UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARD

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

o
2 FACULTAD DE QUIMICA
~

Bioprospeccion de bacterias rizosféricas aisladas de Kalanchoe
delagoensis como agentes de biocontrol del marchitamiento flingico del tallo

y como mejoradoras del crecimiento vegetal

TESIS INDIVIDUAL
Que como parte de los requisitos para obtener el de

MAESTRA EN CIENCIA Y TECNOLOGIA AMBIENTAL

PRESENTA:

ING. ADRIANA EUNICE MARTINEZ AVILA

SANTIAGO DE QUERETARO, QRO.

NOVIEMBRE 2024



REPOSITORIO
R I INSTITUCIONAL
DGBSDI-UAQ

La presente obra esta bajo la licencia:
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es

OO

CC BY-NC-ND 4.0 DEED

Atribucion-NoComercial-SinDerivadas 4.0 Internacional

Usted es libre de:

Compartir — copiar y redistribuir el material en cualquier medio o formato

La licenciante no puede revocar estas libertades en tanto usted siga los términos de la licencia

Bajo los siguientes términos:

Atribucién — Usted debe dar crédito de manera adecuada , brindar un enlace a la licencia,
e indicar si se han realizado cambios . Puede hacerlo en cualquier forma razonable, pero no de
forma tal que sugiera que usted o su uso tienen el apoyo de la licenciante.

@ NoComercial — Usted no puede hacer uso del material con propdsitos comerciales .

SinDerivadas — Si remezcla, transforma o crea a partir del material, no podra distribuir el
material modificado.

No hay restricciones adicionales — No puede aplicar términos legales ni medidas tecnoldgicas que
restrinjan legalmente a otras a hacer cualquier uso permitido por la licencia.

Avisos:

No tiene que cumplir con la licencia para elementos del material en el dominio publico o cuando su uso
esté permitido por una excepcion o limitacion aplicable.

No se dan garantias. La licencia podria no darle todos los permisos que necesita para el uso que tenga
previsto. Por ejemplo, otros derechos como publicidad, privacidad, o derechos morales pueden limitar la
forma en que utilice el material.



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-appropriate-credit
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-indicate-changes
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-commercial-purposes
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-some-kinds-of-mods
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-technological-measures
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-exception-or-limitation
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-publicity-privacy-or-moral-rights

UNIVERSIDAD AUTOHOMA DE DUERETARD |

Universidad Auténoma de Querétaro
Facultad de Quimica
Maestria en Ciencia y Tecnologia Ambiental

Bioprospeccion de bacterias rizosféricas aisladas de Kalanchoe
delagoensis como agentes de biocontrol del marchitamiento flingico del tallo

y como mejoradoras del crecimiento vegetal.

Tesis

Como parte de los requisitos para obtener el grado de:
Maestro en Ciencia y Tecnologia Ambiental

Presenta:
Ing. Adriana Eunice Martinez Avila

Dirigido por:
Dr. Juan Ramiro Pacheco Aguilar

SINODALES
Dr. Juan Ramiro Pacheco Aguilar
Presidente Firma
Dr. Juan Campos Guillen
Secretario Firma
Dr. Aldo Amaro Reyes
Vocal Firma

Dra. Dalia Elizabeth Miranda Castilleja
Suplente Firma

M. en C. Aurora Mariana Alvarado

Suplente Firma
Dr. José Santos Cruz Dr. Gerardo Manuel Nava Morales
Director de la Facultad Director de Investigacidon y Posgrado

Centro Universitario,
Santiago de Querétaro, Qro. México
Noviembre 2024



Declaro que los datos propios obtenidos en esta investigacion fueron generados
durante el desarrollo de mi trabajo de tesis de forma ética y que reporto detalles
necesarios para que los resultados de esta tesis sean reproducibles en eventuales
investigaciones futuras. Finalmente, este manuscrito de tesis es un trabajo
originalen el cual se declaré y dio reconocimiento a cualquier colaboracién o cita
textual presentadas en el documento.




RESUMEN

El “marchitamiento de tallo” de hortalizas es causado por distintas especies entre
los que destacan Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici y Rhizoctonia solani,
originando innumerables pérdidas economicas; en las ultimas décadas se han
incorporado métodos alternativos al control quimico, como lo es el empleo de
microorganismos con actividad de control biologico. El aislamiento de estos agentes
de biocontrol se lleva a cabo de la rizosfera de especies cultivables de interés
agricola, subestimando el potencial de la ecologia microbiana de otras plantas,
como las invasoras, que pudieran ademas conferir a las plantas capacidades de
adaptacion a ambientes extremos. En el presente trabajo se realizo el aislamiento
de bacterias rizosféricas de Kalanchoe delagoensis, las cuales fueron ensayadas
mediante cultivo dual contra los fitopatdgenos antes mencionados, de los cuales
después de un ANOVA y una prueba de Tukey sobresalieron seis bacterias
nombradas AEu, CEu, HEu, SEu, REu y PEu. Estas fueron secuenciadas por medio
del gen 16S ARN ribosomal, encontrando que pertenecen al género Peribacillus
(AEu) y Bacillus para el resto, con homologias desde el 98 al 99 %. Posteriormente,
para evaluar el efecto de biocontrol, fue realizado un ensayo sobre germinados de
tomate (S. lycopersicum), previamente inoculadas con la cepa de Bacillus PEu e
infectadas con Fusarium sp. con una disminucion de 22 % en el numero de semillas
inviables. Para el efecto promotor del crecimiento vegetal los aislados fueron
inoculados en semillas de tomate (S. lycopersicum). Nuevamente destacdé PEu
aumentando en un 125 % el diametro del tallo, un 142 % la altura, dicha promocién
pudo ser debido a las propiedades bioquimicas de los aislados (como solubilizacion
de fosfato, acido indolacético, 1-aminociclopropano-1-carboxilato, fijacion bioldgica
de nitrogeno y produccién de sideroforos), ya que, todos los aislados presentaron al
menos una propiedad. Concluyendo, la rizosfera de K. delagoensis posee
poblaciones microbianas de Bacillus con propiedades bioquimicas relacionadas con
la promocién de crecimiento vegetal, asi como inhibicion de fitopatogenos de interés
agricola, siendo objeto de estudios posteriores para determinar su amplio potencial
como inoculante.

Palabras clave: Fitopatégeno, Control biolégico, Planta invasora, Bacterias

rizosféricas.



ABSTRACT

The “damping- off’ of vegetables is caused by different species, among which
Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici and Rhizoctonia solani stand out,
originating innumerable economic losses; in the last decades, alternative methods
to chemical control have been incorporated, such as the use of microorganisms with
biological control activity. The isolation of these biocontrol agents is carried out from
the rhizosphere of cultivable species of agricultural interest, underestimating the
potential of the microbial ecology of other plants, such as invasive plants, which
could also confer to plants the ability to adapt to extreme environments. In the
present work, rhizospheric bacteria were isolated from Kalanchoe delagoensis and
tested by dual culture against the aforementioned phytopathogens. After ANOVA and
Tukey's test, six bacteria named AEu, CEu, HEu, SEu, REu and PEu stood out.
These were sequenced by 16S ribosomal RNA gene, finding that they belong to the
genus Peribacillus (AEu) and Bacillus for the rest, with homologies from 98 to 99 %.
Subsequently, to evaluate the biocontrol effect, a trial was conducted on tomato (S.
lycopersicum) sprouts, previously inoculated with the Bacillus PEu strain and
infected with Fusarium sp. with a 22 % decrease in the number of non-viable
seeds.For the plant growth promoting effect, the isolates were inoculated on tomato
seeds (S. lycopersicum).Again, PEu increased stem diameter by 125 % and height
by 142 %. This promotion could be due to the biochemical properties of the isolates
(such as phosphate solubilization, indoleacetic acid, 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate, biological nitrogen fixation and siderophore production), since all the
isolates showed at least one property.In conclusion, the rhizosphere of K
delagoensis possesses microbial populations of Bacillus with biochemical properties
related to the promotion of plant growth, as well as inhibition of phytopathogens of
agricultural interest, being the subject of further studies to determine its broad
potential as an inoculant.

Key words: Phytopathogen, Biological control, Invasive plant, Rhizospheric
bacteria.
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l. Introduccion

El damping-off también conocido como “ahogamiento o marchitamiento del
tallo”, es una de las principales enfermedades de hortalizas que limitan su
rendimiento en invernadero y en campo, impide la germinacién de semillas o
produce ahorcamiento en el tallo de la planta infectada (Lamichhane y col., 2017).
Este padecimiento es generado por distintos tipos de hongos fitopatégenos entre
estos se encuentran: Phytophthora capsici, Fusarium sp., Fusarium oxysporum 'y
Rhizoctonia solani. Lo anterior, en términos socioecondmicos, causa pérdidas
economicas para las y los productores (Cedillo- Portudal y col., 2023).

En este sentido, con el propdsito de incrementar la productividad del sector
agricola y disminuir las pérdidas causadas por esta enfermedad, se ha
implementado el uso de distintos fungicidas de sintesis quimica. Sin embargo, estos
desencadenan problemas ambientales como el incremento de emisiones de
compuestos entre estos, el 6xido nitroso; la actividad agricola es la principal emisora
de este contaminante (Pereira- Goulart, 2022). Sin mencionar los problemas de
lixiviacion a aguas subterraneas, modificaciones en la estructura de suelo como el
exceso de sales, pH, deterioro de microfauna, disminucién de materia organica vy,
en consecuencia, dafos a la salud humana por su empleo excesivo (Marzani y col.,
2017).

Por otra parte, debido a la gran cantidad de energia que requiere su
fabricacion, este tipo de fungicidas constituyen el insumo con mayor componente
energético de la produccion agricola, con el 1 % del consumo energético mundial.
En México se destino para el afio 2020, 1,310 millones de pesos, con el objetivo de
promover la utilizacion y acceso a insumos de nutricion para cultivos de esta indole
(SIAP, 2022a).

En consecuencia, es fundamental encontrar soluciones que reduzcan u
optimicen el uso de fungicidas de sintesis quimica. Cada vez hay mas esfuerzos
para desarrollar nuevas alternativas no contaminantes o de baja toxicidad y bajos



residuos que permitan el control de esta enfermedad, en comparacién con el manejo
de fungicidas sintéticos, en ese sentido, la bioprospeccion en la busqueda de
microorganismos que pudiesen ser utiles al tener potencial antagonico contra
hongos fitopatdgenos, siendo una opcion para le mitigacion de enfermedades como
el damping- off (Rilling y col., 2019).

La ecologia microbiana de los suelos muestra que las bacterias rizosféricas
guardan una estrecha relacién con la planta en la captacion de nutrientes y defensa
de esta, lo cual, favorece su desarrollo y es una opcion para la sanidad de los
cultivos agronomicos. Asimismo, es factible en cuanto a reproducibilidad e
innovacion (Azeem y col., 2022).

De esta forma, este proyecto se propuso explorar las poblaciones
microbianas asociadas a la raiz de K. delagoensis con actividad antagonica contra
distintos hongos fitopatdgenos causantes del “marchitamiento del tallo”, en cultivos
duales y en germinados de tomate (S. lycopersicum), asi como cualidades como
promotoras de crecimiento vegetal tales como acido indolacético, sideréforos, ACC
desaminasa, solubilizacidon de fosfato, entre otras en medios selectivos, al igual que

su evaluacion en plantulas de tomate (S. lycopersicum).



Il. Antecedentes

2.1 Importancia econémica de las hortalizas

Las hortalizas son parte importante de la alimentacion como fuentes de

antioxidantes, provitaminas, vitaminas, azucares digeribles, compuestos anti-

colesterol, que aportan al cuerpo humano diferentes beneficios y regulan distintas

funciones (Saavedra-Del Real y col., 2023).

Estas se pueden sembrar de forma directa en el terreno, o de forma indirecta

en almacigo para después ser trasplantadas a suelo. De acuerdo con la

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura, por sus

siglas en ingles FAO se clasifican por raiz, hoja, tallos y bulbos, flor o fruto FAO

(2023b), algunos ejemplos se muestran en la Figura 1.

De raiz
comestible

Zanahoria (Daucus carota)

Nabo (Brassica rapa subsp. Rapa)
Betabel (Beta vulgaris)

Rabano (Raphanus sativus)

De hoja
comestible

Apio (Apium graveolens)

Perejil (Petroselinum crispum)
Cilantro (Coriandrum sativum)
Acelga (Beta vulgaris var. Cicla)
Lechuga (Lactuca safiva)
Espinaca (Spinacia oleracea)

De tallos y
Hortalizas bulbos

comestibles

Cebolla (Allium cepa)
Ajo (Allium sativum)
Papa (Solanum tuberosum)

)\ JN

De flor/ coles
comestibles

Coliflor (Brassica oleracea var. Botryftis)
Brocoli (Brassica oleracea var. Italica)
Alcachofa (Cynara cardunculus var. Scolymus)

J

De fruto
comestible

Tomate (Solanum lycopersicum)

Pepino (Cucumis sativus)

Tomatillo (Physalis philadelphica)
Variedades de chiles (Capsicum annuum,
Capsicum frutescens, Capsicum chinense)
Berenjena (Solanum melongena)

Figura 1. Ejemplos de hortalizas clasificadas de acuerdo con la FAO. Elaboracion
propia, con informacion recuperada de FAO (2023b).



Las hortalizas que se producen en mayor cantidad a nivel mundial son:
tomate (Solanum lycopersicum), seguido por la cebolla (Allium cepa), pepino
(Cucumis sativus), col (Brassica oleracea var. Capitata), berenjena (Solanum
melongena), zanahoria (Daucus carota), pimiento (Capsicum annuum), calabaza
(Cucurbita pepo), lechuga (Lactuca sativa) y ajo (Allium sativum) (SIAP, 2022b). El
Centro de Estudios para el Desarrollo Rural Sustentable y la Soberania Alimentaria
(CEDRSSA) senala que México es uno de los diez paises principales productores
de estas hortalizas (CEDRSSA, 2023).

En tal sentido, de acuerdo con el Servicio de Informacién Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP), para el afio 2021, México produjo 14.1 millones de toneladas de
hortalizas, motivo por el cual, fue considerado el noveno productor a nivel mundial
(SIAP, 2023). La Tabla 1 muestra la superficie sembrada de las cinco principales
hortalizas cosechadas en México.

