de A. tumefaciens. 

5.2. Densidad de poblaciones bacterianas totales en la agalla de la corona en frambuesa 

Los resultados de esta investigación indicaron que en las muestras de agalla (n=6) de 

frambuesa existe diferente densidad de poblaciones bacterianas totales entre ellas. Se registró 

mayor densidad de poblaciones de bacterias en el tejido (UFC/g de tejido) más joven de la agalla 

(tejido blanquecino) y menor en las agallas con mayor desarrollo (tejido lignificado); sin embargo, 

no hubo diferencia significativa entre ellas, ni con el medio de cultivo utilizado (agar nutritivo o 

R2A) (Figura 8). Entre las poblaciones bacterianas totales aisladas de las agallas se observó que la 
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diversidad bacteriana fue limitada identificando únicamente 13 morfotipos con la mayor 

frecuencia de aislamiento en las seis agallas analizadas, las cuales se seleccionaron para estudios 

posteriores.    

 
Figura 7. Poblaciones bacterianas totales (UFC/g de tejido) en agallas de frambuesa en los medios de 

cultivo agar nutritivo (AN) y R2A agar. 

5.2.1 Aislamiento de Bacillus y Pseudomonas spp. de la agalla de la corona en frambuesa 

Para la densidad de poblaciones de Bacillus spp. en medio de cultivo R2A, la prueba 

Kruskal-Wallis (α= 0.05) mostró diferencias (P=0.024) entre las temperaturas de 70 y 80 oC a las 

48 h de incubación a 28 oC. Con la comparación Post-hoc con Mann Whitney test (α=0.05) se 

encontraron diferencias significativas entre los grupos (P = 0.03) en el cual la extracción de UFC/g 

de tejido a la temperatura de 70°C es significativamente mayor que a 80 oC. Con la temperatura 

de 70 oC por 7 min, la densidad bacteriana estuvo en un promedio de 6.98E+05; en tanto que a 80 

oC por 5 min fue en promedio de 1.71E+05 UFC/g de tejido entre las seis agallas evaluadas 

(Cuadro 3; Figura 8).  Lo anterior sugiere que la exposición en baño maría a 70 oC por 7 min de la 

suspensión acuosa del tejido de la agalla es más eficiente para la inducción de esporulación y 

prevalencia de especies de Bacillus eliminando otras bacterias asociadas al tejido; la esporulación 
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en altas temperaturas es una característica conocida del género Bacillus. Entre las colonias de 

Bacillus, se identificaron cuatro morfotipos diferentes las cuales se preservaron para estudios 

posteriores en esta investigación. 

Cuadro 3. Densidad de poblaciones de Bacillus spp. en tejido de la agalla en frambuesa a 70 y 80 °C. 

   Agallas     

Tratamiento A1 A2 A3 A4 A5 A6 Promedio 

70°C/7 min 1.08E+06* 2.33E+06 1.20E+05 2.20E+05 1.20E+05 3.20E+05 6.98E+05 

80°C/5 min 7.00E+05 2.28E+05 5.00E+04 3.00E+04 1.00E+04 1.00E+04 1.71E+05 
*UFC/g de tejido de agalla de frambuesa 

 

 

Figura 8. Densidad de poblaciones de Bacillus spp. en UFC/g de tejido de agalla de frambuesa a 70 y 80 
oC por 7 y 5 minutos respectivamente. *Indica diferencia estadística significativa (α=0.05)  

Los pozos con mayor fluorecencia fueron identificados y seleccionados para aislar las poblaciones 

bacterianas de Pseudomonas spp. (Figura 9). 
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Figura 9. Poblaciones bacterianas fluorescentes de Pseudomonas en microplacas con medio caldo BK 

suplementado con antibióticos observadas bajo luz ultravioleta (260 nm) a las 72 h de incubación a 28 oC. 

Cada placa corresponde a una muestra de agalla de la corona. 

Los resultados de las poblaciones de Pseudomonas fluorescentes aisladas mostraron que la 

densidad bacteriana estuvo en promedio de 2.98E07 UFC/g de tejido entre las seis agallas 

evaluadas. Comparado con la densidad de Bacillus en el mejor tratamiento de aislamiento (70 oC/7 

min) (Cuadro 3), los resultados indican que las poblaciones de Pseudomonas son más abundantes 

que las de Bacillus colonizando el tejido de la agalla de la corona en frambuesa (Cuadro 4; Figura 

10). El análisis de varianza ANOVA (α=0.05) mostró diferencias significativas entre las 

poblaciones de Bacillus y Pseudomonas spp. Del crecimiento bacteriano, se identificaron 23 

morfotipos diferentes de los cuales se seleccionaron nueve con la mayor frecuencia de aislamiento 

para estudios posteriores. 

Cuadro 4. Densidad de poblaciones de Bacillus spp. y Pseudomonas fluorescentes (UFC/g de tejido) en 

agalla en frambuesa. 

   Agallas     

Poblaciones A1 A2 A4 A5 A6 A7 Promedio 

Bacillus 1.08E+06* 2.33E+06* 1.20E+05* 2.20E+05* 1.20E+05* 3.20E+05* 6.98E+05 

Pseudomonas 3.29E+07 3.47E+07 3.01E+07 2.79E+07 2.03E+07 3.30E+07 2.98E+07 

 *; Diferencia estadística significativa Tukey (α=0.05). 
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Figura 10. UFC/g de tejido de poblaciones de Bacillus y Pseudomonas spp. aisladas del tejido de la agalla 

de la corona de frambuesa. *Indica diferencia estadística significativa (α=0.05). 

