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RESUMEN 

La enfermedad de las “raíces pilosas” en cultivos de tomate, caracterizada por una 

proliferación anormal de raíces inducida por bacterias del género Agrobacterium, 

representa un problema emergente. En este trabajo se aislaron y caracterizaron bacterias 

provenientes de la rizosfera y del sistema de riego de un invernadero en el estado de 

Querétaro, México con incidencia recurrente de la enfermedad. Mediante pruebas 

bioquímicas y análisis del gen 16S ARNr se identificaron aislados pertenecientes a las 

clases α-proteobacteria, β-proteobacteria y ɣ-proteobacteria, destacando los aislados 

rizosféricos:  Agrobacterium deltaense M8R5 y Shinella sp. Ar534. Los ensayos de 

patogenicidad en frijol y tomate confirmaron la capacidad rizogénica de A. deltaense 

M8R5, la cual indujo un desarrollo radicular similar al control positivo de Agrobacterium 

rhizogenes K599. El análisis genómico de M8R5 reveló la presencia de un novedoso 

plásmido tipo Ri (pRiM8R5), el cual contiene los genes causantes de la patogenicidad (rol 

y vir), y otros más (addA, recB, dnaK. edd, odh, ghrB, nagR) que pudieran conferirle 

ventajas fisiológicas adaptativas como patógeno. En contraparte, en el análisis genómico 

de Shinella sp. Ar534 no se encontraron genes de virulencia, indicando que podría ser una 

cepa simbiótica o adaptativa. En ensayos de antagonismo in vitro contra A. deltaense 

M8R5, Bacillus subtilis Q11 y Bacillus sp. PEu ejercieron una respuesta competitiva, 

principalmente mediante movilidad dirigida y competencia por espacio a 30 y 35 °C. En 

los ensayos de control químico, FITO TSP® presentó una mayor actividad inhibitoria que 

Busan® 1129, aunque su uso prolongado podría favorecer la aparición de resistencia 

bacteriana. En conclusión, los resultados confirman a A. deltaense M8R5 como un 

potencial agente causal de la enfermedad “raíces pilosas” en tomate y destacan el potencial 

de cepas de Bacillus como alternativas de biocontrol más sostenibles frente al uso de 

agroquímicos convencionales. 

 

Palabras clave:  Análisis genómico, Biocontrol, Plásmido, Rizogénesis, Secuenciación de 

Nueva Generación (NGS), T-ADN. 
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ABSTRACT 

 

The “hairy root” disease in tomato crops, characterized by abnormal root proliferation 

induced by Agrobacterium species, represents an emerging problem. In this study, bacteria 

were isolated and characterized from the rhizosphere and irrigation system of a greenhouse 

in Querétaro, Mexico, where the disease has been recurrent. Biochemical tests and 16S 

rRNA gene analysis identified isolates belonging to the α-proteobacteria, β-proteobacteria 

and ɣ-proteobacteria classes, highlighting Agrobacterium deltaense M8R5 and Shinella sp. 

Ar534 from the rhizosphere. Pathogenicity assays in bean and tomato confirmed the 

rhizogenic capacity of A. deltaense M8R5, which induced root development comparable to 

the positive control A. rhizogenes K599. Genomic analysis of M8R5 revealed a novel Ri-

type plasmid (pRiM8R5) containing pathogenicity-related genes (rol, vir) and others (addA, 

recB, dnaK, edd, odh, ghrB, nagR) potentially associated with adaptive physiological traits. 

Conversely, Shinella sp. Ar534 showed no virulence genes, suggesting a symbiotic or 

adaptive nature. In vitro antagonism assays against A. deltaense M8R5 demonstrated that 

Bacillus subtilis Q11 and Bacillus sp. PEu exerted competitive inhibition mainly through 

directed mobility and space competition at 30 and 35 °C. Among chemical controls, FITO 

TSP® exhibited greater inhibitory activity than Busan® 1129, though prolonged use may 

promote bacterial resistance. Overall, the findings confirm A. deltaense M8R5 as a 

potential causal agent of tomato “hairy roots” disease and highlight Bacillus strains as 

sustainable biocontrol alternatives to conventional agrochemicals. 

 

Keywords: Genomic analysis, Biocontrol, Plasmid, Rhizogenesis, Next-Generation 

Sequencing (NGS), T-DNA. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El uso de agroquímicos por parte de los agricultores como un medio para controlar plagas 

y enfermedades en los cultivos ha contaminado el ambiente. Algunas de las afectaciones 

al suelo, es la disminución de la densidad y diversidad microbiana, también ha causado 

daño en los ecosistemas a través de la contaminación del agua, afectaciones a la salud de la 

población, entre otras. Para reducir el impacto ambiental que tienen los agroquímicos, se 

ha propuesto el uso de nuevas tecnologías aplicadas a la agricultura como el control 

biológico. Este método consiste en el uso de microorganismos benéficos con capacidad 

antagónica o aceites esenciales de plantas como un método para controlar plagas o 

enfermedades en las plantas. 

Entre las hortalizas más producidas en México y con mayor importancia a nivel mundial 

se encuentra el tomate (Solanum lycopersicum L.), con una producción aproximada de 

3,637,000 ton en 2023, la cual aumento un 5.1 % respecto al año anterior, situado a México 

en el séptimo lugar como productor en el ranking mundial. Durante su cultivo, el tomate es 

afectado por numerosas enfermedades causadas por hongos de géneros como Fusarium, 

Alternaria y Phytoptora, por virus como el virus café rugoso del tomate y por bacterias de 

géneros como Clavibacter, Pseudomonas y Agrobacterium. Esta última, causa la 

enfermedad conocida como “raíces pilosas” o “hairy root”, cuyo principal síntoma es la 

producción excesiva de biomasa radical.  

Los síntomas de la enfermedad aparecen como resultado de la acción de Rhizobium 

rhizogenes (Anteriormente llamado Agrobacterium rhizogenes), que lleva a cabo una 

transformación genética de las células de la raíz del hospedero, a través de la transferencia 

de un segmento del ADN-T del plásmido (pRi), el cual porta un conjunto de genes 

oncogénicos de raíz (genes rol), y su expresión en las células vegetales induce un desarrollo 

anormal de las raíces, aumentando la sensibilidad de las plantas a las auxinas endógenas y 

aumentando la síntesis de metabolitos secundarios en las células vegetales transformadas. 

Por consecuencia, la planta reduce su crecimiento y vitalidad, dejándola susceptible a 

infecciones secundarias. Otros síntomas también incluyen la floración temprana, la 
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presencia de hojas arrugadas, cambios en la dominancia apical y una longitud de entrenudo 

más corta. Esta enfermedad puede llegar a ocasionar pérdidas económicas significativas 

debido a la reducción del 15 al 50 % en el rendimiento de la producción.  

Actualmente las técnicas empleadas para el control de esta enfermedad no han sido del todo 

satisfactorias para los agricultores, debido a que no disminuyen en gran medida los 

síntomas causados por la enfermedad o son métodos muy costosos e insostenibles. Ante 

ello, estudios recientes sobre el microbioma de la raíz han revelado diferencias microbianas 

entre plantas sanas y enfermas, destacando la presencia de géneros como Bacillus y 

Pseudomonas, con capacidad de biocontrol frente a bacterias fitopatógenas. En el presente 

trabajo se caracterizaron aislados bacterianos provenientes de agua de riego y la rizosfera 

de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) de un invernadero con incidencia de la 

enfermedad “raíces pilosas”, mediante pruebas bioquímicas, moleculares y ensayos de 

patogenicidad en plantas modelo. Esto con la finalidad de identificar nuevas cepas 

potenciales con capacidad de rizogénesis y establecer posibles estrategias de biocontrol 

mediante el antagonismo in vitro con cepas de Bacillus spp y Pseudomonas fluorescens.
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Contaminación por uso de agroquímicos 

Los suelos agrícolas reciben grandes descargas de diversas sustancias contaminantes, 

derivadas del uso indiscriminado e incontrolado de agroquímicos aplicados para el manejo 

de plagas, enfermedades o malezas (Buriticá, 2019). Este uso excesivo afecta a todos los 

organismos del ecosistema, ya que muchos de estos compuestos presentan alta toxicidad, 

persistencia y capacidad de bioacumulación, lo que les permite permanecer por largos 

periodos en el suelo, agua, aire y en organismos vivos. En consecuencia, las poblaciones 

que habitan cerca de zonas agrícolas se encuentran constantemente expuestas a mezclas de 

agroquímicos, a menudo sin ser conscientes de ello (Quijada y Gómez, 2019). 

Entre estos compuestos destaca el TCMTB (2-(tiocianometiltio)benzotiazol), ampliamente 

utilizado como fungicida y bactericida en la industria agrícola, incluidos los tratamientos 

para el control de enfermedades causadas por Agrobacterium spp. (datos no 

documentados). Sin embargo, diversos estudios han evidenciado que el TCMTB presenta 

alta estabilidad química, baja biodegradabilidad y efectos ecotóxicos significativos sobre 

microorganismos del suelo, lombrices, peces y plantas, alterando los procesos 

biogeoquímicos esenciales y afectando la estructura microbiana del suelo (Braun et al., 

2006; Nawrocki et al., 2005).  

La exposición a agroquímicos puede provocar graves efectos sobre la salud, incluyendo 

alteraciones en el sistema inmunológico, desequilibrios hormonales, dificultades en el 

aprendizaje, malformaciones congénitas, problemas reproductivos y ciertos tipos de 

cáncer, debido a que muchos de estos compuestos están clasificados como disruptores 

endocrinos (Polanco et al., 2019). 

2.2 Principales hortalizas producidas en México 

El tomate (Solanum lycopersicum L.), también conocido como tomate rojo, se posiciona 

entre las más consumidas a nivel global. En México, se cultivan diversas variedades, entre 
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ellas saladette, bola, cherry, cóctel y uva. Durante 2023, la producción nacional alcanzó los 

3,637,000 ton, lo que representó un incremento del 5.1 % en comparación con el año 

anterior, siendo la segunda cifra más alta de la última década, por encima de la registrada 

en 2018 con 3,871,000 ton. El comportamiento de las exportaciones mexicanas de 

hortalizas está marcado principalmente por la demanda de Estados Unidos. A lo largo del 

2023, los envíos hacia ese país sumaron 1,793,000 ton, con un valor de 2,182,000 dólares, 

lo que representó el 99.8 % del total exportado. Otros destinos frecuentes incluyen Canadá, 

Japón y Guatemala (SIAP, 2024).  

2.3 Pérdidas en cultivos por plagas y enfermedades agrícolas 

La seguridad alimentaria de la población mundial además de verse afectada por el uso de 

agroquímicos también lo es por las plagas y enfermedades en los cultivos ya que estos han 

ocasionado grandes pérdidas económicas además de no cubrir con la demanda de 

alimentos que actualmente ha ido en aumento. De acuerdo con la Organización de las 

Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO) en 2019 se reportó la 

pérdida del 40 % de la producción agrícola mundial debido a plagas y enfermedades que 

logran afectar diversos cultivos. Anualmente esto provoca pérdidas de aproximadamente 

220,000 millones de dólares EE. UU. en el comercio agrícola, perjudicando la fuente de 

ingresos más importante de las comunidades rurales. Por lo que, trabajar en medidas de 

sanidad vegetal es fundamental para alcanzar un desarrollo sostenible (FAO, 2019). 

2.4 Principales enfermedades del cultivo de tomate 

El tomate, durante su cultivo, se ve afectado por numerosas enfermedades (Tabla 1) 

causadas por hongos del género Fusarium, Pythium, Botryotinia, Sclerotinia, Sclerotium, 

Verticillium, Rhizoctonia, Alternaria y Phytoptora (CESAVEG, 2020), por virus como el 

virus café rugoso del tomate (Sánchez-Sánchez et al., 2023) y bacterias de los géneros 

Clavibacter, Pseudomonas, Xanthomonas (CESAVEG, 2020) y Agrobacterium (Panno et 

al., 2021). Estos microorganismos fitopatógenos producen graves daños en las plantas 

como alteraciones en las raíces, marchitamiento, pudrición, manchado en hojas o frutos, 

daño en el tallo o la muerte de la planta (CESAVEG, 2020; Arcos-Chiriboga, 2018). 
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Aunque la enfermedad de las “raíces pilosas” ocasionada por Agrobacterium spp. ha sido 

escasamente documentada en México, su presencia ha mostrado una expansión progresiva 

a lo largo del tiempo en diversos países de Europa, Asia, América del Sur y Norteamérica a 

lo largo del tiempo (Bosmans et al., 2017). 

 

Tabla 1. Principales enfermedades del cultivo de tomate.  

Enfermedad Fitopatógeno  Sintomatología  

Raíces pilosas Agrobacterium    spp. Producción excesiva de raíces y 

reducción en la producción de fruto. 

Damping off Phytium spp., Rhizoctonia 

solani, Phytophthora spp., 

Fusarium spp. 

Manchones, marchitamiento y 

pudrición de raíz. 

Pudrición 
radicular 

Fusarium oxysporum Clorosis, achaparramiento, defoliación 

y necrosis marginal de las hojas. 

Marchitez por 

Verticillium 
Verticillium dahliae Marchitez y formación de esclerocios. 

Moho gris Botryotinia fuckeliana Tinzones en hojas, tallos y flores. 

Tizón tardío Phytophthora infestans Manchas irregulares en hojas y tallos 

basales necrosados. 

Tizón temprano Alternaria tomatophilia  

Alternaria alternata, 

Lesiones café oscuro en hojas y puntos 

negros abultados. 

Moho blanco Sclerotinia sclerotiorum y 

Sclerotium rolsfii 

Esclerocios grandes y negros en el 

interior del tallo. 

Cáncer 

bacteriano del 
tomate 

Clavibacter michiganensis Puntos hundidos de color café en 

frutos, clorosis, presencia de cancros 

en tallos y marchitez. 

Peca y mancha 

bacteriana 

Pseudomonas syringae y 

Xanthomonas vesicatoria 

Manchas negras en hojas, pecíolos, 

tallos y frutos. Machas rugosas en el 

caso de Xanthomonas. 
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Virus café 

rugoso del 

tomate 
(ToBRFV) 

Género Tobamovirus  Manchas amarillas, apariencia áspera 

de la piel en la fruta, patrones de 

mosaico y marchitamiento de las 

hojas. 

(Sánchez-Sánchez et al., 2023; Panno et al., 2021; CESAVEG, 2020). 
 

 

2.4.1 Enfermedad de las “raíces pilosas”  

2.4.1.1 Mecanismo de infección 

La enfermedad de las “raíces pilosas” o también llamada “hairy root”, causada por 

bacterias del género Agrobacterium, ocasiona principalmente la producción excesiva de 

biomasa radical (Figura 1) (Bosmans et al., 2017). Los síntomas de la enfermedad aparecen 

como resultado de la infección por Agrobacterium (Figura 2), que lleva a cabo una 

transformación genética de las células de la raíz del hospedero, a través de la transferencia 

de un segmento del ADN-T (ADN de transferencia) del plásmido pRi, el cual porta un 

conjunto de genes oncogénicos de raíz (genes rolA-rolD), cuya expresión en las células 

vegetales induce un desarrollo anormal de las raíces (Altamura et al., 2004). La expresión 

del gen rolA se relaciona con la disminución de algunos niveles hormonales como etileno, 

auxinas, ácido abscísico, citoquininas o giberelinas. La expresión del gen rolB es 

responsable de la formación de raíces y de su rápido crecimiento. También, se ha reportado 

la expresión del gen rolB en meristemos del sistema vascular (periciclo, xilema y floema) 

lo cual tiene un efecto en la diferenciación de las células. El gen rolC es responsable de que 

aparezcan cambios en el metabolismo secundario y el gen rolD es responsable de la entrada 

temprana de la planta a la fase de crecimiento generativo (Warabieda et al., 2021; Dehio et 

al., 1993; Shen et al., 1988).  

La estructura del plásmido pRi no es consistente en la mayoría de las cepas patogénicas. 

solo lo son la región del metabolismo de opinas, el origen de replicación (ori), y la región 

de virulencia (genes vir), los cuales son esenciales para el proceso de transferencia de ADN 

al interior de las células vegetales (Bosmans et al., 2017). Es posible que estos plásmidos se 

transfieran a bacterias no patógenas del género Agrobacterium o rizobios, generando 
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nuevas cepas patogénicas (Weller et al., 2004). 

La expresión de los genes previamente descritos puede inducir diversas alteraciones 

fisiológicas en la planta hospedera. Además de la proliferación anormal de raíces, se ha 

observado una reducción en el crecimiento, una disminución en la vitalidad y un 

incremento en la susceptibilidad a infecciones secundarias (Nilsson y Olsson, 1997). Otros 

síntomas también incluyen la floración temprana, presencia de hojas arrugadas, cambios en 

la dominancia apical y una reducción de la longitud del entrenudo (Tepfer, 1984). Como 

consecuencia, esta enfermedad puede llegar a ocasionar pérdidas económicas significativas 

debido a la reducción del 15 al 50 % en el rendimiento de la producción (Ignatov et al., 

2016).  

A 

 

B 

 

Figura 1. Plantas de tomate de un invernadero con incidencia de “raíces pilosas”. 

Fotografías tomadas en el sitio de estudio de plantas de tomate tipo uva cv. Swetelle de 48 

semanas de edad creciendo en fibra de coco: (A) planta sana; (B) planta con el fenotipo de 

la enfermedad “raíces pilosas”.  
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Figura 2. Mecanismo de infección de Rhizobium rhizogenes. (Creado con: 

https://BioRender.com) (modificado de Biswas et al., 2023).  

 

2.4.1.2 Métodos para su caracterización e identificación 

La incidencia de la enfermedad “raíces pilosas” fue reportada por primera vez en América 

del Norte en cultivos de manzano (Riker et al., 1930), donde se obtuvieron aislados 

identificados como Bacterium tumefaciens (Agrobacterium tumefaciens) y Phytomonas 

rhizogenes (Agrobacterium rhizogenes), los cuales fueron probados, infectando manzana, 

rosa y frijol, observando la inducción de rizogenesis, distintas plantas como tabaco y 

tomate presentaron la enfermedad en menor grado. Otros modelos biológicos que han sido 

empleados en la caracterización para inducción de rizogenesis incluyen eucalipto (Plasencia 

et al., 2016), col china (Wang et al., 2024), haba de soya (Pereira et al., 2023), tabaco y 

entre otras más de 100 especies (Ozyigit et al., 2013). Después, al presentarse la 

enfermedad en cultivo de tomate, se emplearon métodos para identificar Agrobacterium 

https://biorender.com/
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spp. infectando raíces de zanahoria, nabo, remolacha, chirivía y alcachofa (Ark y 

Thompson, 1961).  A finales de siglo XX, la enfermedad fue reportada en Europa en el 

cultivo de pepino (O’Neill y Yarham 1993; Weller et al., 2000), donde se aislaron e 

identificaron especies de Agrobacterium a partir de muestras de raíces, utilizando medios 

semiselectivos como Schroth’s medium, Brisbane & Kerr’s, Medium 2E y Roy & Sasser 

Medium 3, así como, el análisis del perfil de ácidos grasos y la PCR para la detección del 

plásmido Ri. Años posteriores, la incidencia de la enfermedad también fue reportada en 

cultivos de melón (Bosmans et al., 2017), berenjena y pimiento (Vargas et al., 2020) en 

varios países de Europa (Bosmans et al., 2017; Ignatov et al, 2016), Asia (Sawada y 

Azegami, 2014), Oceanía y América del Norte (Vargas et al., 2020; Vanlommel et al., 

2020).  

