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RESUMEN

El jitomate (Solanum lycopersicum) es la segunda hortaliza mas importante del mundo
y entre sus limitantes de produccion se encuentran algunas bacterias fitopatogenas entre
ellas el actinomiceto Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm),
considerada una enfermedad de gran importancia econdmica. Existen alternativas
biol6gicas que inhiben su desarrollo a partir de la aplicacion de Tés Aerdbicos de
Composta (TAC). EI TAC contribuye al crecimiento y desarrollo del jitomate y la estimula
a defenderse ante la infeccion por Cmm. El objetivo de este estudio fue evaluar el perfil
metaboldmico en plantas de S. lycopersicum infectadas con Cmm y tratadas con un TAC
en condiciones semicontroladas. Se determin0 1) las caracteristicas fisicoquimicas y
microbiologicas; 2) El efecto agrondmico del TAC en plantas de jitomate infectadas Cmm
y 3) El perfil metabolomico de plantas de S. lycopersicum infectadas con Cmm y tratadas
con el TAC. El TAC, mejoro el desarrollo vegetativo de plantas de jitomate infectadas
con Cmm. El aporte de N, y bacterias fijadoras de N presentes en el TAC, se reflejé en el
contenido de clorofila e indice de Equilibrio de Nitrégeno (NBI). Existié influencia en el
numero de flores y area foliar de la cuarta hoja compuesta en plantas infectadas y tratadas
con el TAC, mostrando menor desarrollo de la enfermedad. Los resultados obtenidos del
indice de Severidad de la Enfermedad, Conductividad Hidraulica y Cinéticas de
Crecimiento de Cmm en fluidos apoplasticos de jitomate, muestran que el TAC reduce la
severidad de la infeccidn permitiendo un flujo de agua relativamente normal en el xilema
y existe una menor afinidad de la bacteria en plantas tratadas con el té respectivamente.
La reduccidn en la patogenicidad en plantas de jitomate tratadas con el TAC podria estar
asociado a la expresion de metabolitos secundarios como el 4-Aminobutyric acid que
puede producir efectos de resistencia a enfermedades. El estudio del significado bioldgico
de la expresion de los metabolitos secundarios de la interaccidon Planta-Patogeno-TAC,
podria brindar informacion sobre las rutas metabdlicas de dicha interaccion que influye

en el mecanismo de defensa vegetal.

Palabras clave: Clavibacter michiganensis, microorganismos, metabolémica
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SUMMARY

Tomato (Solanum lycopersicum) is the second most important vegetable in the world
and among its production limitations there are some phytopathogenic bacteria, including
the actinomycete Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), considered of
great economic importance disease. There are biological alternatives that inhibit its
development through the application of Aerated Compost Teas (ACT). The ACT
contributes to the growth and development of the tomato plants and stimulates to defend
themself against Cmm infection. The objective of this study was to evaluate the
metabolomic profile in S. lycopersicum plants infected with Cmm and treated with an
ACT under semi-controlled conditions. It was determined 1) the physicochemical and
microbiological characteristics; 2) The agronomic effects of the ACT in tomato plants
infected with Cmm, and 3) The metabolomic profile of S. lycopersicum plants infected
with Cmm and treated with ACT. The ACT improved the vegetative development of
tomato plants infected with Cmm. The contribution of N, and N-fixing bacteria present in
the ACT, was reflected in the content of chlorophyll and Nitrogen Balance Index (NBI).
There was an influence on the number of flowers and foliar area of the fourth compound
leaf in infected plants treated with the ACT, showing lower disease development. The
results obtained from the Disease Severity Index, Hydraulic Conductivity and Growth
Kinetics of Cmm in apoplastic tomato fluids, showed that the ACT reduces the severity
of the infection allowing a relatively normal water flow in the xylem and there is a lower
affinity of the bacteria in plants treated with the tea, respectively. The pathogenicity
reduction in tomato plants treated with ACT could be associated with the expression of
secondary metabolites such as 4-Aminobutyric acid that can produce disease resistance
effects. The biological significance study of the expressed secondary metabolites of the
Plant-Pathogen-ACT interaction could provide information on the metabolic pathways in

said interaction that influences the plant defense mechanism.

Keywords: Clavibacter michiganensis, microorganisms, metabolomics
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INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicum) es una planta herbacea que pertenece a la familia
de las Solanaceas; su nombre proviene del Nahuatl xitomatl y aunque es originaria de
Sudameérica, su domesticacion se llevé a cabo en México (Harris et al., 2019; Peralta 'y
Spooner, 2005). Se considera la segunda hortaliza mas importante del mundo, por sus
caracteristicas que la convierten en uno de los vegetales mas utilizados en la gastronomia
mundial (SIAP, 2017).

El cultivo de jitomate en México satisface el 100% del consumo interno mexicano. Su
produccion en el afio 2016 fue de 3.35 Mt, lo que representa el 3.46% del PIB agricola
Nacional, de los cuales 1.61 Mt fueron exportados principalmente a Estados Unidos, uno
de sus principales clientes; se estima que para el afilo 2030 aumente la produccién para
exportacion en 5.50 Mt. (SAGARPA, 2017).

San Luis Potosi ocupa el segundo lugar en la produccion de jitomate en Meéxico. La zona
media genera una mayor produccion de cultivos horticolas debido a que posee un poco
mas de 1800 hectareas en condiciones de invernadero y el 80% la dedican al cultivo de
jitomate. Los municipios de Rioverde y Ciudad Fernandez son los principales productores
con alrededor de 306 mil toneladas, de las cuales se exportan aproximadamente 45 mil
toneladas, lo que representa un ingreso de 1,500 millones de pesos por afio (SADER,
2019).

Existen limitantes en la produccion de jitomate, debido a enfermedades causadas
principalmente por la bacteria Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm),

agente causal del cancer

bacteriano del jitomate (Borboa-Flores et al., 2009). Esta enfermedad se considera severa
y de gran importancia econdémica, ya que puede comprometer las exportaciones a sus

principales mercados (Estados Unidos y Canada) y con ello los ingresos monetarios.

C. michiganensis se reportd por primera vez en un invernadero de jitomate en el estado
de Michigan en 1909 (Smith, 1910); actualmente se encuentra en la mayoria de las

regiones productoras de jitomate en Estados Unidos. En México, se detecto e identificé el



cancer bacteriano en el estado de Sinaloa y a partir de ahi, se extendi6 a los estados de

Jalisco, San Luis Potosi, Baja California y Baja California Sur (Holguin, et al., 2007).

El patdgeno se transmite por semillas, restos de plantas infectadas o herramientas
contaminadas (Sen et al., 2015). Cmm penetra en el tejido vegetal a través de los estomas,
hidatodos, raices y tejidos dafiados, incluidos los tricomas lesionados (Jones et al., 2014;
Carlton et al., 1998). Una vez establecida la infeccion, Cmm invade los vasos del xilema
moviéndose sistémicamente por toda la planta (Wallis, 1977). Los sintomas incluyen
marchitez y clorosis (Fatmi et al., 2017), primero en un lado de la planta y luego en toda
la planta. También se puede observar cancer en el tallo y necrosis vascular. En los frutos,
los sintomas se presentan como pequefias manchas marrones rodeadas de halos de color
blanco cremoso, denominado cominmente como ojo de pajaro (Latorre, 2004). Por otra

parte, no se han encontrado variedades de jitomate comerciales resistentes.

Existen algunos compuestos quimicos para el control de Cmm, sin embargo, tienen
eficacia variable (de Ledn et al, 2008). Ademas, los componentes activos de dichos
compuestos podrian ser perjudiciales tanto como para el trabajador como para el medio

ambiente como lo sugiere Boulard et al., (2011).

Diversos estudios han demostrado que los tés aerobios de composta (TAC), como
alternativas de manejo no quimico, pueden suprimir los fitopatdgenos y las enfermedades
de las plantas (Martinez-Yanez, 2018). El efecto del control bioldgico del TAC esta
asociado a la microbiota benéfica que contiene, especialmente cuando se obtiene de una
composta madura. A pesar de su potencial, el t¢ de composta se ha considerado
inadecuado como agente de control biolégico en los sistemas de cultivo convencionales
(Scheuerell y Mahaffee, 2013), pero es importante para los productores certificados como
organicos (D.O.F., 2020; Litterick y Wood, 2009).

Se ha reportado que los tés de composta, con los microorganismos que contienen,
participan directa e indirectamente en la generacién de metabolitos secundarios que
ayudan a suprimir enfermedades en las plantas y en la promocion de crecimiento vegetal
(Naidu et al., 2013). En este contexto las plataformas de metabolémica se pueden usar

para identificar el papel de los metabolitos en la supresion de enfermedades y el andlisis



de expresion génica, asi como la respuesta de defensa a partir de la aplicaciéon de dichos
tés (Martin, 2014).

La finalidad de la presente investigacion fue la de definir el potencial nutricional del Té
Aerobio de Composta (TAC) y evaluar el perfil metabolomico en plantas de jitomate (S.
lycopersicum) tratadas con el TAC, para el biocontrol de la bacteria fitopatogena C.
michiganensis subsp. michiganensis en condiciones semicontroladas y validar su uso

como herramienta tecnoldgica en la produccion de dicho cultivo.
Pregunta de Investigacion
¢Cual es el efecto del Té Aerobio de Composta en el metabolismo vegetal que incide en
la disminucion de la enfermedad en la planta?
Hipaotesis

El Té Aerobio de Composta contribuye al crecimiento y desarrollo de las plantas
y las estimula a defenderse ante la infeccion por C. michiganensis subsp. michiganensis.

Objetivos

Obijetivo general

= Evaluar el perfil metabolémico en plantas de S. lycopersicum infectadas con C.
michiganensis y tratadas con un té aerobio de composta en condiciones

semicontroladas.
Obijetivos especificos

= Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas de un té aerobio de
composta (TAC).

= Evaluar el efecto agronémico del TAC en plantas de jitomate infectadas con el
patdgeno bacteriano (C. michiganensis).

= Analizar el perfil metabolomico en plantas de jitomate infectadas con C.

michiganensis y tratadas con un té aerobio de composta.



REVISION DE LITERATURA

Cultivo de Jitomate en México

El jitomate (Solanum lycopersicum) se lo ha asociado a México a lo largo de la historia.
Aunque esta hortaliza es originaria de Sudamérica, fue domesticada en Mesoamérica antes
de su llegada a Europa. Tiene un gran valor econémico y es una de las hortalizas
considerada de importancia gastronémica por ser el componente principal de una gran
variedad de platillos (Saavedra et al., 2017). Actualmente esta hortaliza, incluida en la
canasta basica de México, posee un papel nutricional importante en la dieta de la poblacion
(Lares et al., 2018).

A pesar de que no contiene un alto valor nutricional, si solo se consideran las proteinas,
lipidos y azlcares, el tomate cuenta con una fuente importante de antioxidantes por el
contenido de licopeno, nutriente esencial para la salud humana. El licopeno se lo considera
como fuente protectora contra el cancer y las enfermedades cardiovasculares. Asimismo,
el tomate contiene vitamina A (B-caroteno), acido ascérbico (vitamina C) y minerales

como el potasio (Rao y Agarwal, 2000).

Actualmente, México es el principal proveedor de jitomate de Estados Unidos y Canada,
con una participacion en el mercado internacional del 22.11% del valor de exportaciones
mundiales y aungue satisface la demanda nacional, el jitomate mexicano cubrio el 90.67%

y 65.31% de importaciones de ambos paises respectivamente (SAGARPA, 2017).

San Luis Potosi, ocupa el segundo lugar en produccion de jitomate a nivel nacional, con
una superficie sembrada de 2.643 ha de las cuales, 1800 ha se encuentran en condiciones
de invernadero; este estado produce aproximadamente 306 mil toneladas y generando

ingresos anuales de MNX $ 3.370 millones de pesos (Zaragoza, 2019).

Por lo tanto, el jitomate cumple un papel extremadamente importante en la produccion
y el comercio de hortalizas agricolas. Por ser uno de los vegetales mas cultivados en el
mundo, el jitomate se ve afectado por diversas enfermedades (virus, hongos, bacterias) y
plagas en su proceso de crecimiento. El cultivo se puede ver afectado por el entorno local,
las variedades y manejo, por lo tanto, las plagas y enfermedades del jitomate son distintas

en diferentes regiones cultivadas (Liu y Wand, 2020).