5.2.3. Identificación molecular de antagonsitas 

Por PCR se amplificaron fragmentos de aproximadamente 1500 pb del gen 16S rARN en 

13 morfotipos con la mayor frecuencia de aislamiento del tejido de agallas. La comparación de las 

secuencias del fragmento amplificado en el banco de genes (Gen Bank) del NCBI identificaron 

con un porcentaje de similitud entre el 95.9 y 100 % a 8 (61.5%) cepas en el género Pseudomonas 

con la mayor abundancia en el tejido de agallas; entre estas, se identificaron las especies P. putida, 

P. citronenllois, y P. plecoglossicida; 2 (15.3%) cepas de  Bacillus y las especies B. subtilis y B. 

halotolerans y 3 (23%) cepas en otros géneros y especies: Delftia sp. y Alcaligenes faecalis, 

(Cuadro 4 y 5). 
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Cuadro 5. Identificación molecular por amplificación parcial del gen 16S rRNA de 13 cepas aisladas con 

mayor frecuencia del tejido de agalla de la corona en frambuesa  

ID cepa Muestra agalla Identificación 
Homología 

(%) 

Número de 

acceso Genbank 

AAC2 A2 Delftia sp 100 MK414965.1 

AAC12 A3 Pseudomonas putida 100 CP045551.1 

AAC8 A5 Pseudomonas sp 100 MT397006.1 

AAC3 A7 Pseudomonas sp 99.84 MK281650.1 

AAC11 A1 Pseudomonas putida 100 CP045551.1 

AAC9 A4 
Pseudomonas 

citronellolis 
100 MT437044.1 

AAC1 A4 Alcaligenes faecalis 100 MK603124.1 

AAC4 A2 Pseudomonas sp 100 ON046197.1 

AAC13 A3 
Pseudomonas 

plecoglossicida 
100 

 

ON287254.1 

 

AAC10 A1 Bacillus subtilis 100 ON102775.1 

AAC6 A2 Bacillus halotolerans 100 MT539148.1 

AAC5 A6 Alcaligenes faecalis 95.95 KY427117.1 

AAC7 A7 Pseudomonas sp 99.77 MT397006.1 

 

Cuadro 6. Ubicación taxonómica de cepas aisladas con mayor frecuencia del tejido de la agalla de la 

corona en frambuesa. 

 Alcaligenes Delftia Bacillus Pseudomonas 

     

Dominio Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria 

 

Filo Proteobacteria Proteobacteria Firmicutes Proteobacteria 

 

Clase β-proteobacteria β-proteobacteria Bacilli γ-proteobacteria 

 

Orden Burkholderiales Burkholderiales Bacillales Pseudomonadales 

 

Familia Alcaligenaceae Comamonadaceae Bacillaceae Pseudomonadaceae 

 

Género Alcaligenes Delftia Bacillus Pseudomonas 

 

Especie Faecalis  subtilis 

haloterans 

Putida 

citronillolis  

plecoglossicida 
Fuente: Schoch et al., 2020 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK414965.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=72T338DW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP045551.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=72T6AYX6016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT397006.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=72TSC3YK013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK281650.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=72U0REX5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP045551.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=72U1E2XE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT437044.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=72U97K4A016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK603124.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=72UA5GNY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON046197.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=72UAW3SN016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON287254.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=72UMG3RY01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON287254.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=72UMG3RY01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON102775.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=72UN2B1P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT539148.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=72UNN8GE016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY427117.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=72USEN7K016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT397006.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=72V3CMS9016
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5.2.4. Análisis filogenéticos de cepas nativas en la agalla de la corona 

La relación filogenética de cada cepa se infirió con el software Mega-X y la base de datos 

NCBI. 

5.2.4.1 Alcaligenes faecalis 

Las cepas AAC1 y AAC5 se identificaron como Alcaligenes faecalis (Figura 11). A. 

faecalis se caracteriza por colonizar diversos nichos ecológicos, principalmente en suelos, agua y 

rizósfera, las especies dentro del género Alcaligenes son ampliamente estudiadas por su capacidad 

de bioremediación entre los que se incluyen fenoles, pesticidas e hidrocarburos (Basharat et al., 

2018).  

 

Figura 11. Árbol filogenético consenso de Alcaligenes faecalis aislada de la agalla de la corona en 

frambuesa, basado en la secuencia del gen 16S rARN descrito por Baker et al., (2003), Modelo Tamura-

Nei 1000 repeticiones de Boostrap calculado por el software MegaX, el aislamiento correspondiente a las 

bacterias AAC1 y AAC5 estan asociadas con clado de Alcaligenes spp. 

AAC1 

AAC5 
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5.2.4.2. Delftia sp. 

La cepa AAC2 se identificó como Delftia sp. Las especies dentre del género son gram 

negativas, móvil, flagelada, en forma de varilla y dependiendo de la especie puede ser 

completamente recta o ligeramente curva (Wen et al., 1999). La cepa aislada de agallas se relaciona 

con dos cepas del género (Figura 12). 

