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RESUMEN

A nivel mundial, nacional y en San Luis Potosi, las plantaciones de jitomate y chile son
afectadas por la enfermedad devastadora del cancer bacteriano causado por Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm). Esta, es una de las enfermedades més dificiles
de controlar y hasta hoy en dia, las practicas de manejo se han enfocado en medidas
principalmente preventivas y en la utilizacion de bactericidas clpricos y antibidticos, sin
embargo, estos manejos no han sido eficientes. El objetivo general de este trabajo, fue
desarrollar un método de control bioldgico para el manejo del cancer bacteriano. Para ello
se analizo el efecto que tienen los compuestos volatiles liberados por la hidrolisis de los
residuos de col deshidratados y conservados por dos y cinco afios, los tiempos de
incubacidn fueron 24, 48 y 72 h. Se encontrd que los compuestos liberados por la hidrolisis
de los residuos de col no tuvieron ningin efecto sobre el crecimiento de Cmm.
Adicionalmente, se aislaron microorganismos antagonicos a Cmm. Para esto, se pesé 1 g de
rizosfera de mezquite y se tomé una asada de residuos de col los cuales se sembraron por la
técnica de dilucion y extension. Se tomaron microorganismos que presentaron morfologia
tipo actinomiceto, para confrontarse con Cmm y medir el halo de inhibicién. Se
seleccionaron 11 cepas con caracteristicas morfoldgicas macroscépicas diferentes, que desarrollaron
halos de inhibicién con didmetros de 2 a 6.2 cm. Las cepas se purificaron y se identificaron a través
de pruebas bioguimicas y fisiol6gicas (Cowan y Stell, 1974), 9 cepas se identificaron como Bacillus
sp. Los mejores antagonistas (2 Bacillus y 2 Gram negativos) se identificaron comparando
la secuencia del ADNr 16S con secuencias previamente reportadas en la base de datos del
GenBank utilizando programa BLAST. El porcentaje de identidad se establecio con el
método Clustalw y se elaboré un dendrograma con el programa Neighbour-joining. Los
Bacillus correspondieron a Bacillus sp. y B. atrophaeus y las Gram (-) a Pseudomonas
aeruginosa pero el dendrograma refiere que las 2 cepas de ambas especies son subespecies
0 variantes geneéticas divergentes, concordando con las diferencias morfoldgicas y
fisiolégicas previamente observadas. La rizésfera del mezquite y los residuos de col poseen
gran biodiversidad en microorganismos antagénicos a Cmm que pudieran utilizarse como

un método de control bioldgico para el manejo del cancer bacteriano.

Xi



SUMMARY

Worldwide, nationally and at San Luis Potosi State, tomato and pepper crops are
affected by the devastating disease bacterial canker of tomato caused by Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm). Bacterial canker is one of the most difficult
tomato diseases to control, and currently, disease management practices are based mainly in
prevention measurements and in the use of copper-based bactericides and antibiotics,
however, these methods have been ineffective. The main purpose of this study was to
develop a biological control method for bacterial canker management. We analyzed the
effect of volatile compounds released by the hydrolysis of dried cabbage wastes preserved
for two and five years. Cultured Cmm was incubated for 24, 48 and 72 h. It was found that
the compounds released by the hydrolysis of cabbage wastes had not effect on Cmm
growth. Additionally, antagonistic microorganisms on Cmm were isolated. For this, 1g of
mesquite rhizosphere and a small portion of cabbage were collected, and inoculated by the
dilution and extension method. Microorganisms presenting actinomycete morphology were
isolated and confronted with Cmm to measure the inhibition halo. We selected eleven
strains with different macroscopic morphological features that developed an inhibition halo
of 2 to 6.2 cm in diameter. The strains were purified and identified through biochemical
and physiological tests (Cowan y Stell, 1974). Of these, nine strains were identified as Bacillus
sp. The best antagonistic microorganisms (2 Bacillus y 2 Gram-negative ones) were later
identified comparing the 16S rDNA sequences with those previously reported in the GenBank
databases using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). The percentage identity at
nucleotide level was established with the Clustalw method and a Neighbour-joining
dendrogram was elaborated. The Bacillus strains were identified as Bacillus sp. and B.
atrophaeus and the Gram-negative strains were identified as Pseudomonas aeruginosa, but
the dendrogram indicates that the two strains of both species are subspecies or divergent
genetic variants, consistent with the morphological and physiological features previously
observed. In conclusion, mesquite rhizosphere and cabbage wastes have a great biodiversity
of antagonistic microorganisms on Cmm that could be used as a biological control method

for bacterial canker management.
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INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicum Mill) es considerado el principal producto horticola
en el mundo, con una superficie cultivada de m&s de 3 millones de hectareas, y una
produccion promedio de 118, 240,518 t (FAO, 2011). El jitomate se cultiva en méas de 160
paises (Ramirez y Sainz, 2006), siendo los principales productores China, Estados Unidos,
India, Turquia, Egipto e Italia. México ocupa el décimo lugar en produccién, con una
aportacion del 2.48% (FAO, 2011), y con una superficie sembrada de 53, 572.62 ha,
destacando Sinaloa como el principal productor con méas del 32.6% de la produccion
nacional, le sigue Baja California, Michoacan, Veracruz, Zacatecas, Nayarit y San Luis
Potosi (SIAP, 2011).

En Meéxico, el jitomate es un cultivo que sobresale por su importancia economica y
social (SENASICA, 2009). Debido a que, se generan divisas por concepto de exportacion
de alrededor de los 500 millones de ddlares y ocupa mano de obra de mas de 500,000
empleos en actividades que van desde labores de cultivo y cosecha, hasta la seleccion,

empaque y venta del producto (Ramirez y Sainz, 2006).

En San Luis Potosi la superficie sembrada es de 2,643.50 ha y se obtiene una
produccién de 112,150 t. Los principales municipios productores son Villa de Guadalupe,
Vanegas, Ciudad Ferndndez y Matehuala (SIAP, 2011).

Por otro lado, el cultivo de chile es una hortaliza también de importancia mundial y
nacional. En México, en los ultimos diez afios se ha incrementado su produccién y por ello
ocupa el segundo lugar a nivel mundial con una produccién de 2, 054,970 t de chile verde
(FAO, 2011). Las principales variedades sembradas son jalapefio, serrano, poblano y
morron. Al igual que el jitomate tiene un impacto socioeconomico por la enorme cantidad
de mano de obra que demanda durante todo el ciclo agricola, que es aproximadamente de
120 a 160 jornales por hectarea (Monreal, 2008). San Luis Potosi tiene una superficie
sembrada de 14,178.50 ha con una produccion de 158,287.00 t; y las principales regiones
productores se ubican en los municipios Ciudad Fernandez, Ebano, Matehuala y Rio Verde
(SIAP, 2011).



Entre los factores limitantes para la produccion de estas hortalizas se encuentran los
problemas fitosanitarios ocasionados por distintos patdégenos. Algunas enfermedades
provocan pérdidas econdémicas que en algunos casos alcanzan el 100%. El cancer
bacteriano ocasionado por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) es una
enfermedad que afecta a plantas de jitomate y chile, y ha provocado epifitias en todo el
mundo, resultando en una disminucion en la produccion y pérdidas econémicas hasta un
100%. EI cancer bacteriano es dificil de controlar y para ello se han utilizado bactericidas a
base de cobre (Oyoque, 2008), sin embargo, los resultados no han sido satisfactorios, al
contrario, incrementan los costos de produccién y causan dafios al hombre, animales vy al
ambiente. El control biol6égico es actualmente una alternativa para los problemas
fitosanitarios. Se sustenta en el incremento de microorganismos benéficos que establecen
interacciones directas de tipo antagonista con el patégeno, o bien indirectas como la
estimulacion de los mecanismos de defensa en el huésped (Tapia, 2001; Montesinos et al.,
2007). La incorporacion de mejoradores orgéanicos al suelo como los residuos de cruciferas
generan condiciones de supresividad para patdgenos de este habitat, debido al incremento
de microorganismos antagonicos y cambios en las caracteristicas fisicoquimicas que son
desfavorables a éstos, por lo que actlan como estrategia de control bioldgico y son una
alternativa no contaminante para el productor y el ambiente (Escandén, 2007).

Agente Etioldgico

La enfermedad céancer bacteriano fue registrada por primera vez en 1909 en Gran
Rapids, Michigan. El agente etioldgico fue identificado como una bacteria por E. F. Smith
en 1910, quién la denomind Aplanobacter michiganense. En 1934, con base a su
morfologia y reaccion a la tincion de Gram se le cambio el nombre a Corynebacterium
michiganense, nombre que fue aceptado durante décadas, hasta que fue reubicada por Davis
et al. (1984), en el nuevo género Clavibacter, considerando la composicion de la pared
celular. El desarrollo de la genética molecular en las ultimas decadas ha influido
considerablemente en la taxonomia bacteriana. Clavibacter se clasifica como un miembro
de la familia Microbacteriaceae de acuerdo con el analisis de secuencias del 5S RNAr (Park

et al., 1993). Clavibacter michiganensis es la Unica especie del género Clavibacter y se



divide en cinco subespecies de acuerdo al hospedero que infecta. Estas cinco subespecies
son michiganensis, que infecta a plantas de jitomate y chile, sepedonicus, que provoca la
podredumbre anular de la papa, nebraskensis responsable de la marchitez y el tizén del
maiz; tessellarius, que induce en las hojas de trigo pecas y manchas, y por ultimo
insidiosus, patdgeno que causa marchitamiento y retraso en el crecimiento de la alfalfa
(Jahr et al., 1999; Eichenlaub et al., 2006). El agente etioldgico del cancer bacteriano
actualmente se conoce como Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith)
Davis et al. (1984).

Cmm se caracteriza porque en el peptidoglicano de la pared celular, el aminoécido
dibasico es el 2,4-diaminobutirico. Es un bacilo Gram positivo con un contenido de 73% de
Guanina+Citocina en su genoma (Eichenlaub et al., 2006). Es una bacteria mesoéfila con
una temperatura éptima de crecimiento in vitro de 25-28 °C (Gaterman et al., 2008). La
méaxima temperatura de crecimiento es cerca de los 35 °C, la temperatura letal es de 50 °C.
El pH éptimo varia de 7 a 8, pero el crecimiento puede empezar con valores menores de 5.
Es una bacteria aerobia obligada, no produce endospora, no es movil, da reaccion positiva
al KOH, metabolismo negativo en medio Hugh y Leifson, catalasa positiva, oxidasa
negativa, hidroélisis de la esculina positiva (Boone et al., 2001). El tiempo de generacion es
alto, aproximadamente de tres a cuatro dias se desarrollan colonias en medios de cultivo. La
pigmentacion de las colonias varia de acuerdo al medio de cultivo, van desde amarillas
mucoides hasta negras (Cuadro 1). Sin embargo pueden ocurrir mutantes que varian el
color de blancas, rojas, anaranjadas a rosas (EPPO, 2011).

Su genoma esta constituido por un cromosoma circular de 3,298 Mb y dos plasmidos
circulares denominados pCM1 (27.4 Kb) y pCM2 (70.0 Kb), que tienen un menor
contenido de G+C (66.5 y 67.5, respectivamente) que el genoma (Gaterman et al., 2008) y
en los que se ubican factores determinantes de patogenicidad. En el plasmido pCM1 se
localiza el gen endoglucanasa celA que codifica la proteina CelA de 78 kDa (746
aminoacidos) con similitud a B-1,4-endoglucanasas de la familia de las celulasas Al. Esta
proteina tiene tres dominios estructurales, un dominio catalitico tipo Ila, un dominio

puente-celulosa y un dominio terminal C (Jahr et al., 2000).



Cuadro 1. Morfologia colonial de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en
diferentes medios de cultivo semiselectivos.

