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RESUMEN

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) causa el cancro bacteriano y es
de las enfermedades mas destructivas del jitomate en todo el mundo. El principal objetivo
de esta investigacion fue evaluar el efecto de dos fuentes de nitrégeno en la nutricion
(nitrato y amonio) y activadores de planta (Brevibacillus sp., Bacillus sp., y la proteina
harpin af 3%) en el rendimiento y severidad de Cmm en jitomate en invernadero. La
inoculacién de Cmm se realizdé por corte de peciolos con tijeras embebidas en una
suspension con 10° UFC/ml. El experimento se realiz6 bajo un disefio de bloques
completos al azar con 15 repeticiones. Los datos se analizaron estadisticamente con los
factores: tratamiento, nutricibn y su interaccion. Los resultados indicaron que la
interaccion entre activador de planta y nutricién no fue estadisticamente significativa. Sin
embargo, hubo diferencias significativas (P=0.05) con la nutriciébn Steiner 100 %, para
las variables peso fresco (F1,14=5.7, P=0.031) y seco de hojas (F1,14=7.18, P=0.017),
namero de racimos (F1,14=7, P=0.019), frutos (F1,14=5.2, P=0.038), y didmetro de frutos
(F1,16=9.77, P=0.0065). El suministro de nitrogeno en forma de nitratos mejoré el
rendimiento y calidad de frutos en relacion al amonio. Respecto a la severidad de Cmm,
hubo diferencias significativas en el porcentaje ponderado de dafio (F5,60=3.41,
P=0.0087) y severidad en toda la planta (F2,60=5.43, P=0.0067). La aplicacién de la
proteina harpin (Messenger Gold) con aporte de nitratos en la nutricibn mejord el
rendimiento, calidad de frutos y redujo la severidad de Cmm en el cultivo de jitomate bajo

condiciones de invernadero.

Palabras clave: Clavibacter michiganensis subsp michiganensis, proteina harpin,

nitrato, amonio, jitomate.
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ABSTRACT

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) causes bacterial canker and is
one of the most destructive diseases of tomato worldwide. The main objective of this
research was to evaluate the effect of two nitrogen sources in nutrition (nitrate and
ammonium) and plant activators (Brevibacillus sp., Bacillus sp., and harpin a protein
3%) on the yield and severity of Cmm in greenhouse tomato. Cmm inoculation was
performed by cutting petioles with scissors soaked in a suspension with 10° CFU/ml. The
experiment was carried out under a randomized complete block design with 15
replications. The data was statistically analyzed with the factors: treatment, nutrition and
their interaction. The results indicated that the interaction between plant activator and
nutrition was not statistically significant. However, there were significant differences
(P=0.05) with the 100% Steiner nutrition, for the variables fresh weight (F1,14=5.7,
P=0.031) and leaf dry weight (F1,14=7.18, P=0.017), bunch number (F1,14=7, P=0.019),
fruits (F1,14=5.2, P=0.038), and fruit diameter (F1,16=9.77, P=0.0065). The supply of
nitrogen in the form of nitrates improved the yield and quality of fruits in relation to
ammonium. Regarding the severity of Cmm, there were significant differences in the
weighted percentage of damage (Fs,60=3.41, P=0.0087) and severity throughout the plant
(F2,60=5.43, P=0.0067). The application of harpin protein (Messenger Gold) with the
contribution of nitrates in nutrition improved yield, fruit quality and reduced the severity of

Cmm in tomato crops under greenhouse conditions.

Key words: Clavibacter michiganensis subsp michiganensis, harpin protein, nitrate,

ammonium, tomato.
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l. INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es la hortaliza con mayor produccion en México
para el mercado nacional e internacional; en 2020, la produccién anual fue de mas de
180 millones de toneladas, lo que representa un valor de 93 mil millones de délares (FAO,
2020) y fue el producto agricola de mayor exportacion (Estrategia aduanera, 2021). En
2020, México se posicion6 como el principal exportador de jitomate y el noveno productor
a nivel mundial con 25.4 % de las exportaciones totales (TRADE MAP, 2020). Los
principales estados productores fueron Sinaloa (764, 435 Ton), San Luis Potosi (391,
478 Ton), Michoacéan (280, 478 Ton), Zacatecas (180, 319 Ton), Jalisco (175, 999 Ton),
Baja California Sur (159, 423 Ton), Puebla (140, 425 Ton), Baja California Norte (137,
632 Ton), Morelos (134, 093 Ton) y Coahuila (121, 580 Ton) que representan el 72.24 %
de la produccion nacional (SIAP, 2020). La produccién se exporta principalmente a
Estados Unidos de Norteamérica, Canada y Japon donde las exigencias de mercado son
altas (Gonzalez et al., 2018). En México se cultiva durante todo el afio; sin embargo, la
mayor produccién ocurre en los meses de octubre y noviembre con 23.4 % del volumen
de cosecha anual (SIAP, 2020).

La produccién de jitomate presenta limitantes fitosanitarias por la infeccion de diversos
patégenos, factores climéticos, manejo del cultivo y nutricion. Dentro de estas, una de
las principales limitantes para la produccién del jitomate es la bacteria Clavibacter
michiganensis subsp michiganensis (Cmm) (Smith) (Davis et al., 1984) agente causal del
cancro bacteriano, la cual se considera una de las enfermedades mas importantes del
cultivo de jitomate a nivel mundial, ocasionando las mayores pérdidas econémicas
(Chalupowicz et al., 2017). Se estima que estas pérdidas varian por la ubicacion
geografica del cultivo, la etapa fenoldgica y la agresividad del patégeno (Sen et al., 2015).
Por lo anterior, la Organizacion Europea y Mediterranea de Protecciéon de Plantas

(EPPO) la incluye en la lista oficial de plagas cuarentenadas (EPPO, 2022).

Cmm ingresa a la planta de jitomate a través de tricomas (Chalupowicz et al., 2017),
heridas, estomas, hidatodos y raices; coloniza los vasos del xilema en direccion
acropétala y basipétala, adhiriéndose al engrosamiento de la pared secundaria del proto

xilema, por la formacion de biopeliculas (Chalupowicz et al., 2012). Una vez colonizado



el xilema, infecta las semillas que sirve como fuente de indculo primario (Yadeta &
Thomma, 2013). Produce degradacion de las paredes celulares de los vasos y
parénquima del xilema, induce clorosis, lesiones necréticas y reduccion de fotosintatos.
Induce estrés en la planta, reduccion en la actividad fisiologica y desequilibrio en su
nutricién (Kolomiets et al., 2020).

El desequilibrio nutricional en el cultivo de jitomate es uno de los principales factores que
incrementa la susceptibilidad a la infeccidbn por Cmm. Se ha estimado que el exceso de
nitrégeno disminuye el pH del fluido celular que favorece la colonizacién bacteriana
(Kolomiets et al., 2020); asi mismo, la deficiencia de potasio (K*) incrementa la
concentracion de azlcares y aminoacidos (Munévar, 2004), de calcio (Ca?*), disminuye
la turgencia (Langer et al., 2019), formando paredes celulares delgadas (Alcantar et al.,
2016) y promueve una mayor permeabilidad de las membranas citoplasméticas
(Munévar, 2004). Las sustancias fenodlicas y flavonoides se ven limitadas ante
deficiencias de cobre (Cu) y boro (B) (Munévar, 2004). Todos los factores anteriores

incrementan la susceptibilidad a la infeccién por Cmm.

Uno de los principales problemas para el manejo de Cmm es la falta de variedades e
hibridos resistentes a este patégeno (Rivera et al., 2022). El uso de microorganismos
como activadores de planta y promotores de crecimiento (PGPR) pueden ser una
alternativa viable para el manejo de Cmm en jitomate (Aksoy et al., 2017). Se consigna
gue una estrategia integrada de manejo mediante la adicién de nutrientes y PGPR podria
ayudar a incrementar el rendimiento de cultivos y disminuir la incidencia de patégenos
(Enebe et al., 2018).

Especies del género Bacillus sp. han sido ampliamente estudiados como agentes de
biocontrol contra diversos fitopatdgenos mediados por antibiosis, competencia de
nutrientes (Gurikar et al., 2022), inductores de resistencia sistémica (RSI) y promotores
del crecimiento vegetal (Tiwari et al., 2019). Producen un amplio numero de lipopéptidos
(Chowdhury et al., 2015) y compuestos volatiles (Kim et al., 2015) relacionados con el
biocontrol. Los compuestos volatiles hacen cambios estructurales en la pared celular
mediante la acumulacion de lignina (Singh et al., 2016). Se ha identificado la produccién

de metabolitos secundarios como fitoalexinas, flavonoides, auxinas o glucosinolatos



relacionados a la promocion del crecimiento e inductores de resistencia (Pretali et al.,
2016). Brevibacillus sp. es ampliamente utilizado como activador de planta, produce
sustancias antibacterianas (edeinas) eficientes para el manejo de enfermedades

bacterianas en las plantas (Du et al., 2022).