 

Figura 12. Árbol filogenético consenso de Delftia sp. aislada de la agalla de la corona en frambuesa, basado 

en la secuencia del gen 16s descrito por Baker et al., (2003), modelo Tamura-Nei 1000 repeticiones de 

Boostrap calculado por el software MegaX, la cepa aislada de la agalla de la corona AAC2 esta asociada 

con el clado de Delftia sp. 
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5.2.4.3. Bacillus spp. 

En el tejido de la agalla de la corona en frambuesa se aislaron e identificaron con mayor 

frecuencia a las especies B. subtilis (cepa AAC10) y B. halotolerans (cepa AAC6) (Figura 13). El 

género Bacillus incluye cepas con células en forma de bastón, gram postivas, y anaerobias 

facultativas, actualmente se han descrito diversas especies de este género como potenciales agentes 

de biocontrol contra hongos y bacterias fitopatógenas (Fira et al., 2018).  

 

Figura 13. Árbol filogenético consenso de la cepa AAC6 y ACC10 aisladas de la agalla de la corona en 

frambuesa, asociadas con el clado de Bacillus spp, basado en la secuencia del gen 16S rARN descrito por 

Baker et al., (2003), modelo Tamura-Nei 1000 repeticiones de Boostrap calculado por el software MegaX.  

AAC6 

AAC10 
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5.2.4.4. Pseudomonas spp. 

Pseudomonas spp. fueron las poblaciones más abundantes colonizando el tejido de la agalla 

en frambuesa. Pseudomonas spp. son bacterias baciliformes rectas y curvadas dependiendo la 

especie, gram negativas que colonizan una amplia diversidad de nichos ecológicos (Hesse et al., 

2018). Las Pseudomonas spp. identificadas en este estudio se relacionan filogenéticamente con las 

especies P. putida, P. citronillolis y P. plecoglossicida (Figura 13). 
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Figura 14. Árbol filogenético consenso de Pseudomonas spp. aisladas de la agalla de la corona en 

frambuesa, basado en la secuencia del gen 16S rARN descrito por Baker et al., (2003), asociadas con el 

clado de P. putida, P. citronillolis y P. plecoglossicida basadas en el modelo Tamura-Nei 1000 repeticiones 

de Boostrap calculado por el software MegaX. 
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Densidad de poblaciones bacterianas totales en la agalla de la corona en frambuesa. Se 

evidenció que en el tejido de la agalla en frambuesa colonizan en diferente densidad otras 

poblaciones bacterianas fuera del género Agrobacterium, pero con limitada diversidad. La 

bacterias que colonizan un mismo nicho pueden establecer relaciones benéficas o de competencia 

(Díaz y Sen, 2011; Platt et al., 2012). Se conoce que A. tumefaciens puede convivir con un gran 

número de bacterias en el suelo y la rizósfera; sin embargo, la coexistencia en el tumor con otros 

microorgansimos es aún poco explorado. Durante el desarrollo de la agalla, A. tumefaciens puede 

inducir la producción de diversas clases de opinas como nopalina, agrocipina y octopina las cuales 

son utilizadas por este patógeno como fuentes de carbono y energía creando un nicho altamente 

específico para su ciclo de vida (Szegedi et al., 1988; Aloni y Ullrich, 2008; Quispe-Huamanquispe 

et al., 2017).  

El estudio de las opinas específicas utilizadas por A. tumefaciens, postula que podrían ser 

también quimioatrayentes para otras especies bacterianas diferentes al género Agrobacterium 

(Brencic y Winans, 2005; Barton et al., 2018; Nester, 2015), capaces de utilizar estos mismos 

compuestos como fuentes de carbono, colonizar el tejido de la agalla y establecer posiblemente 

una relación de competencia  (Tzfira y Citovsky, 2000; Nester, 2015; Lacroix y Citovsky, 2019). 

Por lo anterior, los resultados de esta investigación podrían sugerir que las opinas y otros 

compuestos sintetizados en el tumor influencian la densidad y diversidad de otros 

microorganismos que colonizan el tejido del tumor ya que entre las poblaciones bacterianas totales 

aisladas de las agallas se observó una limitada diversidad bacteriana identificando únicamente 13 

morfotipos con la mayor frecuencia de aislamiento en las seis agallas analizadas.    

5.3. Pruebas de antagonismo in vitro e in vivo 

5.3.1. Antagonismo in vitro contra A. tumefaciens 

De seis muestras de agalla de la corona en frambuesa var. elvira se aislaron 13 cepas 

bacterianas asociados con mayor frecuencia al tejido de las agallas. Entre estos, la prueba de 

antagonismo in vitro identificó a las cepas AAC2, AA5 y AAC9 con algún grado de inhibición del 

crecimiento contra A. tumefaciens (Figura 14).  La amplificación y secuenciación del gen 16S 

rARN identificaron estas cepas antagonistas con 100% de similitud con Delftia sp. (AAC2); 
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Alcaligenes faecalis (AAC5) y Pseudomonas citronenollis (AAC9) (Cuadro 4). Las tres cepas se 

seleccionaron para las pruebas de antagonismo in vivo. 

