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GLOSARIO

Actinobacteria. Procariotas de mayor valor econdémico y biotecnolégico y son
responsables de la produccién de metabolitos secundarios bioactivos , especialmente
antibioticos, agentes antitumorales, agentes inmunosupresores y enzimas.

Antagonismo. Interaccidn entre organismos o sustancias que causa la pérdida de
actvidad de uno de ellos, como la accion de los antibiéticos frente a lasbacterias.
Antibiosis

Antibiotico. Toxinas de bajo peso molecular producidas por la comunidad bacteriana
gue pueden matar y / o envenenar a otros microbios.

Biocontrol. Método ecoldgico y eficaz para reducir o mitigar las plagas y los efectos
de las plagas y enfermedades mediante el uso de enemigos naturales.

Bioelicitor. Metabolito secundario producido por las plantas como respuesta
fisiolégica y morfologica a factores microbianos, fisicos o quimicos.

Biofungicida. Producto o sustancia a base de organismos vivos o de sus metabolitos
utilizada para inhibir el crecimiento de hongos.

Biosurfactante. Compuestos anfifilicos que pueden causar citélisis al interactuar con
las membranas de microorganismos dafinos.

Compuesto volétil. Compuesto organico volatii que puede ser producido por
microorganismos en su metabolismo primario o secundario.

Conidio. Espora que se origina de una hifa especial (condiéforo) por la formacion de
un tabique delimitador.

Consorcio microbiano. Asociacion natural de dos 0 mas especies que actian como
una comunidad, beneficiAndose cada uno de ellos de la actividad de los demas.
Criopreservacion. Método donde se utilizan bajas temperaturas con el fin de
preservar las estructuras intactas de las células vivas.

Curva de crecimiento. Representacion del logaritmo del nimero de microorganismos
con respecto al tiempo.

Enddéfitos. Bacterias u hongos que viven dentro de una planta, dentro de espacios
intercelulares o haces vasculares sin dafiar al huésped y a menudo lo benefician.
Endospora. Estructura latente, resistente y no reproductiva producida por ciertas
bacterias.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/secondary-metabolite
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/immunosuppressive-agents

Enfermedad. Deterioro del estado normal de una planta que interrumpe o modifica
sus funciones vitales.

Etioldgico. Que causa o es la fuente de algo.

Filiforme. Que tiene forma o apariencia de hilo.

Fitohormonas. Pequefias moléculas organicas o sustancias que influyen en los
procesos fisiologicos de las plantas a concentraciones muy bajas.
Fitopatdgeno Organismo que causa enfermedad en una planta.

Flavonoides. Grupo de sustancias naturales con estructuras fendlicas variables.

Fusiforme. De forma de huso.

Halotolerante. Tolerancia al estrés ionico, o la capacidad de un organismo para crecer
a concentraciones de sal superiores a las requeridas para el crecimiento.

Hemolisis. Evento que provoca la liberacién de hemoglobina en la sangre debido a la
lisis de los glébulos rojos.

Hifa. Tipo de célula filamentosa ramificada que conforma el micelio de un hongo.
Hospedero. Organismo que alberga a otro en su interior o lo porta sobre si, ya sea en
una simbiosis de parasito, un comensal o un mutualista.

Incidencia. Numero de unidades de plantas que estan (visiblemente) enfermas,
generalmente en relacion con el numero total evaluado

In6culo. Cantidad de material que contiene microorganismos utilizada para iniciar un
cultivo.

Lipopéptido. Compuestos tensioactivos de péptidos y acidos grasos.

Metabolito secundario.

Micelio.Talo de los hongos, formado comunmente de filamentos muyramificados y q
ue constituye el aparato de nutricion de estos seres Vvivos.

Microesclerocio. Estructura de resistencia y propagacion de hongos fitopatdgenos.
Nativo. Especie que se encuentra en cierto ecosistema debido a procesos naturales,

como la distribucion natural y la evolucion.

Necrosis. Degeneracién de un tejido por muerte de sus células.
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Nodulo. Organo inducido en la mayoria de las especies de plantas leguminosas por
bacterias simbiéticas que fijan el Na.
Oomiceto. Protista filamentos y unicelular que se parece morfolégicamente a los

hongos.

Patogénesis. Origen y desarrollo de las enfermedades.

Patogenicidad. Capacidad absoluta de un agente infeccioso para causar enfermedad
o dafio en un huésped.

PGPR. Bacteria promotora de crecimiento vegetal (Plant Growth Promotion
Rhizobacteria)

Picnidio. Cuerpo fructifero asexual, esférico o en forma de botella, que en su interior
contiene conidioforos y conidios.

Quelante. Compuesto quimico cuya estructura permite la union de sus dos o0 mas
atomos donadores (0 sitios) al mismo ion metalico simultaneamente y producen uno o
mas anillos.

Resistencia sistémica adquirida. Mecanismo de defensa inducida que confiere
proteccién duradera contra un amplio espectro de microorganismos.

Resistencia sistémica inducida. Mecanismos en el que se genera un estado de
mayor capacidad defensiva en una planta estimulada por inductores de origen biético
y no biético.

Rizobacteria. Bacteria asociada a la raiz de plantas.

Rizoplano. Zona directamente adyacente a la raiz, incluida la epidermis y el mucilago
de la raiz.

Rizosfera. Area alrededor de la raiz de una planta que esta habitada por una poblacion
Unica de microorganismos influenciados por los quimicos liberados por las raices de
la planta.

Severidad. Estimacion visual en la cual se establecen grados de infeccion en una
determinada planta, sobre la base de la cantidad de tejido vegetal enfermo.
Sideroforo. Metabolito secundario producido por diferentes organismos para eliminar
el hierro de su entorno, haciendo que este elemento esencial esté disponible para la

célula.
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Sigho. Es la expresién visible (a simple vista o bajo lupa con un maximo de 10
aumentos) del patdégeno.
Simbiosis. Asociacion estrecha entre dos 0 mas organismos, donde existe un

beneficio mutuo.

Sintoma. Manifestacion reveladora de una enfermedad.

Solubilizacion. Proceso de preparacion de una solucion isotropica
termodinamicamente estable de una sustancia (hormalmente insoluble o escasamente
soluble en un disolvente dado) mediante la incorporacion de uno o mas componentes
anfifilicos adicionales

Toxina. Sustancia venenosa de origen microbiano, vegetal o quimico sintético que
reacciona con componentes celulares especificos para matar células, alterar el
crecimiento o desarrollo o destruir el organismo.

Viabilidad. Capacidad de continuar existiendo o desarrollarse como un ser vivo

Vida de anaquel.

Xenobidtico. Sustancias extrafias o productos quimicos exdgenos que el cuerpo no

reconoce.
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RESUMEN

El frijol es una de las leguminosas mas importantes a nivel mundial. El hongo
Macrophomina phaseolina es el agente causal de la pudricion carbonosa en este
cultivo, el cual afecta a nivel de raiz, tallo y hojas en todas las etapas fenoldgicas de la
planta. Debido a la naturaleza del hongo para formar estructuras de resistencia y ser
altamente patogénico, el control quimico no resulta una opcion factible en el manejo
de la enfermedad, por lo que el manejo integrado asociado al uso de técnicas de
control biolégico es una alternativa sustentable. El objetivo de este estudio fue aislar
bacterias rizosféricas y de nodulos de frijol y analizar su potencial antagonista in vitro
e in planta en el control biolégico de M. phaseolina. Se obtuvo una coleccion de 39
aislados no hemoliticos, de los cuales 8 se identificaron como bacterias pertenecientes
al género Bacillus y presentaron potencial de antagonismo in vitro contra
Macrophomina phaseolina con porcentajes de inhibicibn mayores a 50 %. Los aislados
BN20 y BA97 inhibieron el crecimiento micelial en un 80 y 85 %. Se identifico que los
aislados obtenidos emplean la produccién de compuestos volatiles como mecanismo
de antagonismo, mediante el establecimiento de pruebas en placa dividida. Los
aislados BA97, BN20, BN17 y BR20 fueron capaces de inhibir al patégeno con
porcentajes de 75, 62.5, 55 y 37.5 %, respectivamente. En lo relacionado a la
promocién de crecimiento, los aislados no presentaron capacidad para producir
siderdéforos y solubilizar fosfatos, sin embargo, si presentaron la capacidad de producir
acido indol acético en concentraciones de 11.31 a 22.07 yM/mL. Por otra parte, para
analizar el efecto sinérgico de los dos mejores microorganimos antagonicos, se
realizaron formulados con las bacterias BN20 y BA97, en condiciones de
almacenamiento a temperatura ambiente y en refrigeracion, donde se obtuvo efecto
antagonico del hongo por parte de los formulados a los 7 y 21 dias, con porcentajes
de 55y 525 (-4 °C) y 74 y 72 % (temperatura ambiente). En cuanto al efecto
antagonico in planta, el aislado BN20 fue el que mostré6 mayor capacidad de reducir la
severidad de la enfermedad en la interaccion tripartita planta-bacteria-patégeno, con

un indice de enfermedad del 34.28 %, ejerciendo un efecto de biocontrol del 55.50 %.
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ABSTRACT

Common bean is one of the most important legumes worldwide. The fungus
Macrophomina phaseolina is the causal agent of carbon rot in this crop, which affects
roots, stem and leaves in all the phenological stages of the plant. Due to the nature of
the fungus to form resistance structures and be highly pathogenic, chemical control is
not a feasible option in disease management, so integrated management associated
with the use of biological control techniques is a sustainable alternative. The aim of this
study was to isolate rhizospheric bacteria and bacteria from common bean nodules and
analyze their antagonistic potential in vitro and in plant in the biological control of M.
phaseolina. A collection of 39 non-hemolytic isolates was obtained, of which 8 were
identified as bacteria belonging to the genus Bacillus and potential for in vitro
antagonism against Macrophomina phaseolina with inhibition percentages greater than
50%. BN20 and BA97 isolates inhibited mycelial growth by 80 and 85%. It was identified
that the isolates use the production of volatiie compounds as a mechanism of
antagonism, through the establishment of tests on split plate. Isolates BA97, BN20,
BN17 and BR20 were pathogen inhibitors with percentages of 75, 62.5, 55 and 37.5%,
respectively. With regard to the promotion of growth, the isolates do not have the
capacity to produce siderophores and solubilize phosphates, however, they do have
the capacity to produce indole acetic acid in compounds of 11.31 to 22.07 uM / mL. On
the other hand, to analyze the synergistic effect of the two best antagonistic
microorganisms, formulated with the bacteria BN20 and BA97 were analyzed, in
storage conditions at room temperature and in refrigeration, where the antagonistic
effect of the fungus was achieved by those formulated at 7 and 21 days, with
percentages of 55 and 52.5 (-4 ° C) and 74 and 72% (room temperature). Regarding
the antagonistic effect in plant, the BN20 isolate was the one that selected the greatest
capacity to reduce the severity of the disease in the tripartite plant-bacteria-pathogen

interaction, with a disease rate of 34.28%, exerting a biocontrol effect from 55.50%.
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1. INTRODUCCION

La principal actividad econdmica de Sinaloa es la agricultura. Segun SIAP en el
2018, el Estado de Sinaloa cultivé 1 millén 43 mil 631 hectareas, las cuales produjeron
11 millones 147 mil 584 toneladas de alimentos con un valor de produccion de 52, 802,
647 millones de pesos. Entre los principales productos horticolas que se cultivan en el
estado de Sinaloa, se encuentra el frijol. Durante el afio agricola 2018, se cosecharon
96 mil 390 hectareas de esta leguminosa, de las cuales se obtuvieron mas de 170
toneladas, lo cual coloca al estado como el segundo productor de frijol a nivel nacional
(SIAP-SAGARPA, 2018).

La produccién de frijol se ve reducida por la presencia de diversos patdgenos,
dentro de los que destacan bacterias como Xanthomonas y Pseudomonas, virus
(VMC) y diversos hongos (SAGARPA, 2015). Dentro de los hongos del suelo que
efectlan impactos negativos en la productividad del frijol en Sinaloa, destaca el hongo
fitopatdgeno Macrophomina phaseolina por su potencial destructivo, causando la
pudricion carbonosa del frijol; que afecta a la semilla, plantulas y plantas en desarrollo
a nivel de raiz, tallo y hojas (Apodaca-Sanchez, 2006).

La mayoria de las estrategias para el combate de este patdgeno se basan en el
control preventivo y monitoreo, asi como también en el uso de fungicidas que se
aplican cuando los primeros signos y sintomas comienzan a ser visibles, pero cuyo
efecto no minimiza el crecimiento del patégeno, siendo su aplicacion un gasto
innecesario para el productor, un riesgo para la microbiota del suelo y para el ambiente
en general. Ante esta problemética surge la necesidad de buscar alternativas
sustentables, como el control biolégico, que brinden una opcion en el manejo integrado

de enfermedades.