Las técnicas moleculares como la Secuenciación de Nueva Generación (NGS) se perfila 

como una herramienta poderosa para el análisis completo del genoma de aislados 

potencialmente causantes de las “raíces pilosas”, debido a las limitaciones que presenta la 

técnica de PCR usualmente empleada para identificar los genes de patogenicidad, los cuales 

presentan una alta variabilidad en su secuencia (Bosmans et al., 2016). Además, el estudio 

del genoma permite encontrar en las cepas otros genes relacionados con la resistencia a 

factores bióticos y abióticos que permiten su persistencia (de Freitas, 2021). 

2.5  Agrobacterium spp.  

2.5.1 Características morfológicas y fisiológicas  

Las bacterias del género Agrobacterium son Gram negativas de forma bacilar alargada, con 

extremos redondeados y, miden aproximadamente 0.6-1.0 µm de ancho por 1.5-3.0 µm de 

largo. Estas bacterias carecen de esporas y presentan movilidad, ya sea mediante un flagelo 

ubicado en posición polar o subpolar, o mediante 2-6 flagelos peritrícos, la longitud de los 

flagelos es de cuatro a cinco veces mayor que la de la célula bacteriana. Las colonias suelen 

presentar una forma convexa, bordes redondeados, textura mucosa y una coloración blanco-

beige o sin pigmentación. Alcanzan un diámetro de 2-4 mm tras 4-6 días de incubación. 

Cuando crecen en medios que contienen carbohidratos, suelen producir una cantidad 
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abundante de polisacáridos extracelulares en forma de mucus. Estas bacterias son 

organismos aerobios, ya que su metabolismo respiratorio utiliza oxígeno como aceptor final 

de electrones. Son quimiorganotrofos y pueden metabolizar una amplia variedad de 

carbohidratos, sales de ácidos orgánicos y aminoácidos como fuentes de carbono (Tabla 2). 

Tienen la capacidad para alcalinizar el medio por la hidrolisis de la urea debido a la 

presencia de la enzima ureasa, también se ha reportado la presencia de las enzimas catalasa 

y penicilinasa. En contraste, las bacterias de este género suelen ser negativas para la 

presencia de enzimas como lecitinasa, arginina dihidrolasa y tween 20 lipasa. 

Adicionalmente, se ha reportado que algunas especies de Agrobacterium no son 

fermentadoras de lactosa, son capaces de crecer en el medio MacConkey compuesto por 

sales biliares N°3, pueden reducir también el K2TeO3 a ciertas concentraciones (Nguyen, 

2017) y producir 3-cetolactosa (Schaad, 1980). También, se ha encontrado que cepas 

rizogénicas de Agrobacterium biovar 1 presentan diferencias en su comportamiento 

fenotípico. Por ejemplo, aunque la mayoría crece adecuadamente en un rango de 

temperatura entre 22 y 37 °C, algunas cepas son capaces de crecer incluso a 4 °C o hasta 

44 °C. De manera similar, la mayoría tolera un pH entre 5 y 9, pero existen cepas que 

logran crecer en condiciones más extremas, como pH 3 o pH 11 (Hofer, 1941). Esto 

evidencia que las bacterias rizogénicas son capaces de adaptarse a una gran variedad de 

entornos (Bosmans et al., 2015). 

Tabla 2. Características fisiológicas de Agrobacterium.  

                      Actividad enzimática 

enzimática  

 

Negativa 
Positiva                                                              Negativa 

Catalasa   Lecitinasa 

Ureasa   Arginina dihidrolasa 

Penicilinasa   Tween 80 lipasa 

Uso de carbohidratos como únicas fuentes de carbono 

 

 

Glucosa Ramnosa Almidón Formato 

Galactosa Xilosa Pectato Glioxilato 

Arabinosa Fucosa Inulina Oxalato 

Fructosa Salicina Celulosa Benzoato 

Manitol Inositol Agar Dextrina 

Adonitol Esculina Eritritol Glucuronato 

Melibiosa Arbutina   



13  

Manosa Glicerina   

Maltosa β-hidroxibenzoato   

Trehalosa    

Uso de aminoácidos como fuente de carbono y nitrógeno 

Asparagina Histidina Fenilalanina Glicina 

Aspartato Serina Triptófano Leucina 

Arginina Lisina Valina Cisteína 

(Mary et al., 2017; Shams et al., 2012; Lippincott et al., 1981) 

 

 

2.5.2 Taxonomía 

La clase Alphaproteobacteria alberga la familia Rhizobiaceae, donde se encuentra el 

género Agrobacterium, el cual contiene especies patógenas como no patógenos de plantas. 

Inicialmente, la taxonomía del género Agrobacterium estuvo basada en los síntomas que 

producían las cepas que inducían tumores o agallas por lo que se les denomino Bacterium 

tumefaciens, mientras que las cepas capaces de inducir “raíces pilosas” en las plantas se les 

denomino Phytomonas rhizogenes y Bacillus radiobacter. A partir de las similitudes 

morfológicas y fisiológicas observadas entre estas bacterias, se propuso la creación del 

género Agrobacterium, el cual incluye a las especies Agrobacterium tumefaciens, 

Agrobacterium rhizogenes y Agrobacterium radiobacter (Riker et al., 1930; Smith y 

Townsend, 1907). Posteriormente, se incorporaron al género Agrobacterium especies 

adicionales como Agrobacterium larrymoorei (patógeno de Ficus spp.), Agrobacterium 

rubi (asociado a Rubus spp.) y Agrobacterium vitis (que afecta a Vitis spp.). Sin embargo, 

debido a que las características de patogenicidad están determinadas por el tipo de 

plásmido presente en la bacteria, se reconoció que dichos rasgos no son adecuados para 

definir taxonómicamente a las especies. Por lo que, en 1970 se clasificaron tres grupos 

dentro del género Agrobacterium que corresponden a los biovares 1, 2 y 3 (Tabla 3). La 

clasificación en biovares se basa en genes cromosómicos, en lugar de elementos 

plasmídicos, permitiendo reflejar de manera más precisa las relaciones filogenéticas entre 

las cepas. Debido a esto, es posible encontrar cepas tumorígenas, rizogénicas y no 

patógenas dentro de un mismo biovar. En la taxonomía bacteriana actual, la delimitación 

de taxones se basa en datos genómicos. El criterio principal para definir una especie 
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auténtica es la homogeneidad dentro de las genomoespecie, es por esto que A. larrymoorei, 

A. rubi y A. vitis (biovar 3) han sido reconocidas como especies auténticas. El biovar 1 de 

Agrobacterium es genéticamente heterogéneo y comprende al menos diez genoespecies 

distintas, aún sin una clasificación formal como especies con nombre binomial. 

Adicionalmente, se descubrió que las cepas A. radiobacter y A. tumefaciens pertenecen a la 

misma genoespecie (G4), por lo que ambos nombres son sinónimos, debiendo conservarse 

como A. radiobacter. Para evitar confusiones, se propuso llamar “complejo de especies de 

A. tumefaciens” al conjunto de taxones del biovar 1, como solución temporal hasta 

nombrar formalmente las genomoespecies. A partir de análisis filogenéticos del gen 16S 

ARNr, se propuso integrar Agrobacterium dentro del género Rhizobium, pero no hubo un 

consenso, por lo que solo A. rhizogenes fue transferida como Rhizobium rhizogenes, 

convirtiéndose en el nombre válido para el biovar 2 (Bosmans et al., 2017).  

Tabla 3. Clasificación de cepas del género Agrobacterium. 

Primer Clasificación  

(Año 1907-1970) 

Clasificación por biovar 

(Año 1970-2010) 

Nueva clasificación 

(Año 2010 en adelante) 

A. tumefaciens Biovar 1: cepas tumorigénicas (A. 

tumefaciens), rizogénicas (A. 

rhizogenes) y avirulentas (A. 

radiobacter), incluye cepas de A. 

tumefaciens y A. radiobacter. 

 

 

Especies de 

Agrobacterium 

tumefaciens 

 

 

A. radiobacter 

 

 

 

A. rhizogenes 

Biovar 2: cepas tumorigénicas (A. 

tumefaciens), rizogénicas (A. 

rhizogenes) y avirulentas (A. 

radiobacter), incluye cepas de A. 

rhizogenes. 

 

 

Rizobium rhizogenes 

 

A. rubi 
Biovar 3: cepas tumorigénicas en 

vitis (A. tumefaciens y A. vitis). 

Agrobacterium rubi 

 

 

A. vitis Agrobacterium vitis 
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A. larrymoorei Agrobacterium 

larrymoorei 

 

(Bosmans et al., 2017) 

2.6 Control biológico de fitopatógenos en tomate 

El control biológico de enfermedades ha resultado ser una opción sostenible y ecológica 

para la agricultura actual. La interacción entre plantas y microorganismos ha demostrado 

potenciar el crecimiento de plantas, su nutrición, tolerancia al estrés y protección ante 

fitopatógenos. El principio básico del control biológico es el manejo de plagas y 

enfermedades agrícolas mediante el uso de enemigos naturales. Estos pueden ser otros 

microorganismos como insectos, parasitoides, hongos, virus y bacterias. Este método 

constituye una de las opciones viables para atender la demanda alimenticia de manera 

sostenible a corto y largo plazo. Los microorganismos utilizados atacan solamente a plagas 

objetivo, son eficaces y no dejan residuos tóxicos en el ambiente, lo cual también favorece 

a la salud humana (Boldini et al., 2019). Algunos de los microorganismos que han sido 

investigados o utilizados para el control biológico de enfermedades en el cultivo de 

tomate se mencionan a continuación (Tabla 4), en donde se observa que las bacterias de los 

géneros Bacillus y Pseudomonas han sido ampliamente utilizadas.  

Tabla 4. Microorganismos utilizados en el biocontrol de fitopatógenos del tomate. 

Fitopatógeno Microorganismo antagonista Referencia 

Phytophthora capsici Trichoderma spp. Romero-Arenas et al., 2017 

 
Ralstonia 

solanacearum 

Bacillus spp. y Trichoderma 

spp. 

Hernandez y Bustamante, 

2001; Kariuki et al., 2020 

Fusarium solani 
Paenibacillus lentimorbus y 

Trichoderma spp. 
Tenorio et al., 2004 

Alternaria solani y 

Phytophthora infestans 
Trichoderma spp. 

Michel-Aceves et al., 

2008 
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Rhizoctonia solani y 

Fusarium solani 
Trichoderma harzianum Escobar et al., 2004 

Phytophthora spp., 

Fusarium moniliforme 

y Rhyzoctonia solani 

Trichoderma viride, 

Pseudomonas aeruginosa y 

Bacillus subtilis 

 
Izzeddin y Medina, 2011 

Sclerotinia 

sclerotiorum y 

Rhizoctonia solani 

Saccharopolyspora erythraea Prabha et al., 2014 

  R.  rhizogenes Paenibacillus spp. 
Vanlommel et al., 2020; 

Vargas et al., 2021 

Ralstonia 

solanacearum 
Bacillus cereus Wang et al., 2019 

Botrytis cinerea y 

Cladosporium fulvum 
Bacillus subtilis Wang et al., 2018 

Fusarium osysporum 
Pseudomonas chlororaphis y 

Pseudomonas fluorescens 
Kravchenko et al., 2003 

R. Rhizogenes Pseudomonas spp. de Freitas, 2021 
 

 

 

 

 

 

 

2.6.1 Métodos de control para la enfermedad de las “raíces pilosas” 

2.6.1.1 Prácticas culturales 

Existen diversos factores que incrementan la incidencia de la enfermedad, entre ellos la 

falta de rotación de cultivos, el uso de agua contaminada para el riego, condiciones 

climáticas extremas, la generación de heridas en la planta mediante herramientas de uso 

agrícola y la nula o inadecuada desinfección de dichas. La presencia de estos factores ha 

dificultado el control de la enfermedad, la cual, hasta el momento se considera irreversible. 

En su lugar, se han adoptado diversas estrategias orientadas a reducir los síntomas. Se 

pueden tomar acciones que beneficien el crecimiento reproductivo para corregir el 

crecimiento vegetativo excesivo (raíces) como una forma de reducir las pérdidas de 

rendimiento causadas por la enfermedad “raíces pilosas”. Una de ellas es la poda de raíces 

y la variación del pH en la solución nutritiva o la poda de hojas, la cual estimula el 
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crecimiento reproductivo ya que la planta dispone de más energía para la producción de 

flores, frutos y su desarrollo (Kim et al., 2014). Sin embargo, estas opciones solo han sido 

descritas, pero ninguna ha sido puesta a prueba para el control de la enfermedad (Bosmans 

et al., 2017). 

Otras posibles formas de controlar los síntomas de la enfermedad a través de prácticas 

culturales, es la elección del portainjerto, la variedad de cultivo y el sustrato de 

crecimiento. La variedad de cultivo (Berg, 2009) así como los diferentes portainjertos 

influyen en el crecimiento vegetativo, reproductivo, el rendimiento y la calidad de fruto de 

la planta (Abdelmageed y Gruda, 2009; Spornberger y Pieber 2007). También se ha 

reportado que el tipo de sustrato influye en el crecimiento vegetativo o generativo de las 

plantas (Aghdak et al., 2016), así como en el desarrollo de enfermedades (Bosmans et al., 

2017). 

2.6.1.2 Métodos químicos 

Generalmente la solución nutritiva en sistemas hidropónicos es recirculada y reutilizada y 

el agua de riego suele provenir de pozos, estanques, lagos o ríos, por lo cual puede albergar 

patógenos (Stewart-Wade, 2011). Si no se tienen los cuidados necesarios al recircular la 

solución nutritiva, es posible que se convierta en una fuente de infección para las demás 

plantas en el sistema de riego. Las técnicas utilizadas para la desinfección de la solución 

nutritiva o las tuberías de riego son el uso de biocidas y la desinfección de la solución 

nutritiva a través de luz ultravioleta (UV) (Pozos et al., 2004). Los tensoactivos catiónicos 

como el cloruro de benzalconio (BC), el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), Physan 

20 compuesto de amonio cuaternario (una mezcla de cloruro de alquildimetilbencilamonio 

y cloruro de alquildimetiletilbencilamonio) han logrado eliminar totalmente las bacterias 

de Agrobacterium tumefaciens en soluciones de 7,5 y 2 ppm, respectivamente. También se 

ha tenido el mismo éxito utilizando hipoclorito de sodio a 0.5 ppm (Yakabe et al., 2012). 

El uso de desinfectantes a base de cloro no son la mejor opción, ya que estos pueden 

degradarse a productos tóxicos, mutagénicos y cancerígenos lo que ocasionaría problemas 

con los residuos (Bosmans et al., 2017).  
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Por otra parte, la mayoría de los agricultores han optado por la desinfección con peróxido 

de hidrogeno (H2O2) para el control de la enfermedad, ya que es la opción menos 

contaminante para el ambiente. Sin embargo, algunas especies de Agrobacterium (biovar 

1) son positivas para presencia de la enzima catalasa y por lo tanto son capaces de tolerar 

el H2O2. Para las cepas catalasa positiva, se recomienda el tratamiento con 100 ppm de 

H2O2 y para las cepas catalasa negativa 50 ppm de H2O2, estas concentraciones de H2O2 

han demostrado una disminución de la población en biopelícula y en agua (Bosmans et al., 

2016). Cabe destacar, que a lo largo del sistema de riego la concentración de H2O2 

disminuye debido su reacción con la materia orgánica, ocasionando que haya mayor 

incidencia de la enfermedad en las plantas que estén al final de los circuitos de riego. Para 

esto se recomienda monitorear la concentración de H2O2 a lo largo del sistema de riego o 

aplicar H2O2 en diferentes puntos (Bosmans et al., 2017). 

 

2.6.1.3 Métodos de control biológico 

Actualmente no existen productos comerciales para el control biológico de la enfermedad 

“raíces pilosas”. En cuanto a estudios sobre microorganismos con capacidad de biocontrol, 

Bosmans et al. (2017) reportaron el uso de diferentes cepas del género Paenibacillus como 

pretratamiento en plantas de tomate infectadas por R. rhizogenes en condiciones de 

invernadero. Diecisiete semanas después de la infección artificial, la incidencia de la 

enfermedad se vio reducida un 30 % a diferencia del tratamiento control, sin embargo, no 

se obtuvieron los mismos resultados cuando Vanlommel et al (2020) trabajo con una de las 

cepas más activas de Paenibacillus reportada con capacidad antagónica y obtuvieron una 

reducción de la incidencia de la enfermedad casi nula. Aun así, es necesario realizar 

estudios como la caracterización de las cepas de Paenibacillus, conocer su modo de acción 

para su uso como organismo de control biológico y determinar si estas cepas tienen la 

capacidad de afectar o controlar la formación de biopelículas de Agrobacterium. 

Por otra parte, de Freitas en 2021 evaluó 49 cepas diferentes de Pseudomonas en 

condiciones in vitro e in vivo, en donde solo las cepas de P. protegens 1B1 y P. 

brassicacearum 93G8 mostraron una reducción de la incidencia de la enfermedad “raíces 
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pilosas” en tomate del 80 %.  Sin embargo, es importante señalar que estos resultados se 

obtuvieron en condiciones climáticas, edáficas y agrícolas propias de Estados Unidos, por 

lo que su aplicación directa en México no es necesariamente viable. Las cepas utilizadas en 

biocontrol suelen estar adaptadas a su entorno local, incluyendo factores como la 

temperatura, el pH del suelo, la microbiota nativa y las prácticas agrícolas (Schmidt et al., 

2004). Por tanto, el éxito de un agente de biocontrol en un país no garantiza que funcionará 

igual en otro, ya que el desempeño de estas bacterias puede variar considerablemente 

según el contexto ambiental. Esto resalta la necesidad de realizar evaluaciones locales para 

seleccionar cepas realmente eficaces bajo las condiciones específicas de cultivo en México. 

2.7 Microbioma de la raíz de tomate 

Algunas bacterias presentes en la rizosfera son consideradas organismos de control 

biológico ideales para combatir fitopatógenos transmitidos por el suelo, esto debido a su 

efectiva colonización, su capacidad para proteger las plantas en diferentes condiciones y la 

producción de compuestos antimicrobianos (Sharma et al., 2009).  

En la zona de la rizosfera de las plantas se lleva a cabo la absorción de agua y nutrientes, 

así como la interacción entre diferentes microorganismos que conforman una comunidad, 

lo cual es conocido como microbioma (Hashem et al., 2019). Este microbioma tiene un 

efecto importante en la sanidad vegetal. Sirve como banco de “semillas” microbianas 

donde los microorganismos transforman sustancias orgánicas e inorgánicas en nutrientes 

accesibles para las plantas, además de regular diversas funciones dentro de la planta 

que influyen en el sistema natural de defensa frente a patógenos (Dlamini et al., 2022). El 

sistema de defensa de la planta pasa por alto la colonización por microorganismos 

beneficiosos, y estos evaden o suprimen la inmunidad del huésped, lo que contribuye a las 

interacciones entre hospedadores y comensales (Bai et al., 2022). 