Interacciéon Planta-Microorganismo

Los microorganismos asociados a las plantas cumplen funciones importantes para la
salud de estas. La comunicacion entre plantas hospederas y microorganismos puede
ocurrir a través de la secrecion de factores de sefializacién en forma de proteinas,
metabolitos y/o compuestos orgénicos volatiles. Diversos factores abidticos y bidticos
pueden influir en el desarrollo y establecimiento de relaciones entre plantas-
microorganismos y en el efecto fisiolégico neto sobre el crecimiento de la planta
hospedante (Sukumar et al., 2013).

Los microorganismos asociados a las plantas se clasifican en tres grupos: beneficiosos
(mutualistas), nocivos (patogenos) y neutros (comensalistas). Se ha descrito que en los
géneros Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, Azospirillum, Serratia, Azotobacter, entre
otros, existen especies habitantes de la rizosfera que promueven el crecimiento y
desarrollo de las plantas tanto en condiciones normales como de estrés, por lo que se les
denomina Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal. Sin embargo, la mayoria de
los Promotores del Crecimiento de las Plantas y las micorrizas arbusculares son incapaces
de tolerar sequias, salinidad y estrés por metales pesados. En general, los microbios
benéficos asociados a las plantas mejoran la eficiencia de su crecimiento y desarrollo en

condiciones de estrées abidtico y bidtico (Kumar y Verma, 2018).

Por otro lado, diversos mecanismos estan implicados en la supresion de patdgenos de
las plantas, que a menudo estan conectados indirectamente con el crecimiento de las
plantas (Berg, 2009). Las bacterias asociadas a las plantas pueden reducir la actividad de
los microorganismos patdégenos no solo a traves de antagonismos microbianos, sino
también activando la planta para que se defienda mejor, un fendmeno denominado

"resistencia sistémica inducida" (Van Loon, 2007).

Se ha demostrado que numerosos microorganismos asociados a plantas secretan
compuestos quimicos que suprimen directamente el crecimiento de antagonistas
microbianos. Los eucariotas filamentosos son bien conocidos por producir una multitud
de metabolitos secundarios de bajo peso molecular que tienen actividades antifungicas

contra microbios no relacionados filogenéticamente (Hassani et al., 2018).



Las bacterias también producen diferentes metabolitos, incluidos antibioticos y enzimas,
que exhiben una actividad de amplio espectro contra patdgenos fitogenéticos de plantas
filogenéticamente no relacionados. Ademas, las bacterias de diferentes compartimentos
vegetales muestran diferentes niveles de sensibilidad a la actividad antagonista, lo que
indica que las interacciones antagonistas podrian desempefiar un papel importante en la

distribucion de la estructura de la microbiota vegetal (Maida et al., 2016).

Interaccién Planta-Patdgeno

La mayoria de las plantas son resistentes a un gran nimero de patégenos vegetales. Las
plantas tienen la capacidad de distinguir a los intrusos de la microbiota benéfica. En este
contexto, los fipatogenos pueden ser discriminados por las células vegetales a través de
una gran variedad de receptores intracelulares y de la membrana plasmaética que reconocen
las moléculas liberadas por los microorganismos, en un proceso llamado Sistema
Inmunologico Innato. A pesar de que las plantas poseen la capacidad de prevenir
infecciones por patdgenos, en algunos casos, la planta hospedera percibe moléculas de
sefializacion simbidticas procedentes de fitopatdgenos, desencadenando cascadas de

sefializacion que favorecen el proceso de infeccioso (Toth y Stacey, 2015).

Sin embargo, algunas moléculas de sefializacién implicadas en el reconocimiento de
microorganismos pueden inducir respuestas que normalmente estan asociadas con la
inmunidad innata de las plantas, entre ellas la resistencia sistémica adquirida (SAR) y la
resistencia sistémica inducida (ISR) (Pauly et al., 2006). Al igual que los patdégenos
bacterianos, los microorganismos asociados a plantas tienen la capacidad de regular

selectivamente la respuesta inmune innata y facilitar la colonizacién (Liang et al., 2013).

En el contexto de las interacciones planta-patdgeno, uno de los mecanismos de
resistencia, se basan en interacciones especificas entre los alelos del gen de avirulencia
(Avr) del patogeno y los alelos del locus de resistencia (R) en el hospedero. Cuando los
productos de los genes R y Avr correspondientes estan presentes tanto en el hospedero
como en el patdgeno, el resultado es la resistencia a las enfermedades, contextualizada
como interaccion incompatible. Si el gen R es inactivo o ausente, se produce una
enfermedad, contextualizada como interaccion compatible (Flor, 1971). La inmunidad

innata mediada por R especifica se superpone a una o mas vias de defensa basal. Las



defensas basales inhiben la propagacion de patdgenos después de una infeccion exitosa y
la aparicién de la enfermedad. La superposicién genética entre las respuestas de
resistencia especificas y basales sugiere que una funcién de la sefializacién mediada por
R es activar mas rapida y eficazmente los mecanismos de defensa que comparten ambas

vias (Dangl y Jones, 2011).

Para comprender mejor esta interaccion, los andlisis 6émicos podrian proporcionar
informacion valiosa en sistemas controlados, entre las plantas hospederas vy

microorganismos simbidticos (De Souza et al., 2016).

Cancer Bacteriano

El género Clavibacter pertenece al grupo de actinobacterias, definidas como bacterias
Gram positivas y comprende una sola especie con cinco subespecies establecidas, todas
estas consideradas fitopatogenas, que difieren significativamente en cada hospedero
(Hiery et al.,, 2015). El cancer bacteriano causado por la bacteria Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), es la subespecie mejor investigada y una de
las enfermedades mas destructivas del jitomate. Cmm, causa marchitez en las hojas y
cancer en el sistema vascular del jitomate (Solanum lycopersicum) (Strider, 1969). Se ha
reportado dicha enfermedad a nivel mundial tanto a campo abierto como en invernaderos,

causando perdidas sustanciales en dicho cultivo (Chang et al., 1992).

Cmm puede desarrollarse a 20 — 30 °C y sobrevivir a 50 °C, crece de manera optima a
25 °C; puede crecer en medios artificiales, pero se necesitan de 3 a 7 dias para que las
colonias sean visibles en placas de agar selectivas. EI pH 6ptimo para el crecimiento de
esta bacteria oscila entre 7 y 8, sin embargo, crece en el xilema de la planta con un pH de
5 (Eichenlaub et al., 2007). Una vez que las plantas estan infectadas los sintomas iniciales
de necrosis en las hojas marginales (Figura 1A) se agrandan y provocan el marchitamiento
de todas las hojas, mientras que el cancer se desarrolla en el tallo, y las plantas enteras
pueden atrofiarse y marchitarse severamente (Figura 1B) provocando su muerte (Sen et
al., 2015). En el fruto se producen lesiones redondeadas de entre 3 a 6 mm de color oscuro
conocidas como ojos de pajaro (Figura 1C) (Medina-Mora et al., 2001). El indculo de
Cmm puede originarse en suelos infectados, por semillas que le permiten sobrevivir el

invierno por hasta 2 afios, proporcionando una fuente de indculo durante la temporada de



crecimiento (Gleason et al., 1993), se puede transmitir ademas a las plantulas emergentes
(Biggerstaff et al., 1999), en los trasplantes, restos de tomate en el suelo, herramientas y
equipos operativos. La bacteria puede ingresar a las plantas a través de heridas y aberturas
naturales como estomas e hidatodos; posteriormente se mueven hacia el xilema y se
multiplican rapidamente (Sharabani et al., 2013). Las practicas agricolas como atar, podar,
cortar, rociar y cosechar pueden causar un alto nivel de infeccion secundaria que se
propaga a las plantas sanas cercanas a través de los dedos y las herramientas de los
trabajadores (Gleason et al., 1993). Las poblaciones de Cmm se desarrollan en
invernaderos himedos y pueden propagarse a plantas no infectadas mediante riego por

aspersion (Hausbeck et al., 2000).

-

A. Necrosis marginal en hojas.
B. Atrofiamiento de tallos y marchitamiento de la planta. C. Lesiones en el fruto conocidas
como ojo de pajaro.

El conocimiento sobre los factores de virulencia de C. michiganensis subsp.
michiganensis y las interacciones huésped-patdgeno a nivel molecular son bastante
limitados. Se han estudiado en detalle tres genes de Cmm y sus respectivos productos. Por
un lado, el gen pat-1, que codifica una serina proteasa (Dreier et al., 1997); el gen celA,
que codifica una B-1,4-endoglucanasa (Jahr et al., 2000) y finalmente el gen tomA, que
codifica una tomatinasa que degrada la tomatina, una saponina antimicrobiana (Kaup et
al., 2005). Los genes pat-1 y celA se encuentran en dos plasmidos naturales, que son
cruciales para la virulencia y el desarrollo de sintomas. Ademas de pat-1 y celA, tres
serinas proteasas putativas mas (ppad, phpA y phpB), que también pueden desempefiar un
papel importante en la patogenicidad, estan codificadas en estos plasmidos denominados



pCM1y pCM2. El gen tomA esté codificado cromosémicamente y ubicado dentro de la
region chp/tomA, una isla de patogenicidad putativa (Gartemann et al., 2008), que
comprenden también los genes que codifican las serinas proteasas chpC, chpG, ppaA y
ppaC, otros factores de virulencia putativos de Cmm (Stork et al., 2008). La pérdida de
esta isla de patogenicidad, asi como la pérdida de pPCM1y pCM2, dan como resultado una
patogenicidad reducida y el desarrollo de sintomas en el jitomate (Eichenlaub y
Gartemann, 2011).

A pesar de la gravedad de esta enfermedad, no se ha encontrado ningin método de
control completamente efectivo. Al no existir material vegetal resistente a Cmm
disponibles comercialmente, el control actual se basa principalmente en el uso de semillas
y trasplantes certificados libre de patdgenos, buena higiene, desinfeccion de todas las
herramientas y rotaciones de cultivos (Xu et al., 2015).

Cmm posee una alta diversidad genética que contrasta fuertemente con la erosion
genetica de los cultivares de jitomate comerciales, conocida como sindrome de
domesticacion. En este contexto Cmm es un patdégeno vegetal que se ha adaptado a los
cultivares comerciales de jitomate, mientras que este Gltimo no posee la capacidad de
responder eficazmente a la infeccion de dicho patdgeno, lo cual explicaria la ausencia de

cultivares resistentes (Martinez-Castro et al., 2018).

Compostas y Tes Aerobios de Composta

El desarrollo de tecnologias de fertilizacion y control de enfermedades en la agricultura
organica ha dado paso a nuevos descubrimientos. Mejorar y mantener la calidad y la
fertilidad del suelo a lo largo del tiempo ha sido un desafio para una agricultura moderna
basada en el uso frecuente de insumos organicos al suelo y la necesidad de tratar y eliminar
los desechos organicos ha hecho que la produccion de composta y su aplicacion agricola
sean una solucién atractiva (De Corato, 2020a; Berek, 2017). EI compostaje es un proceso
donde la materia organica es humificada y mineralizada por microorganismos. El
metabolismo microbiano es un proceso aerdbico que pasa por una fase Mesofilica I (0 -
45°C), luego pasa por una fase Termofilica (60 °C) en donde actian las actinobacterias
que catabolizan ceras y hemicelulosas, y ocurre la higienizacion de Escherichia coli y

Salmonella spp. A los 55 °C se eliminan los quistes y huevos de helminto, esporas de



hongos fitopatdgenos y semillas de malezas y, nuevamente una etapa Mesofilica Il (40 -
45°C) (Figura 2). Finalmente existe un proceso de maduracion a temperatura ambiente en
donde existe condensacion, polimerizacidn de compuestos y generacion de acidos fulvicos
y humicos (Antil et al., 2014). La degradacion de la materia organica es un proceso donde
ocurren reacciones bioguimicas e intervienen organismos vivos, en un ambiente calido y
himedo. Dentro del proceso de compostaje se elimina o reduce el riesgo de propagacion
de patdgenos, paréasitos y semillas de malezas asociados con la aplicacién directa al suelo
de compost inmaduro y conduce a un producto final estabilizado. Los microorganismos
mesdéfilos y termofilos estan involucrados en el compostaje y son importantes en el

proceso de compostaje.
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Figura 2. Patrones de temperatura y crecimiento microbiano en pilas de compost (Antil
et al., 2014).