Algunos microorganismos que habitan en la rizésfera pueden ser aislados y
utilizados en pro de los sistemas agricolas, principalmente aquellos que promueven el
crecimiento vegetal (Syed Ab Rahman et al., 2018). Estos microorganismos, asociados

a las raices de las plantas, facilitan el desarrollo de las mismas disminuyendo las dosis
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de insumos necesarios para un rendimiento rentable y de calidad (Etesami y
Maheshwari, 2018).

La produccién de agrobiolégicos microbianos, pudiera brindar una soluciéon
asequible para el productor y ser beneficioso para el ambiente. En un area agricola tan
productiva, como la zona norte de Sinaloa, es de suma importancia tener conocimiento
sobre los microorganismos presentes en el suelo y rizosfera para poder buscar
organismos con potencial para ser utilizados en el control de enfermedades. En el
presente proyecto de investigacion se llevé a cabo el aislamiento y evaluacion de
aislados de bacterias nativas provenientes de nddulos y rizésfera del frijol (Phaseolus
vulgaris L.) que mostraron potencial inhibitorio in vitro e in planta contra el patdgeno

de raiz de frijol M. phaseolina.



2. ANTECEDENTES

2.1. El cultivo de frijol; su importancia en México y en Sinaloa.

La familia de las leguminosas es un grupo de plantas importantes a nivel
mundial por ser fuente considerable de proteinas (Carbonaro et al., 2015), asi como
también por su capacidad de establecer relaciones simbidticas con organismos
fijadores de nitrogeno (Pérez-Montafo, et al., 2014). Dentro de estas, el frijol comuln
(Phaseolus vulgaris L.), es una de las especies que mas se cultivan en el mundo y
cuyo consumo aporta un alto contenido de proteinas, acido fdlico, fibra dietética,
minerales y carbohidratos complejos (FAO, 2018).

Taxonomicamente, el frijol comun pertenece al reino Plantae y a la familia de
las Fabaceas (Cuadro 1) (USDA, 2019). De acuerdo con Fernandez y colaboradores
(1986), el ciclo biolégico de la planta de frijol conlleva dos fases sucesivas: iniciando
con la fase vegetativa, que incluye la germinacion de la semilla y la formacion de hojas,
para consecuentemente, dar paso a la fase reproductiva donde existe diferenciacion

de yemas florales, el desarrollo y maduracion de vainas para la formacion de semillas.

El frijol es un cultivo adaptado a una gran variedad de habitats; sin embargo, su
crecimiento en los campos se ve afectado por factores biéticos como algunas plagas
y enfermedades, y por factores abibticos como el estrés por sequia, asi como por la
baja disponibilidad de nitrégeno y fésforo en el suelo. (Schwartz y Pastor Corrales,
1989; Pérez-Moreno, 1995; Rao, 2001; Mayek-Pérez et al., 2002).

Por su parte, México, es considerado como uno de los centros de origen de
varios tipos de frijol del género Phaseolus, entre ellos, el que mas destaca por su valor
comercial es Phaseolus vulgaris (frijol comun) por su amplia adaptacion y por el
namero de variedades mejoradas disponibles. El cultivo de frijol, se cosecha
practicamente en todas las regiones y condiciones climéticas y edafoldgicas de
México. Dentro de los factores que determinan una alta tasa de produccion del cultivo,
el clima y la disponibilidad de agua son los mas destacados, ya que las principales



regiones productoras de esta leguminosa se caracterizan por presentar niveles bajos

de precipitacion pluvial (Panorama Agroalimentario Frijol, 2016).

Cuadro 1.Clasificacién taxondémica del frijol comun (Phaseolus vulgaris).

Clasificacion Taxondmica de Phaseolus vulgaris.

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta

Superdivision: Spermatophyta

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Phaseolus

Especie: Phaseolus vulgaris L.

El frijol, representa un cultivo clave en la dieta nacional; se estima que el
consumo anual per capita de esta leguminosa es de 10.2 kg y donde la produccion
nacional abarca los requerimientos de consumo de los mexicanos aproximadamente
en su totalidad. Segun estadisticas de SIAP-SAGARPA, en el 2018 se generaron 1.08
millones de toneladas de semillas de frijol, que cubrieron el 89.24% del consumo

nacional.

Debido a su importancia econémica y social, el frijol es un producto estratégico
del desarrollo del sector agricola del pais, factor que lo posiciona como el cuarto cultivo
mas importante por la superficie sembrada en México, después del maiz, sorgo y el
trigo (SIAP-SAGARPA, 2018). Las variedades de frijol mas consumidas son
mayocoba, peruano, flor de mayo y flor de junio, garbancillo, manzano, negro San Luis,
negro Querétaro y pinto. Siendo los principales estados productores: Zacatecas,
Durango, Sinaloa, Chihuahua y Chiapas (Panorama Agroalimentario Frijol, 2016).



Sinaloa ocupa el segundo lugar en produccion de frijol a nivel nacional. En el
afo agricola 2018, se cosecharon 96 mil 390 hectéreas, de las cuales se obtuvo una
produccion de 173, 991 toneladas, correspondientes al 42.5 % de la produccion total
del pais (SIAP-SAGARPA, 2018).

Frecuentemente, en el alcance de altos niveles de produccion y competitividad
en el mercado, los cultivos de frijol pueden verse afectados por diversos factores que
limitan su productividad, como lo es la presencia de organismos patdégenos, la
deficiencia nutricional del cultivo, las limitaciones de agua, el uso excesivo de
fertilizantes quimicos y otros factores abidticos. Las enfermedades que afectan al frijol
son causadas por virus, bacterias, nematodos, hongos y oomycetos. Entre éstas se
destacan las infecciones por la antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum), el
mosaico comun del frijol (VMC), el tizon del halo (Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola), la roya (Uromyces appendiculants var. appendiculatus), el tizén comun
del frijol (Xanthomonas campestris pv. phaseoli), la cenicilla polvorienta del frijol
(Erysiphe polygoni DC ex Merat) y la pudricion de la raiz del frijol (Rhizoctonia spp.,
Fusarium spp., Pythium spp. y Macrophomina phaseolina) (SAGARPA, 2015). Sin
embargo, las enfermedades ocasionadas por hongos son las que se consideran de
mayor importancia debido a que causan dafios potencialmente severos,

principalmente aquellos que provocan pudricién de la raiz (Reséndiz Arvizu, 2009).

2.2. Lariz6sferay las interacciones planta-microorganismo.

La rizosfera, fraccion de suelo de aproximadamente 1 mm que rodea a las raices
de las plantas, es un area biolégicamente activa, ya que representa un punto critico
para la transformacién biogeoquimica del proceso de formacion del suelo, el ciclo del
carbono, fosforo, nitrogeno, azufre y en la productividad final de los ecosistemas
(Zhalnina, et al., 2018; Cardoso y Freitas, 1992). Dichos procesos se llevan a cabo en
la riz6sfera, debido a que los exudados de las raices de las plantas, como aminoacidos
y azucares, proporcionan una rica fuente de nutrientes, lo cual hace que esta zona
esté asociada con una mayor abundancia y actividad bacteriana en comparacion con

las comunidades de microorganismos de otras zonas del suelo (Chauhan et al., 2015).
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Mediante pruebas moleculares se ha estimado que en la rizésfera habitan
aproximadamente 4, 000 especies microbianas por gramo de suelo (Montecinos,
2003).

Las interacciones mas importantes que se desarrollan en la rizésfera se pueden

clasificar en tres grupos principales (Mhlongo et al., 2018):

e Interacciones planta-planta: Efectuadas tanto en los sistemas radicales
como en las partes areas, por medio de la secrecion de moléculas sefializadoras,
ya sea exudados de raiz o compuestos volatiles, entre otros. Este tipo de
interaccion puede resultar en una competencia por nutrientes o en un intercambio
de sefiales de importancia a nivel poblacional.

e Interacciones microorganismo-planta, donde los microorganismos
establecen relaciones simbidticas con las plantas secretando moléculas que
desencadenan cambios especificos en las plantas, ya sean perjudiciales o

beneficiosas para estas ultimas.

A la par, las interacciones microorganismo-planta pueden organizarse en tres

grupos basicos (Whipps, 2001):

a) Interaccién neutra, en donde ninguno de los organismos (planta y
microbio) obtiene algun beneficio o dafio directo de la interaccion con el otro.

b) Interaccion positiva, que hace referencia a la interaccion simbidtica en

donde ambos organismos obtienen un beneficio.

c) Interacciones negativas, cuyo resultado es la generacibn de una

enfermedad.

Interacciones microorganismo-microorganismo, que incluyen procesos en donde los
organismos interactian entre si para co-infectar o servir ambos como agentes
benéficos (sinergismo) y, por otra parte, pueden llevar a cabo actividades de
antagonismo (Bhattacharyya y Jha, 2012).



2.3. Macrophomina phaseolina.

El hongo Macrophomina phaseolina, es un fitopatdgeno necrotrofo con amplia
distribucion mundial, que parasita mas de 500 especies de plantas monocotiledoneas
y dicotiledoneas pertenecientes a cerca de 100 familias distintas (Kunwar et al., 1986;
Mihail y Taylor, 1995), incluyendo varios cultivos importantes como frijol, soya, sorgo,
maiz, alfalfa y algodén. M. phaseolina se encuentra comiunmente en paises tropicales

y subtropicales (Islam et al., 2012; Shrivastava et al., 2017).

M. phaseolina forma colonias con pigmentacion oscura que varian de negro a
café y gris, las cuales se tornan mas oscuras conforme pasa el tiempo (Kaur et al.,
2012). Produce un micelio aéreo; microscépicamente presenta micelio ramificado con
hifas pigmentadas, filiformes y septadas, que pueden tener ramificaciones
secundarias. Los conidios son fusiformes, unicelulares, levemente curvos,
puntiagudos en un extremo y redondeados en el otro (Figura 1). Por su parte, los
picnidios tienen forma globosa y apariencia membranosa con coloracion que va de gris
a negro. El hongo forma estructuras de resistencia que se originan por agregacion de
hifas que producen cuerpos multicelulares denominados microesclerocios, los cuales
morfolégicamente son esféricos, rodeados de micelio, duros y de color negro; su
tamafo varia de 50 a 150 ym (Figura 1). Estas estructuras permiten que el hongo se
mantenga viable como in6culo en el suelo o en restos de tejido infectado por mas de

cuatro afos. (Dhingra y Sinclair, 1978; Islam et al., 2012; Kaur et al., 2012).

Por otra parte, el hongo M. phaseolina, suele crecer a una temperatura optima
de entre 30 y 37 °C y en ambientes con baja disponibilidad de agua. Temperaturas
mas bajas o mas altas (por encima de los 40 °C y por debajo de los 10 °C), provocan
bajos niveles de crecimiento (Dhingra y Sinclair, 1978). Se ha observado que la
formacion de microesclerocios ocurre en situaciones de estrés por nutrientes. Aunado
a esto, M. phaseolina, se caracteriza por presentar gran variacion a niveles
morfologico, fisiolégico, patogénico y genético entre aislamientos de diferentes
regiones geogréficas y segun el tipo de hospedero (Mufioz-Cabafas et al., 2005;
Edraki y Banihashemi, 2010).



Figura 1. Sintomas y signos de Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. A) Cultivo de
Macrophomina phaseolina en medio PDA; B) Sclerocios de M. phaseolina; C) Conidio maduro
con pared verrugosa (Crous et al., 2006); D-F) Plantas de frijol con sintomas de pudricién
carbonosa causada por M. phaseolina.

En torno a la patogénesis de este hongo en campo, se conoce que los esclerocios
de M. phaseolina que se encuentran en el suelo, germinan en respuesta a sefiales del
ambiente, como a la presencia de nutrientes y exudados de las raices de las plantas,
principalmente. Una vez que el micelio alcanza al hospedero, el hongo coloniza la
superficie de la planta, donde las hifas desarrollan los érganos de fijacion, llamados
apresorios; secretan enzimas degradadoras de la pared celular y se inicia la invasion
intra o intercelular del tejido correspondiente al cértex de la planta. El crecimiento
ocurre en forma longitudinal, para posteriormente colonizar el sistema vascular, mismo
que, termina siendo obstruido por el desarrollo de microesclerocios, que destruyen las
células de la planta (Dhingra y Sinclair, 1978).