Tabla 1. Principales hortalizas producidas en México (SIAP, 2022b).

Nombre de la hortaliza Hectareas cosechadas
Chile poblano (C. annuum var. Poblano) 148,000

Elote (Zea mays) 69,000

Cebolla (Allium cepa) 48,000

Tomate (Solanum lycopersicum) 48,000

Pepino (Cucumis sativus) 18,000

Para el cierre agricola para el afio 2021 el SIAP reporto la siembra de tomate
(S. lycopersicum) aproximadamente en 6,176 ha a nivel nacional en sus distintas
variedades: bola, cherry, uva, saladette y saladette roma, ambos datos
exclusivamente para exportacion (SIAP, 2022a).



El tomate (S. lycopersicum) es importante en la alimentacion, se le atribuye
la aportacion de vitaminas C y A, ademas de minerales como el potasio. Una de las
principales enfermedades que afectan a esta hortaliza, dentro de sus primeras
etapas de desarrollo en invernadero o campo, es el marchitamiento del tallo o mejor
conocido como “damping- off’ (SAGARPA, 2022; Bojaca-Aldana y col., 2023).

Actualmente en México el 90% del suelo utilizado para la agricultura son
suelos en estado critico debido al uso de fertilizantes, pesticidas, fungicidas
sintéticos, contribuyendo a la crisis climatica que ha provocado su desertificacion y
degradacion, en la busqueda de nuevas tecnologias mas sostenibles, las
alternativas de productos agroquimicos microbiolégicos resultan de interés actual
(Gavito y col., 2017).

2.2 Plagas y enfermedades asociadas a hortalizas

Los cultivos de hortalizas son afectados por distintos tipos de insectos,
malezas, hongos, bacterias y virus. El adecuado manejo integrado de plagas de los
cultivos marca una diferencia en cuanto a los rendimientos obtenidos (Cedillo-
Portugal y col., 2023). Las malezas compiten por nutrientes y agua con las hortalizas
y son hospederos importantes para el desarrollo de parasitoides o depredadores
que danan a las hortalizas. Lo anterior se traduce en afectaciones a nivel productivo
y econdmico (Correa y col., 2023).

Los virus se transmiten de manera vegetativa y mecanica; en esta ultima, se
incluyen los insectos que son usados como vectores. Por ejemplo, el género
tobamovirus de la familia Virga viridae afecta distintas hortalizas como el tomate
(Solanum lycopersicum) y la calabaza (Cucurbita pepo); en especifico, el TOBRFV
conocido comunmente como virus del mosaico del tabaco, dana el fruto de tomate
(Solanum lycopersicum) en su color no uniforme (Figura 2 a), rendimiento y

madurez atrasada (Cedillo- Portugal y col., 2023).



Por otro lado, bacterias fitopatbgenas como Pectobacterium carotovorum,
conocida por provocar la enfermedad de la podredumbre blanda, afecta
principalmente a la papa, generando pérdidas econdmicas estimadas entre los 50 y
100 millones de ddlares por afio a nivel mundial (Al-Zomor y col., 2013), también
afecta a cultivos como cebolla (Allium cepa) (Figura 2-b), esparrago (Asparagus
officinalis), acelga (Beta vulgaris var. Cicla), papa (Solanum tuberosum) y tomate
(Solanum lycopersicum) (Rossini y col., 2023).

Las plagas por insectos reducen la produccion agricola y la calidad de
cultivos. Algunos ejemplos son: el pulgdn de la lechuga (Nasonovia ribisnigri)
(Figura 2-c) y Henosepilachna vigintioctopunctata en la berenjena (Solanum
melongena) (Figura 2-d) (Liu y col., 2021; Vera-Sanchez y col., 2022).

Los hongos fitopatogenos causan enfermedades en las raices, el tallo, las
hojas, y en los frutos (Cedillo-Portugal y col., 2023). De manera especifica, el hongo
fitopatogeno Phytophthora infestans produce en el tomate (Solanum lycopersicum)
la enfermedad comunmente conocida como “tizén tardio” (Figura 2-e) (Vera-
Sanchez y col., 2022).

Existen hongos fitopatdogenos que afectan a una amplia gama de hospederos
como lo es Phytopthora capsici, el cual, incide sobre cultivos de la familia de las
solanaceas y provoca dafos en cultivos como el pimiento (C. annuum) (Figura 2-f),
el tomate (Solanum lycopersicum) y la berenjena (Solanum melongena), entre otros
(Caamal-Velazquez y col., 2018). Otro de ellos es Macrophomina phaseolina,
agente causal de la enfermedad conocida como “pudricion carbonosa”, causa
pérdidas importantes en la produccion de soya (Glycine max) (Martinez-Villarreal y
col., 2016).

Las cenicillas (también conocida como mildius polvorientos), son causadas
por distintos géneros de hongos; entre estos encuentran los Erysiphales de la familia
Erysiphaceae, producen ascocarpos y en grandes cantidades, forman un polvillo
blanco, lo cual permite reconocer a esta enfermedad en forma de polvo o ceniza
que afecta a hortalizas como la calabaza (Cucurbita pepo) y pepino (Cucumis
sativus) (Figura 2-g) por mencionar algunos (Félix-Gastélum y col., 2017).



El oidio causado por Erysiphe cichoracearum y E. communis, son
hospedantes del pimiento (C. annuum), el tomate (Solanum lycopersicum) (Figura
2-h) y la berenjena (Solanum melongena), infecta las hojas de la planta,
volviéndolas blancas hasta provocar su muerte (Rossini y col.,, 2023). En la
podredumbre blanca provocada por Sclerotinia sp. y Sclerotium sp., los hospederos
principales son la lechuga (Lactuca sativa) y la acelga (Beta vulgaris var. cicla); esta
enfermedad provoca un colapso de hojas basales por podredumbre y persiste en
lugares previamente infectados como el suelo o residuos de cultivo (Cedillo-Portugal
y col., 2023).

a)

S\
" SO

Figura 2. Ejemplos de enfermedades en hortalizas por hongos, virus e insectos. (a)
Virus ToBRFV en cultivo de tomate (S. lycopersicum). (b) Pectobacterium
carotovorum presente en cebolla (Allium cepa). (¢) Nasonovia ribisnigri en lechuga

(Lactuca sativa). (d) Henosepilachna vigintioctopunctata. (e) Phytophthora infestans



en tomate (Solanum lycopersicum). (f) Phytopthora capsici en cultivo de pimiento
(C. annuum). (g) Mildiu polvoriento en hojas de pepino (Cucumis sativus). (h) Oidio
en cultivo de tomate (Solanum lycopersicum). (i) Sclerotinia sp. en lechuga (Lactuca
sativa). Imagenes obtenidas de: (Gonzales-Morejon y col., 2010, Orozco, 2022;
Aguado-Martinez y col., 2023; BASF, 2023; Delhey y col., 2023; Syngenta, 2023;
Otero, 2023).

2.3 “Damping- off”’o Marchitamiento del Tallo

El término “damping- off” hace referencia al marchitamiento, desintegracion
o ahogamiento de los tejidos del tallo y la raiz debajo del suelo, nombrado de

manera comun como “ahorcamiento de tallo”, “mal de almaciguera” o “mal del
talluelo”. La mayoria de los hongos fitopatdgenos que causan esta sintomatologia
afectan el crecimiento de la planta en las primeras etapas hasta su madurez
(Laemmlen, 2002).

Es una enfermedad que se trasmite por el suelo (Marzani y col., 2017),
conduce a la pudricion de semillas en germinacion y plantulas jévenes (Lamichhane
y col., 2017). A simple vista pareciera que las plantas padecen de estrés hidrico,
debido al ahorcamiento del tallo. De acuerdo con la Secretaria de Ganaderia,
Agricultura, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), causa pérdidas de
entre el 30% al 50% de plantulas (SAGARPA, 2022).

Los principales agentes causales del “damping- off’ son: Fusarium solani,
Stymphylium sp., Sclerotium rolfsii, Macrophomina phaseolina, Pythium sp.,
Phytophthora sp., Alternaria alternata, Helminthosporium sp., Rhizoctonia solani y
Fusarium oxysporum (Marzani y col., 2017; Wiyono y col., 2021; Azzam y col.,
2022), los ultimos tres son de los principales hongos sefalados en la literatura
(Marzani y col., 2017; Martinuz, 2020; Yu y col., 2023). De manera general, estos

hongos fitopatdgenos consiguen sobrevivir durante muchos afos en el suelo, aun



sin algun cultivo presente debido a la formacion de esporas y esclerocios
(SAGARPA, 2022).

El establecimiento del “damping- off” se puede presentar en dos fases del
ciclo de la vida de las plantas. La primera se da previo al brote. La semilla es
infectada por el consorcio de hongos, provocando su pudricion o no logra germinar.
La segunda fase es posterior al brote. Se observan lesiones acuosas formadas en
los tejidos antes de emerger del suelo (Figura 3-a), y al emerger, presentan lesiones
en el tallo a nivel del suelo (Figura 3-b), atrofiamiento (Figura 3-c o Figura 3-d) y las
areas afectadas presentan crecimiento desigual (Lamichhane y col., 2017). Lo
anterior se agudiza por distintos factores como el potencial osmético y la
concentracion de etileno. Ademas, de factores abiéticos como humedad y textura
de suelo, entre otros (SAGARPA, 2022).

Figura 3. Sintomatologia de “damping- off’. (a) ablandamiento y pudricion de
semillas de calabaza (Cucurbita moschata Duchesne). (b) Lesion en tallo en
plantula de tomate (Solanum lycopersicum). (¢) Almacigo de plantulas de tomate
(Solanum lycopersicum) con marchitamiento por “damping- off”. (d) Crecimiento
desigual en plantulas de chile (C. annuum) por “damping- off”. Imagenes obtenidas
de (Chaplygina, 2023; Fertilab, 2023; Johnson y Nischwitz, 2023; Malvick, 2023).



2.3.1 Fusarium sp.

El género Fusarium, es comun y diverso en suelo; incluye un numero
importante de especies de fitopatdgenos que tienen distribucion mundial (Leyva-Mir
y col., 2017). Son ascomicetos filamentosos cuyas afecciones en los distintos
cultivos generan dafos irreversibles en las plantas infectadas; existen distintas
especies de este género de fitopatoégeno. En el microscopio es posible apreciar las
macroconidias alargadas, caracteristicas de este hongo (Figura 5-b). Sobrevive en
forma de esporas, micelio o clamidosporas (Lamichhane y col., 2017; Martinuz,
2020).

Macroconidias

Figura 4. Fusarium oxysporum. (a) Plantula de tomate (Solanum lycopersicum) con

dafio en el tallo por Fusarium oxysporum. (b) Macroconidias de Fusarium
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oxysporum. (c¢) Fusarium oxysporum en la caja Petri sembrada en agar APD.

Imagenes obtenidas de (Duran-Barradas y col., 2023; Leslie y Summerell, 2023).

Fusarium oxysporum afecta distintos tipos de hortalizas como el chile
poblano (C. annuum) (Azeem y col., 2022), tomate (S. lycopersicum) y pepino
(Cucumis sativus) (Lucena y col., 2022). En la siguiente tabla se muestra su
clasificacion taxonomica segun EPPO (2023).

Tabla 2. Clasificacion taxondmica Fusarium oxysporum.

Dominio Eukaryota

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Clase Sordariomycetes
Subclase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales
Familia Nectriaceae
Genero Fusarium
Especie F. oxysporum

El ciclo de vida inicia en el suelo; posteriormente, la infeccion ocurre en las
etapas tempranas del cultivo. Las clamidosporas o conidios germinan y penetran
plantas susceptibles, ingresan al xilema, y comienzan a tapar el tejido para reducir
el movimiento del agua (Sanchez-Espinosa y col., 2020), hasta que se presenta
dafio en el tallo (Figura 5-a). Este fitopatdgeno también produce color amarillento
en las hojas de la planta infectada (Leyva-Mir y col., 2017).
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2.3.2 Rhizoctonia solani

Las enfermedades causadas por este hongo son monociclicas y no producen
inoculo secundario. Es transmitido por el suelo donde habita y se presenta en
cualquier etapa del crecimiento del cultivo (Pereira-Goulart, 2022). Este hongo es
productor de esclerocios marrones de forma irregular y de basidiésporas; la
infeccion esta en funcién de la humedad y temperatura, misma que provoca la
muerte de semillas o plantulas (Chavez y Aquino-Jara, 2012; Ponce-Martins y col.,
2022).

A nivel de microscopio presenta ramificaciones de micelio que crecen en
angulos rectos en relacion con la hifa principal (Figura 6-b); se aprecia la formacion
de un septo de la ramificacion cercano al punto de origen (Montero-Tavera y col.,
2013). Este hongo se ha reportado en cultivos de tomate (Solanum lycopersicum)
(Figura 6-a) (Akram y col., 2015), pimiento morrén (C. annuum) (Azeem y col.,
2022), soja (Glycine max) (Pereira-Goulart, 2022) y cilantro (Coriandrum sativum)
(Ponce-Martins y col., 2022). Ha sido estudiada su infeccion en distintas variedades
de chile (C. annuum) como el mirasol, serrano, guero, poblano, caribe y jalapefio,
que induce a su ahorcamiento (Montero-Tavera y col., 2013; Bhattarai y col., 2020).

En la Tabla 4. se muestra su clasificacion taxonémica segun EPPO (2023).
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Figura 5. Rhizoctonia solani. (a) Imagen de plantulas de tomate (Solanum
lycopersicum). (b) Hifa del fitopatégeno tefido con safranina, se sefalan algunos
nucleos. (c) Rhizoctonia solani en la caja Petri sembrada en agar APD. Modificado
de (Akram y col., 2015; Montero-Tavera y col., 2013).
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Tabla 3. Clasificacion taxondmica de Rhizoctonia solani.