Otras estrategias de manejo y control de enfermedades se basan en la aplicacion de
proteinas inductoras de resistencia en las plantas; entre estas, la proteina harpin HrpNEa
ha inducido proteccion eficiente en diferentes patosistemas ya que actia como un
desencadenante de defensas en el hospedante (Vergne et al., 2014). Tezcan et al.
(2013) observaron induccion de resistencia con la proteina harpin en variedades de
pimiento (Capsicum annuum L. cvs. 'Demre’, 'Yalova Charleston' y 'Sari Sivri’) en

rendimiento, calidad de fruta y reduccion de la severidad por Botrytis cinerea.

La nutricion en jitomate es esencial para disminuir la susceptibilidad a la infeccion por
Cmm. En el cultivo de jitomate se utilizan soluciones nutritivas cuya formulacion incluye
los elementos esenciales para el crecimiento y desarrollo 6ptimo (Moreno et al., 2015).
La absorcion de nutrientes depende del genotipo, edad de la planta, del entorno en la
raiz y de las condiciones climéticas en su medio (Gandica & Pefia, 2015; Hernandez et
al., 2016). De esto se deriva que para cada region o zona, es necesario evaluar las
formulaciones de soluciones nutritivas con el objetivo de lograr el potencial de produccion
maximo. La solucién nutritiva de Steiner (Steiner, 1984) es la mas comun en estudios
sobre la produccién de diferentes cultivos (Valdez et al., 2015; Lépez et al., 2017,
Ramirez, 2019). En particular, para el cultivo de jitomate saladette se usa el 100 % de su
concentracion para obtener un buen rendimiento (Valenzuela et al., 2014). La utilizacion
en el cultivo de jitomate de una nutricion 6ptima en combinacién con microorganismos
benéficos y proteinas inductoras de resistencia podria ser una estrategia Gtil para
disminuir la susceptibilidad a la infeccién por Cmm y promover un mejor rendimiento en

el cultivo.

Liu et al. (2017) encontraron que el crecimiento de varias especies de plantas es mayor
cuando el nitrégeno total es suministrado en una proporcion de nitrato/amonio 75/25 para
plantas sin estrés y 50/50 para plantas en condiciones frias y que la absorcién puede ser

afectada dependiendo tanto por la especie, como el medio ambiente. Por otra parte,



Pérez et al. (2021) mencionan mayor rendimiento con la relacion 82/8 en plantas sin
injertar y 85/15 en plantas injertadas de jitomate. En otros estudios realizados por Wang
et al. (2022) se determind la relacién nitrato/amonio (5/5) como mas apropiada para
reducir la incidencia de Ralstonia solanacearum causante de la marchitez bacteriana en

el cultivo de sésamo (Sesamum indicum L.).

La mayoria de los estudios sobre la relacidon entre la nutricion mineral y las enfermedades
de las plantas se han realizado con enfermedades causadas por hongos y oomicetos;
actualmente son pocos los estudios que abordan la relacion de nutricién con la severidad
de infecciones bacterianas incluidas el patosistema Cmme-jitomate (Zimerman et al.,
2016). En el presente estudio se evalud la forma de aporte de nitrégeno nitrato/amonio
del total de nitrdgeno utilizado en la solucion Steiner en conjunto con activadores de
planta como agentes de biocontrol e inductoras de resistencia de plantas en el

rendimiento de jitomate y la severidad de Cmm en condiciones de invernadero.



Il. OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de dos fuentes de nitrégeno en la nutricion y activadores de planta en
el rendimiento y severidad de Clavibacter michiganensis subsp michiganensis en jitomate

en invernadero.
2.2. Objetivos especificos

e Evaluar el efecto como promotor de crecimiento de Bacillus sp, Brevibacillus sp y
la proteina harpin en combinacion con la nutricién.

e Evaluar el efecto de la nutricibn en combinacion con la inoculacion de Bacillus sp,
Brevibacillus sp y proteina harpin en la severidad del cancro bacteriano en

jitomate.

2.3. Hipotesis

La combinacion entre nitrato y amonio en conjunto con la inoculaciéon de activadores de
planta se tendrd mayor proteccion a la planta de jitomate contra la infeccién de

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.



[l REVISION DE LITERATURA
3.1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith 1910) Davis

Cmm es una bacteria Gram positiva, en forma de bacilos irregulares que no forman
esporas. La temperatura que favorece el crecimiento es de 25 a 30 °C y un pH neutro a
ligeramente alcalino (Singh & Bharat, 2017). Son aerobios obligados, catalasa positivas,
oxidasa negativas, producen acido a partir de glucosa, galactosa y manosa (Abo et al.,
2019). La pared celular contiene los polisacaridos galactofurano y galactomanano (Kim
et al., 2021). El contenido de G+C del ADN es de alrededor del 72.66 % (Wittmann et al.,
2011).

El cancro bacteriano causado por Cmm es la enfermedad mas destructiva del cultivo de
jitomate en invernadero y campo, provocando grandes pérdidas de rendimiento
(Montenegro et al., 2018). Al colonizar el xilema forma una biopelicula que facilita el
movimiento en el sistema vascular (Chalupowicz et al., 2012). Sobrevive externamente
e internamente en las semillas de jitomate (Riveiro et al., 2016). Cuando Cmm se
transmite por semilla (Sen et al.,, 2015) o en etapa de plantula, afecta la calidad y
rendimiento y llega a causar la muerte de la planta; por el contrario, en etapa adulta se
ha observado que puede o no afectar el rendimiento (Nandi et al., 2018); asimismo, se
puede transmitir por contacto del fluido de gutacién entre plantas sanas y enfermas
(Sharabani et al., 2013). Se ha documentado que ciertas condiciones climaticas
aumentan la severidad de los sintomas de marchitamiento unilateral y necrosis de las
hojas (Sen et al., 2015).

Los sintomas en hojas se observan como manchas aceitosas de color verde opaco que
se secan y luego se tornan marrones; en casos severos puede llegar a secar la planta
completa. En infecciones por Cmm, el fruto puede no desarrollarse, madurar de forma
desigual o caerse y en algunos casos formarse hendiduras llamadas “cancros”. En tallos
se forman lesiones a lo largo del mismo ocasionando cancros (EPPO, 2016).
Dependiendo de la variedad de jitomate, puede o0 no presentar cancros en el tallo o fruto

y en las hojas exudados bacterianos (Yadeta & Thomma, 2013).



3.2. Activadores de resistencia sistémica adquirida e inducida en plantas

Las plantas en su habitat natural se enfrentan a un estrés bidtico o abiotico constante.
La resistencia sistémica adquirida (SAR) y la resistencia sistémica inducida (ISR) son

dos vias de defensa de las plantas ante situaciones de estrés (Kamle et al., 2020).

La SAR es inducida por el estimulo de patégenos (Tripathi et al., 2019) o por el medio
ambiente, y es dependiente del acido salicilico (SA) (Gao et al., 2015), expresando mayor
capacidad de defensa contra posteriores adversidades bidticas (van Loon, 2016). ElI SA
es una fitohormona que tiene un rol en respuestas fisiologicas de la planta incluyendo la
defensa tanto locales como sistémicas de las plantas (Gao et al., 2015). Existen algunas
sustancias quimicas analogas al SA que inducen SAR en las plantas (Tripathi et al.,
2019). Dentro de ellos, la proteina harpin ha demostrado inducir resistencia contra varios
patdgenos y promover el crecimiento vegetal (Liu et al., 2020) en una amplia gama de
cultivos (Pavli et al., 2011).

La ISR es activada por microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPR), su
modo de accién es a través del incremento de barreras fisicas o quimicas en la planta
hospedante y no directamente sobre la muerte o inhibicién por contacto del patégeno
(Kamle et al., 2020). Ejemplo de lo anterior se ha evidenciado con las cepas Bacillus sp.
H8-1 y Bacillus sp. K203 los cuales retardaron la colonizacién del patbgeno Cmm en
plantas de jitomate (Jang et al., 2022). Kolomiets (2017) y colaboradores encontraron
gue las formulaciones bioldgicas Phytocide y Phytohelp con Bacillus subtilis como
ingrediente activo mostraron actividad antibacteriana a los fitopatégenos Xanthomonas
vesicatoria y Cmm. Brevibacillus brevis GZDF3 controlé organismos patégenos como
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Fusarium solani y Fusarium

oxysporum (Shi et al., 2015).
3.3. Bacillus sp.

Bacillus sp. son bacterias Gram positivas, aerdbicas y formadoras de endosporas que
promueven el crecimiento e induccion de resistencia sistémica en plantas contra
patdogenos (Tiwari et al., 2019). Estan ampliamente distribuidos en varios nichos
ecoldgicos que incluyen suelo, plantas y agua (Ngalimat et al., 2021). Betiku et al. (2017)



eviednciaron que el 8 % del genoma de estas especies alberga genes para la producciéon
de metabolitos secundarios. El género Bacillus sp. ha mostrado alta actividad antagonica
contra Sclerotium rolfsii causante del marchitamiento y pudricion de la raiz de la
remolacha azucarera (Farhaoui et al., 2022). Cepas de B. amyloliquefaciens pueden fijar
nitrégeno, solubilizar fosfato y producir sideroforos y fitohormonas, asi como compuestos
antimicrobianos (Ngalimat et al.,, 2021) que promueven la supresion de patdgenos
(Belbahri et al., 2017; Konappa et al., 2020).