Entre las bacterias beneficiosas comúnmente presentes en la rizósfera de la planta de 

tomate se encuentran especies del género Bacillus y Pseudomonas (Hashem et al., 2019; 

Luna-Martinez et al., 2013). Estos géneros colonizadores exitosos de la rizósfera  han sido 

reportados como promotores de crecimiento (Dlamini et al., 2022) y cuentan con capacidad 
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de biocontrol de enfermedades mediante mecanismos de acción como la antibiosis, la 

competencia por nutrientes y la inducción del sistema de defensa de la planta. Estas 

especies contienen genes involucrados en la biosíntesis de lipopéptidos antimicrobianos 

(AMPs), los cuales son importantes para el biocontrol de patógenos. La eficiencia de estas 

especies se asocia con el número de genes que albergan para la síntesis de los AMPs 

(García-Martínez et al., 2022). Además, los géneros Bacillus y Pseudomonas se 

encuentran dentro del phylum Firmicutes y Proteobacteria, los cuales son los más 

abundantes en la rizosfera de tomate (Figura 3) (Cordero-Ramírez et al., 2012). 

 

Figura 3. Abundancia de phyla procariotas en la rizosfera de tomate. (Cordero-Ramírez et 

al., 2012).   

 

 

2.7.1 Bacillus spp. 

En el género Bacillus se encuentran bacterias Gram positivas, las cuales se caracterizan por 

ser predominantes en cuanto a promotores de crecimiento de las plantas, puesto que tienen 

efectos positivos directos e indirectos sobre el crecimiento de las plantas además de que 

reducen el estrés biótico y abiótico. Producen lipopeptidos (AMPs) como fengicina, 

surfactina e iturina (Rodríguez-Chávez et al., 2019), que pueden ser usados como sustituto 

de los agroquímicos o como un complemento para bioplaguicidas y biofertilizantes para el 

control de enfermedades de plantas (Tabla 5) (Hashem et al., 2019). Bacillus spp. tienen la 

capacidad de formar biopelículas en superficies inertes, enzimas hidrolíticas y pueden 
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modificar su entorno de manera benéfica para sí mismo. Además, tienen la capacidad de 

producir endosporas, que ayudan a las bacterias a sobrevivir por un largo periodo de 

tiempo y bajo condiciones adversas, esto facilita el proceso de formulación para su uso 

como agente de biocontrol (Hashem et al., 2019). 

2.7.2 Pseudomonas spp. 

Entre las bacterias reconocidas por su actividad antimicrobiana destaca el género 

Pseudomonas, el cual tiene gran relevancia en la agricultura, ya que varias de sus especies 

han demostrado ser beneficiosas para las plantas. Para el año 2020, se habían descrito más 

de 200 especies dentro de este género, y muchas de ellas fueron clasificadas dentro del 

grupo P. fluorescens (Chlebek et al., 2020). Dentro de este grupo se encuentran bacterias 

promotoras del crecimiento vegetal, las cuales favorecen el desarrollo de las plantas 

mediante diversos mecanismos, como la producción de sideróforos, la síntesis de 

antibióticos, la generación de fitohormonas, la mejora en la absorción de minerales y la 

producción de enzimas (Kabdwal et al., 2019). También, alberga genes involucrados en la 

biosíntesis de lipopéptidos antimicrobianos (AMPs) como el 2,4-diacetilfloroglucinol 

(phID) y pirrolnitrina (prnD), los cuales son esenciales para el biocontrol de diversos 

fitopatógenos (Tabla 6) (García-Martínez et al., 2022). Una de sus principales ventajas es 

su capacidad para crecer rápidamente en condiciones in vitro, lo que permite su producción 

a gran escala. Además, utiliza de forma eficiente los exudados de raíces y semillas, lo que 

le facilita colonizar la rizósfera y el interior de la planta, incrementando su población y 

adaptándose a las condiciones ambientales (Sivasakthi et al., 2014). 
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Tabla 5. Capacidad antagónica de cepas de Bacillus subtilis frente a fitopatógenos.  

Fitopatógeno Hallazgos Referencia 

Fusarium solani 
Efecto preventivo y curativo en hojas de 

maracuyá. 
Chen et al., 2021 

Cephalospori

um maydis 

En plantas de maíz en invernadero y en campo 

redujo los síntomas de la enfermedad. 

 

 

Ghazy y El-

Nahrawy, 2021 

Rhizoctonia solani 

Capacidad antagónica frente a 

R. solani, además de promover el desarrollo 

vegetal y estimular el sistema de defensa  

de la planta. 

Jamali et al., 2020 

Fusarium sp. y 

Phytophthora sp. 

Presenta capacidad de inhibición para 

fitopatógenos en papa postcosecha. 

Lastochkina et al., 

2020 

Phytophthora 

sojae 

Impide el crecimiento del micelio del 

fitopatógeno además de estimular el sistema 

de defensa en las plantas de soja 

Liu et al., 2019 

Cladosporium fulvum 

y Botrytis cinérea 

En plantas de tomate disminuyeron los  

daños ocasionados por el fitopatógeno. 
Wang et al., 2018 

Aspergillus 

parasiticus 

Hubo un efecto antifúngico en granos de 

pistacho en condiciones in vitro 

Siahmoshteh et 

al., 2017 

Sporisorium 

reilianum 

Disminuyo la incidencia de la enfermedad y 

aumento la producción de maíz en campo 

Mercado-Flores et 

al., 2014 

Stenocarpella 

macrospora  y 

Stenocarpella 

maydis 

Una cepa de Bacillus subtilis obtenida de la 

rizosfera de maíz, resulto antagonista para 

estos fitopatógenos 

Petatán-Sagahón 

et al., 2011 

(González- León et al., 2023) 
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Tabla 6. Capacidad antagónica de cepas de Pseudomonas fluorescens frente a 

fitopatógenos.  

Fitopatógeno Hallazgos Referencia 

Pyricularia oryzae, 

Rhizoctonia solani y 

Helminthosporium sativum 

Presenta actividad antifúngica 

mediante la producción de 

metabolitos. 

Gaur et al., 2004 

    Rhizoctoni solani 

P. fluorescens resultó ser fuertemente 

antagonista frente al agente causal 

de “damping-off” en algodón. 

Gaur et al., 2004 

Rhizoctonia bataticola  

y Fusarium oxysporum 

Presenta actividad antifúngica frente a 

fitopatógenos en arroz y caña de 

azúcar. 

Kumar et al., 2004 

Xanthomonas oryzae, 

Rhizoctonia solani y Oryza 

sativa 

Fitopatógenos del arroz son inhibidos 

por cepas de Pseudomonas spp. 

obtenidas de la rizosfera de arroz. 

Reddy et al., 2008 

Pseudomonas savastanoi 

Utilizada para controlar la enfermedad 

del nudo del olivo causada por P. 

savastanoi. 

Khavazi et al., 2008 

Thielaviopsis basicola 
Suprime la pudrición negra de la raíz 

del tabaco. 
Siddiqui et al., 2005 

Meloidogyne javanica 
Biocontrol frente al nematodo 

agallador en condiciones in situ. 
Siddiqui et al., 2005 

(Sivasakthi, 2014)
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3. HIPOTESIS 

 

Los aislados de la rizósfera de tomate de un invernadero con incidencia de la enfermedad 

de las “raíces pilosas” pertenecen al género Agrobacterium, y son susceptibles al biocontrol 

empleando cepas de Bacillus spp. y Pseudomonas fluorescens. 
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4. OBJETIVOS 

 

Objetivo general: 

Caracterizar aislados bacterianos provenientes de la rizósfera de cultivos de tomate de 

invernadero con incidencia de la enfermedad de las “raíces pilosas”, y ensayar in vitro el 

potencial de cepas benéficas de Bacillus y Pseudomonas como agentes de biocontrol. 

 

Objetivos específicos: 

• Identificar cepas con características relacionadas al género de Agrobacterium mediante 

pruebas bioquímicas. 

• Evaluar la capacidad rizogénica de los aislados mediante ensayos de patogenicidad en 

plántulas de frijol y tomate. 

• Identificar genes de virulencia en los genomas de los aislados con mayor capacidad 

rizogénica.  

• Determinar la capacidad inhibitoria in vitro de Bacillus spp. y Pseudomonas 

fluorescens sobre las cepas patogénicas inductoras de la rizogénesis. 
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5. METODOLOGÍA 

5.1 Sitio de estudio 

La presente investigación se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnología Agrícola de la 

Facultad de Química ubicado en la Universidad Autónoma de Querétaro (UAQ), ubicada 

en Centro Universitario, Santiago de Querétaro, Qro, México con coordenadas 20° 

35’25.9”N 100°24’39.3”W. 

El sitio de estudio, fuente de los aislados bacterianos, fue un invernadero productor tomate 

ubicado en el estado de Querétaro, México, el cual ha presentado por al menos tres años 

consecutivos incidencia de la enfermedad “raíces pilosas”. El muestreo se realizó en agosto 

del 2023, recolectando muestras de agua del reservorio artificial, muestras agua de riego 

después de haber sido desinfectada con luz ultravioleta (280 nm) y muestras de la rizósfera 

de plantas de tomate (S. lycopersicum cv. “Sweetelle”) de 52 de semanas de trasplante con 

sintomatología de la enfermedad “raíces pilosas”. 

5.2 Material biológico 

La cepa de A. rhizogenes K599 utilizada como control positivo para los ensayos, fue 

proporcionada por la Dra. Georgina Estrada Navarrete del Instituto de Biotecnología de la 

Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM) (Estrada-Navarrete et al., 2006). 

Mientras que la cepa Ar534 pertenece a una colección del Laboratorio de Plantas y 

Biotecnología Agrícola de la Universidad Autónoma de Querétaro (UAQ), la cual fue 

previamente aislada del sitio de estudio (Pacheco y Jiménez, 2022). Para los ensayos de 

patogenicidad en germinados y plántulas, se utilizaron semillas de frijol negro Jamapa 

(Phaseolus vulgaris) (Valle Verde®, México) y semillas de tomate cv. Alfredo (Falcon 

seeds®, México).  

Las cepas Bacillus sp. Q11, Q37, Q38 y Q39 y P. fluorescens Q35, fueron proporcionadas 

por la empresa mexicana Quimia®. Las cepas de Bacillus sp. FR4B12, PEu y AG22 

(aislada de raíz de tomate), fueron obtenidas de trabajos previos de investigación 
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realizados en el Laboratorio de Biotecnología Agrícola de la UAQ. 

El material biológico utilizado fue inactivado al final de los ensayos mediante 

esterilización de acuerdo con la norma NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002. 

5.3 Muestreo y aislamiento de bacterias patógenas 

El muestreo se realizó de manera aleatoria en tres tipos de fuentes: raíces de plantas de 

tomate, agua del reservorio artificial (sin tratamiento de desinfección) y agua de riego 

desinfectada mediante luz ultravioleta. Las muestras se recolectaron en tubos Falcon 

estériles de 15 mL y conservadas a 4 °C hasta su procesamiento. 

Para el aislamiento de bacterias, se pesó 1 g de muestra y se diluyó en 9 mL de agua 

destilada estéril. La mezcla se agitó durante 2 min en un vórtex Labnique® (Labnique, El 

Salvador). En el caso de las muestras de agua, se siguió el mismo procedimiento, 

utilizando 1 mL de muestra diluido en 9 mL de agua destilada estéril. A partir de estas 

suspensiones iniciales se realizaron diluciones seriadas decimales. De cada dilución, se 

tomaron alícuotas de 200 μL por duplicado y se sembraron por extensión en placas Petri 

con agar LB (Condalab®, España). Las placas se incubaron a 30 °C durante 48 h en una 

incubadora Ecoshel® modelo 9025E (Ecoshel, México). 

Las colonias con morfologías distintivas se seleccionaron y caracterizaron según criterios 

fenotípicos, considerando tamaño, forma, borde, transparencia, brillo, color, textura, 

elevación y consistencia. Los aislados seleccionados se estriaron en placas con agar LB e 

incubaron nuevamente a 30 °C durante 48 h para su purificación. Finalmente, las cepas 

bacterianas puras se conservaron en glicerol al 20 % (v/v) a -20 °C. 

5.4 Caracterización de los aislados bacterianos 

Los aislados bacterianos se caracterizaron mediante pruebas generales como la tinción de 

Gram para la discriminación de bacterias Gram-negativas y la prueba catalasa para 

confirmar la presencia de la enzima (Mary et al., 2017). Seguido de medios selectivos tales 

como MG+Te, Mac Conkey (Nguyen, 2017), medio alcalino de Hofer (Hofer, 1941), 
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medio 2E (Shams et al., 2012) y la prueba de 3-cetolactosa (Schaad, 1980) para 

discriminar cepas de Agrobacterium. Adicionalmente, se utilizó el medio agar Kligler 

hierro para clasificar a los aislados como fermentadores de azucares y productores de H2S 

(Kligler, 1918). 

5.4.1 Tinción de Gram y prueba con KOH 3% 

Una vez obtenidos los aislados bacterianos, se clasificaron según características básicas, 

como el tipo de pared celular que poseen. Se ha reportado que Agrobacterium spp. son 

bacterias Gram negativas (Bosmans et al., 2017), por lo que se priorizó la selección de 

aquellas que presentaran esta característica. Para ello, se utilizó la tinción de Gram, la cual 

permite clasificar a las bacterias en dos grupos según la estructura de su pared celular. Las 

bacterias Gram positivas retienen el color azul-violeta debido a su pared gruesa compuesta 

principalmente por peptidoglucanos, mientras que las Gram negativas se decoloran y 

adquieren el color de la safranina, ya que presentan una pared delgada de peptidoglucanos y 

una bicapa externa de lipoproteínas. Esta diferencia estructural determina su 

comportamiento frente a la tinción (Rodríguez y Arenas, 2018). A continuación, se describe 

el procedimiento realizado para la tinción de Gram: 

1. Hacer un frotis  

2. Fijarlo a la flama 

3. Cubrir con cristal violeta durante 1 min y después lavar ligeramente con agua 

corriente 
4. Cubrir con yodopovidona (Lugol) durante 1 min 

5. Lavar con agua corriente 

6. Decolorar con alcohol-acetona (1:1) 

7. Lavar con agua corriente 

8. Cubrir con safranina durante 30 s 

9. Lavar con agua corriente 

10. Dejar secar y observar al microscopio 

 

Como método complementario para confirmar los resultados, se utilizó la prueba con KOH 

al 3 %. Esta técnica consistió en tomar una colonia bacteriana con un asa estéril y colocarla 

sobre un portaobjetos, al que se le agregan unas gotas de KOH al 3 % v/v. La mezcla se 

homogenizo con el asa durante 30 s. En bacterias Gram negativas, se observo la formación 
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de una sustancia viscosa o hilos, resultado de la lisis de la pared celular delgada y la 

liberación de ADN. En contraste, las bacterias Gram positivas no genera este efecto, ya que 

su pared celular gruesa resiste la acción del KOH (Halebian et al., 1981). 

5.4.2 Medio MG-Te 

La siembra en el medio MG-Te compuesto por telurito de potasio, es un método rápido y 

efectivo comúnmente utilizado para probar la capacidad de Agrobacterium spp. para 

reducir iones de telurito de potasio. Especies del género Agrobacterium han sido 

ampliamente reportadas con resistencia a la toxicidad de iones telurito, con un crecimiento 

en el medio de color negro (Nguyen, 2017; Palacio-Bielsa et al., 2012; Costechareyre et al., 

2010; Mougel et al., 2001). El medio contiene (g ∙ l−1): D- manitol 5, ácido L- glutámico 2, 

fosfato dipotásico (K2HPO4) 0.5, cloruro de sodio NaCl 0.2, sulfato de magnesio 

heptahidratado (MgSO4x7H2O) 0.2, extracto de levadura 0.5, telurito potásico 0.2 y agar 

15. Para la preparación del medio, los reactivos se colocaron por separado en frascos junto 

con 20 mL de agua destilada, excepto el extracto de levadura y el agar, que se combinaron 

en un solo frasco con 20 mL de agua destilada. Posteriormente, los frascos con las 

soluciones fueron esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Luego, las 

soluciones estériles se mezclaron en un solo frasco, se añadió telurito de potasio y el 

volumen total se completó con agua destilada estéril. 

Una vez vertido el medio en placas Petri, las colonias bacterianas fueron sembradas y se 

incubaron a 30 °C durante 48 horas. Posteriormente, las colonias se analizaron visualmente 

para identificar aquellas con coloración negra, considerada como resultado positivo, 

mientras que las colonias sin crecimiento en el medio se clasificaron como resultado 

negativo. 

5.4.3 Medio Mac Conkey 

El medio agar Mac Conkey comúnmente es utilizado en la microbiología para aislar e 

identificar especies de la familia Enterobacteriaceae, y diferenciar bacterias fermentadoras 

y no fermentadoras de lactosa. Sin embargo, también es utilizado por varios autores como 
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Nguyen (2017) para la selección de Agrobacterium sp. debido a que se desarrolla con 

facilidad en este medio de cultivo. Además, inhibe el crecimiento de bacterias Gram 

positivas debido a la presencia de sales biliares en el medio. El medio contiene (g ∙ l−1): 

Peptona de carne 1.5, peptona de gelatina 17, cristal violeta 0.001, lactosa 10, mezcla de 

sales biliares (N° 3) 1.5, rojo neutro 0.03, cloruro de sodio 5, tripteina 1.5 y agar 13 (pH 

final: 7.1 ± 0.2). Una vez preparado el medio, esterilizado en autoclave a 121 °C durante 15 

min y vertido en placas Petri, las bacterias fueron sembradas e incubadas a 30 °C durante 

48 horas. 

Las peptonas en este medio actúan como nutrientes esenciales para el desarrollo bacteriano, 

mientras que la lactosa proporciona la fuente de carbohidratos. Los agentes selectivos, 

como el cristal violeta y la mezcla de sales biliares (N°3), inhiben el crecimiento de una 

amplia variedad de bacterias Gram positivas. Además, este medio permite identificar 

bacterias fermentadoras de lactosa, observándose la formación de colonias rosadas o 

rojizas. Por el contrario, las bacterias que no fermentan lactosa forman colonias incoloras o 

del mismo color que el medio (Nguyen, 2017). Para la interpretación de los resultados, se 

consideró como positivo el crecimiento incoloro de las colonias bacterianas. 

5.4.4 Prueba catalasa 

La enzima catalasa cataliza la descomposición del peróxido de hidrógeno en agua y 

oxígeno. Esta prueba se utiliza para detectar la presencia de catalasa, que se encuentra en la 

mayoría de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas que contienen citocromo 

oxidasa. Para realizarla, se añadió una gota de peróxido de hidrógeno al 3 % (v/v) sobre 

una muestra bacteriana en un portaobjetos. El resultado de la prueba se consideró positivo 

cuando se observó efervescencia inmediata, mientras que la ausencia de efervescencia se 

interpretó como negativo (Mary et al., 2017; Bosmans et al., 2015). 

5.4.5 Medio alcalino de Hofer 

El medio alcalino de Hofer presenta un alto pH alcalino y es recomendado para el 

aislamiento selectivo de Agrobacterium spp, el cual tiene la capacidad de crecer a un pH de 
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11-12 (Hofer, 1941). El medio contiene (g ∙ l−1): manitol 10, fosfato dipotasico (K2HPO4) 

0.5, MgSO4 0.2, NaCl 0.10, extracto de levadura 1, azul de timol 0.016 y agar 15 (pH final: 

11 ± 0.2). El manitol es utilizado por la bacteria como fuente de carbohidratos o carbono. 

El extracto de levadura aporta nutrientes nitrogenados. El cloruro de sodio mantiene el 

equilibrio osmótico del medio.      El fosfato dipotásico amortigua el medio. El azul de timol 

es un indicador de pH, el cual permanece azul a un pH alcalino alto y vira a amarillo 

cuando el pH cambia a ácido, indicando si la bacteria tiene la capacidad de acidificar el 

medio. Una vez sembradas las colonias bacterianas, estas se incubaron a 28°C durante 48 h 

(Laxmi et al., 2018; Nguyen., 2017). Para la interpretación del resultado, se consideró 

positivo el crecimiento de las cepas en el medio. 