Periodo de Parte de
Medio de cultivo Caracteristicas incubacion la planta Referencia
(dias) utilizada

Colonias 3-4 mm
YPGA amarillas con mérgenes 3-4
enteros mucoide

Planta y

EPPO, 2011
fruto

rw

Colonias gris
transparente mucoide

forma irregular con Fatmi y Schaad,

9-12 i
SCM manchas interiores Semilla 1088
negras
CMM1 Colonias de color negro 3-5 Semilla Alvarez y
] Kaneshiro, 1999
Colonia de 1-2 mm
amarillo claro Cado v Hoskett
ado y Heskett,
D2 3-4 Planta 1970




El pldsmido pCM2 tiene una region conocida como pat-1 que codifica el factor de
patogenicidad que corresponde a una proteina de 29.7 kDa de la familia de las serina
proteasas (Dreier et al., 1997). Ambos plasmidos juegan un papel importante para la
induccion de sintomatologia en la planta, asi como para la virulencia. En el cromosoma se
localizan aproximadamente 20 regiones con bajo contenido de G+C, la regién méas grande
se conoce como region chp/tomA; se ubica cerca del origen de replicacion y es necesaria
también para la patogenicidad de la bacteria. Esta regién contiene muchos genes que
codifican proteinas implicadas en la incorporacion a las rutas metabdlicas de azlcares,
varias serinas proteasas que son necesarias para una eficiente colonizacion del huésped y la
tomatinasa que inhibe al alcaloide o tomatina involucrado en el mecanismo de defensa de la

planta (Gaterman et al., 2008).

Importancia Econdmica de Cmm

El cancer bacteriano es una enfermedad ampliamente distribuida en todas las zonas
productoras de jitomate de los cinco continentes (Figura 1) (EPPO, 2011). Afecta tanto a
plantas en campo abierto asi como las que se encuentran bajo sistemas protegidos,
ocasionando cuantiosas perdidas economicas. Estas se deben  principalmente al
marchitamiento y colapso de las plantas, ademas los frutos manchados con el sintoma
conocido como ojo de pajaro, son de baja calidad y de valor reducido en el mercado. Desde
su aparicion en los invernaderos de Michigan en el siglo pasado, ha causado epidemias con
pérdidas econdmicas considerables en las decadas de 1930, 1960, 1980, y 1990; las
pérdidas oscilaron entre un 10 y 80 % (Gleason et al., 1993). Las epifitias continuaron en la
década de 2000 a 2010, y continta distribuyéndose. Como muestra de esto, la National
Plant Protection Organization report6 en 2010, la presencia de Cmm en una nueva region de
Italia (municipio de Murggia); es un patdgeno sujeto a cuarentena y esta registrado en la
lista A2 (EPPO, 2011).
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Figura 1. Distribucion mundial de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
(Fuente: EPPO, 2011).

En México se ha detectado en Sinaloa, Jalisco, San Luis Potosi, Baja California,
Guanajuato y Sonora. En 2009, en Sinaloa, esta enfermedad afectdé 200 ha de jitomate
cultivado bajo invernadero, causando pérdidas aproximadamente de 40 millones de ddlares
(Cérdenas-Sierra et al., 2011). En San Luis Potosi se reportan pérdidas econémicas que
varian de 60 a 100 % en los municipios de Villa de Arista y Moctezuma (Alpuche et al.,
2007). Desde 1986, los suelos de la region de Villa de Arista en San Luis Potosi, estan
infestados por esta bacteria y cuando las condiciones son favorables se desarrollan epifitias
que merman la produccion, por lo que ha disminuido la superficie cultivada con jitomate
(Monreal, 2005), también se encuentra presente en el municipio de Rio Verde y la
Delegacion Bocas. La enfermedad ocurre principalmente en jitomate, sin embargo en el
2008 fue detectada en plantas de chile en el altiplano potosino (Morales, 2009).



Sintomatologia

La amplia variedad de sintomas causados por Cmm diferencian si la infeccion es
sistémica o localizada. También los sintomas varian si la infeccion se produce a partir de un
indculo presente en semillas o si ingresa por medio de heridas directamente en el tejido
vascular. ElI marchitamiento es el sintoma caracteristico de una infeccién sistémica y puede
ser el sintoma inicial, pero cuando la infeccion se produce después de la dispersion
epifitica, a traves de tricomas o aberturas naturales tales como hidatodos, los sintomas son
localizados y suelen ser necrosis marginal y manchas en las hojas. Las infecciones
localizadas pueden avanzar y llegar a los haces vasculares, con lo que se originan sintomas
sistémicos bajo ciertas circunstancias. La complejidad de la sintomatologia que aparece en
un determinado lugar y el tiempo es muy variable y se dictan por las circunstancias tales
como la edad de la planta, sitio de infeccidn, susceptibilidad del cultivo y las condiciones
ambientales. Como resultado de ello, la identificacion de los canceres o chancros con base

en la sintomatologia puede ser inexacta (Gleason et al., 1993).
Infeccion localizada

La necrosis marginal y manchas necroticas con halo amarillo en la hoja, son con frecuencia
sintomas precoces de la infeccion localizada, a veces conocida como la fase de inicio; ésta
aparece primero con margenes secos de color café en la parte inferior del follaje (Figura
2A), en ocasiones separadas del area verde por una zona estrecha de tejido amarillo. El
margen de necrosis aumenta y puede ocasionar marchitamiento de todo el follaje, tallos y
toda la planta (Figura 2B). La inoculacion de plantas muy jovenes en invernadero puede
producir pequefias ampollas blancas en los cotiledones y follaje pero este sintoma se
observa raramente en campo. En ocasiones manchas blancas a color canela aparecen en
tallos de plantas cultivadas en el campo. En frutos se presentan pequefias lesiones (menos
de 0.3 cm de diametro) de color marrén con halos blancos denominados ojo de pajaro
(Figura 2C). Infeccion en los frutos a través del sistema vascular a veces aparecen como
color amarillento o dorado, de los haces vasculares del fruto (Figura 2E) (Gleason et al.,
1993).



Figura 2. Algunos sintomas del cancer bacteriano observados en plantas cultivadas en San
Luis Potosi, México. (A) Hojas con necrosis marginal y manchas necréticas con
halo amarillo; (B) marchitamiento en plantas adultas; (C) ojo de pajaro en
frutos; (D) marchitamiento y colapso por una infeccion sistémica; (E) necrosis
de rama y cancer en tallo.

Infeccion sistémica

El marchitamiento puede ser el primer sintoma de alerta. Las plantulas con infeccion
sistémica pueden marchitarse y colapsarse rapidamente (Figura 2D), mientras las plantas
viejas desarrollan lentamente los sintomas. Algunas veces se presenta marchitamiento
unilateral pero la hoja eventualmente sucumbe. El tejido vascular de los tallos infectados
muestra un amarillamiento que mas tarde se torna café, el cual se nota en los nodos de
forma vertical a los tallos. La enfermedad recibe su nombre por el desarrollo de los



chancros en el tallo, bajo ciertas circunstancias, usualmente después del marchitamiento
(Figura 2D). A medida que el patdgeno se extiende del xilema al floema y células del
parénquima, areas de color amarillo claro a marron se desarrollan a lo largo de los tallos
enfermos y en la parte inferior de los peciolos. Estas areas gradualmente se obscurecen
(Figura 2E) y algunas veces se abren, resultando un chancro de color café obscuro que
revela la necrosis de la médula y corteza (Gleason et al., 1993).

Epidemiologia

La produccion de jitomate se realiza a partir del trasplante de plantula al campo o
invernadero. Es posible que la semilla se encuentre infectada con Cmm, actuando como
fuente primaria de indculo, provocando asi el desarrollo de epidemias debido a que se
pueden producir plantulas asintomaticas (Gitaitis et al., 1991; Frank, 1999). La
diseminacion de la enfermedad puede ser rapida debido a la manipulaciéon de la planta,
poda y riego (Chang et al., 1991; Chang et al., 1992a). La infeccion sistémica se presenta
de 2-3 semanas después del trasplante (Gitaitis et al., 1992). La bacteria vive de forma
epifita en semilla, residuos de cosecha, instrumentos de labor y suelo; puede sobrevivir en
éste entre 1-3 afios (Fatmi y Shaad, 2002). Alternativamente, sobrevive en plantas
voluntarias, plantas hospederas que incluyen 13 géneros y 35 especies de solanaceas
(Solanum lycopersicum, S. peruvianum, S. pimpinellifolium, S. habrochaites, S. melongena,
S. nigrum, S. tuberosum, Capsicum annuum, Datura stramonium y Nicotiana tabacum) y
no hospederas (Amaranthus retroflexus, Chenopodium album y Xanthium saccharatum)
(Chang et al., 1992b; Eichenlaub et al., 2006).

La bacteria puede penetrar en la planta a través de hidatodos, estomas o heridas (Chang
et al., 1992c; Carlton et al., 1998). Cmm entra al tejido degradando la pared celular de la
planta, por la produccion de enzimas como celulasas, poligalacturonasas y xilanasas
(Benhamou, 1991), también hay produccion de hormonas (IAA) (Eichenlaub et al., 2006).
Después de la degradacion enzimatica de los tejidos de la planta, la bacteria llega a los
vasos del xilema se extiende en forma lateral en ella, junto con la liberacion de nutrientes

necesarios para la proliferacion y colonizacién.



La semilla juega un papel importante como fuente de indculo y de transmision debido a
que Clavibacter persiste dentro de la semilla entre la chalaza y el endospermo cerca al
embrion. La transmision de la enfermedad por medio de la semilla es poco eficiente si no
hay una gran cantidad de bacteria, sin embargo puede originar un alto porcentaje de
infecciones secundarias (Biddle et al., 1990; Chang et al., 1992b). Las técnicas de
diagndstico certero exigen que el nivel de deteccion sea de 1 en 10,000 semillas para

garantizar que un lote esté libre de la bacteria (de Ledn et al., 2011).

Las condiciones especificas que favorecen el desarrollo de la enfermedad incluyen:
temperatura del aire 24-32 °C; un periodo de predisposicién, cuando el suelo o en el aire la
temperatura es alrededor de 24 °C, condiciones de humedad dptima de 80-90% para el
desarrollo de la bacteria; intensidad luminosa relativamente baja; alta concentracion de
nutrientes y un pH de 8 (Ramirez y Sainz, 2006). El desarrollo de chancros puede aparecer
con temperaturas frescas de 15 °C (Chang et al., 1992c). El periodo de incubacion y
severidad del cancer bacteriano es influenciado por la temperatura, edad de la planta,

concentracion de inoculo y cultivar (Chang et al, 1992c).

Actualmente se ha determinado que Cmm expresa variabilidad genética principalmente
en la secuencia y tamafio de los plasmidos pCM1 y pCM2, lo cual se traduce en variantes
avirulentas, hipovirulentas, virulentas y altamente virulentas poco estables, es decir, las
avirulentas se transforman en virulentas y viceversa (Kleitman et al., 2008); lo cual es
importante en la produccion de plantulas debido a que en invernadero pueden no expresar
sintomas y en campo los dafios pueden no ser severos pero el inculo para el siguiente ciclo

se puede incrementar y ya puede ser virulento.

Manejo

Para llevar a cabo un manejo adecuado del cancer bacteriano, es importante el
conocimiento del agente causal, su habitat, ecologia, sintomatologia y mecanismos de
dispersion. En la actualidad, no se ha encontrado un manejo que sea eficiente para controlar
a Cmm, el uso de productos quimicos a base de cobres, antibioticos, de cepas de Cmm

avirulentas, bacteriofagos y de variedades de jitomates resistentes, solo limitan las
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poblaciones de la bacteria (Werner et al., 2002). Una alternativa es el control bioldgico, que
se ha empleado para el manejo de diversas enfermedades en diferentes cultivos, ademas el
control bioldgico aporta beneficios a la planta como incremento en el aporte de nutrientes,

mejora el crecimiento y desarrollo, y puede inducir resistencia.
Control quimico

Jahr et al. (1999) indicaron que el control quimico de la enfermedad causada por Cmm,
usando antibioticos 0 compuestos de cobre no resulta muy eficiente y, ademas, su empleo
supondria importantes problemas medioambientales. Esto se ha confirmado en diversos
trabajos de investigacion, los cuales refieren que la aplicacién de compuestos a base de
cobre, solos 0 en combinacion con antibidticos han sido ineficientes, debido a que se
disminuye las poblaciones de Cmm por efecto inhibitorio pero no tienen efecto biocida, y
varios de los compuestos actdan en la superficie de la planta pero no en la parte interna por
lo que el control no es eficiente (Oyoque, 2008).

