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Resumen

Los hongos fitopatégenos son de gran importancia en la agricultura, ya
que debido a su interaccidn con las plantas y al estrés abiético anualmente se
pierden millones de toneladas de la cosecha. Entre las plantas mas afectadas
para el consumo humano se encuentran los cereales, los cuales son la base
de la alimentacion para algunos paises. El control de las enfermedades
producidas por los hongos utiliza fungicidas de origen quimico, asi como la
aplicacion de fertilizantes con la finalidad de promover el crecimiento y el
bienestar de la planta, aunque existen evidencias de que son eficaces, su
efectividad es a corto plazo debido a la resistencia que genera el
microorganismo, aunado al efecto negativo dada la contaminacién producida
por estos compuestos quimicos.

Actualmente se buscan alternativas menos contaminantes y mas
efectivas para el control de plagas. Se opta por un control biolégico, como
puede ser implementar las bacterias con actividades metabdlicas que
promueven el crecimiento de la planta, al mismo tiempo que antagonizan al
fitopatdbgeno. Fusarium proliferatum es un hongo de amplia distribucion
mundial, en México la region mas afectada por este hongo es el Bajio, dada la
alta produccién de trigo. F. proliferatum causa la pudricion de la raiz,
terminando asi con el crecimiento y disminuyendo la cosecha de trigo.

En este trabajo se usaron las bacterias rizosféricas aisladas de plantas
de fresa Pseudomonas mediterranea (745 y 749), Pantoea antophila (751) y
Variovorax paradoxus (752c), se formaron los consorcios 745-752c y 749-751.
Se demostr6é que tienen un efecto benéfico en el crecimiento del maiz, trigo y
sorgo, que antagonizan en un 70 % el crecimiento de F. proliferatum in vitro,
asi mismo son capaces de proteger a la planta de trigo retada con este
patdgeno. Estos consorcios utilizados tienen las caracteristicas necesarias
para ser utilizados como bioinoculantes, ya que colonizaron la raiz de las
plantas de maiz, sorgo y trigo, eventualmente éstos se podrian implementar
en cultivos y mejorar asi el desarrollo de la planta, la produccion del grano a la

vez que brindan proteccion contra F. proliferatum.



Abstract

Phytopathogenic fungi are of great importance in agriculture, since due
to their interaction with plants and abiotic stress, millions of tons of harvest are
lost annually. Among the most affected plants for human consumption are
cereals, which are the basis of diet for some countries. The treatment of
diseases caused by fungi uses fungicides of chemical origin, as well as the
application of fertilizers to promote the growth and well-being of the plant.
Although there is evidence that they are effective, their effectiveness is short-
term due to the resistance generated by the microorganism, coupled with the
negative effect given the contamination produced by these chemical
compounds.

Currently, less polluting, and more effective alternatives are being
sought for pest control. Biological control is chosen, such as implementing
metabolic bacteria that promote plant growth, while antagonizing the
phytopathogen. Fusarium proliferatum is a fungus with wide global distribution.
In Mexico, the region most affected by this fungus is the Bajio, in this case due
to the high production of wheat. F. proliferatum causes root rot, thus ending
growth and decreasing the wheat harvest.

In this work, rhizosphere bacteria isolated from strawberry plants
Pseudomonas mediterranea (745 and 749), Pantoea antophila (751) and
Variovorax paradoxus (752c) were used; consortia 745-752¢ and 749-751
were formed. It was shown that they have a beneficial effect on the growth of
corn, wheat, and sorghum, antagonizing the growth of F. proliferatum in vitro
by 70 %, and are also capable of protecting the wheat plant challenged with
this pathogen. These consortia used have the necessary characteristics to be
used as bioinoculants, since they colonized the roots of corn, sorghum, and
wheat plants, eventually these could be implemented in crops and thus
improve the development of the plant, the production of the grain to the while
providing protection against F. proliferatum.
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1 INTRODUCCION

Las plantas sufren constantemente de estrés debido a factores externos
tanto bidticos como abiodticos. Entre los abidticos encontramos principalmente
factores quimicos y fisicos como sequia, cambios bruscos de temperatura,
deficiencia de nutrientes, exceso de agua. Por otro lado, tenemos a los bibticos
como son los agentes patdgenos ya sean las bacterias, los hongos, los parasitos,
los insectos, los virus y los animales. Estos factores estan relacionados con
cualquiera de las etapas fenoldgicas del desarrollo de la planta como son: el
crecimiento, la floracién, la germinacion, la respiracién, el metabolismo y el

desarrollo de semillas entre otros.

Entre los agentes fitopatogenos tenemos a los hongos, estos son
organismos eucariotas heterétrofos que presentan una pared celular formada por
quitina, existen principalmente en dos formas, las levaduras y las hifas; en algunos
casos pueden presentar ambas morfologias dependiendo de su ciclo de
reproduccidn (Leslie et al., 2006). Los hongos que son patégenos de diferentes
géneros de plantas se les conocen como hongos fitopatégenos, algunas familias de
plantas que se ven afectados por hongos son las Cucurbitaceae (la calabaza, el
calabacin, el meldn, el pepino, la sandia etc), la Solanaceae que comprende el
jitomate y el tomate etc, ademas de la Poaceae en esta todas son gramineas y se
encuentras 3 de las plantas mas importantes en la agricultura como son el maiz, el
sorgo y el trigo. Las plantas de interés agricola son atacadas por diferentes géneros
de hongos, entre ellos tenemos a Fusarium el cual es un patégeno ubicuo y
ampliamente distribuido que pertenece al Phylum Ascomycota, Subphylum
Pezizomycotina, Class Sordariomycetes, Order Hypocreales y Family Nectriaceae
(Leslie et al., 2006). Entre las muchas enfermedades que produce Fusarium, las
cuales estan relacionadas con la especificidad del hospedero, encontramos a la
secadera de trigo, se caracteriza principalmente por la pudricion de raiz en la planta
trigo, ésta representa un problema serio en la regién del Bajio mexicano, sobre todo
en las primeras etapas del cultivo, debido a las pérdidas econémicas. Se han
identificado principalmente dos especies de hongos como agentes etiologicos en la



secadera del trigo a Fusarium proliferatum y Fusarium graminearum, (CESAVEG.,
2019; Leyva et al., 2017). En la agricultura la actividad devastadora de Fusarium
sp. reduce la calidad, el rendimiento de los cultivos y dado que algunas especies
presentan cepas micotoxigénicas llegando a ser responsables de intoxicaciones
graves en los seres humanos y los animales (Nicolaisen et al., 2009).

Los miembros del género Fusarium son polifacéticos, en cuanto a que en
relacion con la planta son capaces de afectar diversas estructuras, como son: la
semilla, la espiga, los tallos, las raices. Su propagacion se debe al cultivo de un
solo tipo de semilla a lo largo de varios ciclos de cultivo. F. proliferatum presenta
dos tipos de reproduccion, tanto asexual como sexual. La reproduccion asexual es
la m&s comun y se asocia con las infecciones en plantas principalmente en maiz,
esto se debe a que las conidia sobreviven por afos en el ambiente y son mas
resistentes a condiciones adversas, constituyendo una forma de propagacion y al

mismo tiempo de resistencia (Villa et al., 2014).

Existen tres vias por el cual el hongo puede infectar a la planta: semillas
contaminadas con micelio, suelo contaminado con micelio a cierta profundidad o
por conidia presentes en la superficie del suelo proveniente de plantaciones
anteriores (Villa et al., 2014). El proceso de infeccién de Fusarium se divide en
varios pasos, el primero se lleva a cabo el reconocimiento de la especificidad de la
planta huésped lo que determina el éxito del hongo en llevar a cabo la colonizacion
de la planta por conidia, los cuales van a germinar una vez que se lleva a cabo el
contacto con la planta ( Li et al., 2022). El tubo germinativo se extiende y hace
contacto con las raices de las plantas facilitando la densa ramificacion de las hifas.
Esto va a desencadenar la produccion de micotoxinas que van a ser la causa
principal de infeccion en la planta huésped como son: aflatoxinas, fumonisinas,
terpenos, toxina T-2 (Li et al., 2022). Fusarium ademas secreta lo que se conoce
como tricétecenos que son toxinas que causan dafio en la membrana de las células
vegetales por medio de la liberacién de especies reactivas de oxigeno (Mufiz,
2021). Este hongo es una de las pocas especies que desarrollan peritecios en

campo, ademas forma micelio blanquecino en las glumas de trigo. Los sintomas



mas comunes por una infeccidbn de F. proliferatum en plantas de trigo es la
pudricion de las raices, de la espiga y la poca o nula formacion de granos;
finalmente puede ocasionar la muerte de la planta. En la etapa de semilla, se
reduce la capacidad germinativa y a su vez el vigor de la plantula. Hasta ahora los
tratamientos que mostraron un control eficaz en la infeccién producida por este

hongo es la combinacion de tiabendazol y carbendazim (Leyva et al., 2017).

En México, en los ultimos afos la produccion de trigo ha oscilado entre los
2.8 a 3.2 millones de toneladas métricas. El afilo 2019 tuvo la mayor produccion de
trigo superando las 3.2 millones de toneladas, caso contrario el 2020 que se redujo
a 2.99 millones de toneladas. La produccion se ve afectada en un 30 % por hongos
que producen la secadera del trigo que son alrededor de 8.9 millones de toneladas
afectadas al afio (Franco et al., 2020). Cabe mencionar que tanto F. proliferatum al
igual que F. graminearum son los responsables del 30 % de pérdida en maiz, arroz

y 15 % en trigo en toda América Latina (Leyva et al., 2017).

Dado que la manera mas comun de controlar a F. proliferatum, como se
mencion6é es la aplicacion de fungicidas quimicos, las nuevas tecnologias y
alternativas, muestran una clara tendencia al uso de microorganismos. Destacan
las bacterias promotoras de crecimiento vegetal, las cuales se pueden mezclar para
formar consorcios y mejorar su actividad. En este caso utilizamos a las bacterias
provenientes de una huerta de fresa de manejo organico Pseudomonas
mediterranea, Pantoea antophila y Variovorax paradoxus, se determiné su
efectividad para en condiciones in vitro controlar el crecimiento de F. proliferatum,
asi como promover el crecimiento de plantas como el trigo, el sorgo y el maiz, asi
mismo, estas bacterias fueron capaces de colonizar las raices de estas plantas, en
conjunto nuestros resultados denotan la factibilidad que en un futuro cercano podria
tener implementar estas bacterias como un paquete biotecnolégico para mejorar la

produccién de trigo en el Bajio.



2 ANTECEDENTES

2.1 Las plantas

Son organismos multicelulares eucariotas compuestos por células vegetales
las cuales presentan nucleo, organelos y una pared celular compuesta de celulosa,
poseen un pigmento llamado clorofila las cual les da el color verde caracteristico,
asi como cloroplastos donde realizan la fotosintesis, la cual es la transformacién de
diéxido de carbono en fuentes de carbono asimilables utilizando energia luminosa
(Espinoza-Velazquez et al., 2012). Para su desarrollo la planta alterna entre un
esporofito que tiene células diploides y un gametofito que tiene células haploides,
ademas cuentan con 6rganos especializados como la raiz, tallo y hojas, ademas
algunas plantas pueden generar flores (espermatofitas) y fruto (angiospermas). Su
tejido se clasifica en tres tipos: el tejido fundamental, las células de éste forman lo
que es el parénquima, la colénquima y el esclerénquima, tejido epidérmico: es la
capa externa de la planta (una sola capa de células epidérmicas con pequenas
proyecciones conocidas como tricomas), por lo general suele estar cubierta de una
capa cerosa (cuticula) gruesa que la protege de lesiones y de la pérdida del agua y
tejido vascular (Espinoza-Velazquez et al., 2012; Villasefor Ortiz et al., 2014).

Las plantas angiospermas pertenecen a la division Magnoliophyta que se
divide a su vez en dos grandes grupos, las monocotiledéneas y las dicotiledoneas
ya que producen flor y fruto con aroma que atrae a polinizadores, ademas cuentan
con un mecanismo de dispersién del fruto y la semilla (Villasefior Ortiz et al., 2014).
Los frutos estan formados por un pericarpo que es la pared del ovario y puede
tener tres capas: exocarpo que es la capa externa, el mesocarpo que es la capa
intermedia y el endocarpo que es la capa interna y todo esto es un ovario maduro
(Villasefior Ortiz et al., 2014).

El trigo pertenece a la familia de las gramineas, es una planta autégama en
la cual la fecundacion de la flor se produce antes de su apertura y es uno de los
tres granos mas cultivados en todo el mundo, se producen anualmente unos 760

millones de toneladas, la especie mas consumida en el mundo es Triticum aestivum



que constituye mas del 90 % del trigo producido, este crece en una temperatura
templada entre los 25 a 33 °C (Villasefior- Ortiz et al., 2014).

El sorgo es también una graminea oriunda de las regiones de Africa oriental
y las zonas tropicales, su cultivo se da principalmente en Asia oriental, América y
Europa para consumo humano y animal. Es uno de los cereales mas importantes a
nivel mundial por sus diferentes usos y su resistencia a la falta de humedad y
cambios bruscos de temperatura ademas su fisiologia es parecida a la del maiz
(Villasenor- Ortiz et al., 2014).