Por otra parte, M. phaseolina sintetiza enzimas hidroliticas, como las principales
enzimas involucradas en la degradacién de la pared celular del proceso infectivo, pero
también produce otras enzimas como oxidasas, peroxidasas, amilasas, hemicelulasas,

pectinasas, proteasas y fosfatidasas, asi como algunas toxinas (acido phaseolinico,
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asperlina, isoasperlina, phomalactona, phomenon y phaseolinona), elementos que le

confieren su alta patogenicidad (Islam et al., 2012).

En este contexto, este fitopatbgeno es el agente etiolégico de varias
enfermedades que afectan en gran medida a los cultivos de importancia agricola, entre
las que se encuentran, la pudricién de la corona, pudricion de la raiz, pudricion del
cuello, pudricion del tallo y el ahogamiento o damping-off de las plantulas (Islam et al.,
2012). Una de las enfermedades mas comunes y mas agresivas causadas por este

fitopatdgeno, es la pudricién carbonosa (Sabaté et al., 2017).

En suelos infestados por M. phaseolina, las tasas de germinacién de semillas son
muy bajas, y el porcentaje de plantulas que logra emerger presenta como primero
sintomas de enfermedad, son lesiones oscuras sobre las raices y cotiledones, que
posteriormente se pueden extender a tallo y hojas. Cuando la enfermedad se
encuentra en fases mas avanzadas, los microesclerocios son visibles en las lesiones
necroticas iniciales, lo cual origina la marchitez y pudricion de los tejidos
(principalmente en raiz) y la muerte de la planta. Finalmente, el hospedero muerto
funge como fuente de indculo para el inicio de un nuevo ciclo infectivo (Dhingra y
Sinclair, 1978; Abawi y Pastor-Corrales, 1990; Radwan et al., 2014).

2.3.1. Importancia del hongo fitopatobgeno M. phaseolina en cultivos de frijol

(Phaseolus vulgaris L.)

En P. vulgaris, la pudricion carbonosa, causada por M. phaseolina es una
enfermedad que afecta a plantulas jovenes; sin embargo, puede dafiar la raiz en
cualquier etapa del crecimiento. Dentro de los principales factores que benefician la
colonizacion de M. phaseolina en su hospedero se encuentran las altas temperaturas

y la baja disponibilidad de agua (Kaur et al., 2012).

En México, M. phaseolina causa dafios en cultivos de importancia econémica

como el frijol, asi como en ajonjoli, soya, algodén, maiz, cucurbitaceas y sorgo (Diaz,



1992). En etapas tempranas del cultivo de frijol, M. phaseolina causa lesiones
irregulares de color negro, hundidas y cercanas a la base de los cotiledones. Las
lesiones se observan en todo el cotiledén y en el tallo de la plantula recién emergente,
llegando a envolver los peciolos de las hojas primarias, estrangulando el tallo y
provocando la muerte (Abawi y Pastor-Corrales, 1990). Por otra parte, la
sintomatologia en hojas jovenes se caracteriza por la aparicion de manchas cloréticas
cuando las lesiones del tallo son pequefas y limitadas. En Plantas adultas, la infeccion
afecta al sistema de transporte de agua, debido a la colonizacion del xilema con
microesclerocios (Dhingra y Sinclair, 1972). De esta forma, los tallos muestran
manchas negras, sucede la defoliacion prematura y los frutos presentan poca
turgencia (Campos, 1987). Consecuentemente, las plantas infectadas reducen su

crecimiento y mueren sin producir semilla (Romero, 1988).

Dado que el patdgeno es transmitido principalmente por el suelo y cuenta con
alta capacidad saprofita, las estrategias para el control de la enfermedad no han sido
del todo efectivas. En este sentido, se han buscado opciones para la prevencion de
esta enfermedad, como la identificacion de variedades de frijol resistentes, el
tratamiento de semillas con fungicidas, la irrigacion continua para diseminar los
in6culos en el suelo y la rotacién de cultivos (Radwan et al., 2014; Simonetti et al.,
2015). Sin embargo, en los ultimos afios, se han comenzado a utilizar practicas de
manejo de la enfermedad que se basan en estrategias mas sustentables y sostenibles
en la agricultura, lo que lleva a la busqueda de alternativas respetuosas con el medio
ambiente, reduciendo el uso de fertilizantes y pesticidas quimicos (El-Bendary et al.,
2016; Sabaté et al., 2017; Shrivastava et al., 2017; Syed Ab Rahman et al., 2018).

2.4. Métodos utilizados en el control de enfermedades y dafios causados por

fitopatdégenos.

En los Ultimos afios, en la agricultura se han tratado de implementar técnicas de
produccion basadas en la sustentabilidad y sostenibilidad de la productividad agricola.

Desde tiempo atrds, el uso de agroquimicos ha permitido obtener incrementos
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substanciales en la produccién; no obstante, sus efectos adversos han impactado
significativamente al ambiente y a las mismas actividades agricolas. La practica del
monocultivo y la contaminacién por el uso indiscriminado de agroquimicos han
reducido la biodiversidad en los agroecosistemas, causando la inestabilidad de los
mismos, la cual se manifiesta en una mayor incidencia de plagas y enfermedades en
los cultivos, que ahora son mas severas, entre otros efectos negativos. Ademas, la
existencia de problemas de seguridad que evocan en efectos deletéreos en la salud
publica relacionados a la fabricacién e implementacion de fertilizantes quimicos ha
conducido a la busqueda y establecimiento de alternativas de manejo integrado de

plagas y enfermedades de manera mas sustentable (Syed Ab Rahman et al., 2018).

Dentro de los métodos de control contra fitopatdgenos en invernadero y en

campo se encuentran los siguientes:

A) Control cultural, basado en programas de saneamiento,

solarizacién, rotacién de cultivos y uso de cultivares resistentes.

B) Control quimico, mediante la aplicacion de fungicidas quimicos,
como el bromuro de metilo, para el control de plagas (Duniway, 2002 en
Gopalakrishnan et al., 2011). Existen reportes de que la aplicacion prolongada
de estos compuestos causa graves problemas medioambientales y en la salud

de las personas encargados de aplicarlo (Martinez-Valenzuela, 2007).

C) Control bioldgico, con el uso de organismos benéficos pueden
actuar como antagonistas, parasitos, promotores del crecimiento vegetal o
inductores de mecanismos de resistencia (Bhattacharyya y Jha, 2012; Syed Ab
Rahman et al., 2018).
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2.5. Bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) en el control

biolégico de fitopatégenos.

En la rizésfera, existe una variedad de bacterias asociadas a las raices
comunmente denominadas rizobacterias. Estas bacterias benéficas, que influyen
positivamente en el crecimiento de las plantas se denominan bacterias promotoras del
crecimiento de las plantas (PGPR, por sus siglas en inglés Plant Growing Promotion
Rhizobacteria). Kloepper y Schoroth en 1978, acufiaron el término PGPR (rizobacteria
promotora del crecimiento vegetal) y desde entonces ha estado apareciendo cada vez
mas en publicaciones de todo el mundo. Las PGPR son organismos de vida libre y se
pueden definir como la parte indispensable de la biota de la rizésfera que, cuando se
cultiva en asociacion con las plantas hospedadoras, mediante multiples mecanismos,
puede estimular el crecimiento vegetal garantizando la disponibilidad y absorcién de
ciertos micro y macronutrientes. Simultaneamente, las PGPR pueden brindar
proteccion a las plantas y mantenerlas sanas actuando como agentes de biocontrol
contra patdgenos incluidos hongos, virus e insectos, de manera directa o indirecta
(Chauhan et al., 2015; Mishra et al., 2015; Jha y Saraf, 2015; Jaisingh et al., 2016;
Khan y Bano, 2016; Tabassum et al., 2017; Alijani et al., 2019).

Las rizobacterias pueden establecerse en el ecosistema del suelo debido a su
alta adaptabilidad en gran variedad de entornos, mayor velocidad de crecimiento y
versatilidad bioquimica para metabolizar una amplia gama de compuestos
xenobidticos y naturales (Etesami y Maheshwari, 2018). Cook, en el 2002, infirid que
las bacterias promotoras del crecimiento vegetal son un componente significativo en

el manejo de préacticas agricolas con potencial genético innato.

La investigacién sobre las PGPR ha incrementado durante los ultimos afios
debido a la necesidad de desarrollar practicas agricolas ecolégicas y sostenibles para
alimentar a una poblacion en constante crecimiento. En vista del uso indiscriminado
de fertilizantes y plaguicidas quimicos que presentan resultados contraproducentes

sobre el medio ambiente, es transcendental establecer alternativas donde se lleven a
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cabo mejores practicas de gestion de los cultivos para reducir el uso de agroquimicos
(Chauhan et al., 2015).

Las PGPR incluyen multiples géneros de bacterias del suelo, que estimulan el
crecimiento y desarrollo de plantas en cuya rizésfera permanecen asociadas la mayor
parte de su ciclo de vida (Saharan y Nehra, 2011; Pandey et al., 2012). La clasificacion
de las PGPR se lleva a cabo de acuerdo a su tipo de interaccion, existen bacterias
extracelulares promotoras del crecimiento de plantas (por sus siglas en inglés, ePGPR)
y bacterias intracelulares promotoras del crecimiento de las plantas (iPGRP) (Martinez-
Viveros et al., 2010). Las primeras pueden coexistir en la rizosfera o en el rizoplano,
mientras que las ultimas se localizan generalmente dentro ndédulos en las células de la
raiz (Bhattacharyya y Jha, 2012).

2.5.1. Clasificacion de PGRP segun su mecanismo de accion.

Las PGPR inhiben el desarrollo de enfermedades causadas por fitopatdgenos
y estimulan el crecimiento de las plantas mediante mecanismos indirectos o directos,
aunque la diferencia entre los dos no siempre es distinta (Lugtenberg y Kamilova,
2009; Ashraf et al., 2013).

2.5.1.1. Mecanismos indirectos.

El efecto de este tipo de mecanismos, generalmente se ve relacionado con la
promocién del crecimiento vegetal, por lo cual, en el control bioldgico, resulta ser una
accion indirecta, ya que, si no inhibe directamente el desarrollo y establecimiento de
enfermedades, brinda resistencia nutricional a la planta. Las PGPR emplean
mecanismos indirectos que incluyen la fijacién del nitrdgeno atmosférico, produccion
de sideroforos quelantes de hierro, la solubilizacion de fosfatos insolubles, generacion
de enzimas e induccion de resistencia sistémica. Otro mecanismo indirecto importante
implica la produccion de hormonas de crecimiento vegetal como el acido abscisico

(ABA), acido indol-acético (IAA), citoquininas, auxinas y giberelinas, ademas de la 1-
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aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminasa, hormona implicada en la
disminucién del nivel de etileno inducido por estrés en la raiz de las plantas en
desarrollo (Avis et al., 2008; Bhattacharyya y Jha, 2012; Chauhan et al., 2015; Sabaté
et al., 2017; Etesami y Maheshwatri, 2018).

2.5.1.2. Mecanismos directos.

Los mecanismos directos de las PGPR incluyen la inhibicion de
microorganismos que tienen un efecto negativo sobre la planta (antibiosis vy
competencia), la hidrélisis de moléculas liberadas por patdgenos, la produccion de
antibiéticos y de enzimas extracelulares que hidrolizan las paredes de células fungicas
y la sintesis de HCN (Bhattacharyya y Jha, 2012; Das et al., 2013). De esta manera,
las PGPR mejoran indirectamente el crecimiento de las plantas mediante la supresion
de patégenos y mejoran el proceso metabolico defensivo de la planta, ya que juegan
un papel importante en la induccién de resistencia sistémica por estrés biotico (Chen
et al., 2009; Pérez-Montafio et al., 2014; Schmidt et al., 2018).

2.5.1.2.1. Antibiosis.

La actividad antagénica de las PGPR en el control bioldgico, hace referencia,
principalmente, a la sintesis de metabolitos secundarios como los antibiéticos,
compuestos volatiles, toxinas, biosurfactantes, asi como la produccion de enzimas de
degradacion de la pared celular extracelular como la quitinasa, 3-1,3-glucanasa, beta-
xilosidasa, pectina metilesterasa, entre otras (Shoda, 2000; Compant et al., 2005;
Doornbos et al., 2012; Pérez-Montafio et al., 2014).

Numerosas especies bacterianas que habitan en la rizosfera, se han reportado
como PGPR capaces de producir varios antibiéticos y toxinas. Estos incluyen
amphisina, 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG), pirrolnitrina, cianuro de hidrégeno (HCN),

oomicina A, fenazina, tensina, pioluteorina, tropolonay lipopéptidos ciclicos, miembros
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de las familias surfactina, iturina y fengycina (Nakkeeran et al., 2013; Wani y Khan,
2014; Pandya y Saraf, 2014; Torres et al., 2016; Sherathia et al., 2016;).