3.4. Brevibacillus sp.

El género Brevibacillus incluye especies Gram positivas (Chen et al., 2012), aerdbicas,
formadoras de endosporas (Ray et al., 2020), producotras de péptidos antimicrobianos
(Yang et al., 2018). Especies dentro de este género actian como promotores de
crecimiento y agentes de biocontrol contra enfermedades de las plantas (Ray et al., 2020)
entre las que se encuentran especies como B. agri, B. borstelensis, B. brevis, B.
centrosporus, B. choshinensis, B. formosus, B. laterosporus, B. parabrevis, B. reuszeriy
B. thermoruber (Hatayama et al., 2014; Panda et al., 2014).

Diferentes cepas de Brevibacillus laterosporus tienen actividad antimicrobiana y
antifingica (Ruiu, 2013). Brevibacillus invocatus es una rizobacteria que actia como
promotor de crecimiento de plantas y biorremediador de los efectos de salinidad (Urooj
& Riaz, 2022). Las cepas Brevibacillus brevis X23 y X23-WT son agentes de biocontrol
contra la marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum en tabaco (Lu, 2014;
Liu et al.,, 2022). La inoculacién de Brevibacillus laterosporus incrementd el peso
fresco/seco, altura de la planta y el crecimiento de las raices laterales en el cultivo de

manzana (Malus robusta) (Wang et al., 2022).
3.5. Proteina harpin

La proteina harpin es de mucho interés debido a la incursién de las exigencias de normas
de calidad e inocuidad de los alimentos; actualmente la proteina harpin se considera una
alternativa a ciertos plaguicidas sintéticos (Hael et al., 2018). Son proteinas secretadas
por bacterias Gram negativas durante la interaccién planta-patégeno que pueden actuar

como inductores de defensa y crecimiento en multiples cultivos (Liu et al., 2020). La



primera proteina harpin fue extraida de Erwinia amylovora por Wei y colaboradores en
1992 y su aplicacién indujo resistencia sistémica adquirida a Peronospora parasitica y
Pseudomonas syringae pv. tomato (Qiu & Wei, 2000) y tolerancia a la sequia en
Arabidopsis (Dong et al., 2005). La proteina harpin aislada de Xanthomonas phaseoli
pv. manihotis HNHK, es estable a elevadas temperaturas (mas de 200 °C) e induce
resistencia a Tobacco Mosaic Virus (TMV) en tabaco (Nicotiana tabacum) (Liu et al.,
2020). La proteina harpin de Ralstonia solanacearum tiene efecto de reaccion de
hipersensibilidad e induccidon de defensa en Nicotiana benthamiana contra R.
solanacearum (Sun et al., 2020). La harpina de X. citri pv. mangiferae es una proteina
estable al calor e induce resistencia a TMV y reaccién de hipersensibilidad en hojas de
tabaco, ademas de incrementar la germinacion de semillas de Arabidopsis thaliana (Zhou
et al.,, 2019). Sands (2022) y colaboradores determinaron que el pretratamiento con
harpinas mejora la resistencia a Pythium aphanidermatum en plantulas de cafamo

(Cannabis sativa), ademas de mejorar su crecimiento.
3.6. Solucion nutritiva

En una solucion nutritiva (SN) los factores de mayor relevancia a considerar son la
relacién mutua entre los cationes (K*, Ca?* y Mg?*) y aniones (NOs", H2PO4 y SO4?%), la
concentracion de los nutrientes (CE), el pH, y la temperatura (Steiner, 1961; Serna et al.,
2011). No existe una SN que sea exclusiva para una condicion o cultivo ya que la relacion
de los nutrientes depende de las condiciones ambientales, las caracteristicas genéticas
y etapa fenoldgica de la planta (Jones, 2005; Sonneveld y Voogt, 2009). De acuerdo con
Maya (2014), Lucas y Davis (1961) el pH se debe mantener entre 55 - 6.0 y la
temperatura o mas cercana a 22 °C para que los nutrientes estén disponibles para la
planta (De Reijck & Schrevens, 1998).

Los nutrientes tienen un papel importante en el desarrollo de las plantas y del patdgeno,
ya que su concentracion en la planta puede afectar la resistencia a las enfermedades
(Klessig et al., 2018). La funcién del nitrégeno (N) en las plantas es estructural, asi como
de transporte y regulacion osmaética (Chowdhury & Das, 2015; Alcantar et al., 2016). El
N es constituyente estructural principal de la pared celular, en moléculas de acidos

nucleicos, aminoacidos, proteinas, clorofilas y alcaloides que son esenciales para el



crecimiento, y actia como activador de todas las enzimas (Bloom, 2015). La relacion del
N con la funcién osmotica esta asociada al proceso de osmorregulacion en vacuola, que
le permite retener al agua; influye en procesos de absorcidén idnica, fotosintesis,
respiracion, multiplicacion y diferenciacion celular (Mcintyre, 1997; Mengel y Kirkby,
2001; Alcantar et al., 2016). Altas concentraciones de N pueden ocasionar disminucion
en el contenido de fenoles que son precursores de lignina, menor cantidad de silicio (Si)

y manganeso (Mn), afectando la tolerancia a las enfermedades (Dordas, 2008).

Las plantas pueden absorber diversas formas de N: nitrica, amoniacal y ureica (Britto y
Kronzucker, 2002); el nitrato (NO3’) es la fuente méas utilizada por la mayoria de las
plantas (Mengel & Kirkby, 2000; Miller & Cramer, 2005); el amonio (NH4*), en ciertas
concentraciones, puede ser toxica para algunos cultivos (Salsac et al., 1987) y

generalmente se recomienda aplicarlo en pequefias concentraciones (Portree, 1997).

La fuente de N disponible producira diferencias en la respuesta de la planta debido a su
formulacion quimica (NOs", NH4*, NH2-CO-NHz2). La absorcién de ambos es facil, pero el
efecto fisiologico y metabdlico es diferente (Resh, 1996; Hirel et al., 2011; Lea & Miflin,
2011). Se ha comprobado que hay cambios en el pH de la rizosfera (Marschner, 1995),
en contenido de carbohidratos, aminoacidos en raiz y follaje (Raab & Terry, 1995) y en
la absorcion y transporte de otros nutrientes (K*, Ca?*, Mg?*, Na*, SO4%, H2PO* y CI)
(Mengel & Kirkby, 2001). El sitio de asimilacion y consumo de energia es diferente; el
NHs4 se incorpora a la sintesis de compuestos organicos nitrogenados (glutamina,
asparagina y otros aminoacidos) en la raiz con un gasto de 5 mol de ATP por cada mol
de NH4*. El NOs™ se transporta hacia las hojas teniendo un consumo de 15-16 mol de
ATP (Salsac et al., 1987).

3.7. El amonio (NH4") en las plantas

Altas concentraciones de NH4* en el suelo o en la solucion nutritiva pueden producir bajo
rendimiento en los cultivos, debido a la acidificacion en la rizosfera por la absorcion de
NH4* (Britto & Kronzucer, 2002). También, bajo esta condicion se puede inducir bajas
concentraciones de K*, Ca?* y Mg?* (Balkos et al., 2010) y mayor disponibilidad de Mn,
Zn, Cuy Fe (Dordas, 2008).
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Entre las especies de plantas, la respuesta a la nutricibn por NH4* puede variar y
depender de otros factores como edad, genotipo de la planta, temperatura, intensidad de
luz, pH y concentracion de otros nutrientes (Kotsiras et al., 2002). Guo (2002) demostré
gue hay mayor conductancia estomatica y tasa de asimilacion de CO2 con una nutricion
equilibrada de NH4*. Otros estudios han demostrado que fuentes de amonio suprimen la
capacidad de penetrar la membrana celular con los patégenos Fusarium oxysporum, F.
graminearum, y Magnaporthae oryzae (Lopez et al., 2010). Asimismo, la produccion de
pectinasas de Dickeya dadantii se disminuye en condiciones de baja concentracion de
amonio (Hugouvieux et al., 1992). En jitomate, el amonio puede aumentar la incidencia
del hongo Fusarium oxysporum y disminuir la de Pseudomonas syringae (Duffy &
Défago, 1999; Fernandes et al., 2015). En contraste, Pyricularia sp., Thielaviopsis
basicola, Sclerotium rolfsii y Gibberella zeae disminuyen su incidencia con niveles
elevados de NH4* (Dordas et al., 2008). Munyasi y Gweyi (2019) demostraron una
reduccién de Meloidogyne spp, en pimiento dulce (Capsicum anuum L.).

3.8. El Nitrato (NOs") en las plantas

El nitrato es movil en las plantas, y se almacena en vacuolas (Beevers et al., 1969). Es
preferido por las plantas a pesar de su alto gasto energético (Chapin et al., 1987;
Sanchez et al., 2015). Causa altas concentraciones de K*, Ca?*y Mg?* (Perdomo et al.,
1999), reduce la disponibilidad de Mn y Fe y aumenta el pH (Dordas., 2008). Promueve
la sintesis y transporte de hormonas en la raiz, promoviendo el crecimiento en las plantas
(Sheng et al., 2013). Tsabarducas (2017) obtuvo mayor crecimiento en olivo (Olea

europaea cv. kalamon) fertilizadas con NOs como unica fuente de nitrogeno.