Dominio Eukaryota

Reino Fungi

Filo Basidiomycota

Clase Agaricomycotina
Subclase Agaricomycetes
Orden Ceratobasidiales
Familia Ceratobasidiaceae
Genero Rhizoctonia
Especie R. solani

2.3.3 Phytopthora capsici

Phytopthora capsici puede causar diferentes sintomas al infectar a su
hospedero; la pudricion se da en todas las etapas de las plantas, iniciando en las
semillas. El tizon foliar produce pudricion y marchitamiento en las plantulas
(principalmente en la raiz y cuello de estas) (Quispe-Quispe y col., 2022). P. capsici
se ha descrito como un hongo fitopatbgeno con esporangios ovoides con
dimensiones muy variables, sus oosporas son de color marron y es una especie que

carece de clamidosporas (Godwin y col., 1995; Martinez- Ruiz y col., 2016).
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Figura 6. Phytopthora capsici. (a) sintomas producidos en tallo y raiz de plantulas
de C. annuum (b) Micelio cenocitico (Mc), oogonio (Oo; gametangio femenino) y
oospora (O; espora sexual) anteridio (An; gametangio masculino), (¢) crecimiento
de micelio en la caja Petri (d) pudriciéon producida en hojas de C. annuum causada

por el fitopatdgeno. Imagenes obtenidas de (Quispe-Quispe y col. 2022).

Este patégeno polifago es capaz de infectar a cultivos de pimiento dulce (C.
annuum), otro tipo de hortalizas como el jitomate (S. lycopersicum), la calabaza
(Cucurbita spp.), la berenjena (S. melongena) (Syed-Ab-Rahman y col., 2019;
Saltos y col., 2022). Tiene una alta dispersion. Se da debido a su rapido crecimiento
y adaptabilidad. En la Tabla 4 se muestra su clasificacién taxonémica segun Dick y
colaboradores en 1984.
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Tabla 4. Clasificacion taxonomica de Phytopthora capsici.

Dominio Eukaryota

Reino Fungi

Filo Pseudofungi

Clase Oomycetes

Subclase Peronosporomycetidae
Orden Peronosporales
Familia Peronosporaceae
Genero Phytopthora
Especie P. capsici

2.3.4 Productos de sintesis quimica para el control del “damping- off”.

Para el “marchitamiento del tallo”, se pueden aplicar distintos productos
quimicos. De manera directa, en la semilla se utiliza: el etridiazol (CsHsCIzN2OS), el
metalaxil (C1sH21NOs), el benomilo (C14H1sN4O3 y el tiofanato de metilo
(C12H1aN40O4S2), aunque es posible que genere un efecto negativo en la
germinacion, con efectividad de entre el 80% y 90 % (Lamichhane y col., 2017).
Existen fungicidas especificos de igual aplicacion como: Pencycuron (C19H21CIN20)
que tiene efectividad para Rhizoctonia solani (Pereira-Goulart, 2022).

De forma indirecta en semillas se usan: Ridomil G (composicion de etilen
bisditio carbamato de manganeso, metil N-(2,6-dimetil fenil)-N-(2- metoxi-acetil)-D-
alaninato y zinc), Topsin (ingrediente activo tiofanato de metilo) y Fontelis (mezcla
de pirazol carboxamidas), sin embargo, se ha demostrado que Ridomil G y Topsin
no son capaces de eliminar hongos como: Helminthosporium sp., Rhizoctonia
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solani, Alternaria alternata, Phytophthora sp., Pythium sp. y Stymphylium sp.
(Marzani y col., 2017).

Para el afio 2019, el SIAP reporté que, en México, se aplicaron productos de
sintesis quimica a 20,664,554 ha, de los cuales el 43% corresponde al uso de
productos de sanidad vegetal, algunos catalogados como toxicos en distintas
normativas internacionales que provocan afectaciones a la salud (Juarez, 2022;
SIAP, 2022a).

El uso excesivo de productos de sintesis quimica para la sanidad vegetal
aunado a las malas practicas en la agricultura como el monocultivo favorecen la
pérdida de biodiversidad del suelo, la desertificacion y el calentamiento global (FAO,
2023b); ademas del reemplazo de procesos ecolégicos naturales (Gavito y col.,
2017; Aguilary col., 2019; Zhao y col., 2021). Segun datos de la FAO a nivel mundial,
en el afno 2019 se utilizaron un total de 41,681 t de pesticidas, que equivale a
1,310,000 t de CO, (FAO, 2023d).

2.3.5 Productos sustentables para el control del “damping- off”

El uso de productos sustentables beneficia al ambiente al ser menos tdxicos
y generar pocos residuos en comparacion con los productos de sintesis quimica,
ademas de favorecer a la economia de los productores (Alves-Ribeiro y col., 2021).
Los extractos vegetales forman parte de este género, ya que son insumos organicos
provenientes de plantas. Estos han sido utilizados para el tratamiento del “damping-
off” (Lamichhane y col., 2017).

Un ejemplo de ello es un estudio realizado por Centurion-Belotto y col. (2013),
quienes evaluaron distintos tipos de extractos y combinaciones de menta (Mentha
piperita), yvope (Gleditsia amorphoides), ajo (Allium sativum) y ramio (Boehmeria
nivea) contra Rhizoctonia solani en plantula de tomate (Solanum lycopersicum).
Parte de sus resultados muestran que el uso de la mezcla de menta (Mentha
piperita) y ajo (Allium sativum) redujo la incidencia de la sintomatologia del damping-
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off provocada por R. solani, ademas del mayor promedio en la altura y el crecimiento
radicular de las plantulas.

Los microorganismos con actividad antifungica han sido utilizados para el
control biolégico del damping- off, siendo otra opcidén a los productos de sintesis
quimica (Garcia-De Salamone, 2022). Estos interactuan con los fitopatdgenos a
través de distintos mecanismos de accidén, desarrollados a continuacion
(Lamichhane y col., 2017).

(a) Antibiosis: es la produccién de antibidticos toxicos para los organismos
patogenos. Un microorganismo que realiza este tipo de mecanismo es el hongo
Trichoderma, que produce antibidticos como alquilpironas, isonitrilos, poliquétidos,
peptaibioles y algunos esteroides (Martinez y colaboradores, 2013).

(b) Parasitismo: se le conoce asi a la accion biologica que se da entre dos
especies diferentes, en donde el parasito vive a expensas del hospedero. Se ha
demostrado que Trichoderma, puede desarrollar este mecanismo con distintos
hongos fitopatdgenos. Entre sus multiples interacciones con el huésped puede
llegar a producir enzimas liticas extracelulares que terminan por degradar las
membranas celulares del patégeno (Coromoto-Alcedo y Reyes, 2018).

(c) Competencia por nutrientes: Se entiende como la demanda sincronica de
los mismos recursos por mas de dos poblaciones microbianas. Aunque la mayoria
de los microorganismos practican este mecanismo de accién, Candida oleophila ha
sido utilizada como agente de biocontrol de Boftrytis cinérea y Penicillium expansum,
obteniendo reducciones en la germinacién de conidios casi del 100 % en ambos
casos, estos resultados han sido atribuidos a su disputa de proteinas y azucares
(Guerrero-Prieto y col., 2023).

(d) Produccion de metabolitos secundarios: Existe una gran variedad de
metabolitos secundarios que pueden ser antagdnicos con diferentes tipos de
hongos fitopatdgenos. Un ejemplo de estos son los lipopéptidos, de manera
especifica fengicina y surfactina que son producidos por diferentes especies de
Bacillus entre ellos Bacillus amyloliquefacien. Ambos provocan inhibiciones de casi
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el 100 % en la germinacion de conidios en especies como P. capsici (Ley-Lépez y
col., 2022).

Trichoderma es uno de los hongos que se ha estudiado ampliamente por su
actividad antagonica. La especie T. harzianum ha mostrado inhibicion de esporas
de Fusarium oxysporum en un 33% y Trichoderma atroviridae en un 57% (Martinez
y col, 2013). Por su parte, Coromoto-Alcedo y Reyes (2018) apuntan que el uso de
Trichoderma koningii presenta una respuesta de biocontrol hacia A. alternata a nivel
semilla en tomate (Solanum lycopersicum L.) con una reduccion en el porcentaje de
germinacion de conidios de casi el 90 %.

En el uso de microorganismos se pueden utilizar bacterias en el control
bioldgico, se han estudiado como una opcién, debido a que desempeiian un papel
en el crecimiento, tolerancia y prevencion de enfermedades de los cultivos (Rilling
y col., 2019; Khanna y col., 2021). Bacillus spp es uno de los géneros ampliamente
aplicados en el antagonismo fungico (Azeem y col.,, 2022). Sus cepas son
consideradas no patégenas para el humano y no impactan negativamente en las
comunidades microbianas ya existentes de los agroecosistemas (Villarreal-Delgado
y col., 2018).

2.4 Perspectiva del género Bacillus

En la literatura se han reportado especies del género Bacillus como B.
megaterium, B. pumilus, B. clausii con una actividad antagonica para Botrytis
cinérea con mas del 60% de inhibicion (Marquez y col., 2020). B. safensis y B.
pumilus presentan un potencial antifungico contra Sclerotinia sclerotiorum,
participante en el “marchitamiento del tallo” (Alves-Ribeiro y col., 2021). Finalmente,
B. amyloliquefaciens ha mostrado antagonismo hacia el hongo fitopatégeno
Rhizoctonia solani. Cabe resaltar que este género de bacteria es importante por su
resistencia conferida a través de la formacion de esporas, lo que facilita su
aplicacion y permanencia en campo (Pedraza y col., 2020).
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Para la busqueda de bacterias que presenten actividad inhibitoria han sido
investigados distintos sitios de estudio, asi como partes de la planta, hojas, tallo y
endofitos de las mismas debido a su asociacion simbidtica, y se indaga en el uso
del suelo rizosférico debido a la relacidn que pudieran tener las bacterias
rizosféricas con la colonizacion de la raiz, junto con la produccién de metabolitos
secundarios benéficos para la planta hospedera y el antagonismo con distintos tipos
de hongos (Alves-Ribeiro y col., 2021).

2.4.1 ;Dénde encontrar a Bacillus?

La busqueda de Bacillus se puede realizar en diferentes nichos ecoldgicos.
El aislamiento de este género ha sido realizado en plantas que crecen en
ecosistemas adversos; un ejemplo de ello es Plectranthus tenuiflorus, planta
encontrada comunmente en zonas montafosas de Arabia Saudita, de la cual fueron
aisladas bacterias endofitas de raiz, tallo y hojas. En cada seccién se identificé al
menos una bacteria Bacillus sp. (El-Deeb y col., 2012).

De igual forma, se ha indagado en los mismos cultivos de interés a los que
se desea mejorar su nutricion o proteger contra distintos fitopatdogenos. Un ejemplo
de esto son los aislados obtenidos del maiz (Zea mays) donde se obtuvieron dos
cepas con capacidad antifungica para Fusarium oxysporum, Alternaria alternata,
Fusarium verticillioides y Rhizoctonia solani, ademas de ser caracterizadas como
promotoras de crecimiento vegetal e identificadas como Bacillus subtilis y Bacillus
amyloliquefaciens (Azeem y col., 2022).

De tal manera que el aislamiento de bacterias se considera un recurso
potencial para su uso como biocontrol en el sector agricola, en China se obtuvieron
un total de 244 aislados bacterianos pertenecientes a la zona endéfita de la raiz
de Polygonum cuspidatum (planta medicinal China), en donde el género Bacillus fue
predominante con especies como Bacillus cereus, B. thuringensis, B. atrophaeus,
B. amyloliquefaciens, B. arybhattai, estas han sido reportadas con anterioridad
como antagonistas contra distintos fitopatogenos (Sun y col., 2013).
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Al igual que el caso anterior, se han realizado el aislamiento en tallo y hojas
de bacterias en Tinospora cardifolia es una planta con inmensas propiedades
medicinales utilizada de manera comun en India, de los cuales se identifico a
Bacillus Albus, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Bacillus aryabhattai, Bacillus
subtilis, Bacillus toynensis, Bacillus velencensis, Bacillus paranthracis, sumando un
total de 31 aislados pertenecientes a este género de 38 especies analizadas
(Duhan y col., 2020).

Otro ejemplo es el aislamiento de bacterias de hojas y tallo de Paspalum
vaginatum, de los 24 aislados obtenidos, siete presentaron actividad antagonica
contra A. alternata y fueron identificados como Bacillus sp. (Vasconcelos-
Fernandes y col.,2023)

Esta especie ha demostrado que no solo presenta propiedades antagonicas
contra otro tipo de microrganismos, sino también la produccién de distintos
metabolitos que favorecen al desarrollo de la planta, por lo que muchas especies de
este género son consideradas bacterias promotoras de crecimiento vegetal (Sun 'y
col., 2013).

En este sentido, en México la orquidea G. skinneri se encuentra registrada
en la NOM-059-SEMARNAT-2010, al explorar su diversidad microbiana rizosférica,
fueron identificados al menos dos aislados pertenecientes al género de Bacillus sp.,
adicionalmente se realizaron evaluaciones de promocion de crecimiento donde el
mismo género presenta mejores resultados que el resto de las cepas (Aguilar- Diaz,
2018).

De manera general, las plantas pueden crecer en distintos tipos de ambientes
con usos y factores abidticos diferentes como la especie, el lugar donde esta
establecida, incluso de la zona de aislamiento; sin embargo el género Bacillus es
predominante considerandolo un organismo cosmopolita con multiples beneficios
desde antagonicos asi como la produccion de metabolitos secundarios que
favorezcan al crecimiento de la planta, por lo que la exploracién de poblaciones
microbianas es importante porque podrian ser encontrados microorganismos

novedosos que puedan ser utilizados con un fin especifico (El-Deeb y col., 2012).
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2.5 Plantas invasoras

Las plantas invasoras compiten con plantas nativas o incluso con cultivos de
interés hasta desplazarlos, pues presentan atributos caracteristicos que las vuelven
superiores a especies originarias (Richardson y Kluge, 2008). Segun lo descrito por
Llewellyn y colaboradores (2011), los rasgos mostrados a continuacion definen la
abundancia de este tipo de plantas en lugar diferente al de origen, de los que
destacan:

1. El modo de dispersion.

Su mecanismo de defensa.

Competitividad.

La necesidad y monopolizacion los recursos.
Sus bancos de semillas.

El tamano de su semilla.

N o o bk w DN

La tasa de crecimiento.

Cabe mencionar que no solo depende de los atributos de estas especies para
invadir un espacio determinado, sino que también influira el contexto del sistema
ecologico, como las especies nativas o si existen especies que puedan competir
con la planta invasora en el lugar (Lockwood y col., 2009). Ademas de considerar la
susceptibilidad del habitat a colonizar en los que influye su clima, su viabilidad de
recursos aprovechables, el viento, entre otros aspectos abioticos (Wan y col., 2017).