2.5.1.2.2. Competencia.

En los procesos de colonizacibn microbiana dados en la rizosfera, los
microorganismos suelen establecerse en los sitios donde el agua y los nutrientes que
contienen carbono estdn mas facilmente disponibles para garantizar su sobrevivencia.
Cuando los recursos nutrimentales son limitados, se propician interacciones como la
competencia, en la que los organismos presentes en la rizésfera compiten entre si por

la alimentacion y el espacio en el entorno (Philippot et al., 2013).

Con frecuencia, existe una competencia entre comunidades microbianas por
hierro, que es un nutriente esencial para practicamente todas las formas de vida. Las
rizobacterias pueden suprimir el crecimiento de varios fitopatdogenos al limitar el
suministro de Fe disponible a través de la produccion de sideroforos, los cuales son
ligandos de union a hierro de bajo peso molecular que tienen una alta afinidad para
secuestrar hierro de un entorno limitado (Jing et al. 2007; Scavino y Pedraza, 2013).
Los sideréforos, generalmente forman complejos con Fe 3* que luego son absorbidos
por la membrana celular de las bacterias, donde el Fe 3* se reduce a Fe ?* y es liberado
desde el sider6foro a la célula (Gopalakrishnan et al., 2014). Se ha demostrado que
las PGPR mejoran el crecimiento de la planta produciendo sideréforos extracelulares
que a la par que ejercen un efecto de biocontrol de enfermedades al privar al
fitopatdogeno de la nutriciobn de hierro, resulta en un mayor rendimiento del cultivo
(O'Sullivan y O'Gara 1992 en Pérez-Montafio et al., 2014).

2.5.1.2.3. Produccién de enzimas liticas.

Otro mecanismo por el cual las bacterias pueden suprimir el desarrollo de

microorganismos dafinos en la rizésfera, es mediante la produccion de enzimas liticas
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que degradan la estructura de las paredes celulares de los patégenos, como las

quitinasas, amilasas, celulasas, glucanasas o proteasas (Syed et al., 2018).

2.6. Biocontrol de M. phaseolina mediante el uso de PGPR.

En la busqueda de nuevas alternativas en el manejo integrado de enfermedades
ha surgido la necesidad de investigar las capacidades de biocontrol efectuadas por
bacterias asociadas a la rizosfera de diferentes géneros. Existe en la literatura
investigaciones que reportan numerosos aislamientos de bacterias obtenidas de la
rizsfera, que han mostrado capacidad de inhibicién del crecimiento e infeccion del
fitopatdgeno M. phaseolina, ya sea por mecanismos directos o indirectos, en diversos

cultivos de leguminosas alrededor del mundo.

Investigaciones realizadas por Choudhary en 2011, quien aislo las rizobacterias
AsF y FPT721 y la cepa GRP3 del género Pseudomonas, que se caracterizaron por
promover el crecimiento de las plantas infectadas por M. phaseolina, debido a que
disminuian los dafios ocasionados por la enfermedad, asi como también, inducian la
resistencia sistémica en las plantas, esto relacionado con actividades enzimaticas,

lipoxigenasa (LOX), fenilalanina amoniaco liasa (PAL) y peroxidasa (POD).

Por otra parte, estudios realizados, por Gacitia y colaboradores en 2009,
revelaron que pruebas in vitro y en campo de aislados del género Bacillus mostraron
capacidad antagonista contra el agente causal de la podredumbre carbonosa. Fueron
evaluados la produccién de metabolitos volatiles, sideroforos e inhibicion del
crecimiento micelial, concluyendo que estas rizobacterias reducian el crecimiento del

patogeno hasta un 75 %.

En 2010, Singh y colaboradores, analizaron rizobacterias de la especie
Pseudomonas aureginosa (PN1-PN10) aisladas de la rizésfera de pinos (Pinus
roxburghii) han sido eficaces para inhibir el crecimiento de M. phaseolina in vitro en un
69 % mediante la aplicacion de cultivos de células bacterianas y filtrados de las

mismas. La cepa PN1 mostr6 una fuerte actividad antagdnica resultando positiva para
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pruebas de produccion de sideréforos, acido indol-acético (AlA), ciandgeno y fosforo
solubilizado, ademés de producir quitinasa y b-1,3-glucanasa. En un sistema tripartita,
la cepa PN1 fue capaz de colonizar la rizésfera a los 90 dias de establecimiento,
ademas de que aumentd el crecimiento de las plantas y la biomasa de las unidades

experimentales infectadas con el patdgeno.

Otro estudio mas reciente fue el elaborado por Shrivastava y colaboradores en
el 2017, donde se aisl6 una cepa de actinobacteria halotolerante (Streptomyces
aureofaciens) proveniente del suelo afectado por la salinidad de las llanuras
indogangéticas orientales (IGP), que se caracteriz6 por su potencial antagonista contra
Macrophomina phaseolina mediante un ensayo de cultivo dual. Los resultados
revelaron que esta actinobacteria tenia potencial de promover el crecimiento de la
planta y result6 positiva para pruebas de deteccion de produccién de enzimas como la
amilasa, quitinasa y ureasa, ademas de que fue capaz de dafiar el micelio fungico

debido a la accion de quitinasas.

Finalmente, cada region geografica cuenta con caracteristicas diferentes y
delimitantes que estan directamente relacionadas con la diversidad y abundancia de
microbiota asociada a la rizésfera de las plantas y sus mecanismos de accién en el
control bioldgico, por lo cual, el estudio de bacterias con potencial antagdnico a hongos
fitopatégenos no es finito, ya que varia segun la distribucion geogréfica, la especie de
planta a la cual se encuentran asociados los microorganismos y el potencial efecto
inhibitorio que tengan estas bacterias contra los hongos que estén siendo agentes

causales de enfermedades.

17



3. JUSTIFICACION

En la produccién de frijol (Phaseolus vulgaris), Sinaloa se posiciona en segundo
lugar a nivel nacional y segun estadisticas de SIAP-SAGARPA, en el afio agricola
2018, se cosecharon 96 mil 337 hectareas, de las cuales se obtuvo una produccion de
173, 995 toneladas, correspondientes al 15.5 % de la produccién total del pais. Sin
embargo, la presencia de algunas enfermedades en este cultivo como la pudricion de
la raiz ocasionada por el hongo fitopatégeno M. phaseolina representa graves dafios

que llegan a causar grandes pérdidas en produccién en suelos muy infestados.

Generalmente, las enfermedades fungicas son contrarrestadas mediante la
implementacion de un manejo que integra el control preventivo y de monitoreo, asi
como también el uso de productos quimicos (fungicidas) que se aplican cuando se
presentan sintomatologias asociadas a estas infecciones. Sin embargo, el empleo de
estos productos puede tener un impacto negativo en el ambiente, ya que contaminan
el suelo, agua y aire, y afectan a una gran cantidad de microorganismos benéficos que
se encuentran en el suelo, ademas, dicho efecto no minimiza el crecimiento del
patégeno, siendo su aplicacion una inversion innecesaria para el productor y un riesgo
potencial en la salud de las personas que se encargan de proporcionar cuidado a los

cultivos.

Actualmente, una iniciativa factible ante el control de enfermedades en cultivos
agricolas es la utilizacion de agentes bioldgicos, entre los que se encuentran las
bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR), las cuales pueden disminuir o
suprimir las enfermedades causadas por fitopatdogenos. La accion de PGPRs se ha
relacionado con la inhibicion directa del desarrollo de patdégenos, asi como la inhibicion

indirecta a través de la estimulacion de los mecanismos de defensa de las plantas.

Los productos disponibles para este fin, han sido desarrollados con cepas de
diferentes zonas geograficas, factor que pudiese intervenir en la efectividad del
producto, puesto que, estos organismos no estan adaptados a las condiciones
edafologicas y climaticas de nuestra region. Aunado a esto, los organismos exdégenos

introducidos a los campos agricolas pueden desplazar a otros microorganismos
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nativos. Por otra parte, en Sinaloa, la informacion sobre la distribucién cuantitativa y
cualitativa de los microorganismos de la rizosfera es muy escasa y su potencial de

aprovechamiento en las practicas sustentables no se lleva a cabo en gran medida.

En el presente proyecto, se pretende realizar el aislamiento y evaluacion de uno
0 mas aislados de bacterias nativas provenientes de nddulos y rizosfera del frijol
(Phaseolus vulgaris) con potencial efecto inhibitorio contra el patégeno de raiz de frijol

M. phaseolina.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.

Aislar y evaluar la efectividad de cepas nativas de bacterias nodulares y de la
rizosfera de plantas de frijol en el control biolégico del hongo fitopatégeno

Macrophomina phaseolina.

4.2. Objetivos especificos.

1. Obtener una coleccion de aislamientos de bacterias nodulares y de rizésfera de

plantas de frijol colectadas en diferentes lotes de la zona norte de Sinaloa.

2. Evaluar el potencial de antagonismo en cultivo in vitro con las bacterias

seleccionadas contra el patogeno M. phaseolina.

3. Evaluar el potencial de antagonismo en cultivo in planta con las bacterias
seleccionadas contra los patdgenos M. phaseolina en frijol.

4. Identificar molecularmente el (los) aislados bacterianos seleccionados.

5. HIPOTESIS

Al menos uno de los aislados de bacterias de la coleccion presentara el
potencial para disminuir hasta en un 50 % el desarrollo del hongo fitopatdgeno

Macrophomina phaseolina en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Obtencién de muestras

Se recolecto suelo de dos lotes agricolas de los Ejidos “Bachoco” y “Adolfo Ruiz
Cortines 11", localizados en el municipio de Guasave Sinaloa. Estos dos lotes con un
historial de 3 ciclos agricolas consecutivos sembrando frijol de la variedad Azufrado
Higuera. Las muestras de suelo fueron homogenizadas por separado y colocadas en
macetas de 20 cm de diametro. En total se utilizaron 5 macetas, cada una con 5
semillas de frijol variedad Azufrado Higuera. Una vez germinadas las semillas, las
macetas se colocaron en un cuarto de crecimiento con las siguientes condiciones:
fotoperiodo de 16 h luz / 8 h oscuridad a 25° C, durante 30 dias, regandolas con agua
destilada cada segundo dia. Finalmente, el aislamiento de bacterias se llevé a cabo a
partir de la rizésfera de dos plantas de frijol por cada maceta y de 5 nodulos viables
por cada planta.

6.2. Aislamiento de bacterias nodulares.

Para el aislamiento de bacterias nodulares, cinco nddulos viables (de coloracion
rosacea) se cortaron dejando un centimetro de raiz para facilitar su manejo y fueron
desinfectados realizando una inmersién en alcohol al 95 % por un minuto y
posteriormente en hipoclorito de sodio al 3 % durante 3 minutos. Por ultimo, se

enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril (ADE) (Somasegaran y Hoben, 1994).

Los nodulos desinfectados fueron colocados individualmente en microtubos de
1.5 mL con 50 pyL de ADE vy fueron triturados con ayuda de un pistilo estéril. Los
productos del macerado fueron sembrados por estria en placas con medio Luria

Bertani (LB) y se incubaron a 30° C por 2 dias.
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6.3. Aislamiento de bacterias de la rizésfera.

El suelo adherido a las raices fue utilizado para realizar diluciones en serie en
solucion salina (0.85 %, NaCl, p/v), posteriormente se llevo a cabo la siembra por
extension en medio agar LB y las placas de Petri sembradas se incubaron a 30° C por
24 horas. Después de la incubacion, se realizo el conteo de las colonias bacterianas.
Las colonias presentes fueron seleccionadas y sub-cultivadas para obtener cultivos
puros; se les realizd6 una prueba de hemolisis y los aislados que resultaron negativos
se almacenaron a -70° C en medio LB liquido con glicerol al 15 % (Daigle, Connick, y
Boyetchko, 2002; Lakshmi et al., 2015; Patil, 2014).

6.4. Pruebade hemdlisis.

Esta prueba se efectud con la finalidad de descartar aquellos aislados que
pudieran llegar a tener un efecto dafiino en el humano. Para este ensayo se utilizaron
placas de medio de cultivo agar-sangre a las cuales se les realizaron perforaciones de
0.5 cm de diametro. Los aislados bacterianos se cultivaron en 5 mL de medio LB a 30
°C y 250 rpm durante 24 h. Un mililitro de cada tubo de cultivo se centrifugd a 13,000
rpm por 5 minutos, se tomaron 100 pL del sobrenadante obtenido y se colocaron en
las perforaciones de las placas de medio de cultivo. Las cajas se incubaron por 24 h a
37 °C. Los criterios de la prueba de hemodlisis fueron los siguientes: se denominé
hemolisis alfa (a-hemolisis) o hemdlisis parcial, cuando se presentd un
obscurecimiento verdoso en el medio de cultivo alrededor de las perforaciones
conteniendo el sobrenadante. Hemodlisis beta (3-hemdlisis), o hemdlisis total, cuando
de observo un halo claro del medio de cultivo por el efecto de lisis total de los eritrocitos
y hemdlisis gama (y-hemodlisis), o no hemolitico, si el medio de cultivo no presentaba

ningun tipo de aclaramiento (Forbes et al., 2002).
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6.5. Reactivacion del patégeno.