El compostaje es una opcion viable gracias a los beneficios sobre la calidad del suelo y
la salud de las plantas a través del retso de la biomasa subutilizada. La produccién de
compostas de alta calidad y sus derivados representan una posibilidad para explotar
fuentes valiosas de moléculas organicas y microorganismos benéficos provenientes de
desechos agricolas y subproductos disponibles en sistemas agricolas intensivos (De
Corato, 2020b). El reciclaje de residuos de biomasa mediante el proceso de compostaje
conlleva a garantizar el suministro de materia organica humificada al suelo, minerales y

consorcios microbianos benéficos asociados al suelo y a las plantas, que necesitan

10



incrementar su estado nutricional, vigor vegetativo, salud y productividad (Scotti et al.,
2015).

Actualmente, las compostas estan disponibles comercialmente como acondicionadores
para mejorar la estructura fisica, la fertilidad biolégica del suelo o como enmienda
orgénica para mejorar la supresion natural contra patdgenos de plantas transmitidos en el
suelo (Zaccardelli et al., 2010). La composta es una fuente de macro y micronutrientes
que puede verse como una fuente rentable de nutrientes al reemplazar, al menos en parte,
la necesidad de fertilizantes minerales (De Corato, 2020c). La calidad de la composta esta
determinada principalmente por su madurez (que se lo asocia con el potencial de
crecimiento de las plantas o la fitotoxicidad) y estabilidad (que se relaciona con la
actividad microbiana de la composta) (Cerda et al., 2018). La supresion de enfermedades
en plantas provenientes del suelo es atribuida a las compostas. Asi mismo, su aplicacion
a largo plazo mejora la biodiversidad y disminuye la abundancia de patdgenos vegetales
en el suelo (De Corato, 2020b; D'Hose et al., 2014). La capacidad de las compostas para
suprimir las enfermedades de las plantas ha sido ampliamente estudiada por su eficacia y
beneficios (Avilés et al., 2011). Estudios preliminares han demostrado que el uso de
compostas es eficaz en la supresion de hongos patdgenos del suelo como Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Borrero et al., 2006), la eliminacién de nematodos causantes
de enfermedades en diversos cultivos (Everts et al., 2006) y a la supresion del cancer

bacteriano del jitomate (Yogev et al., 2009).

Uno de los derivados de compostas maduras mas importante, para mejorar la
sostenibilidad de los sistemas de cultivos horticolas, son los denominados tés de composta.
El té de composta es un subproducto de una composta madura, al diluirse su contenido en
un medio liquido en presencia de oxigeno que funciona como fuente de nutrientes
disueltos disponibles, para ser absorbidos ya sea a través de las raices o las hojas y que,
ademas, puede ser utilizado como bioplaguicida debido a las opciones limitadas para el
control de enfermedades (Berek, 2017).

El t¢ de composta se puede preparar a través de un proceso aerobio y se basa en la
agitacion u oxigenacion forzada. El propdsito principal de la agitacion es disolver los

nutrientes de la composta en el agua, ademas de proporcionar el oxigeno adecuado para
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los microorganismos, especialmente bacterias, que también pueden suprimir el patégeno
Escherichia coli (Ingham, 2005). Para aumentar su eficacia en la mejora de la salud y la
vitalidad de las plantas, en el proceso de elaboracion, a menudo se agrega o se enriquece
con determinados sustratos para microorganismos Yy nutrientes para las plantas (Shrestha
et al., 2011). Se han reportado estudios sobre de la aplicacion de Tés Aerobios de
Composta (TAC) para la supresion de enfermedades foliares bacterianas producidas por
Pseudomonas syringae pv. tomate (Pane et al., 2007) y la mancha bacteriana por X.
vesicatoria (Al-Dahmani et al., 2003); ademas de varios estudios a partir del uso de TACs
en campo abierto para controlar patégenos del cultivo de papa como Helminthosporium
solani, Alternaria solani, Fusarium spp., Rhizoctonia solani (Al-Mughrabi, 2006) y
Phytophthora infestans (Al-Mughrabi, 2007; Al-Mughrabi et al., 2008). Ademas, los
TAC:s se han estudiado en diversos sistemas de cultivos horticolas en los que los diferentes
tipos de formulacion parecian eficaces contra enfermedades transmitidas por el suelo
como la raiz corchosa del tomate producidas por Pyrenochaeta lycopersici y la pudricion
de raices en pepino y el frijol por Pythium ultimum y R. solani, respectivamente (Pane et
al., 2012).

Biocontrol del Cancer Bacteriano

Estudios centrados en el control quimico de C. michiganensis subsp. michiganensis es
escaso y ofrece resultados variables (Kleitman et al., 2008); la propagacion secundaria del
patogeno en el campo solo puede reducirse tratando las plantulas con estreptomicina y
compuestos de cobre (Werner et al., 2002), sin embargo, estos compuestos podrian ser

perjudiciales para el ser humano y el medio ambiente (de Leodn et al., 2008).

Se ha reportado que, para contrarrestar este fitopatogeno en dicho cultivo, existen
alternativas bioldgicas que permiten inhibir su desarrollo. Raviv et al. (2010) demostraron
que se puede suprimir Cmm en jitomate, en campo e invernadero, aplicando al suelo una
composta madura, producida a base de residuos de jitomate infectado con Cmm, tomando
como punto de ajuste de compostaje al menos 55 °C de temperatura para garantizar la
erradicacion completa de dicho patdgeno, al aplicar dicho sustrato directamente al suelo

después del final de la temporada de produccién.
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La utilizacion de microorganismos benéficos tales como las micorrizas (Duc y Posta,
2018) y Bacilus subtilis (Jung et al., 2014; Raupach y Kloepper, 2000; Rojas, 2014), ha
demostrado ser eficaz para el control de esta bacteria. Por otra parte, la aplicacién foliar
de extractos de composta suprime significativamente poblaciones de enfermedades
bacterianas en jitomate (Al-Dahmani et al., 2003). Estudios preliminares han demostrado
que la estructura microbiana presente en un té aerobio de composta suprime parcialmente

la sintomatologia de plantas infectadas con Cmm Martinez-Yéanez (2018).

Metabol6mica de la Interaccion Planta-Patgeno

La metabolomica es un campo en crecimiento de la quimica analitica que se centra en
la identificacion de pequefios metabolitos. Inicialmente, utilizada en aplicaciones
farmaceéuticas, la metabolomica se ha convertido en una herramienta poderosa en la
agricultura y la ciencia de los alimentos (Cevallos-Cevallos et al., 2009), y ha sido
utilizado para caracterizar cambios metabdlicos en plantas después de sufrir estrés biotico
0 abidtico (Pedras, y Zheng, 2010), al tiempo que se obtienen conocimientos sobre el
estado fisiologico y bioquimico de las plantas en determinadas condiciones (Hong et al.,
2016). En general, los metabolitos estan mas relacionados con el fenotipo que con el
genotipo, y se ha propuesto a la metabolomica como el vinculo entre genotipo y fenotipo
(Harrison et al., 2020). La cromatografia de gases junto con la espectrometria de masas
(GC-MS) es la tecnologia analitica mas utilizada para el perfil de metabolitos
(Abdelrahman et al., 2018).

En un estudio realizado por Lowe-Power et al. (2018), utilizaron metabolomica no
dirigida para comparar la composicion quimica de la savia de plantas de jitomate sanas e
infectadas con Ralstonia solanacearum que presentaban sintomas iniciales. A través del
analisis de GC-MS reportaron que la putrescina, una poliamina, es la encargada de
acelerar los sintomas de la marchitez bacteriana producido por dicho patégeno y se
produce en el bloqueo de los vasos del xilema en plantas de jitomate aumentando su
concentracion. Este patdgeno utiliza la galactosa, 3-hidroxibutirato (3HB), gluconato y
glucosa como fuentes de carbono para sobrevivir en el xilema. Sus resultados demostraron

que la putrescina es un metabolito de virulencia producido por dicho patégeno.
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El conocimiento sobre los factores de virulencia de la subespecie C. michiganensis y las
interacciones hospedero-patdgeno a nivel metabolomico son limitados. Més alla de la
aplicacion de los TACs en condiciones de invernadero (Al-Dahmani et al., 2003;
Rodriguez et al., 2009) o de campo (Ghorbani, et al., 2006) y observar su comportamiento,
es importante estudiar al potencial que poseen las herramientas metabolémicas para
caracterizar los mecanismos bioldgicos de resistencia en las plantas (Mariduefia-Zavala et
al., 2017; Dixon y Walsh, 1998).

Tomando en cuenta lo anterior en el presente proyecto planteamos valorar el potencial
sobre el efecto fisiolégico y de biocontrol del céncer bacteriano en jitomte (S.
lycopersicum) mendiante la aplicacion de un té aerobio de composta (TAC) y evaluar el
perfil metabolomico en plantas infectadas y tratadas con el TAC con la finalidad de

conocer la expresion de metabolitos relacionados en la interaccion planta-patogeno.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Experimento

Esta investigacion se realizo en el Area Experimental de Agroecologia (Latitud: N 22°
13° 39,80601” Longitud: W 100° 51° 26,61539”) e Invernadero y Laboratorio de
Investigacion “Interaccion Planta-Microorganismo” (Latitud N: 22°14'04.6" y Longitud:
W 100°51'49.0”) de la Facultad de Agronomiay Veterinaria de la Universidad Autbnoma
de San Luis Potosi, localizado en el Ejido Palma de la Cruz, Km 14.5 carretera San Luis
Potosi a Matehuala, municipio de Soledad de Graciano Sanchez, a una altura de 1850

metros sobre el nivel del mar.

Disefio Experimental

Los tratamientos se establecieron mediante un disefio de bloques completos al azar con
cinco réplicas, en condiciones semicontroladas con el respectivo tratamiento de control y
consistio en T1: aplicacion del té aerobio de composta en etapa de semillero e infeccion
con la bacteria patogena al presentar la tercera hoja verdadera (TACsem + Cmm) y; T2:
aplicacion del té en etapa de semillero (TACsem); T3: Aplicacion del té después del
trasplante e infeccidn con la bacteria patégena al presentar la tercera hoja verdadera (TAC
+ Cmm); T4: Aplicacion del té luego del trasplante (TAC); T5: Infeccion con la bacteria
fitopatdgena al presentar la tercera hoja verdadera (Jit + Cmm); TO: plantas sanas

(testigo). Se utilizaron 30 plantas por tratamiento.

Produccion de la Composta Madura

La composta se la elabord segun los lineamientos para la produccion organica vigente
en México (Jarquin et al., 2013; D.O.F., 2020) y las recomendaciones de la FAO (Roman
et al., 2013) mediante pilas aerdbicas (de 1 x 1 x 1 m) con volteos sistematicos con relacién
C/N 30 —40:1. Se utilizé como materiales: nopal, estiércol de ganado bovino seco y suelo

del predio. El tiempo de produccion de la composta fue de 47 dias.

Para determinar el volumen de cada material se utiliz6 una férmula matematica

considerando que la relacién ideal para preparar un buen abono sea la siguiente C/N 40:1.
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B (40 xNn) — Cn
x= Cc— (40xNc)

X = Cantidad en peso del material rico en carbono, para cada parte de nitrogeno.

Nn = % de nitrdgeno, en el material rico en N.
Cn = % de carbono, en el material rico en N.
Nc = % de nitrégeno, en el material rico en C.
Cc = % de carbono, en el material rico en C.

!Nopal (Opuntia ficus-indica) C = 5.13; N = 0.05; Estiércol Bovino: C = 53.44; N = 1.67

(40x1.67%)—53.44% _ 13.36 4.27
5.13%—(40x 0.05%)  3.13

Nopal =

Se mezcld 4.27 partes en peso de Nopal por cada 1.67 partes en peso de estiércol bovino.

Se delimito un espacio de 1 x 1 m para colocar el nopal y estiércol, ambos se extendieron
de manera uniforme, adicionalmente se les fue afiadio 5 paladas de suelo del predio, a fin
de ir tapando los materiales, y finalmente se le salpico agua por capa. Se colocaron 41
capas de los materiales anteriormente mencionados y para evitar la caida por gravedad de
los materiales se levantd un terraplén con el mismo suelo que sirvié de apoyo hasta llegar
a 64 cm de altura (Figura 3A). Cabe destacar que el lugar donde se elabor6 la composta
estaba junto a unos arboles de mora para mantener una temperatura adecuada. Finalmente,
se cubrid con plastico de color negro para proteger la composta de la lluvia o cualquier
factor abiotico externo y mantener las temperaturas requeridas en las fases mesofilicas y

termofilicas (Figura 3B).

