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Resumen

Sclerotium rolfsii es un hongo fitopatogeno que infecta una amplia variedad de culti-
vos de importancia agricola, entre ellos, el jitomate. Sclerotium rolfsii es el agente causal
del “tizén surefio”, enfermedad que ocasiona una podredumbre blanda que rodea el ta-
llo y se extiende hasta la raiz. Causa grandes pérdidas en el cultivo de jitomate, donde
México es uno de los principales productores a escala mundial. La caracteristica princi-
pal de S. rolfsii es la produccion de esclerocios, que son estructuras de resistencia que le
permiten diseminarse ademas de protegerlo de condiciones climaticas adversas. Una de
las alternativas para el manejo sostenible de este hongo, es la aplicacién de agentes de
control bioldgico que inhiban su crecimiento, asi como la produccién de esclerocios. Este
mecanismo de control puede estar dado por la accién de bacterias promotoras de creci-
miento vegetal, que ademads de controlar los aspectos mencionados del hongo, promuevan
el crecimiento y bienestar de la planta. Estas bacterias pueden ser aplicadas de manera
individual o en conjunto formando comunidades sintéticas conocidas como consorcios.

El proyecto de tesis consisti6 en la identificaciéon bioquimica y molecular de aislados
de Pseudomonas spp. Se investigd la capacidad antagénica de consorcios formados por
los aislados bacterianos para inhibir, la germinacidn, el crecimiento micelial, asi como
la produccion de los esclerocios de S. rolfsii, asi mismo, se analiz su capacidad para
bio-proteger plantas de jitomate.

Las bacterias utilizadas producen distintos metabolitos con actividad antiftingica asi
como promotores del crecimiento vegetal. Se disefiaron cuatro consorcios: CS1, CS2, CS3
y CS4. Se determind el efecto antagénico de los consorcios contra dos cepas de S. rolfsii,
AHE y HAA, se encontr6 que los consorcios inhiben el crecimiento micelial para ambas
cepas, ademads inhiben la produccion de esclerocios al comparar con el control. Respecto
a la eficacia de biocontrol de los consorcios seleccionados sobre S. rolfsii (AHE y HAA)
en planta de jitomate, se encontr6 que, CS3 tiene (32.30 y 8 %, respectivamente) y CS4

(41.30 y 25 %, respectivamente). En cuanto al efecto de promocidn del crecimiento vege-



v

tal, el consorcio CS4 aument6 el crecimiento aéreo y longitud de la raiz (Kruskal-Wallis,
p = 0,05). De acuerdo con los resultados, los consorcios CS3 y CS4 tienen potencial
para biocontrol de S. rolfsii en cultivos de jitomate. Mientras que el CS4, ademads de ac-
cién fungicida, presenté efecto biofertilizante, por lo que ambos podrian considerarse una

alternativa para el tratamiento del tizon surefio.

Palabras clave: Sclerotium, consorcios bacterianos, fitopatdgeno, compuestos volatiles,

metabolitos antifungicos.



Abstract

Sclerotium rolfsii is a phytopathogenic fungus that infects a wide variety of agri-
culturally important crops, including tomatoes. Sclerotium rolfsii is the causal agent of
“southern blight”, a disease that causes a soft rot surrounding the stem and extending to
the root. It results in significant losses for tomato crops, in which Mexico is one of the
principal producers a global scale. The main characteristic of S. rolfsii is its production of
sclerotia, resistance structures that enable the organism to spread and protect it from ad-
verse weather conditions. One alternative for the sustainable management of this fungus
is the aplication of biological control agents that inhibit its growth and the production of
sclerotia. This control mechanism can occur through the action of plant growth-promoting
bacteria, which not only manage the aforementioned aspects of the fungus, but also en-
hance the growth and well-being of the plant. These bacteria can be applied individually
or as a group forming synthetic communities known as consortia.

The thesis project consisted of the biochemical and molecular identification of iso-
lates of Pseudomonas spp. We examined their ability to antagonize consortia formed by
bacterial isolates inhibiting germination, mycelial growth, and the production of S. rolfsii
sclerotia. Additionally, we analyzed their capacity to bioprotect tomato plants.

The bacteria used produce different metabolites with antifungal activity as well as
plant growth promoters. Four consortia were designed: CS1, CS2, CS3 and CS4. The
antagonistic effect of the consortia against two strains of S. rolfsii, AHE and HAA, was
determined. It was found that the consortia inhibit mycelial growth for both strains and
reduce the production of sclerotia compared to the control. Regarding the biocontrol ef-
ficacy of the consortia on S. rolfsii in tomato plants, it was found that CS3 exhibited
32.30 % and 8 %, respectively, and CS4 showed 41.30 % and 25 %, respectively. In rela-
tion to the effect of promoting plant growth, the CS4 consortium increased aerial growth
and root length (p = 0.05 Kruskal-Wallis test). According to the results, the CS3 and CS4

consortia have potential for biocontrol of S. rolfsii in tomato crops. Additionally, CS4
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exhibited not only fungicidal action, but also a biofertilizer effect, making both consortia

viable for treating southern blight.

Keywords: Sclerotium, bacterial consortia, phytopathogen, volatile compounds, anti-

fungal metabolites.
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Capitulo 1

Introduccion

Existe una gran variedad de microorganismos capaces de infectar a las plantas entre
ellos bacterias, hongos, virus y nematodos que provocan grandes pérdidas o dafios en los
cultivos agricolas [1]. Se estima que alrededor del mundo se pierden entre el 20 a 30 %
de dichos cultivos debido a las plagas y patogenos [2], de estas pérdidas alrededor del
16 % es atribuido a enfermedades microbianas de las cuales del 70 a 80 % son causadas
por hongos [3]. Sclerotium rolfsii es un basidiomiceto saprofito, polifago, ubicuo, capaz de
infectar a mas de 600 especies de plantas de unas 100 familias botanicas [4-6]. Este hongo
provoca marchitamiento de pldntulas, pudricion de tallo y raiz [7] ademas del tizon del
sur, en una amplia variedad de cultivos horticolas y agricolas [8] que incluyen el jitomate
(Solanum lycopersicum L.), pepino (Cucumis sativus), berenjena (Solanum melongena),
maiz (Zea mays), soya (Glycine max), frijol (Phaseolus vulgaris L.) y sandia (Citrullus

lanatus), entre otros [5].

Sclerotium rolfsii es capaz de desarrollar estructuras de resistencia llamadas escle-
rocios. Estas estructuras son redondeadas de color blanco cuando estdn inmaduros y de
color café oscuro en la etapa madura [5]. Gracias a estas estructuras este fitopatdgeno
sobrevive, en el suelo, en el invierno por varios afios en materia en descomposicion que
eventualmente germina y ataca a la planta huésped [4, 8], los esclerocios también juegan

un papel fundamental en la propagacién de este hongo porque, ademads de dispersarse por

1
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factores ambientales, como viento y lluvia, pueden adherirse a los zapatos, herramientas

y llantas de vehiculos o maquinaria.

Durante la biogénesis del esclerocio en S. rolfsii se distinguen tres subestados: ini-
cio, desarrollo y maduracion. En la fase de desarrollo y principalmente en la maduracion
se forman en la superficie del esclerocio gotas de exudado. El recubrimiento de los es-
clerocios maduros estd constituido por una corteza pigmentada con melanina ademads de
células necrozadas [9]. Este pigmento realiza una funcién crucial en la supervivencia de
los esclerocios al otorgarles resistencia a condiciones climaticas adversas, ademas, se ha
establecido que la morfogénesis del esclerocio es inducida por estrés oxidativo [9]. La
melanina fungica no solo mejora las capacidades competitivas y de supervivencia contra
entornos hostiles o a la degradacién microbiana también juega un papel en la patogenici-

dad de ciertas especies de hongos [10].

El control en campo de S. rolfsii es realizado con tratamientos quimicos, boténicos,
bioldgicos y fisicos [5]. A nivel comercial existe una amplia variedad de fungicidas quimi-
cos que inhiben la germinacidn de los esclerocios o el crecimiento micelial, pero se nece-
sitan grandes cantidades de productos y su eficacia puede variar dependiendo del cultivo e
incluso de la temporada [11]. Los efectos nocivos tanto sobre el medio ambiente como en
la salud del ser humano son otro de los aspectos a considerar con el uso de tratamientos,
ademds no son especificos y por lo tanto pueden destruir todo tipo de microorganismos
incluso aquellos que tienen un beneficio para la planta huésped [12]. El desarrollo de al-
ternativas seguras y ecologicas es cada vez de mayor importancia, una de estas opciones
con mayor potencial para el manejo de los hongos fitopatdgenos es la aplicacion de bacte-
rias antagonistas como agentes de control biologico (BCA). Los principales mecanismos
exhibidos por las BCA comprenden la competencia por nutrientes y espacio, la inhibi-
cion a través de la produccion de sideréforos, enzimas hidroliticas, compuestos volatiles,

antibioticos, la induccion de resistencia y la formacion de biopeliculas [13].

Pseudomonas spp. es un género de bacterias Gram negativas considerado como un



agente de control bioldgico y una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal (PGPR).
Este tipo de bacterias son benéficas para las plantas y tienen el potencial de utilizarse
como bioinoculantes/BCA para proteger los cultivos de patégenos transmitidos por el
suelo [14]. Las PGPR reducen las enfermedades en las plantas mediante la produccién
de antibidticos y sider6foros e induccion de resistencia sistémica [15]. Distintas cepas
de Pseudomonas spp. han sido estudiadas y utilizadas como agentes de biocontrol desde
hace varias décadas y se ha observado que estas inhiben directamente el crecimiento de
una amplia variedad de patégenos en condiciones de campo y de laboratorio [16]. La
capacidad de reduccion de patégenos por Pseudomonas spp. se debe principalmente a su

habilidad para sintetizar una amplia gama de metabolitos con actividad antibidtica.

Por otro lado, la capacidad de estas bacterias para promover el crecimiento vegetal
se debe a la produccion de fitohormonas, fosfatasas, 1-aminociclopropano-1-carboxilato
(ACC) desaminasa asi como sider6foros [17]. Varias investigaciones sugieren que algu-
nas cepas de Pseudomonas spp. son capaces de inhibir el crecimiento de S. rolfsii en
condiciones de laboratorio, por ejemplo, en un estudio en donde evaluaron la capacidad
antagodnica de varias cepas de Pseudomonas spp. aisladas de la rizosfera de plantas de jito-
mate y pimiento contra tres fitopatégenos incluido S. rolfsii encontraron que la cepa PCI2
ademds de mostrar actividad antagénica contra los fitopatdgenos mejord el crecimiento
del sistema radicular del tomate y se mostré prometedora para controlar el marchitamien-

to producido por S. rolfsii [18].

En la actualidad una manera de hacer mas eficiente la produccion de un compuesto
especifico es el uso de los consorcios microbianos que pueden estar formados por cepas
de dos o més especies [19]. Una de las ventajas que presenta el empleo de los consorcios
microbianos es que estos pueden ampliar el espectro de los sustratos, ademds se optimi-
zan los procesos debido a la cooperacién porque se ejecutan multiples tareas de manera

simultinea lo que puede reducir la carga metabdlica en las cepas [20].

Una de las principales hortalizas de gran interés econémico es el jitomate (Solanum
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lycopersicum L.), es el segundo cultivo mds importante detrds de la papa (Solanum tube-
rosum) [21]. México es considerado el centro de domesticacion de esta planta y es uno de
los principales productores en el mundo, ocupa el lugar nimero 8 (SIAP, 2023) y contri-
buye con el 2 % de la produccién mundial. Querétaro se encuentra entre los cuatro Estados
que obtienen mayores rendimientos en cuanto a su cosecha, ocupa la posiciéon nimero 12

de los lideres productores en el pais segtin datos de SIAP.

El cultivo de jitomate es altamente susceptible a distintos hongos fitopatégenos entre
ellos S. rolfsii que es capaz de devastar hectireas completas de cultivo. Este hongo emerge
del suelo para infectar la region del cuello de la planta donde se perciben lesiones en el
tallo o cerca de linea del suelo. Estas heridas se desarrollan rdpidamente rodeando el tallo
lo que provoca un marchitamiento repentino y permanente de la planta [22]. En el estado
de Jalisco la pudricidn surefia ataca sobre todo en las primeras etapas de la planta llegando

a causar pérdidas de hasta el 80 % de las mismas [23].

Es por ello que investigar los mecanismos antagonicos ejercidos por consorcios de
Pseudomonas spp. para inhibir el crecimiento del hongo y la germinacion de esclerocios
permitird una mejor comprension del uso de estas bacterias con un efecto bioprotector,
para el manejo sostenible de la enfermedad tizén del sur en jitomate (Solanum lycoper-
sicum L.). El objetivo de este Trabajo es determinar la capacidad antagénica de distintos
aislados de Pseudomonas spp. de manera individual, determinar su perfil bioquimico que
las catalogue como bacterias promotoras de crecimiento vegetal, establecer consorcios
microbianos que potencien su efecto y determinar su posible proteccion de plintulas de

jitomate contra este patégeno.



Capitulo 2

Antecedentes

2.1 Cultivo de Jitomate en Meéxico

A nivel mundial el jitomate es una de las hortalizas mds cultivadas y con mayor valor
econdmico, su produccién estd valorada en 88 mil millones de ddlares, ademds es uno
de los ingredientes culinarios mas utilizados y una fuente importante de carotenoides
como tocoferoles, S-caroteno y licopeno indispensables para una dieta saludable [24].
Meéxico es uno de los principales productores de jitomate ocupa el octavo lugar en el
ranking mundial de productores y provee el 24.7 % de la demanda global, el principal
importador es Estados Unidos donde México abastece con un promedio de un millén 600
mil toneladas anuales desde 2015 [25]. En 2023 los Estados con mayor produccion de

este cultivo fueron Sinaloa, San Luis Potosi y Michoacén (Figura 1).

Un factor limitante en el cultivo del jitomate son las enfermedades flingicas transmi-
tidas por el suelo, algunas de las mds comunes son: la marchitez causada por Fusarium,
(F: oxysporum f.sp. lycopersici), podredumbre blanca (Sclerotinia sclerotiorum), marchi-
tez causada por Verticillium (V. dahliae), podredumbre gris (Botrytis cinerea), el tizon
temprano (Alternaria alternata), tizén surefio (S. rolfsii) y tizon tardio (Phytophthora in-

festans), entre otras [23].
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Produccion de jitomate en México 2023
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Figura 1: Produccién de toneladas de jitomate en cada Estado de la Republica Mexicana
durante el 2023. Avance de siembras y cosechas, datos abiertos, afio agricola, nacional,

tomate rojo (jitomate), SIAP, 2023.

La principal estrategia para mantener la salud y el crecimiento adecuado de las plantas
de jitomate es la aplicacion de fertilizantes y fungicidas quimicos, debido a los métodos
agricolas intensivos actuales se realiza la aplicacion excesiva de estos productos quimicos
que genera riesgos irremediables para los ecosistemas y la salud, los fungicidas quimicos
persisten peligrosamente en los suelos, al no ser especificos afectan especies benéficas
para el suelo amenazando la fertilidad, ademds la exposicidn o ingestion de estos pro-
ductos quimicos genera problemas de salud agudos a corto y mediano plazo, asi como la
aplicacion inconsciente y repetida del mismo compuesto activo conduce al desarrollo de
patogenos flingicos resistentes [26], estas son las razones por las que las investigaciones
apuntan al empleo de agentes de control bioldgico para el tratamiento de las enfermeda-
des en plantas para asi desarrollar practicas agricolas sustentables que impliquen menos

riesgos en la salud publica y ambiental.
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2.2 Interacciones planta microorganismo

Las plantas estdn rodeadas y habitadas por una gran cantidad de especies de bacterias
que tienen efectos tanto benéficos y neutros, asi como dafiinos, se ha estimado que en
un solo gramo de suelo hay mas de 94 millones de microorganismos donde la mayoria
de ellos son bacterias [27]. Las interacciones planta microorganismo tienen lugar en la
rizosfera que es el volumen de suelo bajo la influencia de las raices de las plantas, ésta
alberga una comunidad de microorganismos diversa que interactian y compiten entre si y
con la raiz de la planta, estas interacciones pueden influir significativamente en el creci-
miento de las plantas y en el rendimiento de los cultivos y por lo tanto tienen aplicaciones

biotecnoldgicas [28].

El conjunto de microorganismos que interactia con la planta se denomina fitomicro-
bioma, recientemente se ha establecido que el microbioma de la rizosfera juega un papel
importante en la reprogramacion de respuesta de defensa de las plantas e incluso se ha
citado como su segundo genoma ya que dicho microbioma tiene un papel muy importante
tanto en la salud como en el desarrollo de las plantas, ademds estds moldean dicho micro-
bioma rizosférico mediante la secrecion de exudados [29]. Diferentes factores determinan
tanto la cantidad como la composicion de los exudados radiculares entre ellos la especie,
la edad de la planta y la presencia de factores estresantes ambientales bidticos y abidticos

[30].
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2.3 Hongos fitopatogenos

De las enfermedades en plantas alrededor del 70 al 80 % son causadas por hongos
patogenos que reducen el rendimiento de los principales cultivos agricolas en aproxima-
damente 10 % en paises desarrollados y mayores al 20 % en paises menos desarrollados
[27]. Se estima que las pérdidas econdmicas debidas a las enfermedades en plantas ascien-
den a miles de millones de do6lares anuales [31], ademds representan una seria amenaza a
la seguridad alimentaria y afecta varios de sus componentes como la produccion, la dis-
tribucidn, la disponibilidad, el acceso econdmico, la calidad e incluso el valor nutricional

de los cultivos [2].

Las infecciones por fitopatégenos se presentan no solo durante el cultivo de los pro-
ductos agricolas y horticolas sino también durante su manipulacidn, transporte y almace-
namiento, ademas si el hongo patégeno produce toxinas en o sobre los productos consu-
mibles pueden afectar la salud humana y del ganado [1]. En la actualidad las infecciones
en plantas son mas severas y afectan directamente la calidad y el rendimiento de los cul-

tivos por lo que son un obstaculo en el desarrollo de una agricultura sostenible [31].

La mayoria de los hongos fitopatégenos pertenecen a los ascomicetos y basidiomi-
cetos, los hongos patogenos necrotrofos infectan y matan el tejido vegetal para después
extraer los nutrientes de las células muertas, mientras los hongos biotr6fos colonizan el te-
jido vegetal vivo y obtienen nutrientes de las células vegetales vivas [27]. Las relaciones
entre los hongos fitopatdgenos son extremadamente complejas y altamente especializa-
das dada la larga historia evolutiva que comparten y permiten la creacién de patrones de

seleccion mutua y coevolucion [31].
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2.4 Sclerotium rolfsii

Es un hongo fitopatégeno necrotréfico que se transmite por el suelo, infecta a més
de 600 especies de plantas tanto dicotiledéneas como monocotiledéneas, la amplia varie-
dad de hospederos de este hongo incluyen diversas especies de interés comercial como
algodon, cacahuate, soya, jitomate, cebolla, pepino, frijol, sandia, girasol, cebolla, maiz,
trigo, pimiento, manzana, narciso, lirio y crisantemo causando graves pérdidas econémi-
cas en varios cultivos [5, 10, 32, 33]. S. rolfsii causa la enfermedad cominmente conocida
como “Tizon o Pudricion surefia” pero también es llamada mal del esclerocio, malla blan-
ca, marchitez de sclerotium o afiublo surefio estd enfermedad ocurre principalmente en
regiones célidas, la infeccion se ve favorecida en suelos arenosos bien drenados y dcidos

[34].

El tizén surefio es una enfermedad devastadora que se encuentra principalmente en
zonas tropicales y subtropicales [26]. El crecimiento 6ptimo de este fitopatdgeno oscila
entre 25 °C a 35 °C [4]. Induce la marchitez en la planta, tizén de la corona, cancro del
tallo y pudricién en la raiz, la corona, el tubérculo, el bulbo y la fruta, frecuentemente
causa severas pérdidas de frutas y vegetales carnosos durante el envio y almacenamiento
[35]. Cuando la infeccién ocurre en las hojas se observan manchas de color marrén y
centro blanco primero pequefias zonas, pero que podran expandirse hasta causar que la
hoja se necrose hasta en un 70 %, en estas lesiones también se observa abundante micelio

y sobre éste la produccion de esclerocios [36].

Sclerotium rolfsii infecta a las plantas en cualquier etapa del desarrollo, provoca le-
siones de marrén oscuro en la base de los tallos seguida de la caida y marchitez de las
hojas y el marchitamiento paulatino de toda la planta desencadenando su muerte [8]. Las
plantas invadidas mueren rdpidamente y aquellas que ya han desarrollado tejido lefioso
no son invadidas por completo pero el hongo crece hacia la corteza las rodea y even-

tualmente las conduce a la muerte. Generalmente la infeccion comienza en el tallo con
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una lesion himeda que rdpidamente se cubre con una masa algodonosa de micelio blanco
que desciende hasta la raiz lo que destruye el sistema radicular, el micelio estara presente
dentro y fuera de los tejidos infectados y desde estos crece sobre el suelo infectando a
las plantas adyacentes [35]. En este micelio se desarrollardn los esclerocios, estructuras
de resistencia que permiten a este fitopatogeno sobrevivir a condiciones adversas, los es-
clerocios tienen didmetros de 0.5 a 2 mm y permanecen viables en restos de plantas o en
el suelo por hasta 7 afios [6]. Los esclerocios comienzan a desarrollarse después de 4 a
7 dias de crecimiento primero son de color blanco, pero paulatinamente se tornan color
marrdn oscuro, estos esclerocios contienen hifas viables que sirven como principal fuente

de inéculo en el ciclo de la enfermedad [32].

Durante su patogénesis S. rolfsii secreta enzimas pectoliticas y dcido oxdlico, estos
compuestos hidrolizan la pectina, afectan las paredes celulares y alteran la respuesta de
defensa de la planta [8], ademas el acido oxdlico fungico promueve la actividad poligalac-
turonasa lo que crea un ambiente 4cido en los tejidos vegetales, éstos a su vez, inactivan

las prohibitinas y fitoalexinas y reducen la resistencia en las plantas [26].

Sclerotium rolfsii causa grandes pérdidas econdmicas en muchos cultivos por ejemplo
en la menta del 5 al 20 %, en las papas causa del 25 al 90 %, y en el tomate y la alcachofa
de entre un 10 y un 45 % [8], e incluso se ha estimado pérdidas de entre 10 y 20 millones

de dolares en la produccién de cacahuate al sur de Estados Unidos [33].

2.4.1. Taxonomia de S. rolfsii

El fitopat6logo italiano Pier Andrea Saccardo describi6 a la especie en 1911 y la co-
locé dentro del género Sclerotium, con el nombre de S. rolfsii. Por otra parte, Mario Curzi
en 1932 descubri6 el estadio sexual portador de esporas o teleomorfo y lo situé dentro
del género Corticium [6], sin embargo, en 1978 Tu y Kimbrough reclasificaron al hongo
al género Athelia, asi el estadio anamorfo o de reproduccion asexual es conocido como

Sclerotium rolfsii mientras su teleomorfo es Athelia rolfsii (Curzi) C.C. Tu y Kimbr. [32].
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Cabe destacar que raramente encontraremos este estadio en la naturaleza. Peter Henry
Rolfs en 1982 la reportd por primera vez como plaga del tomate en Florida, en donde

caus6 pérdidas de hasta el 70 % de los cultivos.

En cuanto a la taxonomia S. rolfsii pertenece al filo basidiomycota en donde encon-
tramos hongos filamentosos que se reproducen sexualmente mediante la formacién de
basidios que son 6rganos en donde se desarrollan las basidiosporas, a este filo pertenecen
mads de 30000 especies lo que lo convierte en el segundo filo mas grande entre los hongos.
El orden de los Atheliales pertenece a la clase Agaricomycetes, que es la mds conocida
dentro del filo, la familia Atheliaceae incluye 22 géneros de los cuales el género Athelia

contiene 28 especies y la mds reconocida es Athelia rolfsii [6].

2.4.2. Esclerocios de S. rolfsii

Algunos hongos filamentosos fitopatogenos exhiben una primitiva forma de diferen-
ciacion: la diferenciacion esclerocial, los esclerocios son masas de micelio, cuerpos com-
pactos de hifas, que segin su desarrollo se conocen cuatro tipos principales, los termina-
les, los de cadena lateral, los de cadena simple y los sueltos. Ejemplos de estos tipos de
esclerocios estan representados por Sclerotinia sclerotium, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia

minor, Rhizotocnia solani, respectivamente [37].

Los esclerocios suelen tener formas irregulares, se desarrollan a partir de ramificacio-
nes de hifas vegetativas que se adhieren, mientras las hifas externas forman una corteza
melanizada, el tejido interno se convierte en una corteza de células de paredes gruesas y

una médula central [9].

La biogénesis esclerdtica se ha dividido comtinmente en tres subestados con base en
caracteristicas macroscOpicamente evidentes; el inicio del esclerocio donde se observan
pequenas formas iniciales de hifas entretejidas altamente proliferantes, el desarrollo del

esclerocio en donde aumenta de tamafio y la maduracion caracterizada delimitacion de
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la superficie, la consolidacién interna, la pigmentacién con melanina y la secrecion de
exudados [38]. Los esclerocios estdn compuestos por acidos grasos, proteinas, amoniaco
y enzimas como la polifenoloxidasas formadora de melanina, peroxidas y catalasas, es-
ta composicion bioquimica sugiere un origen citoplasmético que podria explicar que el
estado de maduracion los esclerocios tengan una corteza pigmentada con melanina que

también tiene células necrosadas [9].

Se ha propuesto la teoria de que la biogénesis esclerdtica es inducida por estrés oxi-
dativo ya que este proceso estd acompafnado por la acumulacion de productos de pero-
xidacion lipidica que es un indicador de estrés oxidativo, algunos estudios han mostrado
que ciertos antioxidantes secuestradores de radicales hidroxilos, como la vitamina C y el
B-caroteno inhibieron la diferenciacion esclerética en S. rolfsii [37]. En S. rolfsii 1a luz
ademds de promover la acumulacién de melanina en los esclerocios a través de la induc-
cion de tirosinasa, una de las principales enzimas en la via de sintesis de las melaninas,
provoca la biogénesis esclerdtica, algunos otros factores que desencadenan la produccion
de esclerocios son las altas temperaturas, la limitacion de nutrientes que causan estrés

oxidativo [9]

Durante la fase de maduracién un rasgo caracteristico de la corteza de los esclero-
cios es su cambio gradual de color de blanco a beige a marrén oscuro o negro debido
a la acumulacién de melanina, los dep6sitos de melanina en la paredes de la corteza en
grandes cantidades reducen la permeabilidad celular y protege al esclerocio de agentes
ambientales toxicos como las especies reactivas de oxigeno (ROS), los rayos ultravioleta
y la degradacidén bioldgica por enzimas producidas por el propio hongo o por microorga-

nismos antagonistas [38].

La melanina es un pigmento poliaromatica presente en muchos organismos superiores
y también en microorganismos que se genera por la polimerizacién oxidativa de moléculas
inddlicas y fendlicas (Figura 2), de color marrén oscuro a negro, pero en ocasiones tam-

bién se han observado colores amarillentos y rojizos. Quimicamente tiene un alto peso
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Figura 2: Estrucutra de los dos tipos de melaninas m4s comunes en hongos: eumelanina
y feomelanina. Las flechas indican citios para la conexion de otras unidades. Imagen

modificada de [39]

molecular, cargada negativamente, de naturaleza hidréfoba formando polimeros comple-
jos que resisten los dcidos concentrados, ademads de ser termoestables [39]. La melanina
no solo protege al hongo de condiciones ambientales adversas, sino que ademds contribu-
ye a la patogenicidad de ciertas especies de hongos al influir en el desarrollo de estructuras

de penetracion [40].

Los esclerocios que produce S. rolfsii no solo le permiten sobrevivir a condiciones
climaticas desfavorables, sino que ademads representan una de sus principales fuentes de
diseminacion ya que se propagan facilmente adheridos en los neumaticos de vehiculos o
maquinaria, en los zapatos, en herramienta, en salpicaduras de agua [33]. Los esclerocios
pueden diseminarse también al ser transportados grandes distancias en frutos y verduras
infectados, insectos, aves, en agua en movimiento, en trasplantes de plantulas infectadas,

e incluso en algunos huéspedes se mezclan con las semillas [35].

Otro de los factores que contribuye a la propagacion de este fitopatégeno es la gran
cantidad de esclerocios que produce en condiciones de laboratorio se producen hasta mil

esclerocios en tan solo 20 dias, mientras que en la naturaleza se encuentran entre 8.6 a
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21.9 esclerocios por cada 700 g de suelo [41] cada uno de ellos posee el potencial para

germinar y dar lugar a una nueva infeccion en alguna otra planta huésped.
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2.5 Tizon sureno

El rango de hospederos que puede infectar S. rolfsii es muy amplio abarca cereales,
flores, legumbres, forrajes y la mayoria de las frutas y verduras, entre ellas el jitomate, las
enfermedades que causa este fitopatégeno se presentan principalmente en regiones con
climas célidos [35]. El tizon o marchitez surefa es especialmente agresiva en la base del
tallo de los tomates, cuando la infeccién es aguda se aprecia como necrosis de los tejidos
blandos de la corteza del tallo cerca de la linea del suelo, este sintoma suele ser el primero
en observarse, mas tarde si las condiciones climaticas son favorables crece un micelio
blanco y espeso que se apodera rdpidamente de la lesion basal y es claramente visible
justo debajo de la superficie del suelo este micelio se extendera por el suelo que rodea la
planta [42]; [43]. En este micelio se formaran los esclerocios, también se observa la caida
progresiva, amarillamiento y marchitamiento de toda la planta, en ocasiones la planta
se derrumba poco después de la infeccion [43]. El micelio también invade el sistema

radicular de la planta provocando la pudricién total y la muerte de la planta [42].