 

 

Figura 15.Antagonismo in vitro de bacterias aisladas del tejido de la agalla de la corona en frambuesa 

contra A. tumefaciens. Delftia spp. (AAC2), Alcaligenes faecalis (AA5) y Pseudomonas citronenollis 

(AAC9). 4 repeticiones (R1-R4).   

Pseudomonas citronenollis (cepa AAC9) indujo la formación de un halo blanquecino 

alrededor de la colonia, lo anterior podría indicar potencial de antagonismo mediado por la 

formación de biopelículas (D’aes et al., 2014). 
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5.3.2. Índice de Eficiencia de Antagonismo (IEA) 

Los resultados del análisis estadístico del IEA in vitro (Tukey α= 0.05) mostraron 

diferencias entre las tres cepas antagonistas (P= 0.00002023). El el mayor grado de antagonismo 

se observó con Alcaligenes faecalis (AA5), seguido de Delftia sp. (AA2) y Pseudomonas 

citronenollis (AAC9) (Cuadro 6, Figura 15). 

Cuadro 7. Índice de eficiencia de antagonismo (IEA) de bacterias aisladas de la agalla en frambuesa. 

*Diferencia significativa entre medias ANOVA(α=0.05), P= 0.00002023. El mayor índice de antagonismo 

se registró con Alcaligenes faecalis (AA5), seguido de Delftia sp. (AA2) y Pseudomonas citronenollis 

(AAC9). 

Antagonista 
IEA 

(mm) 
Promedio 

Alcaligenes faecalis 

1.56 

1.63* 
1.96 

1.44 

1.56 

Delftia sp. 

0.73 

0. 02275* 
1.47 

0.73 

1 

P. citronellolis 

0.01 

0. 9825 
0.015 

0.024 

0.042 
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Figura 16. Índice de eficiencia de antagonismo in vitro de Alcaligenes faecalis, Delftia sp. y Pseudomonas 

citronellolis. *Diferencia significativa (Tukey α=0.05) (P=0.0104). 

5.3.3. Antagonismo in vitro por metabolitos 

Los resultados del antagonismo in vitro mediante el filtrado de metabolitos de las tres cepas 

bacterianas: Alcaligenes faecalis (AA5), Delftia sp. (AA2) y Pseudomonas citronenollis (AAC9) 

no inhibieron el crecimiento de A. tumefaciens; así mismo, las tres cepas no mostraron actividad 

proteolítica ni lipolítica en la caracterización enzimática in vitro. 

5.3.4. Antagonismo in vivo contra A. tumefaciens 

Las plantas de jitomate (Solanum lycopersicum) var. ramsés fueron susceptibles a la 

infección por A. tumefaciens. A los 40 días después de la inoculación (ddi), en todos los 

tratamientos se desarrollaron tumores de diferente tamaño en el cuello y tallo de las plantas 

inoculadas tanto por herida con masa bacteriana como por suspensión celular en el sustrato con A. 

tumefaciens. Se observó mayor severidad en los tratamientos inoculados por herida que en el 

sustrato. Con la inoculación por herida, se desarrollaron tumores de diferente tamaño en una mayor 

área del tallo.   

Con la interacción de los antagonistas + A. tumefaciens ningún tratamiento suprimió la 

infección y el desarrollo de tumores; sin embargo, se observaron diferencias en la severidad y área 

del tallo afectado entre los diferentes tratamientos con los antagonistas inoculados individualmente 
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como con el consorcio con Pseudomonas spp. Con la inoculación de Alcaligenes fecalis (AAC5) 

se observó menor severidad en general que el resto de los tratamientos. Con este tratamiento, los 

tumores desarrollados en las plantas se distribuyeron en áreas del tallo más distantes del cuello y 

corona de la raíz aún con la inoculación por herida y masa bacteriana de A. tumefaciens en esa 

zona. Los tumores en el tallo fueron de menor tamaño, blanquecino y no lignificado. El área de 

tallo de las plantas de jitomate con tumores fue menor cuando se inoculó A. tumefacies en el 

sustrato con suspensión celular que con masa bacteriana. 

Las plantas inoculadas con Delftia sp. (AAC2) mostraron el desarrollo de agallas de 

diferentes tamaños en áreas dispersas del tallo de las plantas. Así mismo, este tratamiento se 

caracterizó por un ensanchamiento del tallo, lo cual puede ser una respuesta a la infección por A. 

tumefaciens. 

El tratamiento con Pseudomonas citronellolis (AAC9) mostró mayor severidad que con las 

cepas Alcaligenes faecalis (AAC5) y Delftia sp. (AAC2); los tumores fueron de mayor tamaño y 

en mayor área del tallo de las plantas infectadas. 

Con la inoculación del consorcio de Pseudomonas spp. se observó la mayor severidad entre 

todos los tratamientos (Figura 17), se desarrollaron tumores en una mayor área del tallo; en algunas 

zonas del tallo los tumores más pequeños coalescieron formando ámplia área con protuberancias 

del tejido. Además, hubo una reducción del crecimiento de las plantas con los tallos ensanchados 

(Figura 16). 
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Figura 17. Severidad de tumores en plantas de jitomate var. ramsés a los 40 ddi con los antagonistas AAC5 

(Alcaligenes faecalis), AAC2 (Delftia spp.), AAC9 (Pseudomonas citronenollis), CPS (Consorcio de 

Pseudomomas spp.) y A. tumefaciens. Inoculación de A. tumefaciens A y C) herida en el cuello del tallo 

con masa bacteriana, B y D) suspensión con 1 x 107 UFC/mL en el sustrato. D) testigo sin inoculación. 