El maiz es una graminea hermafrodita ya que produce flores femeninas y
masculinas en la misma planta, la flor productora de polen se le conoce como
panoja (masculina) y la mazorca es la encargada de producir évulos los cuales se
convierten en semillas (flor femenina). Los primeros usos de esta planta en la
agricultura son de hace casi doce mil afnos atras en Mesoamérica y con la llegada
de los esparoles al continente Americano esta planta se ha introducido en otros
paises iniciando por Espafa. Su explotacion y facilidad para cultivar la colocan
actualmente como uno de los cereales mas producidos y consumidos a nivel

mundial como el trigo y el arroz (Villasefior- Ortiz et al., 2014).

2.2 Los hongos

Los hongos son organismos eucariotas con pared celular compuesta de
quitina la cual les provee forma y rigidez a la célula. Existen hongos tanto
unicelulares como pluricelulares. Los hongos filamentos estan compuestos por
células alargadas microscopicos conocidos como hifas que se ramifican y un
conjunto de estas hifas forman un micelio, las células de los hongos cuentan con
organelos y un nucleo definido. Estos organismos son heterétrofos puesto que
requieren de otros organismos para poder obtener su alimento, esto lo realizan por
la descomposicion del alimento en moléculas que el hongo puede metabolizar, en
otros éstos se alimentan de materia muerta o suelen ser parasitos como la mayoria
de los hongos de importancia clinica y en el area de la fitopatologia (Espinoza-
Ahumada et al., 2019).
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2.2.1 Laimportancia de los hongos

En la ecologia contribuyen al reciclaje esencial de nutrientes como es el caso
de los hongos micorrizOgenos, que en varios casos son esenciales para el
crecimiento éptimo de las plantas, ya que establecen una relacion simbibtica entre
la planta y el hongo estableciéndose en las raices de la planta. Otro uso es el
control poblacional tanto de plantas como insectos, en este ultimo caso suelen ser
parasitos (Espinoza-Ahumada et al., 2019). Los hongos tienen dos tipos de
reproduccidén, asexual y sexual. La asexual se da por la segmentacion o
fragmentacion del micelio o por esporas que favorecen su dispersidbn a nuevos
habitats, estas esporas ademas de tener la funcion de dispersion (Espinoza-
Ahumada et al., 2019).

Entre los hongos que tienen relevancia en la agricultura estd los
fitopatégenos, los cuales comprenden varios tipos de hongos microscépicos
filamentosos presentes principalmente en suelo y asociados a plantas. Entre los
mas destacados se encuentra el género Fusarium, estos crecen en climas
templados alrededor de los 37 °C son oportunistas, comiunmente atacan a los
cereales, los cuales son usados como base en la alimentacion humana.
Disminuyen la produccion del cereal debido al dafio que ocasionan en la planta, el
grano obtenido en algunas ocasiones esta contaminado con micotoxinas como es
el caso de F. proliferatum conocido por ser los agentes causantes de la secadera
de trigo (Arratia-Castro et al., 2019).

Fusarium habita principalmente en el suelo donde yacen restos de plantas
previamente infectadas, dicho suelo tiene que permanecer humedo para que
promueva el crecimiento del micelio o que haya presencia de materia organica
como son frutos en pudricién, lo cual permitird que las esporas sean el mecanismo
idoneo de dispersion, a su vez también se propaga por corrientes de agua al igual
que por herramientas usadas en la agricultura que funcionan como fémites al
transportar esporas, cabe mencionar que el suelo una vez infectado por Fusarium
puede permanecer asi por un largo tiempo, lo cual vuelve al suelo inutilizable para

la actividad agricola (Agrios et al.,2005; Mendoza-Vargas et al ., 2021; Sun et al.,
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2022). El proceso de infeccion de Fusarium se divide en varias etapas que van
desde la dispersién, la colonizacién y la penetracidén de la raiz por parte del hongo,
hasta llegar al dano sistémico, éste se da por el transporte de conidia por el xilema
de la planta.

2.2.2 Ladispersion de Fusarium

Se lleva a cabo por tres diferentes tipos de esporas asexuales: las
macroconidias son las esporas mas comunes de Fusarium, son puntiagudas y
curvas, se desarrollan en la superficie de las plantas muertas por el patégeno o en
los frutos que esta planta tira el marchitarse. Las clamidosporas son redondas vy
presentan una o dos células estas tienen una pared gruesa, se producen dentro o
en la parte terminal del micelio mas viejo o en los macroconidios, por ultimo los
microconidios que se presentan principalmente en el periodo de infeccion del hongo
en la planta por lo general se encuentran en el xilema y éstas al igual que las
clamidosporas solo presentan una o dos células. La forma de dispersibn mas
comun de Fusarium y la mas resistente son las clamidosporas, estas suelen
permanecer viables varias semanas incluso meses en el suelo 0 en plantas o frutos
marchitos, el hongo infecta las flores con clamidosporas las cuales son dispersas
por las lluvias, las rachas de viento, el agua y los insectos herbivoros que causan
heridas en las plantas (Agrios et al., 2005; Sun et al., 2022; Rocher et al., 2022).

2.2.3 Penetracion de la raiz

Fusarium infecta las raices de las plantas por medio de dano mecéanico
inducido por factores externos al hongo, como dafos producidos por insectos o por
actividades de labranza es posible generar dafno en las raices. Esto ocurre en suelo
contaminado por Fusarium, para que haya una penetracién del hongo a la raiz,
primero se tiene que dar el reconocimiento entre la planta y el hongo, en este caso
es mediado por diferentes tipos de moléculas, una de ellas es la cutina. Para ello el
factor de transcripcion CTF1B y CTF1a activan al gen cut1 que secreta la cutinasa
extracelular, ésta degrada la cutina localizada en la epidermis de la planta,
liberando asi los mondémeros de cutina. Posteriormente por vias de sefalizacion de

MAPK se transcriben varios genes de virulencia que codifican a enzimas que
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degradan la pared celular de las plantas como la pectinasa, las celulasas, las
hemicelulasas y las xilanasas (Martyn et al., 2014; Rocher et al.,2022; Rana et
al.,2017; Mendoza-Vargas et al., 2021).

2.2.4 Transporte de Fusarium a través del xilema

El hongo habiendo penetrado la raiz por via ascendente a través del tallo
usando el xilema (transporte acropétalo) llegara a la corona de la planta, aqui
empezarda a producir bloques que taponan el paso de agua y nutrientes, esto es
uno de los principales factores que daran lugar a la marchitez de la planta asi como
la visualizacion de otros signos de infeccion (Chretien et al.,2020; Rana et al., 2017;
Arriata-Castro et al.,2017). Una vez infectadas las plantas, en sus raices se retrasa
el crecimiento, ademas de pudrir las raices laterales, si se presentan estos signos
en la etapa de plantula, estas se van a marchitar y moriran a los pocos dias de
mostrar los primeros sintomas de marchitamiento. De manera general los primeros
signos que se pueden apreciar en la planta son: un ligero aclaramiento de las
venas en los foliolos mas jévenes y externos, en las hojas viejas se presenta la
caida de los peciolos esto hace que las hojas muestren epinastia, en el caso de las
plantas viejas se presentan mas sintomas, como retraso en el crecimiento,
coloracion amarillenta en las hojas inferiores seguido de un marchitamiento y
deflacion en los tallos méas jévenes, los sintomas se van presentando de abajo en la
base de la planta en la cual se presenta un anillo marrén hacia arriba hasta matar al
tallo (Rana et al., 2017 ; Arriata-Castro et al., 2019 Chretien et al., 2020).

Una vez dentro utiliza al xilema como medio de transporte para dispersarse a
lo largo de la planta, obstruyendo los vasos adyacentes del xilema por micelio o
esporas lo cual produce una interferencia en el transporte del agua a las hojas
produciendo que éstas se marchiten por el cierre de los estomas, esto en un tiempo
prolongado produce la muerte de la planta. Cada vez que una hoja se marchita el
hongo se desplaza a esa zona de la planta para esporular y diseminar sus esporas
(Martyn et al., 2014; Chretien et al., 2020).
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Para que la infeccién se de en el fruto de la planta, requiere la presencia de
esporas, para llegar a ese sitio utilizan ya sea heridas causadas por insectos o la
lluvia, como es el caso del granizo, aunque en algunos casos suelen atravesar la
cuticula de la planta y entrar a los estomas. Una vez dentro del fruto, el hongo
comienza a secretar enzimas que maceran los tejidos infectados. Dias después del
inicio de la infeccién el fruto podrido cae al suelo o puede quedar colgado, secarse
y arrugarse este es idoneo para el desarrollo de los microconidios (Martyn et
al.,2014).

2.3 Las rizobacterias

Son microorganismos procariotas cosmopolitas de diversas formas como
son los cocos, bacilos, cocobacilos, espiroquetas y vibrios de un tamafo que oscila
entre 0.5 a 5 micrometros. De manera general a diferencia de las células
eucariotas, éstas no cuentan con un nucleo definido para encapsular el DNA y
ningun tipo de organelo, pero si con una pared celular formada por peptidoglicano
la cual le da forma vy rigidez a la célula, algunas bacterias son modviles por la
presencia de flagelos. Al igual que los hongos, las bacterias forman parte
fundamental de los ecosistemas, como son los ciclos biogeoquimicos, ademas de
formar parte fundamental de la microbiota y metabolismo de animales y humanos,
asi como de las plantas, ya sea enddfitas o en la zona radicular, asi como en la
filosfera (Khan et al., 2022; Win et al., 2022).

Las rizobacterias tienen una estrecha relacion con las plantas, una relacion
mutualista, estas bacterias colonizan las raices de las plantas, también son
conocidas como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), no solo
promueven el crecimiento de las plantas si no también mejoran la respuesta
inmune contra agentes fitopatbgenos como hongos y bacterias (Ha-Tran et
al.,2021). Otras funciones beneficiosas que realizan es sintetizar fitohormonas que
facilitan el enraizamiento, secretar compuestos que mejoran la estructura del suelo,
facilitar la absorcién de nutrientes. Algunos ejemplos de rizobacterias son
Pseudomonas putida, Azospirillum fluorescens y Azospirillum lipoferum,

14



Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium y Rhizobium (Lugtenberg et al.,
2009).

2.3.1 El género Pantoea

Esta formado por bacterias Gram-negativas en forma de bastén que se
encuentran por lo general en el suelo, los ultimos afos han tenido un uso
destacable en la industria agricola por su versatilidad y maleabilidad para
explotarlos y adaptarlos a nichos especificos 0 usos comerciales relevantes como
la sintesis de moléculas antimicrobianas, productos de biocontrol de plagas, asi
como la biorremediacion. Los primeros registros de bacterias dentro de este género
fueron bacterias que infectan a plantas, posteriormente se descubrié que algunas
especies tienen una fuerte asociacion a animales, insectos y humanos, asi como

ser benéficas para plantas (Walterson et al., 2015).

2.3.2 El género Variovorax

Son bacterias Gram-negativas, oxidasa y catalasa positivo, aerobias vy
anaerobias facultativas, son bacterias flageladas con un metabolismo
quimioorganotrofo utilizando el H, como fuente de energia y su habitat es por lo
general en suelo favoreciendo el crecimiento de las raices de las plantas
aumentando la cantidad y captacién de nutrientes y por otro lado reduce el
crecimiento de los microorganismos patdégenos, principalmente los que parasitan la
raiz (Satola et al., 2013; Garcia Teijeiro et al., 2020).

Variovorax al igual que Pantoea su principal uso en la agricultura es el
control de enfermedades en plantas, en el caso de Variovorax controla la secrecidén
de toxinas o enzimas producidas por hongos y bacterias para el proceso de
invasion en las raices en el caso de algunos hongos y bacterias, o el desarrollo del
apresorio en hongos (Flores-Duarte et al.,2022; Lv et al.,2022). V. paradoxus otorga
ciertas ventajas a las plantas que son colonizadas en las raices por esta bacteria
como son: la tolerancia a la sequia ya que interfiere en la produccion de etileno,

produciendo a-cetobutirato y amoniaco esto favorece el crecimiento de las raices,
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en algunas plantas bajo condiciones de estrés promueven la nodulacion en raices
(Flores-Duarte et al.,2022; Sun et al.,2018).

Esta bacteria se ha demostrado que es excelente colonizadora de las raices
de las plantas, como el maiz y el tomate, al hacer esto mejora la absorcion de
nutrientes, fijacién de nitrdgeno ademas de promover el crecimiento de las plantas
en temporadas de sequia o en suelos con pocos nutrientes (Flores-Duarte et
al.,2022; Lv et al.,2022).

Por otro lado, Pantoea promueve el crecimiento de la planta principalmente
por la solubilizacién de fosfatos, ademas de la produccion de fitohormonas y acido
abscisico, también sintetiza antibioticos y antifungicos que inhiben el crecimiento de
fitopatdbgenos, como es el caso del acido D-alanilgriseoluteico, glucanasas,
quitanasas y fenazinas (Dutkiewicz et al.,2016; Lv et al.,2022).