La aplicacion alta de nitrato resulté en mayor susceptibilidad de jitomate hacia Oidium
lycopersicum y P. syringae p.v. tomato (Hoffland et al., 2000) y una disminucién en la
severidad de la enfermedad ocasionada por la bacteria Burkholderia glumae (Long et al.,
2000). Dordas (2008) menciona que con altos niveles de NOs" se reduce la incidencia por

Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani y Pythium sp.
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3.9. Relacion NO3 /NH4" y su efecto en el crecimiento y rendimiento de los cultivos

Algunos cultivares pueden incrementar su crecimiento y produccion con aportes
combinados entre nitrato y amonio en comparacioén con alguna de las dos formas de
nitrégeno por separado (Tabatabaei, 2008; Gonzalez et al., 2009; Degiovanni et al., 2010;
Sheng et al., 2013). Hay diferencias respecto a la concentracién de amonio en la relacion
nitrato/ amonio que puede ser tolerada entre especies y cultivares de plantas (Claussen
& Lenz, 1999). Gerendas (1997) y colaboradores recomiendan que la concentracion del
N en forma de amoniaco para jitomate no sea mayor a 3 % del nitrégeno total
suministrado, pues es una especie sensible al amonio (Portree, 1997).

La relacion NOs /NH4* en la solucion nutritiva para uchuva (Physalis peruviana L.) no
afecto la vida de anaquel de los frutos; sin embargo, con la relacién 50/50 se obtuvo un
aumento en el rendimiento (Antinez et al., 2014). Gonzélez (2009) reportaron que la
relacion 80/20 en albahaca (Ocimum basilicum L.) increment6 15 % su rendimiento. En
jitomate obtuvieron mayor rendimiento en un 15y 20 % al suministrar 10 y 20 % de NHa4*
del nitrogeno total (Bianlczyk et al., 2007; Siddiqui et al., 2002). La relacion 90:10 indujo
sintesis de oxido nitrico (NO) en mini plantulas de col china bajo condiciones de poca
luz, disminuyendo con ello el estrés por poca luz (Hu, 2015; Hu, 2017; Hu, 2019). Las
combinaciones de NO3z /NH4* en una proporcion apropiada increment6 el crecimiento y

rendimiento de jitomate (Claussen, 2002; Ben et al., 2004; Borgognone et al., 2013).
3.10. Relacién NOs /NH4* y su efecto en la inhibicién de patdgenos en los cultivos

Diversas especies de plantas hospedantes son mas o0 menos susceptibles a la infeccién
por patdégenos bajo un alto suministro de N. Alta fertilizacion con N increment6 el dafio
ocasionados por Botrytis cinerea en lechuga (Lecompte et al., 2013), mientras que en
jitomate disminuyeron (Hoffland et al., 1999; Vega et al., 2015). Lo anterior también se
ha relacionado con la fuente de suministro de N, la produccion de metabolitos de defensa
en las plantas y la virulencia del patégeno (Lecompte et al., 2010; Fagard et al., 2014).
La variacion de defensa modulada por N también esta asociada con la activacion de la
via de defensa del SA (Ding, 2021). En tabaco fertilizado con NH4* mostr6 una

disminucién de la resistencia al ataque por Pseudomonas syringae pv. tabaci respecto a
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las cultivadas con fertilizante NOs™ (Gupta et al., 2013). Por el contrario, en jitomate se
ha observado un aumento de la resistencia a P. syringae en plantas fertilizadas con NH4*
(Gonzalez et al., 2019).
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IV.  MATERIALES Y METODOS
4.1. Zona de estudio y material vegetal

El experimento se llevé a cabo en un invernadero cenital, en el area experimental del
Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. Se utilizaron 120 plantulas de jitomate
(Solanum lycopersicum L.) hibrido OptiMax de la casa comercial Sakata susceptible al
cancro bacteriano. Las plantulas se trasplantaron el 13 de septiembre de 2021, en bolsas
de plastico negras (25 x 25 cm). Inicialmente, en el fondo de las bolsas se agregaron 125
cm? de tezontle grueso; posteriormente, se agregé una mezcla de turba y perlita en

proporcion 2:1, respectivamente.

4.2. Disefio experimental

El disefio experimental utilizado fue bloques completos con tratamientos al azar. Ocho
tratamientos con quince repeticiones. Los bloques se conformaron por dos regimenes de
nutricion: solucion Steiner (Steiner, 1984) al 100 % y Steiner modificado en el suministro
del N total con una relacion 85/15 de NOs /NHs*. En cada bloque, fueron cuatro
tratamientos, conformados por los activadores de planta Romel (Brevibacillus spp.) (2.5
ml/L), Fungifree (Bacillus sp.) (2.5 ml/L), Messenger gold (proteina harpin af8 al 3%) (1.0
g/L), y el testigo negativo (agua destilada esteril) para evaluar la proteccion contra la
infeccion de Cmm (Cuadro 1). Los datos se analizaron con el programa estadistico R

(Jiménez, 2019), con los factores: tratamiento y nutricion.

Cuadro 1. Tratamientos establecidos en el experimento, los cuales estan conformados
por laformade aporte de nitr6geno en la solucidn nutritiva mas un activador de planta.

Nutricion Activador de planta Dosis (mlo g/L) Tratamiento
L Romel 2.5 SRR
© X Fungifree 2.5 SFF
o § Messenger Gold 1 SMG
@ Testigo 0 STT
o Romel 2.5 N85RR
283 E Fungifree 2.5 N85FF
L8 £Z Messenger Gold 1 N85MG
@ Testigo 0 N85TT
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4.3. Fertilizacion y desarrollo del cultivo

El suministro de las soluciones nutritivas (Cuadro 2) y la aplicacion de los activadores de
planta (productos comerciales) se realizé a los cinco dias después del trasplante. Las
soluciones nutritivas se aplicaron diariamente mediante riego por goteo hasta el término
del cultivo (Figura 1. A). Se efectuaron cuatro riegos diarios durante tres minutos hasta
los dos meses de desarrollo vegetativo; a partir de esta etapa fenolégica, el riego se
prolong6 durante 10 minutos. La aplicacion de los activadores de planta se efectud
semanalmente a las dosis establecidas por el fabricante (Cuadro 1).

Cuadro 2. Formulacién de las soluciénes nutritivas Steiner 85/15 (NO3; /NH4") y Steiner
100 %.

Aniones meq/L? Cationes
| |
NOz H2PO4 SOy K* Caz* Mg2* NH,
| | ] | | | | | |
S.N
85/15 10.2 1 8.8 6.37 8.19 3.64 1.8
| | | | | | | |
fog% 12 1 7 7 9 4 0

Nota; S.N 85/15: Solucion nutritiva 85/15, S.N 100%: Solucién nutritiva 100 %.

El tutoreo de las plantas se realiz6 conduciendo a un tallo cuando estas alcanzaron una
altura de 15 a 20 cm (Figura 1. B); a partir de esta labor se inicio el desbrote axilar (Figura
1. C). El primero y segundo deshoje se realiz6 cuando la planta contaba con méas del 50
% del llenado de frutos en su primer y segundo racimo respectivamente (Figura 1 D). La
cosecha de fruto se realiz6 al momento que este alcanz6 el grado de madurez 6 (color
rojo) (Figura 1. E), conforme a lo establecido en la Norma Mexicana NMX-FF-009
(SAGARPA, 2005). El experimento finalizé a los 112 dias después de la inoculacion (ddi),
cuando todos los frutos alcanzaron el grado de madurez 6 (color rojo).
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Figura 1. Desarrollo del cultivo de jitomate en invernadero. A) Trasplante, B) Tutoreo a un
tallo, C) Desbrote axilar, D) Deshoje y E) Cosecha.

4.4 Inoculacion de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

La inoculacion de Cmm se realiz6 con la cepa CP_Cmm-1 patdgena la cual se identificd
como altamente agresiva y se caracterizo previamente por amplificacién y secuenciacion
del plasmido pCM2 que alberga el fragmento especifico del gen pat-1 (serina proteasa),
asi como por serologia con los sistemas API20 E (Biomerieux, Durhan, NC, U.S.A.) y el
kit comercial DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) (Agdia® Inc, SRA 44000/0096) con anticuerpos especificos para Cmm (Rivera-
Sosa et al., 2022).

La cepa CP_Cmm-1 (Figura 2. A) se sembr6 en medio agar nutritivo y se incub6 a 28 °C
durante 48 horas (Figura 2. B). Posteriormente, en un matraz con 1 L de agua destilada
estéril se prepard una suspension con 10° UFC/mL (Figura 2. C) basado en la escala de
McFarland y verificado por recuento de colonias en placa. La inoculacion de las plantas
de jitomate en invernadero se realizd por el método de corte de peciolos con tijeras
embebidas en la suspension bacteriana de Cmm (Maeso, 2020), la cual se llevé a cabo
en la hoja numero tres del apice cuando mas del 50 % de las plantas tenian 15 hojas
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verdaderas (Figura 2. D). El testigo fue el corte con tijeras embebido en agua destilada

estéril.