 En los testigos, las plantas inoculadas con A. tumefaciens (testigo 1) desarrollaron distintas 

protuberancias a lo largo del tallo y diferentes áreas; en algunas plantas se observó ensanchamiento 

del tallo que dará lugar a la formación de la agalla. Las plantas del testigo negativo no desarrollaron 

ningún síntoma (Figura 16). 

5.3.5. Análisis estadístico  

Con los datos del área (mm) infectada (desarrollo de tumores) del tallo, los resultados del 

análisis estadístico (Tukey, α= 0.05) mostraron diferencias entre los tratamientos. Con la 

inoculación de Alcaligenes faecalis (AAC5), el área del tallo con tumores fue menor que el resto 

 A. tumefaciens + antagonista  A. tumefaciens - antagonista 
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de los antagonistas, seguido de Delftia sp. (AAC2) y Pseudomonas citronellolis (AAC9). Con la 

inoculación de consorcio de Pseudomonas spp. (CPS) no hubo diferencia con el testigo (Cuadro 

7). En todos los tratamientos con los antagonistas, no hubo diferencia entre el método de 

inoculación de A. tumefaciens tanto por herida y masa bacteriana en el cuello del tallo como por 

suspensión bacteriana en el sustrato y el área infectada del tallo (Figura 18). 

Cuadro 8. Área infectada del tallo (mm) con la inoculación de A. tumefaciens por herida y suspensión 

bacteriana en el sustrato y la interacción con los antagonistas. 

Inoculación A. 

tumefaciens 
Tratamiento 

Promedio de 

área infectada 

Anova 

(α=0.05) 

Tukey 

(α=0.05) 

Sustrato 

Control positivo 106 

0.000015 

 

A. faecalis 28.92 0.0000163* 

P. citronellolis 47.74 0.00056* 

Delftia sp. 39.06 0.0001064 

CPS 76.7 0.06 

Herida 

Control positivo 129 

0.0000087 

 

A. faecalis 18.66 0.0000086* 

P. citronellolis 44.78 0.00029* 

Delftia sp. 43.66 0.00025* 

CPS 84.42 0.07 

 

Figura 18. Área infectada del tallo (mm) con la inoculación de A. tumefaciens + antagonistas. A) 

Suspensión bacteriana con 1x107 en el sustrato. B) Herida y masa bacteriana en el cuello de la raíz. 
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5.3.6. Colonización de raíces por los antagonistas 

A los 7 días después de la inoculación (inmersión) en la raíz de las plantas de jitomate var. 

ramsés, todos los antagonistas incluyendo el consorción de Pseudomonas spp. (CPS) fueron 

reaislados de la raíz; lo cual demostró la eficiente colonización in vivo de los antagonistas en las 

raíces de las plantas de jitomate utilizados en esta investigación (Figura 19). No se observaron 

diferencias significativas en la densidad (UFC/g raíz) entre los antagonistas; sin embargo, se 

reaisló una mayor densidad promedio del consorcio de Pseudomonas spp. seguido de las cepas 

Delftia sp., P. citronenollis y A. faecalis (Figura 19). 

Figura 19. Densidad de poblaciones en unidades formadoras de colonias (UFC/g raíz) de antagonistas 

reaislados a los 7 ddi en la raíz de jitomate var. ramsés. 

Antagonismo in vitro e in vivo. En esta investigación se aislaron e identificaron con mayor 

frecuencia a Alcaligenes faecalis, Delftia sp., Pseudomonas citronenollis y Pseudomonas spp. del 

tejido de tumores en frambuesa causado por A. tumefaciens y se evaluaron como potenciales 

antagonistas in vitro e in vivo en plantas de jitomate contra este patógeno.  

Alcaligenes faecalis fue la cepa con mayor grado de antagonismo in vitro y protección in 

vivo contra A. tumefaciens. A. faecalis pertenece a la clase de las β-proteobacterias, gram negativa, 
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baciliforme, crece óptimamente a 37°C y puede sobrevivir en ambientales alcalinos, de lo cual 

deriva la nomenclatura del género. Genéticamente está relacionada con Pseudomonas, su genoma 

alberga genes que le permiten catalizar fenoles y metabolizar diversos compuestos aromáticos por 

lo cual se ha utilizado en biorremediación ( Klem, 1999; Basharat et al., 2018).  

Cepas de A. faecalis se han estudiado como antagonistas y eficientes agentes de biocontrol 

contra patógenos causantes de enfermedades bacterianas y fúngicas. El antagonismo de A. faecalis 

se relaciona con su actividad bacteriostática y fungistática (Yokoyama et al., 2013). Poblaciones 

de A. faecalis se han identificado como endófitas en diversas especies vegetales, así como 

habitantes naturales del suelo. Como endófito se asocia con la síntesis de fitohormonas, promoción 

del crecimiento en plantas y protección contra la infección de patógenos (Saikia et al., 2022). Se 

reporta que A. faecalis estimula las vías de defensa de la planta hospedante ante el estrés ambiental 

y la resistencia a la lisis celular, así como la inducción para la producción de compuestos fenólicos 

y antioxidantes en plantas  (Ray et al., 2020).  