El aislado del hongo fitopatégeno M. phaseolina, fue proporcionado por la
UTEFI-SAGARPA. El medio de cultivo que se utilizo para la propagacion del patogeno
fue Agar Papa Dextrosa (PDA). Se coloc6 un pequefio fragmento de la muestra en el
medio de cultivo y se dejo incubar por 7 dias a 28 °C (Dhingra y Sinclair, 1995).

6.6. Pruebade antagonismo in vitro.

Para la realizacion de esta prueba, se establecieron cultivos duales en cajas
Petri sobre medio PDA. Se realiz6 una siembra de bacteria por medio de una estria en
cuatro puntos equidistantes de la caja de Petri de 50 mm de didmetro y un disco de
agar con micelio del fitopatégeno, crecido por 7 dias, fue colocado en el centro de la
placa. Para el cultivo control, solo se colocé un disco de agar con micelio. Los cultivos
duales se mantuvieron en incubacion a 28° C por 3 a 5 dias, el ensayo se detuvo una
vez que el hongo en la caja control habia alcanzado los 4 cm de diametro
(Paneerselvam et al., 2012; Martinez-Alvarez et al., 2016).

Transcurrida una semana, una vez que el hongo en la caja control habia
alcanzado los 4 cm de didmetro, se realizé una evaluacién de la inhibicion del

crecimiento fungico, utilizando la siguiente formula (Paneerselvam et al., 2012):
Porcentaje de inhibiciéon (%) = [(C-=T)/ C] x 100
Dénde: (C) es el crecimiento radial del control en el cultivo control.
(T) es el crecimiento radial en el cultivo dual.

Los aislados bacterianos que presentaron mayor porcentaje de inhibicion in vitro
contra el crecimiento del patdogeno, se seleccionaron para llevar a cabo las pruebas de

deteccion de posibles mecanismos directos e indirectos (promocion de crecimiento
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vegetal) de antagonismo y ensayos de antagonismo in planta y su posterior

identificacion molecular.

6.7. Pruebas para la detecciéon de posibles mecanismos de actividad

antagonica.

Para analizar los mecanismos de accion que posiblemente estén empleando los
aislados bacterianos con mayor porcentaje de antagonismo in vitro obtenidos en este
estudio, fue necesario realizar algunas pruebas bioquimicas cualitativas para la
determinacién de produccion de metabolitos. Los ensayos se realizaron con los cuatro
aislados bacterianos seleccionados para las pruebas de antagonismo in planta (BA97,
BN17, BN20 y BR20).

6.7.1. Posibles mecanismos de antagonismo in vitro.

6.7.1.1. Antagonismo mediante compuestos volatiles (VOCs) — método placa
dividida.

La actividad antifingica de compuestos volatiles se analiz6 mediante una
modificacién de los métodos descritos por Fernando et al. (2005) en placa Petri
dividida. Para este ensayo cada uno de los cuatro aislados fueron estriados en una de
las divisiones de la placa Petri con medio LB, mientras que, en la division restante,
conteniendo medio PDA, se coloc6 un disco de micelio de M. phaseolina tomado de
una colonia con 10 dias de crecimiento. Las placas fueron selladas con Parafilm para
evitar cualquier abertura y de esta manera garantizar que en caso de producirse

compuestos volatiles éstos no se desplazaran fuera de la caja Petri.

El crecimiento radial del micelio se evalué a los 5 dias posteriores al

establecimiento del ensayo tanto en unidades inoculadas con el patdgeno y bacterias
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como en placas control que contenian solo un disco de hongo, con estos datos se

calculo el porcentaje de inhibicion fungica (Paneerselvam et al., 2012).

6.7.1.2. Antagonismo mediante compuestos volatiles (VOCs) — método camara

sellada.

Estos ensayos se realizaron en placas de Petri de 50 mm, formando una camara
sellada, donde una placa contenia medio LB y la otra medio PDA (Alijani et al., 2019).
Cada aislado bacteriano se estrié en una placa de medio LB, mientras que en el centro
de las placas con PDA se colocé un disco de micelio de M. phaseolina en crecimiento
activo con 7 dias de cultivo. La placa que contenia bacteria se colocé invertida sobre
la inoculada con hongo y fueron selladas herméticamente con Parafilm, creando una
camara de interaccion para la posible produccion de compuestos volatiles. A la par se

establecié una camara control que solo tenia un disco micelial.

Se realizaron dos réplicas para cada tratamiento y las placas se incubaron a
temperatura ambiente por 5 a 7 dias, una vez que el hongo en la caja control alcanz6
los 4 centimetros de diametro. El porcentaje de la inhibicién del crecimiento fangico
para cada aislado bacteriano seleccionado se calcul6 usando la formula descrita por

Paneerselvam et al. (2012) como se describe en la seccion 6.6.

6.7.1.3. Antagonismo mediante metabolitos secundarios no-volatiles.

Para evaluar la produccién de metabolitos no volatiles por parte de las bacterias
BA97, BN17, BN20 y BR20 en el antagonismo in vitro se emple6 el método descrito
por Gacitla y colaboradores (2018) con algunas modificaciones. Las bacterias se
cultivaron inoculando una colonia en 5 mL de medio LB y se incubaron en un agitador
rotatorio a 30 °C durante 48 h. Posteriormente se centrifugaron a 14,000 rpm durante
10 min para obtener el sobrenadante, los cuales se esterilizaron utilizando un filtro

Milipore de 0.22 ym. En placas de 50 mm con medio PDA se colocaron trozos de 0.5
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cm de papel filtro estéril en cuatro puntos equidistantes; en cada uno de ellos se
colocaron 10 uL del filtrado y en el centro se ubico un disco de micelio de M. phaseolina
con una semana de crecimiento. Al igual que en los ensayos previos, se calcul6 el

porcentaje de inhibicidon de crecimiento micelial.

6.8. Pruebas para la deteccién de posibles mecanismos de promocion de

crecimiento vegetal.

Con la finalidad de evaluar la capacidad de promocion vegetal (mecanismos de
control indirecto) de los aislados seleccionados, se llevaron a cabo algunas pruebas

bioguimicas reportadas para los principales mecanismos de promocién de crecimiento.

6.8.1. Capacidad de solubilizacién de fosfatos.

Para determinar la solubilizacion de fésforo, los aislados se crecieron en tubos
de ensaye con 5 mL de medio LB por 18 h a 30° C y 200 rpm. Un mililitro de cada tubo
de cultivo se centrifugé a 14,000 rpm por 10 minutos, se tomaron 800 pL del
sobrenadante y se centrifugaron a las mismas condiciones para recuperar 600 pL del
sobrenadante, centrifugando por tercera ocasion para finalmente obtener 500 uL de
sobrenadante. Cincuenta micro litros de cada cultivo centrifugado fueron colocados en
perforaciones de 5 mm en placas de medio Agar Pikovskaya. Las cajas Petri fueron
incubadas durante una semana a 25 °C. La formacion de un halo claro en el medio de
cultivo alrededor de la colonia, indicaria una reaccion positiva para la solubilizacion de
fosfatos (Pikovksaya, 1948). Como controles positivos se usaron las bacterias GR84 y
GR26, mientras que como control negativo se utilizé la cepa GR80. Dichos aislados fueron

previamente caracterizados en el equipo de trabajo (LOpez-Soto, 2019).
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6.8.2. Produccién de sideroéforos.

Este tipo de mecanismo se determin6 de acuerdo a la metodologia reportada
por Schwyn y Neilands (1987). Cien micro litros de cada cultivo bacteriano se
inocularon sobre pozos de 5 mm de diametro en placas de agar CAS y se incubaron a
temperatura ambiente por dos semanas. Se seleccionaron como aislados productores
de sideroforos aquellos que presentaron el desarrollo de un halo claro de tonalidad
amarillo-naranja alrededor de la zona donde se coloco el cultivo. Como control positivo
se utilizé el aislado GR80, previamente caracterizado como productor de sideroforos

por Lopez-Soto (2019) en nuestro equipo de trabajo.

6.8.3. Produccién de &cido indolacético (AlA).

La capacidad de los aislados para producir auxinas se evalué utilizando el
reactivo Salkowski, que fue desarrollado originalmente para la determinacion de indol
y consiste en FeCls disuelto en un acido oxidante concentrado (Salkowski. 1885; Szkop
et al., 2012).

Previo al analisis de produccién de AlA por parte de los aislados, se llevé a cabo
una curva de calibracion con 12 concentraciones de AlA (100, 90, 80, 70, 60, 50, 40,
30, 20, 12, 10, 5y 0 uM/mL) en medio LB, las cuales fueron mezcladas con reactivo
Salkowski (20 g de FeCl3.6H20 por litro de H2S047.9 M), incubando a temperatura
ambiente por 30 min. Se midi6 la densidad éptica (DO) de las distintas concentraciones
a 530 nm para realizar una curva con los datos de absorbancia obtenidos y se tomé
registro de las tonalidades observadas.

Por otra parte, una colonia bacteriana de cada uno de los aislados se cultivo en
caldo LB durante 24 h. Estos cultivos fueron centrifugados a 14,000 rpm por 10 min.
Se tomaron 100 pL del sobrenadante bacteriano y se adicionaron 100 uL del reactivo
Salkowski, se incubd durante 30 min a temperatura ambiente en ausencia de luz (Pilet

y Chollet, 1970) y se llevé a cabo una lectura de DOs3o. El criterio de seleccion fue de
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manera visual al evaluar si los sobrenadantes bacterianos presentaban coloracion
rosada y se compararon las lecturas espectrofotométricas con las obtenidas en la

curva de calibracion.

6.9. Formulacion liquida de aislados rizosféricos y nodulares.

Como parte del estudio general del potencial antagonico a M. phaseolina por
parte de los aislados provenientes de la rizosfera y nédulos de plantas de frijol, se llevo
a cabo una formulacion en liquido de los dos mejores aislados resultantes en pruebas
de antagonismo in vitro e in planta y se realizé la evaluacion de viabilidad y vida de
anaquel, esto con el objetivo de conocer el espectro de accién sinérgica de ambos

aislados en formulacién en la inhibicién del crecimiento del fitopatégeno.

6.9.1. Establecimiento de consorcios microbianos.

Continuando con en el escrutinio basado en las caracteristicas bioquimicas y
potencial antagénico, y con la finalidad de explorar la posibilidad de realizar
formulaciones en consorcio, se decidié evaluar la compatibilidad entre las cuatro
mejores cepas bacterianas (B97, BN17, BN20 y BR20). Para esto, dos de las cepas
fueron estriadas de manera horizontal en placas de agar LB, mientras que las otras
dos fueron estriadas verticalmente, de manera perpendicular a las anteriores. Este
método se realizd por duplicado y las placas fueron incubadas a temperatura ambiente
durante 72 h con la finalidad de observar si existia presencia de una zona de inhibicion,
lo cual indicaria una incompatibilidad entre los aislados, o de caso contrario, la
ausencia de zona de inhibicion revelaria coexistencia entre las cepas bacterianas
(Fukui et al., 1994 en Sundaramoorthy et al., 2012).
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6.9.2. Formulacion.

Para el proceso de formulacion se seleccionaron los aislados BA97 y BN20
debido a la alta eficacia mostrada en el control del patégeno en los ensayos in vitro.
Se realizaron in6culos de los aislados, para ello matraces de 125 mL con 25 mL de
caldo LB fueron inoculados con cada bacteria dejandolos incubar en un agitador
rotatorio durante 24 h a 30 °C y 200 rpm. Los cultivos se centrifugaron a 5,000 rpm por
20 min a 4 °C con el objetivo de concentrar el indculo obtenido. Finalizado este paso,
se decantaron 12.5 mL de sobrenadante y el resto de cultivo se homogeniz6, se tomo
1 mL de cada cultivo y se realizaron diluciones en serie, las cuales fueron sembradas
por extension en placas Petri con agar LB para determinar la concentracién de células

presentes.