A

Figura 2. Inoculacion de la cepa CP_Cmm-1 en plantas de jitomate en invernadero. A y B)
Morfologia de la cepa CP_Cmm-1 en medio agar nutritivo, C) Suspensién celular con 10°
UFC/mL de Cmm, D) Punto de inoculacién (Pl) en la tercera hoja apical de las plantas de
jitomate.

3.4 Variables de crecimiento

Al final del experimento en todos los tratamientos se evaluaron las variables: nimero de
hojas, altura de planta, indice de area foliar, longitud de raiz, nimero de frutos, peso
fresco y seco de racimos, hojas, tallos y raiz. Las variables nUmero de hojas y altura de
planta se evaluaron una vez por semana. El indice de area foliar, longitud de raiz, nimero
de frutos, peso fresco/seco de racimos, hojas, tallos y raiz se evaluaron cada dos meses.
El indice de area foliar (m? de hoja por m? de &area cubierta) se determiné con un
integrador de area foliar LI-COR, LI-3100C AREA METER, E. U. La altura de planta (cm)
se determiné con un flexdmetro Titan Tools, 10901, midiendo a partir de la base del tallo
hasta el apice. La longitud de la raiz (cm) se midié con una regla desde el inicio hasta la
punta de la raiz mas larga, el nUmero de frutos se registro contabilizando el total de frutos
producidos por plantas. El peso fresco y peso seco (g) de racimos, hojas, tallos, y raiz se
realizd6 mediante una separacion por érgano de la planta. Las variables de peso seco (g)
se determinaron después del secado completo en una estufa a 70 °C. Todo lo anterior
se realizo en una balanza analitica Stay Elit D-Weight DGIT-01.
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Figura 3. Proceso de toma de muestras y determinacion de variables de crecimiento. A)
muestra de planta y separacion por o6rganos, B) Indice de &rea foliar, C)
Determinacion de peso fresco, D) Secado de muestras en estufa a 70 °C, E) Molino
para muestras secas, F) Muestras secas de los tratamientos.

3.5 Variables del rendimiento

Se determinaron las variables del diametro (mm) en el centro del fruto con un vernier

electronico REXQualis, None. Asi mismo, se contabilizé el numero de frutos grandes,

medianos y chicos conforme la maduracion de los mismos clasificados acorde ala Norma
Mexicana NMX-FF-009 (SAGARPA, 2005) (Cuadro 3) mediante la sumatoria de todos

los frutos cosechados en cada corte para cada unidad experimental.

Cuadro 3. Clasificacion de jitomate roma o saladette (SAGARPA, 2005).

Diametro en mm

No. Frutos/caja

famane Minimo Maximo 25 b
Chico 38 52 mas de 160
Mediano 53 60 140-160
Grande 61 71 115-135
Extra grande 72 76 95-100
Max. Extra grande  Mas de 76 90 0 menos
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El peso y numero total de frutos sin importar la categoria se determiné al término de la
cosecha por cada tratamiento. El calculo de Kg de jitomate por planta se determind
mediante la suma del peso total de frutos divido entre el nUmero total de plantas por
tratamiento. Asimismo, el calculo de Kg/m? de jitomate producidos se determiné mediante

la multiplicaciéon de Kg/planta por la densidad de plantas por m? en el invernadero.
3.6 Variables de micro y macronutrimentos

En las mismas muestras de plantas a las que se les midieron las variables crecimiento
peso fresco/seco, se determind la absorcion de N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn y Mn
mediante un andlisis de contenido nutrimental en tejido vegetal en hojas. Para ello, las
muestras se secaron en una estufa a 70 °C y se molieron y almacenaron en bolsas de
papel. Después, en un matraz Kjeldahl se colocé 0.5 g de la muestra molida, adicionando
4 ml de una mezcla di acida (acido sulfarico y acido perclérico relacion 4:1 v/iv) mas 1 ml
de agua oxigenada al 30 %; el matraz se coloco sobre una plancha o bloque digestor a
temperaturas de 350 a 400 °C hasta la ebullicion y cambio a un color claro del extracto.
Una vez que la muestra se enfri6 a temperatura ambiente, se afor6 a 50 ml con agua
destilada (Figura 4). La determinacion del nitrogeno total absorbido se realizé por el
método de Kjeldahl (Chapman & Pratt, 1973) (Figura 6). El contenido de fésforo se
determind por el método amarillo de molibdovanadato con absorbancia a 420 nm en un
espectrofotometro GENESYS 10 UV (Chapman & Pratt, 1973) (Figura 5). El contenido
de potasio y calcio se determin6 por el método de flamometria JENWAY (Chapman &
Pratt, 1973). Las concentraciones de Mg, Fe, Cu, Zn y Mn fueron determinadas por
espectrofotometria de absorcién atdmica Pye Unicam SP 9 de Phillips (Chapman & Pratt,
1973).

19



Figura 4. Digestion de muestras para la determinacion de absorcidon de micro y macronutrientes.
A) Pesado de 0.5 g de muestra seca, B) Adicién de la mezcla di 4cida, C) Muestras en bloque
digestor, D) Aforado a 50 ml con agua destilada estéril.

Figura 5. Método amarillo de Molibdovanadato (Chapman & Pratt, 1973), para
determinar el contenido de Fosforo. A) Escala, B) Muestras para medicion, C)
Espectrofotémetro.

Figura 6. Método de Kjeldahl (Chapman & Pratt, 1973), para determinar la
absorcion de Nitrogeno. A) Arrastre de vapor, B) Condensado, C) Titulacion.

3.7 Patogenicidad y severidad de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

La severidad de Cmm en los diferentes tratamientos se evalué durante 78 dias. Los
sintomas causados por Cmm en toda la planta y el porcentaje de hojas verdaderas con
presencia de sintomas se evaluaron a partir de la primera semana después de la

inoculacion. Para esto, se utilizd6 una escala de severidad arbitraria de la enfermedad en
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planta completa de 0-5 grados donde: 0= planta sana o asintomatica, 1= hasta 20 %, 2=
de 21 a 40 %, 3= de 41 a 60 %, 4= de 61 a 80 %, 5= Mas de 81 % del area total de la
planta con sintomas tipicos de cancro bacteriano. Asimismo, se utilizé una escala de
severidad para hoja de 0-5 grados donde: 0= hoja sana, 1= hojas con epinastia o pérdida
de turgencia; 2= hojas con pérdida de turgencia en la mitad del foliolo y la otra mitad
aparentemente sano; 3= marchitez, coloraciones marron en % de la hoja, 4= marchitez
y coloraciones marrén en toda la hoja y clorosis intervenal, 5= presencia de cancro en
tallo del foliolo (Figura 7) (Rivera et al., 2022). La escala de severidad para fruto de 0 a
1; 0= ausencia de sintomas, 1= presencia de sintomas (Figura 9). La escala de severidad
en tallo de 0 a 1; O= tallo sano, 1= presencia de cancro, y si hubiera presencia de cancro
este va de grado 1 a 3; 1= cancro de 1/3 del tallo, 2= cancro de %2 del tallo, 3= cancro de

todo el tallo (Figura 8).

A VW B

Figura 8. Escala de severidad para cancro en tallo (grados de severidad). A) 1, B) 2, C) 3.
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Figura 9. Escala de severidad en fruto (grado de severidad). A) Ausencia de sintomas =0, By
C) presencia de sintomas en pedunculo, y cancros = 1.

3.8 Reaislamiento bacteriano e identificacién del patégeno.

De los tratamientos con plantas que mostraron sintomas caracteristicos causados por
Cmm se tomaron muestras de tejido vascular de 3 cm de longitud. Los trozos de tejido
se maceraron en agua destilada estéril (Figura 10); de aqui, se realiz6 un estriado de
esta suspensién en medio de cultivo agar nutritivo y se incubd a 28 °C durante 48 horas.
Del crecimiento bacteriano se purificaron colonias bacterianas con la morfologia descrita
para Cmm. Las cepas se caracterizaron por infiltracion en el envés de hojas de maravilla
(Mirabilis jalapa) y tabaco (Nicotiana tabacum), asi como tincion de Gram. Para confirmar
la identidad de Cmm se realiz6 PCR utilizando los iniciadores especificos CMM5F-
5"GCGAATAAGCCCATATCAA 3 y CMM6R-5 CGTCAGGAGGTCGCTAATA
3’desarrollados por Dreier et al. (1995). Las secuencias obtenidas se compararon en el
banco de genes (Gen Bank) del Centro Internacional para la Informacion en
Biotecnologia (NCBI-National Center of Biotechnology Inoformation), empleando el
algoritmo Blastx del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI).
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Figura 10. Reaislamiento de Cmm. A) Muestra de planta con sintomas visibles en
haces vasculares en tallo de plantas de jitomate, B) Observacion al
microscopio, C) Signos de Cmm en tejido interno del tallo de jitomate.