La aplicacion de hidroxido de cobre/mancozeb [Etilenbis (ditiocarbamato) de
manganeso con sal de zinc], hidroxido de cobre/mancozeb (premezclado 12 h antes de la
aplicacion), estreptomicina y estreptomicina/hidroxido de cobre en plantulas de tomate
cultivadas en invernadero, disminuyd la poblacion y dispersién de Cmm, con excepcion del
tratamiento con mancozeb solo. Los tratamientos tuvieron impacto posterior en el
desarrollo de la planta y el rendimiento en el campo pero ninguno redujo significativamente
la incidencia de las manchas en el fruto en comparacion con el testigo (Hausbeck et al.,
2000).

De Ledn et al. (2009), evaluaron caldo bordelés (sulfato de cobre), quinosol,
kasugamicina, estreptomicina, oleato potasico, Antibak RZ (complejo nutricional
comercializado como antimicrobiano) y Param (producto comercializado como inductor de
resistencia); ademas de las combinaciones a mitad de dosis de quinosol+caldo bordelés,
quinosol+Antibak RZ, estreptomicina+Antibak RZ y estreptomicina+oleato potasico. La
inoculacion de las plantas de jitomate fue por puncién y pulverizacion para inducir la
sintomatologia. Las plantas inoculadas por puncion desarrollaron rapidamente los sintomas
caracteristicos de una infeccion sistémica y ninguno de los tratamientos controlo la

enfermedad de forma efectiva. Los datos obtenidos indican que los tratamientos con sulfato
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de cobre, y quinosol + sulfato de cobre pueden ayudar a prevenir la dispersion de la
bacteria en el cultivo, pero no son aconsejables cuando ya se han producido los sintomas

debidos a una infeccién sistémica.

En el trabajo de Milijasevi¢ et al. (2009), se evaluaron tres compuestos a base de cobre
(hidréxido de cobre, oxicloruro de cobre y sulfato de cobre), dos antibidticos
(estreptomicina y kasugamicina) y un activador de los mecanismos de defensa de la planta
(ASM benzothiadiazole - acibenzolar-S-metilo). Los compuestos de cobre fueron en
general los menos efectivos en limitar las poblaciones de la bacteria y la estreptomicina fue
el mejor en este aspecto. EI mejor tratamiento fue la aplicacién de ASM tres dias antes de la

inoculacién.
Control genético

En la actualidad no se tiene conocimiento de una variedad que sea resistente a Cmm, y
son pocos los estudios referentes a este tipo de control. Diferentes fuentes de resistencia
parcial a Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis se encuentran en los genotipos de
Lycopersicon esculentum Cordeok, IRAT L3, Okitsu Sozai no. 1, y en las accesiones de L.
peruvianum, LA 385, LA 2334 y LA 2338 (Crino et al., 1995; Francis et al., 2001). Entre
los genotipos analizados por Crino et al. (1995), Cordeok mostrd el mas alto nivel de
resistencia, sin embargo, no fue estadisticamente diferente a la observada en las accesiones
silvestres cuando se probd con un aislamiento italiano de Cmm. En nuestros dias se realizan
experimentos para la construccion de una planta transgénica de tomate que exprese
actividad endolisina y proteja contra la infeccion de Cmm (Eichenlaub y Gartemann, 2011).
También se han identificado dos loci de caracteres cuantitativos en genes de Lycopersicon
hirsutum, al parecer los loci Rcm 2.0 y 5.1 Rcm intervienen en el control de la resistencia a
Cmm. Al comparar lineas que contienen Rcm 2.0 y Rcm 5.1 con una linea de control
susceptible, se encontr6 mediante analisis de electroforesis en gel de dos dimensiones
espectros que fueron interpretados para deducir secuencias de peptidos. Tres enzimas
superdxido dismutasa (SOD), fueron diferencialmente regulados entre los genotipos con
Rcm 2.0 y Rem 5.1 y la acumulacion de peroxido de hidrogeno en tejidos especificos,
indican un papel de estos loci para la respuesta a Cmm a través de la ruta del estrés

oxidativo. En estado estacionario del mRNA y los niveles de proteina para la SOD,
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tiorredoxina tipo M, S-adenosil proteinas hidrolasa, que estadn relacionadas con la
patogénesis demostraron un patron similar de regulacion diferencial. Las lineas que
contengan Rcm 2.0 y 5.1 Rcm acumulan diferentes proteinas en el estado de equilibrio de
MRNASs en respuesta a la inoculacién, lo que sugiere que los dos loci pueden conferir
resistencia a través de distintos mecanismos (Coaker et al., 2004). Por su parte Balaji et al.
(2008), mediante un microarreglo identificaron 122 genes expresados diferencialmente en
plantas de jitomate como respuesta a la inoculacion de Cmm, los cuales estan relacionados
con los mecanismos de defensa, también encontraron que se induce la respuesta de genes
involucrados en la sintesis de etileno y con mutantes obtenidas para esta ruta biosintética
establecieron que las que sobrexpresan etileno no presentaron marchitez, y concluyeron que

el etileno juega un papel en la respuesta de sensibilidad o resistencia de la planta a Cmm.
Control biolégico

En la actualidad el control de cualquier enfermedad implica buscar formas alternativas
que disminuyan el uso de agroguimicos debido a que éstos son perjudiciales para el hombre
y el medio ambiente. Un método alternativo para el manejo de enfermedades es el uso del
control bioldgico, el cual se define como la reduccion de la densidad de in6culo o
actividades de un patdgeno o paréasito que producen la enfermedad en su estado activo o de
latencia, por uno 0 mas organismos que se encuentren de forma natural o a través de una
manipulacion del ambiente, hospedero, o por introduccion de uno o mas antagonistas
(Baker y Cook, 1974). Algunas actividades como el uso de variedades resistentes, fecha de
siembra, solarizacion, rotacion y asociacion de cultivos, incorporacion de residuos de
plantas que durante su descomposicion liberan compuestos nocivos a fitopatdgenos con
origen en el suelo, incorporacién al suelo de enmiendas orgéanicas que favorecen la
actividad antagénica de la biota habitante del suelo y la aplicacion de microorganismos
antagonistas; son alternativas ecoldgicas que han sido eficientes en el manejo de

enfermedades (Zavaleta, 1999).

Las enmiendas organicas como abonos verdes, restos de cultivos y residuos organicos,
se incorporan al suelo para prevenir el incremento de enfermedades en el sitio donde se va a
establecer un nuevo cultivo, o son aplicadas para generar condiciones desfavorables a

agentes patdgenos en suelos ya cultivados (Camacho et al., 2010).
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El nivel o grado de descomposicién de restos organicos en el suelo afecta directamente a
los agentes biocontroladores y a la severidad de la enfermedad causada por patégenos de
plantas, habitantes del suelo. Los restos vegetales frescos incrementan la agresividad de
algunos patogenos de plantas, por ejemplo, la turba de musgo, disminuye las poblaciones
microbianas benéficas asi como su actividad para controlar a Rhizoctonia solani agente
causal del damping-off (Hoitikin y Boehm, 1999). La alta proporcion de celulosa existente
en tejidos vegetales frescos, suprime el hiperparasitismo por Trichoderma hamatum de los
esclerocios del hongo patégeno R. solani; pero cuando la materia organica esta altamente
estabilizada, tiene una limitada capacidad para soportar la actividad de la biomasa
microbial en el suelo, situacion que se expresa en la composta madura colonizado por un
determinado agente biocontrolador, se presenta el hiperparasitismo y el patdégeno es
erradicado, ademas de que el control bioldgico prevalece (Camacho et al., 2010). Otro
factor a considerar es el efecto adverso de toxicos volatiles como metanol, etanol,
amoniaco; surgidos desde la descomposicion de los tejidos. Las leguminosas, y en especial

la paja de alfalfa, son excelente fuente de sustancias volatiles (Baker y Cook, 1974).

Otra excelente fuente de sustancias volatiles son los residuos de plantas pertenecientes a
la familia Brassicaceae que producen glucosinolatos que son B-D-tioglucésidos los cuales
se distinguen entre si por diferencias en sus cadenas organicas laterales (grupos R). Los
glucosinolatos, clasificados como formas alifaticas, arométicas o indol, se producen en
todas las partes de la planta y se degradan a través de hidro6lisis enzimatica. Como resultado
del dafio a los tejidos, los glucosinolatos reaccionan con la enzima mirosinasa
(glucohidrolasa tioglucosida), que se almacena por separado en la célula en los idioblastos,
para producir nitrilos, epitionitrilos, tiocianatos e isotiocianatos (Brown y Morra, 1997;
Fahey et al., 2001). Los isotiocianatos son compuestos altamente toxicos de diferente
volatilidad. Ellos en general son biocidas y su disponibilidad en el suelo depende de la
naturaleza del mismo, ya que los grupos amino y sulfhidrico de estos compuestos
reaccionan de manera irreversible con las particulas de arcilla y de materia organica
(Brown y Morra, 1997).

La produccion de los glucosinolatos estd determinada genéticamente y el tipo y

concentracion varia entre las variedades y especies de Brassicas. Se han identificado creca
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de 120 diferentes glucosinolatos (Fahey et al., 2001). Los residuos que se han utilizado para
el manejo de fitopatdgenos son: Brassica nigra (mostaza), Sinapsis alba (mostaza blanca),
Brassica juncea (mostaza de la China), Brassica oleracea (repollo), Brassica napus (nabo),
Brassica oleracea var. italica (brdcoli), Brassica oleracea var. botrytis subvar. cauliflora
(coliflor) y Rafhanus sativus (rabano), Eruca sativa (roqueta), pero también se han obtenido
buenos resultados con Ipomoea batatas (camote) y Sorghum spp. (sorgo) (Mitidieri, 2005).

El efecto de los residuos de brdcoli se determiné en raices colonizadas de Verticillium
dahliae en los cultivos de brécoli y coliflor, a través del crecimiento y la incidencia de la
enfermedad en dichos cultivos, usando suelos con diferentes niveles de inoculo de V.
dahliae y con o sin residuos de brécoli. En el cultivo de coliflor se obtuvo una disminucion
significativa en la incidencia y severidad con el tratamiento de residuos de brdcoli en
comparacion con suelo no tratado. En el caso de las plantas de brocoli, se observd que en
los suelos tratados con residuos, el hongo colonizo las raices, sin embargo las plantas no

manifestaron sintomas (Shetty et al., 2000).

La préactica de incorporacion de cruciferas en suelos, reduce la incidencia de nematodos
y hongos fitopatdgenos debido a los procesos de biofumigacion, pero no suprime a
microflora y microfauna benéfica del suelo; por el contrario, tiene un efecto positivo sobre
éstos, contribuyendo al restablecimiento de las cadenas troficas y al aumento de la
biodiversidad funcional, en otras palabras, aportando a la restitucion de la vida del suelo
(Bongornio et al., 2009). En otro trabajo, el nematodo del quiste de la papa (Globodera
rostochiensis cv.Woll), fue controlado por glucosinolatos (Buskov et al., 2002). La
aplicacion de residuos de col en plantas de Kalanchoe blossfeldiana Poelln disminuyé la
infeccion de Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani observando un mejor desarrollo de

las plantas (Escandon, 2007).

En Australia y Filipinas se han realizado experimentos para el control de la bacteria
Ralstonia solanacearum, causante del marchitamiento bacteriano en solanaceas con
diferentes especies de Brassicas y residuos de sorgo. Las experiencias de laboratorio
mostraron mayor control por parte de las Brassicas comparadas con el sorgo. En los
ensayos de campo se encontré la misma tendencia, con un efecto mas rapido en los

materiales mas ricos en el glucosinolato 2-propenil (B. nigra, B. carinata y B. juncea), que
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en B. napus (3-butenil) y R. sativus (4-methsulbut). En bréocoli se han detectado una gran

variedad de glucosinolatos (Kirkegaard, 2004).