2.3.3 El género Pseudomonas

En lo que respecta a los miembros de este género, éstas son bacterias Gram
negativas cosmopolitas ya que se encuentran ampliamente distribuidas en una
amplia gama de nichos. Son aerobias que no tienen la capacidad de fermentar,
presentan forma de baston ademdas estas bacterias son moviles. Son catalasa y
oxidasa positivo, sobre su membrana externa tienen wuna cubierta de
lipopolisacarido, esta molécula esté relacionada con la resistencia a antibiéticos y
evasion del sistema inmune (Uzaibar et al.,2018).

Este género es de importancia clinica ya que muchas especies son
patdgenas tanto en humanos como en animales. En la agricultura también resalta
su importancia porque algunas especies resultan ser patégenos de plantas, como
es el caso de P. syringae, aunque algunas otras al formar una simbiosis con la
planta, esta relacion se vuelve mutualista y en algunos casos hasta benéfica para la
planta, como es el caso de Pseudomonas fluorescens. También suelen tener uso
biotecnoldgico como biorremediadores, estas bacterias pueden degradar cloratos,
nitratos y algunos hidrocarburos (Uzaibar et al., 2018).
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Las bacterias del género Pseudomonas aisladas de la rizosfera como
Pseudomonas mediterranea son utilizadas en su mayoria en la agricultura como
agentes promotores del crecimiento vegetal, ya que mejoran en la planta la
absorcidon de nutrientes, aumenta el contenido de clorofila, la tasa fotosintética y la
produccién de fitohormonas relacionadas con el estrés. Ademds, que se ha
demostrado que la aplicacion de esta bacteria también funciona como tratamiento
contra patégenos principalmente los que dafan la raiz como es el caso de
Fusarium sp (Flockton et al.,2019; Cesar-Luna et al.,2020).

Se demostré que la aplicacion de Pseudomonas aumenta el rendimiento del
cultivo de las plantas como maiz y sorgo aumentando la calidad de las semillas,
ademas de influir positivamente en la fijacion del nitrégeno. Esto esta relacionado
con su capacidad para secretar al medio sider6foros y algunas moléculas como el
acido ortohidroxibenzoico, el HCN (cianuro de hidrégeno). Pseudomonas también
produce antimicéticos como: fenazinas que dafnan las membranas celulares de los
hongos, pioluteorina y pirrolnitrina que inhibe la biosintesis de ADN y ARN
(Flockton et al.,2019).

2.3.4 Consorcios bacterianos

Los consorcios bacterianos 0 microbianos son grupos formados por dos o
mas microorganismos que viven en una relacion mutualista o en simbiosis. Los
microorganismos que conforman el consorcio pueden ser ambos ectosimbiontes o
endosimbidticos. Esto dependera de las especies microbianas que forman el
consorcio y mantienen en su mayoria una estrecha relacién con plantas, sobre todo
si dichos consorcios bacterianos son aislados de muestras de suelo, ademas de
desempenar alguna funcién de mejor manera como pudiera ser la fijacion nitrégeno
al formar esta relacién se nota la diferencia en funcién en comparacién cuando
estos microorganismos se encuentran de manera individual (Romero et al.,2021;
Yixian Lin et al.,2022).

La obtencién de los consorcios bacterianos se puede encuadrar en dos

vertientes, una es la asociacién que se de manera natural en el ecosistema, es
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decir con aislados obtenidos de comunidades bacterianas provenientes de
muestras ambientales, bacterias o microorganismos aislados de suelo o sustratos
donde ya formaban de manera natural consorcios con otros microorganismos. Una
alternativa para su obtencion es de manera sintética en condiciones de laboratorio,
en este caso se determina que no exista inhibicion o competencia entre las
bacterias que se utilizaran para formular los consorcios, es decir que sean

compatibles entre si (Romero et al.,2021).

Algunas de las bacterias que se han usado en la preparacion de consorcios
bacterianos como sustitutos de fertilizantes quimicos es el caso de Azospirillium
brasilense, Pseudomonas putida, Acinetobacter sp, el cual se utilizé6 en el maiz.
Estos aislados bacterianos inhiben la sintesis de etileno y producen acido indol-3-
acetico (IAA), el cual promueve el crecimiento de la planta en temporada de sequia
o en situaciones de estrés (Yixian Lin et al.,2022). Otro consorcio formado por 6
microorganismos entre ellos 4 bacterias las cuales son Azotobacter chrococcum,
Bacillus licheniformis, Paraburkholderia. tropica y Pseudomonas fluorescens en
conjunto con dos hongos Trichoderma harzianum y Trichoderma viridae, este
consorcio se utiliz6 ya sea para promover el crecimiento de las plantas como
tomate meldn por dar algunos ejemplos 0 como tratamientos para infecciones por
agentes patégenos como Fusarium oxysporum. Otros ejemplos de consorcios
bacterianos son las cepas de Serratia marcescens SRM, estas bacterias
promueven el crecimiento de las plantas en ambientes frios dando tolerancia a la
planta, también solubiliza fésforo y produce AIA (Acido Indol -3-Acético), ademaés
de promover el crecimiento de la raiz, estos resultados se obtuvieron de plantas de
trigo (Romero et al.,2021). Rhizobium se asocia con leguminosas, la cual da lugar a
nédulos en las raices en cuyo interior se realiza la fijacién de nitrégeno, lo cual se
refleja en un crecimiento de la planta (Romero et al.,2021).

2.4 Bioinoculantes
Los bioinoculantes son una herramienta utilizada por la agricultura verde la
cual se compone de formulaciones preparadas a base de microorganismos como

pueden ser: Azospirillum, Rhizobium, Bacillus, Pseudomonas, Pantoea, Variovorax
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y hongos micorrizbgenos por mencionar algunos, los cuales son benéficos para
tener un suelo libre de microorganismos patdégenos, a la vez favorecen el
crecimiento y optimiza el desarrollo de la planta, Los bioinoculantes benefician de
diferentes formas a la planta, ya sea por medio de la accion que estimulan el
crecimiento, el biocontrol que ejercen en contra de patégenos, asi como la
fitorremediacién. La promocién de crecimiento esta dada por la produccion de
fitohormonas. Estos microorganismos son productores de cianuro de hidrogeno y
producen sideréforos (Chaudhary et al.,2018; Shukla et al.,2019; Maitra et al.,
2022). Los bioinoculantes se componen de dos partes, las cepas que beneficiaran
a la planta y un vehiculo de transporte que apoye al microorganismo a beneficiar a
la planta dando almacenamiento y proteccion a la cepa, existen en forma de
granulos o bien en forma liquida (Chaudhary et al., 2020). Por ultimo, los
bioinoculantes contienen metabolitos microbianos que favorecen el desarrollo de la
planta, en este caso son nutrientes y moléculas que favorecen la respuesta contra
fitopatdgenos. (Chaudhary et al., 2020; Selvakumar et al., 2008; Méndez-Santiago
et al., 2021).
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3 HIPOTESIS

Los consorcios bacterianos formados por Pseudomonas mediterranea (745)-
Varivorax paradoxus (752c) y Pseudomonas mediterranea (749)-Pantoea antophila
(751) controlan el crecimiento de Fusarium proliferatum y tienen potencial uso como

agente bioinoculante en trigo, maiz y sorgo.

4 OBJETIVO GENERAL

Analizar la efectividad de consorcios bacterianos formados por las bacterias
Pseudomonas mediterranea (745)-Pseudomonas mediterranea (749) Variovorax
paradoxus (752c)-Pantoea antophila (751) como estrategia de control de
crecimiento de Fusarium proliferatum in vitro y su efecto benéfico en plantas de

trigo, maiz y sorgo.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

4.1.1.- Analizar el efecto antagénico ejercido por los consorcios bacterianos
formados por P. mediterranea, V. paradoxus y P. antophila contra F. proliferatum en
condiciones in vitro.

4.1.2.- Determinar el efecto benéfico que tienen los consorcios bacterianos
en el desarrollo radicular de las plantas de trigo, maiz y sorgo.

4.1.3.- Analizar la capacidad de colonizacion de la raiz que tienen los
consorcios bacterianos formados por P. mediterranea, V.paradoxus, P. antophila en
las plantas de trigo, maiz y sorgo.

4.1.4.- Determinar el efecto bioprotector de estos consorcios bacterianos en

las plantas de trigo retadas con F. proliferatum.

20



5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Cepas por utilizar

Las bacterias Pseudomonas mediterranea (cepas 745 y 749), Variovorax
paradoxus (752c) y Pantoea antophila (751), el nUumero entre paréntesis indica el
orden que corresponde al cepario del Laboratorio de Microbiologia Molecular
(LAMIMO). Estas cepas se aislaron de una huerta de fresa de manejo organico
(Torres, 2020) y se conservaron a -80 °C en glicerol al 20 % en caldo nutritivo. Para
Su uso, se sembraron en agar nutritivo y se incubaron a 28 °C por 24 h.

Las cepas de F. proliferatum (1144, 1145 y 1447) cuyo cédigo corresponde
al cepario del LAMIMO fueron donadas por el Dr. Luis Antonio Mariscal Amaro
(INIFAP-Celaya). Posterior a su inoculacién en agar Papa Dextrosa (PDA) sobre
una membrana de celofan, se incubd la placa a 28 °C durante una semana a
temperatura ambiente (30 °C). Posteriormente, se recuperé el celofan con pinzas
estériles, se secd a 28 °C durante una semana. El celofan se corté en fragmentos
de 0.5 cm?y se conservaron el celofan/hongo a -80 °C. Para su uso, una porcion
del celofan se sembré en placa de PDA, se incubé a temperatura ambiente durante
una semana. Para recolectar las conidia se utilizo el buffer PBS (buffer de fosfatos
salino pH 7.5), una vez crecido el hongo se verti6 sobre la caja de PDA con
micropipeta 7 ml de PBS, con un asa acodada se extendié el PBS por toda la caja
Petri para después recuperar el buffer con micropipeta, éste se coloc6 en tubos de
plastico estéril de 50ml, para determinar la cantidad de conidia/ml se colocaron 10
uL en una camara de Neubauer y con el microscopio LEICA DM750, se contaron
las conidia presentes en 5 cuadrantes, el valor obtenido se multiplicé por 5, por
10,000 y en su caso por la dilucién utilizada para realizar el conteo.

5.2 Formacion de consorcios bacterianos

La compatibilidad de las bacterias que forman los consorcios fue
determinada previamente por Mendoza Jiménez (2022). Para preparar el consorcio,
las cepas bacterianas 745, 749, 751 y 752c posterior a las 24 h de incubacion a 28
°C en agar nutritivo, se tomé con el asa bacteriolégica una muestra, se inocularon 5

ml de caldo nutritivo (CN) en tubos de plastico conicos estériles de 50 m y se
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incubaron en agitacién a 28 °C durante 72 h. Pasados los tres dias de incubacién
de cada bacteria se tomé 1 ml para medir la densidad éptica (DO) en el
espectrofotometro Genesis-10s UV-SIS. Posteriormente se ajusté la densidad del
cultivo a 1.0, y se preparé una mezcla en proporcion 1:1 de cada bacteria que
forman el consorcio. Consorcio 1, cepas: 745-752c y el consorcio 2, cepas: 749-
751. Estos consorcios se utilizaron para aplicar en planta o bien para realizar las

pruebas de antagonismo de los hongos fitopatdégenos.

5.3 Determinacion de la huella molecular de los hongos 1144, 1145y 1147
Se cultivaron las cepas de hongo en cuestién en agar PDA sobre celofan
estéril (una cepa por caja) a 28 °C por una semana. A continuacién utilizando unas
pinzas estériles se retird el celofan sobre el cual crecié el micelio del hongo y se
congeld a 80 °C. Posteriormente se molié en nitrégeno liquido hasta obtener polvo
fino, el cual se utilizé para purificar el ADN (acido desoxirribonucleico) genémico,
para ello se empled el Kit Fungal/Bacterial DNA miniprep de la marca Zymo
https://files.zymoresearch.com/protocols/ d6007 quick-

(https:/files.zymoresearch.com/protocols/ d6005 quick-dna fungal

bacterial_miniprep_kit.pdf). EI ADN asi obtenido se visualizé en gel agarosa al 1%
tefido con bromuro de etidio, como buffer de corrida se utiliz6 TAE (Tris-acetato a
0.04M, EDTA 1mM, pH 8). La electroforesis se llevé a cabo durante 45 min a 100
voltios. El gel se observd en el fotodocumentador Gel Doc XR+ de BIO-RAD. Se
cuantifico el ADN por medio de la lectura de 1 pyL en el nanodrop Thermo
ScientificTM NanoDrop 2000, para determinar su concentracion e integridad.
Posteriormente se preparé una alicuota de 25 ng/uL para ser utilizado en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se prepard una reaccion PCR de cada
muestra de ADN con un volumen final de 25 uL segun las condiciones de la casa
comercial (Thermo Fisher). Para la reacciéon se utilizé la enzima DreamTaq DNA
polymerase (Thermo Fisher, no se us6 mezcla maestra), y los oligonucleétidos ITS1
(2117) 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’ e ITS4_5 (2118)
5 TCCTCCGCTTATTGATATGCS’, para la muestra de ADN de la cepa 1145, en el

caso de las cepas 1144 y 1147 se us6 el marcado Ef1a con los oligonucle6tidos
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2242 (5°'ATG GGT AAG GA(A/G) GAC AAG AC3’) y 2243 (5’GGA (G/A)GT ACC
AGT (G/C)AT CAT GTT3). El Programa de amplificacién utilizado para las muestras
de ADN de las cepas 1144 y 1147 fue: 35 ciclos con las siguientes
especificaciones: 94 °C- 5 min, 94 °C 30 s, la temperatura de alineamiento 55 °C-
30 s, 72 °C 1 min finalmente 72 °C por 5 min. Para la cepa 1145; 35 ciclos con las
siguientes especificaciones: 94 °C 2 min, 94 °C 30 s, 55°C 30 s, 72 °C 2 min
finalmente 72 °C 5min. Una vez realizada la reaccién se tomaron 5 pL para
confirmar la amplificacion del fragmento esperado se realizdé una electroforesis en
gel de agarosa al 1 %, como marcador de peso molecular se utilizé una escalera de
1 kb y 1.5 kb (Thermo Fisher) segun sea el caso. Una vez confirmado la
amplificacion de una sola banda, se realizaron 3 reacciones de PCR de 25 pL cada
muestra en las condiciones antes mencionadas. Finalizado el ciclo de amplificacion,
se juntaron las tres reacciones en un solo tubo, se utilizaron 5 pL para correr una
electroforesis. Posteriormente el remanente se purificé utilizando el Kit Zymoclean
Gel DNA Recovery kit, se cuantificd y se secuenciaron por el método de Sanger en
las instalaciones Langebio, Cinvestav-lrapuato.