Cuando S. rolfsii infecta tubérculos, bulbos y 6rganos carnosos produce una pudri-
cién blanda, el fruto en contacto con el suelo exhibe una lesién amarillenta seguida de
la podredumbre blanda, el micelio y los esclerocios se desarrollan en los tejidos en des-
composicidn, en los frutos ocurre algo similar, las hojas en contacto con el suelo también
pueden ser atacadas por este hongo [35];[42]. La infeccidn en la hoja comienza con una
mancha clordtica en la superficie, gradualmente se torna necrética mide entre 5 a 10 mm
de didmetro, las machas son circulares de color marrén claro y hay mas de una mancha es-
tas tienden a unirse entre si, en los tejidos necréticos aparecen anillos concéntricos sobre

los que crece micelio y se forman esclerocios [41].
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2.5.1. Ciclo del tizon surefo causado por S. rolfsii en el jitomate

El ciclo de vida de este hongo comienza con la germinacién de los esclerocios en
primavera cuando las condiciones climéticas son favorables (Figura 3), cuando el micelio
proveniente de los hongos entra en contacto con las plantas se produce la penetracion
directa mediante la produccion de enzimas pectinoliticas, celuloliticas, entre otras, lo que
mata y desintegra los tejidos antes de penetrar, aunque las heridas facilitan la infeccién
[35];[6]. El crecimiento de las hifas se reanuda en la estacion lluviosa provenientes de
los tejidos infectados y de la germinacion de los esclerocios, el micelio entra en contacto
con los tejidos susceptibles como la raiz, la corona, las hojas y los frutos, las hifas son

intracelulares y intercelulares [41].

En condiciones de humedad la enfermedad avanza rapidamente y el micelio puede cu-
brir la planta por completo, las plantas maduras infectadas se marchitan repentinamente
y se tornan amarillas [6], ya que, el hongo produce una variedad de sustancias quimicas
como el 4cido oxdlico y la poligalacturonasa principales componentes de sus factores de
patogénesis, la actividad poligalacturonasa es promovida por el dcido oxalico fungico lo
que proporciona un ambiente 4cido en los tejidos de la planta, que inactivan las prohibiti-

nas y fitoalexinas lo que reduce la resistencia de la planta [26].

Al poco tiempo de la muerte de la planta se forman numerosos esclerocios pequeios,
redondos y blanquecinos en todos los tejidos infectados, es asi como el hongo sobrevive
el invierno en forma de esclerocios que se pueden propagar por medio de herramientas
contaminadas, agua en movimiento, el suelo infestado, las plantulas, frutas y verduras
infectadas y en algunos hospedantes mezclados con las semillas [35]. S. rolfsii ocasional-
mente en condiciones de humedad produce basidiosporas, etapa sexual de reproduccion,
en las lesiones que pueden diseminarse por el aire, lo que provoca que otras plantas se
enfermen lo que se conoce como ciclo secundario de infeccion [6], cada basidiospora ge-

nera de 1 a 3 tubos de germinacidn al entrar en contacto con la planta y cada uno produce
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El hongo produce &cido oxalico y otros compuestos
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Figura 3: Ciclo de infeccién de S. rolfsii en el jitomate, creado con BioRender.com

apresorios, estructuras especializadas con las cuales el fitopatégeno penetra en la planta

[41].
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2.6 Métodos de control en campo

El manejo de las enfermedades causadas por Sclerotium rolfsii es dificil por diversas
razones, incluidas la amplia gama de hospederos que dificultan la rotacion de cultivos,
el crecimiento prolifico del fitopatdégeno, asi como la capacidad para producir estructuras
de sobrevivencia, es decir, los esclerocios [41]. Los métodos para el control en campo
de S. rolfsii incluyen la solarizacion del suelo, el arado profundo, la fertilizacién con
fertilizantes de amonio, la aplicacién de compuestos de calcio y fungicidas como el pen-
tacloronitrobenceno (PCNB) al suelo antes de la siembra sin embargo estos tratamientos

proporcionan sélo un control parcial [35].

Algunos de los fungicidas quimicos que han sido utilizados contra este hongo son
benomilo, sancozeb, topsin M, dithane M-45, thiovit, carbendazim, captan [5] que tienen
un éxito limitado debido a que los efectos son variables en diferentes cultivos, ademas de
que se requieren grandes cantidades de quimicos y se pueden obtener distintos resultados
dependiendo de la estacion del afio en que se apliquen [41]. El uso de los fungicidas
quimicos es restringido debido a su alta toxicidad con el medio ambiente y con el ser
humano, ademds de sus exorbitantes costos, ya que se requieren grandes cantidades por

lo que resultan poco précticos [6].

Otros tratamientos utilizados contra S. rolfsii comprenden la aplicacién de enmiendas
orgdnicas, de fertilizantes y de BCA, dentro de estos ultimos encontramos bacterias de
los géneros Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces 'y Rhizobium, asi como, hongos de los
géneros Trichoderma, Penicillium y Fusarium [5], el principal modo de acciéon de un

agente de biocontrol es el parasitismo y la antibiosis [41]
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2.7 Agentes de control biolégico (BCA)

En la actualidad ha crecido el interés por alcanzar una agricultura ecolégica y sosteni-
ble debido a la necesidad de cambiar paulatinamente la total dependencia de los métodos
quimicos de control de las enfermedades transmitidas por el suelo causadas por patégenos
que habitan el suelo y completan parcial o totalmente su ciclo de vida en el entorno de la
rizosfera causando enfermedades en las plantas [17]. Los BCA son considerados una al-
ternativa o complemento adecuado que contrasta con los métodos convencionales que han
surgido como opcion preferida por su €xito en generar un riesgo reducido de resistencia 'y

por su complejo modo de accién [44].

Los mecanismos de control biolégico que presentan los BCA son diversos y dependen
de las peculiaridades tanto del patdgeno como del antagonista, asi como de la densidad
y especificidad de las interacciones que ocurren entre las especies. Un BCA exitoso se
caracteriza por la activacion de varios mecanismos y objetivos dirigidos a controlar el
patdgeno, asi como su efecto perjudicial ademas no deben de producir metabolitos toxicos

para la salud humana y del medio ambiente [45].

Las bacterias que colonizan las raices de la planta y promueven su crecimiento se
conocen como rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR, por sus
siglas en inglés), las PGPR antagonistas han desatado un gran interés dado el extraordina-
rio potencial para reducir las enfermedades de las plantas particularmente de los géneros
Burkholderia, Bacillus y Pseudomonas que incluso se han llegado a comercializar como
bioinoculantes para mejorar el crecimiento de las plantas y controlar las enfermedades

[17].

De manera general los mecanismos de biocontrol se dividen en dos grupos: los indi-
rectos, como la induccién de resistencia sistémica, y los directos como el antagonismo,
que se define como la oposicion expresada activamente en donde la cepa de PGPR ejer-

ce una accion primaria y directa contra el fitopatégeno que comprenden la antibiosis, la
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competencia por el espacio y los nutrientes, la depredacion y el parasitismo; de estos la
antibiosis parece ser el mecanismo principal que ha sido ampliamente estudiado e incluye

una amplia variedad de metabolitos [46].
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2.8 Rizobacterias Promotoras del crecimiento de

las plantas (PGPR)

En 1978 fue definido por primera vez el término Rizobacterias Promotoras del Cre-
cimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) por Kloepper y Schroth para incluir
aquellas bacterias que colonizan las raices después de la inoculacién en las semillas y
mejoran el crecimiento de las plantas, sin embargo, la definicion fue revisada en 1989 por
Kloepper como bacterias de vida libre que benefician el suelo y mejoran el crecimiento
de las plantas PGPR [47]. Las PGPR (Figura 4) son un grupo de bacterias que se destacan
debido a que ejercen diversos efectos benéficos que mejoran el crecimiento de la planta,
por ejemplo, la fijacién de N,, supresion de enfermedades, produccién de fitohormonas,
sintesis de antibidticos, aumentan la disponibilidad de fosfatos y otros nutrientes del suelo

[44].

Las PGPR se pueden definir como la parte vital de la microbiota de la rizosfera que
al cultivarse junto a plantas huésped estimulan el crecimiento del hospedante, estas rizo-
bacterias tienen una versatilidad bioquimica para metabolizar diversos compuestos xeno-
bidticos y naturales ademds de una tasa de crecimiento rapida y una elevada adaptabilidad
a diferentes condiciones por lo que representan un componente primordial en la gestion
de précticas agricolas sostenibles. Sin embargo, ahora el concepto de PGPR se ha limitado
a bacterias que cumplan con tres criterios: colonizacion agresiva, estimular el crecimiento

de las plantas, asi como presentar mecanismos de biocontrol [43].
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Figura 4: Interracion entre planta y PGPR. Las PGPR mantienen una comunicacion direc-
ta y permanente con la planta hospedera, promueven el crecimiento de la misma mediante
la fijacién de nitrégeno, la solubilizacién de fosfatos y la produccién de fitohormonas,
protegen a la planta al competir con los fitopatdgenos por el espacio y los nutrientes,
también producen enzimas liticas y un amplio espectro de moléculas antibidticas tanto
difusibles como volétiles que suprimen el crecimiento de los fitopatégenos asimismo in-

ducen la resistencia sistémica de la planta. Creado con BioRender.com



2.9. PSEUDOMONAS COMO BCA Y PGPR 23

2.9 Pseudomonas como BCA y PGPR

El grupo de las Pseudomonas es una de las comunidades microbianas mas importantes
del suelo ademds de estar presentes en abundancia en todos los agroecosistemas, son
altamente competentes en la rizosfera al igual que una gran diversidad metabdlica que las
convierte en organismos muy apropiados para el biocontrol de enfermedades en plantas

[17].

Las bacterias del género Pseudomonas son bacilos Gram negativos, un gran nime-
ro de especies produce exopolisacdridos conocidos como biopeliculas, cepas especificas
de Pseudomonas fluorescentes poseen un potencial para suprimir patégenos y mejorar el
crecimiento de las plantas, asimismo participan en el ciclo del nitrégeno y del carbono en
la naturaleza, una gran variedad de especies de Pseudomonas fluorescentes ha sido am-
pliamente estudiada por su potencial antagonico entre ellas P. pyrocinia, P. chlororaphis,

P. aeruginosa, P. fluorescens y P. putida [43]

Las Pseudomonas son organismos versdtiles que producen una sorprendente varie-
dad de metabolitos antimicrobianos, son competentes en la rizosfera y tienen una fa-
cilidad de formulacidn, constantemente se informa que sintetizan metabolitos antibidti-
cos efectivos como 2,4-diacetilfloroglucinol, oomicina A, dcido fenazina-1-carboxilico,
fenazina-1-carboxamida, piocianina, antranilato, pirrolnitrina, pioluteorina, el cianuro de
hidrégeno, el amoniaco, la viscosinamida y el 4cido gluconico controlan muchas enferme-
dades provocadas por hongos patdgenos transmitidos por el suelo en diferentes cultivos

de todo el mundo [17].

Varios metabolitos con actividad antibidtica que producen las Pseudomonas se han
estudiado por su actividad de biocontrol contra una variedad de fitopatégenos, por ejem-
plo, una cepa de Pseudomonas putida NH-50 produce pioluteorina para biocontrol de la
podredumbre roja causada por Glomerella tucumanensis en caha de azucar. Pseudomonas

fluorescens PCL1606 produjo 2-hexil, 5-propil resorcinol para biocontrol de Dematopho-
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ra necatrix que provoca podredumbre de la raiz en el aguacate. Otra cepa de Pseudo-
monas LBUM300 produjo HCN y DAPG contra Clavibacter michiganensis que causa el
cancro bacteriano en tomate y otra cepa Pseudomonas CMR12a productora de fenazinas
y lipopéptidos ciclicos fue utilizada con éxito para el biocontrol de Rhizoctonia spp que

ocasiona la podredumbre de raiz en frijol [46].
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2.10 Mecanismos de promocion del crecimiento de
las plantas y antagonicos

Las PGPR influyen en la absorciéon de nutrientes, el rendimiento y el crecimiento
de las plantas, ademas presentan diferentes herramientas de biocontrol, los principales
géneros de cepas PGPR incluyen al grupo de las Pseudomonas fluorescentes, Bacillus
y algunas bacterias Gram positivas formadoras de esporas [46]. Estas bacterias pueden
suprimir un amplio espectro de enfermedades bacterianas, fingicas y las causadas por
nematodos, asi como brindar proteccion contra enfermedades virales, el uso de las PGPR
se ha convertido en una prictica comun en diferentes regiones del mundo debido a que
han exhibido un control significativo de fitopatdgenos en estudios tanto en condiciones
de laboratorio como de invernadero, consistentes con los resultados en campo [48]. Las
PGPR suprimen fitopatdgenos y estimulan el crecimiento de las plantas mediante diferen-

tes mecanismos algunos se describen a continuacion.

2.10.1. Solubilizacion de fosfatos

El fosforo P es el segundo macronutriente que més limita la produccion de cultivos ya
que es esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas, pero permanece fijado en
el suelo y no esta disponible para las plantas. El fésforo las plantas lo toman del suelo en
forma de aniones fosfato que son altamente reactivos y pueden quedar atrapados mediante
su precipitacion con cationes dependiendo la calidad del suelo [43]. En la naturaleza el P
se encuentra en forma orgénica o inorgénica muy poco soluble y menos del 5 % del con-
tenido total de P en el suelo puede ser utilizado por las plantas [49]. Sin embargo, algunas
bacterias del suelo tienen un papel importante en la solubilizacion del P por medio de la
secrecion de dcidos orgédnicos (dcido l4ctico, acido citrico, dcido glucénico) y enzimas

(C-P liasas, fosfonatos y fosfatasas), que convierten el P en una forma soluble [50].

Las plantas solo pueden absorber P en dos formas solubles los iones monobasicos
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(H,PO, ") y los iones dibasicos (HPO4>~), en la actualidad se han registrado varios micro-
organismos solubilizadores de fosfatos que presentan diversos mecanismos para realizar
esta tarea, aunque la liberacion de exudados de las raices de las plantas, como ligandos,
también pueden afectar la concentracion de P en el suelo, y en algunos casos la solubili-

zacion es inducida por la falta de P en el suelo [43].

El principal mecanismo de los microorganismos capaces de solubilizar fosfatos
inorganicos es mediante la produccion y excrecion de acidos organicos y H* en el suelo
circundante, lo que resulta en la acidificacion de ese suelo y la solubilizacién del fésforo
de compuestos minerales insolubles, otro mecanismo de liberacion de los fosfatos es por
medio de la formacion de complejos estables entre cationes, Ca,*, Fes* y Aly*, resultado

de la quelacion con los 4cidos organicos producidos por las bacterias [49].

Los 4cidos organicos de bajo peso molecular provienen del metabolismo de compues-
tos de alto peso molecular como carbohidratos, lipidos y péptidos, estos son producidos
en el periplasma de muchas bacterias Gram negativas a través de la ruta de la oxidacion
directa de la glucosa, los dcidos se difunden libremente hacia el exterior de la célula lo
que causa la liberacion de fosforo soluble a partir de fosfatos minerales, son varios los

acidos organicos producidos por las bacterias.

Se ha reportado al acido glucénico como el agente de solubilizacion de fosfatos mas
frecuente, otros acidos que solubilizan fosfatos producidos por las bacterias incluyen 4ci-
do 2-ceto glucénico, acido lactico, isovalérico, isobutirico, acético, citrico y oxalico, en-
tre otros [51]. Los géneros bacterianos considerados como solubilizadores de fosfatos
mds importantes incluyen a Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholde-
ria, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Microbacterium, Pseudomonas, Rhizobium

y Serratia [43].
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2.10.2. Secrecion de polisacaridos

Las PGPR desempefian un papel central en la mejora del crecimiento de las plantas
que a menudo se logra gracias a la formacion de biopeliculas, colonias masivas de células
microbianas de una o varias especies en contacto permanente rodeada de una matriz de
sustancias poliméricas extracelulares (EPS, por sus siglas en inglés) que secretan al medio

[48].

Las plantas que son tratadas con bacterias productoras de exopolisacaridos tienen una
mayor resistencia al estrés salino e hidrico debido a la mejora de la textura del suelo,
los polisacaridos microbianos pueden adherirse a las particulas del suelo para construir
microagregados y macroagregados, ademds los EPS microbianos crean una cdpsula pro-
tectora y proporcionan un microambiente que retiene agua y se seca mas lentamente asi-
mismo pueden absorber cationes como Na* lo que los vuelve inaccesibles para las plantas

en condiciones salinas [52].

En la matriz extracelular formada se producen una variedad de macromoléculas
benéficas para el desarrollo de la planta también mejoran la disponibilidad del agua en
las raices [44]. Por otra parte, los polisacaridos de la pared celular y los exopolisacaridos
son los elicitores, moléculas que activan la respuesta de resistencia sistémica en la planta,

bidticos mas descritos [53].

Existen numerosos estudios que han confirmado que las bacterias que producen bio-
peliculas funcionan bien como agentes de biocontrol, ya que las biopeliculas protegen a
las plantas a través de la induccion de mecanismos de resistencia como resultado de la co-
municacién entre células por medio de deteccion quorum y la produccién de antibidticos y
otras compuestos antimicrobianos, en resumen las biopeliculas de origen microbiano tie-
nen un papel fundamental en la colonizacién de la raiz y en la promocion del crecimiento
de las plantas al actuar como biofertilizantes al mejorar la fijacion de N, y la absorcion de

micro y macronutrientes y agentes de biocontrol [44].
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2.10.3. Produccion de fitohoromonas: acido indol acético (AIA)

Las fitohormonas, son compuestos orgédnicos eficaces en concentraciones muy bajas,
de manera general son sintetizadas en una parte de la planta y se transportan a otra ubi-
cacion, interactdan con los tejidos diana especificos para estimular respuestas fisiologicas
como la maduracién de la fruta o el crecimiento de la planta, se reconocen cinco grupos

principales: citoquinas, etileno, giberelinas, dcido abscisico y auxinas [43].

La mayoria de las PGPR tienen la capacidad para producir fitohormonas como gi-
berelinas, citoquinas, auxinas y etileno que regulan y promueven el crecimiento de las
plantas[14]. Las citoquinas, como la zeatina, son compuestos con estructura similar a la
adenina que reciben su nombre debido a su influencia en la citocinesis o division celu-
lar en las plantas [52], la citoquinina es producida por Pseudomonas fluorescens aislada
de la rizosfera de soya [43]. Las giberelinas afectan diferentes etapas del desarrollo de
la planta ya que regulan la mayoria de las funciones fisioldgicas como la germinacién
de las semillas, el alargamiento de los tallos, la floracidn, la fructificacién y la senescen-
cia, la inoculacién con P. putida H-2-3 productora de giberelinas demostré mejorar el

crecimiento de las plantas de soya en condiciones de sequia [52].

La capacidad para producir auxinas es el mecanismo mds utilizado para explicar los
efectos positivos que las PGPR presentan para estimular el crecimiento de las plantas,
cerca del 80 % de los microorganismos de la rizosfera pueden sintetizar y liberar auxina

como metabolito secundario [54].

Existen diferentes auxinas que pueden producirse de manera natural pero la més re-
levante conocida como la auxina principal es el dcido-3-indolacético (AIA), esta fitohor-
mona estimula el crecimiento de las raices mediante la expansion del tejido y la division
celular, la formacién de nédulos en las raices, haces vasculares, asi como en el vigor de
las plantulas [50]. EI AIA junto a la ACC desaminasa mejoran el crecimiento de la planta

de forma sinérgica, el triptéfano exudado de la raiz es utilizado por las PGPR asociadas
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para transformarlo en AIA, una vez que es secretado por las bacterias es absorbido por
las células vegetales que en conjunto con AIA sintetizado por la misma planta impulsa la
proliferacion y crecimiento de las células vegetales que a su vez estimulan la expresion
del gen que codifica la enzima ACC sintasa cuya actividad conduce a la sintesis del eti-
leno, una fraccion de la ACC producida puede ser eliminada por las PGPR que producen
ACC desaminasa, por lo que en condiciones de estrés ambiental reduce la respuesta de
la planta y esta produce una menor cantidad de etileno lo que proporciona un estado en

donde el AIA puede aumentar el crecimiento de la planta [52].

2.10.4. Compuestos volatiles: acido cianhidrico (HCN)

Los microorganismos son capaces de sintetizar diversos compuestos organicos volati-
les (COVs) con puntos de ebullicién bajos y masas molares de 300 Da en promedio, son
los responsables del aroma del yogurt, queso o vino, entre otros alimentos, asi como del
desagradable olor de los que se encuentran en estado descomposicion. El papel ecologico
de los COVs de origen microbiano es complejo, tienen propiedades antimicrobianas, pue-
den modular el crecimiento de las plantas (suprimen o estimulan) y actian como sefiales

de comunicacidn a larga distancia entre organismos [55].

Entre los COVs con propiedades antimicéticas encontramos alcoholes, aldehidos, ce-
tonas y acido cianhidrico, este ultimo es producido por muchas rizobacterias y se postula
juega un papel en el control biolégico de patégenos pues inhibe el transporte de electro-
nes, lo que, interrumpe el suministro de energia a la célula, ademds de inhibir el funcio-
namiento adecuado de algunas enzimas lo que conduce a la muerte de los organismos

[56].

El HCN es sintetizado por algunas especies de Chromobacterium, Pseudomonas y
Rhizobium, este metabolito se forma a partir de la glicina por la HCN sintasa y gene-
ralmente se produce al final de la fase de crecimiento exponencial en condiciones de

alta densidad celular y baja concentracion de oxigeno [55]. En algunas investigaciones el
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HCN producido por P. fluorescens, P. aeruginosa 'y Chromobacterium violaceum mostrd
actividad antifungica contra R. solani y S. rolfsii [57], mientras que P. fluorescens CHAO
inhibi6 el crecimiento micelial de Pythium in vitro ademds de estimular la formacién de
pelos radiculares lo que indica que indujo y alterd las actividades fisiologicas de la planta

[43].

2.10.5. Produccion de pigmentos de fenazina

Las fenazinas son pigmentos heterociclicos que contienen nitrégeno, un organismo es
capaz de producir mezclas de hasta diez derivados de fenazina simultineamente, en la ac-
tualidad se han descrito mds de 50 compuestos de fenazina de origen natural, la cantidad
y el tipo de fenazina que una cepa individual produce estd determinada por las condicio-
nes de crecimiento [58]. Estos metabolitos de bajo peso molecular son producidos por un
nimero limitado de géneros bacterianos como las Pseudomonas, Burkholderia, Brevibac-

terium 'y Streptomyces [28].

Las Pseudomonas son organismos versatiles que tienen la capacidad de producir una
variedad sorprendente de metabolitos secundarios antimicrobianos y han sido ampliamen-
te estudiadas como BCA entre los antibidticos més efectivos que sintetizas se encuentran
las fenazinas [17]. Las mezclas de fenazinas que producen dependen en gran medida de
la cepa en cuestion, por ejemplo, la piocianina es una de las principales que sintetiza P.
aeruginosa, mientras que P. fluorescens 2—79 produce esencialmente dcido fenazina-1-
carboxilico (PCA) a diferencia de P. aureofaciens 30—84 que ademds de PCA produce

cantidades menores de 2-hidrozifenazina [58].

El amplio espectro que las fenazinas muestran contra hongos y otras bacterias no
estd claro, sin embargo, se conoce que la piocianina puede producir un radical andxico
relativamente estable al aceptar electrones, por lo que existe una clara posibilidad de que
la accidn antibidtica sea resultado de la toxicidad del radical superdxido y el peréxido de

hidrogeno que se producen en grandes cantidades debido a la presencia de la piocianina
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[28].

2.10.6. Produccion de sideroforos

El hierro es uno de los elementos mas abundantes de la Tierra y es esencial para todos
los seres vivos, sin embargo, este no estd disponible en el suelo para la asimilacion directa
de los microorganismos y las plantas, sino que se encuentra en su forma oxidada como
i6n férrico (Fe**) a pH neutro y en condiciones aerébicas forman minerales insolubles co-
mo goethita y la hematita (Fe,O3) [43]. Para superar este problema los microorganismos
secretan sider6foros pequefias moléculas peptidicas de bajo masa molecular (400-1000
daltons) que se unen Fe** con una afinidad muy alta y los transportan de vuelta a la célula
microbiana donde es captado a través de un receptor que se encuentra en la membrana

celular externa de la bacteria y lo dejan disponible para su crecimiento [46].

Algunos géneros de bacterias que secretan sider6foros son Alcaligenes, Bacillus,
Clostridium, Pseudomonas, Klebsiella, Geobacter y Enterobacter que pueden reducir el
Fe’* a Fe’* la forma que utilizan las plantas, los sideréforos secretados por estas bacte-
rias actian como agentes extracelulares solubilizadores de hierro por lo que mejoran el
crecimiento y el desarrollo de las plantas al aumentar la accesibilidad a este elemento en

el suelo que rodea la raiz [43].

Los sider6foros bacterianos se han clasificado de acuerdo a sus caracteristicas estruc-
turales, grupos funcionales y tipos de ligando en hidroxamatos, carboxilatos, catecolatos
de fenol y pioverdinas, este dltimo grupo de sideréforos es producido por varias especies
de Pseudomonas fluorescentes, que han sido relacionadas con su capacidad para suprimir
organismos fitopatdgenos ya que es un potente siderdforo, es decir con alta afinidad al
16n férrico por lo que puede inhibir el crecimiento de bacterias y hongos que presenten

sider6foros menos potentes en condiciones de escasez de hierro [46].
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2.10.7. Secrecion de enzimas liticas

Otro de los mecanismos que las PGPR tienen para atacar patégenos es una actividad
hiperparasitaria a través de la secrecidn de hidrolasas de pared celular [43], estas enzimas
incluyen quitinasas que degradan quitina parte integral de la pared celular de hongos, glu-
canasas que degradan otro carbohidrato de la pared celular, lipasas que degradan lipidos
asociados a dicha pared, asi como, proteasas que degradan las proteinas asociadas a la
pared celular, ademds de pectinasas y amilasas; todas estas enzimas, en cierta medida,

pueden lisar individualmente las células fingicas [54].

En una investigacion en donde utilizaron una cepa de Pseudomonas stutzeri que pro-
duce laminarasas y quitinasas extracelulares capaces de digerir y lisar el micelio de Fusa-
rium solani que causa pudricion de la raiz, también lograron reducir la incidencia de las
enfermedades causadas por otros hongos fitopatégenos como Rhizoctonia solani, Pythium
ultimum y Sclerotium rolfsii [46]. La capacidad de producir quitinasas extracelulares se
considera crucial para que Serratia marcescens actie como antagonista contra S. rolfsii y
para Paenibacillus sp. cepa 300 que junto con las glucanasas que secretan lisan las paredes

celulares de Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum [43].
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2.11 Consorcios microbianos

Los consorcios microbianos son ubicuos en la naturaleza, desde la antigiiedad los mi-
croorganismos han estado presentes en asociacidon con plantas y animales interactuando
en un equilibrio dindmico que ha permitido la creacion de multiples sistemas de comu-
nicacion, por ejemplo, los mensajes quimicos en la rizosfera de las plantas que tienen un
papel fundamental en el ecosistema agricola, ya que, regulan todos los procesos biogeo-
quimicos en el suelo incluidos la degradaciéon de contaminantes, el ciclo de nutrientes,
la descomposicion y el mantenimiento de la materia organica, el control de patégenos y
la reduccién de los gases de efecto invernadero, por lo que, el aumento en la biodiversi-
dad microbiana ha mostrado estabilizar los agroecosistemas y aumentar su resiliencia al

cambio climatico [59].

Los consorcios microbianos estin formados por microorganismos de diferentes es-
pecies o de la misma especie, pero de diferente cepa [60], en estos, los miembros inter-
actian entre si compartiendo nutrientes, alimentdndose de forma cruzada y repartiendo
tareas complejas, por ejemplo, la degradacion de lignocelulosa que a menudo requiere la

participacion de varios microorganismos [20].

Diferentes combinaciones de rizobacterias o microorganismos promotores del creci-
miento vegetal viven junto a microorganismos no PGPR en la rizosfera de las plantas,
debido a este estilo comunitario existe la tendencia de mezclar agentes de biocontrol de
diferentes especies que presentan actividades promotoras del crecimiento para mejorar

los resultados agricolas deseados [59].

En comparacién con la aplicacion de cepas individuales la aplicacion de consorcios
microbianos con cepas eficientes para el control bioldgico representa una técnica supe-
rior en el manejo de las enfermedades en plantas, en un consorcio los microorganismos
que son compatibles, es decir, que no tienen un efecto supresor sobre otras cepas cuan-

do se co-cultivan en un medio comun, tienen un impacto mayor tanto en la promocién
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del crecimiento como en la supresion de enfermedades, ya que mejoran la consistencia,
confiabilidad y eficacia de los microorganismos en diversas condiciones ambientales y
del suelo, ademds cada cepa que forma el consorcio aporta diferentes mecanismos de

biocontrol [20].



Capitulo 3

Hipotesis

El desarrollo micelial en S. rolfsii es inhibido por la accién antifingica de consorcios
de bacterias promotoras del crecimiento vegetal del género Pseudomonas spp, ademas
de que los metabolitos secundarios producidos por estas bacterias afectan la produccion
y la germinacién de los esclerocios, protegiendo a las plantas de jitomate contra este

fitopatdgeno.

35
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3.1 Objetivo general

Determinar la capacidad antagénica de aislados de Pseudomonas spp. para inhibir el
crecimiento micelial, asi como la producciéon y germinacion de los esclerocios de dos
aislados de S. rolfsii para conformar consorcios con dichas bacterias y realizar bioensayos
para determinar su efecto inhibitorio sobre el fitopatdgeno in vitro al igual que su potencial

efecto bioprotector que estos consorcios brindan en plantas de jitomate.
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3.2 Objetivos especificos

= Determinar la competencia antagénica de aislados y consorcios de Pseudomonas
spp. para inhibir el crecimiento micelial de S. rolfsii.