V. RESULTADOS Y DISCUSION GENERAL
5.1. Variables de crecimiento

Las variables de crecimiento evaluadas a los 78 dias después del trasplante (ddt), se
analizaron considerando los factores: tratamiento (activador de planta) y nutricién. Hubo
diferencias significativas (P=0.05) con la nutricién, obteniendo mayores valores con la
nutricion Steiner 100 %, para las variables peso fresco de hojas (F1,14=5.7, P=0.031),
peso seco de hojas (F1,14=7.18, P=0.017), peso seco de racimos (F1,14=4.78, P=0.046),
namero de racimos (F1,14=7, P=0.019) y nimero de frutos (F1,14=5.2, P=0.038) (Cuadro
4y 5). El nitrégeno es uno de los nutrientes esenciales en la nutricion (Xun et al., 2020);
la fuente de suministro de nitrégeno en la fertilizacion de los cultivos interfiere en el
crecimiento y desarrollo de la planta (Kant et al., 2011). Un indicador de la éptima
absorcion del nitrogeno en los cultivos es el contenido de biomasa (Sarasketa et al.,
2014; Setién et al., 2014); los resultados de esta investigacion demostraron que el nitrato
es una mejor forma de aporte nutrimental de nitrdgeno para jitomate que el amonio,
obteniendo mayor numero de racimos y frutos con calidad de exportacion. Estos
resultados coinciden con los reportados por Chen et al. (2016) y Nawarathna et al. (2021),
quienes concluyeron que la nutricion con suministro de nitrato como fuente de nitrogeno
en jitomate en condiciones de invernadero, incrementa la biomasa vegetal en

comparaciéon con el suministro de amonio.
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Cuadro 4. Efecto de la nutricion Steiner 100 % y Steiner 85/15 para las variables de
crecimiento y peso fresco de jitomate.
LR IAF AP NHP  NR NF PFH PFT PFRaiz  PFRacimos

Steiner 62.08a 7366.21a 66.83a 12.72a 4.58a 27.75a 1286.17a 314.42a 191.82a 338.2a
100%

Steiner 58.25a 6619.70a 65.44a 12.39a 4.08b 23.17b 912.85b 282.73a 153.12a 222.24a
85/15

F-Valor 2.81 1.76 0.05 0.04 7.00 5.20 5.72 1.29 2.32 3.86

Pr<F 0.11 0.20 0.99 0.99 0.02*  0.04* 0.03* 0.27 0.14 0.06

LR= longitud de raiz; PFRaiz= peso fresco raiz; IAF= indice de area foliar; AP= altura de planta; NHP=
namero de hojas por planta; NR= nimero de racimos; NF= nimero frutos; PFH= peso fresco de hoja; PFT=
peso fresco de tallos; PFRacimos= peso fresco de racimos. * = diferencia significativa entre tratamientos
(P=0.05).

Cuadro 5. Significancia estadistica para la nutricién Steiner 100 % NO; y Steiner 85/15
de NOs/NH4 en las variables de crecimiento en peso seco de jitomate.
PSRaiz PSH PST PSRacimos

Steiner 37.06a 77.51a 53.17a 18.57a

100%
Steiner 32.33a 51.79b 48.31a 11.64b
85/15
F- 1.87 7.18 0.91 478
Valor

Pr<k 0.19 0.01* 0.35 0.04*

PSRaiz= peso seco raiz; PSH= peso seco hoja; PST= peso seco tallos; PFRacimos= peso seco racimos;
* diferencia significativa entre tratamientos (P=0.05).

5.2. Variables del rendimiento

Las variables para el rendimiento se analizaron con los factores: tratamiento (activador
de planta) y nutricion. Hubo diferencias entre tratamientos para la variable frutos chicos
(F7.16=4.26, P=0.007), obteniendo mayor cantidad de frutos chicos con el tratamiento
Fungifree mas Steiner 85/15 NOs/NH4 y menor cantidad con Fungifree mas Steiner 100
% (Cuadro 6). Estos resultados destacan la importancia de la nutricion ya que lo Unico
diferente entre los tratamientos fue la forma del nitrégeno suministrado. Se ha
evidenciado que la mayoria de las plantas absorben y asimilan mejor el nitrégeno

suministrado en forma de nitrato que el amonio (Boschiero et al., 2019). Otras especies
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de plantas han mostrado reduccion del crecimiento o produccion debido a la toxicidad

causado por la absorcion y asimilacion de nitrégeno amoniacal (Sarasketa et al., 2016).

Cuadro 6. Promedio de frutos entre tratamientos para las variables de rendimiento

N Tratamientos DF (cm) NFG NFM NFCH PTF (kg) NTF Kg/planta Kg/m?
Romel 53.2a 14.0a 46.7a 22.7ap 9.0a 250.0a 2.3a 13.5a
g Fungifree 53.6a 1432 50.7a 19.0p 9.1a 252.0a 2.3a 13.6a
% Messenger Gold 53.8a 19.7a 4232 22.7a 9.2a 240.0a 2.3a 13.8a
% Testigo 55.1a  21.3a 40.3a 15.7p 9.1a 232.0a 2.3a 13.6a
Romel 50.5p 7.7a 36.3a 38.7a 8.0a 248.0a 2.0a 11.9a
g Fungifree 50.0p 7.7a 36.0a 43.3a 8.2a 261.0a 2.1, 12.3a
E Messenger Gold 51.8p 10.7a  37.7a 33.3a 8.7a 259.0a 2.2a 13.0a
% Testigo 53.8a 19.0a 38.32 21.3a 8.9a 236.0a 2.2a 13.3a
F-Valor 2.70 0.98 032 4.26 0.07 0.07 0.06 0.07
Significancia
Pr<F 0.047* 0.478 0.935 0.008*  0.999 0.999 0.999 0.999

N= nutricién; DF= didametro fruto; NFG= numero de frutos grandes; NFM= namero de frutos medianos;
NFCH= nuimero de frutos chicos; PTF= peso total de frutos; NTF= namero total de frutos. “a ab,b “. LOS
tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes (P=0.05), * = significancia entre
tratamientos (P=0.05). Letras iguales significa que no hubo diferencia, y letras diferentes en linea vertical,
significan diferencias entre tratamientos.

Para las variables frutos chicos y didmetro de fruto se encontraron diferencias entre
nutricion (Cuadro 7). Se obtuvieron mas frutos chicos (F1,16=16.98, P<0.01) con la
nutricion Steiner 85/15 NOs/NHa4, lo que sugiere que el suministro de amonio afecto el
rendimiento del cultivo. El efecto de la fuente de nitrdgeno en la produccién de frutos
chicos en jitomate es consistente con los encontrados por investigaciones previas con
Carreras et al. (2021), quienes informaron menor rendimiento comercial en plantas de
jitomate fertilizadas con nitrato de amonio (NH4NO3) obteniendo en su mayor proporcion
frutos chicos. De acuerdo con otros autores, aportar el nitrégeno total en la nutricion
mediante una relacion nitrato/amonio (NH4*/NOs™) también es causa de reduccion en la
calidad y tamafio de la fruta en jitomate (Howard et al., 2021). En contraste, Perez et al.
(2021) estudiaron la relacion nitrato/amonio, y encontraron que la relaciéon 92/8
incrementd el numero de frutos por planta, peso promedio y tamafio de frutos; sin
embargo, los resultados sugieren que para el hibrido Optimax de jitomate, no es

recomendable la combinacion de nitrato y amonio como fuente total de nitrogeno.
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Cuadro 7. Efecto de la nutriciéon Steiner 100 % y Steiner 85/15 NOs/NH; para las
variables de rendimiento en jitomate.

. DF PTF
Nutricion NFG NFM NFCH NTF Kg/planta Kg/m?2
(cm) (kg) ap g

Steiner

100 % 5390 a 1730 a 4383 a 3416 a 0910 a 0454 a 00.76 a 0454 a
Steiner

85/15 5147 b 0860 a 3825 a 2000 b 0840 a 421 a 00.70 a 0421 a
F-Valor 9.77 2.52 0.72 16.98 0.06 0.06 0.06 0.06
Pr<F 0.006* 0.13 0.41 0.001* 0.81 0.81 0.81 0.82

DF= diametro de fruto; NFG= numero de frutos grandes; NFM= namero de frutos medianos; NFCH=
namero de frutos chicos; PTF= peso total de frutos; NTF=numero total de frutos. “a,» “diferencia significativa
entre nutricion (P=0.05). Letras iguales significa que no hubo diferencia, y letras diferentes en linea vertical,
significan diferencias entre tratamientos.

El mayor didmetro de frutos (F1,16=9.77, P=0.0065) se obtuvieron con la nutricién Steiner
100 % (Cuadro 8), lo que sugiere que con el cultivo de jitomate hibrido Optimax, para

obtener mayor cantidad de frutos grandes y medianos, se requiere suministrar nitrato

como Unica fuente de nitrégeno en la nutricién (Figura 11).

Figura 11. Planta de jitomate hibrido Optimax, en etapa productiva. a) Solucién nutritiva Steiner
100 % mas activadores de planta Messenger gold y Fungifree. b) Solucién nutritiva Steiner
85/15 mas los activadores de planta Messenger gold, Romel y Fungifree.