5.4 Analisis tipo BLAST y elaboracion del arbol filogenético
Las secuencias obtenidas, se alinearon y de cada una se obtuvo la

secuencia consenso usando https:/megasoftware.net/; éstas se sometieron a un

andlisis tipo Blast (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi) para obtener su identidad.

Posteriormente de la base de datos del NCBI se descargaron las secuencias
similares reportadas en otros hongos en formato Fasta en funcion del resultado
obtenido. Con estas secuencias se realizd el arbol filogenético usando

https:/megasoftware.net/ y validar asi la identidad del hongo.

5.5 Efecto de los consorcios bacterianos 745-752c y 749-751 en el
crecimiento de F. proliferatum

5.5.1 Inhibicion del crecimiento por metabolitos difusibles al medio de
cultivo.
Se evalué la inhibicion en el crecimiento del hongo fitopatégeno en las cepas

1144 y 1147, por efecto de los metabolitos secundarios difusibles al medio de
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cultivo secretados por los consorcios bacterianos. Se prepar6 el consorcio como se
indica en el apartado 5.2, a continuacién, se sembraron 160 pL en la caja de PDA
que previamente se coloco un disco de celofan estéril. Las bacterias se
distribuyeron homogéneamente en la superficie de la caja utilizando un hisopo de
algoddn estéril y se incubaron 48 h a 28 °C, pasado el tiempo de incubacion se
retir6 el celofan de la caja Petri utilizando unas pinzas obteniendo asi una caja
impregnada de metabolitos secretados al medio de cultivo. Se inoculé en el centro
de la caja Petri un disco de 0.5 cm? de micelio fresco del hongo 1144 y 1147 de
manera independiente. Como control de comparacion de crecimiento, se inoculé un
disco de micelio en el centro de una caja de PDA sin metabolitos. Las placas se
incubaron durante una semana a temperatura ambiente (Syed, 2019). Las placas
se fotografiaron con la camara Canon Rebel, cada ensayo se realizé por triplicado
utilizando tres cajas por experimento. El porcentaje de inhibicion de crecimiento
radial se calcul6 utilizando la siguiente formula

o D1 — D2
% inhibicion = [

— | x1
D1 ]xOO

Dénde:

D1: Diametro de la colonia de Fusarium sp creciendo en la placa de PDA sin

tratamiento

D2: Diametro de la colonia de Fusarium sp crecido en placa de PDA, en

donde anteriormente creci6 la bacteria sobre el papel celofan.

5.5.2 Inhibicion del crecimiento fungico por compuestos volatiles (COVs)

Se utilizaron cajas de Petri con una division con agar PDA, en la parte A de
la caja se sembrd el consorcio y se incub6 la placa a 28 °C por 48 h, pasado el
periodo se sembré un disco del hongo fitopatdbgeno en la parte B. Las cajas se
sellaron y se incubaron a 28 °C por una semana. Como control, se utilizé una caja
de Petri similar, en la que no se sembr6 bacteria. Una vez que en la caja control, el
hongo cubri6 la mitad de la caja, se comparé el crecimiento obtenido en las placas

que contienen el consorcio. Las placas se fotografiaron con la cdmara Canon
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Rebel, cada ensayo se realiz6 por triplicado utilizando tres cajas por experimento
(Syed et al., 2019).

5.5.3 Metabolitos con actividad antifungica recuperados del medio de cultivo

por los consorcios bacterianos

En cajas de agar PDA con celofan se cultivaron los consorcios bacterianos
(200 uL) en 4 cajas para cada consorcio. Las placas se incubaron a 28 °C durante
4 dias. Posteriormente el agar se fraccion6 y se colocé en frascos Schott de 0.5 L
(Sureshkumar, 2021). Las muestras se congelaron durante 48 h a -20 °C, a
continuacion, a cada frasco se le agregaron 300 ml del solvente (hexano, acetato
de etilo y cloroformo de manera independiente). La mezcla se agité por 24 h a 28
°C. El solvente se recuperd por filtracion, la fraccion sélida (PDA) se elimind. A
continuacién, con un embudo de separacion se recuper6 la fase organica y el
solvente se elimind en el rotavapor utilizando la temperatura de ebullicién
especifica para cada solvente. Posteriormente se recuperaron 2 ml de cada
tratamiento (metabolitos producidos por el consorcio bacteriano/solvente) en
frascos ambar cuyo peso fue determinado previamente. En bafo maria se buscé
evaporar a sequedad para eliminar totalmente el solvente. Por diferencia de peso
se determiné la cantidad en mg de los metabolitos secundarios obtenidos, éstos se
disolvieron con metanol y se pasé a tubos de plastico de 1.5 ml cubiertos en papel
aluminio para proteger los compuestos de la luz (Sureshkumar et al., 2021).

5.5.4 Evaluacion del efecto antifungico contra F. proliferatum de los

metabolitos producidos por los consorcios bacterianos

Para realizar las pruebas de inhibicién de crecimiento en F. proliferatum se
utilizé6 agar PDA. Las conidia 1144 y 1147 se prepararon como se indicé en el
apartado 5.1. Se prepararon varios tubos de tratamiento, en el cual se incluy6é en
cada tubo 345,000 conidia en 25 uL de H2O destilada estéril, se agregd a cada tubo
15 pL, 10 pL y 5 pL de solucidn fisiolégica en ese orden, de manera independiente
se agregaron 5 pyL, 10 uL y 15 pL de cada uno de los metabolitos obtenidos a partir
de los dos consorcios y los tres solventes: hexano, acetato de etilo y cloroformo. La
concentracion de metabolitos secundarios acetato de etilo (0.045 mg/ml) con los
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consorcios 745-752c y 749-751, hexano (0.049 mg/ml) con los consorcios 745-752¢
y 749-751 y con cloroformo (0.048 mg/ml) con los consorcios 745-752c y 749-751).
La reaccion asi preparada se homogeneizé utilizando el vortex y se incub6 24 h a
28 °C en agitacion. Posteriormente en caja Petri con agar PDA se depositd una
gota de 15 pyL de cada tratamiento, se permiti6 que la gota se secara en la
campana de flujo laminar y posteriormente se incub6 en temperatura ambiente
hasta por 2 semanas, el experimento se realizd por triplicado (Sureshkumar et al.,
2021).

5.6 Medicion del efecto benéfico de los consorcios bacterianos 745-752c y
749-751 en las plantas de maiz, trigo y sorgo

Se utilizaron las semillas comerciales de la variedad Aspros y Pioner para
sorgo. Ocelote y Zeus para maiz y Bernardo para el caso del trigo. Previo al
tratamiento las semillas se sanitizaron con cloro. Para ello se seleccionaron las
semillas y se sumergieron en una solucion de cloro comercial (5ml diluido en 250 ml
de agua destilada) se agitaron por 5 min, posteriormente se enjuagaron tres veces
con agua destilada estéril durante 30 min. Finalmente se dejaron en agua por 24 h.
Los consorcios bacterianos 745-752c y 749-751 se prepararon como se indic6 en el
apartado 5.2. A continuacién, en la campana de flujo laminar se colocaron de
manera independiente en matraces de 250 ml 60 semillas para cada cereal a cada
uno se le agregaron 30 ml del consorcio correspondiente y, se dejaron en contacto
durante 24 h. A la mafnana siguiente se eliminé el exceso de cultivo, como control
se utilizé un grupo de semillas que solo fue tratada con medio de cultivo (caldo
nutritivo). Las semillas se sembraron en macetas con suelo (mezcla general-
Cinvestav-Unidad Irapuato) previamente esterilizado y se evaludé la tasa de
germinacién. Las plantas se regaron constantemente con agua corriente durante un
periodo de 4 semanas, en el caso de las semillas tratadas con consorcio, se realizé
una aplicacion semanal del consorcio durante 4 semanas, para ello se dispensé
1ml de consorcio preparado como se menciond anteriormente para cada una de las
plantulas, en el caso del control se adicioné la misma cantidad de medio de cultivo.
Pasadas las 4 semanas, se recuperaron cada una de las plantas, a éstas se les

26



midi6 el tamafo de las raices y el alto del tallo desde la corona hasta la punta
(Islam et al., 2019). Las plantas se envolvieron en papel estraza, para determinar el
peso seco éstas se colocaron a 70 °C en una estufa durante 10 dias.
Posteriormente se determino el peso seco de la raiz, tallo y follaje, comparando el
control y tratamiento de cada planta, con unidades experimentales de 15 plantas
(Islam et al., 2019).

5.7 Colonizacion de la raiz de las plantas de trigo, sorgo y maiz por los
consorcios bacterianos 745-752c y 749-751

De un grupo de plantas del experimento anterior se colectaron las raices
después de las 4 semanas de crecimiento. Un par de plantas para cada
tratamiento, asi como el control, éstas se conservaron en tubos de plastico conicos
de 50 ml estériles de manera independiente. Las raices se sanitizaron de la
siguiente forma: se lavaron con agua corriente para eliminar el exceso de suelo, se
uso alcohol al 70 % y cloro al 5 %, las raices estuvieron en contacto por tres
minutos con cloro, se elimind el agente sanitizante. Se lavaron posteriormente con
buffer PBS y con agua destilada estéril para eliminar el exceso de agente
sanitizante. De esta forma se eliminaron las bacterias que se encuentran sobre las
raices o en el exterior de estas con el objetivo de solo recuperar bacterias endofitas
que hayan sido capaces de colonizar las raices. Para determinar la efectividad del
proceso de sanitizacién, del Gltimo enjuague con agua destilada estéril, se tomé 1
ml y se inocul6 en caldo nutritivo durante 24 h a 28 °C en agitacién constante, en
este caso no debera observarse crecimiento en el caldo nutritivo (Sanchez et al.,
2018).

Al comprobar que no hubo crecimiento en el caldo nutritivo, en condiciones
de esterilidad las raices fueron cortadas en segmentos de 2 cm, se colocaron en
tubos de plastico conicos estériles (50 ml) con caldo nutritivo (5 ml), se incubaron a
28 °C por 24 a 72 h para obtener el crecimiento de bacterias endéfitas recuperadas
a partir de las plantas con el tratamiento de los consorcios 745-752c 0 749-751 en
las raices de las plantas con tratamiento, en todos los casos se incluyeron como

control plantas sin consorcio bacteriano. Del caldo nutritivo donde crecieron las
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bacterias endéfitas se prepararon diluciones seriadas, se sembraron 100 uL en
agar nutritivo, se incubaron a 28 °C por 24 a 48 h y se determiné el nUmero de

unidades formadoras de colonias (UFC) obtenidas (Sanchez et al., 2018).

5.8 Efecto bioprotector de los consorcios 745-752c y 749-751 en plantas de
trigo retadas con F. proliferatum

Se obtuvieron las conidia de las dos cepas de F. proliferatum, 1144 y 1147
como se indicd en el apartado 5.1. se utilizaron las variedades Maya y Urbana
donadas por el Dr. Mariscal del INIFAP, ambas susceptibles a F. proliferatum. Para
determinar el nimero de conidia necesarias para producir signos de la infeccion se
inocularon plantas de trigo de 5 dias posteriores a la germinacién, se prepararon
las siguientes cantidades de conidia en un volumen final de 5 ml; 1x10%
1x10°,1x10%,1x10” el cual se inoculé en la base del tallo de la planta usando una
jeringa sin ejercer dafno mecanico, este experimento se realizd por triplicado con

una n (unidades experimentales) de 20 plantas.