Las plantas invasoras pueden abrirse camino adaptandose y los factores
limitantes como la humedad, la temperatura o la disponibilidad de nutrientes no las
afecta; son de importancia, ya que llegan a ocasionar cambios en las cadenas
troficas, hasta la pérdida de biodiversidad (Wilson y col., 2009). A pesar de los
efectos adversos, debido a que este tipo de plantas competen por espacio, es
posible que el reclutamiento de sus poblaciones microbianas asociadas le confiera
ventajas de supervivencia (Chen y col., 2017; Daouti y col., 2022).}
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2.6 Kalanchoe delagoensis.

Es una planta invasora, perenne, téxica, nativa del continente africano y
alcanza una altura hasta de dos metros y medio. Kalanchoe delagoensis crece en
densos grupos; tallos simples, erectos, cilindricos; hojas ternadas a aparentemente
opuestas o alternas; su color rojizo-verde a gris-verde, con manchas rojizas o
marrones; su apice contiene dientes con numerosos bulbos; sus flores péndulas, en
forma de caliz campanulado rojizo a verde estriado con rojo, corola roja, violeta,
naranja claro o amarillo manchado con rojo (Figura 7) (Descoings,2003; CABI,
2022).

Su presencia en México se ha reportado en los estados de Veracruz, Hidalgo,
San Luis Potosi, Yucatan y Querétaro (Golubov-Figueroa, 2023). Su rango de
dispersion es alto, puede propagarse por el viento debido a sus diminutas semillas
y consigue colonizar distintos tipos de ambientes en el pais. Se ha demostrado su
gran adaptabilidad a diferentes condiciones abiodticas y distintos rangos
edafologicos (MERI, 2022).
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Figura 7. Kalanchoe delagoensis. Imagen obtenida de (Gajardo, 2023).

El subgénero Bryophyllum (género Kalanchoe, Crassulaceae) contiene mas
de 25 especies, ampliamente utilizadas con fines ornamentales y medicinales
(Descoings, 2006). El género Kalanchoe se ha usado en la medicina tradicional para
el tratamiento de varias dolencias, incluidas infecciones, diabetes, reumatismo,
enfermedades inflamatorias y neoplésicas en América del Sur (Quazi- Majaz y Molvi,
2011). La especie Kalanchoe integra ha sido estudiada para estos mismos fines
(Asiedu- Gyekye y col., 2013), al igual que Kalanchoe spanthulata (Sharma y Jha,
2011).
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Abdul-Saleem y colaboradores (2022) evaluaron el extracto etandlico de
Kalanchoe delagoensis por su actividad antimicrobiana para Salmonella typhi,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Neumonia
por Klebsiella, probada por el método de dilucion en agar, de donde se obtuvieron
zonas de inhibicion que van desde 26 mm hasta casi 39 mm. K. delagoensis mostro
resultados positivos y fue clasificada, segun los autores con actividad
antimicrobiana de leve a moderada.

Debido a la clasificacion de esta especie como planta invasora y al
precedente de las distintas especies de plantas en donde se puede encontrar el
género Bacillus, es probable que en Kalanchoe delagoensis existan, dentro de sus
poblaciones microbianas asociadas a su raiz, bacterias que le faciliten la
supervivencia, obtencion de nutrientes para su desarrollo y para el control de plagas,
por lo que su exploracion es de interés para este proyecto (Daouti y col., 2022). A
continuacion, la clasificacion taxondmica Kalanchoe delagoensis segun EPPO
(2023).

Tabla 5. Clasificacion taxondomica Kalanchoe delagoensis.

Dominio Eukaryota

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta

Clase Bryophyllum
Subclase Basal core eudicots
Orden Saxifragales
Familia Crassulaceae
Genero Kalanchoe
Especie K. delagoensis
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2.7 Actividad de promocion de crecimiento vegetal en cepas bacterianas

Las denominadas Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (PGPB, por
sus siglas en inglés), favorecen la produccion de especies de interés horticola y
benefician la fertilidad del suelo debido a sus relaciones con las raices de las plantas
hospederas (Figura 7) (Martinez-Ramén y col., 2013; Akram y col., 2015).
Interactuan de forma colaborativa y mejoran el acceso a los nutrientes del suelo.
Pueden ser obtenidas de la rizésfera, partes endofitas o epifitas de la planta (Quiza
y col., 2015; Patel y col., 2022).

‘ Exudados: metabolitos
secundarios y primarios,
compuestos organicos volatiles,
azlcares, hormonas, efc.

## PGPB

% Acido indol-3-acético
(1AA)

* Enzima 1-aminociclopropano-
1-carboxilato (ACC)
desaminasa

" Fosforo no disponible

Fosforo biedisponible

« sideroforos

Figura 8. Algunas interacciones benéficas planta- PGPB. Elaboracion propia, con
informacion recuperada de (Gamalero y col., 2003; Vessey, 2003; Olanrewaju y
Babalola, 2017; Rolfe y col., 2019; Khanna y col., 2021; Garcia de Salamone, 2022;
Olanrewaju y Babalola, 2022; Patel y col., 2022).
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Estas interacciones se dan en la raiz de la planta colonizada por las PGPB.
Su coexistencia en la rizosfera esta controlada por sefales denominados exudados,
emitidas por las plantas a través de las raices. Los exudados actuan como
catalizadores o activadores de las interacciones entre las plantas y el suelo; sirven,
principalmente, para reclutar microorganismos en la rizosfera (Olanrewaju y
Babalola, 2022). Estos exudados son metabolitos secundarios, compuestos
organicos volatiles, azucares, hormonas y metabolitos primarios, entre otros (Rolfe
y col., 2019).

Las PGPB estan involucradas con la produccion de fitohormonas en las
plantas, mismas que funcionan como mensajeros quimicos que desempefian
acciones sobre su fisiologia y desarrollo; estas hormonas incluyen auxina,
giberelinas, etileno, citoquininas y acido abscisico (Khannay col., 2021). Un ejemplo
de fitohormona es el acido indolacético (IAA), que es la forma de auxina mejor
caracterizada, producida por bacterias y plantas; promueve la germinacion de
semillas, la divisiéon, la elongacion celular y el desarrollo de raices (Olanrewaju y
Babalola, 2022).

Otro ejemplo de estas hormonas es el etileno, el cual esta asociado al estrés
de la planta, mismo que se da por distintos factores como salinidad, falta de agua,
entre otros. Es importante porque estimula la germinacion, el crecimiento de brotes
y promueve la madurez de los frutos. Esta maduracion provoca que tengan menos
tiempo de anaquel. En ese sentido, se vuelve mas critica su regulacién en las
ultimas etapas de crecimiento de la planta debido a que puede generar pérdidas
economicas (Mishra y col., 2021).

Otra de las actividades de las PGPB es la producciéon de la enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa que regula la produccion del
etileno, ademas ha sido asociada al crecimiento de las plantas y el control de
patogenos (Gamalero y col., 2003; Alves y col., 2022; Garcia-De Salamone, 2022;
Olanrewaju y Babalola, 2022).
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La solubilizacion de fosfato es importante en la relacién entre las PGPB y la
planta debido a que el fosfato es uno de los macronutrientes esenciales para su
desarrollo y crecimiento de las plantas, la floracion, la fotosintesis, entre otros
(Vessey, 2003). El fosfato presente en el suelo es transformado por las bacterias
gracias a que estas, a través de la liberacion de acidos organicos, acidifican el suelo,
de tal manera que facilitan la absorcion de este elemento al transformarlo en fosfato
di o monobasico, ya asimilable para las plantas (Patel y col., 2022).

La fijacion biolodgica de nitrégeno es un proceso que también es realizado por
PGPB (diazotrofos) de manera individual o en simbiosis con especies vegetales que
transforman el nitrégeno atmosférico a amoniaco (NH3) y este es rapidamente
ionizado a amonio (NH4"). Continuando con su transformacion a compuestos
asimilables para el aprovechamiento de las plantas como el nitrato (NO3). El
nitrogeno biodisponible es usado por las plantas principalmente para la produccion
de aminoacidos y de manera consecuente proteinas, y también en el proceso de
fotosintesis (Vessey, 2003).

La produccion de sideréforos se estudia dentro de las interacciones que
pueden tener este tipo de microorganismos (PGPB) con la planta. Estos han sido
estudiados debido a la obtencidn del hierro presente en el suelo en beneficio de las
plantas, o bien activar la resistencia sistémica de esta. En el suelo, el hierro puede
existir en la forma ferrosa (Fe?*) que sera oxidada a la forma férrica (Fe®*), en forma
de silicatos de hidréxidos, 6xidos de hierro u ferromagnesio que no son asimilables
para la planta. La afinidad tan elevada de los siderdforos por el hierro facilita su
captacion y forma un complejo con su forma férrica. Mediante un receptor especifico
gue se encuentra en la membrana bacteriana, que permite que este metal no sea
aprovechado por otros microorganismos, la planta absorbe el complejo y el hierro
en forma Fe*? para ser reducido dentro de ella y absorbido faciimente (Aguado-
Santacruz y col., 2012; Olanrewaju y Babalola, 2017).

Otra interaccion estudiada en la que participan las PGBP y las plantas es la
produccion y uso de lipopéptidos. Estos son compuestos de bajo peso molecular
con caracteristicas anfifilicas (Hashem y col., 2023), que brindan defensa a las
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plantas en condiciones posteriores y previas a la cosecha al suprimir a los hongos
patogenos o al inducir resistencia sistémica en las plantas hospederas (Pedraza y
col., 2020; Hashem y col., 2023)

El desafio para el uso de este tipo de bacterias in vivo va a depender de
distintos factores bi6ticos como la planta huésped y en qué fase del desarrollo es
inoculada y factores abidticos como el clima, tipo de suelo y su salinidad, entre otros.
En el caso particular del género Bacillus, tiene la ventaja sobre estos ultimos debido
a su formacién de endodspora, lo que lo vuelve mas resistente; actualmente ya
existen en el mercado productos en donde su componente principal son bacterias
como Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis, entre otros (Lou y col., 2017; Yang y
col., 2017).

De la informacién mencionada se deriva la necesidad de evaluar si en la
planta K. delagoensis puede llegar a ser hospedera de bacterias rizosféricas del
género Bacillus con capacidad antagonica contra hongos fitopatdgenos causantes
del damping- off.
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lll. Objetivos.
3.1 Objetivo General

Determinar la actividad antifungica de aislados bacterianos obtenidos de la rizosfera
de Kalanchoe delagoensis contra hongos fitopatdgenos, asociados a la enfermedad
del “damping- off” y su uso como mejoradoras de crecimiento vegetal.

3.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la capacidad de inhibicidon in vitro mediante ensayo dual de los
aislados bacterianos provenientes de la rizosfera de Kalanchoe delagoensis
contra Phytophthora capsici, Fusarium sp., Fusarium oxysporum 'y
Rhizoctonia solani, causantes del marchitamiento del tallo

2. Analizar la capacidad de los aislados para reducir la infeccion por Fusarium
sp. en germinados de tomate (Solanum lycopersicum) asi como su capacidad

para promover el crecimiento vegetal.

3. Identificar molecularmente el género de las bacterias aisladas de la rizosfera

de Kalanchoe delagoensis con mejor actividad de biocontrol.

4. Determinar la produccion de acido indolacético, siderdforos, ACC
desaminasa, solubilizacion de fosfato y fijacidn bioldgica de nitrégeno de los
aislados bacterianos.
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VI. Material y Métodos.
4.1 Sitio de estudio

La investigacion fue realizada en el Laboratorio de Plantas y Biotecnologia
Agricola perteneciente a la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de
Querétaro, lo correspondiente a la experimentacion con plantulas in vivo fue
realizado en el invernadero perteneciente al mismo laboratorio, ubicado en las

instalaciones de dicha facultad.

4.2 Material biolégico.

Los fitopatogenos Phytophthora capsici (Aislamiento en Nuevo Leodn, México),
Fusarium oxysporum (Aislamiento en Jalisco, México), Rhizoctonia solani
(Aislamiento en Guanajuato, México) y la variedad de Fusarium identificada como
Fusarium sp. (Aislamiento en Sonora, México), fueron proporcionadas por el
laboratorio de investigacion de la empresa Quimia S.A. de C.V. (Sinaloa, México),
al igual que la bacteria de Bacillus subtilis (Q11) utilizada como control en los
ensayos de antagonismo y bioproteccidn. La bacteria MAO6 que se utilizé como
control para la evaluacion de promocién de crecimiento vegetal, fue proporcionada
por el cepario del Laboratorio de Plantas y Biotecnologia Agricola con su efectividad
probada en tomate (S. lycopersicum) y pimiento (C. annuum var. Pimiento) (Martinez
y col. 2013). La variedad de semilla certificada que se utilizé fue de jitomate (S.
lycopersicum var. Saladet semilla Alfredo (Falcon Seeds S. de R.L. de C.V.) (Figura
6).
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Figura 9. Material biologico. (a) Solanum lycopersicum var. Saladet semilla Alfredo
(b) Fusarium sp. en PDA.

Fue realizado un microcultivo de la cepa Fusarium sp., proporcionada por la
empresa Quimia para la verificacion de su género. De tal manera que se prepard
una camara humeda con ayuda de una placa Petri de vidrio 9 cm, una gasa humeda
y una varilla de vidrio en donde fue colocado el portaobjetos, fue utilizado agar papa
dextrosa (APD) (Preparado segun Urcia y Guevara, 2002) y este fue inoculado con
una pequefia cantidad de fitopatdgeno en las orillas, se colocd un cubreobjetos
esterilizado por calor sobre el bloque y se puso en incubadora a 27 °C (Fisherbrand
refrigerated incubator mod. 3724) por 5 d. Habiendo transcurrido el tiempo, se
realiz6 una tincion simple con azul algodén (Golden Bell, Jal.,, México) al
cubreobjetos, para un mejor contraste en las imagenes a través del microscopio
(Zeizz, Primostar acoplado a una camara stemi 305) (Chukwuebuka y Perpetua en
el 2021).