= Analizar el efecto de aislados y consorcios de Pseudomonas spp. en la germinacion
y produccion de los esclerocios de S. rolfsii en condiciones in vitro.

= [dentificar a nivel molecular y determinar la relacion filogenética de las bacterias
caracterizadas.

= Realizar bioensayos para determinar la capacidad de bioproteccion del consorcio de
cepas de Pseudomonas spp. que ejerce en las plantulas de jitomate contra S. rolfsii

en condiciones de invernadero.






Capitulo 4

Materiales y métodos

4.1 Organismos utilizados

Los aislados de Pseudomonas: 1228, 1230, 1232, 1234, 1236, 1238, 1240, 1242, 1244,
1251 y 1252 utilizados en esta investigacion forman parte del cepario del Laboratorio de
Microbiologia Molecular (LAMIMO) de la Unidad de Microbiologia Basica y Aplicada
(UMBA) de la Facultad de Ciencias Naturales de esta universidad. Estas cepas fueron
aisladas y caracterizadas por Torres Lara (2020) [61] de la raiz y suelo de cultivos de
fresa Fragaria ananassa variedad Camino Real de una huerta con manejo organico en El
Ejido la Calera en Irapuato, Gto. Las bacterias fueron sembradas en Agar (AN en g/L 5
Peptona, 3 Extracto de carne, 15 Agar) o Caldo Nutritivo (CN en g/L 5 Peptona, 3 Extracto
de carne) segun corresponda e incubados a 28 °C por 24 h. Se utilizaron dos cepas de S.
rolfsii, AHE proveniente del Estado de Guanajuato y HAA del Estado de Nuevo Leo6n.
Ambos aislados se sembraron en Agar Papa Dextrosa (PDA en g/L 39) e incubados a

temperatura ambiente hasta por 30 dias para la obtencion de esclerocios.

39
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4.2 Caracterizacion e identificacion fenotipica de
los aislados de Pseudomonas spp.

La caracterizacion e identificacién bioquimica de los aislados se realizaron diferentes
pruebas, como oxidasa, catalasa y tincion Gram, ademads de las pruebas de la fermenta-
cion de la glucosa, la descarboxilacion de la lisina, la hidrélisis de la urea, asi como, las
pruebas de motilidad y uso de citrato como Unica fuente de carbono, todas se realizaron
por triplicado. También se utilizaron los sistemas estandarizados de identificacion API 20
E y API 20 NE que permiten identificar bacilos Gram negativos. Las pruebas se realiza-
ron segun las instrucciones del fabricante (bioM “erieux, Marcy I’Etoile, Francia). Para la
interpretacion de los resultados proporcionados por ambos sistemas, se asignaron a nivel

de especie los aislados cuya identificacion fue excelente, muy buena, buena o aceptable.
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4.3 Identificacion molecular: secuenciacion del gen

16S ARNr

4.3.1. Extraccion de ADN

Los 11 aislados utilizados en esta investigacion nueve fueron previamente analizados
mediante la amplificacién y secuenciacion de la region que codifica el gen de la ARNr
16S secuenciados por [61]. Para los aislados restantes se realiz6 la extraccion de ADN de
la siguiente manera, las bacterias fueron sembradas en CN e incubadas a 28 °C por 24
h con agitacion constante a 150 rpm, se centrifugaron a 7000 rpm por 7 min, la pastilla
obtenida fue colocada en un mortero de porcelana estéril para realizar la lisis mecéanica
de las células mediante la maceracion con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino.
La muestra se recuper en dos tubos de plastico de 1.5 mL, enseguida se afiadieron 200
L de la soluciéon amortiguadora de lisis TSNTE (2 % Tritén X-100, 1 % SDS, 100 mM
NaCl, 10 mM Tris-HCl y 1 mM EDTA, pH 8) y perlas de vidrio estériles, a continuacion,
se afiadieron 300 L de solucién fenol-cloroformo y se llevé al vortex por 4 min. Se agre-
garon 200 pL del amortiguador TE (Tris-EDTA 1M) después la muestra fue centrifugada
a 13000 rpm por 8 min, se recupero la fase acuosa y se enjuagd con 500 ;1L de cloroformo
puro. Después se afiadié 1 ml de etanol frio al 100 %, se mezcl6 por inversion y se incubd

por 1 ha-20 °C.

Posteriormente se centrifugé a 13000 rpm durante 8 min y se decanto el sobrenadante.
Para resuspender la pastilla se afiadieron 400 ;L. de agua grado de biologia molecular
con 30 g de RNAsa 1 y se incubaron por 20 min a 37 °C. Después se afadieron 10
nL de acetato de sodio, 1 mL de etanol al 100 % y se incubaron por 5 min a -20 °C,
pasado el tiempo de incubacion se centrifugd el tubo 12000 rpm por 8 min y se descartd
el sobrenadante, se afiadieron 400 pL de etanol al 70 % y se centrifugé por 5 min a 13000

rpm, después se descarto el sobrenadante y se dejo secar la pastilla por 5 min. Enseguida
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se agrego6 80 n L de agua grado de biologia molecular y para determinar su concentracioén y
pureza se cuantifico en el Nanodrop 2000 spectrophotometer 2 p L. Por altimo, se realizo
la electroforesis en gel de agarosa al 1 % con 5 pL de la muestra de ADN tefiida con

bromuro de etidio [62].

4.3.2. Amplificacion del gen 16S ARNr y secuenciacion

Se realiz6 la amplificacion de la region V1-V9 del gen 16S ARNr por medio de PCR
utilizando los cebadores universales 27f (5 -AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y 1492r
(5 -TACGGYTACCTTGTTACGACTT) que amplifican un fragmento de 1465 pb [63].
Para la reaccion de PCR se utilizaron las siguientes concentraciones: 5.4 uL Agua Grado
Biologia Molecular (GBM), 1.25 uL. Buffer DreamTaq, 0.2 L. dANTPs, 0.25 pL del ce-
bador 27f, 0.25 pL del cebador 1492r y 5 uLL de la muestra de ADN de los aislados. La
amplificacion se realiz6 en termociclador BioRad Thermal Cycler T100 bajo las condi-
ciones siguientes: la PCR un ciclo de desnaturalizacién inicial a 94 °C por 3 min, seguida
de 35 ciclos: desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, hibridacion de los cebadores a 62 °C por
30 s, elongacion a 72 °C por 1:50 min y una extension final a 72 °C por 5 min. Posterior-
mente se realizé la visualizacion del fragmento amplificado en gel de agarosa al 1 %, se
utiliz6 un marcador de peso molecular 1 Kb y se tifio con 6 pg/mL de Bromuro de eti-
dio, se visualizo con luz ultravioleta en el fotodocumentador BioRad The Gel Doc XR+
System. Para la purificacion de los productos de PCR se utiliz6 el Kit Zymoclean DNA
Recovery segtn las instrucciones del fabricante, una vez purificados los productos de PCR
se secuenciaron por el método de Sanger en el Laboratorio Nacional de Gendmica para la

Biodiversidad (LANGEBIO) del Cinvestav-Irapuato.
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4.4 Analisis filogenético de los aislados de
Pseudomonas spp.

Las secuencias del marcador molecular 16S ARNr fueron utilizadas para el analisis
filogenético de los 11 aislados bacterianos. Se realiz6 un arbol filogenético para cada uno
de ellos, las secuencias se alinearon mediante el programa Mesquite [64] y se estimd
las distancias evolutivas mediante distancia por pares, se determiné la bondad de ajuste
del modelo evolutivo a utilizar, asi como los pardmetros a utilizar para cada modelo en
el programa MEGA 11 [65], los arboles filogenéticos obtenidos fueron editados en el

programa FigTree [66].



44 CAPITULO 4. MATERIALES Y METODOS

4.5 Caracterizacion fisiologica de los aislados

bacterianos como PGPR

4.5.1. Solubilizacion de fosfatos

Para determinar si los aislados solubilizan fosfatos fueron sembrados en Agar Pikovs-
kaya (PVK, en g/L, 10 glucosa, 0.5 extracto de levadura, 5 Ca3(POy,);, 0.5 (NH,4),SOy, 0.1
MgSO, -7H,0, 0.2 KClI, 0.008 MnSOy, - ,H,0, 0.004 FeSO, - ;H,0, 18 agar, 0.04 % de
bromocresolcomo) [61] que contiene 5 % de fosfato tricdlcico como tnica fuente de fosfa-
to inorgénico insoluble mezclado con azul de bromofenol como indicador de pH [67]. Los
aislados fueron inoculados en 5 mL de CN e incubados a 28 °C por 24 h, posteriormente
se ajusto la densidad 6ptica a 1 = 600 nm y se sembraron 20 ;L de cada cultivo en el Agar
PKY, se incubaron a 28 °C por 3 dias. La prueba se considerd positiva si se observo un
halo amarillo translicido alrededor de la colonia y se calcul6 el indice de solubilizacion

de fosfatos (ISF) mediante la féormula 4.1 [68].

Diametro total (colonia + zona halo)

ISF = (4.1)

Diametro de la colonia

4.5.2. Produccion de exopolisacaridos

Los aislados fueron sembrados en matraces con 25 mL de Caldo Soya Tripticaseina,
incubados a 28 °C en agitacion constante 150 rpm por 6 dias. Se recuperaron 20 mL de
cada cultivo en tubos falcén y se centrifugaron a 8000 rpm durante 6 min, para precipitar
los exopolisacaridos del sobrenadante la fase acuosa fue depositada en un matraz con dos
volumenes de acetona fria [67] y colocados en refrigeracion a 4 °C por 5 dias. Se recupe-
raron los exopolisacaridos mediante filtracion con ayuda de un rectangulo de magitel que

fue colocado en horno de secado por espacio de una hora. El magitel fue pesado antes y
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después para determinar la produccidn de exopolisacaridos en mg por g de peso seco. El
experimento se realizo por triplicado y los datos obtenidos se analizaron estadisticamente

enr [69].

4.5.3. Produccion de acido indol acético (AIA)

Para determinar la produccion de dcido indolacético por parte de los aislados se sem-
braron en AN se incubaron a 28 °C por 24 h, se preparé CN suplementado con Triptoéfano
a 150 mg por cada 100 mL, se vertieron 5 mL del medio en tubos de ensaye y se inocul6
con una asada de cada uno de los aislados por separado, estos se incubaron por 24 a 48
h a 28 °C, posteriormente se agregaron 5 gotas del reactivo de Kovacs (150 mL Alcohol
isoamilico, 10g Paradimetilaminobenzaldeido, 50 mL HCI). Segundos después la prueba
se considerd positiva por la formacion de un anillo de color rosa a rojo en la capa de
reactivo sobre el medio, la prueba es indol negativo cuando la capa de reactivo permanece

amarrilla o se observa ligeramente turbia [70].

4.5.4. Produccion de acido cianhidrico (HCN)

Se realizé el método picrico alcalino de la siguiente manera los aislados fueron sem-
brados en AN suplementado con glicina a 4.4 g/L, en la tapa de la caja de Petri se co-
locaron discos de papel filtro Whatman n°1 estéril empapado con una solucion de acido
picrico al 2.5 % y carbonato de sodio Na,CO; al 12.5 %, las cajas fueron selladas con una
pelicula de PVC para evitar que se escaparan los gases e incubadas a 28 °C por hasta 3
dias. El cambio de color de amarillo a naranja o rojo implicé niveles de produccién de

HCN [26].

4.5.5. Produccion de piocianina y otros pigmentos de fenazina

Para verificar la produccién de piocianina y otros pigmentos de fenazinas, los aislados

se cultivaron en CN por 24 h a 28 °C, se ajust6 la densidad Optica de cada cultivo a 1
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= 600 nm y se sembraron 20 pL de cada bacteria en Agar Pseudomonas P (en g/L 20
Peptona, 1.4 MgCl,, 10 K,SO,4, 15 Agar, Glicerol 10 mL) donde la incorporacién de
cloruro de magnesio y sulfato de potasio estimula la de piocianina y piorrubina [71]. Las
placas se incubaron a 28 °C por hasta 3 dias, se revisaron a las 24, 48 y 72 h. La prueba
se considero positiva al observar los pigmentos que difunden y tifien el agar, la piocianina
tifie el medio de color azul, el 4cido fenacina-L-carboxilico de amarillo anaranjado y se
observa cristalizado, oxiclorafina de amarillo palido o piurrubina que tifie el medio rosa,

rojo o marron rojizo [72].

4.5.6. Produccion de pioverdina

En cuanto a la producciéon de pigmentos fluorescentes los aislados fueron cultivados
en CN por 24 h a 28 °C se ajusto la densidad oOptica a 1 = 600 nm y se sembraron 20
L de cada aislado en Agar Pseudomonas F (en g/L 10 Digerido pancredtico de caseina,
10 Peptona proteosa N° 3, 1.5 K,HPO,, 1.5 MgSO, - ;7H,0, 15 Agar, Glicerol 10 mL)
se incubaron a 28 °C por 3 dias, las placas se revisaron a las 24, 48 y 72 h. La prueba se
considero positiva si se observa una zona fluorescente en el agar que rodea el crecimiento.
Las placas se revisaron bajo una lampara de luz ultravioleta (260 nm), las Pseudomonas
fluorescentes producen un pigmento amarillo verdoso brillante que se difunde en el agar

[71,72].

4.5.7. Produccion de quitinasas

Para determinar la produccion de quitinasas los aislados fueron sembrados en 5 ml
CN e incubados a 28 °C con agitacion constante a 150 rpm por 24 h, se ajust6 la densidad
Optica de los cultivos a 1 = 600 nm, se inocularon 20 pL de cada cultivo en placas con
Agar Quitina (en g/L. 6 Na,HPO,, 3 KH,POy,, 10 quitina coloidal, 1 NH4Cl, 0.5 NaCl,
0.05 extracto de levadura, 5 % de agar) [73] que contiene quitina coloidal como tnica
fuente de carbono. Después de 6 dias de incubacion a 28 °C se calculd la Actividad

Enzimdtica Relativa (AER) mediante la formula 4.2 que permite representar de manera
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Actividad enzimatica relativa (semi-cuantitativa):
técnica de difusién en agar

Actividad
enzimatica

Punto de relativa

inoculacién

A B Crecimiento

Figura 5: Técnica de difusion en agar para determinar la actividad enzimética relativa. A.-
Punto de inoculacién del aislado bacteriano. B.-Se medirdn en mm tanto el didmetro de
crecimiento como el didmetro de actividad enzimatica para determinar AER. Modificado

de [74]. Creado con BioRender.com

semicuantitativa el rango de espectros de actividad enzimética de los microorganismos
(Figura ) [74], las placas fueron empapadas con una solucion de rojo congo durante 15

min. La prueba se considerd positiva si se form6 un halo claro alrededor de la colonia

[75].

Diametro de la actividad enzimatica en mm
AER = — — 4.2)
Diametro del crecimiento en mm

4.5.8. Produccion de amilasas

También se realiz6 el ensayo de la produccion de amilasa a partir de cultivos liquidos
de los aislados en CN y ajustada su densidad 6ptica, 20 pL. de cada cultivo en cajas de
Petri con agar almidén (en g/L. 2 Peptona, 6 NaCl, 2 extracto de levadura, 2 almidén, 20

Agar) se incubaron a 28 °C por 6 dias, se calcul6 la AER con la férmula 4.2, enseguida
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las placas fueron empapadas con Lugol por 30 min, después se enjuagaron con agua 4
veces. La prueba se considero positiva si se observo un halo transparente alrededor de la

colonia [74]..

4.5.9. Produccion de lipasas

Para ensayar la actividad lipasa de los aislados bacterianos se realizaron cultivos liqui-
dos de los mismos se incubaron a 28 °C por 24 h y se ajusto su densidad 6ptica a 1 = 600
nm fueron sembrados 20 uL. en medio agar lipasa (en g/L. 10 Peptona, 5 NaCl, 20 Agar,
0.1 CaCl, -, H,O y 10 mL de Tween 80) también conocido como medio Sierra [76]. Las
placas se incubaron a 28 °C por 3 dias, la prueba se considerd positiva al observar un
precipitado blanco alrededor de la colina como indicadora de actividad lipasa, también se

calcul6 la AER mediante la férmula 4.2.

4.5.10. Produccion proteasas

Para determinar la produccién de proteasas por parte de los aislados se realizé la
prueba de la hidrdlisis de la gelatina para ello se utiliza medio de Gelatina Nutritivo (GN
en g/LL 5 Peptona, 3 Extracto de carne, 120 Gelatina), en donde la gelatina actia como
sustrato para la gelatinasa ademds de agente solidificante. Para realizar esta prueba los
aislados fueron sembrados en cajas de Petri de 35 mm con AN e incubados a 28 °C por
24 h, posteriormente cada uno de los aislado fue sembrado en tubos de ensaye con 25 mL.
de medio GN en pico de flauta por medio del método de puncidn, los tubos inoculados se
incubaron a 28 °C por 24 a 72 h. La prueba se considerd positiva si después de refrigerar

los tubos a 4 °C por 3 h el medio seguia liquido [77].

4.5.11. Pruebas de compatibilidad

Para determinar las combinaciones de los aislados que tienen potencial de efectos adi-

tivos y sinérgicos se realizo la prueba de compatibilidad entre cada dos aislados mediante
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el método modificado de Kirby-Bauer que permite determinar la susceptibilidad y sensi-
bilidad entre bacterias al observar la presencia o ausencia de crecimiento al sembrar un
aislado sobre otro, esto como una medida indirecta de la capacidad de una bacteria para

inhibir la otra [78].

Los aislados se cultivaron en CN por 24 h a 28 °C con agitacion constante 150 rpm y
se ajustd la densidad 6ptica a 0.2 = 600 nm para el aislado 1 y se sembraron 160 pL en
una placa con Agar Mueller-Hinton, se estriaron con un hisopo esteril y se dejaron secar
en campana de flujo laminar por espacio de 10 min. A partir de cultivos liquidos de cada
aislado en CN e incubados a 28 °C con agitacién constante 150 rpm, se ajust6 la densidad
optica a 1 = 600 nm y se inocularon 10 pL del aislado 2 sobre el tapete del aislado 1, se
dejaron secar por 10 min, se incubaron a 28 °C por 3 dias. La prueba se realizé 2 veces y

se considero positiva al haber crecimiento (ausencia de halo de inhibicién).
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4.6 Formulacion de consorcios microbianos

Para establecer los consorcios se tom6 en cuenta: la compatibilidad entre bacterias,
asi como la mayor cantidad de caracteristicas promotoras del crecimiento de las plantas y
antagodnicas para ser incluidos en éste. El consorcio se prepard de la siguiente manera: a
partir de cultivos solidos frescos (24 h) se inocularon en 5 ml de CN, se incubaron a 150
rpm y 28 °C por 48 h, se ajusto su densidad Optica a 1 = 600 nm y se prepararon como
consorcios microbianos liquidos mezclando volimenes iguales de cultivos liquidos de
cada aislado (1:1, v/v) [79, 80] en CN incubados por 24 h a 28 °C en agitacion constante

a 150 rpm y ajustada su densidad 6ptica a 1 = 600 nm.
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4.7 Experimentos de confrontacion: consorcios

microbianos vs S. rolfsii

Una vez formulados los consorcios se utilizaron para realizar diferentes pruebas de
cultivo dual para determinar la inhibicién en el crecimiento micelial y en la produccion
de esclerocios en ambos aislados de S. rolfsii, el andlisis estadistico de las pruebas se
realizé en el programa Rstudio [69] y se utilizaron varias pruebas dependiendo de los

datos obtenidos, las pruebas se detallan a continuacion.

4.7.1. Difusion de los metabolitos secundarios en el medio de cultivo:

método del papel celofan

Se crecieron los consorcios (apartado 4.6), enseguida en una caja de PDA (caja de Petri
de 90 mm) se cubrid toda la superficie de la placa con un disco de membrana de celofan
esterilizada [81], se inocularon 200 pL. de cada uno de los consorcios por separado en el
centro de la membrana se estridé con hisopo estéril y se dejo secar en campana de flujo
laminar por 5 min, después las placas se incubaron a 28 °C por 96 h. Posteriormente
en condiciones asépticas y con ayuda de unas pinzas flameadas, se retir6 la membrana
de celofan con el consorcio microbiano cultivado y se colocé en el centro de la caja de
Petri, impregnada de los metabolitos difusibles producidos por los consorcios, un disco
de micelio de 6 mm de alguno de los dos aislados de S. rolfsii en crecimiento activo (5
dias de incubacion), las placas se incubaron a temperatura ambiente aprox. 30 °C por
7 dias. Para determinar el porcentaje de inhibicién de crecimiento se utilizé la férmula
4.3 [82], el crecimiento del fitopatégeno se midié como la distancia entre el punto de
colocacion del disco fingico y los bordes del crecimiento activo del hongo [83]. Se incubd
hasta por 30 dias para conocer el efecto en la produccién de esclerocios, para ello se
tomo una fotografia de la placa de PDA y éstos se contaron con el programa Imagel

[84]. El porcentaje de inhibicidn en la produccion de esclerocios se determiné utilizando
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la féormula 4.4. El experimento se realizé por triplicado, los datos se analizaron con el

programa Rstudio [69].

%Inhibicién = Z % - 100 (4.3)
2

Donde:

R, = Crecimiento radial del hongo en presencia del consorcio

Ry = Crecimiento radial del fitopat6geno en ausencia del consorcio

- 100 (4.4)

E. —E
%IPE:Z = t

Donde:

E. = Esclerocios producidos por el hongo en ausencia del consorcio

E; = Esclerocios producidos por el fitopatégeno en presencia de los consorcios

4.7.2. Confrontacion dual con barrera

Para determinar el efecto de los compuestos volétiles producidos por los consorcios
microbianos sobre el crecimiento micelial y produccion de esclerocios se realizé un en-
sayo de cultivo dual, se prepararon cajas de Petri de 90 mm con 2 divisiones, de un lado
se vertio AN y del otro lado PDA, se prepararon los consorcios de la forma descrita an-
teriormente (apartado 4.6), y se inocularon 250 pL. de cada consorcio por separado en
la parte de AN de la caja de Petri, se estrié con hisopo estéril y se secd en campana de
flujo laminar por 5 min, enseguida se colocd un disco de micelio de 6 mm de S. rolfsii

en crecimiento activo (5 dias de incubacion) en la parte de la caja de Petri con PDA, las
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Figura 6: Tasa de inhibicion del crecimiento radial. Del lado derecho de la placa crece
el tapete bacteriano de los consorcios mientras que del lado izquierdo crece el micelio
del hongo. . representa el diametro mas largo del micelio del hongo, R, representa el

diametro horizontal. Creado con BioRender.com

placas se sellaron con una pelicula de PVC para evitar que se escaparan los compuestos
voléatiles y se incubaron a temperatura ambiente por hasta 30 dias, a los 7 dias se deter-
mino la inhibicion del crecimiento micelial mediante la férmula 4.5 en donde el didmetro
horizontal muestra el efecto inhibitorio de los consorcios sobre el crecimiento micelial
del fitopatogeno (Figura 6) [85], a los 30 dias los esclerocios se contaron mediante el
programa ImageJ [84] y se calculd el porcentaje de inhibicion en la produccién de escle-
rocios IPE utilizando la férmula 4.4, el experimento se realizé por triplicado, los datos se

analizaron con el programa Rstudio [69].

Rc - Remp

Tasa de inhibicién = Z I

- 100 4.5)
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4.7.3. Confrontacion dual sin barrera

Para realizar el ensayo de cultivo dual sin barrera, se prepararon cajas de Petri de 90
mm con PDA, en condiciones asépticas y con ayuda de un bisturi flameado se cortaron 3
cm de PDA del borde de la caja hacia el centro de la misma, dicha parte se rellen6 con AN
en esta se sembraron los consorcios de la manera descrita (apartado 4.7.2). Las placas se
sellaron con una pelicula de PVC para evitar que los compuestos volatiles producidos por
los consorcios escaparan y se incubaron a temperatura ambiente hasta por 30 dias, a los
7 dias de incubacion se determind la tasa de inhibicion del crecimiento micelial mediante
la férmula anterior 4.5, a los 30 dias los esclerocios se contaron mediante el programa
Image] [84] y se calcul6 el porcentaje de inhibicion en la produccién de esclerocios IPE

utilizando la férmula 4.4, el experimento se realizé 3 veces.

4.7.4. Efecto de los compuestos volatiles producidos por los
consorcios sobre la germinacion de los esclerocios en ambos

aislados de S. rolfsii

Para determinar el efecto de los compuestos volatiles sobre los esclerocios de S. rolfsii
se realizd la siguiente prueba que consistio en tubos de ensayo de 50 mL con 25 mL de
AN en pico de flauta en donde se inocularon 160 L tubos de ensaye con AN con los
consorcios previamente preparados como se detallo con anterioridad (apartado 5.6.3), se
estriaron con hisopo estéril, enseguida en una bolsa cuadrada de tela permeable esterili-
zada de 3 cm de largo se depositaron 12 esclerocios de ambos aislados de S. rolfsii por
separado, con ayuda de unas pinzas flameadas se colocaron en la boca del tubo de en-
saye, los tubos se sellaron con una pelicula de PVC y se incubaron a 28 °C por 7 dias.
Posteriormente los esclerocios fueron recuperados con ayuda de unas pinzas flameadas
colocados en cajas de Petri de 90 mm con PDA, se sembraron 8 esclerocios en cada caja
de Petri y se incubaron a temperatura ambiente hasta 30 dias, se determino el porcenta-

je de germinacion de los esclerocios a los 7 dias de incubacion mediante la formula 4.6
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[86], a los 30 dias se contaron los esclerocios producidos en los tratamientos mediante
el programa ImagelJ [84] y se calcul6 el IPE mediante la formula 4.4, se realizaron dos
réplicas bioldgicas con dos repeticiones cada una, los datos obtenidos se analizaron con

el programa Rstudio [69].

N° de esclerocios germinados

%germinacion = 100 (4.6)

Total de esclerocios
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4.8 Efecto de los filtrados libres de células de los
consorcios sobre el crecimiento micelial y
produccion de esclerocios en ambos aislados
de S. rolfsii

Para este ensayo se prepararon 125 mL de los consorcios CS3 y CS4 de la manera des-
crita anteriormente y una vez mezclados los consorcios se incubaron a 28 °C en agitacion
constante a 150 rpm durante 96 h, enseguida se transfirieron 25 mL de cada consorcio
a tubos de plastico conicos de 50 mL estéril y se centrifugaron a 8000 rpm por 5 min,
esto se realizé dos veces. Posteriormente se recupero la fase acuosa y se filtré a través de
membrana de 0.45 pym (Millipore)/47 mm de didmetro (Sistema Swinnex). Al filtrado se
agregaron 100 ; de Kanamicina (50 mg/mL), se incub6 durante 3 h a 28°C en agitacién
[87]. Por otra parte, se preparé PDA 2X una vez estéril junto a los filtrados, en volimenes
iguales (1:1, v/v), se prepararon cajas de Petri de 90 mm, como control se utilizé agua
destilada estéril en la misma proporcion. En las placas preparadas con los filtrados libres
de células (FLC) se sembraron ya sea un disco de micelio de 6 mm con crecimiento activo
de ambos aislados de S. rolfsii (5 dias de incubacién en PDA) o se sembraron de manera
equidistante 8 esclerocios de cada aislado del fitopatogeno. Se realizaron dos repeticiones
bioldgicas con dos réplicas cada una, a los 7 dias se determind el porcentaje de inhibicion
del crecimiento de micelio mediante la férmula 4.5, a los 30 dias se contaron los esclero-
cios producidos en el programa ImageJ [84] y se determiné el porcentaje de inhibicion en

la produccidn de esclerocios con la férmula 4.4.
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4.9 Efecto biprotector de los consorcios en planta

de jitomate

Para ensayar el efecto inhibitorio de los consorcios CS3 y CS4 en planta de jitomate
se realiz6 lo siguiente, se prepararon los consorcios de la forma descrita con anterioridad,
enseguida se colocaron 60 semillas de jitomate (Solanum lycopersicum) tipo “Saladet” en
tubos falcén de 50 mL se agregaron 5 mL de los consorcios por separado, como control
se utilizd 5 mL de CN, se incubaron a 28 °C y 150 rpm por 3 h, enseguida se colocaron
en charolas de germinacién que contenian una mezcla de suelo general del CINVESTAV
Irapuato, se sembraron 50 semillas por tratamiento. Las semillas se regaron con agua de
grifo cada tercer dia y una vez a la semana se inocularon 1 mL del consorcio correspon-
diente por cada pozo. A las seis semanas las pladntulas de jitomate fueron trasplantadas
en vasos de plastico de 525 mL bajo las mismas condiciones. Después de seis semanas
las plantulas fueron infectadas con uno de los aislados de S. rolfsii para ello en condi-
ciones asépticas se coloco un disco de membrana de celofan sobre cajas de Petri de 60
mm con PDA, enseguida se colocd en el centro de la caja con la membrana de celofan un
de micelio de 6 mm con crecimiento activo del hongo (5 dias de incubacién), las placas
se incubaron a temperatura ambiente por 5 dias, posteriormente en condiciones asépticas
se cortaron con ayuda de un bisturi con la navaja flameada en ocho rectangulos del mis-
mo tamafio, las plantulas infectadas se inocularon con 1 mL de consorcios CS3 o CS4 o
CN una vez a la semana. La incidencia de la enfermedad (IE) se determiné a los 30 dias
después de la infeccion con alguno de los aislados de S. rolfsii mediante la férmula 4.7
[88], ademas se determind el grado de severidad de la enfermedad mediante la escala que
se encuentra en la tabla 1 [89] y el indice de severidad (IS) con la férmula 4.8 [88], por

ultimo, para determinar el indice de eficacia de biocontrol se utiliz6 la férmula 4.9 [89].