1 Comunicacion personal: tablas revisadas en clases del Dr. Ramdn Jarquin G., profesor titular de la materia
de Produccion Agricola Organica de la Maestria en Ciencias Agropecuarias en el afio 2020, sobre
composicion promedio de materiales ricos en carbono y nitrégeno.
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Figura 3. Elaboracion de Iacomposta en fo

-

cacion por capas de todos
los materiales que conforman la composta. B. Composta terminada y cubierta con plastico
negro para evitar su enfriamiento.

A partir del quinto y décimo dia, luego de producida la composta, se midio la
temperatura en horas de la mafiana. Se utiliz6 un termémetro anélogo tipo lanza para
composta de 50 cm de longitud (TFA Dostmann, 19.2008, Alemania). Se utiliz6 un
Hygro-Thermometro (Extech, 445702, China) y la aplicacion MeteoRed V. 7.1.2 para
registrar la temperatura y humedad del ambiente diaria. A los 15, 22, 29, 36 y 43 dias se
capturd la temperatura y posteriormente se midi6 un cuadrante de 1 X 1 m a un costado de
la pila para realizar el respectivo volteo sistematico. Para este fin, se quit6 el plastico y se
retird poco a poco el terraplén de la composta que se fue ubicando en el perimetro del
nuevo cuadrante. Se trazaron 5 lineas en la parte superior de la composta con un ancho de
0.20 my se procedid a dividir en 5 partes (cada capa) que fueron paleadas y ubicadas en
el nuevo cuadrante realizando el volteo sistematico respectivo, utilizando asi mismo la
técnica del terraplén para evitar su desmoronamiento. Finalmente, se volvid a cubrir la

composta con plastico negro.

Una vez lista la composta madura se procedidé con su caracterizacion fisicoquimica
tomando en consideracién los siguientes parametros: pH, conductividad eléctrica,
humedad, materia organica, cenizas, carbono organico, relacién C/N, contenido de macro
y micronutrientes y prueba de germinacion de arvenses para confirmar el nivel de

saneamiento término de posibles plantas espontaneas (Figura 4).
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Figura 4. Prueba de germinacion de arvenses. A. Envases con composta. B. Envases con
suelo del predio como control negativo.

Produccién y Caracterizacion del Té Aerobio de Composta
El té de composta se prepar6 en una proporcion de 1:5 (composta:agua), colocando 2 kg

de la composta producida preliminarmente, en una bolsa de tela porosa, 400 g de piloncillo
diluido de manera previa, 400 mL de humus liquido, 400 mL de leche, 100 mL de agua
de coco y 20 L de agua (de preferencia sin cloro) en un tanque plastico, equipado con un
sistema de aireacion forzada continua durante un lapso de 24 horas (Fig. 5 A y B) segun

el método modificado de Ingham, (2005).

a8
7

Figura 5. Elaboracion del té aerobio de composta (TAC). A. Preparacion Medicién de
los materiales que componen el TAC. B. TAC luego de 24 h de suministrar aireacion

forzada.
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Se determinaron los pardmetros fisicoquimicos: pH y conductividad eléctrica (CE), con
el equipo multiparamétrico (Hanna Instruments, HI 9813-6N, USA); materia organica del
té de compost se determind segin metodologia de Black et al., (1965). Se determinaron
los macro y micronutrientes mediante ICP-OES (Digestion con HNO3). Para la
identificacion de microorganismos presentes en el TAC se realizaron diluciones seriadas
hasta 10°y se coloco 50 L de cada dilucion en cajas Petri con medios de cultivo BK, LB,
Nutritivo y PDA. Las cajas fueron incubadas a 28 °C por 48 h. Adicionalmente se realiz6
una evaluacién biosintética utilizando los medios CAS y Burk llevados a incubacién por
72 h a 28 °C, para la determinacion de microorganismos productores de sider6foros y

fijadores de nitrogeno respectivamente.

Preparacion del Material Vegetal

Para el proceso de germinacion, se colocaron semillas certificadas de jitomate (Kristen
Seed, Saladett, México) en bandejas de germinacion (1 por alveolo) utilizando turba
(Premier, Sphagnum peat moss, Canadd) como sustrato previamente humedecido con
agua. Se mantuvieron en las bandejas hasta que las plantulas desarrollaron dos hojas
verdaderas, para luego ser trasplantadas en bolsas plasticas agricolas individuales (de
polietileno) con sustrato de peat moss (Kekkila, Sphagnum peat moss, Finlandia) perlita

y vermiculita en una proporcion de 6:2:2 segun método de Kim y Kim, (2011).

Aislamiento, Identificacion e Inoculacion de Cmm en Jitomate

Se colecté material vegetal (hojas y tallos) provenientes de un cultivo de jitomate
ubicado en el invernadero de acuaponia del Centro de Capacitacion en Agricultura
Protegida de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la Universidad Auténoma de San
Luis Potosi, que presentd sintomas de cancer bacteriano. Dicho material fue llevado al
laboratorio de interaccién planta-microorganismo; fue limpiado con cloro al 10%,
removiendo las impurezas de la superficie, enjuagado con agua destilada, cortado en
pedazos pequefios y colocados en una caja Petri con medio de cultivo sélido Luria-Bertani
(LB) (10 g¢/L peptona, 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L de NaCl, 20 g/L de agar
bacterioldgico). Se lo llevo a incubacion por 24 h a 28 °C. Se aisl6 una colonia bacteriana
que presentd morfologia mucoide, de color amarillo tipico de Cmm, que fue sembrada en

una caja Petri con medio de cultivo solido Cmm? (10 g/L de Sacarosa, 1.2 g/L de Tris
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Base, solucion de 1 mL/L de MgSO:s - 7H20, 5 g/L de cloruro de litio, 2 g/L de extracto
de levadura, 1 g/L de NH4Cl, 4 g¢g/L &cido casamino, ajustar pH 7.4, 15 g/L agar
bacterioldgico) y se incub6 por 72 h a 28 °C.

Para identificar al agente causal se realizo la tincion de Gram y luego se observé en
microscopio. Se procedié con la extraccion de ADN de la bacteria con solventes
organicos. Se preparé un cultivo con la colonia aislada en 3 mL de medio liquido LB que
fue llevado a incubacion a 28 °C durante 48 h. Se coloc6é 1 mL de la colonia en un tubo
eppendorf. Las células se cosecharon por centrifugacion a 8.000 rpm durante 2 minutos.
Se resuspendié con 0.5 mL de agua destilada estéril. Se centrifugd nuevamente a 8.000
rpm durante 2 minutos y se descarto el sobrenadante. Se resuspendié la pastilla con 0.5
mL de amortiguador de lisis (Tris 50 mM, pH 8; EDTA 50 mM; SDS 3%). Se homogenizo
la mezcla con una micropipeta. Se incubd a 65 °C durante 40 min. Se coloc6 0.5 mL de
Fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1). Se mezcld por inversion y se centrifugé a
13.000 rpm durante 5 min. Se separ0 la parte acuosa (superior) y se colocé en otro tubo.
Se adiciond 0.1 mL de Acetato de Sodio 3M y se mezclé por inversion. Se adicioné 1 mL
de etanol absoluto y se incubd a -20 °C durante 25 minutos. Se centrifug6 a 13.000 rpm
durante 15 minutos, se elimin6 el etanol y la pastilla se lavo con etanol al 70%. Se
centrifugdé a 13.000 rpm durante 2 min, se elimino el etanol y se secé a temperatura
ambiente durante 10 min. Finalmente, se resuspendio en 0.040 mL de agua inyectable y
se almacend a -20 °C. Se realizd una prueba de calidad utilizando un gel de agarosa tefiido

al 1% con bromuro de etidio (5 mg/mL agua destilada estéril).

Se realiz6 el diagnostico molecular a partir de la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) para la deteccion de un fragmento de 219 pb del gen tomA (tomAF
GAGCCAAGCCACTGATCTTC, tomAR CGTTCTCGTAGAGGCGGTAG) gen
especifico de Cmm. Se efectud la amplificacion en un termociclador de DNA (Labnet,
TC-020-24, USA). Las condiciones de reaccién fueron: desnaturalizacion inicial 95°C/5
min, 35 ciclos conformados por las etapas de desnaturalizacion 95 °C/30 s, alineamiento
55 °C/ 30 s, extension 72 °C/45 s, y extension final 72 °C/5 min. El producto de PCR se

verificd a través de electroforesis con gel de agarosa al 2% a 90 V. El gel se visualiz6 con
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bromuro de etidio (5 mg/mL) en el Sistema Documentador de Geles (ENDURO™ GDS,
GDS-1302, USA).

Asi mismo, se amplifico mediante la técnica PCR un fragmento de 1500 pb de la region
gendémica 16S rRNA (27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG, 1492R
TACGGYTACCTTGTTACGACTT). La reaccion se la realiz6 en un volumen de 25 pL:
16.52 uL de agua inyectable, 2.5 uL de Buffer 10X + MgCly, 0.5 uL dNTPs 10uM, 0.34
uL primer 27F 1 uM, 0.34 uL primer 1492R 1 uM, 2.5 u. DMSO, 0.3 uL Taq polimerasa
(5U/ uL) y 2.0 uLL del ADN. Las condiciones de reaccién para a amplificacion fueron:
desnaturalizacion inicial 94°C/5 min, 35 ciclos conformados por las etapas de
desnaturalizacion 94 °C/45 s, alineamiento 50 °C/ 45 s, extension 72 °C/90 s; y extension
final 72 °C/5 min. El producto de PCR se verifico a través de electroforesis con gel de
agarosa al 1% al que se le agregd bromuro de etidio (5 mg/mL) para realizar la tincion; se
colocd en un pozo del gel 2 uL del marcador molecular de ADN de 1 kb (Thermo
Scientific, SM1163, USA); se utilizé el amortiguador TAE 1X (Tris base 40 mM, acetato
de sodio 5mM y EDTA 1mM, pH 8), a 90 v durante 30 min y se visualizé en el Sistema
Documentador de Geles Enduro. Los fragmentos del tamafio esperado fueron purificados
con kit comercial y secuenciados. La secuencia fue analizada con la herramienta de

busqueda bésica de alineacion local (Blastn) (Tambong, 2017).

Una vez que las plantas presentaron la tercera hoja verdadera se preparé el material para
la infeccion. Se coloco 10 mL de medio de cultivo liquido LB en tubos falcon de 15 mL.
Con un asa bacterioldgica estéril se sembro, con dos pases, la bacteria proveniente de la
caja petri previamente obtenida; el tubo fue sellado y llevado a incubacion por 24 h a 28
°C. Posteriormente se centrifugé el tubo falcon durante 3 min a 3500 rpm, se elimino el
sobrenadante y se resuspendié con agua destilada estéril. Se inoculd la bacteria en las
plantulas de jitomate utilizando el método modificado de Eddin et al., (2005). El liquido
resuspendido fue utilizado para infectar una cuchilla (de afeitar) y provocar dos heridas
pequefias separadas 5 cm entre si en el tallo del jitomate. Finalmente, con una micropipeta
se afadio 50 pL del material liquido en cada herida, repitiendo este proceso dos veces mas

con tres dias de separacion.
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Evaluacion de Parametros Agronomicos del Cultivo

Los parametros agrondmicos medidos a los 45 dias después de la siembra fueron: altura
de planta, diametro del tallo, nimero de flores, y area foliar (Hidalgo et al., 2009). Para la
altura se midi6 su longitud desde la base hasta el &pice del tallo. Se utiliz6 un vernier
digital para medir el didmetro a 2 cm de la base de la planta. Se hizo un conteo cada dos
dias del namero de flores a partir de la primera floracion. Para medir el area foliar se
fotografié la cuarta hoja compuesta, debidamente identificada, de cada planta evaluada;
se utiliz6 como fondo una hoja de papel de color blanco, que tenia inserto un pedazo de
papel milimetrado, con el fin de capturar in vivo semanalmente el desarrollo de las hojas
en cada tratamiento, posteriormente se analiz6 con el programa informéatico ImageJ
(Drienovsky et al., 2017).