5.4.6 Medio 2E 

Este medio de cultivo es utilizado para aislar bacterias del género Agrobacterium, las 

cuales son capaces de utilizar el eritritol como única fuente de carbono. El medio contiene 

(g ∙ l−1): eritritol 3.05, nitrato de amonio 0.25, fosfato monopotásico 0.54, fosfato 

dipotásico 1.04, sulfato de magnesio 0.25, 5 mL de verde de malaquita al 1 % v/v, agar 15. 

Los componentes se diluirán en agua destilada y el medio de cultivo será esterilizado en 

autoclave a 121 °C por 15 min. Se sembrarán las colonias bacterianas en placas Petri con 

medio 2E y se incubarán por 48 h a 30 °C (Palacio-Bielsa et al., 2012; Rebecca-Morton y 

Fuqua., 2012; Shams et al., 2012; Mougel et al., 2001). Para la interpretación del 

resultado, se consideró positivo el crecimiento de las cepas en el medio. 

5.4.7 Agar Kligler hierro  

El medio Kligler hierro es utilizado frecuentemente en la microbiología para la 

diferenciación de enterobacterias, en base a la fermentación de carbohidratos como glucosa 

o lactosa y a la producción de ácido sulfhídrico. El medio contiene (g ∙ l−1): peptona de 

carne 13, cloruro de sodio 5, lactosa 10, tripteína 10, glucosa 1, citrato de hierro y amonio 

0.5, tiosulfato de sodio 0.3, rojo de fenol 0.025 y agar 15 (pH final: 7.3 ± 0.2). En el medio 

de cultivo, la peptona de carne y la tripteína suministran los nutrientes esenciales para el 

crecimiento de las bacterias. La lactosa y la glucosa actúan como fuentes de carbohidratos 
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fermentables. El tiosulfato de sodio sirve como sustrato para la producción de ácido 

sulfhídrico, mientras que el citrato de hierro y amonio proporciona iones Fe³⁺, los cuales 

reaccionan con el ácido sulfhídrico para formar sulfuro de hierro, caracterizado por su color 

negro. El rojo de fenol funciona como indicador de pH, y el cloruro de sodio ayuda a 

mantener el equilibrio osmótico. Durante la fermentación de los azúcares, se generan ácidos 

que provocan un cambio en el indicador de pH, haciendo que el rojo de fenol vire a 

amarillo en un ambiente ácido. Por lo tanto, en bacterias que no fermentan lactosa, no 

ocurre este cambio de coloración y el medio conserva su color rojo. Además, el tiosulfato 

de sodio se reduce a sulfuro de hidrógeno, el cual reacciona con una sal de hierro, dando 

lugar al característico sulfuro de hierro negro. Para la interpretación de resultados en este 

medio de cultivo, se tomaron en cuenta únicamente dos patrones de coloración: tubo 

completamente rojo (pico y fondo) y pico amarillo con fondo rojo, los cuales indican que 

las bacterias no fermentan lactosa (Alhusayni y AL-Khikani, 2025). 

5.4.8 Prueba 3-cetolactosa 

Esta prueba, utilizada por Moore et al. (1988), permite distinguir bacterias del género 

Agrobacterium, ya que este es capaz de oxidar la lactosa y producir 3-cetolactosa. Este 

compuesto reacciona con el reactivo de Benedict que es de color azul, dando lugar a un 

precipitado característico de Cu2O de color amarillo. En el caso de bacterias del género 

Rhizobium, no se observa ningún cambio de color (Rebecca-Morton y Fuqua., 2012). Para 

la realización de la prueba 3-cetolactosa, los aislados fueron sembrados e incubados por 24 

h a 30 °C en el Medio 1 compuesto por (g ∙ l−1): extracto de levadura 10, glucosa 20, 

Carbonato de calcio 20 y agar 15. Después, se sembraron e incubaron por 24 h a 30 °C en 

el Medio 2 compuesto por: extracto de levadura 1, lactosa 10 y agar 20 (Moore et al., 

1988). Posteriormente, se añadieron 2 mL de reactivo de Benedict sobre la colonia 

bacteriana y después de 10 min se observó el cambio de coloración (Laxmi et al., 2018; 

Costechareyre et al., 2010). 

5.5 Análisis de la secuencia del gen ARNr 16S 

Las bacterias con características bioquímicas similares a las reportadas para el género 
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Agrobacterium fueron sembradas en medio Agar Soya Tripticaseina (TSA) a 30 °C por 24 

h y, de una colonia fue extraído el ADN genómico utilizando el kit ZymoBIOMICS™ 

DNA Miniprep (Zymo Research, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El 

ADN bacteriano fue diluido incorporando 1 μl de ADN en 90 μl de agua ultrapura Milli-Q 

en tubos Eppendorf estériles. Posteriormente, se realizó la preparación de la muestra en 

tubos para PCR utilizando 1 μl de la solución preparada anteriormente, 1 μl de cebador 

27F, 1 μl de cebador 1492R, 10 μl de solución 2x Phusion Flash PCR Master Mix marca 

Thermo Scientific® (Thermo Scientific, USA) 10 μl de agua ultrapura y 10 μl de aceite 

mineral estéril. Las muestras fueron introducidas a un termociclador marca Thermo 

Scientific® modelo ARKTIK (Thermo Scientific, USA) con las siguientes condiciones de 

desnaturalización: desnaturalización inicial por 2 min a 94 °C, desnaturalización por 1 min 

a 94 °C, alineamiento por 30 s a 50 °C y extensión por 30 s a 72 °C con 35 ciclos, además 

de una extensión final por 1 min a 72 °C (Figura 4) (Serna- Pérez y Pérez-Molphe, 2002). 

Se comprobó la integridad del ADN mediante un gel de agarosa al 1 % v/v y este fue 

observado con ayuda de un fotodocumentador MacroVue UVis-20 (Hoefer Inc., USA). 

(Weisburg et al. 1991). Los amplicones resultantes fueron enviados para su secuenciación a 

Macrogen Inc. (Seúl, República de Corea). Las secuencias resultantes fueron comparadas 

con las reportadas en la base de datos del Nacional Center for Biotechnology Information 

(NCBI), fueron depositadas en el NCBI para obtener los números de accesos y finalmente 

fueron analizadas con el software MEGA X para la construcción de un árbol filogenético.  

 

Figura 4. Condiciones de amplificación del gen ARNr 16S en el termociclador. 
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5.6 Prueba de sensibilidad a los antibióticos  

De manera complementaria, se realizó en los aislados una prueba de sensibilidad a 

antibióticos mediante la técnica de difusión en disco, utilizando multidiscos Multibac® 

(Quinsa, México) que contienen amikacina (30 μg), ampicilina (10 μg), carbenicilina (100 

μg), cefalotina (30 μg), cefotaxima (30 μg), ciprofloxacino (5 μg), cloranfenicol (30 μg), 

gentamicina (10 μg), netilmicina (30 μg), nitrofurantoína (300 μg), norfloxacino (10 μg) y 

sulfametoxazol/trimetoprima (25 μg). Las placas de agar LB fueron incubadas a 30 °C por 

24-48 h, registrando al termino el diámetro del halo de inhibición, clasificando las cepas 

como Susceptibles (S) para un halo de inhibición ≥ 21 mm, Intermedias (I) para un halo de 

inhibición de 17-20 mm y Resistentes (R) para un halo de inhibición de ≤ 16 mm, de 

acuerdo con el criterio de interpretación del Manual de pruebas de susceptibilidad 

antimicrobiana (Cavalieri et al., 2005). Con la información se generó un mapa de calor 

utilizando el programa Visual Paradigm Online.  

 

5.7 Ensayos de patogenicidad 

5.7.1 Ensayos de patogenicidad en frijol cv. Negro Jamapa  

Los ensayos para determinar la patogenicidad de los aislados bacterianos se realizaron 

sobre germinados de frijol y plántulas de tomate como plantas modelo. Para el ensayo de 

frijol (Figura 5), semillas del cv. Negro “Jamapa” fueron desinfectadas sumergiéndolas en 

alcohol al 70 % por 2 min y enjuagadas posteriormente con agua destilada estéril. Después, 

fueron puestas sobre papel filtro húmedo estéril en cajas Petri para inducir la germinación. 

Y al segundo día, después de haber emergido la radícula, diez germinados de frijol fueron 

inoculados por inyección con cada uno de los patógenos en la base del hipocótilo, 

empleando 50 uL de una suspensión bacteriana que contenía 1x1012 UFC/ml. Diez 

germinados que sirvieron como control negativo fueron inoculados con agua destilada 

estéril. Después, todos los germinados fueron colocados en un sistema hidropónico con 

solución B&D (Broughton y Dilworth, 1971) e incubados a 28 ± 5 °C con un fotoperiodo 

de 16 h luz/ 8 h oscuridad. 15 días después de la infección, se registraron las raíces 
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formadas en el área de la punción, registrando el número de raíces adventicias (AR), largo 

de raíces adventicias (LAR), largo de raíces principales (PRL) y altura de la planta (Figura 

6), las cuales fueron medidas con un Vernier (T&O®, China) (Nanjareddy et al., 2017). 

 

Figura 5. Metodología para evaluar la patogenicidad en germinados de frijol (Creado con: 
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https://BioRender.com)  

 

Figura 6. Parámetros medidos en plántulas de frijol 15 días después de la infección. 

(Creado con: https://BioRender.com). 

 

5.7.2 Ensayos de patogenicidad en tomate cv. Alfredo 

El segundo ensayo de patogenicidad en plántulas de tomate se realizó de acuerdo con el 

protocolo propuesto por Ho-Plágaro et al (2018) con modificaciones (Figura 7). Semillas 

del tomate cv. Alfredo fueron lavadas con (Extran®, Germany) al 10% por 30 min y 

enjuagadas con agua estéril. Después, fueron puestas sobre papel filtro húmedo en placas 

Petri y al tercer día, los germinados que tenían una longitud radical de 3 cm, fueron 

trasladadas a nuevas cajas Petri con papel filtro sobre medio MS 0.5X (agar 0.8 %), 

ajustando la humedad con agua estéril. Las placas inclinadas a 90° fueron incubadas en una 

cámara de crecimiento durante 3 días a 28±5 °C, con un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h 

oscuridad.  

https://biorender.com/
https://biorender.com/
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Para la infección, a cinco plántulas por cada tratamiento, se les eliminó la radícula desde la 

parte media del hipocótilo, y el tallo del esqueje resultante, fue inyectado con suspensión 

bacteriana de los microorganismos patógenos a una densidad de 1x108 UFC/mL. Diez días 

después, las plántulas fueron transferidas a un sistema hidropónico en tubos con una 

solución de B&D (Broughton y Dilworth, 1971), incubándolos por 15 días a 28±5 °C con 

un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad. Transcurrido este periodo, se registró el número 

de raíces formadas en el área de la punción y el largo de las raíces con un Vernier (T&O®, 

China). Posteriormente, las raíces fueron teñidas con una solución de azul de toluidina al 

0.05 %/Tween 20 al 0.1 % por 20 s, seguido de un lavado con agua. Las raíces fueron 

observadas y fotografiadas en un microscópico (ZEISS®, Alemania) con el objetivo 4X, el 

tamaño de la imagen fue calculada utilizando el programa ZEN 2.5 blue edition, que sirvió 

para después calcular el área de la raíz empleando el software imageJ (versión 1.54g), 

generando la siguiente Ecuación 1. 

 

% Á𝑟𝑒𝑎 =
𝐴𝑟𝑒𝑎 𝑝𝑒𝑙𝑜𝑠 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑐𝑎𝑙𝑒𝑠 (𝜇𝑚2)

961590.533 𝜇𝑚2 𝑥 100                      (Ecuación 1) 
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Figura 7. Metodología para evaluar la patogenicidad en plántulas de tomate. (Creado con: 

https://BioRender.com). 

 

 

 

 

 

https://biorender.com/
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5.8 Análisis genómico de los aislados con mayor actividad rizogénica  

El ADN genómico se extrajo con el kit ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep (Zymo 

Research, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El ADN genómico se 

perfilo mediante secuenciación genómica tipo Shotgun. Las bibliotecas de secuenciación se 

prepararon con el kit Illumina® DNA Library Prep (Illumina, USA) y la biblioteca final se 

secuenció en la plataforma NovaSeq® (Illumina, USA) en Zymo Research, Irvine, CA, 

USA. En el análisis bioinformático, las lecturas de secuencias sin procesar se recortaron 

para eliminar fracciones de baja calidad y adaptadores con Trimmomatic-0.33 (Bolger et 

al., 2014): recorte de calidad mediante ventana deslizante con un tamaño de ventana de 6 

pb y un corte de calidad de 20; se eliminaron las lecturas con un tamaño inferior a 70 pb. 

Posteriormente, las lecturas derivadas del hospedador se eliminaron utilizando Kraken2 

contra algunos genomas hospedadores comunes de Eukayrote. Las lecturas de baja 

diversidad se detectaron y eliminaron utilizando sdust (https://github.com/lh3/sdust). Las 

lecturas supervivientes se sometieron a análisis taxonómicos y funcionales adicionales 

como se indica a continuación. La identificación de genes de resistencia a antimicrobianos 

y factores de virulencia se realizó con el alineador de secuencias DIAMOND (Buchfink et 

al., 2015) contra bases de datos de referencia seleccionadas internamente de los repositorios 

del NCBI. La base de datos representativa de especies GTDB (RS207) se utilizó para la 

identificación de bacterias y arqueas. El perfil funcional se realizó utilizando Humann3 

(Beghini, et al., 2021), incluida la identificación de la familia de genes UniRef y las vías 

metabólicas MetaCyc. Adicionalmente, la secuencia del genoma completo fue analizada 

utilizando la plataforma BV-BRC, y los datos genómicos fueron depositados en el Centro 

Nacional de Información Biotecnológica (NCBI) bajo el número de acceso BioProject ID: 

PRJNA1274987. El mapa genómico y el ensamblaje del plásmido se realizaron mediante la 

plataforma Proksee, utilizando las bases de datos de Prokka y BV-BRC. 

5.9 Ensayos in vitro de biocontrol 

Las cepas que presentaron genes de virulencia asociados a los plásmidos pRi fueron 

sometidas a ensayos in vitro de biocontrol mediante el método de estrías cruzadas, con el 
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propósito de evaluar la inhibición y los cambios morfológicos en el crecimiento bacteriano. 

Para cada tratamiento, se inoculó una colonia de la bacteria patógena en una línea vertical 

sobre una placa Petri con agar LB, mientras que la bacteria benéfica se sembró, a partir de 

una colonia, en una línea horizontal que intersectaba la primera. Las cepas benéficas 

utilizadas fueron Bacillus sp. Q37, Q38, Q39, Q11, PEu, FR4B12, AG2.2 y Pseudomonas 

fluorescens Q35 (Pipite et al., 2022). 

Los ensayos se incubaron a tres temperaturas diferentes (25, 30 y 35 °C) para evaluar el 

efecto de la temperatura sobre la interacción entre cepas. Las mediciones del diámetro del 

halo de inhibición, así como las observaciones de cambios en la morfología o crecimiento 

bacteriano, se registraron a los 2, 7 y 14 días de incubación. 

 

5.10 Ensayos de inhibición con agroquímicos 

Las cepas patógenas seleccionadas en los ensayos de biocontrol in vitro fueron evaluadas 

frente a los agroquímicos Busan® y Fito TSP®, con el objetivo de comparar su eficacia 

respecto a los métodos comúnmente empleados para el manejo de la enfermedad. 

Para ello, se utilizó el método de dispersión en placa. Se inocularon 150 µL de la 

suspensión bacteriana patógena a una concentración de 1×10⁶ UFC/mL sobre placas Petri 

con agar LB, distribuyéndose de manera uniforme. Posteriormente, se colocaron cuatro 

discos de papel filtro (7 mm de diámetro) sobre la superficie del agar. 

En los tratamientos con Busan®, se aplicaron 10 µL del producto a concentraciones de 0.01, 

1, 1.5 y 2 % en cada disco. En los tratamientos con Fito TSP®, se añadieron 10 µL del 

producto a concentraciones de 0.1, 0.5, 1 y 1.5 %. Cada concentración fue evaluada por 

triplicado para asegurar la reproducibilidad de los resultados. 

Las placas se incubaron a 32 °C durante 72 h, y posteriormente se midió el diámetro de los 

halos de inhibición con un vernier digital (T&O®, China). 

5.11 Diseño experimental y análisis estadístico 
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Para los ensayos de patogenicidad en germinados de frijol y plántulas de tomate, se utilizó 

un diseño experimental de bloques completamente al azar, con el fin de reducir la 

variación en los datos provocada por factores ambientales como la temperatura, humedad e 

intensidad de luz, los cuales no pudieron ser controlados de manera estricta. Este diseño 

permitió una evaluación más precisa del efecto de las cepas bacterianas sobre las plantas, 

al distribuir aleatoriamente los tratamientos dentro de cada bloque y minimizar el sesgo 

experimental.  

Los supuestos de normalidad y homogeneidad de la varianza de los datos obtenidos de las 

pruebas de patogenicidad y ensayos in vivo de biocontrol, se comprobaron mediante la 

prueba de Shapiro-Wilks. Los datos se analizaron mediante un análisis de varianza 

(ANOVA) de una sola vía y se sometieron a una prueba de medias con Tukey (α ≤ 0.05) 

utilizando el software INFOSTAT 2013 (Libre versión 30131).  
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6. RESULTADOS 

 

6.1 Muestreo y aislamiento de bacterias  

Las bacterias aisladas de las muestras del sitio de estudio arrojo un total de 174 aislados, 88 

provinieron de la rizósfera de la planta de tomate (Figura 8), 57 fueron aislados de muestras 

de agua del reservorio artificial de agua y 29 corresponden a muestras de agua para riego.   

 

Figura 8. Comparación de raíces de S. lycopersicum en fibra de coco. (A) planta sana; (B) 

planta con “raíces pilosas”.  

6.2 Caracterización de aislados bacterianos  

De las 174 bacterias sujetas a la tinción Gram, solo 71 bacterias resultaron Gram negativas, 

descartando el 60%. Después, resultado de las pruebas de crecimiento en los medios 

MG+Te y agar Mac Conkey que sirvieron como segundo escrutinio, se redujo a 18 el 

número de aislados. La reducción de telurito como prueba positiva para el medio MG+Te 

(Figura 10A) fue registrada por una coloración negra en las colonias (Nguyen, 2017), 

mientras que en el agar MacConkey, las colonias presentaron color amarillo a incoloras 

(Figura 10B), indicando que no son fermentativas de lactosa (Tabla 7). La prueba catalasa 

positiva (Figura 9B) y el crecimiento en el medio alcalino Hofer a pH 11 permitieron 

reducir a 16 el número de aislados (Figura 10C), similar a lo reportado por Mary et al 

(2017) y Hofer (1941). También fue empleado el crecimiento en medio 2E como una 

manera de caracterizar cepas de Agrobacterium por su capacidad de utilizar eritritol como 

fuente de carbono (Figura 10D) como lo reportó Shams et al (2012). 