N° de plantas atacadas

%IE = 100 4.7)

N° de plantas examinadas ‘
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Tabla 1: Escala para determinar el grado de severidad de la enfermedad

Escala Sintomas

0 El crecimiento del jitomate fue normal

1 1-25 % de hojas amarillas y marchitamiento inicial del tallo del jitomate
2 26-50 % de hojas amarillentas y comienzo de la muerte del tallo

3 51-75 % de hojas necréticas amarillentas y muerte progresiva de tallos
4 76-100 % de tejido necrdtico, micelio en crecimiento y esclerocios

5 Planta marchita

IS — Z (Plantas con el mismo grado de infeccion) (Qrado de infeccién) - 100 (4.8)
(Total de plantas) (Mayor grado de infeccion)
IS del control - IS del i

Eficacia biocontrol = ¢ contro ¢ consoreto 100 4.9)

IS del control
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4.10 Promocion del crecimiento vegetal de
los consorcios microbianos en planta
de jitomate

Para evaluar el efecto de promocién del crecimiento vegetal de los consorcios CS3 y
CS4 se realizo el siguiente experimento 60 semillas de jitomate (Solanum lycopersicum)
tipo “Saladet” se colocaron en tubos falcon de 50 mL se agregaron 5 mL de los consorcios
por separado y como control se utilizé CN se incubaron a 28 °C por 3 h y se sembraron en
charolas de germinacion con una mezcla de suelo general del Cinvestav-Irapuato esterili-
zado en autoclave, una vez a la semana se inocularon con 1 mL de consorcio preparados
como se describi6 antes 4.6 y se regaron dos veces a la semana con agua de grifo. El por-
centaje de germinacion fue registrado una vez a la semana durante 6 semanas. Después de
4 semanas las plantulas de jitomate se trasplantaron en vasos de plastico de 525 mL bajo
las mismas condiciones experimentales. Después de seis semanas se arrancO suavemente
toda la planta y se lavaron las raices con agua corriente para eliminar el suelo adherido y

se midio el crecimiento aéreo de las plantas, asi como la longitud de la raiz.






Capitulo 5

Resultados y discusion

5.1 Caracteristicas fenotipicas de los aislados de
Pseudomonas spp.

En el cepario utilizado contamos con 11 aislados bacterianos, se encontrd que tiene
diferencias morfoldgicas entre ellas (Tabla 2). En la Figura 7 se observan dos de las bac-
terias aisladas de la rizosfera y cultivo de freses utilizadas en este estudio crecidos en AN

e incubados a 28 °C por 24 h.

Figura 7: Morfologia de los aislados bacterianos. Se muestra dos de los aislados creciendo

en AN e incubados a 28 °C por 24 h.
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Tabla 2: Caracteristicas morfoldgicas de los aislados bacterianos

Numero Aislado  Color  Consistencia Forma Borde
1 1228 Blanco Cremosa Irregular Entero
2 1230 Blanco Cremosa Puntiforme  Entero
3 1232 Blanco Viscosa Irregular ~ Ondulado
4 1234 Amarillo Cremosa Irregular  Lobulado
5 1236 Amarillo  Cremosa Irregular Regular
6 1238 Amarillo Viscosa Fusimorme  Entero
7 1240  Amarillo Cremosa Irregular  Lobulado
8 1242 Amarillo Cremosa Irregular  Lobulado
9 1244 Amarillo Cremosa Puntiforme Lobulado

1251  Amarillo Cremosa Irregular Entero

—_ —
— O

1252 Blanco Cremosa Irregular ~ Lobuado
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5.2 Identificacion de la coleccidon de bacterias por
pruebas bioquimicas

Se realizaron tincion de Gram para todos los aislados bacterianos y se encontré que
todos son bacilos Gram negativos, dato que corresponde a lo esperado para el género
Pseudomonas, en la Figura 8 se observan los resultados de esta prueba para los aislados

1242y 1252.

Figura 8: Tinciones de Gram. Las bacterias 1242 y 1252 mostraron ser bacilos Gram

negativos. Objetivo 100X

Para realizar la identificacion por reacciones bioquimicas se determind si los aislados
bacterianos son capaces de fermentar glucosa, lactosa y/o sacarosa al sembrarlos en agar
triple azucar hierro (TSI) y en el Agar Hierro de Remel Kligler (KIA), los resultados
representativos de tres aislados se observan en la Figura 9. En la parte A se muestra,
el resultado de los aislados 1232 y 1236 en donde se aprecia un color rojo en el agar
inclinado y en la base del tubo no se observa cambio lo que indica que se trata de un
microorganismo no fermentador. Este comportamiento es tipico de Pseudomonas [90],
cabe resaltar que casi todos los aislados tuvieron un resultado negativo para esta prueba
similar al del aislado 1232. El resultado de esta prueba para el aislado 1236 es una reaccioén
alcalina (color rojo en el agar inclinado) sobre acida (color amarillo en la base del tubo)

indica que el organismo es capaz de fermentar la glucosa, mientras el resultado del aislado
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1251 muestra una reaccion dcida sobre 4cida por el color amarillo tanto en agar inclinado
como en la base del tubo por lo que se trata de una bacteria que fermenta glucosa, dextrosa

y/o sacarosa.

125

Figura 9: Pruebas TSI (A) y KIA (B) en los aislados bacterianos. Posterior a 24 h de incu-
bacién a 28 °C se determind el resultado de la reaccidn, color amarillo en la base “acido,
fermenta”, rojo “alcalino, no fermenta”. Si la base del tubo se torna amarilla (4cido) y el
pico de flauta se torna roja (alcalina) indica que el organismo fermenta solo la glucosa, si
tanto la base del tubo como el pico se tornan amarillos el organismo fermenta glucosa y
lactosa. En la prueba KIA ademas se observé una reaccion positiva para la produccion de

gas.

Para la prueba de KIA una reaccién negativa para fermentacién de carbohidratos se
observa rojo en el agar inclinado (alcalino) y rojo en la base del tubo (alcalino), fue el
resultado obtenido para el aislado 1232, por lo tanto, se trata de una bacteria no fer-
mentadora. Esto coincide con la prueba de TSI la mayoria de los aislados resultaron no
fermentadores, por lo que, se trata de bacilos Gram negativos del género Pseudomonas
(Figura 9, panel B). En el segundo tubo observamos el resultado para 1236 donde se apre-
cia una reaccion alcalina (agar inclinado rojo) sobre dcida (base del tubo amarilla) lo que

indica que este aislado puede fermentar glucosa pero no lactosa, mientras que en el tercer
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tubo se aprecia el resultado para el aislado 1251 donde tanto la base del tubo como el agar
inclinado se observa amarrillo (reaccion 4cida sobre dcida) con produccion de gas lo que
indica que se trata de una bacteria capaz de fermentar glucosa y lactosa, presumiblemente

se trata de Enterobacter aerogenes o Klebsiella oxytoca [90].

En cuanto a la prueba del uso del citrato como unica fuente de carbono todas las
bacterias tuvieron un resultado positivo al igual que el aislado 1240 (Figura 10), asi como
en la prueba de la descarboxilacion de la lisina donde todos los aislados, incluido el 1238,
resultaron positivos, en contraste con la prueba de la hidrélisis de la urea donde todos los
aislados tuvieron un resultado negativo como el aislado 1244. En el caso de la prueba del
metabolismo del citrato se conoce que todas las especies de Pseudomonas que han sido
estudiadas presentan las reacciones clasicas de los 4cidos tricarboxilicos [76]. El cambio
de color en esta prueba indica que los aislados bacterianos utilizados en esta investigacion
poseen citrato permeasa que convierte el citrato en oxalacetato y piruvato. Este ultimo en
presencia de un medio alcalino genera 4cidos orgdnicos que son utilizados como fuente

de carbono y el medio produce una coloracién azul.

Citrato Lisina Urea

1238

Figura 10: Pruebas bioquimicas, en el primer tubo de ensayo se muestra el resultado para
la prueba de Agar citrato de Simmons, en el segundo tubo se observa el resultado de la

prueba de descarboxilacion de la lisina y en el dltimo tubo el de la hidrdlisis de la urea.
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Respecto a la hidrdlisis de la urea la mayoria de las Pseudomonas son negativas en
esta prueba [91], como en este caso que ninguno de los aislados produjo una reaccion
positiva (color rosa mexicano). Por otro lado, en las Pseudomonas el catabolismo de la
lisina puede producirse por al menos tres vias diferentes que finalizan con la obtencion
de glutarato que genera acetil-CoA. Estas vias se denominan la via de la oxigenasa, la de
pipecolato y la de cadaverina [76], por lo que la prueba de la lisina positiva indica que se

trata de bacterias capaces de metabolizar la lisina en cadaverina (Figura 10).

Figura 11: Prueba de motilidad en los aislados bacterianos. En el lado izquierdo se obser-
va un resultado positivo para esta prueba, mientras que del lado derecho se presenta un

resultado negativo.

En cuanto a la capacidad de movimiento, ésta se analizé en el medio SIM, el aislado
1238 mostrd un resultado positivo para esta prueba, como casi todos los demds aislados
con excepcion de los aislados 1244, 1251 y 1242 (Figura 11). En la Tabla 3 se presenta
el compedio de los resultados de las pruebas bioquimicas para todas las bacterias aisladas

de cultivos de fresa con los que se trabajo en esta investigacion.

Por otro lado, una reaccién importante que se analizé fue determinar si los aislados son
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Tabla 3: Caracteristicas bioquimicas de los aislados

Aislado Fermentaciéon Descarboxilacion Pruebade Hidrdlisis Citrato de
Glucosa Lisina motilidad Urea Simmons

1228 -
1230 -
1232 -
1234 -
1236 +
1238 -
1240 -
1242 +
1244 +
1251 +
1252 -

+
+
|
+

+ 4+ ++ + + A+ ++
++ ++ ++ A+ ++

Posterior a 24 h de incubacién a 28 °C; + reacciones positivas, - reacciones negativas.

beta-hemoliticos al sembrarlos en agar sangre e incubarlos a 28 °C por 72 h. En la Figura
12 se muestran los resultados, en cada una de las placas se puede observar el control ¢ que
en este caso fue la cepa 296 de Staphylococcus aureus que produce zonas claras alrededor
de la colonia, como se aprecia en la Figura 12 en las placas superiores. Esto se debe a que
lisa por completo los eritrocitos lo que se conoce como beta-hemdlisis, a diferencia de los
doce aislados bacterianos que se emplearon en esta investigacion ya que ninguno produjo
algin tipo de hemdlisis, la alfa-hemdlisis produce una decoloracion verdosa alrededor de

la colonia que produce hemolisina alfa.

En la parte inferior de la imagen 12 se muestran a los aislados en las placas de agar
sangre de frente para observar las caracteristicas morfologicas de las bacterias. Con esta
prueba se descarta que alguno de los aislados sea Pseudomonas aeruginosa porque para
esta especie es caracteristica la beta-hemdlisis. Ademads presentan un brillo metdlico y una
pigmentacion verde-azulada, las colonias de Pseudomonas stutzeri en este medio se ob-
servan secas arrugadas y de color beige a marrdn, mientras que, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas monteilii, Pseudomonas mosselii, Pseudomonas putida y Pseudomonas ve-

ronii no tiene una apariencia distintiva al crecer en este tipo de medio [92].
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Figura 12: Prueba de hemdlisis en los aislados bacterianos en agar sangre. En la parte
superior se muestra el reverso de la placa con luz de fondo para observar la hemdlisis.
En la parte inferior se muestran las placas de frente para mostrar las caracteristicas mor-
foldgicas de los aislados bacterianos. El nimero corresponde al indicado en la Tabla 2, C,

control S. aureus. Incubacién 28 °C por 72h.

Para la identificacién fenotipica de los aislados se tomaron en consideracién varias
pruebas que se describen en la seccidn 5.6 y se compararon con los caracteristicas me-
tabolicas y bioquimicas de las bacterias que resultaron identificadas con el andlisis de
la secuencia del gen que codifica para la 16S ARNr de los aislados que se detalla en la
seccion 5.4. En la Tabla 4 se muestran las caracteristicas de los aislados que pertenecen
al género Pseudomonas y que se compararon con diferentes especies de dicho género,
mientras que, en la Tabla 5 se presentan las caracteristicas de los dos aislados restantes

que pertenecen al género Klebsiella y Variovorax.
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Tabla 4: Caracterizacion fenotipica de los aislados de Pseudomonas spp.

Aislados bacterianos

Pseudomonas spp.

Caracteristicas
1 23 4 5 6 7 8 11 A B C D
Oxidasa + + + - -+ -+ 4+ o+ o+ o+ o+
Catalasa + + + + + + + 4+ + + + + o+
Indol - - - - - - - - 4+ - - ND
Lipasa + -+ - + + + - 4+ V ND - -
Hidrélisis gelatina - - -  + + + -V -+ 4+ - -
Hidrélisis almidon  + - + - + + + - + + ND + -
Motilidad + + + + + + + - 4+ 4+ + + ND
Arginina dehidrolasa + + + ND - ND ND - - - ND + +

Los nimeros corresponden a las bacterias aisladas de cultivos de fresa utilizadas en esta

investigacion; + reaccidn positiva, — reaccion negativa, V reaccion variable, ND no hay

datos disponibles. A: P. lini [93][94][95]; B: P. mediterranea [96]; C: P. putida [97]; D:

P. hunanensis [98].

Tabla 5: Caracteristicas fenotipicas de Variovorax paradoxus y Klebsiella oxytoca

Aislados bacterianos

Especies blanco

Caracteristicas

9 12 \% K

Oxidasa + + + -
Catalasa + + + ND

Indol - + ND +

Lipasa + + ND -

Hidrolisis gelatina - - ND -
Hidrolisis almidén ~ + + ND ND

Motilidad - - - -
Arginina dehidrolasa - - - ND

Los nimeros corresponden a las bacterias aisladas de cultivos de fresa utilizadas en este

estudio; + reaccidn positiva, — reaccion negativa, V reaccion variable, ND no hay datos

disponibles. V: Variovorax paradoxus[99][100]; K: Klebsiella oxytoca[76][92].
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5.3 Identificacion mediante sistemas estadariza-

dos APl 20 E y API 20 NE

Debido a que el resultado obtenido posterior a realizar las pruebas bioquimicas pre-
paradas en el laboratorio no fue muy claro. Se procedid a realizar la identificaciéon por
medio del sistema estandarizado API 20 E que permite identificar bacilos Gram negativos
mediante 21 pruebas bioquimicas miniaturizadas, se realizaron pruebas con este sistema
para todos los aislados bacterianos que se utilizaron en la Investigacion, esto con la fina-
lidad de dar mayor sustento a nuestra identificacién. En la Figura 13, en la parte inferior
se muestra la prueba para el aislado 1228 en contraste con un formato base con todas
las pruebas positivas en la parte superior. La interpretacion de los resultados se realizo
con el algoritmo en linea APIweb de bioMérieux, que es capaz de resolver a nivel espe-
cie aquellos aislados con resultado de excelente, muy bueno y bueno para identificacion
del género y especie, mientras que aquellos con baja discriminacion se consideraron no

identificados (Tabla 6).
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Figura 13: Pruebas API 20 E. Parte superior muestra un formato base con las pruebas

positivas, parte inferior muestra el resultado de las pruebas para el aislado 1228.

Por otro lado, se realizé la identificaciéon mediante el sistema API 20 NE de cuatro
aislados bacterianos de la coleccion. En la Figura 14, en la parte inferior se observan los
resultados para el aislado 1244 y en la Tabla 7 se encuentran los resultados para los cuatro

aislados, se consideraron identificados a nivel especie aquellos con calidad de identifica-
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Tabla 6: Identificacion de los aislados bacterianos por medio del sistema API 20 E

Aislado Identificacion API Identidad % Calidad
1228  Pseudomonas fluorescens/putida 76.1 Excelente
1230  Pseudomonas fluorescens/putida 76.1 Excelente
1232 Pseudomonas fluorescens/putida 76.1 Excelente
1234 Pseudomonas spp. 533 Baja discriminacion
1236 Serratia liquefaciens 66.6 Muy buena
1240 Pseudomonas spp. 35.7 No valida
1252 Pseudomonas fluorescens/putida 72.3 Buena

Los aislados con calidad de identificacién excelente, muy buena y buena se consideraron

identificados a nivel especie.
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Figura 14: Pruebas API 20 NE. En la parte superior se muestra un formato base con

resultados positivos de las pruebas, en la parte inferior se muestran los resultados para el

aislado 1244.

cién buena. Mediante el uso de este sistema no fue posible identificar tres de los aislados
bacterianos utilizados en este estudio, el 1234, 1240 y 1238, incluso cuando este dltimo
fue probado mediante ambos sistemas. Esto se debe potencialmente a que estas bacterias
aisladas de cultivos de fresa no se encuentran en la base de datos de estos sistemas de

identificacion. Fue por ello que se opt6 por utilizar secuenciacién del marcador molecular

16S.
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Tabla 7: Identificacion de los aislados bacterianos por medio del sistema API 20 NE

Aislado Identificacion API Identidad % Calidad
1238 Burkholderia spp. 82.4 Baja discriminacién
1242 Pseudomonas fluorescens 95.7 Buena
1244 Pseudmonas fluorescens 90.6 Buena
1251  Aeromonas hydrophila/cavia 99.2 Muy buena

Los aislados con calidad de identificacion muy buena y buena se consideraron identifica-

dos a nivel especie.
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5.4 Identificacion molecular

Los métodos de caracterizacion morfoldgica y bioquimica son una alternativa y com-
plementan la identificacion fenotipica. En bacterias, el andlisis de la secuencia del gen
16S del ARN ribosémico es una herramienta ampliamente utilizada para la identificacion
molecular [101]. Varias caracteristicas de los ARNTr los convierten en un objetivo util para
la identificacion bacteriana. Es de las macromoléculas més conservadas y estan presentes
en todas las células bacterianas. Por ello, son un marcador molecular. Otra caracteristica
es que su funcién se ha mantenido constante en un periodo de tiempo amplio ademaés el
gen 16S ARNr es lo suficientemente grande, de aproximadamente 1500 pb, como para
contener informacion relevante por lo que incluso Woese lo llamé el “crondmetro mo-
lecular definitivo” [102]. Este gen tiene regiones conservadas y variables que cambian
con el tiempo, las 10 zonas conservadas son utiles para disefiar cebadores que permi-
tan la amplificacion de regiones hipervariables, mientras que las nueve regiones variables

proporcionan la informacion mas ttil para los estudios de taxonomia y filogenia [103].

Con el objetivo de realizar la identificacion de la coleccion de aislados utilizados,
procedimos a trabajar a nivel molecular. Para ello utilizamos algunas secuencias previa-
mente generadas para 9 de las bacterias [61], mientras que, para los dos aislados restantes,
1251 y 1252, se realiz6 la amplificacion de una parte del gen 16S ARNr que genera un
fragmento de 1465 pb, en la Figura 15 se observa el producto de PCR en gel de agarosa
al 1% con el amplicon 16S ARNr. Con las secuencias obtenidas se realizé una rastreo
en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information) mediante
andlisis Blast (Tabla 8). A pesar de que el uso del gen 16S como marcador filogenético
tiene sus limitaciones, por ejemplo, la redundancia genética intra gendmica, existen di-
versas razones por las cuales se utiliza la secuenciacion del gen del ARN ribosomal 16S
para la tipificacién molecular, porque, actualmente es relativamente facil de secuenciar.
Ademais, se dispone de mucha informacién dentro de las bases de datos que se encuentran

en constante expansion [103].
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Control 1251 1252

3000 pb — -

1500 pb —>
1000 pb —>

500 pb —>

Figura 15: Amplificacion del gen 16S ARNTr de los aislados bacterianos 1251 y 1252. Gel

de agarosa al 1 % Bromuro de etidio, se utiliz6 un marcador de peso molecular 1 Kb.

Como se aprecia en la Tabla 8, la mayoria de los aislados pertenecen al género Pseudo-
monas que dentro de la familia Pseudomonadaceae es el mas complejo con 342 especies
con nombres vilido excluyendo sinénimos segiin en LPSN (List of Prokaryotic Names
with Standing in Nomenclature). Este nimero se encuentra en constante evolucion pues
en el 2021 el género Pseudomonas contenia 259 nombre validos de especies, desde las pri-
meras descripciones de la especie varios analisis han actualizado su taxonomia basandose
en el analisis de la secuencia 16S ARNr [104]. Se han realizado investigaciones compa-
rando la idoneidad de la secuenciacién parcial del gen 16S ARNr para la identificacion
de bacilos Gram negativos no fermentadores contra sistemas de identificacion fenotipica
comerciales como API 20 NE y encontraron que la secuenciacion de dicho gen es mas
precisa para la identificacion de este tipo de bacterias, con 92 % de los aislados asignados
a nivel de especie en comparacion con 54 % con el sistema API [101]. Sus resultados
concuerdan con los de esta Investigacion, porque, solo siete de los 11 aislados bacteria-
nos fueron identificados a nivel especie mediante los sistemas API 20E y 20NE. Ademas,

algunos de los aislados fueron identificados en especies diferentes a las de la obtenidas
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Tabla 8: Identificacién molecular de los aislados bacterianos con el marcador filogénetico

16S ARNr

Aislado Especie % ldentidad
1228 Pseudomonas hunanensis 99.93
1230 Pseudomonas hunanensis 99.93
1232 Pseudomonas putida 99.93
1234 Pseudomonas lini 100
1236 Pseudomonas lini 99.78
1238 Pseudomonas putida 99.71
1240 Pseudomonas lini 96.88
1242 Pseudomonas mediterranea 99.78
1244 Variovorax paradoxus 100
1251 Klebsiella oxytoca 99.63
1252 Pseudomonas putida 99

mediante secuenciacion, esto se debe en parte a que las bases de datos disponibles de los
sistemas de identificacion fenotipica son limitadas y no contienen las especies de P. huna-
nensis, P. lini, P. mediterranea ni a Variovorax paradoxus, por lo que, resulta imposible

identificar estas especies mediante las pruebas API.

Cabe resaltar que un enfoque que ha demostrado ser una herramienta confiable para
la identificacion de cepas a nivel de especie es el andlisis molecular utilizando cuatro
genes de expresion constitutiva (gyrB, rpoB, rpoD y 16S ARNr) que ha permitido la
clarificacién de la filogenia en Pseudomonas al mejorar la delimitacion de especie [104],

por lo que resultaria util utilizar dicho enfoque en una investigacion ulterior.
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5.5 Filogenia de los aislados bacterianos

Por otra parte, para el andlisis de las relaciones filogenéticas entre los aislados bacte-
rianos empleados en esta investigacion se realizé un arbol filogenético exploratorio con
especies representativas del género Pseudomonas. En la Figura 16, se observa el arbol
construido con el método de Maxima parsimonia en el programa SeaView [105]. Las
ramas de color rojo indican la ubicacion de los aislados bacterianos utilizados en esta in-
vestigacion. Ademds, se observa que el aislado 1252 pertenece a la especie Pseudomonas
putida. Este resultado coincide con la busqueda Blast, a diferencia del aislado 1242 que

pertenece a la especie Pseudomonas mediterranea.

Los aislados restantes que fueron identificados dentro del género Pseudomonas se
agrupan fuera del arbol, esto se debe a que como ya se menciond anteriormente este es
uno de los géneros de bacterias mds complejos y las especies identificadas por Blast se
encuentran dentro de otro grupo de la misma especie, esto solo refleja la enorme diver-
sidad genética de este género que se encuentra en constante expansion debido a la nueva

informacidn genética disponible gracias a la secuenciacion.

En el 2021 Girard y colaboradores realizaron una actualizacion de la filogenia de
Pseudomonas mediante el uso de una combinacion de datos de secuenciacion de genoma
completo y del gen rpoD, utilizaron 316 cepas y 313 especies tipo de Pseudomonas que
revelaron 16 grupos dentro del género y una particion del grupo P. putida en 15 subgrupos
[104]. Las especies de bacterias en esta investigacion pertenecen a diferentes subgrupos
dentro de dicha clasificacion, asi tenemos que P. [ini pertenece al subgrupo de P. mandelii,
mientras que P. mediterranea pertenece al subgrupo de P. corrugata y P. hunanensis al
subgrupo de P. vlassakiae y P. putida pertenece al subgrupo de P. putida dentro los 15
subgrupos que conforman este grupo. Se realiz6 una busqueda en la base de datos del
NCBI de las secuencias para el gen 16S ARNr de cada una de las especies dentro de

cada uno de los grupos y con estas se realizd un arbol filogenético para cada subgrupo
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Figura 16: Relaciones filogenéticas de los aislados de Pseudomonas spp. por el método

de Maxima Parsimonia.
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a excepcion del subgrupo de P. hunanensis, ya que, dicho subgrupo sélo se encuentra

conformado por tres especies y la cepa atn carece de estatus taxondmico.

En la Figura 17, se muestran las relaciones filogenéticas para el subgrupo de P. man-
delii donde segun la clasificacion antes mencionada pertenece la especie P. lini, 1a historia
evolutiva de este subgrupo fue inferida utilizando el método de Méximum Likelihood con
el modelo Kimura 2-pardmetros en el programa MEGA, como se observa los aislados
1234, 1236 y 1240 (recuadro rojo) pertenecen a la especie Pseudomonas lini, en concor-

dancia con la biisqueda Blast y las caracteristicas fenotipicas de estas bacterias.

Por otro lado, en la Figura 18 se encuentra el arbol que muestra las relaciones filo-
genéticas del aislado 1242 que revel? se trata de una P. mediterranea dentro del subgrupo
de las P. corrugata, en concordancia con el Blast. Asi mismo, en la Figura 19, se muestra
la reconstruccion filogenética de los aislados de Pseudomonas putida 1232, 1238 y 1252
por el método de Méxima parsimonia en donde se puede observar el subgrupo de P. putida

y que los aislados efectivamente corresponden a especies del mismo.

Para los aislados 1244 y 1251 que el andlisis fenotipico y la biisqueda Blast revel6
que no pertenecen al género Pseudomonas se realizé un arbol filogenético para cada uno,
para el aislado 1242, Variovorax paradoxus se muestra en la Figura 20 y fue realizado
utilizando las secuencias para el gen 16S ARNr de seis diferentes especies dentro del
género Variovorax [99] por el método de Neighbor Joining como grupo externo se utilizé
la secuencia de P. aeruginosa. Para el aislado 1251, Klebsiella oxytoca el anilisis filo-
genético de las secuencias para el gen 16S ARNr por el método de Maxima parsimonia,
se presenta en la Figura 21, se utilizaron siete secuencias de diferentes especies dentro del
género Klebsiella [106] y como grupo externo se utilizé la secuencia del gen 16S ARNr

de Kluyvera cryogenesis.
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Figura 17: Arbol filogenético de las Pseudomonas lini por el método Maximum Like-

lihood del subgrupo de P. mandelii.
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Figura 18: Relaciones filogenéticas del aislado de Pseudomonas mediterranea 1242 por

medio del método Méxima parsimonia.
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Figura 19: Arbol filogenético del subgrupo de Pseudomonas putida por el método de

Mixima parsimonia donde se incluyen a las bacterias 1232, 1238 y 1252.
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Figura 20: Reconstruccion filogenética de las secuencias 16S ARNr de Variovorax para-

doxus por el método de Neighbor Joining
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——= Klebsiella_aerogenes_KCTC_NR_102493

—=2 Klebsiella_pneumoniae_DSM30104_NR_036794

69.2%

e Klebsiella_variicola_F2R9_NR_025635

91.2%
= Klebsiella_oxytoca_ATCC13182T_Y17655

83% % Aislado_1251

71.4%  pr— K|ebsiella_grimontii_SB73_NR_159317

TPt Klebsiella_pasteurii_SPARK836C1_MN091366

e Klebsiella_michiganensis_W14_NR_118335

—e Kluyvera_cryocrescens_12993_NR_028803

0.6

Figura 21: Andlisis comparativo de las secuencias 16S ARNr de Klebsiella oxytoca por

el método de Maximun likelihood.
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5.6 Construccion de consorcios microbianos

Los consorcios microbianos son comunidades artificiales de microorganismos de di-
ferentes especies que interaccionan entre si, compartiendo nutrientes y metabolitos, asi
como moléculas de sefializacidn que les permiten mantener una comunicacion constante,
cooperando para la realizacion de multiples tareas y alimentdndose de manera cruzada,
que han sido utilizados con fines biotecnolégicos como biofertilizantes y agentes de bio-
control de fitopatogenos [20]. Para la formulacion de éstos se determiné el perfil promotor
del crecimiento vegetal de cada uno de los aislados por medio de diferentes pruebas que
incluyen: la solubilizacién de fosfatos, produccién de pigmentos y enzimas hidroliticas,
asi como la secrecion de polisacaridos, sintesis acido indol acético y dcido cianhidrico.
Una vez analizado que son candidatos para funcionar como promotores de crecimiento en

planta, se determiné la compatibilidad entre los aislados.

5.6.1. Perfil promotor del crecimiento de las plantas y antagonista de

los aislados bacterianos

Solubilizacion de fosfatos

En cuanto a la solubilizacion de fosfatos todos los aislados resultaron positivos para
esta prueba como se observa en la Figura 22 donde los nimeros corresponden con el
aislado segtin la Tabla 9, como control positivo ¢ se utiliz6 la cepa 1316 previamente
identificada como positiva para esta prueba. En la imagen 22 se aprecia que no todos los
aislados solubilizan fosfatos con la misma intensidad ya que algunos muestran halos mas
grandes, el indice de solubilizacion de fosfatos (ISF) se obtuvo que los aislados con ma-
yores indices de solubilizacion fueron el 1232 con 1.65, el 1251 con 1.6, el 1244 con 1.57
y el 1236 con 1.54, mientras que los aislados con menores ISF fueron el 1228 con 1.25 y
el 1234 con 1.29, (Tabla 9). El principal nutriente que limita el desarrollo de las plantas

es el fosforo, ya que a pesar de ser uno de los mas abundantes en el suelo esta presente en
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forma insoluble [67]. En la actualidad ha cobrado mayor interés las investigaciones sobre
el uso de los microorganismos que solubilizan fosfatos en la produccién de cultivos como
un método alternativo para satisfacer la demanda de fésforo en los mismos, los estudios
sugieren que la aplicacion de PGPR que solubilizan fosfatos tienen el potencial de reducir
hasta en 50 % la aplicacion de P quimico [49]. Es por esta razon que la solubilizacion
de fosfatos es uno de los principales mecanismos de promocion del crecimiento de las
plantas que tienen las bacterias y nuestros resultados concuerdan con los de otros autores
sobre la capacidad de las bacterias del género Pseudomonas 'y Klebsiella para solubilizar
fosfatos [43], los aislados con mayores ISF se utilizaron para formar los consorcios para

observar su efecto en planta de jitomate.