El amonio (NH4*) puede afectar el desarrollo de las plantas debido a la toxicidad que
pueda ocasionar, lo que depende de la especie, genotipo de la planta y las condiciones
ambientales (Bittsanszky et al., 2015). Esta forma de nitrogeno tiene un efecto de

acidificacion en la zona radical, resultando en una disminucion en la absorcion de Cay
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Mg (Dickson et al., 2016), lo cual puede explicar el efecto en el tamafio de frutos en los

tratamientos con suministro de solucion nutritiva Steiner 85/15 de NO3/NHa.
5.3. Variables de macro y micronutrimentos

Las variables de macro y micronutrimentos se analizaron con los factores: tratamiento y
nutricion. Se encontraron diferencias estadisticas en la nutricion, con mayor absorcién
de nutrientes con el tratamiento Steiner 85/15 (Cuadro 8) de los macronutrimentos N
(F162=38.2, P<0.001), K*(F1,62=18.23, P<0.001) y micronutrimentos Mn?* (F1,62=19.32,
P<0.001), Cu?*(F162=22.24, <0.001) y Zn?* (F162=7.17, P=0.0094). Se ha determinado
que el suministro de P nitrégeno en forma de amonio, al absorberse tiende a bajar el pH
generando una acidificacion del medio (Eck et al., 2019), y promueve mayor
disponibilidad para la planta de los elementos N, K*, Mn?*, Cu?* y Zn?* (Alvarez et al.,
2016). De igual manera, el amonio restringe la absorcion de cationes como Cay Mg, que
ocasiona reduccion en el rendimiento (Ochieng et al., 2021). En el cultivo de jitomate, la
nutricién con base en NH4*, promueve la acumulacion de Zny Mn en las hojas (Gonzales
et al., 2019). En el cultivo de albahaca dulce el aporte de amonio incremento las
concentraciones foliares de los macronutrimentos K, Mg, Ca y los micronutrimentos Fe y
Zn (Aghaye et al., 2019). En cambio, Nawarathna et al. (2021) mencionan que el
suministro de NH4* reduce la concentracion de K* en los cultivos de pimiento y jitomate.
Los resultados de este estudio sugieren que el suministro de N en forma de amonio
incrementa la absorcion de N, K, Ma, Cu y Zn; sin embargo, las plantas producen mayor
cantidad de frutos chicos los cuales no son rentables para el comercio nacional e
internacional. En cambio, cuando se hace el aporte de N en forma de nitrato, promueve

mayor produccion de frutos medianos y grandes.
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Cuadro 8. Concentracion de macronutrimentos (%) y micronutrimentos (mg-kg™) en

hojas de jitomate con la nutricion Steiner 100 % y Steiner 85/15 NO3/NHa.

Nutricion N K Ca P Mg Mn Cu Fe Zn
Steiner 100 % 3.76p 3.03p 1.60a 1.00a 0.50a 73.8% 10.77p 102.75a  6.74p
Steiner 85/15  4.11a 3.40a 1.60a 1.02a 0.50a 85.02a 12.584 99.73a  7.92a
F-Valor 38.2 18.23 0.06 081 206 19.32 22.24 0.81 7.17
Pr<F 5.49¢08%%  6.8205*  0.79 0.37 0.16 4.39¢05**  1.40e95* 0.37 0.01*

N= nitr6geno; K= potasio; Ca= calcio; P= fésforo; Mg= magnesio; Mn= manganeso; Cu= cobre; Fe= hierro;

Zn= zinc.

Cuadro 9. Absorcion de macronutrimentos (%) y micronutrimentos (mg-kg™?) en hojas

con la nutricion Steiner 100 % y Steiner 85/15 mas activadores de planta.

I\_Iu't Tratamientos N K Ca P Mg Mn Cu Fe Zn
rici
on
(%) mg-kg™*
. Romel 3.9ac 3.1 16a 1.1a 0.5a 69.7a 12.9a 98.3a 6.0
é Fungifree 3.8cd 2.9 15a 0.9a 0.5a 73.9a 10.1av 93.3a 7.00
S Messenger Gold 38bd 33w 172 11a 052 78.2a 10.7a 10322 7.0p
% Testigo 3.54 28 15a 09 0.4a 73.7a 9.4 116.2a  7.0p
Romel 42a 3.7a 1.6a 1.0a 0.4a 78.7a 13.0ab 94.6a 7.50
g Fungifree 4.2, 33a 1.6a 1.1la 0.4a 89.9a 11.0ap 93.2a 4.9
E Messenger Gold 4.2a 3.2a 15a 1.0a 0.4a 84.4a 14.3a 93.8a 7.6p
% Testigo 38w 33a 16a 1.0a 054 87.1a 12.0ap 117.3a 11.7a
F-Valor 1053 3.36 156 230 0.49 1.97 10.66  9.97 10.91
Pr<F 1.08¢ 0.02* 0.20 0.08 0.68 012 952, 186 7.50
05 %% 06 **x 05 %% e_06 *%

N= nitr6geno; K= potasio; Ca= calcio; P= fosforo; Mg= magnesio; Mh= manganeso; Cu= cobre; Fe= hierro;

Zn= zinc.

Entre los tratamientos hubo diferencias significativas en la concentracion de los

nutrientes N, K, P, Fe, Cu y Zn (Cuadro 9) en hoja. Hubo mayor absorcién de N con
Steiner 85/15 mas Messenger Gold (F7,62=10.16, P<0.001); K con Steiner 85/15 mas
Romel (F7,62=5.48, P=0.017); P con Steiner 100 % méas Messenger Gold (F762=4.83,
P<0.001); Fe con Steiner 85/15 testigo (F7,62=4.6, P<0.001); Cu con Steiner 85/15 mas
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Messenger Gold (F762=9.55, P<0.001) y Zn con Steiner 85/15 testigo (F762=10.27,
P<0.001). Estos resultados sugieren que podria haber un efecto en la interaccion entre
el activador de planta y la absorcion de nutrientes; sin embargo, es necesario profundizar

mMAas en esta investigacion para evidenciar esta interaccion.

Se ha demostrado que la inoculacion de la cepa Bacillus amyloliquefaciens FZB42
combinado con el suministro de amonio en la fertilizacion mejoré la movilizacion y
absorcion de N, K, P y Mn en los cultivos de maiz (Mpanga et al., 2019) y de jitomate
(Bradacova et al., 2019). Se consigna que los microorganismos promotores del
crecimiento vegetal (PGPM) tienen la capacidad de colonizar las raices de su
hospedante, y mejorar la disponibilidad de nutrientes en la zona radical (Lopes et al.,
2021). Asi mismo, la proteina harpin induce mayor intercambio catiénico en la zona
radical que promueve la disponibilidad de nutrientes (Huang et al., 2021). Con el
tratamiento Steiner 85/15 mas Romel se observo la mayor absorcion de K (Cuadro 9); al
respecto, se han identificado cepas de Bacillus sp. entre las mas eficientes
solubilizadoras de K (Gandhi et al., 2022).

En todos los tratamientos las plantas no mostraron sintomas evidentes de deficiencia
nutrimental y los valores de concentracién (Cuadro 9) coinciden en su mayoria con los
valores éptimos para jitomate reportados por Guardiola y Garcia (1990) excepto el P que
en este estudio estuvieron en valores mas altos que los reprotados para el cultivo de
jitomate. Las bacterias promotoras del crecimiento de plantas (PGPR) se caracterizan
por su eficiencia para solubilizar P (Sharma et al., 2013), dentro de estos, el género
Bacillus se reporta que solubiliza fosforo significativamente hasta el 94 % (Gautam et al.,
2019); lo anterior podria explicar que los valores de P son superiores a los valores
convencionales en este estudio. Ademas, se ha encontrado que la interaccién entre P y
N es sinérgica (Ferahtia, 2021), especialmente el NH4* estimula la absorcion de fosforo
en las plantas debido a que el fosfato se absorbe a través de un proceso de anion/H*
(Zeng et al., 2012). El tratamiento con Steiner 100 % mas Messenger Gold fue donde se
registrd la mayor absorcion de fésforo, lo cual indica que en conjunto la proteina harpin

y nitrato mejoraron la absorcion de fésforo, mas que el amonio.
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Con el tratamiento Steiner 100 % mas Romel se observo amarillamiento en el borde de
las hojas mas viejas, lo cual podria indicar deficiencia de potasio (Eck et al., 2019) (Figura
12). Los resultados de la concentracion en hojas corroboraron que fue el tratamiento con
menor cantidad de K; sin embargo, los valores aun se encuentran dentro del intervalo
optimos del jitomate (Bertsch et al., 2009); lo anterior podria sugerir que Brevibacillus sp.,
el cual es el ingrediente activo del producto Romel, es una bacteria demandante de

potasio cuando se suministra nitrato como fuente de fertilizacion nitrogenada.

Figura 12. Hojas con sintomas de amarillamiento en el borde de las hojas mas viejas con el
tratamiento Steiner 100 % méas Romel.

Severidad de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

A partir de la inoculacion con Cmm, durante 78 dias se evalué la severidad de porcentaje
ponderado de dafio (PPD), severidad en toda la planta (STP), incidencia en fruto (IF) y
porcentaje de dafio interno en tallo (PDIT). Los datos se analizaron estadisticamente con
los factores: tratamiento y nutricion. Entre tratamientos si se encontraron diferencias
significativas de la severidad en el porcentaje ponderado de dafio (F5,60=3.41,
P=0.0087) y la severidad en toda la planta (F2,60=5.43, P=0.0067); la mayor cantidad
de dafio se registrd con el tratamiento Steiner 85/15 NO3/NH4 mas Romel y menor con
Steiner 100 % mas Messenger Gold (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Porcentaje de severidad de Clavibacter michigananensis subsp.
michiganensis en jitomate hibrido Optimax.