Adicionalmente, la prueba en medio agar Kligler utilizada para identificar la producción de 
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gas, ácido sulfúrico (H2S) y/o fermentadores de glucosa y lactosa, redujó el número de 

aislados a 10; asumiendo que las bacterias de Agrobacterium no son fermentadoras de 

lactosa (Vishnubhotla., et al 2025). Finalmente, la producción de 3-cetolactosa, 

característica del género Agrobacterium, permitió seleccionar la cepa M8R5, en cuyas 

colonias se formó alrededor, un halo amarillo de CuO2 en presencia del reactivo de 

Benedict (Figura 10E), similar al control positivo K599 (Schaad, 1980). Las cepas restantes 

fueron negativas a esta prueba (Figura 10F), lo cual indica que pudieran pertenecer a otros 

géneros.  

AAAAAAAA 
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Figura 9. Prueba de catalasa. (A) positiva para Agrobacterium rhizogenes K599; (B) 

negativa para el aislado M15R3. 

 
Figura 10. Resultados de las pruebas bioquímicas en el escrutinio de cepas de 

Agrobacterium. (A) MG+Te agar; (B) MacConkey; (C) Hofer; (D) medio 2E; (E) 

producción de 3-cetolactosa; (F) sin producción de 3-cetolactosa; (G) Kligler hierro agar.  
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Tabla 7. Pruebas bioquímicas de los aislados para el escrutinio de Agrobacterium.  

Cepa MG+Te Mac Conkey Hofer  2E 3-cetolactosa Prueba catalasa  Kligler hierro 

K599 + + + + + + NLF 

Ar534 + + + + - + NLF 

M3A9 + + - + - + NLF, H2S 

M6A10 + + + + - + NLF, H2S  

M6A13 + + + + - + NLF 

1M7A3 + + + + - + NLF 

M8R5 + + + + + + NLF 

M12R3 + + + + - + NLF, H2S 

M12R12 + + + + - + NLF 

M13R4 + + + + - + NLF, H2S 

M13R6 + + + + - + NLF, H2S 

M15R5 + + + + - + NLF 

 

 

Crecimiento o positivo (+); No crecimiento o negativo (-); No fermenta la lactosa (NLF); Producción de ácido 

sulfúrico (H2S).  

6.3 Análisis de la secuencia del gen ARNr 16S  

La secuenciación parcial del gen 16S ARNr identificaron once aislados bacterianos 

provenientes de diferentes zonas ambientales (Tabla 8). 

En el tejido radicular de tomate (TR), se identificaron miembros de la clase 

alphaproteobacteria, Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria, correspondientes a los 

géneros Rhizobium, Agrobacterium, Pseudomonas y Delftia. Las cepas Ar534, M8R5 y 

M15R5 se asociaron a los géneros Rhizobium y Agrobacterium, mientras que las cepas 

M12R12, M12R3, M13R4 y M13R6 se identificaron como Pseudomonas y Delftia.  

En las muestras de agua se identificaron únicamente miembros de las clases 

Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria. En el reservorio artificial de agua (AWR), se 

detectaron las cepas 1M7A3 y M3A9, pertenecientes a los géneros Asticcacaulis y 

Pseudomonas, respectivamente. Por otro lado, en la muestra de agua de riego desinfectada 

con luz UV (IWD), se identificaron las cepas M6A13 y M6A10, correspondientes a los 

géneros Sinorhizobium y Pseudomonas. Las secuencias fueron depositadas en la base de 

datos del NCBI con el código de acceso mostrado en la Tabla 8.  

Una vez identificados los aislados, se seleccionaron solo aquellos pertenecientes a la clase 
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Alphaproteobacteria (Figura 11), ya que de acuerdo con lo reportado con Weller et al. 

(2006), algunas de las especies pertenecientes a esta clase, podrían ser causantes de la 

enfermedad “raíces pilosas” debido a una transferencia horizontal del plásmido pRi a otras 

especies no patógenas. Por ello, solo estos aislados fueron considerados para las pruebas de 

patogenicidad. 

 

Figura 11. Análisis filogenético de las cepas Ar534, M15R5, M8R5, M6A13 y 1M7A3.  

 

Tabla 8. Aislados identificados en las muestras ambientales. 

Cepa ID Acceso % Cobertura Clase Género Zona de 

muestreo 

Ar534 PV775690 100 % 

Alphaproteobacteria 

Rhizobium TR 

M8R5 PV775700 100 % Agrobacterium TR 

M15R5 PV775757 100 % Agrobacterium TR 

1M7A3 PV776154 100 % Asticcacaulis AWR 

M6A13 PV774751 100 % Sinorhizobium IWD 

M3A9 PV803543 100 % 

Gammaproteobacteria 

Pseudomonas AWR  

M6A10 PV803544 100 % Pseudomonas IWD 

M12R12 PV803545 100 % Pseudomonas TR 

M12R3 PV803546 100 % 
Betaproteobacteria 

Delftia TR 

M13R4 PV803547 100 % Delftia TR 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV775700
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV775757
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV776154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV774751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV803543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV803544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV803545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV803546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV803547
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M13R6 PV803548 100 % Delftia TR 

Tejido radicular de tomate (TR); Reservorio artificial de agua (AWR); Agua de riego 

desinfectada con luz UV (IWD).   

6.4 Prueba de sensibilidad a los antibióticos  

Esta prueba permitió identificar la sensibilidad de las cepas a antibióticos. La resistencia 

observada podría estar vinculada con la presencia de genes asociados a la patogenicidad. En 

los resultados, la cepa M8R5 presentó resistencia a 10 de los 12 antibióticos evaluados 

(Figura 12), compartiendo con Ar534 del género Shinella una similitud en cuanto a su 

resistencia a antibióticos como el sulfametoxazol/trimetroprima, netilmicina, carbenicilina, 

ampicilina, amikacina, cefalotina, cloranfenicol, nitrofurantoína y gentamicina. La 

diferencia entre estas dos cepas radica en que M8R5 mostro resistencia al norfloxacino y 

Ar534 a cefotaxima. En general, M8R5 no mostro ser sensible a ninguno de los 

antibióticos, solo tuvo una sensibilidad intermedia a ciprofloxacino mientras Ar534 si 

mostro ser sensible a ciprofloxacino. Por otro lado, la cepa M15R5 del género 

Agrobacterium mostro ser resistente únicamente a los antibióticos 

sulfametoxazol/trimetroprima, cefalotina, cloranfenicol y nitrofurantoína, pero sensible a la 

carbenicilina, norfloxacino, ciprofloxacina y cefotaxima. La cepa M6A13 del género 

Sinorhizobium también presentó resistencia únicamente a los antibióticos netilmicina, 

carbenicilina, ampicilina, cefalotina y ciprofloxacina, por el contrario, presentó sensibilidad 

al sulfametoxazol/trimetroprima, amikacina, gentamicina, norfloxacino y cefotaxima.  

La cepa de A. rhizogenes K599 que fue utilizada como control positivo en la presente 

investigación, exhibió resistencia a una menor cantidad de antibióticos comparado con la 

mayoría de las cepas que fueron aisladas de muestras ambientales. Estos antibióticos 

fueron: netilmicina, ampicilina, nitrofurantoína y norfloxacino, siendo sensible a 

sulfametoxazol/trimetroprima, carbenicilina, ciprofloxacina y cefotaxima. Por último, la 

cepa 1M7A3 del género Rhizobium presentó una alta sensibilidad a todos los antibióticos 

probados a pesar de crecer en los medios selectivos usados para su aislamiento.  De manera 

general, todas las cepas probadas a excepción de 1M7A3, mostraron ser resistentes a la 

Ampicilina, por otro lado, la mayoría de las cepas exhibieron sensibilidad al norfloxacino, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV803548
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ciprofloxacino y cefotaxima.  

 

 
Figura 12. Mapa de calor de la sensibilidad a antibióticos de las cepas M8R5, M15R5, 

Ar534, M6A13 y 1M7A3. La cepa de A. rhizogenes K599 fue incluida como control 

positivo (Creado con https://online.visual-paradigm.com). 

 

6.5 Ensayos de patogenicidad  

6.5.1 Ensayos de patogenicidad en germinados de frijol negro (P. vulgaris) 

Los ensayos de patogenicidad en germinados de frijol utilizando las cepas M8R5, M15R5, 

1M7A3, M6A13, Ar534 y K599 mostraron una variación significativa en la capacidad para 

inducir la rizogénesis (Tabla 9). La infección con M8R5, indujo el mayor número de raíces 

adventicias (AR), con un promedio de 37 raíces por plántula, similar a la cepa K599 

empleada como control positivo (Figura 13). En contraste, las cepas Ar534, M6A13 y 

M15R5 presentaron menor capacidad de rizogénesis, con promedios de 10, 8 y 4 raíces por 

plántula, respectivamente. Mientras que 1M7A3 al igual que el control negativo generaron 

en promedio solo 2 raíces por plántula.  

SXT: Sulfametoxazol Trimetroprima; NET: Netilmicina; CB: Carbenicilina; AM: Ampicilina; AK: 

Amikacina; CF: Cefalotina; CL: Cloranfenicol; NF: Nitrofurantoína; GE: Gentamicina; NOF: 

Norfloxacino; CPF: Ciprofloxacino; CFX: Cefotaxima. R: Resistente; I: Intermedio; S: Sensible. 

 

R                I                  S 

https://online.visual-paradigm.com/
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En cuanto a su longitud (ARL), las plántulas infectadas con 1M7A3, Ar534 y K599 

presentaron raíces adventicias de 6.8, 5.70 y 5.69 cm, respectivamente, más largas 

comparadas con las inducidas por los demás aislados. En contraste, M15R5, M8R5 y 

M6A13 produjeron las raíces más cortas siendo de 2.71, 2.1 y 1.38 cm, respectivamente. 

Con respecto a la longitud de la raíz principal (PRL) y la altura de la planta, no se 

observaron diferencias entre las plantas infectadas. 

Tabla 9. Efecto de aislados microbianos en la inducción de rizogénesis en plantas de frijol. 

Tratamiento AR ARL (cm) PRL (cm) Altura planta (cm) 

K599 37 ± 6.1a 5.6 ± 0.5a 10.2 ± 1.4ª 7.9 ± 1.3ab 

M8R5 37 ± 4.1a 2.1 ± 0.7bc 11.5 ± 0.5ª 6.4 ± 1.0b 

Ar534 10 ± 3.3b 5.7 ± 0.9a 10.2 ± 0.7ª 9.4 ± 1.4a 

M6A13 8 ± 2.4bc 1.3 ± 0.9bc 10.0 ± 0.7ab 8.4 ± 2.0ab 

IM7A3 2 ± 1.3c 6.8 ± 0.8a 9.3 ± 1.2ab 7.7 ± 1.2ab 

M15R5 4 ± 1.1bc 2.7 ± 0.6b 10.2 ± 1.4ª 8.2 ± 1.4ab 

CN 2 ± 1.1c 0.7 ± 0.6c 7.7 ± 1.4b 8.4 ± 1.1ab 

Raíces adventicias (AR), Largo de las raíces adventicias (ARL), Largo de las raíces principales 

(PRL). Los valores representan la media de cinco repeticiones ± desviación estándar. Medias en 

cada columna con diferentes letras son estadísticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).    

  

Figura 13. Plántulas de frijol 15 días después de la infección. (A) cepa M8R5; (B) cepa 

K599 (control positivo); (C) control negativo; (D) raíces adventicias en cotiledones 

infectados con M8R5; (E) raíces adventicias en cotiledones infectados con K599; (F) raíces 

adventicias en cotiledones del control negativo. 
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6.5.2 Ensayos de patogenicidad en plántulas de tomate (S. lycopersicum) 

En los ensayos de infección en plántulas de tomate todas las cepas incrementaron al menos 

uno de los parámetros del desarrollo radicular (Tabla 10). En el número de raíces, Ar534 y 

M6A13 mostraron la mayor capacidad rizogénica, con un promedio de 10 raíces por 

plántula, superior a K599, que sólo generó en promedio 2 raíces por plántula. Respecto a la 

longitud, el control negativo (CN) generó raíces más largas, seguido por Ar534 y M6A13. 

En contraste, la infección con K599 produjo las raíces más cortas en comparación con los 

demás tratamientos. La formación de pelos radicales fue registrada por medio de 

microscopia, calculando la densidad de las raíces mediante áreas de cobertura, encontrando 

que M8R5 promovió el mayor desarrollo con un área del 57.27 %, superando 

significativamente a Ar534 y M6A13 (Figura 14), quienes indujeron áreas de raíz amplias, 

con promedios de 37.95 % y 24.95 %, respectivamente. En contraste, la infección con 

K599 y CN mostró la menor producción de pelos radicales, indicando que la cepa empleada 

K599 posee baja capacidad de rizogénesis en tomate, en contraste con lo observado con 

frijol.  

Tabla 10. Inducción de rizogénesis en el hipocótilo de plántulas de tomate por aislados 

microbianos. 

Tratamiento Número de raíces Largo de raíces (cm) Área (%) 

K599 2 ± 1.3c 0.4 ± 0.3c 15.7 ± 3.3d 

M8R5 5 ± 1.0bc 1.3 ± 0.2b 57.2 ± 5.1a 

Ar534 10 ± 2.9a 1.5 ± 0.2b 37.9 ± 2.5b 

M6A13 10 ± 1.2a 1.2 ± 0.3b 24.9 ± 4.9c 

1M7A3 6 ± 2.2b 0.8 ± 0.1bc 18.8 ± 1.9cd 

M15R5 7 ± 1.0ab 1.2 ± 0.2b 22.4 ± 3.9cd 

CN 2 ± 0.8c 3.2 ± 0.7a 16.5 ± 2.1d 

Los valores representan la media de cinco repeticiones ± desviación estándar. Medias en cada 

columna con diferentes letras son estadísticamente diferentes (Tukey, p < 0.05). 
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Figura 14. Evaluación de la inducción de rizogénesis en raíces de tomate 25 días 

postinfección. Raíces teñidas con toluidina y observadas con el objetivo 40X del 

miscroscopio: (A) cepa M8R5; (B) cepa Ar534; (C) cepa K599 (control positivo); (D) 

control negativo. 

6.6 Secuenciación de Nueva Generación (SNG)   

Los ensayos bioquímicos, el análisis de la secuenciación parcial del gen 16S RNAr y las 

pruebas de patogenicidad mostraron que las cepas M8R5 y Ar534 poseían alta capacidad 

para inducir rizogénesis, por lo que se recurrió a la secuenciación de su genoma. 

6.6.1 Análisis del genoma de Agrobacterium M8R5 

De acuerdo con el cálculo de identidad promedio de nucleótidos (ANIb) realizado mediante 

BLAST en la plataforma JSpeciesWS, el genoma de la cepa M8R5 presentó un 97.25 % de 

identidad y un 83.95 % de nucleótidos alineados con la cepa Agrobacterium deltaense RV3 

(BioSample: SAMEA3722815). Estos resultados son consistentes con los obtenidos 

mediante el análisis de la base de datos de taxonomía del genoma (GTDB) y en el árbol 

filogenético generado con la base de datos de BV-BRC (Figura 15). 

La Tabla 11 resume las características genómicas de A. deltaense M8R5 obtenidas 

mediante la plataforma BV-BRC. El análisis indico una longitud genómica de 5,605,302 

pb, ensamblado en 63 contigs, con un contenido promedio de G + C del 59.55 % y un valor 

de N50 de 353,631 pb. En el genoma se identificaron 5,563 secuencias codificantes de 

proteínas (CDS), 49 genes de ARN de transferencia (tRNA) y 2 genes ribosomales (rRNA). 

La anotación genómica reveló otras características importantes, entre ellas 1,471 proteínas 

hipotéticas y 4,089 proteínas con funciones previamente asignadas. Se encontraron 

también, factores de virulencia, genes de resistencia a antibióticos, genes transportadores y 

genes blancos de fármacos. En análisis también arrojo una organización estructurada de los 
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subsistemas, reflejando su participación en los distintos procesos biológicos y metabólicos 

esenciales para el patógeno (Figura 16). 

 
Figura 15. Árbol filogenético de Agrobacterium deltaense M8R5. Generado con ‘Codon 

Tree’ de BV-BRC, mostrando las relaciones evolutivas con otras cepas de la familia 

Rhizobiaceae. 

En cuanto a los factores de virulencia y patogenicidad, en la Tabla 12 se muestran algunos 

genes implicados de manera directa o indirecta con diversas funciones, que abarcan desde 

procesos básicos de mantenimiento celular hasta rutas metabólicas especializadas. Los 

genes dnak, groEL, lon, caiB y BMEI0066 están implicados en la respuesta a condiciones 

de estrés, incluyendo el plegamiento y la degradación de proteínas mal conformadas. Estos 

genes son esenciales para mantener la homeostasis proteica en condiciones desfavorables 

(Hu y Cronan, 2020; Susin et al., 2006; Genevaux et al., 2004). ilvC, leuA, aspC, glnA, 

glyA e hisF participan en rutas para la biosíntesis de aminoácidos esenciales como la valina, 

leucina, isoleucina, aspartato, glutamina, glicina e histidina. Estas vías son fundamentales 

para la producción de proteínas y el crecimiento celular en condiciones limitantes (Chen et 

al., 2024; Martínez-Guitián et al., 2019; Feng et al., 2018). Los genes purM, purF, pyrB e 

hisF están involucrados en la síntesis de purinas y pirimidinas, las cuales son necesarias 

para la replicación y transcripción del ADN. rpoA y rplS codifican componentes esenciales 
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de la ARN polimerasa y del ribosoma, respectivamente, indicando actividad transcripcional 

y traduccional. Por su parte, hfq actúa como regulador pos-transcripcional, participando en 

la estabilidad y traducción de ARNm, además está asociado con mecanismos de virulencia 

en bacterias (Solopova et al., 2016; Yee et al., 2015; Sobrero y Valverde, 2012). Los genes 

galcD, glpK, gltD, ugpA, ugpB y feuP están relacionados con el metabolismo de azúcares, 

glicerol y el transporte de fosfato y hierro, lo cual sugiere una adaptación a la 

disponibilidad de nutrientes en el entorno. acpXL y kdsA codifican enzimas involucradas en 

la síntesis de componentes del lipopolisacárido (LPS) y ácidos grasos de la membrana 

externa, lo cual es importante para la integridad estructural y la resistencia de la célula 

bacteriana frente a antimicrobianos y las defensas de las plantas. divK codifica una proteína 

reguladora implicada en la división celular y procesos de señalización intracelular, 

asociados a motilidad, adhesión y diferenciación bacteriana (Sperling et al., 2019; Safi et 

al., 2019; Bourassa et al., 2017) 

Tabla 11. Caracterización genómica de A. deltaense M8R5 mediante BV-BRC. 

Características Total Fuente 

Tamaño del genoma 5,605,302 pb PATRIC 

Número de contigs 63 PATRIC 

Número de proteínas caracterizadas 5,563 PATRIC 

Número de proteínas hipotéticas  1,474 PATRIC 

Número de genes ARNr 2 PATRIC 

Número de genes ARNt  49 PATRIC 

Número de proteínas con anotación de vía 892 KEGG 

G + C % 59.55 % PATRIC 

N50 tamaño de contig (pb) 353,631 pb PATRIC 

Factores de virulencia 28 Victors 

Factores de virulencia 3 VFDB 

Factores de virulencia 2 PATRIC_VF 

Genes de resistencia a antibióticos 42 PATRIC 

Genes de resistencia a antibióticos 1 CARD 

Genes de resistencia a antibióticos 1 NDARO 

Genes transportadores 47 TCDB 

Genes diana de fármacos 4 DrugBank 

 

El análisis del genoma de Agrobacterium deltaense M8R5 identifico la existencia de tres 

plásmidos, evidenciados por la presencia de tres grupos distintos de genes repA-repC 
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localizados en diferentes contigs, con tamaños que oscilan entre los ~200 kb y ~500 kb. El 

plásmido designado como pRiM8R5 localizado en el contig 10 según el análisis de 

replicones, posee un tamaño de 226,275 pb (Figura 17) con un contenido promedio de G+C 

del 57 %. Este tamaño se encuentra dentro del rango de los plásmidos grandes reportados 

en las especies del género Agrobacterium (Hooykaas, 2023; Hooykaas y Hooykaas, 2021). 