4.3 Obtencion de aislados bacterianos

Para la obtencion de bacterias provenientes de la rizésfera de la planta K.
delagoensis, fue realizado un muestreo aleatorio simple de diez ejemplares de

plantas sanas sin visibilidad de algun dafo, de las cuales se tomaron muestras de

32



suelo de su rizésfera. Las plantas estaban ubicadas dentro de las instalaciones de
la Universidad Auténoma de Querétaro, con las siguientes coordenadas:
20°35'29.1"N 100°24'40.5"W. Realizado en el mes de agosto de 2022.

El aislamiento de bacterias se realizo por dilucidon y siembra en placa de agar
nutritivo (MCD LAB, Oax., México) por extension (campana de flujo laminar vertical
Lumistell Clase Il Tipo A2) para lo cual, 1 g de muestra compuesta fue disuelta en
un tubo de ensaye con 9.0 mL de agua estéril, pasteurizandose a 80 °C por 10 min,
para la obtencion de bacterias formadoras de endospora, etiquetandose como la
primera dilucién decimal o 10, se realizaron diluciones sucesivas 102 y 1073.
Posteriormente fueron sembradas alicuotas de 100 yL en placas de agar nutritivo,
incubandose a 28 °C + 2 por 24 h (Incubadora ECOSHEL 9025E) (Chavez-Ambriz
y col., 2016) y se calcularon las unidades formadoras de colonias por gramo de
suelo rizosférico (UFC g "suelo).

Se caracterizaron las colonias obtenidas en cada placa en funcidén de sus
aspectos morfolégicos de las colonias como: su forma, borde, elevacion, color y tipo
de superficie. Las colonias seleccionadas fueron purificadas en placas de agar
nutritivo por estria de esta manera se obtuvieron aislados axénicos para los
siguientes ensayos, mismos que fueron almacenados por el método de
conservacion en papel filtro a -17 °C + 2 (Calvo y Zuiiga, 2010; Sosa-Lopez y col.,
2011).

Se analizaron las propiedades fisicoquimicas al suelo rizosférico
perteneciente a las plantas de K. delagoensis fue evaluado utilizando las distintas
metodologias de la NOM- 021-SEMARNAT-2000 para pH, conductividad eléctrica,
textura, porcentaje de materia organica y carbono (SEMARNAT, 2000).

4.4 Capacidad de inhibicion In vitro

4.4.1 Interaccién dual entre hongos causantes del “damping- off’ y aislados

bacterianos
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Las cepas bacterianas antagonistas fueron seleccionadas mediante ensayos de
cultivo dual contra las especies de P. capsici, Fusarium sp., F. oxysporumy R. solani.
Fueron colocados tampones de micelio de 2 mm de diametro en el centro de la caja
Petri que contenia medio APD (Figura 10). Posteriormente, se inocularon los
aislados bacterianos mediante dos lineas paralelas colocando al disco micelial en
el centro de la caja. EI APD sin inoculo bacteriano como control negativo y como
control positivo Bacillus subtilis Q11. Todas las placas se incubaron (Fisherbrand
refrigerated incubator mod. 3724) a 28 °C * 2. Se considerd una unidad
experimental a cada rayadura de la bacteria confrontar y se realizaron cuatro placas
por tratamiento (Martinuz, 2020; Rong y col., 2020). Se inicié con F. oxysporum,
seguido de R. solani. Se realiz6 un escrutinio de cepas, eligiendo solo las que

presentaran un IF> 50% para ser probadas con P. capsici y Fusarium sp.

a) b)

Figura 10. Ensayo de cultivo dual para la determinacion de actividad inhibitoria de
bacterias sobre hongos. (a) Inoculacién de hongo con cepa bacteriana o control
positivo. (b) Inoculacion de hongo en placa control negativo. Imagen modificada de
(Martinuz, 2020).

El porcentaje de inhibicidn fungica (IF) se calcul6 segun la siguiente formula,
considerandose aceptable una inhibicion superior al 50% (Kumar y col., 2012).

C-T

IF = ——(100
— (100)
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Donde:

IF, Porcentaje de inhibicion fungica.

T, crecimiento radial de colonia fungica con tratamiento (mm).
C, Crecimiento radial de colonia fungica control (mm).

4.4.2 Ensayo en placa de agar sangre

Se utilizaron placas de agar sangre comercial de 9 cm de diametro marca BD
(Becton, CDMX, México) compuestas por peptona de caseina 15 gL', peptona de
soya 5 gL, cloruro de sodio 5, gL' Agar 15 gL'y sangre de carnero 50 mLL-'. Cada
uno de los aislados fue sembrado en una placa de agar sangre en pequefios puntos
con el asa, separados uno del otro para formar una cuadricula por duplicado y se
dejaron incubar por 24 h a 29 °C £ 2 (Incubadora ECOSHEL 9025E). Se tomaron
positivas las bacterias que presentaron hemolisis. De manera presuntiva, esta
prueba indica la presencia de lipopéptidos, mismos que pudieran ser utilizados en
el antagonismo entre los hongos y las cepas aisladas (Chavez-Castillo y col., 2006).

4.5 Capacidad de biocontrol en germinados de semillas de tomate (Solanum

lycopersicum) por Fusarium sp.

Solo fue evaluada la cepa Bacillus PEu Fusarium sp. Este ensayo fue
realizado conforme a Adenji y colaboradores en el 2020 con algunas modificaciones;
primeramente, fueron esterilizadas las semillas de tomate (S. lycopersicum)
mediante agitacidn en una solucidn de hipoclorito de sodio (Cloralex, N.L., México)
al 0.75 % durante 1 min para después realizar enjuagues con agua destilada esteéril,
repitiendo el procedimiento en cinco ocasiones, posteriormente, se pusieron a
germinar en placas de medio Murashigue y Skoog (Sigma-Aldrich Quimica,
Alemania) adicionado con sacarosa al 1% (Golden Bell, Jal., México), una vez

abierta la cubierta seminal fueron inoculadas con una suspensién bacteriana.
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La suspension bacteriana fue realizada de la siguiente forma; la bacteria e
dejo crecer en cajas Petri con AN a 29 °C + 2 por 24 h (Incubadora de temperatura
constante ECOSHEL 9025E), el crecimiento bacteriano una solucion de NaCl al
0.5% (Marcon Chimicals, Qro., México) para después llegar a una densidad Optica
(OD) de 0.75 ~ 1x 107 células mL"utilizando una solucién de goma arabiga al 5%
(Meyer, CDMX, México).Asi pues, las semillas previamente germinadas fueron
puestas en agitacion constante 120 rpm (incubadora con agitacion IKA KS 3000 i
control) a 28° C por 4 h con la suspensién bacteriana. Una vez transcurrido el tiempo
las semillas fueron colocadas alrededor del crecimiento de fitopatégeno (Figura 11),
cabe destacar que el disco de micelio joven de 2 mm fue colocado en el centro de

la caja al mismo tiempo que las semillas fueron puestas a germinar.

Figura 11. Ensayo in vitro con semillas de jitomate (S. lycopersicum) y el

fitopatogeno. Donde (o) Semillas de tomate (S. lycopersicum)y (e) es Fusarium sp.

Para el ensayo cada placa fue montada con 10 semillas fue considerada
como una unidad experimental cada semilla germinada y fueron realizadas cinco
repeticiones de caja Petri por tratamiento (en total 50 semillas a evaluar).

Las variables evaluadas fueron los sintomas de infeccion por el fitopatogeno
evaluando el dafio con una numeracion del uno al cinco, siendo cinco el valor con
mayor dafio sobre el germinado (Figura 12), se describen de la siguiente manera:

1.- No se presenta dafio en el germinado;
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2.- Pequeiio cambio de color, debido a una leve oxidacion en la radicula;

3.- Existe un dano notorio sin embargo es posible la recuperacion para el
desarrollo de la planta;

4.- Hay una pudricion notoria en el final de la radicula conde empieza la
pudricion;

5.- La pudricion de la semilla es completa cubriendo el cotileddn.

Figura 12. Niveles de dafio en germinados de semilla (el numero indica el nivel de

dano).

Cabe mencionar que como control se utilizaron semillas sin inocular, asi
como del fitopatdgeno sin la interaccion de la semilla, de igual forma se evalué la
interaccion entre semilla y bacteria segun el caso, el control positivo fue como en el
cultivo dual B. subtilis Q11 (Chavez-Ambriz y col., 2016; Wiyono y col., 2021).
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4.8 Identificacion de los aislados con actividad antagonista por

secuenciacion y analisis del gen 16S ARNr

Los aislados que presentaron mayor actividad antagénica contra los distintos
hongos fitopatdgenos fueron mediante la amplificacion y secuenciacion de gen que
codifica la subunidad 16S del ARN ribosomal para el cual fue utilizado el kit Quick-
DNA™ Miniprep de la marca Zymo (ZyResearch, Irvine, CA, USA) obteniendo asi
el ADN (Weisburg y col.,1991).

Después se realizé una electroforesis utilizando con gel de agarosa al 1%
(Meyer, CDMX, México) y 100 mL de TAE (Dicmalab, CDMX, México), el gel una
vez seco fue colocado dentro de la camara de electroforesis, para después llenarla
con la solucion de TAE con la que fue preparado el gel. En cada pocillo fue cargado
con 2 uL de Coomassie fluor naranja (BioAdvanced Systems, CDMX México) para
electroforesis y 2 uL de muestra. Cabe mencionar que de igual manera fue cargado
un marcador de 1,500 bp (BioAdvanced Systems S.A. de C.V., CDMX México).
Posteriormente, fue conectada a una fuente de poder de 80 volts y se dejé por 30
minutos; una vez transcurrido el tiempo, el gel fue colocado en una lampara UV, de
tal manera que se comprueba de manera cualitativa la correcta extraccion de ADN
(Pérez-Cano, 2014).

Una vez comprobada la calidad de la extraccion de ADN, siguiendo la
metodologia propuesta por Monciardini y colaboradores en el 2002 utilizando los
Primer A fD1 (secuencia de 5'a 3: AGAGTT TGATCC TGG CTC AG) y Primer B
rD1 (secuencia de 5'a 3: AAG GAG GTG ATC CAG CC) utilizando reactivos para
PCR de la marca (Sigma- Aldrich, S., Alemania). Las muestras fueron introducidas
a un termocilador (Thermo scientific MaxyGene |l) con una temperatura para el
rompimiento de puentes de hidrogeno de 94° los primeros 3 minutos, con una
disminucién a 50° los siguientes 30 segundos para la alineaciéon de primers, a
continuacion de 2 minutos a 72° para la accion de la polimerasa y la amplificacion,

por ultimo, el ciclo termina con la disminucion de temperatura durante 4 minutos,
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dando un total de 35 ciclos. El producto resultante de ~1500 pb, fue enviado para
secuenciacion a la empresa MACROGEN INC (Seul, Republica de Corea).

Después de la secuenciacion del ADN, las secuencias de nucleétidos se
enviaron a la base de datos del NCBI utilizando el servidor NCBI BLAST. Fueron
elegidas distintas secuencias con porcentajes de similitud a las obtenidas en la
investigacion, superiores a un 98%, todas las secuencias se alinearon con el
software MEGA10 para la construccion del arbol filogenético por el método
valleciano, fueron utilizadas las siguientes cepas: Bacillus halotolerans XH-1,
Bacillus halotolerans KKD1, Bacillus subtilis GUCC4, Bacillus megaterium Jz11,
Peribacillus muralis G25-68 chr, Peribacillus simplex SH-B26, Bacillus cereus MO2,
Bacillus thringiensis HER1410, Bacillus toyonensis HA0190, Bacillus cereus A01,
(Tamura y col., 2013).

4.6 Pruebas Bioquimicas relacionadas con la promocién del crecimiento
vegetal

4.6.1 Solubilizacion de fosfato

Cada uno de los aislados bacterianos fue sembrado en cajas Petri de 9 cm
de diametro de agar con medio NBRIP-BPB (glucosa 10 gL'(Meyer, CDMX,
México), Cas(PO4)2 5 gL (J.T. Baker, Edo. de Mex, México), MgCl, 6H20 5 gL
(Golden Bell, Jal., México), MgSO4 7H20 0.25 gL', KCI 0.20 gL' (J.T. Baker, Edo.
de Mex, México), (NH4).S04 0.10 gL'(Meyer, CDMX, México), 18 gL-' de agar (MCD
LAB, Oax., México) y BPB (azul de bromofenol) 25 mgL-! (Hycel, Jal., México), Los
cultivos se incubaron a 29 °C = 2 (Incubadora ECOSHEL 9025E) por 120 h. La
formacién de un halo indica la solubilizacién de fosfatos; el cambio de color de azul
a amarillo dio como resultado una prueba positiva y se realiz6 por duplicado (Lara'y
col., 2011; Tejera-Hernandez y col., 2013).

4.6.2 Produccion de acido indolacético
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La produccion de acido indolacético (AIA) se evalué sembrando las cepas en
caldo nutritivo (MCD LAB, Oax., México) suplementado con triptéfano (1 g L")
(Golden Bell, Jal., México) en tubos de ensayo de 10 mL durante 120 h a 150 rpm
y 29 °C % 2 (incubadora con agitacion IKA KS 3000 i control). El sobrenadante que
se recuperdo mediante centrifugacion a 3000 Xg (Hera Scientific 4000 rpm) se
mezcld 1 mL con 2 mL del reactivo de salkowski mezcla de H2SO4 (J.T. Baker, Edo.
de Mex, México) y FeCls (Meyer, CDMX, México) 1:1, siendo leido a 530 nm en un
espectrofotometro UV-Vis (Comintec haz simple Halo XB-10 / VIS-20). La curva de
calibracion fue de 3.6 a 25.2 mg L' de AIA (Chavez-Ambriz y col., 2016).

4.6.3 Actividad 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC desaminasa)

Para la prueba de actividad del acido 1-aminociclopopano-1-carboxilo
conocido como ACC desaminasa (Sigma-Aldrich Quimica, S., Alemania), se realizo
lo propuesto por Dworkin y Foster en (1958). Las bacterias fueron sembradas en el
medio DF (Dowkin y Foster), en cajas Petri de 9 cm de diametro por estria, por
duplicado. El medio DF que contiene: KH2PO4 4 gL' (Golden Bell, Jal., México),
Na;HPO4 6 gL' (Meyer, CDMX, México), MgSOs 7H,0 0.2 gL, glucosa 2 gL,
acido glucdnico 2 gL' (Golden Bell, Jal., México), acido citrico 2 gL' (Meyer, CDMX,
México), FeSO4 7H20 1 mgL™' (Meyer, CDMX, México), HsBOs 10 mgL™"' (Meyer,
CDMX, México) MnSO4 H20 11.19 mgL-!, ZnSO4 7H20 124.6 mgL™" (Meyer, CDMX,
México) CuSQO4 78.2 mgL™"' (Golden Bell, Jal., México), MoOs 10 mgL™" (Meyer,
CDMX, México) (NH4)2SO4 (0.13 gL") (Meyer, CDMX, México), las placas fueron
incubadas (Incubadora ECOSHEL 9025E) por 72 ha 29 °C + 2.