Figura 22: Ensayo de solubilizaciéon de fosfato inorganico de los aislados en placas de

Agar Pikovskaya incubadas a 28 °C por tres dias. La prueba se realiz6 por triplicado.

Produccion de exopolisacaridos

En este ensayo se determiné que todos los aislados producen polisacédridos extracelu-
lares en diferentes concentraciones expresadas en mg/g de peso seco. En la Figura 23, se
observa una de las réplicas del experimento de produccién de exopolisacaridos del aislado

1240, las particulas que se aprecian en el fondo del matraz son los exopolisacaridos antes
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de la filtracion, para la prueba se utiliz6 como control la cepa 269 de Escherichia coli.
Los aislados productores de polisacdridos se dividieron en productores de alto contenido
de exopolisacaridos 1228, 1230, 1234, 1240, 1242 y 1251, mientras que los restantes se
consideraron productores moderados de exopolisacéridos, el aislado con menor produc-
cion fue el 1232 con un promedio de 8 mg/g de peso seco. En la Figura 24, se muestra la
produccion de exopolisacaridos de cada uno de los aislados, sélo tres de los aislados 1230,
1240 y 1242 presentan diferencias estadisticas significativas respecto del control que en
este caso se utilizé una cepa de E. coli. La produccion de polisacaridos extracelulares por
cepas bacterianas ha sido implicada en los procesos de colonizacién que les confieren ven-
tajas selectivas sobre otros microorganismos asociados a las raices de las plantas en lo que
respecta a la nodulacion, colonizacién endofitica y supervivencia, ademds disminuyen el
estrés salino ya que los polisacéridos extracelulares se unen a iones Na+ disminuyendo su

concentracion en la zona de la raiz [67].

1240

Figura 23: Produccién de exopolisacédridos en el aislado 1240. Los polisacaridos extrace-

lulares se precipitaron con acetona a 4 °C durante 6 dias.

Los aislados 1240, 1242 y 1251 que fueron clasificados como productores de alto con-
tenido de polisacaridos extracelulares se utilizaron en la formulacién de los consorcios,

el aislado 1230 que a pesar de ser el mayor productor de polisacaridos extracelulares no
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fue utilizado debido a su incompatibilidad con otras cepas como se muestra en la seccién
5.6.2. En la Tabla 9, se encuentra el compendio de los resultados sobre la produccién de

polisacdridos extracelulares.
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Figura 24: Produccién de exopolisacdridos por los aislados bacterianos. Los elementos
del diagrama son limites de la caja: cuartiles superior e inferior, linea gruesa: mediana,
linea punteada: valor minimo y maximo. ** diferencias estadisticas significativas respecto

del control segtin la prueba de Tukey p < 0,005.

Produccion AIA

La prueba de sintesis de indol se realiz6 tres veces, pero solo uno de los aislados
obtuvo una reaccion positiva en las 3 pruebas el aislado 1251 que pertenece al género
Klebsiella (Figura 25, Tabla 9), mientras que los resultados para el aislado de Pseudo-
monas putida 1252 present6 resultados variables, ya que, en una de las pruebas tuvo una
reaccion positiva, para esta prueba se utilizé como control positivo la cepa 269 de E. coli

y como control negativo la cepa 693 de Salmonella. Los aislados 1251 y 1252 ambos
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fueron utilizados en la formulacién de los consorcios ya que producen la principal auxina

que estimula el crecimiento de las plantas.

269 1251 1252 1242 693

- - [ e

Figura 25: Ensayo de la produccion de AIA en los aislados. Los aislados en CN suple-
mentado con triptéfano incubados por 24 h a 28 °C, las reacciones positivas se observan

en los dos primeros tubos de ensayo.

La capacidad para producir el 4cido indol acético (AIA) es el mecanismo mas utili-
zado para explicar los efectos positivos de las PGPR en el crecimiento de las plantas, ya
que esta hormona es la auxina mds comun, se estima que es producida por el 80 % de
las PGPR vy tiene diversos efectos en las plantas que incluyen: estimular la germinacion
de tubérculos y semillas, mejorar la tasa de desarrollo del xilema y de las raices, regu-
lar la diferenciacion y division celular, asi como la respuestas a la gravedad y la luz, la
biosintesis de metabolitos e iniciar la formacidn de raices laterales [14]. Cabe resaltar que
diferentes plantas son sensibles a diferentes niveles de auxina y esto también depende de
la especie y edad de la planta, ademas de que, la concentracion de auxina sintetizada por
la planta determina su efecto en la estimulacién o inhibicién del crecimiento [54]. Sin
embargo, algunas PGPR no solo son capaces de sintetizar AIA, sino que también pueden

degradarlo, por ejemplo en el caso de P. putida 1290 que es capaz de crecer en AIA como
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unica fuente de carbono, nitrégeno y energia lo que le permite manipular los niveles de
esta hormona e inducir cambios fisiolégicos en la planta, ademas el controlar los niveles
de AIA posiblemente pueda optimizar su nicho ecoldgico al mejorar el crecimiento de la
planta al producir auxina si los niveles son subdptimos o excluir patégenos al degradar

esta hormona producida en exceso por el mismo patégeno [16].

Acido cianhidrico HCN

Para determinar la produccion del compuesto volatil HCN los aislados fueron sem-
brados en AN suplementado con glicina, cinco de los aislados no produjeron HCN ya que
el papel filtro saturado con una solucidon de 4cido picrico al 2.5 % y carbonato de sodio
Na,COj; al 12.5 %, que en una reaccion positiva debe de virar al color naranja o rojo, éste
quedo de color amarillo como se muestra en la Figura 26 donde se observa el aislado 1230
con un resultado negativo para esta prueba, otros aislados negativos fueron el 1228, 1232,
1236 y 1238. Los aislados que produjeron HCN fueron divididos en productores fuertes
en donde el papel filtro cambio de color a rojo como el aislado 1252 que se observa en la
imagen ademads de los aislados 1242 y 1244, y los productores moderados que presenta-
ron un cambio de color del papel filtro a naranja como el aislado 1251 que se muestra al
centro de la imagen ademads de los aislados 1234 y 1240. El compendio de los resultados

se encuentra en la Tabla 9.

El acido cianhidrico (HCN) es un metabolito secundario volatil con actividad an-
tifingica que es producido por algunas bacterias Gram negativas durante la fase esta-
cionaria, este compuesto volitil es altamente t6xico ya que interrumpe el suministro de
energia a la célula al inhibir varias metaloenzimas como la citocromo oxidasa C que in-
terviene en el transporte de electrones en la etapa final de la respiracion aerdbica [107].
Diversos géneros de bacterias son capaces de producir HCN entre estos se encuentran
Rhizobium, Pseudomonas, Alcaligenes, Bacillus y Aeromonas [54], se ha demostrado que
Pseudomonas productoras de HCN presentan actividad antifingica contra S. rolfsii y Rhi-

zoctonia solani [57].
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Tabla 9: Caracteristicas promotoras del crecimiento de las plantas y antagénicas presentes

en los aislados.

Nimero Aislado ISF* Exopolisacaridos® AIA® HCN¢
1 1228 1.25 ++ - -
2 1230 1.34 ++ - -
3 1232 1.65 + - -
4 1234 1.29 ++ - +
5 1236 1.54 + - -
6 1238 1.35 + - -
7 1240 1.35 ++ - +
8 1242 1.29 ++ - ++
9 1244  1.57 + - ++

10 1251 1.6 ++ + +
11 1252 143 ++ \% ++
C Control 1.48 + + -

% [ndice de solubilizacién de fosfatos; ® Produccion de polisacaridos extracelulares + <

50 mg/g de peso seco, ++ < 50 mg/g de peso seco; ¢ Produccion de dcido indol acético:

reaccion positiva +, reaccién negativa —, reaccion variable V 60 % reacciones positivas;

4 Productores de 4cido cianhidrico, 4+ altos, + moderados, — no productores.



5.6. CONSTRUCCION DE CONSORCIOS MICROBIANOS 91

Figura 26: Prueba de produccién de HCN. Los aislados fueron clasificados en productores

fuertes 1252, productores moderados 1251 y no productores de HCN 1230.

Produccion de piocianina y pigmentos de fenazina

Se determiné la capacidad de los aislados de Pseudomonas para producir pigmen-
tos de fenazina, como la piocianina, la piorrubina, la clororafina y la oxiclororafina, las
fenazinas son un grupo de pigmentos heterociclicos de colores brillantes con actividad an-
tibidtica de amplio espectro [28]. El sulfato de potasio que contiene el agar Pseudomonas
P estimula la produccién de piocianina y piorrubina lo que cominmente se utiliza para
el enriquecimiento de las Pseudomonas fluorescentes. Se observo que todos los aislados
utilizados en esta investigacion producen pigmentos e incluso algunos de ellos presentan
actividad incrementada. En la Tabla 10, se encuentran los resultados obtenidos en cuanto
a la produccién de pigmentos, como se observa en la Figura 27 los pigmentos producidos
por los aislados de Pseudomonas son piorrubina de color rosa a rojo, oxiclororafina tifie
el medio de color amarillo pélido y clororafina que es muy poco soluble y se acumula
como cristales verdes alrededor de la colonia [72]. Todos los aislados que conforman los
consorcios producen alguin tipo de pigmento por lo que se espera tengan propiedades de

biocontrol, ya que la produccion de fenazinas de varias cepas de Pseudomonas PGPR se
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ha relacionado con su capacidad para controlar hongos fitopatégenos [28].

Figura 27: Produccién de pigmentos de fenazina en los aislados de Pseudomonas spp.
Aislados bacterianos: 1-1228, 2-1230, 3-1232, 4-1234, 5-1236, 6-1238, 7-1240, 8-1242,
0-1244, 10-1251, 11-1252.

Produccion de pioverdina

Otro de los pigmentos que producen las especies del género Pseudomonas es la pio-
verdina, se utiliz6 el agar Pseudomonas F para verificar la producién deen dicho pigmento
(Tabla 10) siete de los aislados producen pioverdina que es un pigmento color amarillo
verdoso. En la Figura 28, se observa como los aislados 4 y 8 que corresponden al 1234
y 1242 presentan actividad incrementada en cuanto a la produccién de pioverdina. Las
pioverdinas tienen un papel fisiologico importante porque funcionan como sideréforos
eficientes, que son quelantes de hierro con alta afinidad de unién con el ion férrico y se
liberan en condiciones de limitacion de Fes,, los sider6foros actian de varias maneras ya
que favorecen el crecimiento de las plantas al aumentar la accesibilidad del hierro ya que
pueden reducir el Fes, a Fe,, el tipo de hierro que utilizan las plantas, ademés de actuar
como transportadores de hierro los sider6foros almacenan hierro intracelular por lo que
suprimen el crecimiento de otro microorganismos al limitar su acceso [43]. Cabe destacar
que el aislado 1242, 1251 y 1252 que producen pioverdina se encuentran en varios de los

consorcios formulados en esta investigacion.
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Figura 28: Produccién de pioverdina en los aislados bacterianos. Se observan pigmentos
de diferentes colores. Aislados bacterianos: 1-1228, 2-1230, 3-1232, 4-1234, 5-1236, 6-
1238, 7-1240, 8-1242, 9-1244, 10-1251, 11-1252.

Tabla 10: Produccién de pigmentos en los aislados bacterianos

Numero Aislado Oxiclororafina Clororafina Piorrubina Pioverdina

1 1228 + - - +
2 1230 - - + +
3 1232 - ++ - -
4 1234 - - ++ ++
5 1236 + - - -
6 1238 - - ++ +
7 1240 - + - -
8 1242 - ++ - ++
9 1244 - + ++ -
10 1251 + - + +
11 1252 - + - +

Reaccidn positiva +, reaccion negativa — y reaccién incrementada +—+.

Produccion de quitinasas

Se realiz6 la prueba semicuantitativa de produccion de quitinasas en un medio su-
plementado con quitina coloidal al 1 % como fuente principal de carbono. Posterior al
periodo de incubacidn, la placa se tifi con Rojo Congo como reactivo de deteccion que

permite detectar el halo de hidrdlisis del sustrato (Figura 29), como control positivo se
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utiliz6 la cepa 1227 que es productora de quitinasas con 1.54 de Actividad Enzimatica
Relativa (AER) determinada con la férmula 4.2 [74]. En esta investigacion se observo
que algunos aislados produjeron quitinasas, sin embargo, no en la misma proporcién que
se corroboré al calcular su AER ddonde los aislados con mayores halos de degradacion

fueron el 1238 y 1236 con una AER de 2.34 y 2.01, respectivamente.

Figura 29: Prueba de la produccion de quitinasas, aquellos aislados con actividad quiti-
nolitica se observan con un halo translicido en donde se encontraba el crecimiento bac-
teriano. Aislados bacterianos: 1-1228, 2-1230, 3-1232, 4-1234, 5-1236, 6-1238, 7-1240,
8-1242, 9-1244, 10-1251, 11-1252, C-1227.

De los once aislados bacterianos empleados en la investigacion, cinco no presentaron
actividad quitinolitica, mientras que los aislados que fueron capaces de hidrolizar quitina
incluyen: 1232, 1240, 1242 y 1244, en la Tabla 11 se muestra su capacidad para degradar
quitina calculada mediante la formula AER. Aunque el aislado 1238 presenta una mayor
actividad enzimética relativa calculada no se utilizé para formular los consorcios debi-
do a su incompatibilidad con otras cepas, si bien todos los demds aislados con actividad
quitinolitica fueron utilizados en la formulacién de los consorcios. La produccién de en-
zimas liticas es un mecanismo clave que las PGPR utilizan para combatir fitopatégenos,

las quitinasas son proteinas con actividad hidrolitica que degradan quitina un polimero
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componente principal de la pared celular de los hongos [54]. Se ha descubierto que las
PGPR que producen quitinasas como Pseudomonas, Bacillus y Serratia presenta activida-
des de biocontrol contra diversos hongo fitopatégenos como Rhizoctonia solani, Botrytis

cinerea, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum y Pythium ultimum [14].

Produccion de amilasas

Por otro parte se realiz6 el ensayo de produccién de amilasas, enzimas que hidrolizan
los enlaces glucosidicos en el almidon lo que facilita la entrada de las bacterias a las
raices de las plantas [59], la prueba se desarroll6 en un medio de cultivo suplementado
con almidén y los resultados después de agregar el lugol como reactivo de deteccion
(Figura 30), como control positivo se utilizo la cepa 1316 que previamente se conocia
es productora de amilasa con AER de 1.78, algunos de los aislados mostraron que son
capaces de producir amilasas pero no en la misma proporcién como se observa en la

Figura 30.

Figura 30: Ensayo de la produccion de amilasas. Los aislados productores de amilasas son
aquellos que muestran una zona incolora de actividad enzimética alrededor de la colonia.
Aislados bacterianos: 1-1228, 2-1230, 3-1232, 4-1234, 5-1236, 6-1238, 7-1240, 8-1242,
0-1244, 10-1251, 11-1252, C-1316.
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Al calcular AER medida semicuantitativa de la actividad enzimadtica de los aislados
se observo que el aislado 1251 fue el mayor productor de amilasas con una AER de 3.81,
seguido del aislado 1238 y 1244 con 2.61 y 2.45, respectivamente, a pesar de que el
aislado 1238 tiene una AER alta no se utiliz6 en la formulacién de los consorcios debido
a que es incompatible con algunos aislados, como se discute en la seccion 5.6.2, pero los
aislados 1251 y 1244 se encuentran presentes en 3 de los 4 consorcios formulados en esta
investigacion, debido que presentan la mayor cantidad de caracteristicas tanto promotoras

del crecimiento de la plantas como antagonistas, como es el caso de esta prueba.

Produccion de lipasas

Otra clase de enzimas producidas por ciertas cepas de PGPR son las lipasas que de-
gradan algunos de los lipidos asociados a la pared celular, por lo que, pueden lisar las
células fungicas [54], la actividad lipasa de los aislados se determiné por el método de
la hidrélisis de 4cidos grasos de cadena larga unidos por ésteres, en este caso se utilizd
Tween 80 (éster de acido oleico) y se observo que casi todos los aislados presentan acti-
vidad lipasa a excepcion de los aislados 1230, 1232 y 1242 (Tabla 11). Para esta prueba
se utiliz6 la cepa 1316 productora de lipasas con AER de 2.22 como control positivo C
(Figura 31). Los aislados con mayor AER fueron el 1252y 1236 con AER de 2.17 y 2.12,
respectivamente, cabe resaltar que el aislado 1252 se encuentra en los cuatro consorcios

formulados en esta investigacion.

Se determind la actividad enzimatica relativa para cada uno de los aislados en los
ensayos de produccion de quitinasas, amilasas y lipasas (formula 4.2), los resultados se

muestran en la Tabla 11.

Produccion de proteasas

Las proteasas son otras de las enzimas que producen algunas cepas de Pseudomonas
a las que se le atribuye la actividad de biocontrol ya que éstas degradan las proteinas de

la pared celular de los hongos [54]. La Figura 32 muestra el resultado de la prueba de
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Figura 31: Produccién de lipasas. Las bacterias se inocularon en medio Agar-Tween 80, la

produccidn de lipasas se observa como un halo opaco alrededor de la colonia. Las placas
se incubaron 6 dias a 28 °C. Aislados bacterianos: 1-1228, 2-1230, 3-1232, 4-1234, 5-
1236, 6-1238, 7-1240, 8-1242, 9-1244, 10-1251, 11-1252, C-1316.

Tabla 11: Actividad enzimatica relativa de las bacterias

Numero Aislado Quitinasa Amilasa Lipasa

1 1228 0 1.87 1.5
2 1230 0 0 0

3 1232 1.75 2.30 1.68
4 1234 0 0 0

5 1236 2.01 2.38 2.12
6 1238 2.34 2.61 2.69
7 1240 1.57 1.59 1.5
8 1242 1.43 0 0

9 1244 1.38 2.45 1.63
10 1251 0 3.81 1.83
11 1252 0 1.85 2.17

hidrdlisis de la gelatina de cuatro aislados, la prueba se considerd positiva si posterior
a la incubacién (24 h a 28 °C), los tubos se incuban a 4 °C el medio gelatina nutritiva
permanecio liquido mientras que las reacciones negativas fueron aquellas que se tornaron
s6lidos después de la refrigeracion. Solo los aislados 1234, 1236 son productores de gela-
tinasas y el aislado 1238 presento resultados variables, los aislados restantes no producen

gelatinasa.



98 CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 32: Ensayo de hidrdlisis de la gelatina. A.- Reaccion positiva, B.-Reaccion negativa

5.6.2. Compatibilidad entre los aislados para conformacion de con-

Sorcios

Un consorcio es una comunidad de microorganismos de diferentes especies que son
compatibles entre si que interactian para realizar tareas complejas, compartir nutrientes
y alimentarse de forma cruzada, para determinar la compatibilidad entre la coleccion de
bacterias utilizadas, se realizo la prueba de compatibilidad entre los 11 aislados por medio
de la técnica modificada de Kirby-Bauer. Esta técnica consiste en sembrar un tapete de
la bacteria a probar y sobre éste sembrar el resto de las bacterias, en este caso los diez
aislados restantes. En la Figura 33 se observan dos ejemplos de los resultados de este
experimento (aislados 1228 y 1244), como se observa, el aislado 1244 es incompatible
con los aislados 1228, 1230, 1238, 1234 y 1242 ya que se aprecia un halo de inhibicién de
crecimiento alrededor de la colonia. Las compatibilidades entre los aislados se muestran

en la Tabla 12.

Como se observa los aislados 1228, 1230 y 1234 solo fueron compatibles con otros
dos aislados por lo que fueron excluidos para una segunda prueba (Tabla 12). Los ocho
aislados restantes fueron probados de nueva cuenta para descartar cualquier incompatibi-
lidad entre ellos, en esta segunda prueba el aislado 1238 fue incompatible con la mayoria

de los aislados por lo que también se excluyo su presencia de los consorcios (Tabla 13).
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A

Aislado 1228 vs todas Aislado 1244 vs todas

Figura 33: Prueba de compatibilidad entre los aislados bacterianos. A.-Resultados para
es aislado 1228, donde se observa la incompatibilidad con la mayoria de los aislados;
B.-Resultados para el aislado 1244 que muestra incompatibilidad con cinco aislados. In-

cubacion a 28 °C por 48 h en agar Muller.

Tabla 12: Compatibilidad entre los aislados bacterianos

Aislado 1228 1230 1232 1234 1236 1238 1240 1242 1244 1251 1252

1228 e + - - - - - + - - -
1230 + e - - + - - - - - -
1232 - - e - + - + + - +
1234 - — - + + - - - -
1236 - + + - + - - - + +
1238 - - - + + - + - - -
1240 - + + - - — - + - +
1242 + - + + - + + - + +
1244 - — + - + — + - + +
1251 - - - - + - - + + +
1252 - — + - + — + - + + -
+ Compatible, — incompatible, - - - interaccion con la misma bacteria.

Posterior a este ensayo, los aislados utilizados con base en su compatibilidad para la for-

mulacion de los consorcios fueron siete: 1232, 1236, 1240, 1242, 1244, 1251 y 1252.



100 CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 13: Segunda prueba de compatibilidad entre los aislados bacterianos

Aislado 1232 1236 1238 1240 1244 1242 1251 1252

1232 e + - + + + - +
1236 + e + - - + + +
1238 - + - + - - -
1240 + - - + + - +
1244 + + - + - e + +
1251 - + - - + + +
1251 + + - + + + +
+ Compatible, — incompatible, - - - interaccién con la misma bacteria.

5.6.3. Consorcios microbianos formulados para esta investigacion

Se llevé a cabo un andlisis factorial mixto mediante el paquete PCAmixdata [108]
en Rstudio [69] con los datos obtenidos de las caracteristicas antagénicas y promotoras
del crecimiento de las plantas Tablas 9, 10 y 11 este andlisis permite conocer la simili-
tud entre los aislados que son compatibles utilizando variables de tipo mixto, ademds de
explorar la relacion entre las variables cualitativas y cuantitativas [109]. Las metas de un
andlisis de componentes principales engloban: simplificar la descripcion del conjunto de
datos, extraer la mayor cantidad de informacion de los datos, analizar la estructura de las
observaciones y las variables, asi como, comprimir el tamafio del conjunto de datos al

conservar solo la informacion importante [110].

En el caso de esta investigacion el andlisis de componentes principales redujo la di-
mensionalidad del conjunto de datos a 6 dimensiones, donde las 3 primeras contribuyen
con el 77 % de la inercia de la Tabla, la inercia es la importancia de un componente o
la proporcién explicada por ese factor [110]. En la Figura 34 podemos observar que en
las primeras dos dimensiones de este andlisis se concentran los circulos con radios mds
grandes y con colores mds intensos, en el primer componente los factores que mas contri-
buyen son la solubilizacion de fosfatos, la produccion de amilasas, lipasas y produccion de

pigmentos de fenazina, mientras que, en el segundo componente los factores con mayor
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Figura 34: Analisis de contribucion entre las caracteristicas PGPR y BCA. Las variables
con circulos mas grandes tienen una mejor representacion en esta investigacion. ISF: indi-
ce de solubilizacién de fosfatos, EPS: produccion de polisacaridos extracelulares, AIA:

acido indol acético, HCN: acido cianhidrico, Dim: dimensiones del analisis.

contribucién son la produccién de quitinasas y dcido indol acético.

Para las variables cuantitativas la Figura 35 muestra la correlacion entre dichas va-
riables, como se observa en la imagen, el primer componente separa la produccién de
polisacéridos extracelulares y quitinasas de la produccion de amilasa, lipasa y de la solu-
bilizacion de fosfatos, este dltimo correlaciona negativamente con la produccion de po-
lisacaridos extracelulares, asi como también existe una correlacion negativa entre la pro-
duccién de quitinasas y la produccion de otras enzimas hidroliticas amilasa y lipasa. Lo
anterior sugiere que aquellas bacterias que solubilizan fosfatos no producen polisacdridos
extracelulares y aquellos producen quitinasas, no producen amilasas y lipasas, mientras

que la variable que mads contribuye es la produccién de amilasas y la de menor contribu-
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Figura 35: Anélisis de correlacion entre las variables cuantitativas en los dos componentes

principales

cion es la produccion de lipasas.

Por otro parte, la correlacion entre las variables cualitativas en el andlisis de compo-
nentes principales y los aislados bacterianos se muestra en Figura 36, en este se muestra
que los aislados 1232, 1236 y 1242 son los que contribuyen més a la dimension 1, mientras
que los aislados aislados 1251 y 1252 contribuyen de manera significativa a la dimensioén
2, en cuanto a las caracteristicas tanto promotoras del crecimiento vegetal, asi como, anta-
gonista que presentan los aislados y que fueron codificadas en este analisis como variables
cualitativas la produccién de pigmentos clororafina, piorrubina y pioverdina contribuyen
0 se encuentran mejor representadas en la dimension 1, mientras que en la dimension 2
las caracteristicas que mas contribuyen son la produccién de 4cido indol acético, acido

cianhidrico y pigmentos como pioverdina y clororafina.

De lo anterior se concluye que los pigmentos se encuentran representados de igual

manera entre los aislados que conforman los consorcios, a diferencia de la produccién de
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Figura 36: Anadlisis de correlacion multiple entre las variables cualitativas en los dos com-

ponentes principales.

HCN y AIA que se encuentran presentes en los aislados 1251 y 1252, mientras que, la
produccién de piorrubina se encuentra mejor representada en los aislados 1232, 1236 y
1242, en la Figura 37 se presenta el andlisis de correlacion, pero solo se muestran los aisla-
dos bacterianos. Para potenciar los efectos tanto promotores del crecimiento vegetal como
antagdnicos es importante que los consorcios tengan bacterias que no solo sean compa-
tibles, sino que ademads presenten la mayor cantidad de caracteristicas para asi conseguir
un manejo sostenible del Tizén surefio y mejorar la eficacia de biocontrol al conformar

consorcios con especies que presenten diferentes mecanismos de control biolégico.

Para establecer y utilizar los consorcios se tom6 en cuenta el resultado del punto an-
terior, es decir la compatibilidad entre ellos, ademds se considerd aquellas bacterias con
mayores caracteristicas tanto promotoras del crecimiento vegetal como antagénicas que
junto al analisis factorial mixto nos permitié obtener los siguientes consorcios(CS) deno-

minados: CS1, CS2, CS3 y CS4 (Tabla 14).
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Figura 37: Aislados bacterianos con mayor potencial para promover el crecimiento de las

plantas y antagonizar fitopatogenos.

Tabla 14: Consorcios microbianos

Consorcio Aislado Especie
CS1 1242 1251 1252 P. mediterranea, K. oxytoca 'y P. putida
CS2 1244 1251 1252 V. paradoxus, K. oxytoca y P. putida

CS3 1232 1240 1244 1252 P, putida, P. lini, V. paradoxus y P. putida
CS4 1236 1244 1251 1252 P, lini, V. paradoxus, K. oxytoca y P. putida
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5.7 Pruebas de antagonismo contra Sclerotium
rolfsii: difusion de los metabolitos en el me-
dio de cultivo

Se determind la capacidad de los cuatro consorcios formulados para inhibir el creci-
miento micelial y produccion de esclerocios de S. rolfsii in vitro mediante el método del
papel celofan que consiste en la siembra de los consorcios sobre dicho material en una
placa de PDA. Las cajas se incubaron a 28 °C por 96 h, posteriormente se retiré la mem-
brana de celofan y sobre estas placas, impregnadas con los metabolitos secretados por los
consorcios, se coloc un disco de micelio de cada uno de los aislados de S. rolfsii AHE y
HAA, las cajas de Petri se mantuvieron a temperatura ambiente hasta por 30 dias. En la

Figura 38 se observan los resultados del experimento para el aislado AHE de S. rolfsii.

Control

15 dias

30 dias

Figura 38: Experimento de confrontacion que muestra el efecto de los metabolitos difu-
sibles producidos por los consorcios a los 5, 15 y 30 dias después de la inoculacion del

aislado AHE de S. rolfsii.

A los 5 dias de incubacion en las cajas con CS1 y CS2 la inhibicion en el crecimiento

micelial es m4s clara en comparacion con CS3 y CS4, asi como el control. Posteriormente
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a los 15 dias de incubacion el control ya muestra produccién de esclerocios a diferencia
de los tratamientos en donde incluso en el tratamiento CS1 el micelio ain no ha cubierto
por completo la superficie de la placa y los otros tratamientos CS2, CS3, y CS4 presentan
un micelio delgado en comparacion del control. Finalmente, a los 30 dias se observa
que la produccién de esclerocios disminuy6 en todos los tratamientos en comparacion
del control, ademas los esclerocios producidos en las placas con los tratamientos CS3 y
CS4 muestran esclerocios de color blanco a diferencia de los esclerocios producidos en el
control que de color marrén. En este punto se llevo a cabo la colecta de esclerocios (Tabla
15). El porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial se determind con la férmula 4.3,
el porcentaje de inhibicion en la produccion de esclerocios (IPE) féormula 4.4. Todos los
tratamientos inhibieron la produccién de esclerocios con porcentajes que van desde el
66 % al 94 % para el aislado de S. rolfsii AHE, en cuanto a la inhibicion del crecimiento
micelial el mejor tratamiento en este caso fue CS1 con un porcentaje de inhibicion del

74 % (Tabla 15).