Una vez determinada la concentracion de cada inéculo, se prepararon matraces
de 500 mL con 100 mL de caldo nutritivo adicionado con 2 % de glicerol, los cuales
fueron inoculados con cada uno de los aislados ajustando la concentracion final a 1.9
x107 UFC/mL. Los matraces fueron incubados durante un dia a 30° C y 200 rpm para
posteriormente ser almacenados a dos diferentes condiciones: temperatura ambiente
ya-4°C.

Los formulados se rotularon de la siguiente manera para su facil organizacion e

identificacion

e BA97 1y BN20 1: Correspondian a las formulaciones almacenadas a - 4° C.

e BA97 2 y BN20 2: Formulaciones resguardadas a temperatura ambiente.

6.9.3. Prueba de viabilidad post formulacion.

La determinacion de la poblacién microbiana viable post formulacion se llevé a
cabo utilizando el método de recuento en placa. Un mililitro de cada formulacion fue
tomado y se realizaron diluciones en serie con agua destilada estéril para

posteriormente realizar un plagueo por extension sobre placas de agar LB. Las cajas

29



de Petri fueron incubadas a 30 °C durante 24 horas y se realiz6 el recuento de
unidades formadoras de colonias por mililitro de formulado (UFC/mL™?).

6.9.4. Vida de anaquel de la formulacion.

Para conocer la tasa de supervivencia de las bacterias, se determind la vida util
de las formulaciones a las dos diferentes temperaturas de almacenamiento durante 3
meses, haciendo muestreos semanales y conteo de UFC/mL mediante diluciones

seriales y siembras por extension (Chen et al., 2010; Chung et al., 2010).

6.9.5. Pruebas de eficacia in vitro del formulado en el control de M. phaseolina.

De la misma manera que en el establecimiento de ensayos de antagonismo previos,
se llevaron a cabo pruebas en cultivo dual in vitro, retando los formulados creados con
el hongo M. phaseolina. Para cada tratamiento, se colocaron 10 yL de formulado en 4
puntos equidistantes y en el centro de la placa se situ6é un disco de micelio con 7 dias
de crecimiento. Para la estimacion de la capacidad antag6nica de los aislados como
consorcio, se hicieron mezclas a partes iguales de cada bacteria segun su formulacion
(BA97-BN20 1 y BA97-BN20 2). La metodologia para la evaluacién del porcentaje de
inhibicién fue la misma que se utilizé en los ensayos previos descritos en el apartado
6.6.

6.10. Pruebas de antagonismo in planta.

6.10.1. Estandarizacion de la metodologia para la produccion de in6culo

bacteriano.

Una vez seleccionados los aislados que mostraron actividad antagonista in vitro
y que no presentaban un potencial efecto dafino para el humano, y previo a la

evaluacion de estos aislados en invernadero, se llevd a cabo la estandarizacion para
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preparar el in6culo a utilizar. Para ello, se realiz6 una curva de crecimiento de las
bacterias seleccionadas, con la finalidad de determinar la fase de crecimiento
exponencial, y asegurar con ello el utilizar células viables y en crecimiento constante.
En placas Petri con medio agar LB, se sembré por estriado cada uno de los aislados
congelados a -70 °C y se incubaron por 24 h para reactivar a los microorganismos. De
dicha placa se realizé una segunda reactivacion por estriado de una colonia en una
placa con medio agar LB la cual se incubd por 24 horas a 30 °C. Posteriormente se
realizé un pre-inoculo de cada cepa, donde a un tubo de ensaye de 15 mL conteniendo
5 mL de caldo LB, se le adicion6 una colonia del cultivo y se incubd en un agitador
orbital a 30 °C y 200 rpm por 18 horas. Una vez pasado el tiempo de incubacion, se
agregd 1 mL de este cultivo a un matraz de 250 mL conteniendo 50 mL de medio
liquido LB y se incubd en un agitador orbital a 30 °C y 200 rpm. De este inéculo se
tomaron lecturas de densidad 6ptica (DO) a 595 nm de longitud de onda cada dos
horas hasta llegar a la fase estacionaria del cultivo. Obtenida la curva de crecimiento,
se determino el punto de la fase exponencial e inicio de la fase estacionaria, de donde
se obtuvieron las condiciones de densidad Optica (DO) y unidades formadoras de
colonias (UFC/mL) para detener el cultivo a utilizarse como in6culo en los ensayos

posteriores (Martinez-Alvarez et al., 2016).

6.10.2. Estandarizacién de la metodologia para la produccién de in6culo

fangico.

Para la produccién de in6culo fungico, se sembrd el hongo M. phaseolina en
cajas Petri de 90 x 15 mm conteniendo medio PDA y se incub6 a 28 °C por
aproximadamente 10 dias, hasta que el hongo habia colonizado la placa en su
totalidad. Posteriormente, diez mililitros de agua destilada estéril se afiadieron al cultivo
para remover el micelio del hongo con ayuda de un bisturi y dicha suspensién fue
utilizada para realizar diluciones en serie. Finalmente, 100 pL del indculo en distintas
diluciones fueron sembrados por extension en medio agar PDA y se dejaron en

incubacion a 28 °C por 24 horas para realizar el conteo de UFC/mL.
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Una vez que se obtuvo la concentraciéon del indculo fangico producido, se llevo
a cabo un seguimiento de la viabilidad del in6culo durante una semana haciendo
nuevamente diluciones seriales y siembras por extension, asi como también se efectud
una observacion, bajo el microscopio, de las unidades formadoras de colonias

visualizadas en las cajas petri.

6.10.2.1. Bioensayo de patogenicidad.

Con el objetivo de verificar el efecto patogénico del inéculo fungico, se
establecié un bioensayo de infeccién usando una concentracion de 3.4 x 103 UFC/mL
de M. phaseolina. Semillas de frijol azufrado higuera fueron desinfectadas con NaClO
al 3 % y sembradas en vasos de poliestireno expandido de 6 0z con sustrato estéril
vermiculita-arena (1:1). Los tratamientos montados fueron: control y M. phaseolina,
con 3y 5 réplicas respectivamente. La inoculacion de las semillas de los tratamientos
se llevé a cabo colocando 1 mL de suspension de hongo a 3.4 x 103 UFC/mL, y para

el caso de los controles se us6 1 mL de caldo LB.

Las unidades experimentales se mantuvieron a temperatura ambiente con
fotoperiodo 16/8 h luz/oscuridad y se regaron con agua destilada cada segundo dia
por 8 dias. Transcurrido este tiempo, las plantas fueron evaluadas, midiendo parte

radical y aérea, asi como también se realiz6 un registro de los sintomas de infeccién.
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6.10.3. Escala de patogenicidad de Macrophomina phaseolina en plantas
de frijol.

Para poder evaluar la incidencia y severidad en posteriores ensayos de
antagonismo in planta, se llevé a cabo un bioensayo con inéculo fangico con 3.4 x 103
UFC/mL del hongo. Setenta unidades experimentales fueron establecidas en vasos de
poliestireno (12 o0z) con sustrato estéril vermiculita-arena (1:1). Diez unidades
correspondientes a los controles absolutos donde se inoculo la semilla con 1 mL de
caldo LB, mientras que las sesenta restantes fueron inoculadas con 1 mL de in6culo
fungico. El experimento se mantuvo en un cuarto de crecimiento con condiciones

controladas de fotoperiodo y temperatura (16 h luz / 8h oscuridad, 25 °C).

Al término del bioensayo, se organizaron las plantas segun su sintomatologia

en seis niveles distintos (del 0 al 5) para conformar la escala de severidad.

6.10.4. Bioensayo de antagonismo in planta.

Para el establecimiento de estas pruebas, se seleccionaron dos aislados
rizosféricos (BA97 y BR20) y dos provenientes de nédulos (BN20 y BN17), los cuales
presentaron los mayores porcentajes de inhibicion a M. phaseolina en las pruebas de

antagonismo in vitro.

Se establecieron nueve tratamientos y un control absoluto con siete réplicas
cada uno. Las semillas fueron colocadas en vasos de poliestireno de 12 oz con sustrato
estéril (vermiculita-arena) y se les adicion6 1 mL de cada tratamiento correspondiente,
antes de ser sembradas, en un arreglo completamente al azar en un cuarto de
crecimiento con condiciones controladas (fotoperiodo: 16 h luz/8 h oscuridad;
temperatura: 25 °C), regando con agua destilada cada segundo dia durante una
semana. Para los tratamientos con hongo la concentracion utilizada fue de 3.4 x 10°

UFC/mL y para bacterias, se ajusto la concentracion de los in6culos a 1 x 108 UFC/mL.

Los tratamientos del disefio experimental a evaluar fueron los siguientes:
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e Tratamiento 1: In6culo M. phaseolina (Mp) e inéculo BA97.
e Tratamiento 2: Mp + BN17.

e Tratamiento 3: Mp + BN20

e Tratamiento 4: Mp + BR20

e Tratamiento 5: Mp

e Tratamiento 6: BA97

e Tratamiento 7: BN17

e Tratamiento 8: BN20

e Tratamiento 9: BR20

e Control absoluto: Semilla inoculada con 1mL de caldo LB

El efecto de la infeccion por el patégeno fue analizado siete dias posteriores a
la siembra, utilizando la escala generada a partir de la observacion de la severidad de
la enfermedad en las plantas evaluadas. La incidencia y el indice de porcentaje de
enfermedad fueron calculados mediante las siguientes formulas (du Toit et al., 1997;

Asran and Buchenauer, 2003):

e Incidencia: | (%)= = x 100

Dénde: n= n° de plantas enfermas y N= n° total de plantas.

e Indice de porcentaje de enfermedad: IE (%)=[Z (Rx N)] x 100/H x T
Dénde: R= nivel de la enfermedad, N= n° de plantas por nivel, H= nivel

mas alto y T= total de plantas contadas.

A su vez, el indice de enfermedad se us6 para calcular el efecto de biocontrol
de los tratamientos hongo-bacteria usando la formula que se muestra a continuacion
(Li et al., 2008 en Chen et al., 2009):
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e Efecto de biocontrol (%): EB (%)= (IEP —IEB) x 100

IEP

Doénde: IEP= indice de enfermedad en el control patégeno, IEB= indice

de enfermedad en el tratamiento con bacteria.

6.10.4.1. Analisis estadistico.

Los datos numéricos obtenidos a partir de los niveles de la escala de severidad
fueron analizados usando Kruskal-Wallis. Por otra parte, los resultados de peso fresco,
peso seco Yy longitud de raiz y tallo fueron analizados en el paquete estadistico IBM
SPSS Statistics 25 mediante las pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y la
homocedasticidad de varianzas y al resultar no normales se procedio a realizar un
ANOVA de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos para determinar si existian
diferencias entre los grupos y su posterior comparacion utilizando el procedimiento de
Dunn con la correccion de Bonferroni para comparaciones mdultiples con un valor alpha
de 0.05.

6.11. Identificacion molecular de los aislados bacterianos seleccionados.

La identificacion de los aislados bacterianos seleccionados se llevdé a cabo
mediante secuenciacion del gen ADNr 16S. EI ADN gendmico de los aislados se
extrajo utilizando el kit DNAzol (Invitrogen, No. Cat. 10503-027) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Los aislados se crecieron en medio LB liquido
durante 18 horas a 200 rpm y 30° C. Posteriormente, se tom6 1 mL de cada cultivo y
fueron centrifugados a 13,000 rpm por 20 min. Seguido a esto, se descarto el
sobrenadante y la pastilla se resuspendié con 500 yL de DNAZzol® macerando
suavemente las muestras con un pistilo estéril y agitando de 3 a 4 veces para después
centrifugar 10 min a 14,000 rpm. Se recuperé la fase acuosa transfiriéndola a un

microtubo de 1.5 mL y se afiadieron 500 yL de EtOH al 100 %. El tubo se agité por
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inversion de 4 a 5 veces y se centrifug6 a 6,000 rpm por 5 min. Después de descartar
el sobrenadante, se agregaron 500 uL de EtOH al 75 %, agitando por inversion de 4 a
5 veces y se centrifugd nuevamente a 6,000 rpm por 5 min. Se repitio el paso anterior
con un nuevo lavado y se dejo secar la pastilla. Finalmente, el ADN extraido se

resuspendio con 50 pL de H20 ultra pura.