Se midio el nivel de dafios producido por la bacteria implementado por Sen et al., (2013)
cada 2 dias, luego de presentarse los primeros sintomas en plantas infectadas. Los
sintomas se registraron utilizando la siguiente escala: Sin sintomas, puntuaciéon = 0;
Marchitez de 1 hoja, puntuacion = 1; Mas de una hoja, pero < 50% de hojas marchitas,
puntuacion = 2; Entre el 50 y el 75% de las hojas estan marchitas, puntuacion = 3; Mas
del 75% pero < al 100% marchitas, puntuacion = 4; y Planta marchita o muerte total,
puntuacion = 5. Luego de obtenido el nivel de dafio se calcul6 el indice de severidad de la

enfermedad (ISE), segun lo propuesto por Bella et al., (2012) aplicando la siguiente

formula: ISE = % donde, P = nivel de dafio; Q = Numero de plantas que muestran el

nivel de dafio P; M = Numero total de plantas observadas; N = nivel maximo de dafio.

Se determiné el contenido foliar de clorofila (Chl), flavonoides (Flav), antocianinas
(Anth) e indice de equilibrio de nitrégeno (NBI) en la hoja mas joven completamente
expandida durante 7 semanas luego de la infeccion mediante la técnica no destructiva de
hojas utilizando el equipo Dualex.ForceA (Cerovic et al., 2012; Montenegro et al., 2020)
y finalmente se midio la conductividad hidraulica segun el método de Sperry et al. (1988)
modificada utilizando tres gradientes de presién de agua a 30, 60 y 90 cm de altura; para

esta evaluacion se utilizaron 5 plantas por tratamiento.
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Extraccion de ADN de Plantas Infectadas

Para la confirmacion del agente causal en plantas infectadas se extrajo el ADN gendémico
a partir del protocolo sugerido por Lara-Avila (2005), basado en CTAB 0.8% (Bromuro
de hexadeciltrimetilamonio) y 1 % de n-Lauril Sarcosina. Se colocé en un tubo eppendorf
1 g de muestra de tejido de jitomate, para cada tratamiento. Se agreg6 500 pL del buffer
de extraccion (0.14 M d-Sorbitol, 0.22 M Tris HCI pH 8, 0.022 M EDTA pH 8, 0.8 M
NaCl, 0.8% CTAB, 1% n-Lauril Sarcosina). Se triturd, mezclé en vortex y llevo a
incubacién a 65 °C durante 30 minutos (agitdndose cada 10 min). Se afiadié 500 pL de
Fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1), se mezclé en vortex y se centrifugd a
12.000 rpm durante 10 min. Se separ0 la fase acuosa y se la colocé en un tubo eppendorf
nuevo. Se repitio la fase de lavado con Fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1).
Luego se precipitdo el ADN con un volumen igual de Isopropanol frio, se mezcl6 por
inversion y se comprobo la formacion de madeja de ADN. Se llevo el tubo a -20 °C
durante 5 min, para favorecer la precipitacion. Se centrifugd durante 10 min a 12 000 rpm
y se elimind el sobrenadante por decantacion. Se lavo la pastilla con 200 pL de Etanol al
70%, invirtiendo el tubo varias veces con cuidado. Finalmente, se centrifugd por 5 miny
se elimind el etanol con pipeta. Se seco el tubo al ambiente durante 10 minutos, se
resuspendio con 50 pL de agua inyectable y se lo almacené a -20 °C. Posteriormente se
procedid a la amplificacién por PCR de los genes 25S y tomA especificos de jitomate y
Cmm respectivamente, a fin de confirmar la presencia de este ultimo en la planta. La
reaccion del PCR 25S (255F GGCCATTTTTGGTAAGCAGA, 25SR
GATTCGGCAGGTGAGTTGTT) se realizo en un volumen de 25 pL: 16.52 pL de agua
inyectable, 2.5 uL de Buffer 10X + MgCly, 0.5 uL dNTPs 10uM, 0.34 pL primer 25S F 1
uM, 0.34 pL primer 25S R 1 uM, 2.5 pL DMSO, 0.3 pL Taq polimerasa (5U/ uL) y 2.0
uL del ADN bajo las mismas condiciones de reaccion para amplificacion realizadas en el
PCR tomA. El producto de PCR se verifico a traves de electroforesis con gel de agarosa
al 1% al que se le agreg6 bromuro de etidio (10 g/mL) para realizar la tincidn; se colocd
2 uL del marcador molecular de ADN de 100 bp (ThermoScientific); se utilizd el
amortiguador TAE 1X (Tris base 40 mM, acetato de sodio 5 mMy EDTA 1mM, pH 8), a

90 v durante 30 min y se visualiz6 en el Sistema Documentador de Enduro.
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Obtencion de Fluido Apopléastico y Muestras de Tejidos de Jitomate

Se obtuvieron muestras de liquido apoplastico a los 16 y 24 dias después de la infeccion
(dpi) a traves de la técnica de infiltracion-centrifugacion, en hojas de plantas evaluadas,
siguiendo el protocolo de O’Leary et al., 2014. Se colectaron muestras de foliolos de la
cuarta hoja compuesta de cada planta. Se enjuagaron con agua destilada estéril para
eliminar residuos de la superficie y se secaron con papel. Posteriormente se colocaron las
hojas en matraces Kitasato, debidamente identificadas por tratamiento y se les afiadié 250
mL de agua destilada estéril. Posteriormente se sometieron a pulsaciones al vacio durante
40 min hasta que estuvieran completamente saturadas. Finalmente, las hojas fueron
enrolladas con papel Parafilm y colocadas en tubos falcon de 50 mL por tratamiento y se
las llevo a centrifugacion durante 7 minutos a 3500 rpm. El liquido extraido de cada
tratamiento fue colocado en tubos eppendorf de 1.5 mL y llevado a -80 °C..

Se colectd muestras de tejido a los 24 dpi de plantas infectadas y tratadas con el TAC
que fueron pulverizadas con nitrégeno liquido segun el método propuesto por Desbrosses
et al. 2005 modificado. Las muestras fueron almacenadas en -80 °C durante 15 dias. Se
utilizo nitrégeno liquido para transportar las muestras en los tubos que posteriormente
fueron congeladas en seco en un equipo liofilizador durante 24 horas. Estas muestras
fueron utilizadas para la extraccion e identificacion de metabolitos secundarios expresados

en todos los tratamientos.
Cinéticas de Crecimiento de C. michiganensis en el Fluido Apoplastico

Se realiz cinéticas de crecimiento de Cmm con muestras de fluido apopléstico
liofilizado. Se prepard 10 mL de cultivo en medio liquido LB con Cmm y 10 mL en medio
liquido que imita al fluido del xilema Xmm (1.168 g/L de NaCl, 2.02 g/L KNOs, 1.233
g/L MgSQg, 0.147 g/L CaClz, 22 mg/L KH2POs4, 56 mg/L KoHPO4, 1.5 pg/L FeSO4, 2
g/L &cido casamino y 1 L de agua destilada estéril) con Cmm. La muestra se incubd
durante 24 h a 28 °C. Se utiliz6 una placa de 96 pozos (12 x 8) (Figura 6) y se colocé 200
uL del cultivo en medio LB, con una densidad éptica inicial (D.O) de 0.1 en 5 pozos en
la columna 1y 200 pL de medio LB fresco (sin Cmm) en los 3 pozos restantes. Asi mismo,
se colocaron 200 pL del cultivo en Xmm, con D.O. 0.1 en cinco pozos en la columna 2 y

200 pL de medio Xmm fresco en 3 pozos. En la columna 3 se colocé en 5 pozos 180 pL
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de cultivo de Xmm (D.O.: 0.1) + 20 pL de fluido apopléastico del T1 resuspendido con
300 pL de agua destilada, en los 3 pozos restantes se aplico 180 pL de medio Xmm fresco
+ 20 pL del fluido apoplastico del T1. Lo mismo se realizd en las columnas 4 a la 8
colocando el fluido apoplastico de los T2, T3, T4, T5y T6 respectivamente. Se utilizé el
equipo Multiskan FC (Thermo Scientific, USA) y se establecio los siguientes parametros:
Bucle cinético 141 lecturas; Intervalo cinético: 3 minutos; Tiempo de agitacion: pulsado;
Velocidad de agitacion: rapida; Encendido de agitacion: 1 minuto; Apagado de agitacion:
2 minutos; absorbancia: posicion 3 y A =620 nm y modo de medida normal; tiempo total:

7 horas.
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Figura 6. Miroplaca de 96 pozos utilizada para el analisis de icas de crecimiento de
la bacteria fitopatogena en medios de cultivos liquido LB y Xmm.

Para el calculo de las cinéticas de crecimiento, se utilizaron los datos del tiempo (t) vs
absorbancia (abs). Los datos de cada cinética, con su respectiva réplica, fueron
transformados con base al logaritmo natural Ln y se calcul6 el R? del sistema t vs Ln (abs).

Se procedi6 con el calculo de regresion lineal Y = mx + b, una vez corroborado que R? >

0.9; El modelo lineal permitio realizar los calculos de las tasas de crecimiento (u) y del

tiempo de duplicacion (t) de Cmm en cada medio de cultivo con fluido apopléastico y su

respectivo control, aplicando la siguientes formulas: Ln (N) = uyt + Ln(No) y T =

Ln(2)

; donde: No: Densidad dptica inicial del cultivo; N: Densidad 6ptica final del cultivo;
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M: tasa de crecimiento; y T: tiempo de duplicacion. Finalmente, se procesaron los datos a

través de un modelo lineal general y pruebas de comparacion multiple de Tukey al 95%

para determinar diferencias significativas entre tratamientos.

Extraccion e Identificacion de Metabolitos Secundarios

Para la caracterizacion de metabolitos, tanto de muestras de fluido apoplastico como de
tejidos liofilizados de jitomate, se trabajo en varios protocolos de extraccion de
compuestos y se considerd el método de Lisec et al., (2006) modificado, con los que se
obtuvo una mayor cantidad de metabolitos de buena calidad. Se pesaron 2 g de muestras
de tejidos y fluido apoplastico, en tubos eppendorf de 1.5 mL para cada tratamiento con
sus respectivas repeticiones. Para la inactivacion enzimatica se agregaron 1.4 mL de
metanol al 100% y las muestras se llevaron a bafio maria a 70 °C por 10 min. Cada 3
minutos se agito en un vortex durante cinco segundos. Las muestras se centrifugaron por
10 minutos a 13.000 rpm. Se transfirio 150 pL del sobrenadante a tubos de vidrio. Se
afiadié 750 pL de cloroformo y 1400 uL de agua Tipo I. Se agito en vortex durante 30
segundos hasta homogenizar la mezcla y se esperd a que se separe en 2 fases. Se agregé
300 pL del sobrenadante en tubos de 1.5 mL. Se secd el extracto en un concentrador de
vacio a 60 °C durante 90 minutos. Luego, se agregd 40 L de reactivo de metoxiaminacion
(Methoxyamine hydrochloride (Sigma, cat. no. 593-56-6)) y agité en un mezclador de
tubos eppendorf durante 2 h a 37 °C. Se afadio 70 pL de reactivo MSTFA por 30 minutos
a 37 °C. Se transfirieron alicuotas de 100 pL a insertos colocados en viales de vidrio de 2

mL.

Las muestras se analizaron en un GC-MS (sistema GC 7890A y MSD XL inerte 5975C,
Agilent Technologies), con una columna capilar DB-5MS (30 m x 0,25 mm) de fenil
metilpolisiloxano (0,25 um de espesor de pelicula) como fase estacionaria. La temperatura
del inyector fue de 250 °C en modo Splitless, la temperatura inicial del horno se mantuvo
a 70 °C durante 1 min, luego se incrementd hasta 252 °C con un gradiente de 5 °C/min, y
se incremento hasta 315 °C con un gradiente de 12 °C/m. La temperatura final se mantuvo
durante 2.35 min. Se utilizo6 helio ultrapuro como gas portador a 1 mL/min. La temperatura

de la interfaz GC-MS se establecié en 280 °C y la temperatura del detector fue de 230 °C.
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Luego de la inyeccion de muestras, los datos fueron exportados en formato NetCDF /
AlA (* .cdf) utilizando el software de andlisis de datos ChemStation GC / MSD (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EE. UU.). Se emple6 el programa MzMine 2 (version 2.53)
(Pluskal, et al., 2010) para la deteccion de los espectros de masas, la construccion
cromatografica, la deconvolucién y alineacion. Los compuestos se identificaron de forma
tentativa al hacer coincidir los espectros de masas con la informacion disponible en la base
de datos NIST 11, Wiley 9 (McLafferty, 2009) y mediante comparacion con el indice de
retencion utilizando una serie de n-alcanos (C7-C40). Los datos resultantes se importaron
a la plataforma MetaboAnalyst 5.0 (Xia y Wishart, 2011) para el analisis estadistico

multivariante.