Tabla 15: Porcentaje de inhibicién micelial y de produccion de esclerocios en AHE por

accion de los metabolitos difusibles secretados por los consorcios microbianos

Crecimiento radial (cm)  Produccién de esclerocios

Tratamiento
Y Micelio % Inhibicién X Esclerocios % IPE
Control 4.6 - 496 -
CS1 1.2 74 96.33 80.55
CS2 1.58 66 183 66
CS3 1.72 63 29.66 94
CS4 2.12 54 79 84

IPE: porcentaje de inhibicion en la produccion de esclerocios

Como se observa en la Figura 39 y 40 todos los tratamientos muestran diferencias es-
tadisticas significativas cuando se comparan contra el control. S. rolfsii es un fitopatogeno
que devasta cultivos y se caracteriza por la produccion de esclerocios, una de las alterna-
tivas ecoldgicas para el tratamiento del Tizon sureno es el empleo de agentes de control

bioldgico, las Pseudomonas tiene una capacidad extraordinaria para producir una amplia
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Figura 39: Inhibicién en el crecimiento micelial en ambas cepas de S. rolfsii por accion
de los metabolitos difusibles secretados por los consorcios. Diferencias significativas res-

pecto del control segtn la prueba de Duncan a: p < 0,005, b: p < 0,003 y c: p < 0,001.

variedad de metabolitos y ejercer multiples tipos de accion, estos incluyen la produccion
de antiftingicos difusibles como los pigmentos de fenazina y enzimas hidroliticas como
las proteasas, lipasas, amilasas y quitinasas [58]. La produccion de enzimas liticas se con-
sidera la principal actividad antagdnica de las Pseudomonas fluorescentes pertenecientes
a las PGPR y se esta explotando ampliamente para el manejo de enfermedades en los
cultivos [111]. Cada uno de los consorcios contiene al menos una especie de Pseudomo-
nas 'y algunos incluso dos especies, ademds en todos los consorcios al menos uno de los
aislados que lo conforman es productor tanto de quitinasas, como de proteasas, amilasas
y lipasas,también producen pigmentos de fenazinas, sideréforos y HCN, por lo que pue-
de atribuirse a la produccion de estos metabolitos su eficacia para inhibir el crecimiento

micelial y la produccion de esclerocios en el aislado AHE de S. rolfsii.

Como se indic6 previamente trabajamos con dos aislados de S. rolfsii, AHE y HAA,
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Figura 40: Inhibicién en la produccién de esclerocios en ambas cepas de S. rolfsii de-
bido a los metabolitos difusibles en el medio de cultivo de los consorcios. Diferencias
estadisticas significativas respecto del control segin la prueba de Duncan a: p < 0,05, b:

p < 0,006y c:p< 0,002

en el caso del aislado de S. rolfsii HAA también se realiz6 el experimento del método del
papel celofan para conocer el efecto de la difusion de los metabolitos en el medio de cul-
tivo secretados por los consorcios sobre dicho aislado del fitopatégeno. Posterior a los 5
dias de incubacidn la inhibicion del crecimiento micelial es mas clara con los tratamientos
CS1 y CS2 en comparacion con los otros dos tratamientos y el control (Figura 41), a los
15 dias a pesar de que en las placas con los tratamientos CS3 y CS4 el micelio cubrié por
completo la caja de Petri éste en comparacion con el micelio del control es mds delgado,
ademds se observa que en dichos tratamientos la produccién de esclerocios disminuyo,
por ultimo a los 30 dias en el caso de los tratamientos CS1 y CS2 inhibieron por completo
el crecimiento de micelio y la posterior produccion de esclerocios, mientras que los trata-

mientos CS3 y CS4 disminuyeron la produccion de esclerocios, €stos se observaron mas
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Control

15 dias

Figura 41: Experimento de confrontacién dual que muestra el efecto de los metabolitos
difusibles producidos por los consorcios a los 3, 15 y 30 dias después de la siembra del

aislado HAA de S. rolfsii.

claros y pequeios en comparacion con los producidos en el control (Figura 41).

Tabla 16: Porcentaje de inhibicioén micelial y de produccion de esclerocios en HAA por

accion de los metabolitos difusibles secretados por los consorcios microbianos

Crecimiento radial (cm)  Produccidén de esclerocios

Tratamiento
Y Micelio % Inhibiciéon X Esclerocios % IPE
Control 4.65 - 832.5 -
CS1 0 100 0 100
CS2 0 100 0 100
CS3 2.58 44 62.66 93
CS4 2.3 51 216 74

A los 7 dias después de la siembra del disco de micelio con crecimiento activo del ais-
lado HAA se determind el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial en cm férmula
4.3, posteriormente a los 30 dias se realizo la colecta de los esclerocios producidos y se
determind el porcentaje de inhibicion en la produccién de esclerocios (IPE) (férmula 4.4).

Los consorcios CS1 y CS4 inhibieron por completo, tanto el crecimiento de micelio como
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la produccion de esclerocios, mientras que los tratamientos CS3 y CS4 inhibieron el cre-
cimiento micelial radial en 44 y 51 %, respectivamente, ademas redujeron la produccion

de esclerocios en un 93 a 74 %, respectivamente (Tabla 16).

Posterior a realizar el anélisis estadistico de los datos obtenidos se determiné que en
los tratamientos CS1 y CS2 existen diferencias estadisticas significativas al compararlas
con el control en cuanto al crecimiento micelial radial (Figura 39), esto como resultado
de la presencia de metabolitos difusibles secretados por los consorcios. Por otra parte,
al analizar los datos de produccion de esclerocios se observd que todos los consorcios
disminuyeron de manera significativa comparadas con el control (Figura 40 ). Como se
comento anteriormente uno de los principales mecanismos que tienen las diferentes cepas
de PGPR es la producciéon de metabolitos con actividad antifingica como las enzimas
hidroliticas, pigmentos de fenazina y sider6foros [58]. Como se mostrd en la seccién
5.6.1, en todos los consorcios tenemos presencia de aislados capaces de producir enzimas
liticas como las quitinasas, las amilasas, las lipasas y las proteasas, ademas de que algunos
producen sider6foros, que privan a los fitopatogenos de hierro [26], por lo que a estos
metabolitos se les puede atribuir el efecto de biocontrol observado en este experimento.
Ademas otro mecanismo de biocontrol que poseen las PGPR es la desintoxicacién de los
factores de virulencia producidos por los fitopatégenos que incluyen la produccion de una
proteina que se une a la toxina, por ejemplo, Klebsiella oxytoca, Alcaligenes denitrificans
y Pantoea dispersa producen una esterasa que se une a la albicina toxina que produce

Xanthomonas albilineans [43].
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5.8 Pruebas de antagonismo: cultivo dual barrera
fisica

Las bacterias se caracterizan por producir una gran cantidad de metabolitos secunda-
rios que muestran actividad bioldgica. Algunos de estos metabolitos tienen la caracteristi-
ca de ser volatiles (COVs) varios con actividad antibiética como el dcido cianhidrico [43].
Para ensayar el posible efecto de los COV's producidos por los consorcios en el crecimien-
to micelial y produccion de esclerocios en ambos aislados de S. rolfsii, se realizo la prueba
de cultivo en conjunto en caja de Petri con una division, en el lado derecho de la placa
se sembr6 uno de los cuatro consorcios (AN) y en el lado izquierdo (PDA) un disco de
micelio con crecimiento activo del aislado AHE de S. rolfsii. Después de 5 dias de incu-
bacion conjunta en la placa control, el micelio cubrié por completo la superficie del PDA
a diferencia de los tratamientos (Figura 42). A los 15 dias los tratamientos CS3 y CS4 no
muestran produccién de esclerocios en contraste con el control y los demds tratamientos
(Figura 42), para los 30 dias posteriores a la siembra conjunta se observa una disminucién
en la masa de micelio y produccion de esclerocios en los tratamientos comparados con el

control (Figura 42).

Por otra parte, luego de 7 dias de incubacién conjunta sin abrir la caja de petri se
midi6 el crecimiento radial del micelio en dos direcciones verticales, para determinar
el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial empleando las férmula 4.5, después
de 30 dias de incubacion se realiz6 la colecta de los esclerocios producidos en todos los
tratamientos y se calculé el porcentaje de inhibicién en la produccién de esclerocios con la
formula 4.4, en este caso se encontr6 que el CS3 redujo en 66 % y 82 %, respectivamente
en comparacion con el control, logrando los porcentajes de inhibicién mas altos en el

aislado del hongo AHE por este método de confrontacién (Tabla 17).

Al realizar el andlisis estadistico de los datos (Figura 43 y 44) se encontré que los

tratamientos presentan diferencias significativas seguin la prueba de Duncan p < 0,005
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Control

30 dias

Figura 42: Efecto de los compuestos volatiles producidos por los consorcios en el cre-
cimiento micelial y la produccion de esclerocios en el aislado AHE de S. rolfsii. Caja

dividida, incubacién temperatura ambiente.

cuando se comparan contra el control, es decir, que existe un efecto negativo tanto en el
crecimiento micelial, asi como, en la produccion de esclerocios en el aislado AHE de S.
rolfsii. Este efecto se puede atribuir a la produccién de COVs por parte de los aislados
bacterianos que conforman los consorcios en esta investigacion, ya que, la secrecion de
compuestos volatiles organicos de bajo peso molecular, con actividad antibidtica produci-
dos por algunas bacterias, desempeiia un papel principal en el biocontrol de enfermedades

en plantas [43]. Dentro de los COVs producidos por bacterias encontramos: aldehidos,

Tabla 17: Porcentaje de inhibicién micelial y de produccion de esclerocios en AHE por

accion de los compuestos volatiles secretados por los consorcios

Crecimiento radial (cm)  Produccién de esclerocios

Tratamiento
Y Micelio % Inhibiciéon X Esclerocios % IPE
Control 6.53 - 350 -
CS1 2.66 59 87.33 75
CS2 2.9 56 104.66 70
CS3 2.25 66 61.66 82

CS4 2.83 57 78 77
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sulfuros, alcoholes, cetonas y HCN, este tiltimo se considera el metabolito mds importan-
te entre ellos, e incluso, se ha reportado que en alfalfa una cepa de P. putida productora de
HCN detuvo la infeccién provocada por F. solani [28]. Cabe destacar que la mayoria de
los aislados que se encuentran en los consorcios aqui estudiados son productores de HCN

(seccién 5.6.1).
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Figura 43: Inhibicién del crecimiento de micelio en ambas cepas de S. rolfsii por efecto
de los COVs producidos por los consorcios. Diferencias significativas segtin la prueba de

Duncan a: p < 0,05, b: p < 0,008, ¢c: p < 0,005y d: p < 0,002.
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Figura 44: Inhibicion en la produccion de esclerociosen ambas cepas de S. rolfsii por
efecto de los COVs al crecer junto a los consorcios. Diferencias significativas segun la

prueba de Duncan a: p < 0,05, b: p < 0,002 y c: p < 0,001.

De igual manera se examino los posibles efectos de los COVs producidos por los con-
sorcios tanto en el crecimiento micelial, asi como, en la produccién de esclerocios en el
aislado de S. rolfsii HAA, para ello se realiz6 el experimento de confrontacién dual como
se describid anteriormente. Después de 5 dias de incubacion conjunta (Figura 45) el mi-
celio del hongo en los tratamientos no ha cubierto por completo la placa, en contraste con
el control, que incluso muestra el comienzo de la produccién de esclerocios, se observan
los inicios del esclerocios, es decir, la acumulacion de hifas. A los 15 dias se observan
esclerocios en todas las cajas, pero se aprecia la disminucion de estos en las placas de los
tratamientos. Para finalizar el experimento a los 30 dias se observan los esclerocios ma-
duros y en algunos casos el micelio no cubrié por completo la caja de Petri, sin embargo,
en algunos casos se observo sobrecrecimiento de micelio en el tapete bacteriano a pesar

de la barrera fisica de la placa (Figura 45).
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Figura 45: Efecto de los compuestos volatiles producidos por los consorcios sobre el

crecimiento micelial y produccion de esclerocios en el aislado HAA de S. rolfsii.

Posterior a los 7 dias de incubacion conjunta se determino el porcentaje de inhibicion
del crecimiento micelial, sin abrir la caja (férmula 4.5), después de 30 dias de incuba-
cién conjunta se recolectaron los esclerocios, se contaron y se calculd el porcentaje de
inhibicion en la produccién de esclerocios (formula 4.4) (Tabla 18). En este caso se ob-
serva que en promedio el aislado HAA (821) produjo mayor cantidad de esclerocios en
comparacion con el aislado AHE (350) (Tabla 17) esto en congruencia con los resulta-
dos obtenidos en el experimento de cultivo dual por el método del papel celofan, ademds
en este experimento el mayor porcentaje de inhibicidn tanto del crecimiento micelial co-
mo de la produccion de esclerocios fue obtenido por el consorcio CS4 con 58 % y 79 %,

respectivamente.

Se realizé el analisis estadistico de los datos obtenidos, en cuanto a la inhibicion del
crecimiento micelial en el aislado de S. rolfsii HAA por medio del cultivo dual con los
consorcios formulados en esta investigacion (Figura 43), se encontrd que existen dife-
rencias significativas (ANOVA, p = 0,04), al realizar la prueba de Duncan (p < 0,05)

los tratamientos CS2 y CS4 presentaron diferencias estadisticas significativas cuando se
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Tabla 18: Porcentaje de inhibicidén micelial y de produccidn de esclerocios en HAA por

accion de los compuestos volatiles secretados por los consorcios microbianos

Crecimiento radial (cm)  Produccién esclerocios

Tratamiento
Y Micelio % Inhibiciéon X Esclerocios % IPE
Control 5.15 - 821 -
CS1 3.21 38 399.33 51
CS2 2.75 48 419 49
CS3 3.65 29 560.33 32
CS4 2.15 58 175.66 79

compara contra el control, mientras que en la prueba de Tukey (p = 0,03) solo CS4 pre-
senta diferencias respecto del control, lo que indica que existe un efecto negativo en el
crecimiento micelial es este aislado del fitopatégeno debido a la produccién de COVs por

parte de los consorcios.

Por otra parte, en lo que se refiere a la inhibicién en la produccién de esclerocios en el
aislado de S. rolfsii HAA por medio del cultivo dual (Figura 44) se encontr6 que existen
diferencias estadisticamente significativas (ANOVA, p = 0,006), al comparar respecto al
control los consorcios CS1 y CS4 presentaron diferencias significativas Tukey p < 0,05,
seglin la prueba de Duncan y LSD de Fisher los consorcios CS1, CS2 y CS4 presentaron
diferencias significativas p < 0,05. Como se menciond anteriormente, la produccion de
HCN es un determinante en el biocontrol, todos los consorcios estdn conformados por al
menos tres aislados bacterianos productores de HCN, resulta interesante investigar otra
clase de COVs producidos por los aislados presentes en los consorcios que permita expli-
car las diferencias observadas. La disminucién en la produccion de esclerocios es bastante
clara, el estudio de los COVs producidos por los consorcios es un drea de sumo interés

que contribuye a la bisqueda de mecanismos de control bioldgico contra S. rolfsii.
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5.9 Pruebas de antagonismo: cultivo dual sin ba-
rrera “confrontacion”

Para ensayar el posible efecto tanto de los metabolitos volatiles como los no volétiles
es decir los difusibles al medio de cultivo con actividad antifingica producidos por los
consorcios se realizé el experimento de cultivo dual, en esta ocasién en una caja de Petri
sin division fisica. Estas placas contenian PDA del lado izquierdo, parte en la que se
sembro el disco de micelio activo de uno de los aislados de S. rolfsii y AN del lado
derecho 3 cm antes del borde, parte en la que se sembraron los consorcios bacterianos.
En cuanto al aislado de S. rolfsii AHE después de 5 dias de incubacion conjunta con los
consorcios (Figura 46), en las cajas con los tratamientos se observa una repulsién del

micelio, ondas, hacia la zona de crecimiento de los consorcios.

Control

15 dias

30 dias B

Figura 46: Prueba de confrontacién por el método de cultivo dual entre los consorcios vs

el aislado AHE de S. rolfsii.

Después de 15 dias de incubacién, en los tratamientos CS1 y CS3 no se aprecia pro-
duccion de esclerocios, a diferencia del control y en las placas con los tratamientos CS2 y

CS4 se observa una clara disminucion en la produccion de estos. A los 30 dias de incuba-
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cién se muestra la disminucién en la produccion de esclerocios en todos los tratamientos

comparados con el control.

Posterior a 7 dias de incubacién dual se determind el porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial de micelio en dos direcciones verticales, sin abrir la caja sellada con
una pelicula de PVC (férmula 4.5) (Tabla 19). En este caso se observé que el tratamiento

CS1 obtuvo el mayor porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial con 47 %.

Posterior a 30 dias de incubacién los esclerocios se recolectaron, se contaron y se
determind el porcentaje de inhibicién en la produccion de esclerocios (férmula 4.4) (Tabla
19), donde el tratamiento CS1 inhibi6 hasta en 87 % la produccion de esclerocios en
el aislado de S. rolfsii AHE, seguido del tratamiento CS4 con 68 % de inhibicion. Es

importante recalcar que en CS3, si hubo un sobrecrecimiento del hongo sobre la bacteria.

Tabla 19: Porcentaje de inhibicién micelial y de produccion de esclerocios en AHE por

accion de los metabolitos secretados por los consorcios ensayo de confrontacion

Crecimiento radial (cm)  Produccién esclerocios

Tratamiento
Y Micelio % Inhibiciéon X Esclerocios % IPE
Control 5.35 - 362 -
CS1 2.82 47 61.33 87
CS2 3.08 42 148.33 59
CS3 3.35 37 161.55 55
CS4 2.97 44 115.66 68

De la manera descrita anteriormente se realizé el andlisis estadistico de los datos ob-
tenidos, en cuanto a la inhibicion del crecimiento micelial (Figura 47) se encontrd que
a pesar de que no existen diferencias estadisticas significativas (ANOVA, p = 0,176) al
realizar la prueba de LSD de Fisher p < 0,05 se encontré que CS1 y CS4 presentaron

diferencias respecto del control.

Por otra parte, al analizar los datos sobre el porcentaje de inhibicién en la produccién

de esclerocios (Figura 48) se encontr6 que no hay diferencias significativas (ANOVA,
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Figura 47: Inhibicion en el crecimiento micelial en ambas cepas de S. rolfsii en presencia
de los consorcios. Los tratamientos con la misma letra no son significativamente diferen-

tes segun la prueba LSD de Fisher p < 0,05.

p = 0,175) sin embargo al realizar la prueba de Duncan p < 0,04 y la de LSD de Fisher
p < 0,05 el consorcio CS1 presenté diferencias en la produccion de esclerocios compa-
rado contra el control. Las diversas cepas de PGPR presentan diferentes capacidades para
producir una gama de metabolitos con actividad antifiingica estas incluyen la sintesis de
sider6foros que forman quelatos de hierro haciéndolos inaccesibles para los fitopatoge-
nos, la produccién de enzimas liticas que lisan las paredes celulares de los hongos o la
secrecion de COVs como el HCN que suprime el crecimiento de los hongos patégenos
[58]. En el caso del aislado de S. rolfsii AHE el empleo de CS1 mostré un efecto negativo
en este experimento potencialmente debido a la produccién de moléculas con actividad

antifingica.
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Figura 48: Inhibicién de la produccién de esclerocios en ambas cepas de S. rolfsii por
accion de los consorcios. Los tratamientos con la misma letra no son significativamente

diferentes segun la prueba LSD de Fisher p < 0,05.

Para ensayar el efecto de los metabolitos con actividad antifiingica secretados por los
consorcios en el aislado de S. rolfsii HAA se realizé el experimento de cultivo dual sin
barrera con las condiciones experimentales ya descritas. Después de 5 dias de incuba-
cion conjunta (Figura 49) en las cajas de Petri con los tratamientos el micelio del hongo
no habia cubierto por completo la placa, en contraste con el control, ademds se observa
la inhibicion en el crecimiento micelial en forma de ondas. A los 15 dias después de la
siembra, las cajas de Petri con los tratamientos muestran una disminucién en la produc-
cién de esclerocios que a diferencia del control donde se observan esclerocios maduros,
en los tratamientos los pocos esclerocios producidos ain se encuentran inmaduros. Para
finalizar a los 30 dias es clara la disminucién en la produccién de esclerocios debido al

co-cultivo de los consorcios con el aislado de S. rolfsii HAA.
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Figura 49: Prueba de confrontacion entre los consorcios vs el aislado HAA de S. rolfsii

por el método de cultivo dual.

Después de 7 dias de incubacion conjunta se determino el porcentaje de inhibicion en
el crecimiento radial de micelio en dos direcciones verticales, sin abrir la placa (férmula
4.5) (Tabla 20), en esta ocasion el tratamiento CS3 fue el que tuvo mayor efecto en la
inhibicion del crecimiento micelial con 39 %, seguido de CS2 con 38 %. A los 30 dias de
incubacion conjunta los esclerocios se recolectaron y contaron para determinar el porcen-
taje de inhibicién en la produccion de esclerocios (férmula 4.4) (Tabla 20), se encontrd
que el tratamiento CS3 inhibi6 la produccién de esclerocios en el aislado de S. rolfsii
HAA en un 76 %, ademas el promedio de esclerocios producidos por el aislado HAA

(1338.5) super6 a los producidos por el aislado AHE (362).

Se realizé el andlisis estadistico con los datos recopilados de este experimento en
cuanto a la inhibicién en el crecimiento micelial radial (Figura 47) se encontré que a pe-
sar de no presentar diferencias significativas (ANOVA, p = 0,139) al realizar la prueba
Duncan y LSD con p < 0,05 los tratamientos CS2 y CS3 son diferentes respecto del
control, es decir que existe un efecto negativo en el crecimiento micelial por medio del

cultivo dual con estos dos tratamientos en el aislado de S. rolfsii HAA. Al analizar los
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Tabla 20: Porcentaje de inhibicion micelial y de produccién de esclerocios en HAA por

accion de los COVs y metabolitos difusibles de los consorcios microbianos

Crecimiento radial (cm)  Produccién esclerocios

Tratamiento
Y Micelio % Inhibiciéon X Esclerocios % IPE
Control 5.45 - 1338.5 -
CS1 3.77 31 400 70
CS2 3.38 38 433.33 68
CS3 3.33 39 318 76
CS4 3.6 34 409.66 69

datos de inhibicion en la produccién de esclerocios (Figura 48) se descubrié que existen
diferencias estadisticamente significativas (ANOVA, p = 0,0006) y al compararlos contra
el control todos los consorcios muestran diferencias significativas con p < 0,005 segtin
la prueba de Tukey, con p < 0,0005 segun la prueba de Duncan y con p < 0,05 segun
la prueba de LSD de Fisher, es decir que todos los consorcios disminuyeron significativa-
mente la produccion de esclerocios en el aislado HAA de S. rolfsii. Lo anterior se puede
atribuir a la amplia variedad de metabolitos con actividad antifingica que producen los
aislados bacterianos presentes en los consorcios que incluyen enzimas liticas como qui-
tinasas, lipasas, amilasas y proteasas, asi como sideréforos, pigmentos de fenazinas y

COVs como el acido cianhidrico.
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5.10 Efecto de los COVs secretados por los con-
sorcios en la germinacion y produccion de es-

clerocios de S. rolfsii in vitro

En los ensayos anteriores se observé que existe un efecto negativo en el crecimiento
micelial y produccion de esclerocios en ambos aislados de S. rolfsii por efecto de los me-
tabolitos difusibles y COVs producidos por los consorcios, para conocer el efecto de los
COVs en la germinacién de los esclerocios y posterior produccion de esclerocios en los
aislados de este fitopatogeno se realiz6 el siguiente experimento (Figura 50). En tubos de
ensayo con AN en pico de flauta se sembraron cada uno de los consorcios por separado, el
control se dejé sin inocular. Por otra parte, en una bolsa permeable se colocaron 15 escle-
rocios de uno de los aislados de S. rolfsii AHE (Figura 50, A) o HAA (Figura 50, B), cada
bolsa fue situada en la parte superior del tubo de ensaye cerca de la tapa, ademas de cerrar
los tubos estos se sellaron con una pelicula de pléstico para propiciar la acumulacién de

los COVs, se incubaron a 28 °C por 7 dias.

AHE CS1 CS2 CS3 CS4 HAA CS1 CS2 CS3 CS4

B AR BB B Bl

Figura 50: Efecto de los compuestos volétiles producidos por los consorcios en el des-

arrolo de ambos aislados de S. rolfsii a los 7 dias de incubacién a 28 °C.



124 CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los esclerocios expuestos a los COVs secretados por los consorcios se recuperaron
después de siete dias de incubacion conjunta (Figura 51, A), enseguida ocho esclerocios
provenientes de cada tratamiento fueron sembrados en placas de PDA e incubados a tem-
peratura ambiente hasta por 30 dias. Es importante destacar que cuando los esclerocios no
fueron expuestos a los COVs secretados por los consorcios, es decir, que se encontraban
en un tubo de ensayo sin inocular, estos germinaron ain dentro de las bolsas porosas (Fi-
gura 51, B), indicando un efecto negativo de los compuestos voldtiles de los consorcios

sobre la germinacion de los esclerocios en ambos aislados de S. rolfsii.

i)

Figura 51: Los esclerocios se recuperaron de los tubos de ensayo. A.-Bolsas permeables
con esclerocios parte superior AHE e inferior HAA. B.-En ambos aislados el control en
ausencia de consorcios los esclerocios germinaron aun dentro de la bolsa después de 7

dias de incubacion a temperatura ambiente.

En el caso del aislado AHE de S. rolfsii, (Figura 52) posterior a 7 dias de incubacién
algunos de los esclerocios que provenian de los tratamientos con los consorcios habian
germinado, en contraste con los esclerocios procedentes del tubo de ensayo control, sin
inocular, donde todos los esclerocios sembrados habian germinado, cabe destacar que di-

chos esclerocios no solo habian germinado, sino que ademads ya habian producido escle-
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Tabla 21: Porcentaje de germinacion de los esclerocios del aislado AHE de S. rolfsii ex-

puestos a los COVs secretados por los consorcios

Tratamiento % Germinacion

Control 93.75
CS1 12.5
CS2 3.13
CS3 18.75
CS4 3.13

rocios. Después de 30 dias de incubacion los esclerocios en algunos de los tratamientos
no germinaron, lo que indica un efecto negativo en la germinacién debido a los COVs

secretados por los consorcios.

A los siete dias de incubacion se determiné el porcentaje de germinacion (férmula
4.6) de los esclerocios derivados de los tratamientos y control (Tabla 21). Los tratamientos
disminuyeron la germinacién de los esclerocios en diferentes porcentajes con CS3 solo el
18.75 % de los esclerocios germino, con CS1 el 12.5 %, mientras que CS2 y CS4 solo el
3.13 % de los esclerocios sembrados en placas de PDA germino después de ser expuestos
a los COVs producidos por los consorcios, por lo que existe un efecto negativo en la
germinacion de los esclerocios en este aislado del fitopatdgeno, en concordancia con lo
anterior se ha reportado que la produccion de HCN en la cepa de Pseudomonas monteilii 9
mostré actividad antifingica contra S. rolfsii [S7]. Como se sefial6 anteriormente, seccion
5.6.1y 5.6.3, la mayoria de los aislados que conforman los consorcios produce HCN, por
lo que este metabolito potencialmente es el responsable del efecto observado. Al realizar
el andlisis estadistico de los datos obtenidos respecto a la germinacion de los esclerocios
se encontro que existen diferencias estadisticas significativas (Kruskal-Wallis, p = 0,019)

al comparar los tratamientos con el control (Figura 53).

Después de 30 dias de incubacién de las placas con los esclerocios expuestos a COV's
secretados por los consorcios microbianos, se recuperaron y se contaron los esclerocios

para determinar el porcentaje de inhibicion en la produccién de éstos (férmula 4.4) (Ta-
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15 dias

30 dias

Figura 52: Efecto de los compuestos volatiles producidos por los consorcios en la ger-
minacién de los esclerocios del aislado AHE. Placas de PDA incubadas a temperatura

ambiente por hasta 30 dias. Las flechas indican los esclerocios germinados.

bla 22). Se observé que todos los tratamientos disminuyeron la produccion de esclerocios
desde un 67 % con CS4 hasta un 94 % con CS1. Se realiz6 el andlisis estadistico de los
datos obtenidos (Figura 54), a pesar de que no se encontraron diferencias estadisticas sig-
nificativas (Kruskal-Wallis, p = 0,096), al comparar por pares se encontraron diferencias
significativas (Duncan, p < 0,04 y LSD p < 0,05) en los tratamientos CS1 y CS2, por
lo que, se concluye que los compuestos volatiles producidos por los consorcios tienen un
efecto negativo sobre la germinacion y la produccion de esclerocios en el aislado de S.

rolfsii AHE.

Tabla 22: Porcentaje de inhibicién de la produccién de esclerocios en el aislado AHE por

accion de los COVs secretados por los consorcios

Tratamientos X Esclerocios % IPE

Control 852.50 -
CS1 45.50 94
CS2 87.50 89
CS3 269.25 68

CS4 283.25 67
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Figura 53: Efecto de los compuestos volétiles secretados por los consorcios en la germi-
nacién de los esclerocios en ambas cepas de S. rolfsii. Diferencias significativas segtn la

prueba de Duncan a: p < 0,000.