La eficiente metabolización de componentes fenólicos y aminoácidos podría sugerir la 

capacidad de colonizar el tejido de la agalla de la corona. Así mismo, se ha identificado como 

endófita en diferentes especies de plantas como promotora del crecimiento, y con capacidad de 

biotransformar compuestos tóxicos ( Basharat et al., 2018; Ray et al., 2020). En tejidos animales, 

A. faecalis muestra actividad antagónica mediada por la producción de compuestos 

antimicrobianos resistentes a temperaturas y actividad enzimática, los cuales se sintetizan en la 

fase de crecimiento exponencial inhibiendo con éxito bacterias gram negativas y positivas (Ilham 

et al., 2013); lo anterior puede explicar que en esta investigación no fue posible evidenciar la 

producción de metabolitos y enzimas involucrados en el antagonismo de A. tumefaciens de todas 

las cepas aisladas del tejido del tumor; es posible que el tiempo de 48 h de crecimiento establecido 

no fue suficiente para alcanzar la fase exponencial relacionada con la síntesis de metabolitos 

involucrados en el antagonismo contra A. tumefaciens.  

En esta investigación, A. faecalis no suprimió la infección por A. tumefaciens en plantas de 

jitomate; sin embargo, redujo significativamente la severidad de tumores. Cepas de A. faecalis se 

han utilizado como agentes de biocontrol, su genoma alberga genes para producir compuestos 

antimicrobianos de origen proteíco, péptidos antimicrobianos y sideróforos; su utilización en la 

agricultura es amplia y funcional considerándose una especie de importancia ecológica (Sayyed y 
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Chincholkar, 2009; Liu et al., 2016; Lahlali et al., 2020). Así mismo, Odesa et al., (2019) analizó 

la comunidad bacteriana en flores y bayas de uva de plantas infectadas por Agrobacterium spp., y 

demostró que A. faecalis y Agrobacterium coexisten en este nicho, resaltando la capacidad de 

convivencia de Agrobacterium con bacterias antagónicas. Lo anterior sugiere que la presencia de 

A. faecalis en la agalla de la corona de frambuesa tienen una relación con la convivencia con A. 

tumefaciens y que estudios futuros se deben enfocar en dilucidar los factores que determinan esta 

relación de convivencia para entender con mayor profundidad su potencial como agente de control 

contra este patógeno. 

Delftia spp. es un género que se ha considerado con potencial para la biorremediación, son 

bacterias gram negativas, aerobias obligadas, con una amplia capacidad metabólica; se asocia 

colonizando diversos nichos como rizósfera, suelos, agua dulce, salada y lodos activados con 

capacidad de adquirir nutrientes primarios como fructosa, manitol y aminoácidos (Wen et al., 

1999; Jorgensen et al., 2009; Braña et al., 2016). Especies dentro este género también se reportan 

como promotoras de crecimiento mediado por la fijación de nitrógeno, la producción de 

fitohormonas que aumentan el tamaño de las raíces y sideróforos para la captación de hierro, lo 

cual se relaciona con la competencia por espacio y nutrientes; algunas especies producen 

compuestos antimicrobianos y tienen la capacidad de biotransformar compuestos orgánicos e 

inorgánicos; como biofertilizante han demostrado mejorar la producción de biomasa vegetal por 

lo cual ha sido de interés su aplicación en la agricultura (Braña et al., 2016; Morel et al., 2016; 

Cagide et al., 2018).  

Otras investigaciones reportan su eficiencia como agente de biocontrol contra bacterias 

fitopatógenas como el caso de Pectobacterium carotovorum (Ubalde et al., 2012; Maisuria y 

Nerurkar, 2015). Se han descrito diversas especies dentro del género Delftia con mecanismos de 

acción diferentes pero eficientes para inhibir a bacterias fitopatógenas; una de las estrategias más 

estudiadas se relaciona con la producción de enzimas que interfieren en los sistemas de Quorum 

Sensing (QS) en procariontes (Jorgensen et al., 2009; Maisuria y Nerurkar, 2015).  

Entre las especies en este género capaces de inhibir las señales QS mediado por la 

producción de enzimas, se han identificado a Delftia tsuruhatensis, D. lacustris y D. acidovorans.  

D. tsuruhatensis fue la primera especie caracterizada como antagonista y promotora del 

crecimiento dentro del género; esta especie se aisló de la rizósfera de plantas de arroz  y mostró 
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antagonismo eficiente contra los patógenos Xanthomonas oryzae, Rhizoctonia 

solani y Pyricularia oryzae (Han et al., 2005). Delftia sp. al igual que las otras especies 

identificadas y aisladas a partir de tejido de la agalla de la corona en frambuesa, son 

microorganismos que en otras investigaciones mostraron una amplia adaptación metabólica y 

resistencia a condiciones ambientales adversas, manteniendo una relación estrecha con el 

hospedante principalmente como bacterias promotoras de crecimiento (Agafonova et al., 2017; 

Hesse et al., 2018; Sansinenea et al., 2019; Ray et al., 2020).  