Anélisis de Datos

Los datos fueron normalizados y se analizaron utilizando ANOVA para probar
diferencias significativas (p < 0.05) entre las medias de los tratamientos seguidos por las
comparaciones maltiples con la prueba de Tukey. Para cada parametro se compararon

todos los tratamientos con el software estadistico Minitab19.

Las areas de los picos de cada metabolito se utilizaron para el analisis de datos. Los
datos se normalizaron al area total y se alinearon mediante protocolos basados en
comparaciones de metabolitos de los espectros de EM y los tiempos de retencidn
(Cevallos-Cevallos et al.,, 2011). Los metabolitos expresados diferencialmente se
seleccionaron con base en las comparaciones de la prueba t de Student entre los
tratamientos con el control con un nivel de significancia de 0.05 y se informaron como el
logaritmo base 2 del cambio de veces de cada compuesto (Carrera et al., 2021). El anélisis
de datos multivariados se llevo a cabo utilizando la plataforma Metaboanalyst 5.0 e
incluyé analisis de componentes principales (PCA), clustering y ANOVA (Lee et al.,
2019).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de la Composta y del Té Aerobio de Composta

La caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica de la composta y del té aerobio de
composta es el primer paso para establecer el potencial de estos insumos y pronosticar su
comportamiento en un sistema agricola. EI Cuadro 1 presenta los resultados de pardmetros
fisicoquimicos y concentracién de macro y micronutrientes de la composta madura y del
té aerobio de composta. El pH de la composta obtenida fue 9.15, sin embargo, al momento
de producir el té, este parametro disminuy6 a 4.87. En un estudio realizado por Hogg et
al. (2002), menciona que el rango de pH 6ptimo recomendado para compostas debe oscilar
entre 6.0 a 8.5. Dentro del andlisis de conductividad eléctrica la composta fue 0.8 veces
menor en comparacion con el té de composta. No obstante, este valor se encuentra dentro
del rango optimo (< 4) segun lo propuesto por Lasaridi et al., (2006). La materia organica,
carbono organico y cenizas, se encuentran dentro de los parametros establecidos en los
lineamientos para la operacion organica de las actividades agropecuarias emitido por la
Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (D.O.F., 2020). Similares resultados se
encontraron en un estudio realizado por Bazan et al. (2014), sobre formulaciones a base
de Nopal y estiércol bovino. Los macro y micronutrientes mas abundantes identificados
en la composta y el TAC fueron Ca, K, P, Fe y Mn. En cambio, el resto resultaron bajos
en comparacion con lo reportado por varios autores (Seddigh y Kiani, 2018; Siddiqui et
al., 2011; Hargreaves et al., 2009), esto puede deberse a la poca disponibilidad presente
en los materiales que componen la composta. Estos autores coinciden en que los diferentes
métodos de elaboracion influyen en la supresion de diferentes patdgenos. Asi mismo, la
eficacia de los tés de composta podria variar segun los materiales utilizados en la
preparacion de la composta y sus propiedades fisicoquimicas, nutricionales y bioldgicas
(Zouari et al., 2020).

El té de composta producido en este estudio fue aplicado inmediatamente después de su
elaboracion, previa dilucidn en agua de pozo, en una proporcion de 1:10, obteniéndose un
pH de 6.5 que no causo ningun tipo de fitotoxicidad en plantas tratadas con el TAC. Pane
et al. (2012) mencionan que es importante la dilucion de los tés de composta para reducir
efectos de fitotoxicidad. Cabe destacar que el TAC diluido fue aplicado directamente al

sustrato de las plantas (Carballo, 2007) 1 vez por semana durante 6 semanas.
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Cuadro 1. Parametros fisicoquimicos y concentracion de macro y micronutrientes de la
composta y del Té Aerobio de Composta (TAC).

Parametro fisicoquimico Unidades Composta TAC
pH 9.15 4.88
Cond. Eléctrica ds”' m 1.25 2.10
* Nitrogeno total % 0.19 0.17
* Fosforo (P) % 0.05 0.0022
* Potasio (K) % 0.59 0.05
* Calcio (Ca) % 0.64 0.02
* Magnesio (Mg) % 0.09 0.0055
* Sodio (Na) % 0.02 0.0049
* Azufre (S) % 0.04 0.0063
* Hierro (Fe) ppm 4673 1.15
* Cobre (Cu) ppm 53.710 0.02
* Manganeso (Mn) ppm 200 1.52
* Zinc (Zn) ppm 39.62 0.21
* Boro(B) ppm 6.35 0.03
Humedad % 12.6 97.7
* Materia Orgénica % 6.12 2.14
* Cenizas % 93.9 0.13
* Carbono Orgénico % 3.55 1.24
Relacion C/N 18.9 7.18

* Resultados reportados en base humeda

Datos Climatoldgicos durante el Proceso de Elaboracion y Temperatura de la
Composta Madura

La temperatura maximay humedad relativa promedio registrada durante los 47 dias que
duré el proceso de compostaje fue de 24 + 3.36 °C y 40 + 14.48% respectivamente. La
temperatura en la composta a los 5, 10, 15, 22, 29, 36 y 43 dias fue de 30, 29, 28, 35, 33,
28 y 25 °C respectivamente (Figura 7). Durante esta época no hubo precipitacion y el

proceso de compostaje no fue influenciado por la temperatura ambiental.

En cuanto a la etapa mesofilica | que se registré durante los primeros 15 dias, se obtuvo

una temperatura promedio de 29 °C, a una altura de 0.64 m; se podria asumir que si la
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altura de la composta hubiese sido de 1.50 m de altura, la temperatura durante todo ese
periodo podria haber alcanzado los 69 °C, con la que se podria llegar al proceso de
higienizacion (Cortés-Berrios, 2018).
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Figura 7. Climograma y registro de temperatura de la composta a los 5, 10, 15, 22, 29, 36
y 43 dias.

Prueba de Germinacién de Arvenses de la Composta Madura

Otro parametro de calidad en la produccion de compostas es la sanitizacion térmica, que
se corrobord a través de una prueba de germinacion de arvenses presentes en la composta
madura. Se constato que en promedio se desarrollaron 7.5 + 2.38 arvenses en la composta
en comparacién con lo obtenido en el suelo del predio 4.5 + 2.08 utilizado como control.
Liu et al. (2020) mencionan que la viabilidad de las semillas de arvenses depende de
algunos factores, como la falta de oxigeno, que puede atribuirse a una alta actividad de
microorganismos, la acumulacion de compuestos toxicos (como el &cido acético), las altas
temperaturas (>60 °C) y la conductividad eléctrica. En este caso la maxima temperatura

alcanzada fue de 35 °C.
Identificacién de Microorganismos Presentes en el TAC

El anélisis de la biodiversidad microbiana en el TAC es de relevancia, como desarrollo

de estrategias alternativas necesarias para la sostenibilidad de la agricultura. Por sus
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caracteristicas morfologicas macroscopicas se pudo distinguir presencia de Pseudomonas,
Hongos, Actinomicetos y Firmicutes en medios de cultivo BK, PDA, LB y Nutritivo
respectivamente (Figura 8 y Cuadro 2). Respecto al analisis biosintético en el medio de
cultivo CAS se desarrollé un halo de color naranja alrededor de las colonias bacterianas,
lo cual indica presencia de bacterias productoras de sider6foros implicadas en el
metabolismo de Fe. En medio Burk se observo fijacion de nitrégeno atmosférico que es
atribuido a determinadas bacterias que poseen la enzima nitrogenasa capaces de reducir el
N atmosférico en amonio. Similares resultados han sido reportados por Zouari et al.,
(2020) tanto en la identificacion de microorganismos como en la caracterizacion de
propiedades biosintéticas analizadas, asi como en el potencial de biocontrol y promocion

del crecimiento vegetal en extractos de composta.

10° en A. Medio BK, B. Medio PDA, C. Medio LB, D. Medio Nutritivo y Analisis
biosintético en medio E. CAS y F. Burk.
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Cuadro 2. Microorganismos procedentes del TAC sembrados en diversos medios de

cultivo y analisis biosintético en medios CAS y Burk.

Microorganismos UFC Medio
Pseudomonas 9x10° BK
Hongos 1x10* PDA
Actinomicetos 7x10® LB
Firmicutes 3x10° Nutritivo
Andlisis biosintético UFC Medio
Sideréforos 4x10* CAS

Bacterias fijadoras de N 16 x 10° Burk

De esta manera podemos afirmar que los atributos del TAC estan estrechamente

relacionados a la calidad de la composta madura como materia prima. En este sentido, el

TAC contiene macro y micronutrientes y una gran cantidad de microorganismos, como

pseudomonas, hongos, actinomicetos y firmicutes, que pueden proporcionar beneficios

para el desarrollo vegetativo y salud de las plantas.

Identificacion de Cepas Aisladas de Cmm

La Tincion de Gram permiti6 identificar al patdgeno como un bacilo Gram positivo. Por

otra parte, las colonias presentaron formas circulares, mucoides y de color amarillo intenso

(Figura9 Ay B).

Figura 9. Identificacion micro y macroscopica del agente causal. A. Observacion
microscopica a partir de la tincién de Gram. B. Siembra de bacteria aislada de muestras

de tejidos de jitomate en medio de cultivo CMM?.
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En cuanto a la identificacion molecular, el producto de PCR tomA amplifico en las
cuatro muestras colectadas en la region de 250 pb. Luego de la identificacion molecular,
se utilizé la cepa denominada A10 (Figura 10) para realizar la infeccion en los

tratamientos respectivos.

Al A2 A6 AlO

Figura 10. Amplificacion de un gragmento de 219 pb del gen tomA especifico de Cmm
sobre 4 muestras de ADN de bacterias extraidas de tejidos de plantas infectadas.

La secuenciacion del fragmento de 16S rRNA de la cepa A10 identificé al patdgeno
como Clavibacter. michiganensis subsp. michiganensis agente causal del cancer
bacteriano en jitomate (Cuadro 3).

Cuadro 3. ldentificacion de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis con la

secuencia de un fragmento del ADNr 16S.
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis strain TM 113 16S ribosomal RNA

Description gene.
. Query Ident. Accession
Accession Max Score Total Score cover E Value % Lenght
NZ_CP033724.1 1509 3750 81% 0.0  93.84% 1404

Por consiguiente, la cepa (A10) aislada de Cmm, fue utilizada para los experimentos de
infeccion en plantas de jitomate, segln la metodologia descrita por Eddin et al., (2005)

modificada, previamente detallada en la seccion de materiales y métodos.

Parametros de Crecimiento de Plantas de Jitomate Infectadas con Cmm y Tratadas
conel TAC
Recapitulando los tratamientos evaluados T1 (TACsem + Cmm), T2 (TACsem), T3 (TAC
+ Cmm), T4 (TAC), T5 (Jit + Cmm) y TO (Testigo), podemos observar en los parametros
de crecimiento de plantas de jitomate que los tratamientos 2 (TACsem), 3 (TAC + Cmm)
y 4 (TAC) desarrollaron una mayor altura y didmetro del tallo en comparacién con los
tratamientos 1 (TACsem + Cmm), 5 (Jit + Cmm) y 0 (Testigo) (Figura 11). Este resultado
sugiere aporte nutricional del té sobre las plantas tratadas. Los tratamientos de interés 3
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(TAC + Cmm) y 5 (Jit + Cmm) mostraron diferencias significativas en ambos parametros
(p < 0.05). A pesar de que las plantas del T3 y T5 fueron infectadas con Cmm al mismo
tiempo, la aplicacion del TAC permiti6 un mejor desarrollo en plantas tratadas en
comparacion con las plantas infectadas T5 (Jit + Cmm) y TO (Testigo). Estos resultados
coinciden con lo descrito por Ingham (2005), en donde menciona que la aplicacion de los
tés de composta al suelo provee nutrientes para mejorar el desarrollo de plantas lo cual
podria incidir en la supresién de enfermedades.
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Figura 11. Altura y diametro basal analizados durante 30 dias luego de la infeccion. Se
utilizaron las medias de cada tratamiento. Letras diferentes sobre las barras indican que
existen diferencias significativas (p < 0.05) entre los tratamientos de plantas que fueron
infectadas con Cmm vs tratamientos de plantas tratadas con el te.