Cabe mencionar que los consorcios estan formados por varios aislados de especies del
género Pseudomonas, se ha reportado que este tipo de bacterias es capaz de sintetizar una
gran variedad de COV's como: alquenos (1-buteno, 1-deceno, 3-noneno, 1-undeceno, entre
otros), cetonas (2-undecanona y 2-nonanona), terpenos (limoneno), compuestos organicos
que contienen azufre (dimetil disulfuro), compuestos orgdnicos que contienen nitrégeno
(2-amino-acetofenona y pirazinas), ademds de HCN [45]. Algunos de los COVs de origen
bacteriano tienen propiedades antifingicas, pueden afectar el crecimiento, diferenciacion,
desarrollo y producciéon de metabolitos secundarios de los hongos, las mezclas de COVs
producidos por cepas de P. chlororaphis 449, P. fluorescens B-4117, Serratia plymuthica
IC1270 y Serratia proteamaculans 94 mostraron un efecto fungistatico contra hongos
fitopatdgenos como Sclerotinia sclerotiorum, Helminthosporium sativum y Rhizoctonia

solani, en este ultimo el efecto fue mas pronunciado y las cepas de Pseudomonas fueron
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Figura 54: Inhibicién en la produccién de esclerocios de los esclerocios en ambas cepas
de S. rolfsii expuestos a los compuestos volatiles secretados por los consorcios. Los trata-
mientos con la misma letra no son significativamente diferentes segtn la prueba LSD de

Fisher p < 0,05.

las mas activas [55].

Para ensayar el efecto de los COVs secretados por los consorcios en la germinacion y
posterior produccion de esclerocios en el aislado de S. rolfssi HAA se realiz6 el experi-
mento en tubo de ensayo con las condiciones experimentales antes mencionadas (Figura
55). En los tratamientos CS2 y CS3 ninguno de los 8 esclerocios germiné incluso después
de 30 dias de incubacién, sin embargo, esto no se mantuvo en todas las ocasiones. Con
los tratamientos CS2, CS3 y CS4 el porcentaje de germinacion disminuy6 en un 25 % ya
que hasta el 75 % de los esclerocios expuestos a los COVs producidos por los consorcios
germinaron, mientras que el 100 % de los esclerocios germinaron con el tratamiento CS1

en este aislado del fitopatégeno (Tabla 23).
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Figura 55: Efecto de los compuestos volatiles producidos por los consorcios en la ger-
minacion de los esclerocios del aislado HAA. Placas con PDA incubadas a temperatura

ambiente hasta por 30 dias.

Tabla 23: Porcentaje de germinacion de los esclerocios del aislado HAA expuestos a los

compuestos voldtiles producidos por los consorcios

Tratamiento % Germinacidén

Control 100
CS1 100
CS2 75
CS3 75
CS4 75

Porcentaje de germinacion de los esclerocios del aislado HAA expuestos a los compuestos
voléatiles producidos por los consorcios en cada una de las repeticiones de las dos réplicas

que se realizaron.

Al realizar el andlisis estadistico de los datos se encontré que en el caso del aislado
de S. rolfsii HAA no existen diferencias significativas entre los tratamientos comparados
con el control, segin la prueba de Kruskal-Wallis p = 0,692 (Figura 53), por lo que no
hay un efecto en la germinacion de los esclerocios expuestos a los COVs secretado por

los consorcios.
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Posteriormente a los 30 dias de incubacion los esclerocios producidos en los trata-
mientos fueron recuperados y contados para determinar el porcentaje de inhibicion en la
produccioén de esclerocios (férmula 4.4) (Tabla 24). El tratamiento CS3 disminuy6 la pro-
duccioén de esclerocios en 77.87 %, CS2 en un 77 % y CS4 en 69.29 %, mientras que los
esclerocios expuestos a los compuestos volétiles del consorcio CS1 aument6 la produc-
cioén de esclerocios comparado con el control, ya que en promedio CS1 produjo 1039 y el
control 495 este resultado no se habia observado en ninguno de los demas experimentos.
El promedio de produccién de esclerocios en el aislado HAA fue el més bajo en com-
paracion con los experimentos anteriores. A pesar de que los COVs producidos por los
consorcios no mostraron un efecto en la germinacion de los esclerocios del aislado de S.
rolfsii HAA si disminuyeron la produccién de éstos, al igual que en aislado AHE. Hasta
nuestros resultados sugieren que existe un efecto negativo en la produccion de esclerocios
debido a las mezclas de COVs secretados por los consorcios, cuya composicion quimica
desconocemos, para ello se requiere mayor investigacion respecto a la identidad de dichos

compuestos.

Tabla 24: Porcentaje de inhibicién de la produccién de esclerocios en el aislado HAA por

accion de los COVs secretados por los consorcios

Tratamientos X Esclerocios % IPE

Control 495 -
CS1 1039 -
CS2 113.5 77
CS3 109.5 77.87
CS4 152 69.29

Se realiz6 el anélisis estadistico de los datos de produccién de esclerocios del aislado
de S. rolfsii HAA expuestos a los COVs de los consorcios (Figura 54) se encontré que
presentan diferencias significativas (ANOVA, p = 0,005) donde los tratamientos CS2 y
CS3 son estadisticamente diferentes del control. Aunque en este experimento no se ob-

servo inhibicion en la germinacion de los esclerocios en aquellos expuestos a los COVs si
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se observo la inhibicién en la produccién de esclerocios en el aislado de S. rolfsii HAA a
diferencia del aislado AHE donde este mismo experimento se encontraron diferencias sig-
nificativas tanto en la germinacién como en la produccién de esclerocios, por lo que, los
compuestos volatiles producidos por los consorcios tienen un efecto negativo en la pro-
duccidn de esclerocios en ambos aislados del hongo fitopatdgeno, sobre todo en lo que se
refiere a los consorcios CS2 y CS3, esto se debe potencialmente al tipo de COVs sinteti-
zados por los diferentes aislados bacterianos que conforman cada consorcio. Las mezclas
de COVs microbianos dependen de varios factores como la temperatura, el sustrato, la
presencia de otros microorganismos, la radiacion, asi como el tipo de ecosistema, por otra
parte, aun no se comprenden del todo las vias de biosintesis de COV's microbianos [45],

por lo que se necesita una investigacion mas profunda.

5.10.1. Analisis comparativo de los resultados de los experimentos de

cultivo dual

En los cuatro experimentos anteriores: antibiosis por el método del papel celofén,
cultivo dual con barrera fisica, sin barrera y en tubo de ensayo se demostré que En los
cuatro experimentos anteriores se demostré que existe un efecto inhibitorio en la produc-
cion de esclerocios en los aislados del hongo fitopatégeno debido a la interaccién con
los consorcios bacterianos, a continuacion se muestra una comparacion de los resultados
de los cuatro experimentos en cuanto al promedio en la produccion de esclerocios (Fi-
gura 56), como se puede observar que en el caso del aislado de S. rolfsii AHE todos los
tratamientos presentan diferencias estadisticas significativas (Kruskal-Wallis, p = 0,024)
al compararlas contra el control, sin embargo en el caso del aislado HAA el consorcios
CS1 no muestra diferencias significativas respecto del control (Figura 56) a diferencia de
los consorcios CS2, CS3 y CS4 que son estadisticamente diferentes al control (ANOVA,
p = 0,032). Para los siguientes experimentos se eligieron los consorcios CS3 y CS4 por-
que fueron los que mostraron mayor potencial antagonico contra S. rolfsii, a pesar de que

CS2 también mostré potencial los aislados bacterianos que conforman dicho consorcio
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también se encuentran en el consorcio CS4, y el consorcio CS1 se descartd por no ser tan

efectivo contra S. rolfsii HAA.

a
8 ab
ke]
S 1000
8
= a
w
i)
Q
o
Q@
? b
(0]
3 s00 b
ko]
®
b
E b
o b
b
0
Control CS1 Ccs2 CS3 Ccs4
Tratamiento

Cepa
AHE
HAA

Figura 56: Promedio de produccion de esclerocios en los experimentos de antagonismo en

ambas cepas de S. rolfsii. Los tratamientos con la misma letra no son significativamente

diferentes segun la prueba LSD de Fisher p < 0,05.
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5.11 Impacto en la germinacion de los esclerocios
de ambos aislados de S. rolfsii debido a los
filtrados libres de células de los consorcios

Hasta ahora encontramos que tanto los metabolitos difusibles en el medio de cultivo
como los COVs producidos por los consorcios tienen un efecto antagénico contra dos
aislados del hongo fitopatégeno S. rolfsii, el siguiente experimento fue realizado para
analizar el efecto de los metabolitos secundarios producidos por los consorcios en un
cultivo sumergido, dado que los experimentos anteriores se realizaron en medio sélido.
Para ello, se crecieron los consorcios en CN, se incubaron en agitacién constante durante
96 h a 28 °C (seccion 4.8) enseguida se eliminaron las células y se utilizé solamente
el filtrado libre de células (FLC) para preparar cajas de Petri con PDA, se emple6 agua
destilada como control negativo, mientras que, como control positivo se usé el fungicida
de contacto comercial Captan (compuesto activo) que tiene efecto contra varios hongos
fitopatégenos entre ellos S. rolfsii [5]. Posterior a los 30 dias después de la siembra del
disco de micelio con crecimiento activo del hongo se determiné que la dosis para inhibir el
crecimiento micelial para el aislado de S. rolfsii AHE fue de 600 p1g/mL y para el aislado
HAA fue de 2000 pg/mL en este caso, aunque si hay crecimiento de micelio, cubrié la

caja de Petri, no hubo produccion de esclerocios (Figura 57).
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Control 600 pg/mL 900 pg/mL

Figura 57: Inhibicion en el crecimiento de micelio en ambos aislados de S. rolfsii con el
fungicida comercial Captan suplementado al PDA, las placas se incubaron por 30 dias. Se

realizaron dos réplicas biolégicas con una repeticion.

Para el aislado de S. rolfsii AHE los FCL de los consorcios CS3 y CS4 tuvieron un
efecto inhibitorio tanto en el crecimiento de micelio como en la produccién de esclerocios
(Figura 58), como se observa en las placas en donde se encuentran los filtrados libres de
células de los consorcios no creci6 el micelio incluso a los 30 dias después de la siembra
del disco de micelio a diferencia del control que a los siete dias ya habia llenado la caja
de Petri con PDA con agua destilada como control negativo, el efecto antagénico de los
filtrados fue mayor que el efecto del fungicida comercial Captan a 600 pg/mL ya que a

los siete dias el micelio habia llenado més del 80 % de la caja de Petri.

Después de siete dias de incubacion se determiné el porcentaje de inhibicién del cre-
cimiento de micelio de cada uno de los tratamientos comparados con el control (férmula
4.5), a los 30 dias de incubacién se recolectaron los esclerocios producidos en los tra-
tamientos y se contaron para determinar el porcentaje de inhibicion en la produccién de

esclerocios respecto del control (férmula 4.4) (Tabla 25). Los filtrados libres de células
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Control
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Figura 58: Efecto de los filtrados libres de células en el crecimiento de micelio y pro-
duccion de esclerocios en AHE. Se realizaron dos réplicas bioldgicas con una repeticion,
las placas se incubaron a temperatura ambiente por 30 dias, se utilizaron 600 p1g/mL del

fungicida comercial Captan.

de los consorcios CS3 y CS4 inhibieron en mayor porcentaje el crecimiento de micelio en
el aislado AHE, CS3 en 60 % y CS4 en 100 % a diferencia del fungicida Captan que solo
logré inhibir en un 15 % el crecimiento de micelio en comparacién con el control, por lo
cual los FCL de los consorcios mostraron ser mds efectivos que el fungicida comercial
para inhibir el crecimiento micelial en este aislado del fitopatégeno en condiciones de

laboratorio.

Desde los finales de los afios 70s se comenzaron a investigar intensamente agentes de
biocontrol especialmente los grupos de P. fluorescens y P. putida que han sido utilizados
para tratar las marchiteces causadas por Fusarium en varias especies de plantas el princi-
pal mecanismo de biocontrol que tienen las Pseudomonas es la produccién de metabolitos
antibidticos como siderdforos y HCN [43], estos metabolitos son producidos por varios

de los aislados bacterianos que se forman los consorcios lo que podria explicar el efecto
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Tabla 25: Porcentaje de inhibicion micelial e IPE en AHE debido a los FCL de los con-

sorcios y el fungicida Captan

. Inhibicién micelio Inhibicién esclerocios
Tratamiento
Y Micelio % Inhibiciéon X Esclerocios % IPE
Control 4.45 - 240.86 -
CS3 1.78 60 26.75 88
CS4 0 100 0 100
Fungicida 3.75 15 176.33 26.79

de los FCL sobre el crecimiento de micelio en el aislado de S. rolfsii AHE.

También se observé una disminucién en la produccién de esclerocios del 88 % con el
filtrado libre de células de CS3 y en un 100 % con el de CS4, mientras que el fungicida
redujo la produccién de esclerocios en un 26.79 %, otra observacion en este experimento
es que el control de AHE produjo menos esclerocios al compararlos con los experimen-
tos anteriores. Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente (Figura 59) y se
encontraron diferencias significativas (Kruskal-Wallis, p = 0,008) al realizar la prueba
por pares LSD de Fisher con p < 0,05 se concluy6 que esas diferencias se encuentran
al comparar los FCL de los consorcios con el control, 1o que implica que los FCL de los
consorcios fueron efectivos para inhibir la produccion de esclerocios en aislado AHE, la
mezcla de metabolitos secretados por las bacterias que conforman los consorcios en el

medio de cultivo tuvo un efecto negativo sobre el desarrollo del hongo.

Los FCL de ambos consorcios fueron probados también en el aislado del hongo HAA
(Figura 60) donde se observa que los filtrados inhibieron por completo el crecimiento de
micelio en este aislado de S. rolfsii incluso a los 30 dias después de la siembra del disco
de micelio y que tuvieron un mayor efecto que el fungicida comercial al igual que con el
aislado AHE, a los siete después de la siembra del disco de micelio el control que crecid
en una placa de PDA ya habia llenado por completo la placa con un tapete de micelio

espeso donde se aprecia los inicios del esclerocio.
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Figura 59: Inhibicién en la produccion de esclerocios en ambas cepas de S. rolfsii debido
a los filtrados libres de células y el fungicida Captan. Los tratamientos que tienen dife-
rencias estadisticas significativas segin la prueba de LSD de Fisher p < 0,05 se muestran

con letras diferentes.

A los siete de dias después de la siembra del disco de micelio en las placas con los
FCL de los consorcios se determin el porcentaje de inhibicion del crecimiento de micelio
(férmula 4.5), el porcentaje de inhibicion en la produccién de esclerocios se calcul6 a los
30 dias de incubacion (formula 4.4) (Tabla 26). Los FCL de ambos consorcios CS3 y CS4
mostraron un mayor porcentaje de inhibicion tanto del crecimiento de micelio como de la
produccion de esclerocios que el fungicida Captan. El filtrado del consorcio CS4 obtuvo
el porcentaje de inhibicion mas alto pues inhibi6 al 100 % el desarrollo del hongo, seguido
del CS3 con 71.30 % de inhibicién del crecimiento de micelio y 81.23 % de inhibicion en
la produccion de esclerocios. Como ya se menciono el grupo de las Pseudomonas puede
suprimir enfermedades en las raices de las plantas causas por hongos debido a la bateria
de metabolitos que sintetiza entre ellos enzimas liticas, antibidticos solubles, péptidos

no ribosémicos, HCN, entre otros [111], los consorcios utilizados en esta investigacion
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Control

Pm—

30 dias

Figura 60: Efecto de los filtrados libres de células en el crecimiento micelial y produc-
cion de esclerocios en HAA. Se realizaron dos réplicas bioldgicas con una repeticion,
las placas se incubaron a temperatura ambiente por 30 dias se utilizaron 2000 pg/mL del

fungicida comercial Captan.

estan formados con aislados de Pseudomonas y se comprobd que producen este tipo de
metabolito con actividad antifungica por lo que es muy probable que el efecto observado

se deba a esto.

Tabla 26: Porcentaje de inhibicién micelial y de produccion de esclerocios en HAA por

accion de los filtrados libres de células y el fungicida

) Inhibicién micelio Inhibicién esclerocios
Tratamiento
Y Micelio % Inhibiciéon X Esclerocios % IPE
Control 4.46 - 535.57 -
CS3 1.28 71.30 100.50 81.23
CS4 0 100 0 100
Fungicida 3.65 18 419.33 21.70

Al realizar el anélisis estadistico de los datos de produccion de esclerocios obtenidos

en este ensayo (Figura 59) se observé que existen diferencias significativas (ANOVA,
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p = 0,01) entre el control y los tratamientos, al comparar por pares mediante la prueba
LSD de Fisher p < 0,05 se encontré que la produccion de esclerocios en el aislado de
S. rolfsii HAA sembrado en la caja de Petri con el filtrado libre de células del consorcio
CS4 es estadisticamente diferente respecto de los esclerocios producidos en el control.
Cabe destacar que el filtrado de CS3 también presenta diferencias significativas respecto
al control, aunque no con el fungicida en cuanto a la produccién de esclerocios, es decir,
que con los dos filtrados de los consorcios hay un efecto negativo en la produccién de

esclerocios siendo superior el efecto con el filtrado del consorcio CS4.

La variedad de metabolitos secretados por cada uno de los aislados que forman los
consorcios es extensa esto como resultado de la interrelaciéon y comunicacién entre los
miembros de la comunidad microbiana artificial que se construyo para esta investigacion,
es de suma importancia estudiar la composicion de los FCL de los consorcios empleados,
aunque el perfil antagénico y promotor del crecimiento vegetal presentado permite vis-
lumbrar que se basa en la produccion de metabolitos con actividad antibidtica como los

pigmentos de fenazinas, sideréforos, HCN y otros COVs.

Los FCL de los consorcios fueron utilizados también para conocer el efecto sobre
la germinacién de los esclerocios de ambos aislados de S. rolfsii. En las mismas condi-
ciones experimentales ya descritas se hicieron cajas de Petri con PDA y los FCL de los
consorcios CS3 y CS4, para este experimento se colocaron ocho esclerocios de manera
equidistante con cada uno de los aislados del fitopatégeno. En el caso del aislado de S.
rolfsii AHE después de 7 dias incubacion (Figura 61) se observo que en las placas que
contienen los FCL de los consorcios ninguno de los esclerocios germiné en contraste de
los esclerocios sembrados en las placas con el fungicida Captan a 600 pg/mL y las placas
control donde el micelio de los esclerocios ya habia cubierto por completo la caja, para
los 15 dias posteriores a la siembra los esclerocios del control y de las placas con el fun-
gicida comercial ya tenia esclerocios en comparacion con las placas de los tratamientos

en donde los esclerocios no germinaron incluso después de 30 dias de incubacion.
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Figura 61: Efecto de los filtrados libres de células en la germinacion y producciéon de
esclerocios en AHE. Se realizaron dos réplicas bioldgicas con una repeticion, las placas
se incubaron a temperatura ambiente por 30 dias, se utilizaron 600 pg/mL del fungicida

comercial Captan.

Después de 30 dias de incubacion los esclerocios producidos en los tratamientos se
recolectaron y contaron para determinar el efecto en la produccién de esclerocios (formu-
la 4.4). Se encontré que el FCL de CS3 disminuye la produccién de esclerocios en 88 % y
el de CS4 en un 100 %, mientras que el fungicida solo disminuy la produccion de escle-
rocios en un 26.79 % comparado con el control en aislado de S. rolfsii AHE, se realizo el
andlisis estadistico y se observo que existen diferencias estadisticamente significativas en-
tre los tratamientos y el control (Kruskal-Wallis, p = 0,001) al comparar por pares (LSD
de Fisher, p < 0,05) se observé que el mejor desempefio en cuanto a la disminucién en la
produccion de esclerocios fue obtenido por los FCL de los consorcios CS3 y CS4 al com-
pararlos incluso con el fungicida Captan (Figura 62). Los FCL de ambos consorcios no
solo inhibieron la germinacion del S. rolfsii AHE, sino que ademds disminuyeron la pro-
duccidn de esclerocios por lo que potencialmente estos consorcios pueden ser utilizados

para combuatir el tizon surefio que afecta muchas especies de plantas.
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Figura 62: Inhibicién en la produccion de esclerocios en ambas cepas de S. rolfsii debido
a los filtrados libres de células y el fungicida Captan. Los tratamientos que tienen dife-
rencias estadisticas significativas segin la prueba de LSD de Fisher p < 0,05 se muestran

con letras diferentes.

Para determinar el efecto de los FCL sobre la germinacion de los esclerocios en el
aislado de S. rolfsii HAA se realiz6 el ensayo con cultivo sumergido donde se sembraron
ocho esclerocios de manera equidistante (figura 63) al igual que con el aislado AHE los
esclerocios no germinaron después de siete dias de incubacion a diferencia de los esclero-
cios sembrados en cajas que contenian el fungicida Captan a 2000 pg/mL y el control que
inclusive muestra los inicios del esclerocios, es decir, la acumulacion de hifas. Después de
30 dias de incubacidn los esclerocios sembrados en placas con los FCL de los consorcios
CS3 y CS4 no germinaron. El filtrado libre de célula del consorcio CS4 logré inhibir en

100 % la germinacion de los esclerocios del aislado HAA de S. rolfsii.

A los 30 dias posteriores a la siembra se recuperaron los esclerocios producidos en
los tratamientos y se contaron para calcular el porcentaje de inhibicion en la produccién

de esclerocios (formula 4.4). Se encontré que el FCL del CS3 disminuy6 la produccién
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Control
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Figura 63: Efecto de los filtrados libres de células en la germinacion y producciéon de
esclerocios en HAA. Se realizaron dos réplicas biologicas con una repeticion, las placas
se incubaron a temperatura ambiente por 30 dias, se utilizaron 2000 pg/mL del fungicida

comercial Captan.

de esclerocios en 81 % en el aislado de S. rolfsii HAA, mientras que el fungicida solo
redujo la produccién de esclerocios en 21.70 % en comparacién con el control, el FCL
de CS4 inhibi6 al 100 % la germinacién por lo que no hubo produccién de esclerocios
mostrando el gran potencial de este consorcio para el biocontrol de S. rolfsii.Se realiz6 el
andlisis estadistico con los datos obtenidos de la produccion de esclerocios (Figura 62),
se encontré que el fungicida al igual que los filtrados de los consorcios disminuyeron
la produccién de esclerocios y que son estadisticamente diferentes del control (Kruskal-
Wallis, p = 0,001), al comparar por pares se determiné mediante la prueba LSD de Fisher
con p < 0,05 que los tratamientos inhibieron la produccién de esclerocios respecto del
control. Con este experimento se verificé que los metabolitos secundarios producidos por
los consorcios tienen un efecto negativo sobre el crecimiento de micelio y la produccion

de esclerocios en ambos aislados de S. rolfsii.

Los principales modos de accidon que las Pseudomonas poseen para el biocontrol de
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patégenos son tres, la competencia con el patégeno por los nutrientes y el nicho, la inter-
accion directa a través de la antibiosis y la interaccion con la planta huésped por medio de
la induccién de resistencia [89]. Para investigar si las bacterias que forman los consorcios
antagonizan a los aislados de S. rolfsii mediante la produccién de metabolitos extrace-
lulares se realizaron los FCL, en investigaciones recientes extrajeron filtrados libres de
células de una cepa de Pseudomonas fluorescens ALEB 7B utilizando diferentes solven-
tes orgdnicos como el acetato de etilo, n-butanol y diclorometano (DCM), los extractos
con este dltimo solvente fueron los tnicos en mostrar un efecto antagénico contra una
cepa de S. rolfsii SY4, posteriormente utilizaron los extractos con DCM para realizar una
cromatografia acoplada a una espectrometria de masas para identificar los componentes
de los extractos e identificaron compuestos con actividad antimicrobiana como el dcido
indol acético y 2-piperidinona, ademds de 1-undeceno y dimetil disulfuro como principa-
les componentes de COVs producidos por la cepa de P. fluorescens [112]. En este mismo
sentido en otra investigacion utilizaron extractos con metanol y acetato de etilo de filtrados
libres de células de cultivos de la cepa de Pseudomonas chlororaphis zm-1 por medio de
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC, por sus siglas en inglés) y confirmaron
que los componentes principales del extracto, que juegan un papel clave en la inhibicién
de S. rolfsii, son diferentes compuestos de fenazina como 4cido fenazina-1-carboxilico
y 1-hidroxi fenazina [89]. Por lo que la naturaleza de los metabolitos producidos en los
FCL de los consorcios debe ser investigado a profundidad, ya que bajo las condiciones
experimentales de este estudio se observé un efecto negativo contra los aislados de S.
rolfsii, ademds se demostré que los aislados que forman los consorcios producen desde

enzimas liticas, AIA, HCN, sider6foros y diversos pigmentos de fenazinas.
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5.12 Promocion del crecimiento de las plantas de
jitomate mediante la aplicacion de consorcios

microbianos

En la actualidad el desarrollo de bioformulaciones, que son productos biol6gicamente
activos que contienen una o mds cepas microbianas benéficas en materiales portadores
econdmicos y faciles de usar, es una drea de investigacion en constante expansion, que
tiene el objetivo de aumentar la fertilidad del suelo, la promocion del crecimiento en las
plantas y la supresion de fitopatégenos por lo que ofrece un enfoque ambientalmente sos-
tenible para aumentar la produccion en cultivos [113]. Un primer paso para el desarrollo
de dichas bioformulaciones es la investigacion en condiciones de invernadero de los po-

sibles beneficios de estas en diferentes plantas.

Control

Figura 64: Crecimiento aéreo de las plantas de jitomate tratadas con los consorcios CS3
y CS4. Se observa un aumento en el crecimiento aéreo de la planta con el tratamiento de

CS4.

Se realizé un ensayo para conocer el efecto de los consorcios CS3 y CS4 en la pro-
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mocioén del crecimiento en plantas de jitomate, para ello las plantas fueron inoculadas con
uno de los consorcios o con CN (control) una vez a la semana, posteriormente se midio
tanto el crecimiento aéreo como la longitud de la raiz. Después de 12 semanas de trata-
miento el crecimiento aéreo promedio en cm de las plantas control fue de 26.75, mientras
que las plantas tratadas con CS3 fue de 24.92 y el de las plantas inoculadas con CS4 fue
34.76 (Figura 64), por lo que se observé no solo un ligero aumento de tamaiio de las

plantas que fueron inoculadas con el consorcio CS4, sino ademads presentaron hojas mas

grandes.
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Figura 65: Efecto en el crecimiento de las plantas de jitomate por la aplicacion de los
consorcios microbianos. Tratamientos con la misma letra no son diferentes significativa-

mente p < 0,05.

Al realizar el anélisis estadistico de los datos de crecimiento aéreo de las plantas de
jitomate tratadas (Figura 65), se encontr6 que existen diferencias estadisticas significati-

vas (ANOVA, p = 0,03) y al realizar la prueba de LSD de Fisher p < 0,05 se determiné
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que las plantas de jitomate inoculadas con el consorcio CS4 muestran un mayor creci-
miento aéreo cuando se comparan con las plantas control. Lo anterior en concordancia
con las capacidad promotora del crecimiento que muestran los aislados que constituyen
los consorcios, por ejemplo, el aislado de Klebsiella oxytoca (1251) es el inico capaz de
producir AIA y este forma parte del consorcio CS4, esta fitohormona es fundamental para
la promocidn del crecimiento ya que interviene en la iniciacién de la raiz y la division
celular, sin embargo el efecto depende de la sensibilidad de la planta y de la cantidad de
AIA producido por el microorganismo [43]. En un estudio demostraron que Pseudomo-
nas S85 es capaz de mejorar el crecimiento de tomate al producir AIA [57], en ese mismo
sentido una cepa de Pseudomonas fluorescens B16 mostré una colonizacion vigorosa de
las raices de tomate, lo que provoc una mejora en el nimero de flores, la altura de planta
y el peso total del fruto [43]. Por otra parte, en una investigacion en semillas de maiz en-
contraron que cepas de Bacillus, Klebsiella oxytoca y Pseudomonas nitroreducens fueron
capaces de disolver fosfato con un ISF de entre 2.1 y 4.6 que estimul6 la germinacién de
las semillas [46], cabe destacar que todas las bacterias en CS4 son capaces de solubilizar
fosfatos y tienen ISF desde 1.46 hasta 1.6, ademas de que los microorganismos que produ-
cen sider6foros como Klebsiella y Pseudomonas mejoran la disponibilidad del hierro en
las plantas lo que estimula su crecimiento, por lo que la combinacion de bacterias capaces
de producir AIA, sider6foros y solubilizar fosfatos en los consorcios permitié observar el

aumento del crecimiento de las plantas de jitomate.

Para determinar el efecto de los consorcios en las raices de las plantas de jitomate
tratadas, a las 12 semanas después de la siembra se recuperaron suavemente y se lavaron
las raices para su posterior medicion (Figura 66), la longitud promedio en cm de las raices
de las plantas inoculadas con CS3 fue de 26.75, mientras que aquellas plantas tratadas con
CS4 alcanzaron una longitud promedio de 34.76 en contraste con las raices de las plantas
control que midieron en promedio 26.75 ademas se observo que la raiz principal de las

plantas inoculadas con el consorcio CS4 son un poco mas largas al compararlas con las
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Figura 66: Crecimiento de la raiz de las plantas de jitomate inoculadas con los consorcios.

plantas control, ademds de un aumento en las raices secundarias.

Al realizar el anélisis estadistico de los datos de crecimiento aéreo de las plantas de
jitomate tratadas (Figura 67), se encontré que existen diferencias estadisticamente sig-
nificativas (ANOVA, p = 0,01) y al ejecutar la prueba de Conover-Iman p = 0,02 se
encontré las diferencias son al comparar las plantas control con las plantas inoculadas

con el consorcio CS4.

El efecto observado puede atribuirse a que los aislados bacterianos que conforman
el consorcio CS4 tienen un potencial como PGPR, es conocido que las Pseudomonas
producen diversas fitohormonas que promueven el crecimiento de las plantas como la ya
mencionada AIA, ademds producen citocinas, hormona que promueve la division celu-

lar, el crecimiento de las células y la expansion del tejido en algunas partes de la planta
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Figura 67: Efecto de los consorcios en el crecimiento de la raiz en el jitomate. Diferencias

significativas segun la prueba de Conover-Iman a: p = 0,02.