Una vez transcurrido el tiempo anterior las bacterias que presentaron
crecimiento, se sembraron nuevamente en el medio DF, con la misma fuente de
nitrogeno. Al terminar esta segunda etapa de resiembra, las bacterias que crecieron
se volvieron a cultivar en medio DF sustituyendo la fuente de nitrégeno con ACC

desaminasa 0.13 gL, todo en las mismas condiciones de incubacién. Se considerd
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un resultado positivo en aquellas bacterias que presentaron crecimiento en el medio

con esta ultima fuente de nitrégeno.

4.6.4 Fijacion bioldégica de nitrégeno

La prueba de fijacion biolégica de nitrégeno indica la habilidad de las
bacterias para para fijar nitrdgeno atmosférico en condiciones microaerofilicas
(condiciones de oxigeno bajas), para ello los aislados bacterianos fueron inoculados
en tubos vidrio tapados con 4 mL de medio de cultivo en tubos con medio NFB (por
sus siglas en ingles caldo sin nitrogeno) (pH:5.5): acido malico 3 gL' (Meyer, CDMX,
México), glucosa 2 gL', Kz2HPOs 5 mL (sol.10%) (Golden Bell, Jal., México),
MgSOs7 H2O 2 mL (sol.10%), NaCl 1 mL (sol.10%); CaCl.2 H.O 2 mL
(sol.1%)(Reactivos quimicos Monterrey, N.L., México), azul de bromotimol 2 mL
(Reactivos quimicos Monterrey, N.L., México) en 0.5% de KOH 0.2N (Karal, Gto.,
México), solucién de micronutrientes: 2 mL (NazMos 2 H,O 0.2 gL' (Reactivos
quimicos Monterrey, N.L., México), MnSO4 0.24 gL' (Meyer, CDMX, México), H3BO3
0.28 gL!, CuSO4 5 H20 0.01 gL', ZnSO4 7 H20 24 mgL-!, EDTA (Golden Bell, Jal.,
México) 4 mL (sol 1.64%) adicionado con Fe con (FeSO4 Meyer, CDMX, México).
Fueron incubados (Incubadora de temperatura constante ECOSHEL 9025E) por 5
da 29 °C % 2, transcurrido este tiempo, la formacidén de una pelicula subsuperficial
se considero un resultado positivo (Mantilla-Paredes y col., 2009).

4.6.5 Produccion de sideroforos

La produccién de sideroforos se evalué en medio CAS con 1 mmolL" FeCls
6 H20, 10 mmolL" HCI (Jalmek Cientifica, N.L., México), cromo azurol S 26.3
mmolL" (Sigma-Aldrich Quimica, S., Alemania), HDTMA con 39.62 mmolL"' (Meyer,
CDMX, México) y 18 gL' de agar, se dejo solidificar para, posteriormente, cubrir con
una capa fina la caja con 6 mL de agar nutritivo. Cuando estuvieron listas las placas

dobles, los aislados bacterianos se sembraron por duplicado en condiciones de
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incubacion (Incubadora ECOSHEL 9025E) de 29 °C + 2 por 24 h. Se consideraron
positivas las cepas que presenten un halo en tonos naranjas (Alexander y Zuberer,
1991; Hu y Xu, 2011).

4.7 Promocidn de crecimiento vegetal en plantula en condiciones de

invernadero.

Se evaluo la capacidad de promocidn de crecimiento vegetal con los aislados
con mayor capacidad antifungica. Las semillas fueron esterilizadas como en la
seccion 4.7, la suspension bacteriana con una concentracion de 1 x 108 células mL-
' en agitacién constante 120 rpm (incubadora con agitacion IKA KS 3000 i control)
a 28° C por 4 h, después fueron puestas en almacigo utilizando como sustrato peat
moss estéril; se consideraron por tratamiento cuatro lotes de 10 semillas cada uno,
el control positivo se inocul6 la bacteria llamada MAOG obtenida de un trabajo de
investigacion previo (Martinez y col., 2013) y como control negativo las semillas
estériles el ensayo duro 25 d. Adicionalmente se midio la temperatura dentro del
invernadero, el porcentaje de humedad y la radiacion solar (Martinez-Ramoén y col.,
2013; Vinchira-Villagrana y col., 2021; Alves-Ribeiro y col., 2021; Malik y col., 2022).

Para el riego de las plantas se utiliz6 una solucion de Steiner al 25%
preparada tal como se menciona en la Tabla 6 (Magdaleno-Villar y col. 2006).
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Tabla 6. Solucion nutritiva Steiner para riego de plantas de tomate (Magdaleno-Villar
y col. 2006).

Nutrimento Fuente gL'H,O0 Marca

N KNO3 75 Meyer, CDMX, México

K K2SO4 100

Ca Ca(NOs). 260

Mg MgSOg4 7H20 125

Zn ZnS0O4* 7H20 0.2

Fe Fe(NH4)2(SOa4)2 *5 Karal, Gto., México
6H20

Cu CuSO¢4* 5H20 0.2

P H3PO4 10 mL Golden Bell, Jal., México

Mn MnSOg4+ 4H20 0.5 J.T. Baker, Edo. de Mex, México

B Na2B4O7+ 10H20 1 Golden Bell, Jal., México

Las variables para evaluar fue el porcentaje de germinacién (7 d después del
primer brote), la altura del tallo de las plantas, asi como su diametro, biomasa total,
biomasa del vastago humeda (BV), biomasa vastago seca (BVS), biomasa del
sistema radical (BSR) y biomasa del sistema radical seca (BSRS). El riego se realizé
diariamente con la solucion nutritiva stainer al 25% escrita en la Tabla 7. (Marquez
y col., 2020; Alves-Ribeiro y col., 2021; Malik y col., 2022).

43



4.9 Analisis estadistico

Para los datos del antagonismo in vitro se realiz6é una prueba de normalidad
“shapiro- wilk” para después realizar una comparacion de medias (Tukey >0.05) a
través de un “Analisis de la Varianza” (ANOVA) (Kouki y col., 2023). Los datos de
las variables de promocién de crecimiento vegetal en plantula y la produccion de
acido indolaceético, igualmente fueron sujetos a un ANOVA, seguida de una prueba
de Tukey para la comparacion de sus respectivos tratamientos, en ambos casos con
un intervalo de confianza del 95% y un nivel de significancia del 0.05%, mediante el
software libre INFOSTAT version 2020. Se utilizara como complemento el programa
EXCEL versidén 2010 de la paqueteria Office (Chavez-Ambriz y col., 2016; Wiyono
y col.,2021).
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V. Resultados y discusion.

5.1 Aislamiento de cepas bacterianas de Kalanchoe delagoensis

En el aislamiento de cepas bacterias de la muestra de suelo rizosférico
proveniente de K. delagoensis fue determinado el numero de unidades formadoras
de colonias bacterianas por gramo de suelo rizosférico fresco (UFC g'suelo),
obteniendo un valor de 1.3 x10° + 0.5 UFC g'suelo de bacterias cultivables y
formadoras de endosporas.

Dicho resultado fue comparado con las unidades formadoras de colonias en
la rizosfera de K. delagoensis de distintas especies vegetales como el pasto
(Paspalum vaginatum), conocido por su resistencia y adaptabilidad a distintos
entornos ecoldgicos, para el cual fue reportado un valor de 1.9 x10* UFC g™ suelo
(Vasconcelos-Fernandes y col., 2023). Al igual que especies de ecosistemas aridos
como la suculenta Plectranthus tenuiflorus en donde fueron obtenidas 1.5 x102 UFC
g™ suelo (El-Deeb y col., 2013) y de la misma forma para el eucalipto (Eucalyptus
sp.) en el que fue informado el dato de 1.6 x10* UFC g™' suelo (Obando- Castellanos
y col., 2010).

De tal manera que el resultado obtenido en el presente trabajo obtuvo un
valor de densidad de poblacion superior a lo reportado por distintos autores en las
plantas mencionadas con anterioridad, pudiendo ser por sus cualidades como
planta invasora creando diferentes estrategias como el reclutamiento de
microorganismos, ademas del contenido de materia organica (Tabla 8). Cabe
mencionar que los recuentos cultivables del género Bacillus oscilan entre 1x103% y
1x10% UFC g'suelo; por ende, el valor obtenido se encuentra en el rango de valores
reportado (Vargas-Ayala y col., 2000).

Del total de bacterias obtenidas fueron seleccionadas 21 cepas bacterianas,

por su morfologia colonial, los tamanos de colonia variaron de entre 0.7 mm con la
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cepa nombrada GEu hasta los 8.0 mm de diametro que presento TEu lo rizosférico,
las cuales fueron seleccionadas por su diferente morfologia colonial (Tabla 7).

Todos los aislados presentaron forma circular, los tonos de color de las
colonias variaron entre tonos blancos, cremas hasta amarillos, el 52 % de las
colonias no presentaron elevaciones; asi mismo, el 86 % de las bacterias presento
borde entero y el 57 % una consistencia seca, la presencia de brillo fue relacionado
con la superficie lisa de la colonia y de igual manera, las bacterias que presentaron
superficie rugosa tenian consistencia seca.

Los resultados de la morfologia colonial coinciden con lo obtenido por Calvo
y Zuiiga en el 2010, en donde describieron que la morfologia colonial de Bacillus
spp. corresponde a formas circulares, en diferentes tonos blancos y elevaciones
planas o convexas. Se han reportado distintas especies de Bacillus pueden ser de
colores crema, blanco hasta distintos tonos de anaranjado como B. atrophaeus
(Logan y Halket, 2011), las especies pertenecientes al grupo B. cereus presentan
una superficie lisa, mientras que grupos como B. licheniformis, B. subtillis y B.
mycoides son de superficie rugosa, cabe mencionar que B. amyloliquefaciens al
igual que las anteriores especies mencionadas presentan consistencia seca
(Teodoro- Rocha y col., 2023), por consiguiente, algunos de los aislados a estudiar
que presentan estas caracteristicas podrian ser parte de este género, sin embargo,
la morfologia colonial puede estar influenciada por el sustrato o el contenido de
nutrientes (Calvo y Zuiiga, 2010).
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Tabla 7. Caracteristicas morfolégicas coloniales de los aislados bacterianos.

AIS D F B SUP CITA Color BR P ELE
(mm)
AEu 2.0 C E Lisa Cremosa Crema B M Cnxa
BEu 2.0 C E Lisa Cremosa Blanca B M Cnxa
CEu 5.0 C E Rugosa Seca Blanquecina M M P
DEu 7.0 C E Rugosa Seca Crema M M P
EEu 2.0 C E Lisa Cremosa Blanca M M P
FEu 1.7 C O Rugosa Seca Amarillenta M M P
GEu 0.7 C E Lisa Cremosa Crema B M Cnxa
HEu 3.0 C E Rugosa Seca Blanca M M P
IEu 4.0 C E Rugosa Seca Blanquecina M M P
JEu 1.2 C E Rugosa Seca Crema M M Cnxa
KEu 1.1 C E Rugosa Seca Amarillenta M M Cnxa
LEu 2.0 C E Lisa Cremosa Crema B M Cnxa
MEu 2.0 C E Rugosa Seca Blanquecina M M P
NEu 1.5 C E Lisa Cremosa Crema B M Cnxa
OEu 1.3 C E Lisa Cremosa Crema B M Cnxa
PEu 4.0 C O Rugosa Seca Blanca M T P
QEu 2.0 C O Rugosa Seca Amarilla M M P
REu 1.8 C E Lisa Cremosa Crema B M P
SEu 6.0 C E Rugosa Seca Blanquecina M M P
TEu 8.0 C E Lisa Cremosa Crema B M P
UEu 3.0 C E Rugosa Seca Amarillenta M M P

AlS=Aislado; D= Diametro en mm; F= Forma; B= Borde; SUP= Superficie; CITA=
Consistencia; BR= Brillo; P= Paso de luz; ELE; Elevacién; C= Circular; E=Entero;
O=0Ondulado; B= Brillante; T= Transparente; M= Mate; Cnxa= Convexa; P= Plana.
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5.2 Propiedades de suelo rizosférico de K. delagoensis

Con la finalidad de conocer algunas propiedades respecto a la fertilidad del
suelo donde de manera natural se encontraba la planta de estudio (K. delagoensis)

fueron evaluadas distintas propiedades como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Resultados del analisis de propiedades fisicas y quimicas del suelo

rizosférico de K. delagoensis.

Indicador Metodologia Valor

Arena Bouyoucos 38 %

Limo Bouyoucos 36 %

Arcilla Bouyoucos 26 %

pH En agua 1:2|7.4
(potenciémetro)

Conductividad eléctrica Conductimetro 35.66 mV

% Carbono organico Walkley y Black 1.26 %

% Materia organica Walkley y Black 2.18%

Es un suelo con clase textural franco, de igual manera fue medido su
porcentaje de materia organica del mismo suelo obtenido un valor de 2.18 %
clasificado al suelo como contenido medio segun la norma oficial mexicana.

La relacidon de los microorganismos esta estrictamente relacionada con el
porcentaje de materia organica y a su vez con el ciclo energético y el intercambio
de nutrientes en el suelo (Zhao y col., 2024). Pese a que el contenido de materia
organica es considerado bajo segun la norma, un suelo de textura franca contiene
menos contenido de materia organica que una textura mas arcillosa; a pesar de ello,
estos suelos son fértiles para el desarrollo agricola y cuentan con buenas reservas
de nutrientes por lo que era de esperarse contar con un buen desarrollo de K.
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delagoensis y un valor de unidades formadoras de bacterias cultivables,
especificamente del género Bacillus dentro del rango reportado en distintas
literaturas (Jindaluang y col., 2013).