La aplicaciéon de las enmiendas de plantas cruciferas al suelo desencadena procesos
biolégicos y quimicos, complejos y dinamicos (Zassada y Ferris, 2004) que generan
cambios en las caracteristicas de los mismos, como la modificacion del pH, incremento en
el contenido de nitrogeno, potasio y materia organica (Rodriguez, 2009). Ademas pueden
crear un ambiente favorable para el desarrollo de microorganismos benéficos asi como de

aportar al suelo antagonistas a patdégenos (Tapia, 2001; Escandon, 2007).

Por otra parte, en el suelo los microorganismos viven en una estrecha relacion y los
diferentes grupos microbianos interactian de tal forma que el resultado de dichas
interacciones puede ser benéfico o perjudicial, originando que las poblaciones de la
microflora estén en un estado continuo de cambio. Las interacciones perjudiciales se
denominan antagonismo y comprenden, antibiosis, competencia por espacio 0 nutrientes,
interacciones directas como micoparasitismo y lisis enzimatica e induccién de resistencia
(Fernandez-Larrea, 2001).

Las poblaciones de antagonistas son a menudo buscadas en las zonas donde el patégeno
y la enfermedad se producen, sin embargo, también se encuentran en las zonas donde no
hay presencia de fitopatdgenos, o en lugares que han sido sometidos a monocultivos y la
enfermedad ha disminuido a un nivel bajo; asi como en rizosferas de especies vegetales no
hospederas del patdgeno. Estos habitats proporcionan un gran nimero de antagonistas que

reducen la severidad de la enfermedad (Baker y Cook, 1974).

Diversos mecanismos de control bioldgico se han descrito, incluido antibiosis, la
produccion de enzimas liticas, parasitismo, resistencia inducida, y competencia para limitar
los nutrientes y el espacio. A menudo, mas de un mecanismo esta implicado, pero en
ningln caso se ha encontrado un mecanismo Unico responsable de control bioldgico

(Janisiewicz y Korsten 2002).

Dentro de los microorganismos mas estudiados con efecto antagonista se encuentran los
hongos Fusarium, Gliocadium, Clonostachys, Penicillium, Aspergillus y Trichoderma
(Molina et al., 2006; Chavez, 2007; Quiroz-Sarmiento et al., 2008); y las bacterias
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Pseudomonas, Burkholderia, Streptomyces y Bacillus (Bautista et al., 2007; Mojica-Marin
et al., 2009). Estos microorganismos se han evaluados en diferentes especies vegetales y
contra diversos fitopatdgenos. Una de las bacterias mas empleadas es Bacillus, Guillén-
Cruz et al. (2006), evaluaron el potencial de biocontrol en campo de cuatro aislados de
Bacillus y la mezcla de éstos (B1, B3, B9 y B13), sobre patdgenos causantes de pudriciones
de raiz en el cultivo de chile, asi como su efecto en el desarrollo y rendimiento. Se
identificé a B1 como Bacillus amyloliquefaciens, B3 como B. licheniformis, y B9 y B13
como B. subtilis. La aplicacién de las bacterias increment6 la altura de la planta en 20% y
el rendimiento final en 270%, también se redujo la incidencia en 80% Yy severidad de
pudricion de raiz en 39% respecto al testigo. En investigaciones dirigidas al control de
fitopatdgenos del la raiz del trigo, se identificd la cepa de Bacillus sp L324-92, la cual
presentd una actividad biolégica mostrando inhibicibn en el crecimiento de
Gaeumannomyces graminis var. tritici, Rhizoctonia solani AG8, Pythium irregulare y P.
ultimum (Kim et al., 1997).

Identificacién de Microorganismos Habitantes de la Rizdsfera

Actualmente, las técnicas moleculares juegan un papel importante en el estudio de los
microorganismos de la rizésfera, se pueden usar en el monitoreo e influencia que tiene la
introduccion de microorganismo antagonistas en poblaciones de microorganismos
cultivables y no cultivables de este habitat. Muchas de estas técnicas estan basadas en el
gen (rDNA) 16S del RNA ribosomal (rRNA) que contiene regiones conservadas con
regiones que varian muy poco. La secuenciaciéon del 16S rDNA proporciona una
informacién completa en la identificacion de géneros y especies. Otros métodos basados en
las secuencias como el DGGE, también proporcionan informacion atil, ya que la
electroforesis en gel de gradiente desnaturalizantes, separa especies con base en su
contenido de G y C, y es un método que se utiliza para obtener perfiles basados en
interespecies diferentes en 16S rDNA. El andlisis de bandas polimorficas con enzimas de
restriccion del rDNA amplificado es un método rapido para identificar cepas diferentes por
perfiles generados de fragmentos de restriccion del DNAr. La técnica de FISH (hibridacion

fluorescente in situ) es usada para identificar microorganismos vivos (que estan
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transcribiendo), mediante microscopia o por citometria de flujo, usando como el rRNA que
proveen un gran rango para especies especificas o reinos especificos. La gendmica esta
jugando un papel importante una vez mas en el entendimiento y monitoreo de biocontrol,
ya que secuencias de patdgenos y agentes de biocontrol estan rapidamente disponibles. Un
método de gran rendimiento tal como la tecnologia de los microarreglos serd cada vez méas
importante para apreciar la identidad y actividad de un gran nimero de microorganismos
que habiten la rizosfera y para la evaluacion del efecto de los agentes de biocontrol en la

actividad contra los organismos patdgenos (Lugtenberg y Leveau, 2007).

Objetivos
Objetivo general

Desarrollar un método de control bioldgico para el manejo del cancer bacteriano.
Obijetivos especificos

Determinar el efecto toxico in vitro de los compuestos volatiles de los residuos
deshidratados de col preservados por 2 y 5 afios, sobre Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis.

Identificar microorganismos antagonistas a Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis en fuentes microbianas como los residuos de col deshidratados y

fermentados, asi como en la rizosfera del mezquite, y seleccionar los mas eficientes.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del Experimento

El experimento se llevd a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia de Posgrado de la
Facultad de Agronomia, U.A.S.L.P. y en el Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas
del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (IPICYT).

Reactivos y Medios de Cultivos

Los reactivos que se utilizaron en la preparacion de las soluciones fueron de alta pureza
y provenian de compafilas como Sigma, Aldrich, J.T. Baker, Ciochemics y Shelton
Scientific-IN. Los medios de cultivos fueron de Bioxon, Beckton Dickinson y Merck. Las
enzimas de restriccion y la T4 DNA ligasa fueron de New England BioLabs, Invitrogen,

Inc. y Promega. La Taqg DNA-polimerasa de Roche Diagnostic.
Cepa de Cmm y Residuos de Col

La cepa de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis Villa de Arista y los
residuos de col (Brassica oleraceae var. capitata) deshidratados y conservados por 2 y 5
afios fueron proporcionados por el Laboratorio de Fitopatologia de Posgrado de la Facultad
de Agronomia, U.A.S.L.P.

Toxicidad de Compuestos Volatiles Liberados de Residuos de Col Deshidratados

El ensayo se realizé con dos tipos de residuos considerando su tiempo de conservacion
(2 y 5 afios), y consistié para ambos en colocar en morteros grandes de porcelana estériles,
5g de residuo deshidratado a los que se les adicionaron 18 mL de agua destilada estéril. Por
la forma del mortero, se pudo depositar encima de los residuos una cajas Petri con el medio
extracto de levadura peptona glucosa agar (YPGA) recién sembrada con Cmm y destapada.
La caja deja espacio y permite que los compuestos volatiles que se liberan por hidrélisis
enzimatica o por degradacion microbiana circulen, y entren en contacto con la bacteria.
Finalmente el sistema se sell6 cubriendo el mortero en su totalidad con parafilm y papel

aluminio, para evitar la salida de volatiles. Se incubaron por 24, 48 y 72 h. Se hicieron 3
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repeticiones para cada tipo de residuo y tiempo de incubacion, ademas del testigo
respectivo que consistié en morteros con agua estéril sin residuos y con cajas de YPGA
también recién sembradas con Cmm Yy destapadas, cubriéndolas como se describid

anteriormente.
Aislamiento de Antagonistas

Se exploraron como fuente de microorganismos rizésfera de mezquite (Prosopis spp.) y
residuos de col deshidratados y fermentados. Se realizaron diluciones seriadas base 10, a
partir de un gramo de rizésfera de mezquite y se sembraron las diluciones 10° a 10" por
extension en los medios de YPGA, CZAPECK vy papa dextrosa agar (PDA). Estas cajas
destapadas se colocaron en morteros estériles con residuos de col deshidratados (5 afios) y
humedecidos con agua estéril; se taparon con papel aluminio y parafilm, y se incubaron a
28 °C por 48 h. Después de este tiempo, los residuos de col deshidratados y fermentados
también se utilizaron como fuente de microorganismos, sembrandolos en los mismos

medios de cultivo e incubandose a la misma temperatura y periodo de tiempo.
Deteccidn de Microorganismos Antagonistas por Confrontacion con Cmm

Los microorganismos candidatos, se seleccionaron por su morfologia tipo actinomiceto.
Se obtuvo una suspension a partir de las colonias elegidas, tomando una asada y
disolviéndola en 4.5 mL de agua destilada estéril. Con la suspension de cada una de las
cepas aisladas, se humedecieron discos de papel filtro de 0.5 cm de diametro, los cuales
fueron depositados en cajas de YPGA recién sembradas con Cmm por extension. Aquéllos
que generaron un halo de inhibicion se consideraron antagonistas, se midi6é el halo de

inhibicién y el tamafio se consideré como criterio de eficiencia.
Purificacion de Cepas

Para asegurarse que las cepas de los microorganismos seleccionados fueran puras, se
realizaron diluciones seriadas y se sembraron en medio YPGA por extension hasta obtener

una colonia con un solo tipo de microorganismo.
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Identificacién de Antagonistas
Identificacién microbiolégica

Las cepas seleccionadas fueron caracterizadas microscépicamente con la tincion de
Gram y posteriormente con las pruebas bioquimicas y fisiologicas primarias establecidas
por Cowan y Steel (1974). Se observé a las endosporas con la tincion de Schaeffer y

Fulton.

Identificacion molecular

Extraccion de ADN. Se realizé a partir de un crecimiento bacteriano obtenido en 500
pL de medio liquido 802 (10g polipeptona, 2 g extracto de levadura, 1 g MgSO,47H,0, 1 L
agua destilada). Se cosecharon las células por centrifugacion a 8,000 rpm/2 min. Se
resuspendio el paquete bacteriano en 500 pL de agua milli Q estéril, se agregaron 200 uL
de Buffer de extraccion (2% Triton X 100, 1% SDS, 100mM NaCl, 10 mM Tris-Cl pH 8,
1mM Na, EDTA solucién) y 1 mL de fenol cloroformo isoamilico y se mezcl6. Se
separaron las fases por centrifugacion a 10,000 rpm/10 min. Se obtuvo la fase acuosa, se
adicionaron 2 pL de RNAasa (2.6 mg/ml) y se incub6 a 37 °C por 20 min. Posteriormente
se adicion6 1 mL de isopropanol, se incub6 por 3 min a -80 °C y se centrifugd a 13,000
rpm/2 min. EI ADN obtenido se resuspendid en 300 uL de etanol y se volvio a centrifugar a
13,000 rpm/2 min. Finalmente se resuspendié en 40 pL de agua milli Q estéril. Se verifico
la calidad observandolo en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio 10
mg/ml, y revelado en un fotodocumentador de geles UVP EpiChemi Darkroom con camara
digital CCD.