[43], también sintetizan 1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa (ACC desami-
nasa) que puede disminuir los niveles de etileno en las plantas [57] y que en el caso de
una cepa de Pseudomonas putida WPTe productora de ACC desaminasa que redujo la
gravedad de la enfermedad de mildiu vellosos ademds de mejorar el crecimiento y el
rendimiento de Papaver somniferum y se encontré que el tratamiento con esta cepa de
Pseudomonas redujo la sintesis del acido abscisico asi como del precursor del etileno y
mejoro la produccion de AIA en la planta [114]. Asimismo, la cepa de Variovorax para-
doxus 5C-2 productora de ACC desaminasa inoculada en plantas de guisantes se observo
un mayor crecimiento, aumento en la nodulacion, en el nimero de semillas y el conteni-
do de nitrégeno de las mismas, ademds de mejorar la capacidad de absorcion de agua en
condiciones de sequia, al igual que la cepa de P. fluorescens ACC-5 productora de ACC
desaminasa aument6 la longitud de las raices en Pisum sativum [52]. Por otra parte las
Pseudomonas también producen cofactores como la pirroloquinolina quinona (PQQ) que

sintetiza durante su crecimiento (fase estacionaria), es termoestable y soluble en agua,
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este cofactor se ha asociado con la promocién del crecimiento, por ejemplo, en la cepa
de Pseudomonas fluorescens B16 que promueve el crecimiento en plantas de jitomate al
generar un fenotipo mutante en el gen pqq H result6 en la pérdida de la capacidad pa-
ra promover el crecimiento, se ha sugerido que la PQQ actiia como antioxidante en las
plantas; otras bacterias entre ellas Enterobacter, Klebsiella y Pseudomonas tienen la capa-
cidad de solubilizar fosfatos mediante la produccién acido glucénico y PQQ, por lo que se
han propuesto como potenciales candidatas para su uso como biofertilizantes fosfatados

para plantas de maiz y cacahuate [115].
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5.13 Bioproteccion en planta de jitomate contra S.
rolfsii por medio de la aplicacion de consor-

cios microbianos

Para determinar el efecto de los consorcios CS3 y CS4 en el biocontrol de ambos
aislados de S. rolfsii AHE y HAA se llevé a cabo el ensayo de bioproteccion en planta de
jitomate. Las semillas fueron colocadas en 5 mL de CN durante 3 h a 150 rpm y 28 °C, las
semillas se sembraron en charolas de germinacion con suelo estéril, una vez a la semana
fueron inoculadas con 1 mL de uno de los tratamientos: CS3 o CS4 y el control con CN
(Figura 68). Seis semanas después de la siembra las plantulas de jitomate se trasplantaron
en vaso de plastico con suelo estéril e inoculadas con 5 mL de los tratamientos una vez a

la semana (seccion 4.9).

Figura 68: Charolas de germinacion con las plantulas de jitomate y los tratamientos. A.-
Tratamientos, una vez a la semana las plantulas fueron inoculadas con 1 mL de uno de los

tratamientos. B.- Charolas de germinacion con cada tratamiento a las seis semanas.

Seis semanas después del trasplante, a las 12 semanas de edad, las plantas de jitomate
fueron infectadas con el micelio de uno de los aislados de S. rolfsii (Figura 69, A), la
infeccion se realizé colocando micelio cerca de la raiz en la base de la planta (Figura 69,

B), una vez a la semana fueron inoculadas con los consorcios o CN segun corresponda.
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Control

Figura 69: Plantas de jitomate el dia de la infeccion con uno de los aislados de S. rolfsii.
A.- Las plantas de jitomate el dia de la infeccion. B.- Arriba cajas de Petri con PDA donde
crece el micelio del hongo sobre papel celofan, abajo infeccion de la planta de jitomate

con micelio de uno de los aislados del hongo.

Cinco dias después de la infeccion con el aislado de S. rolfsii AHE de las 10 plantulas
de jitomate que fueron inoculadas con CS3 seis plantas mostraron sintomas de ahoga-
miento, caracteristico del Tizon surefio, mientras que solo cinco plantas tratadas con CS4
mostraron los sintomas de la enfermedad, en comparacion con el control donde en nueve
de las 10 plantas se observaron sintomas cinco dias después de la infeccién (Figura 70),
por lo que hubo una disminucién de la presencia de enfermedad en aquellas plantas trata-
das con los consorcios, lo anterior se debe a la capacidad de los aislados bacterianos que
conforman los consorcios para producir diversos metabolitos con actividad antifingica
como enzimas liticas, pigmentos de fenazinas, sider6foros, compuestos volatiles, entre

otros.

En el caso de las plantas infectadas con el aislado del hongo HAA, cinco dias posterio-
res a la infeccion de las 10 plantas tratadas con CS3 cinco de ellas mostraron sintomas de
Tiz6n surefio, mientras que para las plantas tratadas con CS4 solo dos presentaron sinto-
mas en contraste con el control donde nueve de las 10 plantas presentaron sintomas de la

enfermedad provocada por S. rolfsii (Figura 71). Un dato por resaltar es que las plantas
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Caldo Nutritivo

Control

Figura 70: Ensayo de biocontrol contra el aislado de S. rolfsii AHE. Comparacion de las
plantas infectadas con micelio del aislado AHE contra los controles no infectados, cinco

dias después de la infeccion.

inoculadas con el consorcio CS4 resistieron el ataque del hongo patdgeno. Por otra parte,
en uno de los experimentos de biocontrol en planta de jitomate debido a las condiciones
de temperatura y humedad del lugar en donde se encontraban las plantas se obtuvieron
grupos dispares, ya que, las plantas inoculadas con Caldo Nutritivo no sobrevivieron todas

y los grupos quedaron dispares o no balanceados.

Se determind la incidencia de la enfermedad (IE) a los 30 dias después de la infeccion
con uno de los aislados del hongo (férmula 4.7), también se calcul6 el indice de severidad
(IS) (Tabla 1) y la eficacia relativa de biocontrol (férmula 4.9), en el caso de las plantas
de tomate infectadas con el aislado de S. rolfsii AHE se observé que la eficacia relativa de
biocontrol fue mayor con el consorcio CS4 con 23.1 %, mientras que la eficacia de bio-
control del consorcio CS3 en el aislado del hongo AHE fue de solo 5.54 %, sin embargo
la incidencia de la enfermedad fue menor en las plantas inoculadas con los consorcios

(Tabla 27).

Se realizd el analisis estadistico de los datos sobre la incidencia de la enfermedad,
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Caldo Nutritivo

Control

Figura 71: Ensayo de biocontrol contra el aislado de S. rolfsii HAA. Comparacién de las
plantas infectadas con micelio del aislado HAA contra los controles no infectados, cinco

dias después de la infeccion.

(Figura 72) se encontré que existen diferencias significativas (Kruskal-Wallis, p = 0,03)
y al ejecutar la prueba de Duncan, p = 0,009, las diferencias se encuentran entre la
incidencia de la enfermedad en las plantas tratadas con el consorcio CS4 comparadas con
las plantas control, es decir que CS4 inhibi6 el crecimiento del aislado de S. rolfsii AHE

en la planta de jitomate en condiciones de invernadero.

En cuanto al andlisis estadistico respecto al indice de severidad de la enfermedad
de Tizon surefio provocado por el aislado de S. rolfsii AHE en las plantas de jitomate
tratadas con los consorcios CS3 y CS4 (Figura 73). Se descubrié que existen diferencias
estadisticas significativas (ANOVA, p = 0,05) y estés se encuentran al comparar el indice
de severidad del control con la de las plantas tratadas con el consorcio CS4 segun la prueba
de Tukey p = 0,04, por lo que, el consorcio CS4 demostré disminuir la incidencia y
severidad del Tizon surefio causado por el aislado AHE de S. rolfsii en plantas de jitomate

en condiciones de invernadero con una eficacia de biocontrol de 23.1 %.

Se determind la incidencia de la enfermedad, el indice de severidad y la eficacia re-
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Tabla 27: Eficacia relativa de biocontrol en S. rolfsii AHE

Tratamiento Incidencia de Indice de  Eficacia de
enfermedad % severidad biocontrol %

Control 100 94.12 -
CS3 90.91 88.91 5.54
CS4 80.95 72.38 23.1

Los valores corresponden al promedio de dos réplicas bioldgicas. La eficacia de biocon-
trol se determiné mediante la férmula: %= (fndice de enfermedad del control - Indice de

enfermedad del antagonista) / Indice de enfermedad del control.
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Figura 72: Incidencia de Tiz6n surefio por ambas cepas de S. rolfsii en plantas de jitomate
tratadas con los consorcios. Tratamientos con la misma letra no son diferentes significa-
tivamente, diferencias estadisticas significativas segun la prueba de Duncan b: p < 0,01,

prueba Tukey c: p < 0,05.

lativa de biocontrol de las plantas infectadas con el aislado de S. rolfsii (Tabla 28). En

este caso se observo que las plantas inoculadas con los consorcios CS3 y CS4 tanto la
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Figura 73: Severidad del Tizon surefio por ambas cepas de S. rolfsii en plantas de jitomate
tratadas con los consorcios. Tratamientos con la misma letra no son diferentes significati-

vamente, diferencias estadisticas significativas segtn la prueba de Tukey b: p = 0,04.

incidencia de la enfermedad como el indice de severidad disminuyeron respecto de las
plantas inoculadas sélo con Caldo Nutritivo. La eficacia relativa de biocontrol mayor en

este aislado del hongo, fue de 38.33 % con CS3 y para CS4 fue de 33.76 %.

Se analizaron estadisticamente los datos obtenidos acerca de la incidencia de la enfer-
medad en las plantas infectadas con el aislado de S. rolfsii HAA en plantas de jitomate que
cada semana fueron inoculadas ya sea con uno de los consorcios o con CN como control
(Figura 72), se encontr6 que existen diferencias estadisticamente significativas (ANOVA
p = 0,001) entre los tratamientos, al realizar la prueba de Tukey se determind que estds
diferencias se encuentran entre las plantas control y las plantas tratadas con los consorcios

CS3 p = 0,006 y CS4 p = 0,001. Por lo que en condiciones de invernadero los consorcios
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Tabla 28: Eficacia relativa de biocontrol en S. rolfsii HAA.

Tratamiento Incidencia de Indice de  Eficacia de
enfermedad % severidad biocontrol %

Control 82.35 74.12 -
CS3 54.54 45.71 38.33
CS4 45.45 49.1 33.76

Los valores corresponden al promedio de dos réplicas bioldgicas. La eficacia de biocon-
trol se determiné mediante la férmula: %= (fndice de enfermedad del control - Indice de

enfermedad del antagonista) / Indice de enfermedad del control).

disminuyeron la incidencia de la enfermedad provocada por el aislado del hongo HAA.

En cuanto a la severidad de la enfermedad al realizar el analisis estadistico no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 73). Por otra parte, la
eficacia de biocontrol fue mayor con ambos consorcios en las plantas infectadas con el
aislado de S. rolfsii HAA en comparacién con las plantas infectadas con AHE, para CS3

fue 38.33 % y para el consorcio CS4 fue de 33.76 %.

En un ensayo de control biologico de cultivos de P. fluorescens contra S. rolfsii en
semillas de Atractylodes lancea una especie de planta, utilizada con fines medicinales en
China, que es susceptible al Tizon surefio, observaron que la incidencia de la enfermedad
en las semillas infectadas disminuy6 en un 70 % debido a los cultivos de P. fluorescens
poseen metabolitos con actividad antifingica [112]. En el caso del CS4 logré reducir la
incidencia de la enfermedad causada por el aislado de S. rolfsii HAA hasta en un 37 %,
mientras que CS3 disminuy6 la IE en un 28 % en nuestras condiciones experimentales,
que potencialmente se debe a la produccion de diversos metabolitos antiftingicos pro-
ducidos en los consorcios, asi como las actividades enzimaticas previamente analizadas.
El grupo de las Pseudomonas sintetizan una variedad amplia de metabolitos antibidticos
como 2,4-diacetilfloroglucinol, pirrolnitrina, pioluteorina, COVs, compuestos de fenazi-

nas y lipopéptidos ciclicos [28], es importante mencionar que otro mecanismo indirecto
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que tienen estas bacterias contra los fitopatdégenos es la induccién de resistencia sistémi-
ca de la planta en donde los microorganismos colonizan la raiz y preparan a la planta
para una ripida reaccion cuando se encuentre con el ataque de un patégeno a través del
envio de sefales quimicas que incluyen compuestos con actividad antibidtica como 2,4-

diacetilfloroglucinol y surfactina, sider6foros y COVs [75].

Los consorcios microbianos utilizados en esta investigacién mostraron disminuir sig-
nificativamente la incidencia de la enfermedad Tizén surefio causada por ambos aislados
del hongo fitopatogeno S. rolfsii en plantas de jitomate en condiciones de invernadero,
ademads en el caso del aislado del hongo AHE el consorcio CS4 mostré disminuir la se-
veridad de la enfermedad y tener una eficacia de biocontrol de 23.1 % contra AHE y de

33.76 % contra HAA.
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Conclusiones

Se determiné por pruebas bioquimicas y moleculares la identidad de las bacterias su-
jeto de estudio. Tres de los aislados pertenecen a la especie de Pseudomonas putida (cepa
YM9 MK634690.1), otros tres aislados pertenecen a la especie de Pseudomonas lini (ce-
pa MMR2 KU672375.1), dos a Pseudomonas hunanensis (cepa P11 MN946623.1), uno
a Pseudomonas mediterranea (cepa CFBP 5447 NR_028826.1), mientras solo uno de los
aislados bacterianos corresponde a Variovorax paradoxus (cepa 13-0-1D NR_036930.1)

y otro a la especie Klebsiella oxytoca (cepa BR37 KC593550.1).

A partir de un andlisis factorial mixto se ensamblaron cuatro consorcios (CS) deno-
minados CS1, CS2, CS3 y CS4, los cuales en conjunto albergan la mayor cantidad de
caracteristicas positivas relacionadas con su capacidad de promocién del crecimiento ve-

getal, asi como para antagonizar a S. rolfsii.

Los consorcios antagonizaron el crecimiento y la produccion de esclerocios en ambos
aislados de S. rolfsii ya sea por: accion de los metabolitos difusibles al medio de cultivo,
por lo que se ha descrito en la literatura entre estos se incluyen metabolitos de origen
proteico, carbohidratos, compuestos heterociclicos que contienen nitrégeno, entre otros,
que impactan el proceso de crecimiento, asi como la diferenciacién celular al impactar la

cantidad de esclerocios producidos. En caso del aislado AHE todos los consorcios presen-

159
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taron diferencias significativas en la disminucién del crecimiento micelial y la produccion
de esclerocios, en el aislado HAA, CS1 y CS2 inhibieron el crecimiento de micelio y to-

dos disminuyeron la produccién de esclerocios.

Los COVs liberados en el ensayo de barrera, todos los consorcios inhiben tanto el
crecimiento de micelio como la produccidn de esclerocios en el aislado de S. rolfsii AHE,
mientras que para el aislado HAA solo los consorcios CS1, CS2 y CS4 inhibieron la pro-
duccioén de esclerocios. Uno de los COVs con actividad antifiingica que es determinante
para el biocontrol es la produccion de HCN, aunque no en todos los consorcios se debe
producir por igual por lo que resulta interesante estudiar la naturaleza quimica de aquellos

volétiles producidos en los consorcios que presentan mayor potencial antagénico.

En el cultivo dual sin barrera se determino el efecto de los metabolitos volatiles y difu-
sibles en el medio de cultivo producidos por los consorcios en el crecimiento de micelio y
produccion de esclerocios en ambos aislados de S. rolfsii, en el caso de AHE se encontrd
que los consorcios CS1 y CS4 inhibieron el crecimiento micelial, mientras que sélo CS1
inhibi6 la produccién de esclerocios. Para HAA los consorcios CS2 y CS3 inhibieron el
crecimiento micelial del hongo y todos los consorcios inhibieron la produccion de escle-
rocios con este método, esto puede atribuirse a la capacidad de producir tanto difusibles
como voldtiles que les permiten antagonizar a S. rolfsii, sin embargo, las diferencias ob-
servadas en cuanto a la sensibilidad de alguno de los aislados potencialmente se deben a

la dindmica metabdlica que se presenta en un determinado consorcio.

Para conocer el efecto de los COV's producidos por los consorcios en la germinacion
y posterior produccién de esclerocios en ambos aislados de S. rolfsii se realiz6 el ex-
perimento de cultivo dual en tubo de ensayo, se descubrié que los todos los consorcios
inhibieron la germinacion de los esclerocios en el aislado AHE, mientras que para el aisla-
do del hongo HAA CS2 y CS3 inhibieron la posterior produccién de esclerocios en dicho
aislado. El estudio de los COVs de origen microbiano y su efecto sobre los procesos celu-

lares es un campo nuevo y poco estudiado de la investigacion microbioldgica, que revela
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nuevos aspectos de la actividad microbiana como los patrones de su interaccién con otros

microorganismos y con organismos superiores.

Por otra parte, se realizd un experimento para conocer si los metabolitos producidos
por los consorcios CS3 y CS4 tienen un efecto en la germinacidn, crecimiento micelial y
produccién de esclerocios en ambos aislados del hongo fitopatdgeno a través de filtrados
libres de células (FLC) y se compararon con el uso del fungicida comercial Captan. Se
observo que ambos consorcios tienen un efecto de inhibicion del crecimiento de micelio
de los dos aislados de S. rolfsii AHE y HAA, ademas inhibieron la produccién de escle-
rocios desde un 100 hasta un 81 %. Los consorcios CS3 y CS4 inhibieron la germinacion
de los esclerocios en ambos aislados de S. rolfsii. Los FCL contienen los metabolitos an-
tifingicos producidos por los consorcios y resultaron mucho mas efectivos contra ambos

aislados del hongo fitopatdgeno en este tipo de cultivo sumergido.

Los consorcios CS3 y CS4, estimularon el crecimiento aéreo y longitud de raiz en
plantas de jitomate, con diferencias significativas, por lo que CS4 tiene el potencial de no

solo tratar el tizon surefio sino ademds promover el crecimiento de las plantas de jitomate.

Dado que S. rolfsii es un fitopatdgeno que ataca una amplia variedad de cultivos
agricolas entre ellos el jitomate donde puede causar grandes pérdidas, se realizd un en-
sayo de bioproteccion en planta de jitomate para determinar el efecto de los consorcios
CS3 y CS4, se descubri6 que la eficacia de biocontrol contra el aislado de S. rolfsii AHE
es de 5.54 % con CS3 y 23.1 % con CS4, el consorcio CS4 disminuy¢ la incidencia de la
enfermedad significativamente. En el caso del aislado HAA la eficacia de biocontrol para
CS3 fue de 38.33 % y para CS4 fue de 33.76 %, ambos consorcios disminuyeron signifi-
cativamente la incidencia del tizon surefo causa por este aislado del hongo por lo que en
condiciones de invernadero los consorcios resultaron mds efectivos contra el aislado de S.

rolfsii HAA en planta de jitomate.

Los consorcios microbianos utilizados en esta investigacion mostraron disminuir sig-
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nificativamente la presencia de la enfermedad Tizén surefio causada por ambos aislados
de S. rolfsii en plantas de jitomate en condiciones de invernadero, ademds en el caso del
aislado del hongo AHE el consorcio CS4 mostré disminuir la severidad de la enfermedad

y tener una eficacia de biocontrol de 23.1 % contra AHE y de 33.76 % contra HAA.



Capitulo 7

Perspectivas

= Identificar las moléculas presentes en los compuestos volétiles que producen los
consorcios dada su importancia en la disminucién en la produccién y germinacién
de esclerocios en dos aislados de S. rolfsii.

= Determinar el efecto biofertilizante de los consorcios en invernadero en plantas de
jitomate.

= [dentificar los metabolitos que secretan los consorcios en los ensayos de antibiosis
para asi proponer mecanismos de aislamiento y purificacién para su potencial uso
como agentes de biocontrol.

= [nvestigar el efecto de los metabolitos con actividad antifiingica a nivel molecular
en los esclerocios de S. rolfsii para proponer potenciales mecanismos de accién de
los mismos.

= Escalar los cultivos de los consorcios para la produccion del biofungicida y bio-
protector a base de dichos consorcios contra S. rolfsii y probar su efecto en otros
hongos fitopatdgenos de importancia agricola.

= Proponer procesos de encapsulacion de las bacterias utilizadas en los consorcios

para promover su vida de anaquel y su liberacion en suelo.
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Apéndice A

Secuencias 16S ARNr de los aislados

bacterianos

1228

ACCGTICCTCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCAT
GGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACAT
TCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGA
CTGCGATCCGGACTACGATCGGTITTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGC
TTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGT
AAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC
GGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAG
GGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCT
CTGGAAAGTTCTCTGCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTT
CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATT
TGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTT
AGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTTGACATCGTTT
ACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCG

CACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTC
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CTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTC
TACCGTACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTITCCCAGGTTGAGCCCG
GGGCTTTCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAG
TAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACA
GAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTC
GCTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTT
CTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATAT
TCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTG
TGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCA
TTACCCCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGG
CCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTTC
CTTTICGAAACGTTGTCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCA
CCCGTCCGCCGCTGAATCAAGGAGCAAGCTCCCGTCATCCGCTCGACTGC

A
1230

GGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCG
GTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTICTGATTCGCGAT
TACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGAC
TACGATCGGTTITTIGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCT
GTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATG
ACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTICTICCTTA
GAGTGCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTT
ACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAG
CACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTC
TGCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCAC
ATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCT
TGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTITAGCTGCGCCACTA

AAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTA
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CCAGGGTATCTAATCCTGTITTIGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCA
GTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTA
CGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAG
CTTGCCAGTTTTGGATGCAGTITCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATC
CAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAA
CGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTG
CTITATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTCGCTTACTGCCCTT
CCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCG
GCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCC
TCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAAC
TAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCC
TGCTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTTCCTTTCGAAACGTT
GTCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGTICCGCCGCT

GAATCAAGGAGCAAGCTCCCGTCATCCGCTCGACTGCA

1232

GTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGG
TGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATT
ACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACT
ACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTG
TACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGA
CTTGACGTCATCCCCACCTTCCTICCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAG
AGTGCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTA
CGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGC
ACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCT
GCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTICTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACA
TGCTCCACCGCTTIGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTT

GCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAA
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AATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTTIGACATCGTTTACGGCGTGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAG
TATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTAC
GCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGC
TTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCC
AACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTITTACGCCCAGTAATTCCGATTAAC
GCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGC
TTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTCGCTTACTGCCCTTC
CTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGG
CATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCC
TCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCT
CTCAGACCAGTTACGGATCGICGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACT
AGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCT
GCTTITCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTTCCTTTCGAAACGTTG
TCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTG

AATCAAGGAGCAAGCTCCCGTCATCCGCTCGACTGC
1234

GGTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGG
TGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATT
ACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACT
ACGATCGGTTTTGTGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTG
TACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGA
CTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAG
AGTGCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTICGTTA
CGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGC
ACCTGTCTCAATGCTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCATT
GGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTICTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACA

TGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTT
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GCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAA
GAGCTCAAGGCTCCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAG
TATCAGTCCAGGTIGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTAC
GCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGC
TCGTCAGTTTTGAATGCAGTTCCCAGGTTAAGCCCGGGGCTTTCACATCC
AACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAAC
GCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGC
TTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACCATCACGTATTAGGTAATGGCCCTTIC
CTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGG
CATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCC
TCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCT
CTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACT
AGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCT
GCTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTCCGTITTCCGAGCGTTA
TCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTC

TCAAGAGGTGCAAGCACCTICTCTACCGCTCGACTGCA

1236

TTAGACTAGCTACTTICTGGTGCAACCCACTCCNATGGTGTGACGGGCGGT
GTGTACAAGGCCCNGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTA
CTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTA
CGATCGGTTTTGTGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGT
ACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGAC
TTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGA
GTGCCCACCATAAYGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTAC
GGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCA
CCTGTCTCAATGCTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCATTG

GATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACAT
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GCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTG
CGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAG
AGCTCAAGGCTCCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACC
AGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGT
ATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACG
CATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCT
CGTCAGTTTTGAATGCAGTTCCCAGGTTAAGCCCGGGGCTTTCACATCCA
ACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACG
CTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCT
TATTCTGTCGGTAACGTCAAAACCATCACGTATTAGGTAATGGCCCTTCC
TCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGC
ATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTIGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCT
CCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCTC
TCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTA
GCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTG
CTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTCCGTTTCCGAGCGTTAT
CCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGTICCGCCGCTICT

CAAGAGGTGCAAGCACCTCTCTACCGCTCGACTGCA
1238

GTCCTCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGG
TGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTC
TGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACT
GCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTT
GGCAACCCTCTGTACCGACCATTIGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAA
GGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGG
CAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGG
TTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGA

CAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCT
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GGAAAGTTCTCTGCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTIGCTTICG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTG
AGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAG
CTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTAC
GGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCA
CCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCT
TCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTICTA
CCGTACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGG
GCTTITCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTITTACGCCCAGTA
ATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGC
GTCCGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTCGC
TTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTICT
TCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTC
CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTICTCAGTTCCAGTGTG
ACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATT
ACCCCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCC
CGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTTCCT
TTCGAAACGTTGTCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACC

CGTCCGCCGCTGAATCAAGGAGCAAGCTCCCGTCATCCGCTCGACTGCA

1240

AGGACTGATCACCGTGGTACCGTCCCCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTC
TGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTIGTGTACAAGGCCCGGG
AACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTT
CACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTITGTGGG
ATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCA
CGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCAC
CTTCCICCGGTITTGTCACCGGCAGTICTCCTTAGAGTGCCCACCATAACGT

GCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACA
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TCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGCTCC
CGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCATTGGATGTCAAGGCCTGGT
AAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGC
GGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTITTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAG
GCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGCTCAAGGCTCCCAA
CGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTG
TTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTIC
GCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACAC
AGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTCGTCAGTTTTGAATGC
AGTTCCCAGGTTAAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCT
ACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTAT
TACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTITATTCTGTCGGTAACG
TCAAAACCATCACGTATTAGGTAATGGGCCTTCCTCCCAACTAAAGTGCT
TTACAATCGAAGACTTCTTCACACACGCGCATGCTGGATCAGCTTCGCCA
TGTCAATATCCCACTGCTGCTTCGGTAGAGTCTGACGGTTTCAGTCAGTG
TGACTGATCTTCTCGACAGTACGATGCGTGCCTGGTGACCAATCACGTCA

CAACTAGCTAT
1242

AGTCGAGCGGTAGAGAGGTGCTITGCACCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTG
AGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGG
ACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCC
TTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATG
GCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAA
GGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCCATTACCTA
ATACGTGATGGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTG

TGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT
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GGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTICGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCG
GGCTTAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACGAGCTAGAGTATGGTAGA
GGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA
ACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAA
CGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAA
TGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAG
ATGGATTGGTGCCTTCGGGAGCATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGT
CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCT
TGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC
GGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGC
CGCGAGGTGGAGCTAATCCCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTC
TGCAACTCGACGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATG
TCGCGGTGAATACGTITCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG

GGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAA

1244

TCCTTGCGGTTAAGCTAACTACTTCTGGCAGAACCCGCTCCCATGGTGTG
ACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTICTGAT
CCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGA
TCCGGACTACGACTGGTTTTATGGGATTAGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCA
ACCCTITTGTACCAGCCATTGTATGACGTIGTGTAGCCCCACCTATAAGGGC
CATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGT
CTCATTAGAGTGCCCAACTGAATGTAGCAACTAATGACAAGGGTTGCGCT
CGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCAT

GCAGCACCTGTGTTACGGTTCTCTTTCGAGCACTAAGCCATCTCTGGCGA
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ATTCCGTACATGTCAAAGGTGGGTAAGGTTTITTCGCGTTGCATCGAATTA
AACCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT
CAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTTCG
TTACTGAGTCAGTGAAGACCCAACAACCAGTTGACATCGTTTAGGGCGTG
GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCATGAG
CGTCAGTACAGGCCCAGGGGATTGCCTTCGCCATCGGTGTITCCTCCGCAT
ATCTACGCATTTCACTGCTACACGCGGAATTCCATCCCCCTCTGCCGTAC
TCCAGCGATGCAGTCACAGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTC
ACAACTGTCTTACATCACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCG
ATTAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGC
CGGTIGCTTATTCTTACGGTACCGTCATTAGCCTTCTTTATTAGAAAAGAC
CGTTTCGTTCCGTACAAAAGCAGTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCCTGC
ACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCACT
GCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGT
CGTCCTICTCAGACCAGCTACAGATCGAAGGCTTGGTGAGCCTTTACCTCA
CCAACTACCTAATCTGCCATCGGCCGCTCCATTCGCGCAAGGTCTTGCGA
TCCCCTGCTTTCATCCGTAGATCGTATGCGGTATTAGCACAGCTTTCGCT
GCGTTATCCCCCACGATTGGGCACGTTCCGATGTATTACTCACCCGTTCG

CCACTCGCCGCCAGGATTGCTCCCGCGCTGCCGTTCGACTTGCA
1251

TGCAAGTCGAACGGTAGCACAGAGAGCTTGCICTICGGGTGACGAGTGGCG
GACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACT
GGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTG
GGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAC
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGT

ATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGA
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TGAGGTTAATAACCTINGTCNATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGC
TAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCG
GAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGA
AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTGGAGT
CTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
CTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCT
CAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTCC

GG

1252

CAGTCGAGCGGATGAGTGAGCTTIGCTCACGGATTTAGCGGCGGACGGGTG
AGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTTCGAAAGGG
ACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGLCC
TTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATG
GCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAA
GGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGCTA
ATATCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTITGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCG
GGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGA
GGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA
ACGATGTCAACTAGCCGTTGGGGTCCTTGAGACTTTAGTGGCGCAGCTAA
CGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAA

TGAATTGAC
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