En cuanto al nimero de flores contabilizadas en cada tratamiento durante los 30 dias
que durd la evaluacién agrondmica, se pudo constatar que los tratamientos 1 y 5 no
presentaron inflorescencias, producto de la severidad de la enfermedad en las plantas
infectadas con Cmm (Cuadro 4). Por otra parte, los tratamientos 2, 3, 4 y 0 si presentaron
flores, pero en poca cantidad. Esto puede estar relacionado con varios factores: altas
temperaturas registradas dentro del invernadero de vidrio durante el periodo de evaluacion

(Temp. méax: 40.20 + 2.67; Temp. min: 18.96 + 4.32; Humedad relativa: 90.28 + 2.03).

En un estudio realizado por Xu et al., 2017, mencionan que la temperatura Optima para

el desarrollo floral debe oscilar entre los 21 a 24 °C, permitiendo desarrollar un nimero
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mayor de flores en variedades que no son tolerantes a altas temperaturas (9.7 + 0.8). Asi
mismo, en un estudio realizado por Girshe et al. (2018), en la iniciacion y desarrollo floral,
lo atribuyen en parte a las hormonas, especialmente el acido giberélico y auxinas,
presentes en tés aerobios de composta que al ser aplicados foliarmente son rapidamente
absorbidos y asimilados por las plantas.

A pesar de que la aplicacion del TAC fue realizada directamente al sustrato una vez por
semana, influy6 en la floracion de plantas infectadas y tratadas con el té, respecto a los
tratamientos de plantas infectadas y tratadas con el té en época de semillero y de plantas
infectadas.

Cuadro 4. Promedio del numero de flores obtenidos en cada tratamiento a los 15 dias

luego del trasplante. Letras diferentes indican que existen diferencias significativas (p <
0.05) entre tratamientos.

No. Promedio de
Tratamientos  Flores flores/planta
Tl TACsem + Cmm 0 n/f
T2 TACsem 19 0.339+0.720 B
T3 TAC+Cmm 24 0.428+1.006 B
T4 TAC 77 1.375+£1.700 A
T5 Jit + Cmm 0 n/f
TO Testigo 120 2142 +2844 A

n/f: no florecio.

Se evaluo el desarrollo del area de la cuarta hoja compuesta con la finalidad de observar
su crecimiento, durante 30 dias luego de la infeccion. En los tratamientos 1, 3y 5 la cuarta
hoja tuvo un area menor y son significativamente diferentes (p < 0.05) respecto a los T2,
4y 6 (Figura 12). Estos resultados se relacionan con la pérdida de la turgencia en las hojas
de plantas infectadas de jitomate debido a que el cancer bacteriano produce
marchitamiento de las hojas y posterior muerte de la planta (Figura 13). Por otra parte, la
aplicacién del té en plantas infectadas (T3) retrasa el desarrollo de la bacteria y no permite

un marchitamiento acelerado en las hojas.
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Figura 12. Desarrollo del area de la cuarta hoja compuesta durante 30 dpi. Letras
diferentes sobre las barras indican que existen diferencias significativas (p < 0.05) entre
los tratamientos de plantas que fueron infectadas con C. michiganensis vs tratamientos
con plantas sanas.

Figura 13. Desarrollo de la enfermedad en hoja compuesta de planta de jitomate.
Tratamiento TAC + Cmm. A. Ocho dias después de la infeccion. B. 15 dias luego de la
infeccion.

En resumen, las plantas tratadas con el TAC en época de semillero y luego del trasplante,
comparadas con el tratamiento testigo, revelaron un area foliar promedio de 70 cm?. En
contraste, los tratamientos con plantas infectadas mostraron un crecimiento promedio de
40 cm?. A pesar de esto, existio un menor desarrollo de la enfermedad en plantas tratadas

con el TAC e infectadas con Cmm.
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Indice de Severidad de la Enfermedad (ISE)

Se evalud la aparicion de sintomas en los diferentes tratamientos y se calcul6 el ISE con
la férmula descrita en materiales y métodos. A través de la evaluacion del ISE, los
tratamientos 1, 3 y 5 no presentaron diferencias significativas hasta los 16 dpi. A los 18
dpi, se determino diferencias significativas entre los tratamientos con plantas infectadas.
Se constatdé que las plantas del tratamiento 3 (TAC + Cmm) no fueron severamente
afectadas por el fitopatdgeno (Figura 14). Es decir, el TAC redujo la severidad de la
infeccion, durante los 30 dias de evaluacion luego de la infeccion. Mientras que el T3
llegd a un ISE de 0.6 el T1 y T5 llegaron a 0.9 y 0.8 respectivamente, llegando a
marchitarse totalmente. Similares resultados, es decir a una disminucién en el ISE en
plantas de jitomate infectadas con Cmm, se han reportado a partir de la aplicacion de
acidos fenolicos (Zarate-Martinez, et al., 2018) y extractos acuosos a base de Larrea
tridentata (gobernadora) (Méndez, 2019).
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Figura 14. indice de Severidad de la enfermedad (ISE). Asteriscos sobre las barras
indican que existen diferencias significativas (p < 0.05) a partir de los 18 dpi entre
tratamientos de plantas infectadas con Cmm vy tratadas con el TAC.

Determinacion del Contenido de Clorofila y Polifenoles en Hojas de Jitomate
El contenido de clorofila es la base para la expresion de la tasa de fotosintesis mientras

que los flavonoides y antocianinas son metabolitos que juegan un papel importante en la
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tolerancia al estrés de plantas y como mecanismo de defensa ante el ataque de patdgenos
respectivamente (LOpez-Gresa et al., 2011; D’Amelia et al., 2018). Se obtuvo un menor
contenido de clorofila en el T5 (Jit + Cmm) y el TO (Testigo), mientras que los valores
mas altos fueron obtenidos en los tratamientos tratados con el TAC, principalmente en el
T3 (TAC + Cmm) (Figura 15A). El contenido de flavonoides en hojas fue mayor en el T4
(TAC) en comparacion con los tratamientos 2, 3, 5y 6, (no existe diferencia con el
tratamiento 1) (Figura 15B). El contenido de antocianinas fue mayor en el T5 que es
significativamente distinto al T3 (Figura 15C). El indice de Equilibrio de Nitrogeno (NBI)
est4 estrechamente relacionado con el contenido de clorofila pues corresponde a la razén
Clorofila/Flavonoles (o también Nitrégeno/Carbono) y de la misma manera el T3 obtuvo
un mayor NBI respecto al T4 y T5 (Figura 15D). En general, los resultados sugieren un
mayor aporte nutricional en los tratamientos con TAC, tal vez relacionados con
microorganismos fijadores de nitrogeno presentes en el té. Similares resultados fueron
obtenidos por Ronga et al. (2019) en el contenido de polifenoles en plantas de jitomate, a

partir de la aplicacion de agentes bioldgicos en situaciones de estrés.
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Figura 15. Determinacion de A. Clorofila, B. Flavonoides, C. Antocianinas y D. indice
de equilibrio de Nitrogeno (NBI). Letras diferentes sobre las barras indican que existen
diferencias significativas (p < 0.05) entre los tratamientos de plantas infectadas con C.
michiganensis vs tratamientos de plantas sanas.
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La aplicacion del TAC gener6 aumento en el contenido de clorofila y el NBI, y una
disminucion en los flavonoides y antocianinas producto del estrés bidtico y abidtico en
plantas de jitomate en plantas tratadas y no tratadas con el TAC respectivamente.

Conductividad Hidraulica

Se determind la conductividad hidraulica induciendo flujos de agua, a través de
secciones de tallos cortados, bajo tres gradientes de presion. Se observa que existen
diferencias significativas (p < 0.05) entre el T5 (Jit + Cmm) y T2 (TACsem) (Figura 16).
Los tratamientos 1 (TACsem + Cmm), 3 (TAC + Cmm), 4 (TAC) y 6 (Testigo) no
presentaron diferencias significativas con respecto al T5; esto pudo deberse quizas a la
gran variabilidad que existié al momento de manipular los tallos en el sistema y al bajo
numero de réplicas que se utilizo para realizar la técnica. Sin embargo, se observa una
tendencia de una menor conductividad hidraulica en el tratamiento con plantas infectadas
(T5), lo cual tendria sentido por el taponamiento por bacterias en las punteaduras del
Xilema. En cambio, el tratamiento de interés (TAC + Cmm) tiene en una tendencia a
comportarse similar al resto de tratamientos. Resultados similares fueron obtenidos por
Romero et al. (2014), en el que mencionan que las plantas tratadas con un agente de
biocontrol (Azospirillum brasilense) e infectadas con Cmm fueron mas eficientes en la
conductividad del agua, en comparacion con las plantas infectadas. Este analisis permite
complementar lo observado en el ISE, los resultados sugieren que la aplicacion del TAC
en plantas infectadas desacelera el desarrollo de Cmm, permitiendo un flujo de agua

relativamente normal en el xilema.
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Figura 16. Andlisis de conductividad hidraulica en los diferentes tratamientos. Letras
diferentes sobre las barras indican que existen diferencias estadisticas significativas (p <
0.05) entre los tratamientos de plantas que fueron infectadas con C. michiganensis vs el
tratamiento tratado con el té en época de semillero.

Confirmacion de la Infeccion

Para realizar la confirmacion de la infeccién se realizo la extraccion de ADN de tejidos
de hoja de plantas infectadas con Cmm, para amplificar por PCR un fragmento de 219 pb
del gen tomA y como control de calidad del ADN extraido se amplific6 por PCR un
fragmento de 221 pb del gen 25S rRNA especifico de jitomate. Al realizar el PCR 25S
amplifico en todas las muestras con sus respectivas réplicas (Figura 17), por lo que se
concluye que el ADN fue de calidad. Sin embargo, al momento de realizar el PCR del
fragmento tomA no amplificé en ningun tratamiento con plantas infectadas. Esto pudo
deberse a la poca cantidad de bacteria presente en los tejidos, lo cual indicaria bajos titulos

de bacteria en hojas.
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Figura 17. Amplificacion del fragmento de 221 pb del gen 25S rRNA especifico del
jitomate de muestras extraidas de plantas infectadas y tratadas con el TAC.
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Cinéticas de Crecimiento de C. michiganensis en el Fluido Apopléastico

Previamente se evalué el efecto del Té Aerobio de Composta (TAC) en plantas de
jitomate para la promocion del crecimiento vegetal, nimero de flores, indice de Severidad
de la enfermedad, area foliar, contenido de clorofila'y polifenoles foliares y conductividad
hidraulica, lo cual sugiere un efecto de disminucion de la intensidad de la infeccion por
Cmm en plantas tratadas con el TAC. Es probable que se genere un microambiente en los
haces vasculares de plantas tratadas con el TAC poco favorable para Cmm, en
comparacion con plantas no tratadas e infectadas con Cmm. Para abordar lo anterior, se
extrajo el fluido apopléastico de plantas de todos los tratamientos y se aplicé a medio XMM
liquido para realizar cinéticas de crecimiento en microplaca con Cmm vy calcular los
parametros de crecimiento microbiano p (h?) y el tiempo de duplicacién t (h) de Cmm

en cada medio de cultivo.

Para las cinéticas de crecimiento de Cmm, el cultivo en medio LB se utiliz6 como
control positivo por ser un medio rico en nutrientes. EI medio XMM es pobre en nutrientes
y al ser complementado con los fluidos, se espera una mejora en los parametros de
crecimiento. De esta forma, Cmm mostro una tasa de crecimiento mayor en menor tiempo
respecto a los tratamientos evaluados en medio LB (Cuadro 5). En contraste, la tasa de
crecimiento en medio Xmm (que simula al fluido del Xilema de las plantas) fue nula y
cuando el medio XMM fue complementado con los fluidos, sie se registré crecimiento.
En este sentido, la tasa de crecimiento de Cmm en medio de cultivo Xmm con la aplicacién
del fluido apoplastico del T5 (Jit + Cmm) mostré una menor afinidad en este sustrato y su
tiempo de duplicacion fue mayor, respecto al tratamiento control que obtuvo una afinidad
muy similar al control positivo. El fluido apoplastico del T1 (TACsem + Cmm) muestra
afinidad casi similar al T5 y no existen diferencias estadisticas significativas (p < 0.05)

entre estos, pero si existenen el T4 (TAC) y T3 (TAC + Cmm) en comparacion con el T5.