La integridad del ADN gendémico extraido fue visualizada por electroforesis en
geles de agarosa al 0.8 % (p/v). Posteriormente, se llevo a cabo la amplificacion del
gen ADNr 16S utilizando la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Para ello, se utilizaron los oligonucleétidos F2C (5’- AGAGTTTGATCATGGCTC -3') y
C (5- ACGGGCGGTGTGTAC -3’), que amplifican una region de aproximadamente
1400 pb. La mezcla de reaccién de PCR contendra 1 uL de extracto de ADN, 1X de
buffer de reaccién, 1 mM de MgCI2, 0.5 mM de cada oligonucleétido, 500 uM de
desoxinucleétidos trifosfato (dNTPs) y 0.5 U de TagDNA polimerasa en un volumen
total de 25 pL. Las condiciones de amplificacion en el termociclador fueron
establecidas de la siguiente manera: una temperatura de desnaturalizacion inicial de
95 °C durante 4 minutos, seguido por 30 ciclos a 95 °C durante 1 min, 60 °C durante
1 miny 72 °C durante 2 min, y finalmente una temperatura de extension final a 72 °C
durante 5 min. Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 0.8 % (p/v), tefildo con bromuro de etidio, se utilizé un sistema de foto-
documentacion Chemidoc (Bio-Rad) para la visualizacion de los fragmentos y analizar
si estos correspondian al tamafio de producto esperado. Posteriormente, se realizo la
purificacion de los productos de PCR, utilizando el kit QIAquick® PCR Purification
(siguiendo las indicaciones del fabricante) y su posterior cuantificacion para su envio

a secuenciacion.

Obtenidas las secuencias, éstas fueron comparadas con el banco de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.gov) utilizando
la plataforma BLASTn para determinar la similitud de las secuencias obtenidas con
organismos que mostraran 90 % o mas de identidad como criterio de identificacion.
Posteriormente, se utilizo el programa Clustal W para realizar el alineamiento multiple

de secuencias (Larkin et al., 2007). El arbol filogenético se construy6 en el programa
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MEGA X con el método de neighbour-joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987, Kumar et al.,
2018) y el modelo de sustitucion de Kimura de dos parametros (Kimura, 1980). La
solidez de la topologia NJ se evalu6 mediante la prueba de bootstrap usando 1000
réplicas. Para generar el arbol filogenético se incluyeron las secuencias de los cuatro
aislados (BA97, BN17, BN20 y BR20) y cepas de referencia de los géneros mas
cercanos. Como grupos externos se utilizaron secuencias de los géneros

Streptomyces, Rhizobium y Pseudomonas.

6.12. Identificacién molecular del aislado de Macrophomina phaseolina.

La extraccion del ADN del hongo se realiz6 a partir del micelio de la cepa,
mediante el método desarrollado por Rajendrakumar y col., (2006), con buffer de
extraccion CTAB (100mM Tris-Cl, pH 8.0, 25 mM EDTA, pH 8.0, 1.25 M NaCl, 2 %
CTAB y 3 % PVP). EI ADN gendmico obtenido se cuantificé utilizando un
espectrofotometro NanoDrop 2000 y se visualizé la integridad del ADN en un gel de
agarosa al 0.8 %. Posteriormente se llevé a cabo la amplificacion de la region ITS del
ADNr con los oligonucleétidos ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) que amplifican una region de aproximadamente 600
pb.

La mezcla de reaccién de PCR contenia 1 pyL de extracto de ADN, 1X de buffer
de reaccion, 1 mM de MgCI2, 0.5 mM de cada oligonucleétido, 500 pM de
desoxinucleétidos trifosfato (ANTPs) y 0.5 U de TagDNA polimerasa en un volumen
total de 25 uL. Las condiciones para los ciclos térmicos de PCR fueron, un primer paso
de 4 minutos a 95 °C; un minuto de desnaturalizacion a 95 °C; una fase de alineamiento
de 1 min a 55 °C y un periodo de elongacion de 2 min a 72 °C. Estos pasos se repitieron
en 34 ciclos finalizando con un paso de 5 min a 4° C para posteriormente visualizar,

cuantificar y purificar los productos de PCR con la misma técnica citada anteriormente.

Los productos de PCR se enviaron a secuenciacion y el analisis de las mismas
se llevo a cabo de la igual forma en el apartado anterior de alineamiento y creacion de

arbol filogenético para los aislados bacterianos.
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7. RESULTADOS

7.1. Coleccién de bacterias nodulares y de la rizésfera de plantas de frijol.

En los meses de febrero a junio del 2018, se realizaron aislamientos bacterianos
de la rizosfera y nédulos de plantas de frijol crecidas bajo condiciones de invernadero.
En total, se obtuvieron 243 aislados, de ellos 111 aislados de la rizosfera fueron
rotuladas como BA0O1-BA111;y 20 aislados nodulares como BNO1-BN20, procedentes
del primer muestreo con suelo proveniente del Ejido Bachoco, Guasave Sinaloa. Para
el caso de los cultivos trampa con suelo de un lote agricola del Ejido Adolfo Ruiz
Cortines lll, se lograron seleccionar 99 aislados rizosféricos (BR1-BR99) y 13 aislados
nodulares (BN0O1-BN13).

Una vez conformado el banco de germoplasma, el primer escrutinio fue la
realizacion de las pruebas de hemdlisis, esto debido a que la actividad hemolitica de
los microorganismos puede ser un factor de patogenicidad para el humano. Se
obtuvieron 172 aislados con B-hemodlisis (hemdlisis total) que fueron capaces de
producir un halo color amarillo cristalino en el medio de cultivo por efecto de la lisis de
los eritrocitos presentes en la sangre. Por otra parte, 32 aislados se caracterizaron por
ser a-hemoliticos (hemdlisis parcial), y, por ultimo, un total de 39 aislados fueron y-
hemoliticas debido a que no presentaron ningun tipo de hemalisis (Anexo 1). De estos
altimos, once aislados provenian de ndédulos y los 28 restantes eran bacterias
rizosféricas. Por udltimo, los 39 aislados no hemoliticos fueron seleccionados para
conformar la coleccion microbiana final de organismos rizosféricos y nodulares para

realizar ensayos posteriores de antagonismo in vitro e in planta.

Los 39 microorganismos de esta coleccion fueron criopreservados y mantenidos
en un ultracongelador a -70 °C en medio liquido LB con glicerol al 15 %. Para realizar
las pruebas de supervivencia, los aislados fueron descongelados y reactivados en dos
ocasiones. Todos los aislados fueron capaces de crecer y formar colonias en el medio
después de su reactivacion, lo que indica que se obtuvo una tasa de sobrevivencia del
100 %.
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7.2. Bioensayo de antagonismo in vitro de aislados bacterianos contra M.
phaseolina.

Las 38 muestras viables de aislados no hemoliticos de la coleccion obtenida
fueron usadas para realizar pruebas de antagonismo in vitro contra el hongo M.
phaseolina. Los datos adquiridos mostraron que 14 aislados tenian capacidad
antagonica ante el hongo, de los cuales 8 presentaron porcentajes de inhibicion
mayores al 50 %, BA93, BA97, BA100, BN4, BN17, BN20, BR20 y BN1 (Cuadro 2,
Figura 2), como se planted en los criterios de seleccién estipulados para estas
pruebas. Destacandose BA97 y BN17, por contar con hasta el 85 % de inhibicién, ante
el crecimiento de M. phaseolina, en cultivo dual, seguido por el aislado BN20 con 80
% (Figura 2A, 2B y 2E).

Aunado a estos resultados, se decidi6 realizar pruebas de antagonismo in vitro de los
aislados que conformaban la coleccién contra otros hongos fitopatdogenos que afectan
a su vez al cultivo de frijol, con la finalidad de ampliar el rango de posible accion de los
aislados bacterianos en el manejo de enfermedades. Se realizaron cultivos duales con
los hongos Fusarium verticillioides (Fv), Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici
(Forl), Sclerotium rolfsii (Sr) y Rhizoctonia sp. (Rh). Con los datos obtenidos se pudo
observar que 13 de las 39 bacterias, del banco de germoplasma, presentaron
capacidad antagonista ante al menos uno de estos cuatro hongos (Anexo 2),
destacandose el aislado BN20 que inhibié el crecimiento de los cuatro hongos con
porcentajes de 48.5, 40, 35y 44.5 % (Anexo 3-6), ademas de ser antag6nico a M.
phaseolina con el 80 %. Cabe mencionar que el aislado BA97 aparte de ser antag6nica
a M. phaseolina en un 85%, también impidi6 la proliferacion micelial de 3 de los 4
hongos fitopatdgenos analizados (Fv, Forl y Rh) con porcentajes de 30 a 52 % (Anexo
3-6).
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Figura 2. Pruebas de antagonismo in vitro mediante cultivo dual bacteria-hongo. A) BA97, B)
BN17, C) BA100, D) BA93, E) BN20, F) BN4, G) BN1, H) BR20 e I) CONTROL M. phaseolina.

Cuadro 2. Bioensayo de antagonismo in vitro contra M. phaseolina.

Aislado Inhibicibn Muestreo Aislado Inhibicion Muestreo Aislado Muestreo Inhibicién

(0) (%0) (0)
BA14 - 1° BA103 = 1° BN20 1° 80
BA35 - 1° BA104 - 1° BR15 2° -
BA48 = 1° BA105 = 1° BR20 2° 62.5
BA89 - 1° BA106 - 1° BR41 2° -
BA90 - 1° BA108 - 1° BR52 2° 35
BA91 - 1° BA109 - 1° BR53 2° 235
BA92 - 1° BA110 - 1° BR56 2° 45
BA93 55 1° BAl1l1l - 1° BR95 2° -
BA94 - 1° BN4 65 1° BN1 2° 70
BA95 - 1° BN13 35 1° BN2 2° -
BA97 85 1° BN14 - 1° BN3 2° 35
BA100 60 1° BN16 - 1° BN5 2° -
BA101 - 1° BN17 85 1° BN8 2° 30

7.3. Mecanismos de antagonismo in vitro.

Se investigo la actividad antifungica relacionada a la produccion de compuestos
volatiles de los cuatro aislados bacterianos seleccionados para la inhibicion del
crecimiento micelial de M. phaseolina, mediante 2 diferentes técnicas. A excepcion del

aislado BR20, que inhibi6 el crecimiento del patégeno en un 37.5 %, el resto de los
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aislados tuvieron porcentajes mayores al 50 % en los cultivos duales en caja Petri
dividida (Cuadro 3, Figura 3). El aislado BA97 fue el que inhibié en mayor medida el

crecimiento del hongo en placa dividida con un 75 %.

Cuando los aislados bacterianos fueron confrontados a M. phaseolina en el
método de cdmara sellada, el porcentaje de antagonismo se redujo en comparacion a
los resultados mostrados con la técnica en placa dividida, obteniendo porcentajes que
oscilaban entre el 35y 52.5 % (Cuadro 3, Figura 4).

Finalmente, para las pruebas in vitro de metabolitos no voléatiles, se logré
observar que ninguno de los cuatro aislados cont6 con capacidad antagdnica contra el
hongo, ya que el crecimiento radial del micelio en todas las unidades experimentales

fue igual con respecto a la caja control (Cuadro 3, Figura 5).

Cuadro 3. Mecanismos de antagonismo in vitro de los aislados BA97, BN17, BN20 y BR20.

Metabolitos volatiles Metabolitos no volatiles
Placa dividida Camara Filtrado
. Diametro de
Aiclago | Diametro de M. Inhibicién D'iﬁ:;foﬂﬁa'\"' Inhibicion M. Inhibicion
phaseolina (cm) (%) (cm) (%) phaseolina (%)
(cm)
BA97 25¢€ 75 25¢ 52.5 4@ -
BN17 1.8¢ 55 1.9 be 375 42 -
BN20 15d 62.5 2.5bc 37.5 4@ -
BR20 1b 375 260 35 42 -
Control 42 - 42 = 42 S

Se muestran los didmetros miceliales en cada tratamiento y su respectiva inhibicion (%).

Resultados con letras iguales no difieren estadisticamente (ANOVA, Tukey, P = 0.05).
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Figura 3. Prueba de antagonismo in vitro contra M. phaseolina mediante compuestos volatiles
en placa dividida.

Figura 4. Prueba de antagonismo in vitro contra M. phaseolina mediante compuestos volatiles
en camara sellada. En el cultivo dual se aprecia la inhibicidon del crecimiento micelial de los
tratamientos: A) Cultivo control con M. phaseolina, B) BR20, C) BN17, D) BA97, E) BN20 y F)

Ejemplo de la estructura del método de camara para VOC's.
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Figura 5. Prueba de antagonismo in vitro conta M. phaseolina mediante compuestos no
volatiles. A) Cultivo control, B) BN20, C) BA97, D) BN17 y E) BR20.