En este experimento se manejaron tres grupos, el control con un total de 32
plantas, 16 inoculadas con la cepa 1144, y 16 plantas con la cepa 1147. El grupo
dos, consistié en 32 plantas, 16 infectadas con la cepa 1144 y las otras 16 con la
cepa 1147, la diferencia en este caso es que estas 32 plantas se inocularon con el
consorcio 745-752c una vez por semana durante las 4 semanas que durd el
experimento. El tercer grupo se manejé de la misma manera que el grupo 2, pero

se inoculd con el consorcio 749-751.

Los consorcios se prepararon como se indicd6 en el apartado 5.1, el
tratamiento de las semillas y su siembra se realizé como en el apartado 5.6. Las
semillas tratadas con cada consorcio se inocularon con 1x10” conidia como se
indicé en el parrafo anterior. El consorcio se suministré6 una vez a la semana.
Transcurridas las 4 semanas, las plantas se manipularon como en el apartado 5.6,
este ensayo se realiz6 por triplicado, para el analisis de datos se realizé un anova y
una comparacién de Tukey (95 %) para el andlisis se uso6 el programa MINITAB
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usando las medias, las diferencias entre medias se sefialan en las gréaficas con

letras. (Islam et al., 2019).
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Identificacion molecular de las cepas de hongos

Las cepas donadas por el Dr. Mariscal correspondieron al genero fusarium,
debido a las caracteristicas que presento6 el cultivo, asi como el crecimiento en la
caja de agar PDA, estas cepas a nivel morfoldégico de la colonia corresponden a

hongos del género Fusarium (Fig. 1)

cepa 1444 cepa 1145 cepa 1147

Figura1. Cepas de Fusarium sp crecidas en agar PDA. Las placas se
incubaron a 28 °C durante 1 semana.

Para identificar a nivel molecular a estos fitopatégenos, procedimos a
amplificar los marcadores moleculares ITS y el EF1a. El marcador ITS es un
fragmento de ADN conocido como espaciador ubicado entre la subunidad pequeina
y la subunidad grande del ADNr. Es utilizado en la filogenética ya que por su
tamano es una region facil de amplificar, esto se debe a su alto numero de copias
presentes en el genoma ademas de ser suficientemente informativa para identificar.
El marcador EF1a es un gen que codifica para el factor de elongacion de la
traducciodn, la secuencia de este gen entra en el complejo de especies de Fusarium
incarnatumi y estos datos ya estan verificados en una base de datos, este factor de
elongacion se utiliza constantemente para la identificacidn molecular de especies
de hongos fitopatdégenos haciendo énfasis en hongos del género Fusarium en el
que es ampliamente utilizado, los datos de identificacion obtenidos con este
marcador se han comparado con los obtenidos con el marcador ITS1-5.8S-ITS2, se
observo que se obtuvieron resultados de identificacidon similares, clasificando asi 30
especies de hongos diferentes del género Fusarium (Raja et al., 2017).
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De la reaccién de PCR realizada con las muestras de hongos a caracterizar
obtuvimos un producto de amplificacién de 900 pb con los oligonucleétidos 2243 y
2244 que corresponden al marcador EF1a para las cepas 1144 y la 1147 (Fig. 2,
panel A cepas 1144 y 1147), en el caso de la cepa 1145 se usé el marcador ITS
(700 pb).

Figura2. Amplificacion por PCR de los marcadores moleculares. Gel de
agarosa, marcador molecular EF1a (panel izquierdo) cepas 1144 y 1147, ITS
(panel derecho) cepa 1145. Marcador de peso molecular GenRuler 1kb DNA
Ladder.

Estos marcadores moleculares son ampliamente utilizados en la
identificacion molecular de diferentes géneros de hongos tanto fitopatégenos como
no fitopatégenos, al igual que benéficos como son: Aspergillus, Fusarium, Mucor,
Penicillium y Trichoderma entre otros, aunque esta identificacién va de la mano con
la caracterizacion morfoldgica de las cepas. Para identificar correctamente al hongo
se considera el sitio de su aislamiento. Al analizar la secuencia obtenida para cada
una de las muestras en cuestibn realizado en la pagina del NCBI
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, encontramos que los tres hongos

pertenecen al género Fusarium, dato que correlaciona con lo previamente indicado
por el Dr. Mariscal, dado que estos hongos se aislaron precisamente en el Bajio en
sembradios de trigo que presentaron signos de la enfermedad de la secadera del
trigo, aunado a que la morfologia colonial corresponde a Fusarium (Fig. 1). En
cuanto al analisis realizado, los datos indican que corresponden a la especie F.
proliferatum para las cepas 1144 y 1147, mientras que la cepa 1145 correspondié a
la especie F. fujikuroi (Tabla 1). De las tres cepas caracterizadas solo continuamos
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los experimentos con las cepas 1144 y 1147, puesto que corresponden a la especie
F. proliferatum, la cual estd directamente relacionada con la producciéon de

enfermedad en diferentes cereales (Cordero et al., 2014).

Las secuencias obtenidas con los marcadores ITS y EFT1a (apéndice 1) de
los aislados se compararon utilizando la base de datos del Genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ para buscar niveles de homologia entre el

96 y 100% con secuencias correspondientes previamente registradas, se identificd
un género con mayor relacién a las cepas en este caso Fusariumy al menos 6
especies diferentes de Fusarium emparentadas con las secuencias obtenidas de
las cepas 1445, 1144 y 1147 que cabe mencionar, en su mayoria corresponde a
especies de Fusarium fitopatdgenos, con esta informacién se realizé un arbol
filogenético con secuencias obtenidas de NCBI y las secuencias obtenidas para

nuestras cepas (Tabla 1; Fig. 3y 4).

Tabla 1. Identificacion molecular de las cepas de Fusarium basada en el
analisis del marcador molecular ITS (1145); EF1a (1144 y 1147).
Cepa Cepa con mayor similitud % similitud Acceso
MN861776.1
1144 , . .
Fusarium proliferatum isolate EF58 99
MT441908.1
1145 . . .
Fusarium fujikuroi isolate FfSr-1 99
MT305206.1
1147 . . .
Fusarium proliferatum isolate GR-FP120 99
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0.321

0,000

cepa 1147

cepa 1144

MT305198 Fusarium proliferatum isolate GR Fpb

JQ762611.1 Gibberella intermedia strain F1119

JQ762614 Gibberella intermedia strain F1131

L®®  Q762507.1 Gibberella intermedia strain E1171

MN861776 Fusarium proliferatum isolate EF58

MT305211 Fusarium proliferatum

MT305211 Fusarium proliferatum isolate GR FP234

ON292414 Fusarium proliferatum isolate 3265bRc14AB

0.000
2.000
0.000
0.000
0.001
0.001 0.001
0.000
0.000
0.000
0,000
0.000
0.001
0,000

AF291058 Fusarium proliferatum NRRL 31071

HF936728 Fusarium proliferatum genomic DNA

Figura 3.

KP864906 Fusarium proliferatum isolate SP1 2

Arbol filogenético de las cepas 1144 y 1147. Las secuencias del

marcador molecular Efta se alinearon utilizando el método de Muscle, la
filogenia se realiz6 utilizando el método Maximum likelihood.
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0.000

MT441905.1 Fusarium proliferatum isolate FpGp-1
0.002

0.002 MT441906.1 Fusarium proliferatum isolate FpAl-1

0.001 - MT441908.1 Fusarium fujikuroi isolate FfSr-1

0.000 0.004

MT134978.1 Fusarium proliferatum isolate N1052

cepa 1145

0.001

0.004

MT039382.1 Fusarium proliferatum isolate A9

0.003

e MT394055.1 Fusarium proliferatum isolate

0.001 0.002

MT134967.1 Fusarium proliferatum isolate N1F2

0.001

MT134970.1 Fungal sp. isolate N3R4

0.005

MMN955527 .1 Fusarium fujikuroi clone LS167

0.003

MN955539.1 Fusarium proliferatum clone L5196

Figura4. Arbol filogenético de la cepa 1145. Las secuencias del marcador
molecular ITS se alinearon utilizando el método de Muscle, la filogenia se
realizo utilizando el método Maximum likelihood.

6.2 Efecto antagonico de los consorcios bacterianos 745-752c y 749-751 en
F. proliferatum
6.2.1 Antibiosis de los consorcios bacterianos en F. proliferatum
Para determinar la capacidad inhibitoria del crecimiento en F. proliferatum
que tienen los consorcios bacterianos, se midi6é la reduccién del crecimiento por
accion de los metabolitos que estos consorcios 745-752c (P. mediterranea y V.
paradoxus) y 749-751 (P. mediterranea 'y P. antophila) secretan al medio de cultivo,

dichos metabolitos debido a su naturaleza quimica y tamano difunden hacia el
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medio de cultivo al atravesar una membrana semipermeable (papel celofan).
Observamos una respuesta diferencial por parte de las dos cepas al efecto de los
consorcios analizados. En el caso de la cepa 1144 se observo un efecto inhibitorio
del crecimiento mejor por parte del consorcio 745-752¢, mientras que para la cepa
1147 el consorcio 749-751 mostré mejores resultados de inhibicion, aunque no tan
alejados de lo obtenido con el consorcio 745-752c, ambos consorcios mostraron
porcentajes de inhibicibn mayores al 50 % posterior a las dos semanas de
crecimiento (Figura 5y 6).

Cepa 1144

100
90

80

70 A

&5 54.75 B
45.51

50
40
30
20
10

Porcentaje de ihibicion

745-752c¢ 749-751

Consorcios

Figura5. Efecto antagonico en la cepa 1144 de los metabolitos
secundarios producidos por los consorcios bacterianos. La cepa 1144 se
inoculd6 en agar PDA que contiene los metabolitos secretados por los
consorcios 745-752c y 749-751. Las placas se incubaron durante 2 semanas a
28 °C. Como control se crecid la cepa 1144 en agar PDA libre metabolitos. Se
muestra el promedio de tres experimentos realizados. Los datos se analizaron
con una prueba de ANOVA.
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Figura6. Efecto antagonico en la cepa 1144 de los metabolitos
secundarios producidos por los consorcios bacterianos. La cepa 1147 se
inoculd en agar PDA que contiene los metabolitos secretados por los
consorcios 745-752c y 749-751. Las placas se incubaron durante 2 semanas a
28 °C. Como control se crecié la cepa 1147 en agar PDA libre metabolitos. Se
muestra el promedio de tres experimentos realizados. Los datos se analizaron
con una prueba de ANOVA.

El analisis de datos con la prueba ANOVA y la comparacién por el método
Tukey (95 %) podemos inferir cual consorcio bacteriano inhibid mejor a las dos
cepas de F. proliferatum. Al comparar las medias de inhibicibn vemos que para la
cepa 1144 hay diferencia significativa entre la inhibicién producida por el consorcio
745-752c y 749-751, teniendo que el consorcio 745-752c¢ inhibe mas el crecimiento
de esta cepa que el consorcio 749-751, la diferencia de inhibicion es de 10mm, lo
que nos da una diferencia significativa entre ambos tratamientos. En el caso de la
cepa 1147 la diferencia entre medias no fue significativa, fue una diferencia menor
a 2mm, pero si mostré un alto porcentaje de inhibicibn. Ambos consorcios
mostraron inhibir de manera eficaz y similar a la cepa 1147 en las pruebas
realizadas. Por otro lado, para la cepa 1147, observamos que con el consorcio 749-
751 produjo un cambio de pigmentacién en la colonia (Figura 7).
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Figura7. Inhibicion del crecimiento en F. proliferatum por los metabolitos
secretados al medio de cultivo por los consorcios 745-752c y 749-751.
Crecimiento radial cepa 1144 (panel superior), cepa 1147 (panel inferior). A)
Control, B) tratamiento consorcio 745-752c, C) tratamiento consorcio 749-751.
Las placas se incubaron a 28 °C durante dos semanas. El experimento se
realizé por triplicado.

6.2.2 Efecto antagonico en las cepas 1144 y 1147 ejercido por el extracto de

metabolitos de los consorcios bacterianos 745-752c y 749-751.

Como se mencion6 anteriormente son varios los mecanismos por los que las
bacterias son capaces de antagonizar a hongos fitopatégenos. Evaluamos la
capacidad que tienen los consorcios bacterianos para inhibir el crecimiento de las
cepas de F. proliferatum por accion de los metabolitos que secretan al medio de
cultivo. Para ello, utilizamos estos compuestos extraidos a partir de los consorcios
745-752c y 749-751 crecidos en agar PDA, extraidos con solventes organicos. Para
ello utilizamos tres diferentes solventes: hexano, acetato de etilo y cloroformo de
manera independiente, para obtener asi una gama mas amplia de compuestos con
base a la polaridad de los solventes. Obtuvimos variacion en los resultados dada la
diferente polaridad, por lo tanto, el tipo de moléculas solubles en dichos solventes
es distinto. El mejor resultado antagdnico se observd con los compuestos extraidos
utilizando el cloroformo, dado que el crecimiento del hongo se inhibié hasta en un
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80 %, este valor se registr6 para los metabolitos obtenidos de ambos consorcios
bacterianos, seguido del hexano, cuyo porcentaje de inhibicién fue del 62 % para el
consorcio 745-752c y para el consorcio 759-751 fue del 59%. Por ultimo, las
moléculas obtenidas con acetato de etilo mostraron un porcentaje de inhibicidén del
55 % pero en este caso tuvo una mejor respuesta el consorcio 749-751 en
comparacién del consorcio745-752c cuyo porcentaje inhibicion fue de 48 %. Cabe
mencionar que la cepa 1147 mostr6 mayor susceptibilidad en las pruebas
realizadas en comparacion con la cepa 1144, resultado similar que ya se habia
obtenido en las pruebas de antibiosis (Figuras 8-11).