En este estudio, la identificación mediante la amplificación del gen 16S rARN evidenció 

la presencia de bacterias del género Delftia en el tejido de la agalla de la corona en frambuesa, el 

análisis filogenético mostró que esta cepa se encuentra dentro del clado de este género y se 

relacionó filogenéticamente con la especie D. acidovorans, la cual ha sido comprobada como  

promotora de crecimiento de plantas (Agafonova et al., 2017; Khalifa y AlMalki, 2019).  

Peudomonas citronellolis es una bacteria gram negativa dentro de la familia 

Pseudomonadaceae.  Esta especie se ha estudiado por su capacidad para degradar hidrocarburos y 

su potencial para reducir contaminantes como agente de biorremediación. Es eficiente colonizador 

de diversos nichos como suelos; se reconoce como habitante natural de la filósfera en plantas en 

donde establece una interacción de competencia por la producción de sideróforos y degradación 

de terpenoides, desplazando otras bacterias en este nicho ecológico (Remus-Emsermann et al., 

2016).    

Cepas de P. citronellolis se relacionan como antagonistas en suelos agrícolas, eficientes 

para suprimir enfermedades fúngicas y bacterianas (Haas y Keel, 2003). En este estudio, la cepa 

P. citronenollis aislada de tumores mostró el menor Índice de Eficiencia Antagonista in vitro 

contra A. tumefaciens; sin embargo, fue considerada para las pruebas in vivo por inducir in vitro la 

formación de un halo de crecimiento bacteriano, relacionado con la motilidad, formación de 

biopelículas y potencial producción de antimicrobianos y estimulantes promotores de crecimiento 

(Khan et al., 2009; D’aes et al., 2014;). En las pruebas in vivo, la severidad de tumores fue 

significativamente menor con respecto al testigo. Este resultado se podría atribuir a su capacidad 

de colonización de raíces; en esta investigación se utilizó una densidad de inóculo de 1 x 107 

UFC/mL. Otros estudios demostraron que la eficiente protección contra fitopatógenos por P. 

citronenollis depende de altas densidades de inóculo (Haas y Keel, 2003; Remus-Emsermann et 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/xanthomonas-oryzae
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rhizoctonia-solani
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rhizoctonia-solani
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/magnaporthe-oryzae
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al., 2016).  Lo anterior sugiere que estudios futuros se deben enfocar en la evaluación de 

densidades más altas de inóculo de esta y las otras cepas para una probable mejor protección contra 

A. tumefaciens.  

Antagonismo de Pseudomonas sp en consorcio. El género Pseudomonas ha sido ampliamente 

estudiado como agente de biocontrol (Haas y Keel, 2003; Remus-Emsermann et al., 2016; Sun et 

al., 2017). Se conoce que la dinámica cooperativa entre especies bacterianas favorece la 

colonización de un nicho determinado. El establecimiento de un consorcio bacteriano demanda la 

competencia por nutrientes con base en una densidad poblacional óptima entre las bacterias que 

actúan en consorcio; sin embrago, también se ha demostrado que la funcionalidad de un consorcio 

bacteriano puede afectarse cuando algún factor de la interacción incrementa o disminuye la 

densidad de una o más especies involucradas en el consorcio (Platt et al., 2012). 

En esta investigación, la inoculación en la raíz de plantas de jitomate variedad ramsés con 

un consorcio de ocho cepas de Pseudomonas spp. aisladas de la agalla de la corona en frambuesa, 

no tuvo efecto en el desarrollo de tumores siendo estadísticamente igual que el testigo inoculado 

únicamente por A. tumefaciens.   

El control biológico de A. tumefaciens es difícil de alcanzar en condiciones de campo. 

Existen estudios que evidencian que Pseudomonas sp. muestran alta actividad de antagonismo in 

vitro contra A. tumefaciens, pero ineficiente antagonismo con la inoculación in vivo en plantas; por 

ejemplo, Barton et al., (2018) observó que una cepa de Pseudomonas aeruginosa mostró fuerte 

antagonismo in vitro contra A. tumefaciens pero fue ineficiente en inoculaciones in vivo contra el 

desarrollo de tumores causados por A. tumefaciens, atribuyendo este efecto a la mayor capacidad 

de A. tumefaciens de contrarrestar el efecto antagonista y retomar el control celular y colonización 

del tumor. Lo anterior podría explicar el nulo efecto de la inoculación en consorcio de 

Pseudomonas spp. contra la infección y desarrollo de tumores por A. tumefaciens en este estudio. 

Así mismo, podría evidenciar que la interacción con el ambiente altamente específico en el tejido 

del tumor juega un papel fundamental en la interacción bacteriana (Akiyoshi et al., 1987; 

McCarthy et al., 2019). 

En esta investigación se identificaron las especies P. citronellolis, P. putida. y P. 

plecoglossicida con la mayor frecuencia de aislamiento en el tejido de la agalla de frambuesa.  
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Especies de este género han sido ampliamente estudiadas como habitantes naturales en diversos 

nichos ecológicos por su capacidad de utilizar una amplia gama de compuestos orgánicos como 

fuentes de energía, producir compuestos antimicrobianos, actividad como promotoras de 

crecimiento vegetal,  competencia por la adquisición de hierro y por su eficiencia para evadir 

compuestos antimicrobianos; lo anterior los caracteriza como microorganismos con una amplia 

aptitud ecológica para el control biológico ( Berendsen et al., 2015; Hesse et al., 2018). 