Amplificacion del ADNr-16S con la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para la
identificacion de las cepas bacterianas se amplifico el segmento 16S del ADNr con la
técnica de PCR y los iniciadores universales 533 F/1391 R (5’-GTG CCA GCM GCC GCG
GTA A-3" y 5’-GAC GGG CGG TGT GTR CA-3’, respectivamente), que amplifican un
fragmento de 900 pb, que permiten establecer una relacién filogenético entre las bacterias
(Lane, 1991 citado por Barns et al., 1994; Hugenholtz et al., 1998). La reaccion se efectud
en un volumen de 25 pL con una mezcla maestra constituida por 18.85 pL de agua milli Q,
2.5 pL de Buffer 5X, 1.5 pL de MgCl, 25mM, 0.5 pL dNTPs 10uM, 0.25 pL de cada
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iniciador (533 F, 1391 R) 1 uM, 0.15 pL Taq polimerasa (5U/ pL) y 1.0 pL de ADN. La
amplificacion se efectu6 en un termociclador DNA Bio Rad, y las condiciones de reaccion
fueron: desnaturalizacion inicial 94°C/1 min, 30 ciclos conformados por las etapas de
desnaturalizacion 94 °C/30 s, alineamiento 65 °C/ 30 s, extension 72 °C/1 min; y extension
final 72 °C/5 min.

Anélisis de los productos de PCR por electroforesis. Los productos de PCR (alicuotas de 6
uL) se analizaron por electroforesis en geles de agarosa 1% en TAE 1X. Esta se efectud en
una camara horizontal aplicando una corriente de 80 V. Se revelo, tifiendo con bromuro de
etidio (10 mg/mL) por 20 min y exponiendo a la luz ultravioleta en un fotodocumentador
de geles UVP EpiChemi Darkroom con camara digital CCD. Las imagenes se capturaron
con el software LabWorks 4.0.0.8.

Identificacion de bacterias por secuenciacion. La identificacion de las bacterias por esta
técnica implica los procesos de ligacion del fragmento del ADNr amplificado en un
plasmido, transformacién de células competentes de E. coli Top 10F, con este plasmido,
clonacion del plasmido con el fragmento de ADN, extraccion del ADN plasmidico y
secuenciacion. Los productos de PCR amplificados (2 pL) se ligaron en el vector pGEM
T-Easy (3,015 pb) utilizando como mezcla de ligacion: 1 pL del vector, 5 pL de Buffer 2X,
1 uL de ADN ligasa T4 y 1 pL de agua Milli Q. Se incub6 a temperatura ambiente por 10
min y se almacend a 4 °C toda la noche. Se hizo la transformacion por choque térmico,
utilizando células competentes Escherichia coli Top 10F. Estas se descongelaron en hielo y
se les adiciono 2 uL de la mezcla de ligacion, mezclando rapidamente e incubando en hielo
por 5 min. Posteriormente se les dio un choque térmico a 42 °C/1.5 min, seguido de
incubacidn en hielo por 10 min. Se les afiadié 500 puL de medio LB y se incubaron a 37 °C
por 45 min. Posteriormente se centrifugd a 13,000 rpm por 5 min y se resuspendi6 en 100
puL de LB con ampicilina 100 mg/L. Para la clonacion, una alicuota de 100 pL de células
transformantes se sembro por extension en medio LB/ampicilina/IPTG/X-gal. Las clonas
seleccionadas fueron las colonias que no presentaron actividad de f-galactosidasa indicado
por su color blanco, debido a que presumiblemente contienen el inserto y las azules no.
Para verificar la presencia del inserto se llevd a cabo la extraccion de ADN plasmidico de

acuerdo al procedimiento modificado de Birnboim-técnica de Miniprep (Sambrook y
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Russell, 2001). Finalmente se confirmo la clonacién del inserto por liberacion de éste del
plasmido, mediante la digestion con la enzima EcoRI y se observo la banda del tamafio

esperado por electroforesis en gel de agarosa 1%, en el fotodocumentador de geles.

El ADN plasmidico se cuantific6 y se envio al CINVESTAV, Irapuato para su
secuenciacion. La identificacion se realizd por comparacion de la secuencia obtenida para
cada cepa con las secuencias disponibles en la base de datos del GenBank, utilizando el
programa BLASTN. El anélisis filogenético se realiz6 con el programa CLUSTAL W y se

hizo un dendrograma con el método Neighbour Joining.
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RESULTADOS

Efecto Téxico In Vitro de los Compuestos Volatiles Liberados de los Residuos de Col

Deshidratados sobre el Crecimiento de Cmm

En este bioensayo, se encontr6 que los compuestos volatiles procedentes de la hidrolisis
de los residuos de col no tuvieron ningun efecto sobre el crecimiento de Cmm, esto se
determind por el desarrollo colonial de Cmm a las 24, 48 y 72 h. Se observo que hubo
formacion de colonias desde las 24 horas, y a las 72 h se presentd el mayor desarrollo, el
cual fue similar al crecimiento de Cmm  testigo (Figura 3). Tanto los residuos deshidratados
de col de 2 y 5 afios tuvieron resultados similares. Ademas se constaté que los residuos
liberaron compuestos volatiles fungicidas debido a que no crecieron hongos en las muestras

de la rizosfera de mezquita expuestas a éstos volatiles.

Residuos col _ Testigo
2 afios Residuos col Cmm

5 afios

Testigo
Efecto biocida de volatiles liberados Testigo
de residuos de col sobre organismos organismos habitantes de la
sensibles habitantes de la rizosfera rizosfera de mezquite no expuestos
de mezquite a volatiles

Figura 3. Efecto de los compuestos volatiles liberados de los residuos de col deshidratados
sobre el crecimiento de Cmm a las 24 h, en comparacion con el testigo no
expuesto y con organismos sensibles a estos volatiles.
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Aislamiento, Seleccion e Identificacion de Microorganismos Antagonistas

Aislamiento y seleccion

Con el analisis microbioldgico de la rizsfera de mezquite y de los residuos deshidratados y
fermentados de col, se encontraron bacterias antagonistas en ambas fuentes microbianas. De 40
bacterias aisladas y confrontadas con Cmm, inicialmente se seleccionaron 11 cepas con
caracteristicas morfolégicas macroscopicas diferentes, que desarrollaron halos de inhibicion con
didmetros de 2 a 6.2 cm (Figura 4). Estas se agruparon por su eficiencia en la inhibicion del
crecimiento de Cmm (Cuadro 2), de ellas, 6 se aislaron de los residuos de col deshidratados y
5 de la riz6sfera de mezquite. La cepa 5 fue la que presentd el mayor halo de inhibicion (4.3
a 6.2 cm), se perfild como el mejor antagonismo in vitro a Cmm, y se obtuvo de los
residuos de col; la cepa que tuvo menor inhibicion fue la 12, que también fue aislada de los
residuos de col. En la observacién microscépica preliminar, la mayoria de las cepas fueron
Gram + (Cuadro 2).

Figura 4. Antagonismo in vitro exhibido por las diferentes cepas aisladas de la rizésfera de
mezquite y de los residuos de col deshidratados, a través de halos de inhibicion
del crecimiento de Cmm.

25



Cuadro 2. Cepas de bacterias que presentaron antagonismo in vitro a Cmm.

Halo de
Cepa inhibicién (cm) Procedencia Tincion de Gram

GRUPO |

5 4.3-6.2 Residuos col +

7 4.0-4.5 Residuos col -

8 3.7-4.0 Rizo6sfera mezquite +

1 3.5-4.0 Rizdsfera mezquite +

9 3.0-3.2 Residuos col +

13 2.8-3.7 Rizésfera mezquite +
GRUPO 11

4 2.0-3.0 Riz6sferae mezquite +

2 2.0-25 Residuos de col -

6 2.0-2.5 Rizésfera mezquite -y +

3 2.0-2.2 Residuos de col -

12 1.5-2.0 Residuos de col -y +

Identificacidn con pruebas bioquimicas y fisiologicas

Después de la purificacién se amplié el nimero de cepas a 14, y la caracterizacion preliminar
con tincion de Gram, indicd que 4 son Gram (-) y 10 Gram (+); ademas en el grupo de
bacterias Gram (+) se observo que a excepcion de una cepa, las restantes presentaron

endospora central (Figura 5A), estructura corroborada con la tincion de Schaeffer y Fulton
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(Figura 5B). La morfologia microscépica y esta estructura de endospora, indican que estos
antagonistas corresponden al genero Bacillus. Los resultados de las pruebas bioquimicas y
fisioldgicas se muestran en el Cuadro 3, y para las cepas de bacilos Gram (+), con
excepcion de la cepa 4.15A, éstos corresponden a las caracteristicas establecidas para
Bacillus spp., lo que coincide con la identificacion microscopica. También se puede
apreciar que las cepas 9.14A y 13.12 presentaron diferencias en las pruebas de metabolismo
O/F, oxidasa y movilidad con respecto a las demas cepas Gram (+), al respecto Cowan y
Steel (1974) refieren que para este grupo de pruebas bioquimicas y fisiologicas primarias,
las especies de algunos géneros presentan variabilidad, al igual que las subespecies o
biovares, lo que nos indica que las cepas aisladas pueden ser diferentes especies 0
subespecies. Con estas pruebas bioquimicas y fisiologicas no se pudo aproximar la
identificacion a nivel de género para las bacterias Gram (-), asi como para la cepa 4.15A

que no exhibi6 endospora central (Cuadro 3).

Figura 5. Bacterias del género Bacillus antagonistas a Cmm. (A) Bacilos Gram (+) con
endospora central-Tincién de Gram y (B) endospora central (tincion de
Schaeffer y Fulton).
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Cuadro 3. Pruebas bioquimicas primarias con la que se identific6 que nueve cepas
antagonicas corresponden al género Bacillus.

TINCION
CEPA GRAM/ AcCR M- O/F CAlCa CAT OoxXl MOV GLUCOSA EC
KOH
BACILOS GRAM +
15 +/- - - CA + - - + +
8.11 +/- - - CA + - - + +
9.12 +/- - - CA + - - + +
9.14A +/- - F CA + - + + +
9.15B +/- - - CA + - - + +
13.12 +/- - - CA + + + + +
9.14B +/- - - CA + - - + +
1.14 +/- - - CA + - - + +
4.15A -y +/- - - CA + - - + -
4.15B -y +- - - CA + - - + +
BACILOS GRAM -
1.12 -[+ - - CA + - - + -
3.10 -+ - F CA + - + + -
5.10 -+ - O CA + + + - -
7.10 -[+ - - CA + - - - -
AcR: Acido Resistencia, M- O/F: Metabolismo Oxidativo/Fermentativo
+ Prueba positiva CA: Crecimiento aerobio
- Prueba negativa Ca: Crecimiento anaerobio
EC: Endospora Central CAT: Catalasa
OXI: Oxidasa MOV: Movilidad
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Identificacion con técnicas moleculares

La identificacion molecular se realiz6 Unicamente para las dos mejores cepas
antagonicas del grupo Gram (+) (1.14 y 8.11) y las dos mejores Gram (-) (7.10 y 5.10).
Con la técnica de extraccion utilizada se obtuvo ADN de calidad y cantidad para efectuar la
técnica de PCR. Para las cuatro cepas se logro la amplificacion del gen ADNr 16S, con el
par de oligos universales 533 F/1391 R que generaron amplicones de 900 pb (Figura 6).
Los amplicones se clonaron en el vector pGEM-T Easy, lo cual fue confirmado por la
liberacion del inserto de 900 pb en el ADN plasmidico digerido con la enzima EcoRI
(Figura 7). EI ADN plasmidico de las clonas seleccionadas para cada cepa (una clona de
cada una de las cepas excepto de la cepa 1-14 que fueron dos clonas) fue secuenciado, y las

secuencias se indican en los Cuadros 4 y 5.

et 0 a0

Figura 6. Amplificacion del gen ADNr 16S. 1 Marcador molecular de 1 Kb, 2-5 cepas
8.11, 5.10, 7.10 y 1.14, con un tamafio de banda esperado de 900 pb.
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Figura 7. Liberacion del inserto del vector pPGEM-T Easy del tamafio de banda esperado de
900 pb. 1 Marcador molecular 1 Kb, 2-10 cepas clonadas.

El analisis de las secuencias con el método de Blast (Cuadro 4), revel6 que las cepas
1.14 y 8.11 de bacilos Gram (+) efectivamente pertenecen al género Bacillus y la especie
con la que tienen mayor porcentaje de similitud e identidad es B. atrophaeus. Estas cepas
fueron aisladas de la rizésfera de mezquite. Las cepas del grupo Gram (-) se identificaron
como Pseudomonas aeuroginosa (Cuadro 5) y ambas cepas fueron procedentes de residuos

de col.