Además, su porcentaje de G+C fue similar al reportado por Moriguchi et al. para plásmidos 

Ti y Ri (Moriguchi et al., 2001). 

El plásmido pRiM8R5 contiene un total de 214 secuencias codificantes de ADN (CDS), de 

las cuales se identificó la función de 118, clasificándolas en 8 grupos (Tabla 13). En el 

primer grupo se encuentran los genes repA-repC, que codifican para las proteínas 

involucradas en la iniciación y regulación de la replicación del plásmido. En un segundo 

grupo se identificaron los genes trbB, C, D, E, F, G, H, J, L y traB, C, D, F, H, M, R., 

relacionados con el sistema de transferencia de plásmidos por conjugación, trb y tra, se 

localizaron adyacentes a los genes de replicación rep. Un arreglo que ha sido reportado 

previamente en plásmidos Ri de Agrobacterium y plásmidos Sym de Rhizobium. En 

contraste, en los plásmidos Ti, la región trb suele estar separada de las regiones tra y rep 

(Moriguchi et al., 2001). 

En el tercer grupo fueron identificados los genes virA, virB1–B6, virB8–B11, virC1, virC2, 

virD1, virD2, virD4, virD5, virG y virF del sistema de virulencia que son responsables de 

la transferencia del T-DNA a la célula vegetal y que han sido reportados en plásmidos Ti y 

Ri (Hooykaas, 2023; Hooykaas & Hooykaas, 2021; Moriguchi et al., 2001). Cabe 

mencionar que también se encontró el gen tzs, responsable de la síntesis de citocininas, 

cuya producción microbiana en las plantas huésped induce el desarrollo anormal celular, 

facilitando la infección y la transferencia del T-ADN (Ye et al., 2016). En un cuarto grupo 

se identificaron los genes rolA, rolB y rolC, que forman parte del ADN-T de los plásmidos 

Ri, que una vez integrados a la planta, aumentan la sensibilidad a las auxinas lo cual 

conduce a una proliferación anormal de raíces del fenotipo “crazy root” (Mauro y Bettini, 

2021).   



54  

En el quinto grupo se identificaron los genes oocR, occQ, occM, occP, occT, ocd, arcA y 

noc relacionados con el transporte y catabolismo de octopina y nopalina, dos tipos de 

opinas que son producidas por las células vegetales una vez transformadas con el T-ADN 

las cuales sirven como fuente de C y N para las cepas Agrobacterium. Estos genes 

frecuentemente se han encontrado en los plásmidos Ti, sin embargo, algunos de estos genes 

quiméricos se han identificado en los plásmidos Ri (Moriguchi et al., 2001, Vladimirov et 

al., 2015).  

En un sexto grupo se encuentran las enzimas transposasas IS66, IS6110, IS3 y IS5, las 

cuales participan en la reorganización del material genético dentro del plásmido generando 

variabilidad. En el séptimo grupo, se encuentran genes como purR, yraA, nagR, edd, bioF, 

rdpA, ghrB, odh, addA, recB, mmuM y dnaK, de los cuales no existen reportes de su 

presencia en plásmidos Ri o Ti. Sin embargo, estos genes relacionados con el metabolismo 

y el mantenimiento celular suelen localizarse en el cromosoma, por lo que su presencia en 

un plásmido de gran tamaño sugiere que este podría actuar de forma parcialmente 

autónoma, confiriéndole una mayor capacidad de adaptación a condiciones adversas y 

permitiéndole regular aspectos clave de su propio metabolismo (Li et al., 2025; Valizadeh 

et al., 2017; Badrinarayanan et al., 2017). 

En un último grupo se encontraron 96 proteínas hipotéticas sin homología con las bases de 

datos, las cuales corresponden al 45 % de las proteínas del plásmido. Al comparar el 

plásmido pRiM8R5 con otros plásmidos disponibles en la base de datos del NCBI, se 

observó la mayor similitud (92.45 %) y cobertura (38 %) con el plásmido pRiO132 

(BioSample: SAMN20398584) de Agrobacterium cucumeris, la cual fue aislada de plantas 

de pepino con síntomas de la enfermedad “raíces pilosas” en Polonia en 2023 (Warabieda 

et al., 2023). En otro análisis, el plásmido pRiM8R5 mostró una menor similitud (81.5 %) y 

cobertura (24 %) con el plásmido pRiNCPPB1855 (BioSample: SAMN12779969) de 

Rhizobium rhizogenes. Este plásmido fue reportado por Hooykaas y Hooykaas como un 

nuevo plásmido Ri de tipo agropina (Hooykaas y Hooykaas, 2021).  

Estos resultados indican que aproximadamente el 38 % del plásmido presenta alta similitud 
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con un plásmido Ri previamente caracterizado. Sin embargo, el 45 % de sus genes 

codifican funciones aún no caracterizadas, mientras que el 17 % restante muestra 

homología con genes presentes en otros tipos de plásmidos o en regiones cromosómicas.  

Tabla 12. Posibles genes de virulencia en A. deltaense M8R5 identificados con BV-BRC.   

Gen Producto Mecanismo de acción 

dnak Proteína chaperona dnak. Adaptación en 

condiciones de estrés 

ilvC Reductoisomerasa cetolácida. Biosíntesis de 

aminoácidos 

rpoA Subunidad alfa de la ARN polimerasa dirigida 

por ADN. 

Transcripción 

groEL Chaperona groEL de la familia de proteínas de 

choque térmico de 60 kDa. 

Adaptación en 

condiciones de estrés 

gltD Cadena pequeña del glutamato sintasa 

[NADPH]. 

Mecanismo y síntesis de 

aminoácidos  

lon Proteasa dependiente de ATP. Adaptación en 

condiciones de estrés 

glyA Serina hidroximetiltransferasa. Biosíntesis de nucleótidos 

purM Cicloligasa de 

fosforribosilformilglicinamidina. 

Biosíntesis de nucleótidos 

caiB GTP 3',8-ciclasa. Adaptación en 

condiciones de estrés 

purF Amidofosforribosiltransferasa. Biosíntesis de nucleótidos 

rplS Proteína ribosomal L19p. Traducción 

BMEI0066 Regulador de respuesta transcripcional de dos 

componentes, familia luxR. 

Adaptación en 

condiciones de estrés 

Hfq Proteína de unión al ARN hfq. Factor de virulencia 

ugpB Transportador ABC de glicerol-3-fosfato, 

proteína de unión al sustrato ugpB. 

Adaptación en 

condiciones de estrés 

divK Regulador de respuesta de diferenciación polar 

divK. 

Motilidad, adhesion 

acpXL Proteína transportadora de acilo. Adaptación en 

condiciones de estrés 

galcD Altronato deshidratasa. Catabolismo de fuentes 

alternativas de carbono 
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hisF Subunidad ciclasa de la sintasa de fosfato de 

glicerol de imidazol. 

Biosíntesis de nucleótidos 

leuA 2-isopropilmalato sintasa. Biosíntesis de leucina 

(aminoácidos) 

aspC Aspartato aminotransferasa. Biosíntesis de aspartato y 

derivados 

glnA Glutamina sintetasa tipo 1. Asimilación de amonio 

kdsA 2-ceto-3-desoxi-D-mano-octulosonato-8-

fosfato sintasa. 

Formación de la 

membrana celular 

glpK Aspartato carbamoiltransferasa. Metabolismo del glicerol 

pyrB Aspartato carbamoiltransferasa. Síntesis de pirimidinas 

acpXL Proteína transportadora de acilo. Resistencia de la 

membrana celular 

ugpA Transportador ABC de glicerol-3-fosfato, 

proteína permeasa ugpA. 

Transporte de glicerol-3-

fosfato 

feuP Proteína reguladora de la transcripción phoP. Transporte de Fe3+ a 

sideróforos 
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Figura 16. Genoma circular de A. deltaense M8R5 con la distribución de subsistemas 

funcionales. (A) Representación circular del genoma de A. deltanese M8R5. Esta incluye, 

de anillos externos a internos, los CDS en la cadena directa, los CDS en la cadena inversa, 

los genes de ARN, el CDS con similitud con genes conocidos de resistencia a antibióticos, 

el CDS con similitud con factores de virulencia, los contigs ensamblados, el contenido de 

GC y la desviación de GC; (B) distribución de los subsistemas funcionales de A. deltanese 
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M8R5.  

Tabla 13. Clasificación de genes presentes en el plásmido pRiM8R5.  

Clasificación No. de genes Nombre del gen 

Replicación plasmídica  3 repA, B, C 

Conjugación 16 (trbB, C, D, E, F, G, H, J, L), (traB, C, D, 

F, H, M, R) 
Virulencia 20 tzs, virA, virB1–B6, virB8–B11, virC1, 

virC2, virD1, virD2, virD4(2), virD5, virG 

y virF Genes del ADN-T 3 rolA, rolB, rolC 

Transporte y metabolismo 

de opinas 

8 oocR, occQ, occM, occP, occT, ocd, arcA, 

noc 
Modificación de plásmidos  6 Transposasas: IS66, IS6110, IS3, IS5 

Genes sin homología con 

plásmidos Ri o Ti 

13 purR, yraA, nagR, edd, bioF, rdpA, ghrB, 

odh, addA, recB, mmuM, dnaK 
Proteínas hipotéticas sin 

homología en ninguna 

base de datos 

96  

Total 214  
 

 

 

 
Figura 17. Comparación genómica del plásmido pRiM8R5 con pRiO132 y 

pRiNCPPB1855. Genes del plásmido pRiM8R5 de A. deltaense M8R5 mostrados en color 
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rosa, comparados con pRiO132 (Biosample: SAMN20398584) de color verde y 

pRiNCPPB1855 (Biosample: SAMN12779969) de color azul. El ensamblaje se realizó 

utilizando la plataforma Proksee, empleando la base de datos de Prokka y herramientas 

complementarias de la plataforma BV-BRC. 

6.6.2 Análisis del genoma de Shinella sp. Ar534 

De acuerdo con el cálculo de identidad promedio de nucleótidos (ANIb) realizado mediante 

BLAST en la plataforma JSpeciesWS, el genoma de la cepa Ar534 presentó un 96.48 % de 

identidad y un 85.60 % de nucleótidos alineados con la cepa Shinella oryzae Z-25 

(BioSample: SAMN20929830). Estos resultados son consistentes con los obtenidos 

mediante el análisis de la base de datos de taxonomía del genoma (GTDB) y en el árbol 

filogenético generado con la base de datos de BV-BRC (Figura 18). 

La Tabla 14 resume las características genómicas de Sinella sp. Ar534 obtenidas mediante 

la plataforma BV-BRC. El análisis indico una longitud de 5,578,927 pb, ensamblado en 35 

contigs, con un contenido promedio de G + C del 63.25 % y un valor de N50 de 564,843 

pb. En el genoma se identificaron 5,435 secuencias codificantes de proteínas (CDS), 47 

genes de ARN de transferencia (tRNA) y 3 genes ribosomales (rRNA). La anotación 

genómica reveló otras características importantes, entre ellas 1,514 proteínas hipotéticas y 

3,921 proteínas con funciones previamente asignadas. Se encontraron también, factores de 

virulencia, genes de resistencia a antibióticos, genes transportadores y genes blancos de 

fármacos. El análisis también arrojo una organización estructurada de los subsistemas, 

reflejando su participación en los distintos procesos biológicos y metabólicos esenciales 

para el patógeno (Figura 19). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/SAMN20398584
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/SAMN12779969
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/SAMN20929830
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Figura 18. Árbol filogenético de Shinella sp. Ar534. Generado con ‘Codon Tree’ de BV-

BRC, mostrando las relaciones evolutivas con otras cepas de la familia Rhizobiaceae. 

 

En cuanto a los factores de virulencia y patogenicidad, en la Tabla 15 se muestran algunos 

genes implicados de manera directa o indirecta con diversas funciones, que abarcan desde 

procesos básicos de mantenimiento celular hasta rutas metabólicas especializadas. Se 

identificaron 34 genes potencialmente asociados con la virulencia de Shinella sp. Ar534. 

De estos, los genes kdsA, pyrB, glyA, aroC, aspC, leuA, leuC, hisF, divK, ilvC, dnaK, rpoA, 

purM, purF, acpXL, BMEI0066, ugpA, feuP, groEL, caiB, glnA y hfq también se 

encontraron en A. deltaense M8R5, mientras que los 12 genes restantes fueron exclusivos 

de Ar534. La clasificación de estos genes de acuerdo con su mecanismo de acción se 

presenta en la Tabla 6. Una parte de ellos se relaciona con el metabolismo de nucleótidos, 

como es el caso de purL, purN y purE, involucrados en la de biosíntesis de purinas, y de 

nrdH, que participa como proteína reductora en la activación de las ribonucleótido 

reductasas, necesarias para la síntesis de desoxirribonucleótidos. Este grupo de genes 

resulta esencial para sostener la replicación y el crecimiento bacteriano en ambientes 

limitados en nutrientes. Otro conjunto vinculado al metabolismo de aminoácidos, está 

representado por ilvD, que participa en la síntesis de aminoácidos de cadena ramificada, y 
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metH, responsable de la síntesis de metionina a partir de homocisteína mediante una 

reacción dependiente de cobalamina. Estas funciones permiten a la bacteria sintetizar estos 

aminoácidos de manera endógena, lo que favorece su supervivencia y proliferación dentro 

de un ambiente hostil. Asimismo, existen genes que cumplen un papel en la regulación y 

señalización, como exsA, que actúa como regulador transcripcional de sistemas de 

secreción tipo III, glnL codifica un sensor histidina-quinasa, componente de un sistema de 

señalización cuya función es percibir la disponibilidad de nitrógeno en el entorno y 

modular la expresión de genes asociados al metabolismo nitrogenado. El gen BMEII0923, 

está implicado en el transporte de solutos y la adaptación a ambientes intracelulares. De 

manera particular, tufA codifica el factor de elongación Tu, esencial para la traducción 

proteica, pero también con una función adicional como proteína de superficie con 

capacidad de adhesión a componentes del hospedero, lo que lo convierte en un ejemplo de 

proteína multifuncional. Por otro lado, eryB y eryC están asociados con la síntesis de 

desoxiazúcares, los cuales en otras bacterias forman parte de metabolitos secundarios como 

la eritromicina. En conjunto, la agrupación de estos genes muestra cómo procesos 

metabólicos esenciales, reguladores de secreción, proteínas multifuncionales y enzimas de 

biosíntesis secundaria pueden ser aprovechados como determinantes de virulencia indirecta, 

favoreciendo la supervivencia y persistencia bacteriana en condiciones adversas. 
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Figura 19. Genoma circular de Shinella sp. Ar534 con la distribución de subsistemas 

funcionales.  (A) Representación circular del genoma de Shinella sp. Ar534. Esta incluye, 

de anillos externos a internos, los CDS en la cadena directa, los CDS en la cadena inversa, 

los genes de ARN, el CDS con similitud con genes conocidos de resistencia a antibióticos, 

el CDS con similitud con factores de virulencia, los contigs ensamblados, el contenido de 

GC y la desviación de GC; (B) distribución de los subsistemas funcionales de Shinella sp. 
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Ar534. 

Tabla 14. Caracterización genómica de Shinella sp. Ar534 mediante BV-BRC. 

Características Total Fuente 

Tamaño del genoma 5,578,927 pb PATRIC 

Número de contigs 35 PATRIC 

Número de proteínas caracterizadas 5435 PATRIC 

Número de proteínas hipotéticas  1514 PATRIC 

Número de genes ARNr 3 PATRIC 

Número de genes ARNt  47 PATRIC 

Número de proteínas con anotación de vía 900 KEGG 

G + C % 63.25 % PATRIC 

N50 tamaño de contig (pb) 564,843 pb PATRIC 

Factores de virulencia 33 Victors 

Factores de virulencia 3 VFDB 

Factores de virulencia 1 PATRIC_VF 

Genes de resistencia a antibióticos 41 PATRIC 

Genes de resistencia a antibióticos 1 CARD 

Genes de resistencia a antibióticos 2 NDARO 

Genes transportadores 33 TCDB 

Genes diana de fármacos 5 DrugBank 

El análisis genómico de Shinella sp. Ar534 reveló la presencia de un plásmido, evidenciado 

por la detección del conjunto de genes de replicación repA–repC. Este plásmido, designado 

como pAr534 y localizado en el contig 14 según el análisis de replicones, presenta un 

tamaño de 117,427 pb y un contenido promedio de G+C del 59 %. Dichas características lo 

ubican dentro del rango de los plásmidos grandes y de baja copia, típicamente conjugativos 

(Hall et al., 2022). 

La comparación de pAr534 con la base de datos del NCBI mostró un 98.88 % de identidad 

y 99 % de cobertura con un plásmido de Shinella oryzae UPHL-collab-2, así como un 

98.85 % de identidad y 69 % de cobertura con el plásmido pZ25 de Shinella oryzae Z25 

(Figura 20). Estos resultados sugieren que el plásmido identificado en Shinella sp. Ar534 

probablemente corresponde a un replicón característico del género, dado que los plásmidos 

con mayor similitud tampoco presentan genes rol, típicos de los plásmidos inductores de 

raíces (pRi) de Agrobacterium. 
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El plásmido pAr534 contiene 118 secuencias codificantes (CDS), de las cuales fue posible 

asignar función a 59, mismas que se agruparon en nueve categorías funcionales (Tabla 16). 

Dentro del grupo denominado “replicación y mantenimiento plasmídico” se localizaron los 

genes repA, repB, repC y dinG; los tres primeros codifican proteínas esenciales para la 

iniciación y el control de la replicación plasmídica (Pinto et al., 2012), mientras que dinG 

participa en procesos de reparación del ADN (Voloshin et al., 2003). 

En el grupo de “reguladores transcripcionales” se identificaron diversos genes asociados a 

la regulación de rutas metabólicas y de respuesta celular. Por ejemplo, rhaS participa en la 

activación de operones relacionados con el catabolismo y transporte de L-ramnosa (Bhende 

y Egan, 2000), mientras que nanR y hcaR funcionan como represores de los genes 

involucrados en el metabolismo de ácidos siálicos (Horne et al., 2021) y de la ruta 

catabólica de ácidos fenilpropanoicos (Parke y Ornston, 2023), respectivamente. Otros 

reguladores destacados fueron gcvA, considerado el elemento central en la degradación de 

glicina (Urbanowski et al., 2000), y kstR2, que controla la expresión de genes implicados 

en la catabolización de esteroides como el colesterol (Casabon et al., 2013). Asimismo, 

pgrR regula la captación y degradación del peptidoglucano (Choi et al., 2016), en tanto que 

rpaR actúa como activador transcripcional dependiente de la señal de “quorum sensing” 

pC-HSL (Hirakawa et al., 2011). También se detectó la presencia de isrB, un sRNA 

regulatorio probablemente implicado en la modulación de genes de virulencia o estrés 

(Padalon et al., 2008), además de dmlR, un regulador tipo LysR que activa la expresión de 

dmlA, y nimR, cuya función se asocia a la respuesta al níquel (Ni²⁺) (Kidd et al., 2011; 

Lukas et al., 2010). 