Otras investigaciones destacan que el medio ambiente que rodea a la plantas hospedantes 

influye en la interacción entre bacterias de múltiples taxones; se ha comprobado que especies de 

Pseudomonas y Agrobacterium pueden establecer una comunicación estrecha más allá de la 

coexistencia, ya que mantienen una comunicación activa mediante la producción de citocinas para 

la colonización endófita, formación de biopelículas, aumento de poblaciones bacterianas y la 

capacidad de Pseudomonas de adquirir genes para la biotranformación de las opinas producidas 

por A. tumefaciens (Yamada et al., 1985; Akiyoshi et al., 1987; An et al., 2006). Así mismo, 

Pseudomonas spp. naturalmente son colonizadoras de la raíz, principalmente habitan en la 

epidermis, y sitios de exudación; en la agalla de la corona ocurre abundante exudación de agua y 

nutrientes lo cual pudiera explicar el éxito para colonizar este tejido (An et al., 2006). 

Los patógenos de plantas puede desarrollar diferentes estrategias de colonización; entre 

estos, A. tumefaciens, agente causal de la agalla de la corona, se caracteriza por inducir el desarrollo 

de tumores mediado por la inserción del plásmido Ti en el genoma de la planta hospedante. Este 

tumor se considera un nicho de colonización altamente específico ya que durante su desarrollo 

(tumorogénesis) se producen fuentes de carbono exclusivos para las poblaciones de A. 

tumefaciens; sin embargo, es posible que también colonicen otras poblaciones bacterianas que 

compitan por la asimilación de los mismos nutrientes en este nicho específico. En esta 

investigación, se evidenció que A. faecalis, Delftia sp. aislados con mayor frecuencia del tejido de 

tumores en frambuesa, reducen la severidad de tumores en plantas de jitomate inoculados con A. 

tumefaciens en condiciones de invernadero.  
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VI. CONCLUSIONES 

A. tumefaciens biovar 1 es el agente causal de la agalla de la corona de frambuesa. La cepa A1 

identificada como A. tumefaciens mediante PCR por la amplificación y secuenciación del gen 

VirD2 causó tumores con la inoculacuón in vitro en rodajas de zanahoria, así como in vivo en 

plantas de jitomate y girasol en invernadero. Lo anterior sugiere que la amplificación y 

secuenciación de este gen puede ser una estrategia útil para identificar cepas tumorogénicas de A. 

tumefaciens. 

En el tejido de la agalla de la corona en frambuesa colonizan otras bacterias fuera del género 

Agrobacterium en diferente densidad poblacional; sin embargo, la diversidad de estas poblaciones 

es limitada. Pseudomonas spp. son más abundantes y frecuentes colonizadoras de la agalla, 

seguido de Bacillus spp. Otros géneros aislados con alta frecuencia fueron Alcaligenes y Delftia. 

La síntesis de nutrientes específicos en la agalla podría estar influenciando la prevalencia de estos 

géneros y la relación común de convivencia con A. tumefaciens. 

La agalla de la corona en frambuesa alberga bacterias antagonistas in vitro e in vivo contra A. 

tumefaciens. La secuenciación del gen 16S rARN identificó a Alcaligenes faecalis, Delftia sp. y 

Peudomonas citronellolis como antagonistas in vitro de A. tumefaciens. La inoculación in vivo de 

Alcaligenes faecalis en la raíz de tomate produjo significativamente la mayor protección y menor 

severidad de síntomas, seguido de Delftia sp. y Peudomonas citronellolis.  

La inoculación del consorcio de Pseudomonas spp. no tiene ningún efecto en el desarrollo de 

tumores causados por A. tumfaciens. Los resultados de otras investigaciones indican que la 

densidad de inóculo de los mismos antagonistas aquí evaluados, es un factor importante en la 

eficiencia antagonista in planta; lo anterior sugiere que estudios futuros podrían enfocarse en la 

evaluación de densidades de inóculo mayores de los antagonistas utilizados en esta investigación 

para inducir probablemente una mayor protección contra la infección y desarrollo de tumores por 

A. tumefaciens. 

La inoculación de las bacterias antagonistas Alcaligenes faecalis, Delftia sp. y Peudomonas 

citronellolis y consorcio de Pseudomonas spp. en la raíz de jitomate mostraron una colonización 

eficiente de la raíz. Todos los antagonistas fueron reaislados 7 días después de la inoculación en 

condiciones de invernadero. Este modelo de estudio podría ser útil para futuras investigaciones 
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sobre la interacción de antagonistas de diversos nichos ecológicos para el control de A. 

tumefaciens.  

Las bacterias antagonistas aisladas del tejido de tumores no suprimieron la infección in vivo de A. 

tumefaciens en plantas de jitomate; sin embargo, redujeron la severidad de tumores en el tallo de 

las plantas inoculadas. La inoculación de Alcaligenes faecalis produjo la menor área de infección 

del tallo y severidad de síntomas. Principalmente las cepas A. faecalis y Delftia sp. aisladas en esta 

investigación pueden ser útiles para futuras aplicaciones biotecnológicas como agentes de 

biocontrol contra este patógeno; otros estudios deberán enfocarse en dilucidar con mayor 

profundidad las bases fisiológicas y metabólicas que están involucrados con la interacción y 

antagonismo de estas cepas contra A. tumefaciens.  
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