No solo se observd inhibicidon en estas pruebas, ademas aprecié un cambio
en la morfologia de crecimiento del hongo como es la pigmentacion de ambas
cepas. En la cepa 1144 se desarrolldé un color naranja en el borde de la colonia con
un centro blanco, ademas que la colonia no mostr6 un aspecto algodonoso, mas
bien un aspecto aspero y el periodo de crecimiento paso de 2 semanas a 5
semanas para observar resultado. En el caso de la cepa 1147 las colonias
crecieron con borde morado y centro de color naranja y en algunos casos la colonia
crecia completamente blanca, en ambos casos la colonia mostrd aspecto

algodonoso, asi como un crecimiento ovalado en lugar de circular (Figura 9).

Consorcio 745-752c/ Cepa 1444

Hexano Acetato de etilo Cloroformo

Figura8. Actividad antifungica de los metabolitos secundarios producidos
por el consorcio 745-752c. Comparamos el efecto de los metabolitos
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extraidos con tres diferentes solventes.1.5x10° conidia de F. proliferatum se
trataron durante 24 h en las siguientes condiciones: A) control (metanol 70
%), B) 5puL de metabolitos, C) 10 pL de metabolitos, D) 15 pL de metabolitos.
Posterior al tratamiento se deposité una gota de 15 pL en PDA, se incubd por
2 semanas a 28 °C y se evaluo el desarrollo de la colonia. El experimento se
realizo por triplicado, los datos se analizaron con Anova.

Consorcio 749-751/ Cepa 1444
Acetato de etilo Cloroformo

Figura9. Actividad antifungica de los metabolitos secundarios producidos
por el consorcio 749-751. Comparamos el efecto de los metabolitos extraidos
con tres diferentes solventes 1.5x10° conidia de F. proliferatum se trataron
durante 24 h en las siguientes condiciones: A) control (metanol 70 %), B) 5 uL
de metabolitos, C) 10 pL de metabolitos, D) 15 pL de metabolitos. Posterior al
tratamiento se depositdé una gota de 15 pL en PDA, se incubd por 2 semanas a
28 °C y se evalué el desarrollo de la colonia. El experimento se realizé por
triplicado, los datos se analizaron con Anova.

Consorcio 745-752c¢/ Cepa 1147

Hexano Acetato de etilo Clorformo
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Figura 10. Actividad antifungica de los metabolitos secundarios producidos
por el consorcio 745-752c. Comparamos el efecto de los metabolitos
extraidos con tres diferentes solventes. 1.5x10° conidia de F. proliferatum se
trataron durante 24 h en las siguientes condiciones: A) control (metanol 70
%), B) 5 pL de metabolitos, C) 10 pL de metabolitos, D) 15 uL de metabolitos.
Posterior al tratamiento se deposité una gota de 15 pL en PDA, se incubod por
2 semanas a 28 °C y se evaluo el desarrollo de la colonia. El experimento se
realizo por triplicado, los datos se analizaron con Anova.

Consorcio 749-751/ Cepa 1147

Hexano Acetato de etilo Cloroformo

Figura11. Actividad antifungica de los metabolitos secundarios producidos
por el consorcio 749-751. Comparamos el efecto de los metabolitos extraidos
con tres diferentes solventes. 1.5x10° conidia de F. proliferatum se trataron
durante 24 h en las siguientes condiciones: A) control (metanol 70 %), B) 5 uL
de metabolitos, C) 10 pL de metabolitos, D) 15 pL de metabolitos. Posterior al
tratamiento se deposito una gota de 15 pL en PDA, se incubo por 2 semanas a
28 °C y se evalud el desarrollo de la colonia. El experimento se realizé por
triplicado, los datos se analizaron con Anova.

En la dltima década, los metabolitos secretados por bacterias promotoras de
crecimiento han empezado a tener un uso mas marcado en la agricultura, esto
debido a que al ser un producto de origen bacteriano, las cuales de manera natural
son antagoénicas de algunos hongo patdégenos, aunado a su efectividad y sin tener
efectos secundarios en la planta y en el ambiente, pueden inhibir el crecimiento de
fitopatégenos en este caso la germinacién y desarrollo de las conidia de Fusarium o
en dado caso que el hongo ya esté presente en el suelo, controlar su crecimiento y
asi evitar la invasion de las raices, demostrando que tiene gran potencial como
biocontrol de fitopatégenos (Cordero et al., 2014).
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Las dos pruebas que realizamos con los metabolitos producidos por los
consorcios bacterianos fueron diferentes, en una dejamos crecer los consorcios
sobre la caja Petri en celofan y los retiramos para crecer el hongo directamente
sobre la caja impregnada con los metabolitos secretados. En el segundo ensayo,
se realizé la recuperaron los metabolitos producidos por el consorcio que fueron
secretados al agar, asi como los que pudieron estar presentes en el interior de la
bacteria. Debido a que se utilizaron tres solventes con polaridad diferente (acetato
de etilo, cloroformo y hexano), los compuestos recuperados se re suspendieron en
metanol 70 %, dado que observamos que en este solvente no se altera la viabilidad
de las conidia. Los datos obtenidos mostraron que los metabolitos recuperados con
cloroformo resulté ser el mejor solvente, pues en nuestro caso mostréo el mejor
efecto antifungico con resultados 6ptimos en la inhibicidon de las dos cepas de F.

proliferatum.

A la fecha, en la literatura no hay descritos compuestos antifungicos de todos
los géneros bacterianos que utilizamos, del que se tiene mayor descripcion es de
Pseudomonas que es la mas utilizada para el biocontrol de fitopatégenos como es
el caso de F. proliferatum (Cordero, 2014). Se menciona que varias especies del
género de Pseudomonas y Variovorax tienen un efecto antagdnico contra hongos
fitopatdbgenos, de hecho éstas muestran efecto inhibitorio en hongos del género
Fusarium, entre los mecanismos para realizarlo, esta la produccion de antibiéticos
ya que sintetizan varios metabolitos como lipopéptidos, fenazinas y compuestos
volatiles como el acido cianhidrico que afectan el crecimiento de los hongos
fitopatdbgenos, ademas de enzimas liticas e hidroliticas como son: celulasas,
quitinasas, proteasas, asi como B-glucanasas (Satola et al., 2013; Walterson et al.,
2015; Zhou et al., 2021).

Estas enzimas podrian ser el mecanismo de accién para inhibir el
crecimiento de F. proliferatum dada su actividad hidrolitica en los enlaces -1, 3
glucano presente en la pared celular de los hongos, al romper estos enlaces de
glucano, la composicién de la pared celular pierde rigidez afectando asi su
estabilidad y por ende la capacidad de crecimiento de la célula (Mouyna et al.,
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2013; Xu et al., 2016). Algunos otros metabolitos producidos por cepas del género
Pseudomonas con actividad antifungica, en especial de hongos, es el &cido
fenazina-1-carboxilico, éste inhibe el crecimiento de varios géneros de hongos
fitopatdgenos como es el caso de Fusariumy Gaeumannomyces al igual que el 2,4-
diacetilfloroglucinol inhibe el crecimiento de estos hongos en pruebas in vitro
(Preston et al., 2019; Vlot et al., 2021).

6.3 Los compuestos volatiles (COVs) producidos por los consorcios
bacterianos 745-752c y 749-751 inhiben el crecimiento de F. proliferatum
Las bacterias que son capaces de inhibir el crecimiento de hongos
fitopatdbgenos, como se menciond anteriormente, presentan varios mecanismos de
antagonismo. En hongos fitopatdgenos como F. proliferatum, F. oxysporum vy
Botrytis cinerea su crecimiento es antagonizado por la accidn de bacterias
pertenecientes a los géneros que usamos en esta investigacion. P. mediterranea
inhibe el crecimiento de los tres hongos mencionados, V. paradoxus se tiene
registro que inhibe a F. oxysporumy B. cinerea al igual que P. antophila. (Xu et al.,
2016). Otro mecanismo que poseen estas bacterias para controlar el crecimiento de
hongos fitopatdgenos esta dado por la produccion de compuestos volatiles (COVs),
(Xu et al., 2016). En nuestros experimentos encontramos que los COVs producidos
por ambos consorcios, mostraron efecto inhibitorio importante en F. proliferatum.
Los datos obtenidos de ambos tratamientos para tener un margen mas amplio de
comparacién, entre ambos consorcios, la diferencia fue significativa en la respuesta
a los consorcios bacterianos, ambos consorcios inhibieron el crecimiento de las dos
cepas de hongos pero la respuesta a cada consorcio fue diferente, el consorcio
745-752c tiene una mejor respuesta inhibitoria en comparacion del consorcio 749-
751 (P=0.01) respecto a su efecto inhibitoria en la cepa 1147 (Figura 12 y 14). Por
otro lado, en el caso de la cepa 1144 siguiendo el mismo de analisis existe
diferencia significativa entre las medias de inhibicién del consorcio 745-752c con
respecto al consorcio 749-751, tomando en cuenta estas diferencias el consorcio
con mayor rango de inhibicion para la cepa 1144 fue el 745-752¢ (Figura 12 y 13).
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Figura12. Inhibicion de crecimiento en F. proliferatum por accion de los
COVs producidos por los consorcios bacterianos. En una caja de PDA se
inocularon sin contacto tanto el consorcio y el hongo en cuestion 1144 (panel
superior) y 1147 (panel inferior) Posterior a las 2 semanas de incubacién se
fotografiaron las cajas A) Control, B) 745-752c y C) 749-751. El experimento se
realizé por triplicado.
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Figura 13. Efecto antagoénico ende la cepa 1144 por accion de COVs. Se
determiné el porcentaje en la reduccion del crecimiento en respuesta a los
compuestos volatiles sintetizados por ambos consorcios bacterianos en agar
PDA. El crecimiento radial de la colonia se midié posterior a dos semanas de
incubacion a 28 °C. El experimento se realizé por triplicado, los datos se
analizaron utilizando una prueba ANOVA.
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Los COVs se caracterizan por ser moléculas de bajo peso molecular y su
produccién esta relacionada con varios procesos, que incluyen la comunicacion, el
metabolismo, asi como el efecto antagdnico sobre otros microorganismos (Borrego-
Mufos et al., 2021). Un ejemplo de ellos es el acido cianhidrico (HCN) que afecta el
crecimiento de los hongos fitopatdgenos, éste interrumpe la respiracién celular,
dado que es un inhibidor del citocromo oxidasa, evitando que se realice la
transferencia de electrones, lo cual disminuye la produccion de ATP (Preston et al.,
2004; Vot et al., 2021). En nuestro caso, las bacterias 745, 749 y 752C producen
HCN (comunicacién personal; Ing. Agroquimico Daniel Mendoza), por lo que el
efecto inhibitorio observado en parte podria ser debido a la produccién de este
compuesto. Ademds de la inhibicion del crecimiento, observamos cambios en la
pigmentacién del micelio. En condiciones normales las colonias de F. proliferatum
desarrollan vellosidades blancas y después de cierto tiempo se tornan de color
purpura en el centro de la colonia posterior a dos semanas de crecimiento a 28 °C,
en las pruebas realizadas observamos que esta pigmentacién cambia, se torna
color naranja o quedar en color blanco después de dos semanas de incubacion
(Figura 12). El cambio de la pigmentacion puede ser debido a la produccion de los
carotenos Estas moléculas tiene bastantes usos, pero en este caso su utilidad esta
dada por la capacidad para neutralizar los radicales libres, los cuales son
producidos como mecanismo de defensa por parte del hongo, en el caso de una
inhibicidn completa se sabe que se ve alterada la produccion de una proteina
llamada CarS (encargada de regular la sintesis de carotenoides en Fusarium)
(Ruger-Herreros et al ., 2022 y Marente et al., 2020), deteniendo asi la produccién
de estas enzimas y a su vez haciendo mas facil la inhibicion de Fusarium (Sun et
al., 2018 y Parra-Riivero et al., 2020).
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Figura 14. Efecto antagdénico en la cepa 1147 por accion de COVs. Se
determind el porcentaje en la reduccion del crecimiento en respuesta a los
compuestos volatiles sintetizados por ambos consorcios bacterianos en agar
PDA. El crecimiento radial de la colonia se midié posterior a dos semanas de
incubacion a 28 °C. El experimento se realizo por triplicado, los datos se
analizaron utilizando una prueba ANOVA.

Algunas actinobacterias producen COVs como el 2-metillisoborneol, 2
feniletanol, 2,4-diacetilfloroglucinol producidos por Streptomyces, el cual es eficaz
en la inhibicién del crecimiento de hongos fitopatégenos, ya que muchas de estas
moléculas alteran la membrana celular, afectando la viabilidad, a su vez interfieren
en la respiracion celular reduciendo la produccion de ATP, por ultimo y no menos
importante, interfieren en la transduccion de senales; en conjunto estos
mecanismos antagonizan al hongo fitopatégeno (Zhao et al., 2022).