Del GenBank se obtuvieron secuencias registradas para varias especies de Bacillus,
incluyendo a B. atrophaeus, con ellas y con las de las cepas en estudio obtenidas, se
establecié una relacién filogenética por medio del programa Neighbour-Joining, a través
de datos gréaficos en un dendrograma (Figura 8). Este analisis corroboré que las clona de las
cepas Sec8.11 y Secl.14-2 corresponden a B. atrophaeus, y éstas son variantes
genéticamente convergentes; a diferencia de la clona Sec1.14-3 que no correspondio a B.
atrophaeus y no tiene relacion cercana con ninguna de las especies utilizadas en la
construccion del dendrograma, por lo que solo se establecid que pertenece a Bacillus sp.
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Estos resultados coinciden con las variaciones que se presentaron al realizar las pruebas

bioquimicas y las diferencias observadas en la morfologia macroscopica de las colonias.

Cuadro 4. Identificacion de Bacillus atrophaeus con las secuencias de un fragmento del
ADNr 16S, amplificado con los iniciadores 533 F y 1391 R.

CLONA Sec8.11

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAG
TGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACT
GACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAG
TGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA
GGTCTTGACATCCTCTGAAACCCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCAC
TCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAGACCGCGAGGTAAGCCATCCCACAAATCTGTTCTCAGTCGGATC
GCAGTCTGCACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTATCGCGATCAGCATGGCCGCGGGTGAATACGTTCCGGCTT
GTAACACCTGCCCGTCAATCCTATGGATCCGGGCCGCTGCAGGTCGATCATATGGGAGTCCAAACCGGTGGAGGCTAGC
TTGAATTCTAGGTCCTAATGCTGGGAATCTGGCTAGCGGTTCTGGGAATGTTACCGCCCATTCCCACTTCAAGCCGAACT
AGGTAACCTGGGGCTAAGGAAATCCCATTTGTGGTGG

Sequences producing significant alignments:

. _ Max
Accession Description Query coverage ]
ident
JF411316.1  Bacillus atrophaeus strain KM40 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 83% 98%
JF411292.1  Bacillus atrophaeus strain M43 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 83% 98%
HQ727972.1 Bacillus atrophaeus strain Aj0803191A-12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 83% 98%
HM585062.1 Bacillus atrophaeus strain BKS1-45 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 83% 98%
HQ123472.1 Bacillus atrophaeus strain F3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 83% 98%

CLONA Secl.14-3

GACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCAC
GCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTCTCGCTGCCCTTTG
TTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTG
TCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC
CAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGAAGCCCTATCTCTAGG
GGTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGC
CCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAG
GGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGCACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACG
CTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCG
CTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTT
TCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATATGCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATACCGCG
GCGGCTGCACATGTCACCTAGATAGCTGGCGTATCATGGCCTAGGCGTGTTTCCTGTGTGGAATGGTTATCGGCTCAAAG
GCCCCAACACATACGGGCCCGGAAGAAAAAGGTAAGCCTGTGGGGTCCTAAGAGGGGACTACTCCACCGATTTGCGTGG
GCCTCTCGCGCGTTTTCATTCGGAACCTTTGGCAGACGCTTGGAATC

Sequences producing significant alignments

. L uer Max
Accession Description .
coverage ident
JF411316.1 Bacillus atrophaeus strain KM40 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 81% 99%
JF411292.1 Bacillus atrophaeus strain M43 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 81% 99%
HQ727972.1  Bacillus atrophaeus strain Aj0803191A-12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 81% 99%
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=93G4RTHA01N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=93G4RTHA01N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=93G4RTHA01N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323360308?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=93G4RTHA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/319958704?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=93G4RTHA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/315435727?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=93G4RTHA01N
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=93JMBGAV01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=93JMBGAV01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=93JMBGAV01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/338843364?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=93JMBGAV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/338843340?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=93JMBGAV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323360308?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=93JMBGAV01S

Continuacion Cuadro 4 (cont.). Identificacion de Bacillus atrophaeus con las secuencias
de un fragmento del ADNr 16S, amplificado con los iniciadores 533 F y 1391 R.

CLONA Secl.14-2
CGGGGACGTCCGGTGAACTATATAGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTC
GATTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTT
TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAG
AGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAA
CTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTA
AGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA
GGTCTTGACATCCTCTGAAACCCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTC
TAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAGACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCG
CAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGGCCCGTCAATCACTAGTGAATTCGCGGCGGCTGCAGGTCGACCATATGGGGAGAGCTCCCAACGCGTG
GATGCATAGCTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTGGGCGTAATCATGGTCATAGCTGGTTCTGTGTGAAATGGTT
ATCCGCTCACAATTGCCACACATCATACGAAGCGGGAAGCATAAAGGTGTAAAGGCTGGGGGGTGCTAAAGAGAGTGAA
GCTAACTCCAAATAAATGGCGGTGAGCTCCACGGGCCGCTTTCATGTCGGGGAAATCATGTGTCGGTGTGCGACACCCTCC
CATAG

Sequences producing significant alignments

. o uer Max
Accession Description .
coverage ident
JF411316.1 Bacillus atrophaeus strain KM40 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 69% 99%
JF411292.1 Bacillus atrophaeus strain M43 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 69% 99%
HM585062.1  Bacillus atrophaeus strain BKS1-45 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 69% 99%
HQ123472.1  Bacillus atrophaeus strain F3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 69% 99%
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/338843364?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=93HTZJZS01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/338843340?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=93HTZJZS01S
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/315435727?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=93HTZJZS01S

Cuadro 5. Identificacion de Pseudomonas aeruginosa con las secuencias de un fragmento
del ADNr 16S, amplificado con los iniciadores 533 F y 1391 R.

CLONA Sec7.10
GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAG
CAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGT
GGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACT
GACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGTACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCC
GTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC
TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGC
CTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTC
TAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGACCCTTACGGCCAGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGAAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGA
TCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTCCCGGA
CTTGTACCACCGTCCGTCAATCACTATGAATCCCGTCGCCTGCAGTCGAACAATATGGGAAGCTCCAACCGGTGGAATGC
ATAGCCTAGAAAATTCTAAGGTTACACTAATAGCTTGGGCATATACTAGGCTAACCGTTTCTGGTGAATGTTTGCCGCTC
CAATGCCACACAACATACAGTAGCCGGAAACTAAGGTAAGCTGGGGGTCTAGGTGACAATCATTATGCGTGCTATTGCC
TTT

Sequences producing significant alignments

Max
Query
Accession Description iden
coverage
t
JF758866.1 Pseudomonas sp. PTK 1AA 1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 79% 98%
GQ203616.1  Pseudomonas aeruginosa strain KS-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 79% 98%
AF094716.1  Pseudomonas aeruginosa strain ATCC 27316 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 79% 98%
98%
JF911362.1 Pseudomonas aeruginosa strain ECAn17-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 79%

CLONA Sec5.10

GTGCCAGCCGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAG
CAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGT
GGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACT
GACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGTTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCC
GTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC
TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGC
CTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTC
TAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCTTACGGCCAGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGAAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGAT
CGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCAG
GACCTTGTACACACCGCCCGTCAATCACTAGTGAATCGCGCCGCCTGCAGTCGACAATATGGGAAAGCTCAACCGTGGA
TGCAAGCTGGAATTCTTATGTCACTAAATAGCTGAGCGTATCATGCCTAGCTGTTTCTGGTGAAATGATGCGCTCCAATC
CACAAACATCAGGCCGGAGCTAGTTAAGCTGGGGTCTTAGTGACCACGTCATGTTGGTTGCCTTGCCCTCAGGAACTTTG
CCACCCTTTTAATAAAAC

Sequences producing significant alignments

. o Query Max
Accession Description .
coverage ident
AF094716.1  Pseudomonas aeruginosa strain ATCC 27316 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 79% 99%
HQ457014.1  Pseudomonas aeruginosa strain HSD1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 79% 99%
AF094720.1  Pseudomonas aeruginosa strain ATCC 33350 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 79% 99%
JF911362.1 Pseudomonas aeruginosa strain ECAn17-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 79% 99%
JF911361.1 Pseudomonas aeruginosa strain EPAn19 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 79% 99%
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/348605425?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=93J4169601N
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=93JBMS7K01N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=93JBMS7K01N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=93JBMS7K01N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/10567487?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=93JBMS7K01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/315940043?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=93JBMS7K01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/10567491?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=93JBMS7K01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/348605425?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=93JBMS7K01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/348605424?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=93JBMS7K01N
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Figura 8. Dendrograma construido por el método del vecino mas cercano (Neighbor-
Joining) con el programa Clustal W, con el que se identifica que las clonas
Sec8.11-1, Secl.14-2 corresponden a Bacillus atrophaeus y la Secl.14-3 a
Bacillus sp.

De manera similar, se obtuvieron secuencias registradas en el GenBank de especies de
Pseudomonas Yy éstas junto con las de las cepas en estudio se analizaron con el programa
Neighbour-Joining, obteniendo en dendrograma respectivo (Figura 9). Este confirma que
ambas clonas corresponden a Pseudomonas aeruginosa y que son cepas genéticamente
divergentes por lo que se agruparon en diferentes clados. Estos resultados también
coinciden con los de las pruebas bioquimicas, ya que en ellas se observaron variaciones,

asi como en su morfologia macroscépica.
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Figura 9. Dendrograma construido por el método del vecino mas cercano (Neighbor-
Joining) con el programa Clustal W, que muestra que las cepas Sec 5.1 y Sec
7.10 corresponden a Pseudomonas aeruginosa pero las cepas son
genéticamente divergentes.



DISCUSION

Efecto Toxico In Vitro de los Compuestos Volatiles Liberados de los Residuos de Col

Deshidratados sobre el Crecimiento de Cmm

El efecto biofumigante in vitro e in situ de los diversos compuestos derivados de la
hidrdlisis de los glucosionalatos de diferentes Brassicas, sobre patdgenos del suelo, ha sido
constatado ampliamente por varios autores (Njoroge et al., 2008; Momma, 2008; Diez et
al., 2010). Se han identificado cerca de 100 diferentes glucosinolatos. Estos compuestos
son hidrolizados por una enzima asociada a la membrana de la célula que es la
tioglucosidasa glucohidrolasa (mirosinasa), la cual esta compartamentalizada en idioblastos
y separada de los glucosinolatos, cuando los tejidos estan intactos. Esta enzima sélo actua
cuando los tejidos vegetales son dafiados y sufren una autolisis o cuando se fermentan vy los
productos finales de la hidrdlisis son compuestos quimicos volatiles caracterizados como
Isiotiocianato, nitrilos, tiocianatos, oxazolinetionas y epinitrilos (Brown y Morra, 1997,
pero también se sintetizan otros compuestos solubles de baja volatilidad como la 5-
viniloxazolidina-2-tiona y probablemente otros (Smolinska et al., 1997). Las caracteristicas
y funciones del tipo de producto resultante estd determinado por el grupo R del
glucosinolato y las condiciones quimicas y fisicas en las cuales se lleva a cabo la reaccion,
y por ello tienen actividad biocida variable, incluso alguno de ellos al ser consumidos sin
tratamiento térmico pueden causar la enfermedad conocida como bocio y otros son
anticarcinogénicos. Los isiotiocianatos son los compuestos mas estudiados que tienen
actividad biocida similar al compuesto quimico fumigante metam-sodio, el cual libera
metil-isotiocianato. Se ha comprobado que algunos de estos compuestos son de amplio
espectro y otros actian como insecticidas, fungicidas y nematicidas, sin embargo, pocos
estudios se han realizado con bacterias, y sobresalen los efectuados con Ralstonia

solancearum (Kirkegaard et al., 2008).