Dentro del grupo de “resistencia y bombas de eflujo” se identificaron los genes emrA, emrB 

y abaF. Los dos primeros conforman un sistema de eflujo de multidroga responsable de la 

expulsión de diversos compuestos tóxicos fuera de la célula (Lomovskaya y Lewis, 1992). 

Asimismo, se identificó el gen abaF, el cual codifica una bomba de eflujo de la familia 

MFS recientemente caracterizada en Acinetobacter baumannii. Este gen se ha asociado con 

la resistencia a fosfomicina, así como con la formación de biopelículas y la virulencia 

(Sharma et al., 2016). 
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Dentro del grupo de genes relacionados con la motilidad, se identificó el gen fliY, el cual 

codifica una proteína de conmutación del motor flagelar. En Leptospira interrogans, este 

gen participa en la formación del anillo C del motor flagelar, estructura encargada de 

controlar la dirección de rotación de los flagelos (Liao et al., 2009). 

Por otro lado, en el grupo de “señalización e interacción planta-microorganismo” se 

localizó el gen IaaA, el cual desempeña un papel esencial en la ruta anaerobia de 

degradación del ácido indol-3-acético. Esta vía metabólica permite a la bacteria aprovechar 

dicho compuesto como fuente de energía y carbono en condiciones de ausencia de oxígeno 

(Laird et al., 2020). 

En el grupo denominado “transporte y captación de nutrientes” se identificaron los genes 

rbsA, rbsC, btuD, gsiA, ddpA, ddpC, zinT y ald. El gen rbsC codifica un componente 

hidrofóbico integral de membrana del sistema de transporte de ribosa, el cual forma parte 

del complejo de transporte junto con rbsA y la proteína periplásmica rbsB (Borroga et al., 

1996). El gen btuD corresponde a la subunidad dependiente de ATP del transportador de 

vitamina B₁₂ localizado en la membrana interna (de Veaux et al., 1986). En cuanto al gen 

gsiA, se ha descrito como inducible bajo condiciones de estrés nutricional, particularmente 

en la limitación de glucosa, aunque también responde a deficiencias de fosfato o nitrógeno 

(Mueller et al., 1992). 

Los genes ddpA y ddpC forman parte de un sistema de transporte de dipéptidos; cabe 

destacar que ddpA fue identificado en Dickeya solani como esencial para la supervivencia y 

colonización en raíces de Solanum tuberosum (papa) (Robic et al., 2023; Chen et al., 2022). 

Por su parte, el gen zinT codifica una proteína periplásmica unidora de zinc que actúa como 

un factor auxiliar en la adquisición de este metal bajo condiciones de deficiencia severa 

(Bhubhanil et al., 2014). De manera adicional, el gen ald participa tanto en el catabolismo 

como en el anabolismo de L-alanina, además de desempeñar un papel en la adaptación a la 

hipoxia y en la conversión de glioxilato en glicina (Jeong et al., 2013). 

En el último grupo, denominado “metabolismo y enzimas catabólicas”, se identificaron los 

genes gdh, fabG, acs, alsC, fucA, phaA, phaJ y gst. El gen gdh codifica la enzima glucosa 
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deshidrogenasa, la cual cataliza la oxidación de glucosa a ácido glucónico, contribuyendo a 

la solubilización de fosfatos en el suelo y, en consecuencia, mejorando la disponibilidad de 

fósforo para las plantas y favoreciendo su crecimiento (Naveed et al., 2014). El gen fabG 

corresponde a la 3-cetoacil-ACP reductasa, enzima que participa en la biosíntesis de ácidos 

grasos al catalizar el primer paso de reducción en cada ciclo de elongación de la cadena 

(Podkovyrov y Larson., 1996). 

Por su parte, el gen acs codifica la enzima acetil-CoA sintetasa (ACS), responsable de 

activar el acetato a acetil-CoA en una reacción irreversible dependiente de ATP, lo que 

permite a la bacteria asimilar acetato en bajas concentraciones como fuente de carbono y 

energía (Gimenez et al., 2003). El gen alsC codifica el componente transmembrana del 

transportador de D-allosa, necesario para la internalización de este azúcar en la célula (Kim 

et al., 1997). Asimismo, el gen fucA codifica la enzima L-fuculosa-1-fosfato aldolasa, que 

cataliza la escisión de la L-fuculosa-1-fosfato en dos metabolitos fundamentales para su 

incorporación al metabolismo central (Zhang et al., 2024). 

En cuanto a los genes phaA y phaJ, ambos son determinantes para la versatilidad 

metabólica bacteriana, ya que permiten la producción de polihidroxialcanoatos (PHA), 

polímeros con propiedades de bioplásticos, a partir de diversas fuentes de carbono. El gen 

phaA participa en el inicio de la síntesis (Kalia et al., 2007), mientras que phaJ redirige los 

intermediarios derivados de la degradación de ácidos grasos hacia la producción del 

biopolímero (Fiedler et al., 2002). Finalmente, el gen gst codifica la enzima glutatión S-

transferasa, la cual resulta esencial para la supervivencia en ambientes hostiles al facilitar la 

detoxificación de una amplia gama de compuestos dañinos y conferir resistencia frente a 

antibióticos (Allocati et al., 2009). 

Adicionalmente, en el genoma de Shinella sp. Ar534 se identificaron diversos genes de 

interés como los genes vir, nod, transposasas y otros implicados en el metabolismo de 

opinas, sin embargo, ninguno de estos genes se hallaba en el mismo contig que los genes de 

replicación plasmídica repA, repB y repC. Cabe destacar que, en plásmidos del género 

Agrobacterium, los genes rol (rolA, rolB, rolC, rolD) son característicos de los plásmidos 
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inductores de raíces (pRi) y juegan un papel central en la inducción del fenotipo “raíces 

pilosas” al modular la fisiología hormonal de la planta huésped. En el caso de Shinella sp. 

Ar534, no se detectaron genes rol en el conjunto de secuencias analizadas, lo que sugiere 

que, aun cuando existan genes nod o vir, este organismo no posee el aparato genético 

completo típico de los plásmidos pRi (Biswas et al., 2023). 

Por otra parte, la presencia de genes de nodulación (nod) podría respaldar la hipótesis de 

que Shinella sp. Ar534 actúe como promotora del crecimiento vegetal, al facilitar la 

formación de nódulos o simbiosis con leguminosas, similar a otros microorganismos 

benéficos (Alves et al., 2014).  

Tabla 15. Posibles genes de virulencia en Shinella sp. Ar534 identificados con BV-BRC. 

Gen Producto Mecanismo de acción 

BMEII0923 Proteína de unión al sustrato del transportador 

ABC de importación de espermidina/putrescina 

potD 

Regulación de sistemas de 

transporte 

ExsA Transportador ABC de eflujo, 

permeasa/proteína de unión a ATP mlr7818  

Regulación de sistemas de 

secreción 

Purl Subunidad sintetasa de la 

fosforribosilformilglicinamidina sintasa 

Síntesis de nucleótidos 

PurN Fosforribosilglicinamida formiltransferasa Síntesis de nucleótidos  

PurE N5-carboxiaminoimidazol ribonucleótido 

mutasa 

Síntesis de nucleótidos 

EryB D-eritritol 1-fosfato deshidrogenasa Biosíntesis de antibióticos 

EryC D-eritrulosa 1-fosfato 3-epimerasa Biosíntesis de antibióticos 

IlvD Dihidroxiácido deshidratasa Síntesis de aminoácidos 

Tufa Factor de elongación de traslación Tu Traducción y adhesión 

nrdH 

 

Proteína similar a glutaredoxina nrdH, 

necesaria para la reducción de la ribonucleótido 

reductasa de clase Ib 

Síntesis de nucleótidos 

GlnL Proteína reguladora de nitrógeno similar a PTS 

IIA, ptsN 

Regulación de sistemas de 

señalización 

MetH 5-metiltetrahidrofolato--homocisteína 

metiltransferasa 

Síntesis de aminoácidos 
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Tabla 16. Clasificación de genes presentes en pAr534. 

Clasificación No. de genes Nombre del gen 

Replicación y 

mantenimiento plasmídico  

4 (repA, B, C), dinG 

Reguladores 

transcripcionales 

10 rhaS, nanR, hcaR, gcvA, kstR2, pgrR, 

rpaR, isrB, dmlR, nimR 

Resistencia y bombas de 

eflujo 

3 emrA, emrB, abaF 

Motilidad 1 fliY 

Señalización e interacción 

planta-microbio 

1 IaaA 

Transporte y captación de 

nutrientes  

8 rbsA, rbsC, btuD, gsiA, ddpA, ddpC, zinT, 

ald 

Metabolismo y enzimas 

catabólicas 

8 gdh, fabG, acs, alsC, fucA, phaA, phaJ, gst 

Proteínas hipotéticas sin 

homología en ninguna 

base de datos 

59  

Total 118  
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Figura 20. Comparación genómica del plásmido pAr534 con UPHL-collab-2 plasmid y 

pZ25. Genes del plásmido pAr534 de Shinella sp. Ar534 mostrados en color rosa, 

comparados con “UPHL-collab-2 plasmid” (Biosample: SAMN36790893) de color verde y 

pZ25 (Biosample: SAMN20929830) de color azul. El ensamblaje se realizó utilizando la 

plataforma Proksee, empleando la base de datos de Prokka y herramientas complementarias 

de la plataforma BV-BRC. 

 

6.7 Ensayos de biocontrol in vitro 

Shinella sp. Ar534, tiene la capacidad para inducir rizogénesis pero carece de los genes de 

virulencia (genes rol), a diferencia de Agrobacterium deltaense M8R5, donde si fueron 

localizados en el plásmido pRiM8R5. Por lo que la cepa M8R5 fue seleccionada para los 

ensayos de antagonismo in vitro, empleando cepas Bacillus spp. y Pseudomonas 

fluorescens Q35 como agentes de biocontrol. 

Primero, se evaluó el efecto de Bacillus spp. y Pseudomonas fluorescens Q35 sobre el 

crecimiento de Agrobacterium deltaense M8R5 a los 2, 7 y 14 días de incubación a 25, 30 y 

35 °C. Un incremento en el crecimiento de las bacterias de biocontrol se observó entre los 2 

y 7 días; pero no entre los 7 y 14 días. En la Figura 21, se presenta el efecto de dichas cepas 

a los 7 días de incubación bajo las tres condiciones de temperatura evaluadas. En los 

ensayos, P. fluorescens Q35, Bacillus sp. Q37, Q38, Q39, Bacillus methylotrophicus 

FR4B12 y Bacillus sp. AG2.2, no inhibieron al patógeno, ni mostraron crecimiento por 

efecto de la temperatura. Solo Bacillus subtilis Q11 y Bacillus sp. PEu mostraron un 

incremento en el crecimiento, siendo más notable en Bacillus sp. PEu. 

La interacción de Bacillus subtilis Q11 vs Agrobacterium deltaense M8R5 mostró en el 

punto de intersección de la estría, una movilización orientada hacia su competidor A. 

deltaense M8R5. A medida que avanzó en dirección a la estría de A. deltaense, no se 

evidenció inhibición, sino una aparente migración hacia ella. Cabe destacar que, entre las 

tres temperaturas evaluadas, la movilización fue más evidente a 30 y 35 °C. 

Los patrones de migración observados sugieren que B. subtilis Q11 responde a la presencia 

de sustancias difusibles producidas por A. deltaense M8R5, de forma similar a lo reportado 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/SAMN36790893
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/SAMN20929830
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por Liu et al. (2018), quienes demostraron que metabolitos liberados por Streptomyces 

venezuelae, incluyendo cloranfenicol en concentraciones subinhibitorias, inducen motilidad 

deslizante (“sliding”) en B. subtilis. Sin embargo, en este estudio, la expansión de Bacillus 

hacia la colonia de A. deltaense podría reflejar un comportamiento de atracción o una 

respuesta de movilidad inducida por metabolitos difusibles, más que una simple evitación 

derivada de la competencia antibiótica. 

En contraste, Bacillus sp. PEu mostró una respuesta distinta. Su movilización hacia A. 

deltaense M8R5 fue menos pronunciada que la observada en B. subtilis Q11, detectándose 

únicamente un leve desplazamiento a los 7 días de incubación a 25 °C. Sin embargo, 

Bacillus sp. PEu presentó otro tipo de movimiento que no se dirigió hacia la estría de A. 

deltaense, sino hacia las zonas libres de crecimiento bacteriano. Este patrón sugiere un 

comportamiento asociado con dispersión colectiva o competencia por espacio, donde las 

células cooperan para expandirse y colonizar rápidamente la superficie disponible con el fin 

de monopolizar los recursos (Jautzus et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



71  

Agrobacterium deltaense M8R5 

 7 Días (25 °C) 7 Días (30 °C) 7 Días (35 °C) 

Pseudomonas fluorescens Q35 
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Bacillus sp. Q39 

   

Bacillus subtilis Q11 

   

Bacillus sp. PEu 

   

Bacillus methylotrophicus FR4B12 

   

Bacillus sp. AG2.2 
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Figura 21. Ensayos de antagonismo por estrías cruzadas contra Agrobacterium deltaense 

M8R5 tras 7 días a 25, 30 y 35 °C. Las cepas de biocontrol se estriaron horizontalmente, 

mientras que M8R5 se estrió verticalmente.  

 

En el ensayo de antagonismo contra Agrobacterium rhizogenes K599 (Figura 22), P. 

fluorescens Q35 y Bacillus sp. AG2.2 no presentaron ningún tipo de inhibición, mientras 

que Bacillus sp. Q37 y Bacillus sp. Q38 formaron halos inhibitorios en promedio de 10 y 8 

mm a los 25 y 30 °C. En el caso de Bacillus sp. Q39, presentó inhibición minina en el 

punto de cruce de las estrías y un incremento en el crecimiento a temperaturas 25 °C. 

Bacillus subtilis Q11 también presentó movilidad dirigida hacia A. rhizogenes K599 a 30 y 

35 °C; no obstante, esta respuesta fue más pronunciada en Bacillus sp. PEu, ya que mostró 

movilidad en las tres temperaturas evaluadas, siendo más evidente a 35 °C. Por su parte, 

Bacillus methylotrophicus FR4B12 exhibió movilidad dirigida hacia su competidor A. 

deltaense en todas las condiciones térmicas, con un efecto más notable a 35 °C.  

En conjunto, los resultados evidencian que Bacillus subtilis Q11 y Bacillus sp. PEu 

mostraron una mayor respuesta frente a Agrobacterium deltaense M8R5, principalmente 

mediante movilidad dirigida y competencia por espacio, con un efecto más notable a 30–35 

°C. No obstante, A. deltaense M8R5 no fue fácilmente inhibida, lo que evidencia una 

mayor resistencia en comparación con el control positivo A. rhizogenes K599.  
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Agrobacterium rhizogenes K599 

 7 Días (25 °C) 7 Días (30 °C) 7 Días (35 °C) 

Pseudomonas fluorescens Q35 

   

Bacillus sp. Q37 

   

Bacillus sp. Q38 

   

Bacillus sp. Q39 

   

Bacillus subtilis Q11 

   

Bacillus sp. PEu 

   

Bacillus methylotrophicus FR4B12 

   

Bacillus sp. AG2.2 

      

Figura 22. Confrontación bacteriana por estrías cruzadas de Agrobacterium rhizogenes 
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K599 tras 7 días a 25, 30 y 35 °C. Las cepas de biocontrol se estriaron horizontalmente, 

mientras que K599 se estrió verticalmente. 

 

6.8 Ensayos de inhibición con agroquímicos 

En la Figura 23, se muestra el efecto de Busan® 1129 sobre el crecimiento de A.  rhizogenes 

K599 y A. deltaense M8R5. Ambas cepas presentaron halos de inhibición a partir de la 

concentración más baja (0.01 %), con diámetros que aumentaron ligeramente conforme se 

incrementó la concentración del producto. Para A. rhizogenes K599, los diámetros de halo 

(DH) variaron de 7.5 mm a 9.5 mm entre 0.01 % y 2 %, mientras que A. deltaense M8R5 

mostró valores de 7 mm a 8 mm bajo las mismas condiciones. Los resultados sugieren que 

ambas cepas muestran una resistencia similar frente a las concentraciones evaluadas de 

Busan® 1129.  

En la Figura 24, empleando el producto FITO TSP®, se observó una inhibición notable en 

ambas cepas. En A. rhizogenes K599, los DH aumentaron progresivamente desde 12 mm 

(0.1 %) hasta 38 mm (1.5 %), mientras que en A. deltaense M8R5 se registraron halos de 9 

mm a 50 mm en el mismo rango de concentraciones. En este caso, la cepa A. deltaense 

M8R5 mostró mayor sensibilidad al producto, evidenciada por un incremento del halo de 

inhibición.  

En conjunto, los resultados sugieren que FITO TSP® presenta una actividad antimicrobiana 

superior a Busan® 1129 frente a las cepas evaluadas, y que A. deltaense M8R5 podría ser 

más susceptible a la acción de este tipo de compuestos. Sin embargo, esta diferencia no 

parece estar relacionada con la concentración del ingrediente activo, ya que ambos 

productos contienen la misma proporción de 2-(tiocianometiltio)benzotiazol (TCMTB, 

10%) y metiltiocianato (MTC, 10%), según las fichas técnicas públicas de los fabricantes. 

Por lo tanto, la mayor eficacia observada en FITO TSP® podría atribuirse a diferencias en la 

formulación, como la presencia de excipientes, agentes dispersantes o estabilizantes, así 

como a variaciones en la tecnología de formulación, factores que pueden influir en la 

liberación y estabilidad del compuesto activo durante la interacción con las bacterias. 
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 0.01 % 1 % 1.5 % 2% 

Agrobacterium rhizogenes 

K599 

 

DH: 7 mm 

 

DH: 8.6 mm 

 

DH: 9 mm 

 

DH: 13 mm 

Agrobacterium deltaense 

M8R5 

 

DH: 7 mm 

 

DH: 8 mm 

 

DH: 8 mm 

 

DH: 8 mm 

Figura 23. Sensibilidad de A. rhizogenes K599 y A. deltaense M8R5 a Busan® 1129. Se 

evaluó usando distintas concentraciones del producto (10 µL) incubadas a 32 °C por 72 h. 

DH: diámetro del halo de inhibición; diámetro del papel filtro = 7 mm. 

 

 0.1 % 0.5 % 1 % 1.5% 

Agrobacterium rhizogenes 

K599 

 

DH: 12 mm 

 

DH: 35 mm  

 

DH: 35.5 mm 
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Agrobacterium deltaense 

M8R5 
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DH: 48 mm 
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Figura 24. Sensibilidad de A. rhizogenes K599 y A. deltaense M8R5 a FITO TSP®. Se 

evaluó usando distintas concentraciones del producto (10 µL) incubadas a 32 °C por 72 h. 