6.4 Efecto benéfico de los consorcios bacterianos 745-752c y 749-751 en
plantas de maiz, trigo y sorgo
Dado que F. proliferatum es capaz de producir enfermedad en cereales
importantes como el sorgo, el maiz y el trigo, considerando que los consorcios

bacterianos 745-752c y 749-751 antagonizan el crecimiento de este patégeno in
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vitro, procedimos a determinar la capacidad promotora de crecimiento vegetal que
puedan tener estos consorcios bacterianos en dichas plantas. Para ello se trataron
las semillas de estos cereales con ambos consorcios de manera independiente
(seccidn 5.6 de materiales y métodos). Los tres tipos de plantas respondieron de
manera diferencial ante la presencia de los consorcios bacterianos, mostraron
excelentes resultados con alguno de los dos consorcios dependiendo de la
variedad de la semilla utilizada, para ello se evaluaron dos parametros: el alto de la

planta y el largo de la raiz.

En el caso del maiz se usaron dos variedades de semilla comerciales
Ocelote y Zeus, en ambos casos la presencia de los consorcios potencié el
crecimiento del tallo asi como el largo de la raiz, existiendo diferencia significativa
en comparacién con el control al que no se le suministré la bacteria (Figura 15 y
16), cabe destacar que en la variedad Ocelote, la raiz el consorcio 745-752¢ tuvo
un mejor desempenfo al obtener raices de mayor longitud (Fig. 15), en el caso de la
variedad Zeus, no se detect6 diferencia entre el efecto benéfico obtenido por parte
de ambos consorcios

(Figura 16).
50 Variedad Ocelote

45

A A A
40

" B .
35 1 ’
- -
25 -
20 Tallo
15 [
10

0

Control _745-752-c  749-751 | Control  745-752c  749-751
Consorcios Consorcios

H

Longuitud en cm

o

w

Figura 15. Efecto benéfico ejercido por el consorcio bacteriano en plantas
de maiz variedad Ocelote. Posterior a 4 semanas de tratamiento se midi6 la
longitud de la raiz y del tallo de plantas de maiz tratadas con los consorcios
745-752c y 749-751 de manera independiente. El experimento se realizé por
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duplicado. La letra diferente sobre la barra indica diferencia estadisticamente
significativa.
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Figura 16. Efecto benéfico ejercido por el consorcio bacteriano en plantas
de maiz variedad Zeus. Posterior a 4 semanas de tratamiento se midid la
longitud de la raiz y del tallo de plantas de maiz tratadas con los consorcios
745-752c y 749-751 de manera independiente. El experimento se realizé por
duplicado. La letra diferente sobre la barra indica diferencia estadisticamente
significativa.

Un mejor desarrollo de la raiz se traduce en un aumento en la adquisicion de
nutrientes y de agua, este efecto benéfico se podra ver reflejado en el llenado de
los granos, asi como el tamafo de la planta, permitird tal vez produccion de
mazorcas con mayor peso, seria interesante en experimentos posteriores
determinar la tasa fotosintética de las plantas tratadas con la bacteria, asi como la
produccién de grano. Como se observa en las figuras 17 y 18, es clara la
modificacion de la arquitectura radicular propiciado por la accién de los consorcios,

asi como el tamano de la planta.

47



Figura 17. Efecto del consorcio bacteriano en el crecimiento de la raiz y del
tallo en planta de maiz variedad Ocelote. Las plantas se colectaron posterior a
4 semanas de tratamiento. A y D (control), B y E (consorcio 745-752c), Cy F

(consorcio 749-751).

Figura 18. Efecto del consorcio bacteriano en el crecimiento de la raiz y del
tallo en planta de maiz variedad Zeus. Las plantas se colectaron posterior a 4
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semanas de tratamiento. A y D (control), B y E (consorcio 745-752c), C y F
(consorcio 749-751).

Se ha demostrado que el aumento del tamarno de la raiz y los nutrientes que
esta capta conduce a una mejor produccién del fruto, en tomate y pepino aumenté
el crecimiento de la raiz con tratamiento bacteriano, en comparacion con los
controles si hubo diferencia en el crecimiento del fruto y el estado de éste (Sun et
al., 2018 y Abdel et al 2021).

Por otro lado, en el caso del trigo, observamos un resultado similar puesto
que hay mejor desarrollo de la planta en presencia de los consorcios bacterianos al
ser comparado con el control. Se utilizé la variedad Bernard, es claro el efecto
benéfico ejercido por los dos consorcios (Figuras 19 y 20).
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Figura 19. Efecto benéfico ejercido por el consorcio bacteriano en plantas
de trigo variedad Bernard. Posterior a 4 semanas de tratamiento la longitud de
la raiz y del tallo de plantas de trigo tratadas con los consorcios 745-752c y
749-751 de manera independiente. El experimento se realizdé por duplicado, la
letra diferente sobre la barra representa diferencia estadisticamente
significativa.
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Figura 20. Efecto del consorcio bacteriano en el crecimiento de la raiz y del
tallo en planta de sorgo variedad Bernard. Las plantas se colectaron posterior
a 4 semanas de tratamiento. A y D (control), B y E (consorcio 745-752c),Cy F
(consorcio 749-751).

El efecto de los consorcios bacterianos también fue probado en otro cereal
de importancia agronémica, el sorgo. En este caso se utilizaron dos variedades,
Pioneer y Aspros. De nueva cuenta, ambos consorcios producen claros efectos
benéficos en el desarrollo de la raiz, asi como del tallo de la planta. En este caso,
observamos que el consorcio formado por las bacterias 745-752C, mostrdé un mejor
desempeno en cuanto al desarrollo de la raiz en la variedad Aspros (Figuras 21
y22). Para la variedad Pioneer, ambos consorcios fueron eficaces en cuanto al
desarrollo de la raiz y el tamafo del tallo (Figuras 23 y 24).
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Figura21. Efecto benéfico ejercido por el consorcio bacteriano en plantas
de sorgo variedad Aspros. Posterior a 4 semanas de tratamiento longitud de
la raiz y del tallo de plantas de sorgo tratadas con los consorcios 745-752c y
749-751 de manera independiente. El experimento se realizé por duplicado. La
letra diferente sobre la barra representa diferencia estadisticamente
significativa.

Figura 22. Efecto del consorcio bacteriano en el crecimiento de la raiz y del
tallo en planta de sorgo de la variedad Aspros. Las plantas se colectaron
posterior a 4 semanas de tratamiento. A y D (control), B y E (consorcio 745-
752c), C y F (consorcio 749-751).
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Figura 23. Incremento en el crecimiento de la raiz y tallo el consorcio
bacteriano en plantas de sorgo variedad Pioneer. Posterior a 4 semanas de
tratamiento se midié la longitud de la raiz y del tallo de plantas de sorgo
tratadas con los consorcios 745-752c y 749-751 de manera independiente. El
experimento se realizé por duplicado. La letra diferente sobre la barra indica
diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 24. Efecto promotor de crecimiento del consorcio bacteriano en la
planta de sorgo de la variedad Pioneer. Las plantas se colectaron posterior a
4 semanas de tratamiento. A y D (control), B y E (consorcio 745-752c), Cy F
(consorcio 749-751).

Sabemos que la interaccion planta-bacteria se lleva a cabo en la rizosfera, la
cual es colonizada por algunas bacterias que por quimiotaxis son atraidas hacia la
planta, para esto existe especificad que permite dicha asociacion, la cual es
mediada por moléculas quimicas. Una vez que las bacterias colonizan las raices de
la planta, se ha demostrado que actuan como promotoras del crecimiento, ya que
las bacterias hacen accesible el fésforo, el zinc que se encuentran en formas
insolubles, es decir, poco accesibles para la planta. La produccion de &acidos
organicos acidifica el pH del suelo favoreciendo asi la solubilizacién de nutrientes
para la planta, esto lo realizan las bacterias en la raiz de la planta como es el caso
de Pseudomonas lo cual a su vez atrae mas bacterias a las raices (Figueroa-Lépez
et al., 2016; Sanchez-Bautista et al., 2018).

6.5 Colonizacion de las bacterias de los consorcios 745-752c y 749-751 en
las raices de sorgo, maiz y trigo

Como se reportd en el apartado anterior, los consorcios bacterianos
ejercieron efecto benéfico en las plantas de maiz, sorgo y trigo. Una caracteristica
deseable en este tipo de bacterias es la capacidad para asociarse con la planta, es
decir colonizar y comportarse como endéfitas. Es por ello que se analiz6 si de las
plantas tratadas con los consorcios, es posible recuperar las bacterias a partir de
las raices, como un indicativo de la capacidad de colonizacién.

Para ello, de cada tratamiento se eligié al azar cada planta la cual pasé por
un proceso de sanitizacion descrito en el apartado 5.6 materiales y métodos.
Posterior a comprobar la ausencia de bacterias en la superficie de la raiz, se
procedié a macerar y a inocular en caldo y agar nutritivo las raices. En el control
(sin inocular), no se obtuvieron bacterias posteriores a 48 h de incubacion a 28 °C,
mientras que en las raices provenientes de las plantas tratadas con bacteria, se
obtuvo crecimiento bacteriano posterior a las 24 h de incubacion a 28 °C (Figura
25).
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Figura25. UFC obtenidas a partir de raiz colonizada. Se sembré en agar
nutritivo las raices maceradas provenientes de los tratamientos de las plantas
de trigo con los consorcios bacterianos.

La identificacion de las bacterias obtenidas se corrobord con algunas
pruebas bioquimicas y tincion de Gram realizadas a algunas colonias recuperadas
de cada una de los tratamientos, de manera general se observdé que hubo
correspondencia de las bacterias inoculadas con las recuperadas (datos no
mostrados).

La colonizacién de las bacterias en las raices de la planta depende de tres
factores importantes para que se pueda dar ese tipo de simbiosis: EI Quorum
sensing, las moléculas de sefializacién como el AHL (N-acil homoserina lactonas),
vitaminas, aminodcidos, iones inorganicos, y compuestos fendlicos que estdn muy
relacionados con el desarrollo de la respuesta inmune de en las plantas,
suprimiendo el crecimiento de fitopatégenos y aumentando la colonizacion de
bacterias en las raices como es el caso de las bacterias del género Pseudomonas (
Deshwal et al.,, 2020). La adhesién de varias bacterias a la raiz por medio de
interaccién con receptores en la superficie de la raiz de la planta, por ultimo la
formacién del biofilm de la colonia bacteriana en la superficie de la raiz dada la
capacidad de secrecién de exopolisacarido (Adeleke et al., 2021; Sanchez-Bautista
et al., 2018).

Es importante que la bacteria presente mecanismo de locomocién como
el uso de flagelos y de pili, asi se movera a regiones dentro de la planta 6ptimas
para su crecimiento. Para que la colonizacion sea exitosa, las bacterias secretan

54



moléculas MAMP (Patrones moleculares asociados a patégenos) que inhiben la
respuesta inmune de la planta contra las bacterias que las producen, también
secretan enzimas que las defienden contra el estrés oxidativo producido por las
especies reactivas de oxigeno que la planta genera para evitar la colonizacion de
patdgenos (Adeleke et al., 2021; Kumar et al., 2020).

La presencia de estas bacterias en las raices después de 4 semanas de
tratamiento resalta la relacidn mutualista entre estas plantas y las bacterias que
estamos manejando, obviamente observamos diferentes concentraciones de las
bacterias en los diferentes tipos de semillas utilizadas, esto esta relacionado con
los mecanismos que utilizan para formar dicha relacion mutualista, asi como el
genotipo de la semilla utilizada (Eldridge et al., 2021; Adeleke et al., 2021; Afzal
et al., 2019).

6.6 Efecto bioprotector de los consorcios 745-752c y 749-751 en plantas de
trigo en contra del hongo de F. proliferatum

Una vez que determinamos que las bacterias de los consorcios son capaces
de promover el crecimiento vegetal, de colonizar la planta, asi como de inhibir el
crecimiento del F. proliferatum in vitro, procedimos a investigar si estas bacterias
son capaces de proteger a la planta cuando es retada con el hongo en cuestion.
Para ello se analiz6 el efecto de los consorcios 745-752c y 749-751 en las plantas
de trigo Este experimento consisti6 en infectar las semillas de trigo una vez
cultivadas con 10 millones de conidia (punto 5.7 de materiales y métodos). En este
caso utilizamos de primera instancia la variedad comercial Berndard posterior a un
mes después del tratamiento, no observamos signo alguno de la enfermedad
(datos no mostrados).

En este experimento se manejaron tres grupos, el control con un total de 32
plantas, 16 inoculadas con la cepa 1144, y 16 plantas con la cepa 1147. El grupo
dos, consistié en 32 plantas, 16 infectadas con la cepa 1144 y las otras 16 con la
cepa 1147, la diferencia en este caso es que estas 32 plantas se inocularon con el
consorcio 745-752c una vez por semana durante las 4 semanas que duré el
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experimento. El tercer grupo se manejé de la misma manera que el grupo 2, pero

se inoculd con el consorcio 749-751.