En el T3, se observa una menor afinidad en la velocidad de crecimiento [, en un mayor

tiempo T al ser comparado con el TO (testigo) y el control negativo. Resultados similares

fueron obtenidos por Jaramillo-Ortiz (2020), en el que menciona que Cmm mostré mayor
afinidad en el medio suplementado con los fluidos de S. lycopersicum. Se podria deducir

que en el fluido apoplastico de plantas sanas, existe una mayor concentracion de nutrientes

41



y de metabolitos Quorum sensing que fomentan un ambiente favorable para el desarrollo
del patégeno en especies comerciales de jitomate. Por lo tanto, la evidencia sugiere que
Cmm tiene menor afinidad por fluidos provenientes de plantas tratadas con TAC, lo cual
se podria relacionar con la composicion metabdlica de cada fluido y la composicion
metabolica determinada por el TAC.

Cuadro 5. Pardmetros de crecimiento de Cmm en XMM complementados con fluido
apoplastico de jitomate de los diferentes tratamientos.

Medio Fluido R2 i (hh T (h)

LB - 0.985 0.118+0.002 A 5.788+0.126 D
XMM - - - SC
XMM Testigo 0.939 0.115+0.009 A 6.032+0.501 CD
XMM TACsem 0.989 0.096+0.003 B 7.185+0.249 C
XMM  TAC+Cmm  0.982 0.094 +0.007 BC 7.388 +0.656 BC
XMM TAC 0.981 0.093+0.012 BC 7.521+1.127 BC

XMM  TACsem+ Cmm 0.991 0.079+0.006 CD 8.811+0.696 AB

XMM Jit + Cmm 0.988 0.076 +0.004 D 9.106 +0582 A
S/C: sin crecimiento

Identificacion de Metabolitos Secundarios en Fluido Apoplastico de S. lycopersicum

Para abordar la composicion metabolica de cada fluido, se procedié a analizar por
triplicado el fluido apoplastico de plantas de jitomate de cada tratamiento, mediante GC-
MS. Para lo cual, se realizd6 un muestreo a los 16 dpi (cuando no habia diferencias

significativas en el ISE entre tratamientos).

Luego de la deteccion de los espectros de masas, construccion de los cromatogramas
(Figura 18), deconvulcién, normalizacion y alineamiento de picos, se logro identificar 24

metabolitos del fluido apoplastico obtenido a los 16 dias después de la infeccion (dpi).
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Figura 18. Deteccion de los espectros de masas de compuestos obtenidos en la primera
réplica del tratamiento 1 (TACsem + Cmm), utilizando el programa MZMine.

El cuadro 6 muestra la expresion diferencial de metabolitos presentes en las tres réplicas
de cada uno de los tratamientos evaluados comparados con el testigo. Se utilizaron los
datos obtenidos de cada pico para el analisis estadistico. Se utilizo la prueba t de Student
para identificar diferencias entre tratamientos y se lo informé como el logaritmo base 2.
Los valores reportados como positivos denotan que el metabolito se expresa
especificamente en el tratamiento, mientras que los negativos corresponden
exclusivamente al tratamiento control. El asterisco indica que el metabolito es
estadisticamente significativo y se debe Unicamente al tratamiento mas no a una
variabilidad biologica. Es importante recordar que dentro de los 16 dias luego de la
infeccion, no existié diferencias significativas sobre el indice de severidad de la
enfermedad entre las plantas infectadas y tratadas con el TAC, en comparacién con las
plantas infectadas. El D-Sorbitol se encuentra especificamente en el tratamiento control,
con un alto nivel de significancia estadistica (p < 0.05). El tratamiento 3, considerado de
interés, (TAC + Cmm) presentd 5 metabolitos con alto nivel de significancia estadistica
(p < 0.05): Malic acid, 4-Aminobutyric acid, d-Glucose, D-Mannitol, Myo-Inositol, tres
de los cuales no se encuentran disponibles en el T5 (Jit + Cmm): Malic Acid, d-Glucose,
D-Mannitol. En cambio, en el T5 se expresaron 3 metabolitos con alto nivel de

significancia estadistica, que no estan presentes en el resto de los tratamientos evaluados:
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Tetradecanoic acid, D-GLUCITOL y Eicosane. Estos metabolitos se expresan en este

tratamiento, lo cual podria ser un marcador de la enfermedad.

Cuadro 6. Expresion diferencial de metabolitos entre los tratamientos vs el control (p <
0.05), del primer muestreo de fluido apoplastico realizado a los 16 dpi.

log> (FC)

Metabolite T1 T2 T3 T4 T5
.beta.-Amino isobutyric acid n/a n/a n/a 1.577* n/a
Malic acid 1.856* 3.284 1.294* 1.810* n/a
4-Aminobutyric acid 1.808* 1.258 1.864* 0.974* 0.856
Dodecanoic acid, 1-methylethyl ester -1.674* -1.144* -1.921* -1.783 -0.444
Dodecanoic acid -3.343* -3.471* -3.896* -3.477* -2.657
Tetradecanoic acid n/a n/a n/a n/a 2.932*
D-(-)-Fructose -0.161 -0.407 -0.127 0.118 -0.384
D-(+)-Talose -4.139* 0.628 -4.697* -4.277* 0.105
d-Galactose 1.087 n/a n/a n/a n/a
d-Glucose n/a n/a 1.218* 2.151* n/a
D-Sorbitol -3.128* -3.256* -3.682* -3.263* -2.442*
D-Mannitol n/a 2.007* 1.267* n/a n/a
D-GLUCITOL n/a n/a n/a n/a 3.226*
Hexadecanoic acid -0.309 -0.092 -0.633 0.049 0.023
Myo-Inositol 1.087 1.276  1.551* 0.906 0.882
Octadecanoic acid -1.529* -1.245 -1.779* -1.031 -0.249
Dehydroabietic acid -2.135* -2.199* -2.731* -2.142* -0.446
Tetracosane -0.599 -3.365* -0.958 -0.292 -0.894
Eicosane n/a n/a n/a n/a 2.853*
Monopalmitin -0.941 -3.194* -1.132* -0.894* -0.478
Heptacosane -3.292* -3.420* -3.844* -3.425* -0.802
Octacosane -1.366* -3.145* -3.571* -3.152* -0.500
Nonacosane n/a n/a n/a 2.200* n/a
Melibiose 3.329* 2.166* n/a n/a n/a

n/a: not available
* metabolitos con alto nivel de significancia estadistica (p < 0.05)

Mediante el andlisis de componentes principales (PCA) entre TO y T3 del primer
muestreo de fluido apopléastico (16 dpi), se revel6 una agrupacion clara del TO separadas
del T3 alo largo de PC2 (Figura 19). EI PC1 contribuy0 al 85.20% de la varianza general,
mientras que el PC2 contribuyé al 8.6%. El metabolito con la carga de PC2 mas alta fue
el Myo-Inositol, mientras que las cargas de PC2 mas bajas fueron el Octadecanoic acid,

Malic acid y 4-Aminobutyric acid (Figura 20).
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Figura 19. Analisis de componentes principales. Grafico de puntos del perfil de
metabolitos entre el TO (Testigo) vs T3 (TAC + Cmm) a los 16 dpi.
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Figura 20. Grafico de cargas del perfil de metabolitos de fluido apoplastico (FA) entre el
TOvsel T3, alos 16 dpi.

Al ejecutar el PCA con muestras de fluido apoplastico entre el TO y T5 mostrd una
agrupacion clara tanto en PC1 como en PC2 (Figura 21). EI PC1 contribuyé al 41% de la
variabilidad, mientras que el PC2 contribuy6 al 32.9%. EI grafico de carga mostro los
metabolitos con menor peso en el cuadrante inferior izquierdo Octadecanoic acid, y de
mayor en el cuadrante superior izquierdo D-(-)-Fructose y en el cuadrante superior

derecho Myo-Inositol, y 4-Aminobutyric acid (Figura 22).
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Figura 21. Andlisis de componentes principales. Grafico de puntos del perfil de
metabolitos entre el TO (Testigo) vs T5 (Jit + Cmm) a los 16 dpi.
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Figura 22. Grafico de cargas del perfil de metabolitos de fluido apoplastico (FA) entre el
TOvsel T5 alos 16 dpi.

En el andlisis de componentes principales realizado entre el T5y el T3 se observa una
separacién marcada entre ambos grupos (Figura 23). EI PC1 contribuyé al 74% de la
varianza general, mientras que el PC2 contribuyd al 15.1%. Los metabolitos con las cargas
de PC2 mas altas fueron Malic acid, 4-Aminobutyric acid, Dehydroabietic acid y
Octadecanoic acid y los metabolitos con las cargas de PC 2 mas bajas fueron Myo-Inositol

y Hexadecanoic acid (Figura 24).

46



Scores Plot

oo
oW

PC2(15.1%)
0
1
o]
(o]

T T T T T
-200 -100 0 100 200

PC1(74%)

Figura 23. Andlisis de componentes principales. Grafico de puntos del perfil de
metabolitos entre el T5 (Jit + Cmm) vs T3 (TAC + Cmm) a los 16 dpi.
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Figura 24. Gréfico de cargas del perfil de metabolitos de fluido apoplastico (FA) entre
el T5vsel T3 alos 16 dpi.

Los metabolitos Myo-Inositol, Malic acid, 4-Aminobutyric acid, Octadecanoic acid, que
se observan en los graficos de puntos del ACP tanto en el tratamiento con plantas
infectadas y tratadas con el t¢ (TAC + Cmm), como en el tratamiento con plantas
infectadas (Jit + Cmm), comparados con el testigo (plantas sanas), asi como la
comparacion entre los tratamientos T3 y T5, son aquellos que promueven la separacién

entre grupos. ElI Myo-Inositol es un metabolito importante en la simbiosis planta-
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microorganismo (Kalozoumis et al., 2021). En cambio, Ralstonia solanacearum lo utiliza
en su catabolismo para promover virulencia en un estadio de infecciébn de manera
dependiente (Hamilton et al., 2021). Por otro lado, el &cido malico, un &cido organico
relacionado a los metabolitos que se expresa en plantas contra el ataque de patdgenos
(Khanna et al., 2019). El 4-Aminobutyric acid puede tener maltiples efectos sobre la
interaccion planta-bacteria, para aumentar la resistencia a enfermedades (Park et al.,
2010). El Octadecanoic acid es un compuesto que esta relacionado con el estrés abiotico
en plantas de Arabidopsis thaliana (Ghatak et al., 2018).

En este sentido, el analisis del significado bioldgico de cada uno de estos metabolitos que
se expresan a los 16 dpi luego de la infeccion sera de gran importancia, para conocer cual
es la ruta metabolica que influye en el mecanismo de defensa en la planta como lo sugiere
Osbourn, 2010.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio demostraron que la aplicacion del té aerobio de composta
(TAC) evaluado, mejora el desarrollo vegetativo de plantas de jitomate infectadas con
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. El aporte de nutrientes como el N, y de
microorganismos como bacterias fijadoras de nitrdgeno presentes en el TAC, se refleja en
el contenido de clorofila y NBI. EI nimero de flores y el area foliar de la cuarta hoja
compuesta, a pesar de mostrar valores bajos, influyé en la floracién y en un menor
desarrollo de la enfermedad en plantas infectadas y tratadas con el TAC. Estos resultados
coinciden con lo obtenido en la evaluacion del indice de Severidad de la Enfermedad,
Conductividad Hidraulica y Cinéticas de Crecimiento de Cmm en fluido apopléastico de
jitomate, en el que muestran que el TAC reduce la severidad de la infeccion permitiendo
un flujo de agua relativamente normal en el xilema y revela que hay una menor afinidad
de la bacteria en plantas tratadas con el té respectivamente. La reduccion en la
patogenicidad en plantas de jitomate tratadas con el TAC podria estar asociado a la
expresion de metabolitos secundarios como el 4-Aminobutyric acid que puede producir
efectos de resistencia a enfermedades. Sin embargo, el estudio del significado bioldgico
de la expresion de los metabolitos secundarios de la interaccion Planta-Patogeno-TAC,
podria brindar informacién sobre las rutas metabdlicas de dicha interaccion que influye

en el mecanismo de defensa vegetal.
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