DH: diámetro del halo de inhibición; diámetro del papel filtro = 7 mm. 
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7. DISCUSIÓN 
 

La identificación clásica de microorganismos fitopatógenos, basada en los postulados de 

Koch, establece que el agente causal de la enfermedad debe encontrarse consistentemente 

en plantas enfermas, debe aislarse de la planta afectada, e inducir la misma sintomatología 

al inocularse en una planta sana y recuperarse el agente patógeno nuevamente a partir de 

esta última. Este enfoque fue el punto de partida para evaluar cepas pertenecientes al 

género Agrobacterium como lo realizado por Riker et al en 1930, quienes las probaron no 

solo en las mismas especies de plantas de manzano donde fueron aisladas, sino también en 

Rosa setigera y Lonicera morrowiidonde donde también se observó rizogénesis. En las 

últimas décadas, Agrobacterium ha sido ampliamente utilizado como un vector biológico 

natural para la transferencia de genes, pues tiene la capacidad de infectar una amplia 

variedad de cultivos, incluyendo hortalizas, cereales, leguminosas, frutales e incluso 

algunas especies forestales y ornamentales (Zahid, 2020; Milošević et al., 2015). Si bien su 

uso ha permitido la generación de plantas genéticamente modificadas con múltiples fines 

desde la producción de metabolitos secundarios hasta la generación de plantas resistentes al 

estrés biótico y abiótico (Bagal et al., 2023), no debe desestimarse que sigue siendo un 

agente patógeno, que aunque no se encuentra causando enfermedades de manera extensiva 

en regiones, si es capaz de provocar pérdidas económicas considerables en los invernaderos 

donde se ha encontrado, por lo que requiere de atención para su manejo como patógeno re-

emergente (Bosmans et al., 2017).  

El uso de medios de cultivo selectivos y pruebas bioquímicas siguen siendo los métodos 

tradicionales empleados para la identificación de cepas de Agrobacterium. Las cuales 

detectan diversas características fisiológicas, incluyendo la reducción de iones de telurito de 

potasio, la producción de 3-cetolactosa, la capacidad de crecimiento a pH 11 y en presencia 

de compuestos tóxicos, así como la utilización de fuentes de carbono alternativas, como el 

eritritol, entre otras (Vishnubhotla et al., 2025; Laxmi et al., 2018). En esta investigación, 

se empleó la tinción de Gram como herramienta preliminar de escrutinio y selección. A 

pesar de su carácter general, resultó ser una estrategia eficaz en la etapa inicial del proceso 

de identificación, ya que permitió descartar aproximadamente el 60 % de los aislados que 
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no cumplían con el criterio. Posteriormente, el empleo de los medios de cultivo MG+Te y 

MacConkey (Nguyen, 2017) permitió afinar la selección de aislados, descartando cerca del 

74 % de los aislados remanentes. Esta fase constituyó un punto clave en la discriminación y 

selección de las cepas. Otros medios empleados, como el medio Hofer y el medio Kligler 

hierro, no contribuyeron significativamente a la reducción del número de aislados; sin 

embargo, proporcionaron información valiosa sobre su capacidad de adaptación a 

condiciones de pH alcalino, la producción de ácidos y su habilidad para fermentar lactosa u 

otras fuentes de carbono. Otra prueba empleada fue la producción de 3-cetolactosa, 

comúnmente utilizada en la identificación de cepas del género Agrobacterium. Esta prueba 

fue positiva para la cepa M8R5.  No obstante, fue negativa para M15R5, las cuales 

posteriormente fueron identificadas genéticamente como Agrobacterium, lo que evidencia 

que este tipo de pruebas bioquímicas y medios selectivos, no siempre son concluyentes ni 

totalmente confiables para una identificación taxonómica precisa. Esta limitación también 

se debe a que otros géneros como Asticcacaulis, Sinorhizobium, Rhizobium y Shinella, han 

adquirido la capacidad de crecer y tolerar las condiciones impuestas por estos medios, lo 

cual es el resultado de una adaptación a las condiciones adversas ambientales donde crecen 

(Kehlet-Delgado et al., 2024; Muntyan et al., 2021). 

En la secuenciación parcial del gen 16S rRNA, M8R5 y M15R5 fueron identificados 

aislados bacterianos que no mostraron relación con la familia Rhizobiaceae, como fue el 

caso de la cepa 1M7A3, identificada como perteneciente al género Asticcacaulis. Sin 

embargo, esta cepa comparte con M8R5, M6A13, M15R5 y Ar534 la pertenencia a la clase 

Alphaproteobacteria. Dentro de este grupo se han reportado bacterias de géneros como 

Rhizobium, Sinorhizobium y Ochrobactrum con capacidad para inducir rizogenesis en 

plántulas de pepino en ensayos in vitro, atribuido a la adquisición del plásmido pRi por 

transferencia horizontal (Weller et al., 2006). Debido a ello, resultó necesaria la realización 

de pruebas de patogenicidad en plantas modelo, entre las cuales frijol y tomate han sido 

ampliamente utilizadas por diversos autores para evaluar la capacidad de inducción de 

rizogénesis (Ho-Plágaro et al., 2018; Nanjareddy et al., 2017). En frijol, la cepa 

Agrobacterium M8R5 mostró la mayor capacidad de rizogénesis, con un número de raíces 
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adventicias comparable a A. rhizogenes K599 y significativamente superior a las demás 

cepas, donde Asticcacaulis IM7A3 fue la que presentó la menor inducción. Este resultado 

es consistente, considerando que no se han documentado previamente bacterias del género 

Asticcacaulis con la capacidad de inducir rizogénesis. IM7A3 solo produjo raíces 

adventicias más largas que las otras cepas; sin embargo, su número fue comparable al 

control negativo, por lo que fue descartada como posible inductora de rizogénesis en frijol. 

En contraste, la cepa Ar534 promovió raíces adventicias de gran longitud, similares a las 

observadas con K599, por lo que fue considerada como una cepa con potencial rizogénico, 

junto con M8R5, que destacó por inducir un mayor número de raíces, aunque de menor 

longitud. La longitud de la raíz principal en las plantas de frijol aumentó en aquellas 

tratadas con cepas que además promovieron un mayor número de raíces adventicias, como 

M8R5 y K599. Esto sugiere un efecto sistémico de la bacteria sobre el desarrollo de la 

planta, ya que la inoculación fue realizada en los cotiledones. Adicionalmente, la altura de 

la planta se vio reducida con M8R5, presentando una menor altura de la parte aérea de la 

planta. Este efecto podría atribuirse a una redistribución del crecimiento celular, 

priorizando el desarrollo del sistema radicular sobre el crecimiento vegetativo aéreo, 

fenómeno que ha sido descrito previamente como parte de los síntomas característicos de la 

enfermedad (Bosmans et al., 2017). 

En los ensayos de patogenicidad de tomate, la cepa K599, reportada principalmente como 

patógeno de dicotiledóneas (Valdes-Franco et al., 2016), indujo un bajo número de raíces 

(2 raíces por planta) y una escasa cobertura de pelos radicales (15.74 %), lo que concuerda 

con su especificidad de hospedero previamente documentada. Por otro lado, Ar534 y 

M6A13, indujeron el mayor número de raíces (10 raíces por planta), lo que sugiere una 

mayor afinidad o compatibilidad, posiblemente debido a su aislamiento de tomate. Esta 

respuesta también se refleja en el porcentaje de área radicular, particularmente en Ar534 

(37.95 %), indicando una estimulación considerable del desarrollo de pelos radicales, lo 

cual sugiere que la cepa Ar534 del género Shinella, podría poseer genes relacionados con la 

inducción de raíces o mecanismos alternativos como la producción de fitohormonas que 

favorecen esta respuesta. Un caso particular fue la cepa M8R5, que no generó el mayor 
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número de raíces (5 raíces por planta), pero presentó el valor más alto de cobertura 

radicular (57.27 %). Esto sugiere una alta producción de pelos radiculares, una alteración 

en la arquitectura de la raíz que podría explicar la fuerte adhesión observada entre las raíces 

enfermas, en concordancia con lo reportado por Qutaiba en plántulas de Capsicum annuum 

inoculadas con A. rhizogenes (Qutaiba, 2020). 

El análisis genómico de M8R5 reveló que, en los genes asociados al metabolismo central y 

al mantenimiento celular, existen varios implicados en mecanismos de resistencia y 

persistencia frente a estreses bióticos, abióticos y ambientales. Estos genes han sido 

previamente relacionados con factores de virulencia, ya que permiten a la bacteria 

responder eficazmente a condiciones adversas, como la limitación de nutrientes y el 

ambiente hostil que representa la planta hospedera (Chen et al., 2024; Hu y Cronan, 2020; 

Martínez-Guitián et al., 2019; Feng et al., 2018). 

Particularmente, en Agrobacterium deltaense M8R5 se identificó el plásmido pRiM8R5 

que no solo contenía genes clave para el establecimiento de la infección, la transferencia de 

material genético y su integración en el ADN de la planta, tales como los genes vir, rol, tra, 

trb, tzs y diversas enzimas transposasas, sino que también albergaba genes típicamente 

cromosómicos, como purR, yraA, nagR, edd, bioF, rdpA, ghrB, odh, addA, recB, mmuM y 

dnaK. Estos genes están asociados con el metabolismo y el mantenimiento celular, por lo 

que su presencia en un plásmido sugiere una posible capacidad de replicación y 

funcionamiento parcialmente autónomo (Li et al., 2025; Badrinarayanan et al., 2017; 

Valizadeh et al., 2017). Este plásmido mostró además variabilidad genética en comparación 

con los plásmidos pRiO132 y pRiNCPPB1855, los cuales han sido reportados como 

variantes del tipo Ri que presentan diferencias estructurales y funcionales relevantes 

respecto a otros plásmidos previamente caracterizados. Esta combinación de elementos 

génicos sugiere que se trata de un posible nuevo plásmido Ri, con un mosaico genético que 

podría haber surgido por eventos de recombinación o transferencia horizontal. Esta 

particular configuración genética merece especial atención, ya que podría contribuir a la 

emergencia de cepas con mayor capacidad infecciosa, representando un riesgo potencial 

como fitopatógenos reemergentes (Warabieda et al., 2023; Hooykaas y Hooykaas, 2021) 
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El análisis genómico de Shinella sp. Ar534 reveló la presencia de un plásmido de 117,427 

pb, identificado como pAr534, el cual mostró una alta similitud genética (99 % de 

cobertura) con el plásmido de Shinella oryzae UPHL-collab-2. Esto sugiere que podría 

tratarse de un plásmido característico del género Shinella, cuyas especies han sido 

reportadas como bacterias promotoras del crecimiento vegetal (Alves et al., 2014). 

Asimismo, cabe destacar que, dentro del genoma completo de Shinella sp. Ar534, el 

hallazgo de genes vir, nod, transposasas y genes asociados al metabolismo de opinas indica 

la presencia de elementos genéticos potencialmente involucrados en interacciones planta-

microorganismo y en la adaptación a entornos variables (Lin et al., 2008). Sin embargo, la 

ausencia de su co-localización con repABC y la carencia de genes rol, característicos de los 

plásmidos inductores de raíces (pRi), refuerzan la conclusión de que pAr534 no posee 

determinantes asociados a patogenicidad vegetal, sino que probablemente cumple funciones 

metabólicas, adaptativas y de competencia ecológica (Moriguchi et al., 2001).  

De manera consistente con estudios en Shinella aisladas de ambientes contaminados, el 

repertorio genómico de Ar534 incluye genes relacionados con la resistencia a metales y una 

amplia gama de rutas degradativas, lo que sugiere un notable potencial para aplicaciones de 

biorremediación (Liu et al., 2024; Qiu et al., 2016). Si bien estas características 

incrementan su robustez como candidato para procesos biotecnológicos, también plantean 

preocupaciones sobre la liberación ambiental de cepas portadoras de genes de resistencia, 

por lo que resulta imprescindible evaluar su capacidad de transferencia horizontal 

(conjugación) y establecer medidas de contención y bioseguridad antes de cualquier 

aplicación a campo. 

En cuanto a los ensayos de biocontrol in vitro, Bacillus subtilis Q11 y Bacillus sp. PEu 

mostraron una mayor actividad de movilidad dirigida y competencia por espacio frente a 

Agrobacterium deltaense M8R5. Este comportamiento podría estar asociado con la 

exposición a concentraciones subinhibitorias de antibióticos o moléculas que interfieren 

con la traducción de proteínas, las cuales inducen en B. subtilis la activación de la motilidad 

deslizante. Este mecanismo constituye una estrategia adaptativa que le permite reubicarse 

rápidamente para evitar zonas con concentraciones inhibitorias de antibióticos y mantener 
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su crecimiento. Así, en lugar de detener su metabolismo ante el estrés traduccional, B. 

subtilis responde promoviendo una movilidad dependiente del crecimiento, lo que le 

confiere una ventaja competitiva frente a otras bacterias y podría contribuir a su eficacia 

como agente de biocontrol (Liu et al., 2018).  

El efecto de movilidad fue más evidente a 30–35 °C, rango que coincide con la temperatura 

óptima de crecimiento reportada para bacterias del género Bacillus. Estas condiciones 

favorecen tanto su desarrollo como su capacidad competitiva frente a otras bacterias, ya que 

la temperatura influye directamente en la síntesis y el perfil de metabolitos antimicrobianos 

y compuestos volátiles producidos por la célula, los cuales son determinantes en su 

actividad antagonista (Ohno et al., 1995). 

Agrobacterium deltaense M8R5 no fue inhibida en los ensayos de biocontrol in vitro, lo 

que sugiere que presenta una mayor resistencia en comparación con el control positivo A. 

rhizogenes K599. Este comportamiento coincide con los resultados obtenidos en los 

ensayos con antibióticos, donde M8R5 también mostró una menor sensibilidad. Dichas 

diferencias podrían estar asociadas con variaciones genéticas, mecanismos de tolerancia al 

estrés o una regulación diferencial de bombas de eflujo que limitan la acción de compuestos 

antimicrobianos. Estos factores podrían conferirle una ventaja adaptativa frente a 

compuestos antimicrobianos producidos por otras bacterias del entorno. En conjunto, la 

respuesta observada dependió tanto de la especie como de la temperatura, resaltando el 

potencial de B. subtilis Q11 y Bacillus sp. PEu como agentes de biocontrol bajo 

condiciones térmicas favorables, particularmente a temperaturas elevadas que promueven 

su crecimiento y producción de metabolitos antagonistas. 

En los ensayos de control químico, FITO TSP® presentó mayor actividad antimicrobiana 

que Busan® 1129, siendo A. deltaense M8R5 más susceptible a la acción de FITO TSP®, 

diferencia que podría estar relacionada con variaciones en la tecnología de formulación, ya 

que se tratan de productos con el mismo principio activo. Los productores agrícolas señalan 

que la eficacia de Busan® 1129 ha disminuido con el tiempo, lo que los llevó a recurrir a 

FITO TSP®. Este sugiere la posible aparición de resistencia bacteriana, respaldada por el 
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análisis genético de la cepa M8R5, que evidenció la presencia de múltiples genes 

relacionados con adaptación ambiental y factores de virulencia, indicando un elevado 

potencial de supervivencia y tolerancia frente a agentes antimicrobianos. 

Por otra parte, aunque FITO TSP® representa una solución rápida y eficaz para el manejo 

de A. deltaense M8R5 en la actualidad, no se debe perder de vista el impacto ambiental y 

sanitario que el uso de este tipo de productos puede generar, tanto sobre los ecosistemas 

como sobre la salud de los trabajadores en los cultivos agrícolas (Braun et al., 2006; 

Nawrocki et al., 2005). Esto resalta la importancia de evaluar alternativas de manejo 

integrado que combinen eficacia y seguridad ambiental, evitando la dependencia exclusiva 

de compuestos químicos que podrían favorecer la aparición de cepas resistentes. 
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8. CONCLUSIONES 

 

 

1. El uso combinado de diversos medios de cultivo semiselectivos, pruebas 

bioquímicas y modelos de patogenicidad en plantas, constituyó una estrategia 

valiosa para el escrutinio inicial de aislados de Agrobacterium 

2. La secuenciación del gen ARNr 16S, junto con el análisis genómico, permitió 

identificar a Agrobacterium deltaense M8R5 como el probable agente causal, 

conteniendo un plásmido (pRiM8R5) con genes de patogenicidad y virulencia 

característicos de los plásmidos Ri de Rhizobium rhizogenes.  

3. El plásmido pRiM8R5, también alberga genes relacionados con el metabolismo, la 

respuesta al estrés y el mantenimiento celular, lo que sugiere un nuevo plásmido Ri  

cuya carga genética podría favorecer no solo su capacidad patogénica si no también 

la adaptación bacteriana a diferentes entornos, contribuyendo así a la re-emergencia 

de nuevas cepas patógenas. 

4. El análisis genómico de Shinella sp. Ar534, reveló que no posee genes de 

virulencia, por lo que su capacidad para inducir rizogénesis pudo deberse a la 

producción de hormonas, característico de las bacterias promotoras del crecimiento 

vegetal. Su genoma, contiene además genes de resistencia a metales, antibióticos y 

rutas de degradación, evidenciando su tolerancia al estrés y el potencial 

biotecnológico para su uso en la biorremediación. 

5. Los ensayos de biocontrol in vitro de Bacillus subtilis Q11 y Bacillus sp. PEu contra 

contra A. deltaense M8R5, mostraron actividad antagónica por competencia, con 

mayor eficacia a 30 y 35 °C.  

6. El control químico de Agrobacterium con FITO TSP® mostró mayor eficacia que 

Busan® 1129, probablemente por diferencias en su formulación. Sin embargo, el 

uso continuo de estos productos podría favorecer la aparición de resistencia 

bacteriana. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

Los resultados obtenidos en esta investigación abren la posibilidad de profundizar en el 

conocimiento de la enfermedad “raíces pilosas” desde una perspectiva genómica, ecológica 

y biotecnológica. La identificación de Agrobacterium deltaense M8R5 como un agente 

asociado a la enfermedad “raíces pilosas” en tomate, constituye una evidencia relevante que 

amplía el espectro de especies del género Agrobacterium implicadas en esta patología. Sin 

embargo, es necesario realizar estudios complementarios que permitan profundizar sobre 

los genes presentes tanto en el cromosoma como en los plásmidos de la cepa M8R5, ya que 

podrían encontrarse otros genes involucrados en la patogenicidad, transferencia horizontal 

y resistencia a factores ambientales. Este análisis permitiría entender con mayor precisión 

su mecanismo de acción, adaptación al ambiente e interacción con otros microorganismos 

de la rizósfera. 

El aislamiento de Shinella sp. Ar534, portadora de un plásmido con características no 

patogénicas, plantea una oportunidad para explorar su posible papel simbiótico o su 

potencial como promotor del crecimiento vegetal. Además, podría representar una 

alternativa ecológica debido a su posible función biotecnológica en el tratamiento de aguas 

residuales, la remediación de suelos contaminados con metales pesados o residuos de 

agroquímicos, considerando los genes asociados al metabolismo de diversos compuestos y 

a la tolerancia a condiciones de estrés abiótico detectados en su genoma.  

En cuanto al biocontrol, se recomienda continuar con ensayos in vitro e in vivo con cepas 

de Bacillus Q11 y PEu para validar su eficacia. Además, el estudio de sus metabolitos 

secundarios, péptidos antimicrobianos y compuestos volátiles frente a A. deltaense M8R5 

podría revelar rutas metabólicas clave y contribuir al desarrollo de bioformulados con 

acción antagonista más específica.  

Por otra parte, el análisis metagenómico del microbioma rizosférico en plantas sanas y 

enfermas permitiría establecer correlaciones entre la composición microbiana y la 

incidencia de la enfermedad, aportando información valiosa para el desarrollo de 
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consorcios microbianos con efecto antagónico y la implementación de estrategias 

sostenibles de manejo sanitario en sistemas agrícolas bajo invernadero. 
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