Durante el periodo de experimento se observaron diferencias entre los
controles y las plantas tratadas con los consorcios, la que mas resalté fue que el
control de las plantas infectadas con la cepa 1144 al final del experimento se
secaron el 40 %, mientras que de las plantas infectadas con la cepa 1147 se seco
el 20 % de las plantas. En el caso de las plantas con tratamiento inoculadas con el
consorcio 745-752c, se secaron el 13% de las plantas inoculadas con la cepa 1144,
mientras que de las plantas tratadas con la cepa 1147 no se secd ninguna. De
manera similar en el tratamiento con el consorcio 749-751 y la cepa F. proliferatum
1144, se secd el 18% de mientras que de las plantas infectadas con la cepa 1147

ninguna planta se secé.

Asi mismo, en este ensayo también determinamos el efecto promotor de
crecimiento ejercido por los consorcios bacterianos en esta variedad de trigo. Las
plantas con tratamiento de los consorcios crecieron mucho mas rapido que los
controles sin bacterias, ademas el tallo de la planta correspondiente al tratamiento
se observd que este presentd un color verde mas intenso y fue mas grueso que los
controles. En cuanto a la altura de la planta, observamos que éstas crecieron mas

debido a la presencia de las bacterias (Figuras 26, 27 y 28).

Trigo variedad Maya (Alto)

A A A A
15 B
B
m-]'
5I i
5
,\_b?' N\i\ s W &

«
™
b By (.«\\;» L\\’} \\N\’ \\’\}
& & B N P
S SR S AP

Altura encm

Consorcios

56



Figura 26. Efecto promotor de crecimiento en tallo en plantas de trigo
variedad Maya por los consorcios bacterianos 745-752c y 749-751. Posterior a
4 semanas de tratamiento, se tomaron las medidas de la altura del tallo de las
plantas con y sin tratamiento. Las plantas se infectaron con Fusarium
proliferatum (1144 y 1147). El experimento se realizé por duplicado. La letra
diferente sobre la barra indica diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 27. Efecto promotor de crecimiento en raiz por parte de los
consorcios bacterianos 745-752c y 749-751 en la variedad Maya. Posterior a 4
semanas de tratamiento, se midié la longitud de la raiz de las plantas con y
sin tratamiento. Las plantas se infectaron con Fusarium proliferatum (1144 y
1147). El experimento se realizo por duplicado. La letra diferente sobre la
barra indica diferencia estadisticamente significativa.

Por otro lado, en el caso de las plantas control, en las que no se inocul6
ningun consorcio bacteriano, se observo el crecimiento del micelio algodonoso del
hongo, ya que éste crecid sobre el tallo y se observé a simple vista (Figura 29). En
este caso las plantas una vez que inici6 el fenébmeno de la marchitez, éstas se

secaron por completo.

Como se ha mencionado previamente, las plantas estdn en constante
interaccion con una gran gama de microorganismos, en este caso las bacterias

presentan una vital importancia en el desarrollo de la planta, ya que ademas de
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proporcionar nutrientes para su éptimo desarrollo o activar rutas metabdlicas que
propician el crecimiento de las raices, también les ayuda a ser mas resistentes en
situaciones de estrés constante, como suelo falto de nutrientes, sequia o
resistencia a patdbgenos como bacterias o hongos, ayudando al sistema inmune de
la planta a desarrollar una respuesta optima y agresiva contra las infecciones por

microorganismos.(Kumar et al., 2020).

Figura 28. Efecto de los consorcios 745-752c y 749-751 en plantas
infectadas con F. proliferatum. Panel superior plantas infectadas con la cepa
1144, panel inferior con la cepa 1147. A y D controles sin tratamiento, By E
plantas tratadas con el consorcio 745-752c, C y F plantas tratadas con el
consorcio 749-751. El periodo de crecimiento fue de 4 semanas.

Esta interaccion planta-bacteria esta mediada por una molécula llamada acil-
homoserina lactona (AHL) esta molécula se une a un receptor tipo LuxR, estos

forman un complejo que desencadena la comunicacion por Quorum Sensing
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quimica, mediando la 6ptima colonizacion de las bacterias en las raices de la
planta, esta sefalizacion permite la produccidén de especies reactivas de oxigeno en
la planta como H20, y el NO, estas moléculas estan relacionadas a la respuesta
inmune adquirida. Otro mecanismo que desarrollan las bacterias en la planta es la
Resistencia sistémica inducida, ya que, por medio de moléculas como los
flavonoides, activando de manera indirecta la respuesta del sistema inmune sin
desencadenar una respuesta excesiva para la defensa de los patdogenos(Kumar
et al., 2020; Preston et al., 2004; Vlot et al., 2021).

Figura 29. Crecimiento de F. proliferatum en planta de trigo variedad Maya.
Las plantas control que no se trataron con consorcios bacterianos
presentaron crecimiento del hongo en la base del tallo Panel (A) cepa 1144;
panel (B) cepa 1147. Las plantas se fotografiaron posterior a 4 semanas de
iniciado el experimento.

Las moléculas que producen las bacterias endéfitas ayudan a generar una
respuesta inmune Oéptima contra fitopatogenos. De algunas bacterias endobfitas
como Pseudomonas se conocen estas moléculas tales como: fenazinas, las
pioluteorinas, las pirrolnitrinas, el 2,4-diacetilfloroglucinol y los lipopéptidos. Algunos
de estos desencadenan respuestas asociadas a MAMP (Patrones aosciados a
patdgenos) o activan receptores como el DAMP en la pared celular en células
vegetal (Kumar et al., 2020; Vlot et al., 2021).
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7 CONCLUSIONES

1.

Las cepas de F. proliferatum presentaron alta susceptibilidad al
antagonismo ejercido por los consorcios formados por P. mediterranea, V.
paradoxus 'y P. antophila.

. Los metabolitos producidos por los consorcios presentaron actividad

antifingica en contra de F. proliferatum en el tratamiento de las conidias.

. Las bacterias que forman los consorcios con capaces de colonizar las

plantas de maiz, trigo y sorgo indicando el establecimiento de una relacion
simbidtica mutualista.

Los compuestos volatiles que producen los consorcios 745-752c y 749-751
son capaces de inhibir el crecimiento de F. proliferatum en experimentos in
vitro.

Estos consorcios podrian tener una aplicacion directa en los cultivos de
trigo para tratar las infecciones producidas por F.proliferatum al sur del
pais donde se ve mas afectados por este patdégeno.

Se podria aplicar de manera periodica en cultivos de maiz, sorgo y trigo
para poder resistir temporadas extensas de sequia en las tierras de cultivo
y la falta de nutrientes en suelo, ya que en pruebas in vivo demostraron
mejorar el crecimiento radicular y el tallo de la planta

El mayor desarrollo radicular y del tallo en plantas de maiz, sorgo y trigo se
es el resultado de la actividad metabdlica de los consorcios bacterianos
formados por P. mediterranea, V. paradoxus y P. antophila. Demostrando
asi el efecto promotor de crecimiento de estos consorcios.

Los consorcios 745-752c y 749-751 proporcionan excelente bioproteccion
contra F. proliferatum a la vez que promueven el crecimiento de la planta.
Las bacterias que conforman los consorcios 745-752c y 749-751 colonizan
la raiz de la planta, lo cual indica una relacién mas estrecha y asegura la

persistencia de la bacteria en estado metabdlicamente activo.
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PERSPECTIVAS
1.- Caracterizar la relacién simbio6tica entre los consorcios bacterianos con las

plantas de trigo, maiz y sorgo.

2.- Identificar las moléculas que inhiben el crecimiento de F. proliferatum
producidas por los consorcios bacterianos, tanto los metabolitos obtenidos con los

diferentes solventes, asi como los COVSs.

3.- Realizar ensayos con los metabolitos producidos por los consorcios bacterianos
en plantas para observar si la relacion simbidtica es necesaria o solo depende de la

presencia de los metabolitos.

4.- Realizar pruebas de bioproteccion in vivo en tierras de cultivo con los consorcios
745-752c y 749-751 para determinar su efecto promotor de crecimiento en un

ambiente natural.
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Apéndice 1: Secuencias
Secuencia de la cepa1144

TCGACTCTGGCAGTCGACCACTGTGAGTACTACCCTGGACGATGAGCTTATCT
GCCATCGTGATCCTGACCAAGATCTGGCGGGGTACATCTTGGAAGACAATATG
CTGACATCGCTTCACAGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGAC
AAGCGAACCATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTAGTCACTTTCCCTTCGATCGCGC
GTCCTCTGCCCACCGATTTCACTTGCGATTCGAAACGTGCCTGCTACCCCGCT
CGAGACCAAAAATTTTGCGATATGACCGTAATTTTTTTGGTGGGGCATTTACCC
CGCCACTCGAGCGATGGGCGCGTTTTTGCCCTTTCCTGTCCACAACCTCAATG
AGCGCATTGTCACGTGTCAAGCAACGACTAACCATTCGACAATAGGAAGCCGC
TGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGG
CCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGAGACT
CCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCTTACTTCATCCTACTT
CCTCATACTAACATATCATTCAGACGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAA
CATGATCACTGGTACCTCCACGTCTGATGATATGTTAGTATGAGGAAGTAGGAT
GAAGTAAGAGCGACAACATACCAATGACGGTGACATAGTAGCGAGGAGTCTCG
AACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAG
CTTGTCAAGAACCCAGGCGTACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTT
CCTATTGTCGAATGGTTAGTCGTTGCTTGACACGTGACAATGCGCTCATTGAG
GTTGTGGACAGGAAAGGGCAAAAACGCGCCCATCGCTCGAGTGGCGGGGTAA
ATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATCGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGG
GTAGCAGGCACGTTTCGAATCGCAAGTGAAATCGGTGGGCAGAGGACGCGCG
ATCGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGAT
ACCACCGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGAAGCGATGTCAGCATATT
GTCTTCCAAGATGTACCCCGCCAGATCTTGGTCAGGATCACGATGGCAGATAA
GCTCATCGTCCAGGGTAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTG
GCCGATGACGACGACGTTAAGGTGAGTCTTGTCCTCCTTACCCATA

Secuencia de la cepa 1147

TCGACTCTGGCAGTCGACCACTGTGAGTACTACCCTGGACGATGAGCTTATCT
GCCATCGTGATCCTGACCAAGATCTGGCGGGGTACATCTTGGAAGACAATATG
CTGACATCGCTTCACAGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGAC
AAGCGAACCATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTAGTCACTTTCCCTTCGATCGCGC
GTCCTCTGCCCACCGATTTCACTTGCGATTCGAAACGTGCCTGCTACCCCGCT
CGAGACCAAAAATTTTGCGATATGACCGTAATTTTTTTGGTGGGGCATTTACCC
CGCCACTCGAGCGATGGGCGCGTTTTTGCCCTTTCCTGTCCACAACCTCAATG
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AGCGCATTGTCACGTGTCAAGCAACGACTAACCATTCGACAATAGGAAGCCGC
TGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGG
CCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGAGACT
CCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCTTACTTCATCCTACTT
CCTCATACTAACATATCATTCAGACGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAA
CATGATCACTGGTACCTCCACGTCTGATGATATGTTAGTATGAGGAAGTAGGAT
GAAGTAAGAGCGACAACATACCAATGACGGTGACATAGTAGCGAGGAGTCTCG
AACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAG
CTTGTCAAGAACCCAGGCGTACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTT
CCTATTGTCGAATGGTTAGTCGTTGCTTGACACGTGACAATGCGCTCATTGAG
GTTGTGGACAGGAAAGGGCAAAAACGCGCCCATCGCTCGAGTGGCGGGGTAA
ATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATCGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGG
GTAGCAGGCACGTTTCGAATCGCAAGTGAAATCGGTGGGCAGAGGACGCGCG
ATCGAAGGGAAAGTGATAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATA
CCACCGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGAAGCGATGTCAGCATATTG
TCTTCCAAGATGTACCCCGCCAGATCTTGTCAGGATCACGATGGCAGATAAGC
TCATCGTCCAGGGTAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCC
GATGACGACGACGTTAAGGTGAGTCTTGTCCTC

Secuencia de la cepa 1145

TGTGACATACCAATTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGG
ACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAA
ACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCGGGTTTGGTGTTGGGGATCGGCGA
GCCCTTGCGGCAAGCCGGCCCCGAAATCTAGTGGCGGTCTCGCTGCAGCTTC
CATTGCGTAGTAGTAAAACCCTCGCAACTGGTACGCGGCGCGGCCAAGCCGT
TAAACCCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGA
ACTTAAGCATATCAATATGATCCGAGGTCACATTCAGAAGTTGGGGGTTTAACG
GCTTGGCCGCGCCGCGTACCAGTTGCGAGGGTTTTACTACTACGCAATGGAA
GCTGCAGCGAGACCGCCACTAGATTTCGGGGCCGGCTTGCCGCAAGGGCTCG
CCGATCCCCAACACCAAACCCGGGGGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAAC
AGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCAT
CGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTA
CTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCC
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GTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAATTGGTATGTTCACAG
GGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTCCCCTACGGAA
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