En el presente trabajo, los volatiles liberados de los residuos de col deshidratados y
preservados por dos Yy cinco afios no tuvieron efecto toxico in vitro sobre el crecimiento de

Cmm, los cuales mostraron actividad biocida en particular para hongos y bacterias
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aciddfilas habitantes de la rizésfera del mezquite. Podemos referir que Cmm no es sensible
a los volatiles liberados de la col que en otros estudios han exhibido actividad fungicida y
fungistatica, en particular para Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani (Tapia, 2001;
Escandon, 2007) pero es probable que lo pudiera ser a otro tipo de volatiles liberados por
otras especies de brasicas, 0 bien a compuesto en extractos acuosos que no fueron probados
en este trabajo, también seria importante probar liofilizados de residuos de col para ver si se
liberan otro tipo de volatiles que sean efectivos contra Cmm. En el caso de Ralstonia
solanacearum, para esta bacteria, mediante ensayos de laboratorio y campo se ha
confirmado su sensibilidad a los isotiocianatos de un gran numero de especies de brasicas
como B. juncea, B. napus, Sinapis alba, Raphanus sativus y B. nigra. (Bayot et al., 2004;
Matthiessen y Kirkegaard, 2006). De los isotiocianatos liberados de estas brasicas, el 2-
feniletil- isotiocianato fue el compuesto mas eficaz en condiciones “in vitro” (Smith y
Kirkegaard, 2002). Arthy et al. (2002), encontraron que las Brassicas protegen a plantas de
tabaco contra R. solanacearum; y Akiew et al. (2005), continuaron el estudio del impacto
de los isotiocianatos contra R. solanacearum demostrando que aquellas brasicas con una
mayor cantidad de glucosinolatos precursores de isotiocianatos, como las mostazas,
resultaron mas efectivas que aquellos biofumigantes con menores concentraciones 0 que
desprendian menos compuestos volatiles en su descomposicion. También se ha demostrado
que las mostazas contienen altas concentraciones de propenil isotiocianato y que éstos son
los mejores biofumigantes contra R. solanacearum, bajo condiciones adecuadas que en el
campo favorezcan la distribucion de las sustancias volatiles (Matthiessen y Sackleton,
2005). Los autores citados no indican a B. oleraceae como biofumigante para R.
solanacearum. En contraste, en los ensayos preliminares realizados por Yulianti (2008), se
encontré que los extractos acuosos de brocoli y coliflor tuvieron efecto biocida, en tanto
que los de col fueron inhibitorio sobre el crecimiento in vitro de R. solanacerum;
coincidiendo también en la fase de campo, en que los mejores resultados fueron obtenidos
con coliflor y brécoli y no con la col. En Sudafrica en un ensayo realizado en invernadero,
se encontrd que la biofumigacion con residuos deshidratados de B. oleraceae var capitata,
redujo el dafio causado para la bacteria Streptomyces scabies en papa pero no al 100%
(Gouws, 2006). Por lo expuesto, es factible que la col no contenga los isotiocianatos o

compuestos volatiles con actividad bactericidas. Hasta el momento, no encontramos
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referencias de investigaciones de los efectos de los isotiocianatos procedentes de brasicas in
vitro ni in situ sobre el crecimiento y poblacion de Cmm. Se tienen resultados del efecto de
la biosolarizacidn sobre Cmm, derivados de un trabajo realizado en macetas, en invernadero
pero no con residuos de brasicas, sino con los mismos tejidos de jitomate infectados con
Cmm y sometidos a temperatura de 45 °C. En este trabajo se encontré que Cmm en
asociacion con el material vegetal resulta patégena hasta la cuarta semana de tratamiento
tanto a 25 como a 45 °C, de modo que la temperatura no sera un factor determinante en este
caso. En cambio, al introducir la bacteria libremente en el substrato sin tejidos vegetales
nunca se recupera Cmm en placas con medio de cultivo del tratamiento a 45 °C pero si a 25
°C (se detecta hasta la tercera semana de tratamiento) observandose, ademas, reacciones de
antibiosis en placa. Por lo que se concluye que el factor biocida es principalmente la
temperatura (Zanon, 2009). Resultados contrastantes a los de Zandn (2009) fueron los de
Medina-Ramos et al. (2010), quienes en otro estudio de biosolarizacion también realizado
en un invernadero pero con camas de suelo naturalmente infestado por Cmm, aplicaron
residuos de brécoli, estiércol y diferentes dosis de combinaciones de brocoli-estiércol. Con
la solarizacion (plastico térmico) se logré incrementar las temperaturas hasta 70 °C,
efectuando una pasteurizacién del suelo, que en este caso no logré eliminar a Cmm. Sin
embargo, todas las combinaciones de brocoli-estiércol, y el estiércol con solarizacién
logran eliminar este patdgeno. Estos estudios concluyen que el estiércol es mas
determinante que el brdcoli, lo que se explica, debido a que de este se libera una gran
cantidad de amonio (que se transforma en amoniaco) y compuestos azufrados que aunados
a la alta temperatura son los que tienen un efecto negativo en poblaciones de Cmm, sin
embargo, los volatiles derivados del brécoli pueden tener un efecto sinérgico y mas aun las
especies microbianas termotolerantes que se promueven con la solarizacion. En nuestro
trabajo se demostré que al menos los compuestos volatiles liberados de B. oleraceae var

capitata no tienen ningun efecto sobre el crecimiento de Cmm.

Aislamiento, Seleccién e Identificacion de Microorganismos Antagonistas

En la rizosfera del mezquite y en los residuos deshidratados y fermentados de col se

encontraron en mayor y menor grado, varias cepas de microorganismos antagonistas a

38



Cmm. Las rizésferas en particular de especies vegetales resistentes a factores abioticos y
bidticos como las xerofitas u otras especies con estas caracteristicas, son una apropiada
fuente de microorganismos antagonistas a patdgenos, debido a los procesos fisiologicos
especiales que estas plantas poseen, y por ello las substancias que secretan a la rizosfera
definen una comunidad microbiana con mecanismos de defensa eficientes. Esto se
corrobord en el estudio de la rizésfera de Ornithogalum umbellatum, planta silvestre usada
en Colombia como ornamental pero reconocida en otras partes del mundo por los
componentes quimicos del bulbo y la aplicacion de estas sustancias en el tratamiento
alternativo de diferentes enfermedades. EI andlisis microbioldgico evidencio
microorganismos que demostraron antagonismo in vitro para los hongos Botrytis cinerea y
Sclerotinia sclerotiorum. Ademas, se observé que algunos de los morfotipos microbianos
aislados presentaban un antagonismo muy discreto pero ocasionaban cambios en la
estructura y color de las hifas de los hongos fitopatégenos utilizados; posiblemente la
concentracion influye sobre los mecanismos de biocontrol (Benitez et al., 2007). Los
mecanismos propuestos para explicar el control de patdgenos, incluyen su capacidad de
producir sideréforos, antibidticos, compuestos volatiles y enzimas liticas (Hernandez-
Rodriguez et al., 2006). Los resultados obtenidos en la presente investigacion concuerdan
con lo antes expuesto, debido a que se aislaron cinco eficientes cepas especificas para Cmm
de la rizésfera del mezquite. Por otro lado, ratificamos los resultados de Tapia (2001),
Escandon (2007) y Rodriguez et al. (2010) en relacion a que los residuos de col
deshidratados y fermentados, tienen una microflora caracterizada por agentes de biocontrol,
en particular por Bacillus, Pseudomonas, Trichoderma y Penicillium, los cuales fueron
confrontados contra F. oxysporum y Rhizoctonia solani pero no para bacterias y mucho
menos para Cmm.

En cuanto a los métodos de identificacion, es importante considerar que la identificacion
con pruebas bioquimicas se fundamenta en las caracteristicas metabdlicas especificas de
cada microorganismo, en la deteccion de la actividad de ciertas enzimas y en su fisiologia
para vivir en un habitat con ciertas caracteristicas ambientales (Gamazo et al., 2005). Las
pruebas bioquimicas primarias seleccionadas por Cowan y Steel (1974), fueron designadas
para la identificacion a nivel de género de una gran cantidad de bacterias de interés medico
pero también han sido de gran utilidad para la identificacion de los géneros de un gran
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namero de bacterias presentes en diferentes fuentes microbianas, y en algunos casos llegan
a ser un procedimiento rapido y eficaz. Con esta metodologia se identificd que el género
predominante de bacterias antagonistas es Bacillus (9 cepas), sin embargo la variabilidad
genética en algunos géneros y especies se reflejan en estas pruebas bioguimicas y por ello
no pudimos identificar a las cinco cepas restantes de las 14 aisladas. La identificacion
molecular es precisa pero costosa, y optamos por identificar a nivel de especie Unicamente
a las cuatro mejores cepas antagonistas, y con esta metodologia identificamos que dos
cepas de bacilos Gram (+) corresponden a B. atrophaeus (B 8.11 y B 1. 14), pero ademas
en la cepa B 1. 14 aparentemente pura, también se detecté molecularmente otra cepa que no
se pudo identificar a nivel de especie quedando como Bacillus sp. debido a que no se
relacioné con ninguna de las especies de Bacillus seleccionadas para elaborar el
dendrograma y establecer la relacion filogenética (Figura 8). Las otras dos mejores cepas
son bacilos Gram (-) identificadas como dos subespecies o variantes genéticamente
divergentes de Pseudomonas aeruginosa.

Las bacterias del género Bacillus y las del grupo de Pseudomonas fluorescentes, son
consideradas las mas eficaces para controlar enfermedades foliares y de las raices. Nuestros
hallazgos concuerdan con esta premisa, debido a que 9 de los antagonistas aislados
pertenecen al género Bacillus, y dos de ellos son de los méas eficientes. Los otros dos
mejores se ubican en el género Pseudomonas, y en el grupo flurorescente.

Se sabe que el género Bacillus se encuentran cominmente en el suelo, rizosfera y
filosfera de diversas especies vegetales (Wulff et al., 2002), es heterogéneo y comprende
especies que se han tipificado por diversas propiedades como agentes de biocontrol, entre
ellas, ser promotor del crecimiento de las plantas, biofungicidas, inductor de mecanismos
de resistencia y antagonistas (competencia) a una gran cantidad de fitopatdgenos (Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia solani, Phytophthora cactorum, P. capsici, Sclerotium cepivorum,
Fusarium solani, Alternaria carthamy, Sclerotium rolfsii (entre otros), en diferentes
cultivos ya sea in vitro, in vivo, en invernadero o campo (Guillén-Cruz et al., 2006;
Paredes-Escalante et al., 2009). Estas bacterias antagonistas también ayudan a promover
otros efectos benéficos, por ejemplo, se ha encontrado una mayor emergencia de plantulas
y reduccion de hongos fitopatdgenos por la aplicacion de Bacillus a la semilla de jitomate
(Brada et al., 1995), como acontecid en la investigacion realizada in vitro, en la cual
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Bacillus sp tuvo un efecto benéfico sobre la germinacion y el desarrollo de semillas de
tomate infectadas con Fusarium oxysporium var. cubensis (Jongebloed et al., 1993). Se
tiene amplio conocimiento del potencial de Bacillus sp. para sintetizar metabolitos con
actividad antifungica y antibacteriana y por ello se ha utilizado en control biolégico de
fitopatogenos. De los péptidos antifingicos producidos por Bacillus podemos citar a
micobacilinas, iturinas, bacilomicinas, surfactinas, micosubtilinas, fungistatinas vy
subporinas. Las iturinas presentan actividad hemolitica y antifingica contra varias
levaduras y hongos patogenos, pero tienen una limitada actividad antibacteriana (Stein,
2005; Romero et al., 2007). Varios autores concuerdan que surfactina sola no inhibiria el
desarrollo de hongos fitopatdgenos, pero actla sinérgicamente e incrementa
significativamente la actividad antifungica de iturina A. La formacion de endosporas les
otorga una alta viabilidad comparada con células vegetativas, ya que son resistentes a la

desecacion y al calor, en consecuencia se pueden formular facilmente productos estables.

B. subtillis es la especie mas aislada y utilizada en el control biolégico. Garay y Ciampi
(s/f) tipificaron varias cepas de Bacillus subtillis que fueron antagdnicas para R. solani y
Erwinia carotovora, con base en la produccion de lipopéptidos de la familia iturina.
Actualmente, se comercializan a gran escala productos a base de B. subtilis, siendo desde
1994, Estados Unidos el lider en este campo, y Alemania en ese afio aprobd la
comercializacion de productos con B. subtilis como ingrediente activo. Estos productos
estan indicados como fungicidas mas que bactericidas y hasta la fecha no hay un producto
biolégico comercial indicado para Cmm.