Nutricion Tratamientos PPD STP IF PDIT
Romel 13.4 ab 27.2 ab 112 a 27 a
Steiner Fungifree 18.7 ab 30.2 ab 6.1 a 3.0 a
100 %
Messenger 5.2 b 13.5 b 5.2 a 23 a
Gold
Romel 22.7 a 428 a 9.8 a 1.7 a
Steiner Fungifree 17 ab 31.8 ab 158 a 3.0 a
85/15
Messenger 6 b 17 ab 84 a 23 a
Gold
F-Valor 341 5.43 0.66 1.97
Significancia
Pr<F 0.009* 0.007* 0.654 0.156

PPD= porcentaje ponderado de dafio, STP= severidad en toda la planta, IF= incidencia en fruto, PDIT=

porcentaje de dafio interno en tallo, *=Significancia (P=0.05).

La forma de fertilizacidbn nitrogenada tiene implicaciones en la interaccion planta-
patdgeno y es variable acorde al tipo de patdégeno y especie de planta (Ding et al., 2021).
Los resultados de este estudio son similares a los obtenidos en otras investigaciones;
Gupta et al. (2013) concluyeron que la fertilizacidon nitrogenada con nitratos en tabaco
indujo mayor resistencia contra Pseudomonas syringae. Zimerman et al. (2016),
evidenciaron reduccion significativa de la severidad de Acidovorax citrulli en el cultivo de
meldn en condiciones de invernadero y Chi et al. (2019) en el cultivo de arroz con menor
incidencia de Rhizoctonia solani con fertilizacion con nitratos. Se ha demostrado que la
nutricion con nitrato como fuente de nitrdgeno aumenta la resistencia de las plantas al
producir poliaminas como sefiales de defensa, a diferencia del amonio que eleva el acido
y-aminobutirico (GABA), el cual puede ser una fuente de alimento para algunos
patégenos (Mur et al., 2017). Otros estudios demostraron que la defensa modulada por
nitrégeno dependia de la via de defensa del 4cido salicilico (SA), y el aporte con nitratos

aumentaba los niveles de SA (Ding et al., 2021).
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Los resultados mostraron que la aplicacidon de la proteina harpin (Messenger Gold) con
aporte de nitratos en la nutricion, reduce la severidad de la enfermedad causada por
Clavibacter michiganensis subsp michiganensis en el cultivo de jitomate hibrido Optimax
bajo condiciones de invernadero. Con este tratamiento, se registré menor severidad y
promovié buen cuajado y llenado de frutos, asi como mayor proporciéon de frutos
medianos y grandes. Slavokhotova et al. (2020) demostraron que la proteina harpin es
activa contra Clavibacter michiganense subsp. nebrakensis en el cultivo de maiz. Zhu et
al. (2016) demostraron su eficacia en el cultivo de jitomate para el control de Botrytis
cinerea y Alternaria alternata. Hussein & kamberoglu (2017) obtuvieron reduccién del

desarrollo del virus de la papa X (PVX) en plantas de jitomate.

Los activadores de planta son compuestos, proteinas, 0 microorganismos como las
rizobacterias que estimulan genes relacionados con la defensa de las plantas (Thakury
Sohal, 2013), mediante la activacion de hormonas vegetales como el acido salicilico,
acido jasmonico y etileno (Rajwade et al., 2020). El &cido salicilico activa en las plantas
la resistencia sistémica adquirida (SAR); mientras que el &cido jasmonico y el etileno la
resistencia sistémica inducida (ISR) (Thakur y Sohal, 2013), proporcionando una

resistencia de amplio espectro en las plantas (Rajwade et al., 2020; Glick, 2015).

Las proteinas harpin secretadas por bacterias fitopatégenas gram negativas, inducen
defensas en las plantas contra diferentes patdgenos, ademas de promover su
crecimiento (Choi et al., 2013; Yuan et al., 2020). El efecto de la proteina harpin se ha
evidenciado con la produccion y acumulacion del acido salicilico en la planta y la
activacion de la resistencia sistémica adquirida (Nazarov et al., 2020). Peng et al. (2019)
consignan que la proteina harpin NbHIN1 obtenida de tabaco, le confiere resistencia al
virus del mosaico del tabaco en Nicotiana benthamiana al activar potencialmente la via
de sefializacion del acido jasmoénico. También se ha estudiado la proteina HrpE de
Xanthomonas oryzae pv. oryzae, como inductor de respuestas de defensa contra
Xanthomonas sp. y promocion de crecimiento vegetativo en el cultivo de arroz (Sheikh
et al., 2019; Sheikh et al., 2022).

A pesar de que Brevibacillus sp. ha sido previamente reportada con alta actividad
antibacteriana (Hassi et al., 2012) y de amplio espectro (Song et al., 2012); en este
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estudio, el tratamiento con Brevibacilus sp. (Romel) registro la mayor severidad en planta
completa (Figura 14) y foliolos que el resto de los tratamientos; con este tratamiento los
foliolos de la hoja se observaron totalmente colapsados (Figura 13). La menor severidad
se registro en el tratamiento con la proteina harpin (Messenger Gold) en el cual las hojas
y foliolos mostraron areas fotosintéticamente activas (Figura 13), menor severidad en
planta completa (Figura 14), y rendimiento con la mayor cantidad y diametro de frutos
(Cuadro 10).

Especies de Bacillus son bacterias con potencial de biocontrol contra patdgenos en
diversos cultivos (Jamali et al., 2020; Hernandez & Diaz, 2018). Los resultados de otras
investigaciones han demostrado que Bacillus spp. disminuye la incidencia y severidad
de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en el cultivo de jitomate (Gautam et
al., 2019). Juang et al. (2014) y Laird et al. (2020) obtuvieron resultados de inhibicion del
crecimiento de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en jitomate en
condiciones de invernadero. Los resultados de esta investigacion indican que los
tratamientos con los activadores de planta formulados con Bacillus y Brevibacillus spp.
mostraron mayor severidad de sintomas en el hibrido Optimax de jitomate inoculado con
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis que el tratamiento con la proteina harpin
(Figura 13y 14).
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ESCALA DE SEVERIDAD EN FOLIOLOS COMPLETOS
NUT TRAT GRADO1 GRADO 2 GRADO 3 GRADO 4 GRADO 5
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Figura 13. Severidad de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en hojas de
jitomate hibrido Optimax bajo condiciones de invernadero.
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Steiner 100 % Steiner 85/15

Messenger Gold Fungifree Romel Messenger Gold Fungifree Romel

Figura 14. Grado méximo de severidad para todos los tratamientos en planta completa del hibrido de jitomate Optimax



5.5. Reaislamiento e identificacion del patégeno.

De las muestras de tejido vegetal de cada tratamiento con sintomas causados por Cmm
se aislaron cultivos puros con colonias amrillo-naranja, mucoides, similares a la
morfologia descrita para Cmm (Dreier et al., 1995). Los resultados de la PCR mostraron
una banda de 614 pb, confirmando la identificacion de las cepas como Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis.
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VI. CONCLUSION

En el cultivo de jitomate hibrido Optimax bajo condiciones de invernadero, el aporte de
nitrogeno mediante el suministro de nitratos en la solucion Steiner 100 % NOs incrementa
el rendimiento y produccion de frutos dentro de los estandares de calidad de exportacion.
En contraste, el aporte de nitrdgeno mediante el suministro de amonio con la solucion de
Steiner 85/15 NO3/NHs4 reduce el rendimiento y promueve la produccion de frutos

pequenos.

Existe una relacion entre el aporte de nitrégeno con nitrato y amonio en la absorcion de
de otros micronutrimentos en hojas. El suministro de nitrégeno en forma de amonio
incrementa la absorcion de N, K, Ca, Cu y Zn respecto al suministro con nitratos; sin
embargo, se produjo menor calidad de frutos que no son adecuados para el comercio
nacional e internacional. El aporte de nitrégeno en forma de nitrato promueve mayor

rendimiento y calidad de fruto.

La aplicacion de activadores de planta formulados con Bacillus y Brevibacillus spp. no
protegen contra la infeccién de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en el

hibrido Optimax de jitomate bajo condiciones de invernadero.

La aplicacion de la proteina harpin (Messenger Gold) y el aporte de nitrdgeno como
nitratos con la solucién Steiner 100 %, reduce la severidad de los sintomas causados por
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis bajo condiciones de invernadero. Las
plantas alcanzaron el cuajado y llenado de frutos, con paredes firmes y mayor proporcion
de frutos medianos y grandes con calidad de exportacion. Lo anterior sugiere que esta
combinacion podria ser una alternativa eficiente para reducir la severidad de la infeccién
causada por Clavibacter michigananeis subsp. michiganensis y producir frutos en el

hibrido de jitomate Optimax con estandares de calidad.
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