Su pH fue de 7.4 respectivamente, clasificandolo como un suelo
medianamente alcalino. El pH puede considerarse un indicador de la disponibilidad
de nutrientes, al tener un pH alcalino tiene mayor abundancia de iones OH- lo que
se puede traducir en la precipitacion de nutrientes como el zinc, hierro o magnesio
de tal manera que no se encuentran disponibles para la nutricion de las plantas
(Cremona y Enriquez, 2020). El valor obtenido de bacterias cultivables y formadoras
de endosporas demuestra que pueden existir microorganismos que tuvieran un
papel clave en la nutricion de las plantas muestreadas con distintos mecanismos
para el aprovechamiento de nutrientes un ejemplo de esto es la produccidon de
sideroéforos, la fijacidn de nitrogeno, entre otros.

5.3 Interaccién dual in vitro entre hongos causantes del “damping- off”

Después del aislamiento de bacterias, el analisis de las propiedades fisicas
y quimicas del suelo de donde fueron aisladas; fueron evaluadas las capacidades
antagonicas de los 21 aislados in vitro con el fin de encontrar posibles agentes de
biocontrol para la enfermedad del damping- off causada por distintos hongos
fitopatogenos.

Uno de estos fitopatdgenos es Fusarium sp. este, fue aislado y proporcionado
por la empresa Quimia SA. De C.V. por lo que se realiz6 un microcultivo para
comprobar el su género del hongo y como resultado fueron obtenidas a través del
microscopio las siguientes imagenes (Figura 13), en donde fue posible ver sus
caracteristicas morfolégicas mas importantes como las hifas de clamidosporas en

cadena y sus macroconidios caracteristicos.
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Figura 13. Microcultivo de Fusarium sp. Mc= Microconidios, también conocidos
como conidios septados; H= hifas, también llamadas clamidosporas en cadena.

Para el analisis de la interaccion dual in vitro se utilizaron a F. oxysporumy a
R. solani para realizar un escrutinio de los aislados con potencial antagdnico y como
control positivo a Bacillus subtilis Q11. Primeramente, fue utilizado F. oxysporum
frente a las 21 cepas aisladas, dando como resultado, una diferencia significativa
entre los aislados evaluados segun la comparacion de medias (Tabla 9). El
porcentaje de inhibicion fungica (IF) mas alto fue obtenido por la bacteria nombrada
PEu con un 63%, de igual manera se consideraron estadisticamente iguales las
bacterias REu, CEu, HEu, SEu y AEu.

De la misma manera, fue evaluado R. solani, a diferencia de F. oxysporum
de manera general se obtuvieron porcentajes mas altos de inhibicién, por otro lado,
la bacteria que disminuyo el crecimiento radial de hasta un 72.36 % fue la nombrada
CEu y al igual que el caso anterior también REu, PEu, HEu, SEu y AEu son
estadisticamente iguales a este tratamiento (Tabla 8).

Por consiguiente, solo PEu, REu, CEu, HEu, SEu y AEu, fueron evaluadas
contra P. capsici y Fusarium sp. (Figura 14). De tal manera que, para el ensayo
realizado con P. capsici solo PEu presenté un porcentaje de inhibicién de casi 69 %,
cercano al control positivo. Por otra parte, para la evaluacion de Fusarium sp. PEu
y REu superan a Q11 (Figura 14). En resumen, solo PEu puede considerarse con
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actividad biofungicida de amplio espectro, superando en todos los casos el 50% de
inhibicién (Tabla 9).

Las bacterias de biocontrol mas reportadas pertenecen al género Bacillus
(Herrera-Quintero y col., 2020) un ejemplo de ello es B. amyloquiquefaciens y B.
subtillis que han sido probados contra distintos fitopatogenos como A. alternata, R.
solani, F. oxysporum y F. verticillioides obteniendo inhibiciones en cultivos duales
superiores al 50% (Azeem y col., 2022), B. valezensis de igual manera contra R.
solaniy S. Sclerotium (Yu y col., 2023), Bacillus safensis contra M. oryzae (Rong y
col., 2020). Los mecanismos de accion son diversos como la produccion de
enzimas, los compuestos volatiles, la interrupcion de la deteccién de quérum, la
competencia por nutrientes y espacio, por mencionar algunos (Arshad-Ali y col.,
2024) sin embargo, de manera tedrica debido al alcance de la investigacion solo
podemos afirmar que distintas especies de Bacillus han sido reportados debido a
sus metabolitos secundarios y sus compuestos antagonistas (Poveda y Gonzales-
Andrés, 2021).
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Tabla 9. Antagonismo in vitro de las cepas aisladas frente a R. solani, F. oxysporum

Phytophthora capsici'y Fusarium sp.

Aislado F. oxysporum R. solani P. capsisi Fusarium sp.
PEu 63.01 a* 65.03 ab 68.85 a 68.56 a

REu 58.71 a 61.86 abc 17.57b 68.42 a

Qn 56.42 ab 69.19 ab 71.88 a 61.81 ab

CEu 53.49 abc 72.36 a 21.52b 30.74 cd

HEu 53.23 abcd 61.39 abc 16.72b 46.72 bc

SEu 50.56 abcde 60.47 abc 19.43 b 27.65 de
AEu  34.46abcdef _71.11a __ _ _ 47b_ _ _  1442e
OEu 24.25 bcedefg 6.38d NA NA

MEu 25.58 cdefg 2.89d NA NA

LEu 24.92 cdefg 18.32 bcd NA NA

DEu 23.51 defg 6.74d NA NA

BEu 22.40 efg 0.87d NA NA

NEu 21.13 efg 17.20 bcd NA NA

GEu 21.01 efg 0.81d NA NA

QEu 18.57 ef 20.39 abcd NA NA

TEu 17.69 ef 10.47 cd NA NA

UEu 17.42 ef 9.96 cd NA NA

EEu 15.07 fg 30.82 abcd NA NA
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FEu 15.06 fg 0.98d NA NA

IEu 14.94 fg 18.26 bcd NA NA
JEu 6.70 fg 0.40d NA NA
KEu 4219 47.02 abcd NA NA
DMS 005 29.86 51.99 20.43 16.26
CV (%) 24.94 42.93 15.55 15.45

NA= no aplica; DMS o905 =diferencia minima significativa (Tukey, 005);
CV=coeficiente de variacion; *Medias (n=4) con letras iguales en cada columna no

son estadisticamente diferentes (Tukey, 005).
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Figura 14. Efecto antagonico de cepas de Bacillus frente a Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani, Phytophthora capsisi y Fusarium sp. mediante ensayos duales.
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5.3.1 Prueba de hemoalisis

La prueba de hemolisis es un ensayo que originalmente esta disefiado para
el analisis clinico, sin embargo, en el sector agricola esta relacionado con la
produccion de proteinas o lipopéptidos producidos por diferentes tipos de
microorganismos que favorecen la lisis de globulos rojos (Buxton, 2016). De tal
manera que el desarrollo de estos metabolitos secundarios puede influir en el
antagonismo entre la bacteria que los produce y en este caso, en particular los
fitopatégenos evaluados.

A manera de resultados, dentro de las 21 bacterias aisladas, CEu, HEu, IEu,
DEu, PEu, y SEu dieron positivo a esta prueba cualitativa, como se pudo observar
en la Figura 15. Comparado los ensayos de cultivo dual realizado con los cuatro
fitopatdogenos, cuatro de los seis resultados positivos presentaron porcentajes de
inhibicion sobresalientes al resto, por lo que un estudio mas especializado puede
ser un area de oportunidad para conocer si los aislados producen metabolitos que
impidan el crecimiento de los distintos hongos probados, el uso de este tipo de agar
ayuda en la deteccion rapida y cualitativa de bacterias antagonistas contra distintos
tipos de fitopatogenos debido a la posible produccion de lipopéptidos, de entre los
cuales solo los aislados nombrados como CEu, HEu, PEu y SEu.

Control FEu GEu
MEu NEUu REu SEu

----- --(ﬂ--

Figura 15. Relacion de placa de agar sangre y aislados bacterianos después de 24

h del sembrado.
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Un estudio realizado por Amaria y colaboradores en el 2023 indico que esta
prueba no necesariamente indica que la cepa aislada que presente algun tipo de
lisis celular puede ser patégena para el entorno ecoldgico al que se desea introducir,
puesto que comprobaron de 68 resultados positivos de hemolisis solo el 7 %
presentaron hipersensibilidad en hojas de tabaco (Nicotiana tabacum L), de igual
manera, Mogrovejo y colaboradores en el 2020, reportaron 35 aislamientos
bacterianos que presentaron actividad hemolitica, solo 5% de estos, presento dicha
actividad con extractos celulares de eritrocitos, por lo tanto, existe prueba de que
para el area de la agrotecnologia, esta prueba no esta relacionada con
patogenicidad del fenotipo. Cabe mencionar que, aunque en los resultados de
inhibicidn in vitro y esta prueba hemolitica no obtuvieron relacion con el total de los

aislados, esta es solo una prueba cualitativa.

5.4 Identificacidon por 16S ARNr de los aislados con actividad antagonista y

promotora del crecimiento vegetal

Fue realizada la identificacién por medio del 16S ARNr de las seis bacterias
con potencial antagonico (PEu, REu, SEu, HEu, CEu y AEu). Para comprobar la
correcta extraccion de ADN de las bacterias a secuenciar fue realizada con éxito la
electroforesis de las muestras. Para esto es comun utilizar el polirribonucleétido
conocido como ADNr 16S de aproximadamente 1,500 pb, que debido a que procede
de subunidades pequefias de los ribosomas es altamente conservado, por lo que
es utilizado para obtener informacion filogenética y taxonomica (Rodicio y Mendoza,
2004). Como se puede observar la electroforesis (Figura 16) la extraccidon de las
muestras de ADN fue realizada de manera correcta para su posterior secuenciacion
y cargados en la base de datos GenBank perteneciente a el National Institutes of
Health (NIH) (Tabla 10).
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Figura 16. PCR= Producto de extraccion de ADN de distintos aislados bacterianos,

con marcador en 1,500 pb.

Tabla 10. Numeros de acceso de bacterias aisladas en plataforma GenBank

Bacteria aislada Numero de acceso GenBank
Aislado PEu PQ012656.1
Aislado REu PQ012655.1
Aislado CEu PQ012617.1
Aislado HEu PQ012621.1
Aislado SEu PQ012657.1
Aislado AEu PQ012618.1

Como resultado de la secuenciacion fue realizado un arbol filogenético con
diferentes especies de Bacillus de entre ellos fueron aisladas en gran parte del
continente asiatico, Canada, EUA y Paises Bajos. La mayoria fue aislada de

muestras de suelo, composta y rizosfera de plantas en especifico, esto nos indica
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que el género Bacillus es un organismo cosmopolita, cabe mencionar que al ser
aisladas en diferentes anos también muestra la persistencia de este tipo de
bacterias a través del tiempo, dandonos como resultado la identificacion taxondmica
aproximada de los aislados evaluados.

La especie de Bacillus halotolerans (99% de similitud) es la mas parecida a
las bacterias denominadas PEu y REu que fueron aisladas en este trabajo de
investigacion, cabe mencionar que, aunque en algunas pruebas realizadas con
ambas bacterias se comportan de manera similar como en la produccién de acido
indol acético y la solubilizacién de fosfato; son morfologicamente diferentes y dentro
de otros ensayos realizados también presentan disparidad. Cabe mencionar que la
ramificacion del dendograma pudieran tener un parecido a B. subtillis siendo una
especie ampliamente utilizada incluso de manera comercial como promotor de
crecimiento y bioprotecor contra distintas enfermedades (Wen y col., 2020; Wu y
col., 2022; Wang y col., 2023).

Para el caso de Bacillus CEu, no presenta una relacion filogenética clara con
alguna de las especies presentes en el arbol (Figura 16), aunque pudiera ser
cercano a Bacillus toyonensis (98% de similitud), el estudio de esta especie ha sido
enfocado al area de la salud también se ha demostrado su actividad antimicrobiana
de bacterias fitopatégenas, que son beneficiosa para la agricultura, de igual manera
B.thuringiensis (99% de similitud) existen diversos estudios evaluando su potencial
contra distintas plagas de lepiddpteros y coledpteros, por lo que también es una
bacteria utilizada para el sector agricola, por lo que en cualquier caso explicaria que
dentro de las 21 bacterias evaluadas de manera antagonica CEu sobresaliera
siendo una de las seis mejores (Lopes y col., 2017; Luo y col., 2021; Nascimento y
col., 2022).

El género Peribacillus sp. (99% de similitud) formaba parte del género
Bacillus contiene cepas bacterianas grampositivas, formadoras de esporas y
facultativas, que han sido aislados de distintos nichos ecolégicos como suelo, tejidos
vegetales, heces humanas, entre otros. Dentro de algunas caracteristicas destaca

la promocion de crecimiento vegetal, biocontrol con respecto a enfermedades
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vegetales y la biorremediacion, de tal manera que la similitud a este género es
concorde con lo obtenido en los resultados (Martinez-Absalon y col., 2012; Liang y
col., 2023; Guo y col., 2025).

Centrandonos en las bacterias nombradas Bacillus SEu y HEu, al igual que
el caso anterior, el segmento secuenciado es parecido a B. cereus (99% de
similitud), esta es una bacteria ha sido probada contra distintos tipos de
fitopatogenos que participan en distintas enfermedades para la produccion de
hortalizas como Pythium aphanidermatum, Rhizoctonia solani y Fusarium
oxysporum, por lo que las bacterias SEu, HEu o incluso CEu al estar relacionada
con esta especie segun el analisis filogenético realizado (Figura 17) explicaria su
control contra dos de los hongos antes mencionados (R. solaniy F. oxysporum).

Aunque este analisis solo confirma el género de la especie, recomienda la
realizacion de un estudio mas completo en cuanto a la identificacion taxondmica
para mencionar con exactitud las especies de bacterias aisladas en este trabajo
(Moshe y col., 2023 y Xie, 2024). Cabe mencionar que tanto la especie de Bacillus
subtilis, B. cereus al igual que B. thurigiensis han sido aisladas de la rizosfera de
una especie Kalanchoe blossfeldiana perteneciente al mismo género de planta, de

la cual se aislaron las bacterias mencionadas (Dalda y Unlii, 2023).
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Figura 17. Analisis filogenético de las bacterias encontradas en la zona rizosféricas

de K. delagoensis.