Son pocas las investigaciones realizadas sobre control biolégico de Cmm, y en relacion a
Bacillus, Faraj (2002), seleccion6 de un gran nimero de bacterias aisladas de diversos
suelo de Hungria de las cuales resalta una cepa denominada HIR225, identificada como
Bacillus subtillis, la cual resulté un buen antagonista in vitro y moderadamente efectiva in
situ contra Cmm. Por otro lado, en Sudamérica, Flores (2004), evalué tres cepas nativas de
Bacillus sp. aisladas de suelo de tres regiones del Maule, Chile. Estas cepas inhibieron in
vitro a Cmm y coincidieron con nuestras cepas en estudio, en el tamafio del halo de
inhibicién (4.43 a 2.92 cm), ademas resultaron mejores que la cepa comercial QST 713 de
Bacillus subtillis (Serenade-Moviagro), por lo que es importante contar con cepas nativas

ya adaptadas a la region. También, de suelos de zonas silvestres de la region de Talca,
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Chile se aislaron 4 cepas de Bacillus spp. con las que se logré niveles de inhibicion del
crecimiento in vitro de Cmm, a concentraciones bajas de 1x10° ufc/mL; ademés de inhibir a
otros patdégenos como Pseudomonas syringae pv. syringae y Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria. Asimismo se observd un sinergismo entre algunas cepas de Bacillus spp., lo
que podria estar indicando diferentes formas de accion biocontroladora y esto abre la
posibilidad para su uso en cultivos de tomate y arboles frutales como el durazno y ciruelo
(Donoso et al., 2004).

Ademas de B. subtillis, existen otras especie identificadas como agentes de biocontrol,
por ejemplo B. amyloliquefaciens en combinacion con B. subtillis protegieron plantas de
tomate contra el cancer bacteriano. Se observd que la reduccién en la incidencia de la
enfermedad fue directamente proporcional al incrementd en la enzima Fenil alanina liasa y
al contenido total de fenoles, lo que esta relacionado con la induccién de mecanismos de
defensa de las plantas (Girish y Umesha, 2005).

La especie B. atrophaeus, identificada en este trabajo como antagonista in vitro a Cmm,
fue considerada por mucho tiempo como una subespecie de B. subtillis, hasta que
Nakamura (1989), usando técnicas moleculares (hibridacién del ADN) defini6 esta nueva
especie. Esta bacteria es catalogada como una rizobacteria promotora del crecimiento y ha
mostrado también caracteristicas como agente de biocontrol in vitro e in vivo contra los
patdgenos del jitomate Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y Alternaria solani
(Shanmugam et al., 2011). En China, otro aislamiento de B. atrophaeus de igual forma
inhibié en mayor grado el desarrollo de las lesiones del tizon del arroz causadas por
Rhizoctonia solani (Vijay et al., 2009); y ademéas en la India, la cepa S2BC-2 de B.
atrophaeus interactuando con Burkholderia cepacia (TEPF-Sungal) inhibieron el
crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli y disminuyeron la incidencia de la
marchitez y pudricion del cormo del gladiolo. En estos tres trabajos se encontr6 que in vivo,
la menor severidad e incidencia de la enfermedad esta relacionada con la induccion de la
expresion de genes de defensa para la sintesis de quitinasa, -1, 3-glucanasa, peroxidasa y
polifenol oxidasa. Se ha demostrado in vitro la excrecién de antibiéticos, biocidas volatiles
y enzimas liticas y ambos mecanismos pueden estar también involucrados in vivo (Pal y

McSpadden Gardener, 2006). Podemos considerar que las cepas de B. atrophaeus aisladas
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en este trabajo tienen potencial como agentes de biocontrol para ser probadas in vivo contra
Cmm.

Ademas del género Bacillus, otro género que constituye las comunidades microbianas
rizosféricas, caracterizada también como promotora del crecimiento, es Pseudomonas con
una gran diversidad de especies (Mark et al., 2006). Asimismo Pseudomonas spp. ha
llamado la atencion como agente de biocontrol debido a su versatilidad catabdlica, su
excelente habilidad para colonizar las raices y la produccién de una amplia gama de
metabolitos como sideroforos, 2,4 diacetilfloroglucinol, pioluterion, pirrolnitrin y fenacina
(Raaijmaker et al., 2002). Las diversas especies de este género que actlan como agentes de
biocontrol ejercen todos los mecanismos de control biol6gico, como competencia por
nichos ecoldgicos y nutrientes, antibiosis y predacion; en conjunto con la induccion de
mecanismos de defensa en las plantas. Pseudomonas fluorescens es el méas estudiada y
conocida, sin embargo existen numerosos trabajos que refieren a Pseudomonas aeruginosa
como una rizobacteria prevalente en el rizoplano y en el suelo, que exhibe antagonismo
contra muchos hongos y oomicetes fitopatdgenos habitantes del suelo, no obstante, son
menos las investigaciones para bacterias fitopatdgenas. Desde 1996, se tienen referencia de
la actividad antifingica de la cepa 7NSK2 de P. aeruginosa debido a la produccidn de tres
tipos de siderdforos en condiciones limitantes de hierro que son la pioverdina amarillo-
verde fluorescente, la pioquelina derivado del acido salicilico y el acido salicilico. Estos
sideroforos estan involucrados en la supresion de la enfermedad Damping-off causada por
el oomicete Pythium en tomate, y ademas de competir por el Fe del ambiente, se
relacionaron con la induccidn de mecanismos de resistencia en las plantas (Buysens et al.,
1996). No solo los sideréforos participan en el control biolégico, otros compuestos estan
involucrados, por ejemplo, la cepa GRC1 de P. aeruginosa inhibi6 in vitro a Macrophina
phaseolina y Fusarium oxysporum. Esta cepa se aisl6 de la rizésfera de la papa y se
caracterizo por el desarrollo de sider6foros en 48 h, produccion de acido cianhidrico y
acido indol acetico (Gupta et al., 1999). En trabajos posteriores se demostré que algunas
cepas como la PNAlde P. aeruginosa secretan antibidticos fenazina, fenazina-1-
carboxilico y oxiclororafin que estan involucrados en la reduccién significativa de la
incidencia y dafio causado por Fusarium oxysporum f. sp. ciceris y Fusarium udum en

plantas de Cicer arietinum y Cajanus cajan (Anjaiah et al., 2003); asi como la combinacion
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de fenazina con otros de sus metabolitos, los ramnolipidos biosurfactantes y lipopétidos
ciclicos, los cuales actuaron sinérgicamente en la inhibicion del dafio causado por Phytium
spp. en varias especies vegetales, y Rhizoctonia solani en frijol, respectivamente. Estos
metabolitos provocaron la vacuolizacion, desintegracion y excesiva ramificacion de las
hifas (Perneel et al., 2008; D’aes et al., 2011). Esta especie bacteriana tiene actividad
antifangica no solo para hongos habitantes del suelo, sino también para hongos
fitopatdgenos foliares, y por ello la cepa P. aeruginosa WS-1 disminuy6 la severidad del
tizon foliar causado por Alternaria dianthicola en un 80% cuando se aplico a plantas de
Whitania somnifera (conocida como ginseng de la India) afectadas en campo por este
patégeno (Chandan et al., 2011). En este rubro, la cepa PNA1ha controlado eficientemente
a Botrytis cinerea induciendo resistencia en plantas de frijol y tomate (De Meyer y Hofte,
1997; Audenaert et al., 2002). Este agente de control biolégico ademéas ha exhibido
tolerancia a agentes abidticos como alta salinidad y al fungicida thiram (Kishore et al.,
2005; Al-Hinai et al., 2010). Finalmente la actividad antagonista de P. aeruginosa y la de
otros agentes de biocontrol, in vitro e in vivo se potencia cuando actan en consorcios
microbianos. La incorporacion al suelo de P. aeruginosa, Paecylomices lilacinus con
residuos de la planta medicinal Launae nudicaulis L., increment6 significativamente sus
propiedades antagdnicas contra M. phaseolina, F. solani y R. solani (Mansoor et al., 2007).
Existe informacion minima acerca del antagonismo de P. aeruginosa hacia bacterias
fitopatogenas. El trabajo de Karuna et al. (1997), refiere que las cepas de P. fluorescens, P.
aeruginosa y B. subtillis inhibieron in vitro el crecimiento de Ralstonia solanacearum.
Estas bacterias se aplicaron a semillas de tomate que fueron sembradas en suelo y lograron
disminuir la mortalidad. En ambos experimentos, el mejor agente de biocontrol fue P.
fluorescens. En la actualidad, esta informacion es relevante debido a que el control
bioldgico no se esté realizando con un microorganismos en particular sino con consorcios
de tal forma que los tres agentes de biocontrol resultan importantes, tal como acontecid en
el trabajo de Mishra y Arora (2011), quienes aislaron de la rizosfera de Brassica
campestris, una cepa de Pseudomonas aeruginosa (KA19) y una de Bacillus thuringiensis
(SE), que utilizadas en combinacion y aplicadas a la semilla de Brassica campestris y al
suelo, lograron reducir las lesiones de la pudricion negra por Xanthomonas campestris,

ademas de reducir las poblaciones de este patdgeno en el suelo. KA19 produjo sideréforos
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extracelulares identificados como 4-hidroxi-2-nonil-quinoleina y SE dos factores
antibacterianos correspondientes a autolisinas B-N-acetilglucosaminidasa y AHL-lactonasa.
Finalmente los mecanismos de resistencia inducidos por las rizobacterias estan siendo clave
en el manejo de enfermedades virales, Wahyuni et al. (2010) indujeron resistencia en
plantas de tabaco contra el Cucumber mosaic virus, al tratarlas con extractos de composta

adicionados con P. aeruginosa ch 1.

Debido a la limitada disposicion de estudios sobre agentes de control bioldgico para
Cmm y a la falta de agentes eficientes para el control del cancer bacteriano, las
investigaciones expuestas denotan la importancia que tienen las cepas de B. atrophaeus y
P. aeruginosa identificadas en este trabajo. Las perspectivas son evaluar su actividad
antagdnica en consorcio contra Cmm, in vivo. Por otro lado, se debe considerar incorporar
estos agentes de biocontrol a residuos de cruciferas para que pueden ser integrados al suelo
y en conjunto con las poblaciones microbianas biocontroladoras que de forma natural posee
esta enmienda, y aunado a los compuestos biofungicidas que se liberan, se podran utilizar
para un manejo en general de fitopatdgenos habitantes del suelo y no solo para Cmm.

Ademas de favorecer la fertilidad del suelo por incremento en materia organica y nitrégeno.

Otro aspecto importante a considerar es la variabilidad genética de las cepas de Cmm y
que para cada regién agricola debera considerarse este aspecto para la seleccion del mejor

agente de biocontrol.
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CONCLUSIONES

Los compuestos volatiles derivados de los glucosinolatos de los residuos
deshidratados de col (Brassica oleraceae var capitata) in vitro, no tienen efecto

bactericida ni bacteriostatico sobre Cmm.

Los residuos de col fermentados y la rizésfera del mezquite son excelentes fuentes
de microorganismos. De ellas se aislaron en conjunto 14 antagonistas para Cmm. En

ambas fuentes predomind el género Bacillus.

Las mejores cepas antagonicas in vitro fueron identificadas con técnicas

moleculares y resultaron ser B. atrophaeus, Bacillus sp, y Pseudomonas aeruginosa.

El analisis filogenético refiere que las dos cepas de Bacillus atrophaeus son
genéticamente convergentes, y las de Pseudomonas aeruginosa son subespecies o
variantes genéticamente divergentes, concordando con las diferencias morfoldgicas

y fisioldgicas observadas.

Es el primer trabajo que refiere a Bacillus atrophaeus y Pseudomonas aeruginosa

como agentes de biocontrol para Cmm.
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