5.4 Promocion de crecimiento vegetal en plantula.

5.4.1 Pruebas Bioquimicas relacionadas con la promocion del crecimiento

vegetal.

El uso de PGPB en cultivares provoca un efecto favorable en el desarrollo en las

plantas (Szilagyi-Zechin y col. 2022). Por tal motivo, el total de las 21 cepas aisladas

fueron caracterizadas a través de varias propiedades relacionadas con la promocién
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de crecimiento vegetal de manera cualitativa, en la busqueda de otro tipo de
beneficios que estas bacterias podrian darles a los cultivos de interés agricola.

Comenzando con la produccion de sideroforos, los aislados fueron
sembrados en placas Petri con Medio Cromo Azurol S (CAS), se tom6 como positivo
el cambio de color a tonos anaranjados y la precipitacion del sideroforo, observada
después de un lavado de la placa. Solo presentaron la formacién de este quelato
las bacterias Bacillus CEu, HEu y SEu (Tabla 10, Figura 18).

Los sideroforos pueden estar relacionados con el antagonismo microbiano
(Ranjan-Deb y Tatung, 2024); sin embargo, no dieron positivo los aislados Bacillus
PEu, REu y AEu que en los ensayos de cultivo dual presentaron actividad
antagonica, de tal manera que para las bacterias productoras de sideréforos se
requeriria de la extraccion del compuesto y su evaluacion contra el fitopatégeno
para conocer si la produccion de este metabolito explica o favorece el antagonismo
contra los distintos hongos fitopatdogenos evaluados.

Por otra parte, para el ensayo de solubilizacién de fosfatos se utilizaron
placas Petri con medio selectivo NBRIP- BPB y se consideré positivo con la
formacion de un halo amarillento que rodea el crecimiento de la bacteria. Nueve de
los veintiun aislados pudieron solubilizar fésforo (Tabla 11, Figura 18) lo que
corresponde al 43% de las bacterias cultivables analizadas, las bacterias que dieron
un resultado positivo fueron: BEu, EEu, JEu, KEu, PEu, QEu, REu, TEu y UEu.

Se ha demostrado que del aislamiento rizosférico de bacterias existe un
porcentaje de estas que pueden solubilizar fosfato, desde plantas de interés agricola
como el tomate (S. licopersicum) en un 47% de los aislados (Guerrieri y col. 2020)
hasta cactaceas en un 23% de los aislados (Luna-Martinez y col. 2013).
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Figura 18. Placas de medios selectivos (a) Medio NBRIP-BPB para solubilizacion
de fosforo. (b) Medio Chromo Azurol-S ((CAS) para la produccion de siferoforos).

Todos los aislados produjeron acido indolacético superior al control, y al
realizar una prueba de Tukey existen diferencias entre los aislados bacterianos
(Tabla 11). El nivel mas alto de produccién de acido indolacético fue 27.79 mg L™’
producido por la bacteria MEu, mientras que el valor mas bajo de produccién fue de
8.61 mg L por HEu. Para el caso de la fijacion bioldgica de nitrégeno, solo AEu dio
como resultado una prueba positiva debido a su crecimiento dentro de tubo en la
parte microaerofilica.

Bacillus halotolerans que fue relacionada con el aislado PEu en el analisis
filogenético, tuvo mejores inhibiciones contra los distintos fitopatogenos a evaluar,
esta especie ha reportado actividad en la solubilizacién de distintos minerales como
zinc, potasio y fosforo, produccién de acido indolacético (Poria y col.,, 2024)
concordando con las propiedades que Bacillus PEu demostré durante estos
ensayos.
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Tabla 11. Caracteristicas bioquimicas de los aislados bacterianos de la rizésfera de

Kalanchoe delagoensis.

Alslado o ubilizacion Produccion de Produccion Zreoif/ic(f; bl;gzlcé‘;” "
de Fésforo  Siderdforos de ACC mL) nitrégeno
PEu + - - 12.71 cde” -
REu + - - 10.07 de -
CEu - + - 10.28 de -
HEu - + - 8.96 de -
SEu - + + 15.73 bed -
AEu - - - 18.34 bc +
OEu - - - 8.61 de -
MEu - - - 9.46 de -
LEu - - - 13.06 cde -
DEu - - - 19.03 bc -
BEu + - + 15.03 bcde -
NEu - - - 27.79 a -
GEu - - + 21.81 ab -
QEu + - - 14.82 cde -
TEu + - - 10.31 de -
UEu + - - 11.50 de -
EEu + - + 11.23 de -
FEu - - - 9.62 de -
IEu - - - 13.50 cde -
JEu + - + 10.89 de -
KEu + - + 19.03 bc -

*Las medias que no comparten literal son significativamente diferentes.
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5.4.2 Promocion de crecimiento vegetal en plantula.

Con las seis bacterias que mostraron capacidad antagonica a los
fitopatogenos causantes del damping-off se procedidé a realizar una evaluacién in
vivo de germinacion y promocion de crecimiento vegetal a través de la inoculacion
de semillas.

Al evaluar las plantulas de tomate (S. lycopersicum), de manera general el
Bacillus PEu tuvo un mejor desempefio en cuanto a la mayoria de las variables
evaluadas, segun las pruebas de Tukey realizadas las variables de diametro del
tallo, altura y la biomasa del vastago, tanto fresca como posterior a su secado,
aumentando de un 125 %, 142 %, 125 % y 146 % respecto al control (Tabla 12).

Cabe mencionar que el porcentaje de germinacion vario de poco mas del
60% hasta 91%, él control obtuvo un valor de 80 % y el control positivo de 78%,
pese a que la bacteria PEu tuviera un porcentaje de germinacién del 91%, superior
a ambos controles, mientras que la variabilidad de los demas tratamientos muestra
que el concentrado bacteriano no tuvo influencia en el aumento de esta variable,
pudo tener un efecto inhibitorio; sin embargo, para esta afirmacion se requerian mas
estudios.

En un estudio de Luna-Martinez realizado en el 2013 se aument6 en un 90
% el diametro del tallo (DT) de plantulas de tomate inoculadas con Bacillus, en la
investigacion realizada el porcentaje con mayor aumento lo realizo el aislado PEU
con un aumento del 79% con respecto al control.

En cuanto a la relacion de la biomasa total, el rango fue de entre 1.27 y 4.05
gramos promedio. PEu obtuvo el mayor peso total de las plantulas evaluadas y el
mayor peso del vastago; aunque, si se realiza la comparacion con respecto a la
biomasa del sistema radicular, existieron tratamientos con mayor peso, indicando
qgue la inoculacion del aislado Bacillus PEu, favorecio el desarrollo a la parte aérea
de las plantas mas que su raiz. Para el analisis de Tukey de la biomasa seca del
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sistema radicular y el vastago, son consistentes con lo obtenido en los resultados

previos al secado.
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Tabla 12. Evaluacion de promocién de crecimiento vegetal de los diferentes aislados

en plantulas de tomate (S. lycopersicum) a condiciones de invernadero.

Aislado Diametro

de tallo Altura % G Peso totalBV BVS BSR BSRS
PEu 3.46 a 1486a 9167a 4.05a 291a 0.51a 0.99 a 0.06 a
REu 265cd 923cd 61.67bc 1.82c 1.28 ¢ 0.25cd 046b 0.03b
CEu 259de 846d 61.67bc 1.68c 1.09cd 0.23d 0.49b 0.03b
HEu 260cde 9.82cd 70.00ab 1.80c 1.29 ¢ 0.21d 0.43b 0.02b
SEu 3.05b 1225b 86.67a 3.74ab 259ab 0.38b 1.04 a 0.05a
AEu 225e 6.22 e 38.33¢c 1.27c 0.78d 0.17d 0.37b 0.02b
MAO06 295bc 10.26cd 78.33ab 3.44b 222b 0.35bc 1.14a 0.05a

Control 2.76 bcd 10.48bc 80.00ab 3.50ab 2.34Db 0.35bc 1.08a 0.05a

DMS o005 0.37 1.81 24.00 0.58 0.46 0.1 0.23 0.02

CV (%) 5.70 7.60 14.43 9.39 10.76 15.12 13.20 17.87

% G= Porcentaje de germinacion; BV= Biomasa vastago; BVS= Biomasa vastago
seca; BSR= Biomasa sistema radical; BSRS= Biomasa sistema radical seca; DMS
005 =diferencia minima significativa (Tukey, 005); CV=coeficiente de variacion;
*Medias (n=40) con letras iguales en cada columna no son estadisticamente
diferentes (Tukey, 005).

De manera adicional fue realizado un analisis de componentes principales
(PCA por sus siglas en inglés), aunando en la relacion que pudieran tener las
propiedades bioquimicas de crecimiento vegetal, asi como la inhibicion (Anexo 1).
Sin embargo, no existe relaciones de tendencia entre las propiedades bioquimicas
debido a que algunas son medidas in vitro y otras in vivo, mientras que la inhibicion

de igual forma no se relaciona con ninguna de las variables evaluadas.
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5.4 Ensayos de biocontrol de “damping- off” en germinados de semillas de

tomate (S. lycopersicum).

Esta prueba fue realizada mediante una matriz de severidad de manera
cualitativa expresada en porcentajes. Al realizar el ensayo de biocontrol de
Fusarium sp. se utilizd solo Bacillus PEu debido a sus buenos resultados en
ensayos de inhibicion in vitro contra los diferentes fitopatogenos y su
comportamiento en la promocién de crecimiento in vivo.

Para el nivel de severidad tres de dafno fue considerado recuperable, a
diferencia del nivel cinco, esto debido a que, para este ultimo, el germinado esta
totalmente cubierto de micelio y la radicula presenta una podredumbre completa.
Las semillas evaluadas como control negativo se encontraban entre los niveles
cuatro o cinco de dafio y solo el 8% de los germinados estaba totalmente sana
(Figura 19y 20).

Al evaluar el biocontrol de B. subtillis Q11 podemos observar que el
porcentaje en los germinados sanos sube un 2% y disminuye un 16% en los
germinados cuyo valor de severidad es cinco (Figura 19). De manera descriptiva,
en las unidades experimentales la inhibicion de crecimiento del hongo es notoria
debido a la formacién de huecos donde la bacteria consolido su crecimiento (Figura
19).

Para el caso de Bacillus PEu, supera a lo observado por el control positivo,
con una reduccion respecto al control de semillas muertas en un 22%, por lo que
podemos decir que aumento 12 % de biocontrol total de la infeccidon creada por el
fitopatégeno y de igual manera, aumento el numero de semillas que no presentaron
ningun tipo de dafio en un 14% respecto al control negativo. Cabe mencionar que
para este tratamiento el 60% de las semillas son viables un 14% mas que lo obtenido
con Q11 (Figura 19).

En el tratamiento de con Bacillus PEu es mas evidente en la unidad

experimental la inhibicion del crecimiento radial, al no permitir el crecimiento de
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Fusarium sp. a diferencia de lo ocurrido con B. subtilis Q11, los germinados son
visiblemente presentan menos cobertura de micelio, mas sanos, largos y
desarrollados. De entre los valores de dafo, algunos de los germinados ya

presentaban la apertura de cotiledones (Figura 19).

a) 8% 30% 28% 34%

b) 10% 44% 20% 26%

c) 2% 38% 28% 12%

d) 2% 28%

e) 6% 82% 12%

f) 100%
1 2 3 4 5

Figura 19. Biocontrol del dafio causado por Fusarium sp en semillas de tomate dafio
(n= 50 germinados). (a) Control de Fusarium sp. (b) Biocontrol B. subtilis Q11. (c)
Biocontrol Bacillus PEu. (d) B. subtilis Q11 en semilla. (e) Bacillus PEu en semilla.

(F) Control de semilla.
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De igual forma, para las interacciones entre las dos bacterias utilizadas y las
semillas germinadas, podemos observar que todas se encuentran en un rango
optimo respecto a la viabilidad (Figura 20). En las interacciones con bacterias, en
ambos casos, comparadas con el control negativo, presentan lesiones leves o

minimas comprensibles debido a que al ser una interaccion in vitro (Figura 20).
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Interaccion Germinados

Figura 20. Biocontrol en germinados de semilla de Q11 y el aislado PEu. (a) Control
de Fusarium sp. (b) Biocontrol B. subtilis Q11. (¢) Biocontrol Bacillus PEu. (d) B.
subtilis Q11 en semilla. (e) Bacillus PEu en semilla. (f) Control de semilla.
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De entre todos los tratamientos evaluados Bacillus PEu fue el que obtuvo
mejores valores de biocontrol, esto se puede deber a sus propiedades de promocion
de crecimiento probadas con anterioridad tanto in vitro e in vivo. Bacillus
halotolerans ha sido estudiada debido a la produccion de diversos compuestos
bioactivos o0 metabolitos secundarios con propiedades para combatir
microorganismos patogenos (Soni y col., 2014; Poria y col., 2024). De manera mas
especifica, se ha identificado que B. halotolerans produce 2,3-hexanodiona que
inhibe la germinacion F. oxysporum (Rana y col. 2024). Tales atributos concuerdan

con lo observado en el ensayo realizado.
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VI. Conclusiones.

En la bioprospeccion de nuevas fuentes de aislamiento de Bacillus, la
rizosféra de K. delagoensis posee poblaciones microbianas del/ género en cuestion
comparables con cultivos ornamentales o agricolas, encontrando especies como B.
halotolerans, cereus 'y peribacillus simplex.

A nivel in vitro, los aislados de Bacillus presentaron propiedades bioquimicas
relacionadas con la promocion de crecimiento vegetal, asi como, inhibicion hacia
distintos fitopatdgenos de interés agricola.

Para los ensayos in vivo sobre semillas, Bacillus PEu mostro una reduccion
en la incidencia y el dafo ocasionado por Fusarium sp. Ademas de exhibir
propiedades de promocion de crecimiento en la planta, mejorando la altura, el
diametro del tallo y la biomasa del vastago.

Se requieren mas investigaciones para conocer las interacciones entre
Bacillus PEu vy el fitopatégeno, para asi desarrollar tecnologias de aplicacion para
su uso como agente de biocontrol, asi como la produccién in vivo de cada una de

las pruebas bioquimicas realizadas.
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IX.Anexos

Anexo 1. Analisis multivariado de componentes de propiedades bioquimicas de
crecimiento vegetal e Inhibicién de fitopatdogenos, de los diferentes aislados de
Bacillus.
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