7.4. Mecanismos de promocion de crecimiento vegetal.

7.4.1. Solubilizacién de fosfato.

Los aislados BN97, BN20, BN17 y BR20 fueron cultivados durante 7 dias en
agar Pikovskaya para analizar sus capacidades de solubilizar el fosforo presente en el
medio. Un aclaramiento del medio mediante la formacién de un halo alrededor del pozo
donde se inocul6 el sobrenadante bacteriano indicaria un resultado positivo, ninguno
de los aislados analizados cont6 con esta capacidad al no observarse dicha zona de
aclaramiento en las unidades experimentales, lo cual indica que no son considerados

como solubilizadores de fosfato (Figura 6).

7.4.2. Produccion de sideréforos.

Los ensayos para identificar si las mejores cuatro bacterias bajo estudio eran
productoras de sideroforos se efectuaron en medio CAS. Posterior al periodo de
incubacion se pudo observar que ninguno de los aislados presento dicha actividad
(Figura 7).

43



Figura 6. Pruebas de solubilizacion de fosfatos en agar Pikovskaya. BA97, BN17, BN20 y
BR20 no presentaron halos indicativos de esta capacidad. Las bacterias GR84 y GR26 fueron
los controles positivos, donde se observa un halo de solubilizacion. C indica el control absoluto.

Figura 7. Prueba de produccion de sideréforos en agar CAS. BA97, BN17, BN20 y BR20 no
presentaron halos indicativos de esta capacidad. La bacteria GR80 fungié como control
positivo, donde se observa un halo color naranja. C indica el control absoluto.

7.4.3. Produccion de acido indol acético.

A partir del método colorimétrico con el reactivo Salkowski, se determiné el
potencial de los aislados para la biosintesis de acido indolacético (AlA). Se observaron
coloraciones rosaceas muy tenues en los aislados después de ser expuestos al
reactivo Salkowski (Figura 8). Por medio de la comparaciéon con una curva de AlA, se

determind la concentracion de AIA producida por los aislados. El intervalo de
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concentracion de AlA producido por los aislados fluctu6 de entre 22.07 a 11.31 uM/mL
(Figura 9).

Concentracion de AIA (uM/mL) Aislados

100 90 60 50 40 30 20 10 5 0 BA97 BN17 BN20 BR20

80 70
886 ¥

¢0.@@

Figura 8. Produccion de AIA en escala colorimétrica.
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Figura 9. Concentraciénes de AIA producidas por los aislados bacterianos.

7.5. Formulacion liquida de aislados bacterianos.

Los aislados BA97 y BN20 fueron empleados para realizar una formulacion
liquida al contar con la mayor eficacia de antagonismo in vitro e in planta,
respectivamente. Para esto fue necesario establecer en primera instancia un ensayo
de compatibilidad entre los mejores cuatro aislados, donde se pudo observar que
ninguno de los aislados ejercia un efecto de inhibicion del crecimiento y proliferacion
del otro, por lo que se decidi¢ trabajar con las cepas BA97 y BN20 (Figura 10).
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Figura 10. Ensayo de compatibilidad de los aislado.

La formulacion consistié en caldo nutritivo con 2 % de glicerol para brindar
mayor proteccién a las células, inoculado con 1.9 x 10’ UFC/mL. Un dia posterior al
proceso de formulacion, se registro la tasa de supervivencia de las células mediante
recuento en placa, donde se obtuvo un rango total de entre 1 a 1.8 x 108 UFC/mL en
los cuatro formulados (Cuadro 3). Cabe resaltar que, en estas 24 h de incubacién, los
formulados estuvieron bajo condiciones éptimas de crecimiento de 200 rpm y 30° C,
por lo cual se pudo alcanzar un 100 % de supervivencia y un incremento aproximado

de 7.3 veces su volumen inicial (Cuadro 4).

Finalizado el conteo de células viables, los formulados fueron almacenados en
refrigeracion a — 4° C (BA97 1 y BN20 1) y a temperatura ambiente (BA97 2 y BN20
2). La primera lectura de vida de anaquel se realiz6 una semana posterior al
almacenamiento. La presencia de células bacterianas viables en cada una de las

formulaciones oscil6 entre las 1.4 x 10° a 3.9 x 106 UFC/mL (Cuadro 4).

Desde la primera lectura (7 dias) de vida de anaquel, hasta la dltima (30 dias)
post-formulacién, hubo una reduccion en la tasa de UFC/mL de manera general
(Figura 11). Para el caso de los formulados que fueron almacenados a — 4° C, se logro
observar que el porcentaje de viabilidad bajo drasticamente a partir de los 21 dias de

almacenamiento, siendo el formulado con la bacteria BN20 el que ya no contd con
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células viables a partir de este periodo, mientras que el formulado BA97 1 tuvo una
menor disminucién de UFC/mL de 48.8 % desde la semana 1 a la semana 4 (Cuadro
4).

Por otra parte, se pudo constatar que las formulaciones almacenadas a
temperatura ambiente fueron las que menor tasa de reduccién tuvieron al evaluar su
vida de anaquel hasta la semana 4 en comparacion a las formulaciones que se
encontraban en refrigeracion. El formulado BN20-2 bajé su viabilidad en un 61 % con
un total de 7.8 x 105 UFC/mL a las cuatro semanas. Por otra parte, el formulado que
en menor medida redujo sus niveles de UFC/mL durante un mes fue el BA97-2, con
una tasa de reduccion del 26 % (Cuadro 4).

Cuadro 4. Vida de anaquel de las formulaciones en diferentes condiciones de
almacenacmiento.

Poblacién (UFC/mL)

Refrigeracion (- 4° C) Temperatura ambiente
BN20 1 BA97 1 BN20 2 BA97 2
0 1.9 x 107 1.9 x 107 1.9 x 107 1.9 x 107
24 h 1.3x108 1.8 x 108 1.5x108 1x108
7 dias 1.4 x 108 3.9 x 108 2 x 108 2.7 x 108
14 dias 1.5x10¢ 6.3 x 106 1.2 x10¢6 4.8 x 108
28 dias 0 2 x 108 8 x 105 2.5 x 10°
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Vida de anaquel de las formulaciones

—e—BN201
—8—BA97 1

3
—e—BN202
2 BAY7 2

1 2 3 4
Semanas de almacenamiento

Células viables (UFC/mL) x10%
S

Figura 11. Vida de anaquel de las formulaciones.

7.5.1. Pruebas de antagonismo in vitro de la formulacién en el control de M.
phaseolina.

La actividad antagonista in vitro de los formulados a base de los aislados BN20
y BA97 y sus respectivas combinaciones mostrd una eficacia de biocontrol al patégeno
de un 20 a un 75 % a los 7 dias post-formulacion, destacando las formulaciones
almacenadas a temperatura ambiente, las cuales presentaron los mayores porcentajes
de inhibiciéon cuando ambas formulaciones fueron combinadas (BN20 — BA97 2) con
un 74 % (Figura 12, Cuadro 5, Anexo 8).

En general, el efecto de inhibicion de M. phaseolina a los 21 dias post
formulacién, disminuyd ligeramente en todas las formulaciones. Para aquellas
resguardadas en refrigeracion, BN20 1, BA97 1 y su combinacion, se alcanzaron
porcentajes de 16.5, 50 y 52.5 respectivamente. En cambio, los porcentajes de
antagonismo de las formulaciones BN20 2, BA97 2 y su combinacion (almacenadas a
temperatura ambiente) fluctuaron entre el 52.5 al 72 % (Figura 12, Cuadro 5, Anexo
9).
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Cuadro 5. Actividad antagénica de las formulaciones a M. phaseolina in vitro.

Formulaciéon Diametro Diametro

Tiempo micelial Inhibicion Tiempo Formulacion micelial Inhibicion
(cm) (%) (cm) (%)
BN20 1 3 25 BN20 1 3.34 16.5
BA97 1 2 50 BA97 1 2 50
BN20-BA97 1 1.8 55 BN20-BA97 1 1.9 525
7 dias BN20 2 0.94 76.5 21 dias BN20 2 1.2 70
BA97 2 1.9 52.5 BA97 2 1.9 52.5
BN20-BA97 2 1.04 74 BN20-BA97 2 1.14 72
Control Mp 4 - Control Mp 4 -

Eficacia de la formulacion en el control de M. phaseolina in vitro

g o
<]
@ gp 76.5
g 70 ~ 72
2 70
3 60
2 55
: 50 50 52.5 52.552.5
S 50 u7 dias
Q
= .
2 40 m 21 dias
£
g 30 25
2 20 16.5
=
<)
& 0
BN20 1 BA97 1 BN20-BA971 BN202 BA972  BN20-BA972

Formulados

Figura 12. Eficacia in vitro de las formulaciones en el control de M. phaseolina.

7.6. Pruebas de antagonismo in planta.

7.6.1. Produccién de indculo bacteriano para pruebas in planta.

Con la finalidad de incrementar la biomasa de los aislados con potencial

antagonista ante M. phaseolina para el establecimiento de las pruebas de antagonismo

in planta, se estandarizé una técnica de monitoreo en medio liquido, evaluando el

crecimiento de cada una de las 8 bacterias antagdnicas mediante una curva de
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crecimiento para establecer la fase exponencial y determinar la concentracion de

células viables presentes en dicha fase.

Para facilidad de manejo, las curvas de crecimiento se realizaron en dos lotes,
donde el primero consistié en las cuatro bacterias con mayor porcentaje de inhibicion
del patdégeno in vitro (BA97, BN20, BN1 y BN17). En la Figura 13, se muestra el
comportamiento de la DOsgs (expresada en logaritmo natural) registrada de los
aislados BA97, BN20, BN1 y BN17, donde se observa que los aislados BN20 y BN17
fueron los que llegaron a su fase exponencial a las 8 h de incubacion, mientras que las
restantes alcanzaron esta fase a las 14 h de incubacién. Por otra parte, para el caso
del segundo lote, los aislados BA100, BN4, BR20 alcanzaron la fase log a las 14 h,
mientras que la cepa BA93 a las 8 h (Figura 14). La concentracion de UFC/mL de los

aislados oscil6 de entre un 3.7 x 107 a 7.9 x 108 (Cuadro 6).

Al final, de los 8 aislados, se seleccionaron para pruebas de antagonismo in
planta 2 aislados rizosféricos BA97 y BR20, y 2 nodulares que fueron BN17 y BN20,

siendo los cuatro los que presentaron mayor porcentaje de inhibicion in vitro.

Cuadro 6. Curvas de crecimiento de aislados bacterianos.

Aislado Fase Log (h) Densidad optica (DOsgs)  Concentracion (UFC/mL)
BA97 14 1.186 6.5 x 108
BN4 14 1.297 5.4 x 108
BN17 8 1.041 1.7 x 108
BN20 8 1.000 3.7 x 108
BR20 14 1.107 4 x 108
BN1 14 1.126 2.5x 108
BA93 8 1.075 5.6 x108
BA100 14 1.052 7.9 x 108
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Figura 13. Curvas de crecimiento de los aislados BN20 (A), BA97 (B), BN17 (C) y BN1 (D).
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Figura 14. Curvas de crecimiento de los aislados BR20 (A), BA93 (B), BN4 (C) y BA100 (D).

7.6.1.1. Produccion deinéculo fungico para pruebas in planta.

Con la finalidad de generar el inéculo del hongo, obteniendo unidades infectivas
como fragmentos de hifas, microesclerocios o picnidios, se realizé una suspension del
hongo mediante raspado del micelio. Aproximadamente 10 cajas de medio PDA
colonizado en su totalidad por M. phaseolina con alrededor de 10 dias de crecimiento
fueron resuspendidas con 10 mL de agua destilada estéril cada una. El producto de la
suspension fue homogenizado para hacer diluciones seriales y sembrar en medio PDA
con el objetivo de obtener unidades formadoras de colonias determinando la

concentracion del mismo. El rango de UFC/mL de M. phaseolina en suspension oscilo
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de entre 3.1 x 10% a 3.6 x 103, siendo constante durante una semana posterior a la

obtencion del inéculo en suspension.

A la par, se efectu6 una observacion, en microscopio, de las estructuras
presentes en el micelio del hongo y en la suspensién de indculo. Dichas estructuras
consistieron primordialmente en microesclerocios y pequefios segmentos de hifas

(Figura 15). No se encontro presencia de conidios o picnidios.

Figura 15. Estructuras de M. phaseolina. A) Microesclerocios visualizados a partir de una
muestra de micelio; B y C) Microesclerocios germinados procedentes de diluciones seriales
del in6culo fangico. El tamafio de las colonias corresponde a 4 y 5 mm respectivamente.

7.6.1.2. Ensayo de patogenicidad del inéculo de M. phaseolina.

Para estos experimentos, se logré infectar las semillas de frijol a los siete dias
posteriores a la inoculaciéon con el hongo a una concentraciéon de 3.4 x 10 UCF/mL.
En los tratamientos control (C1-C3), las plantulas crecieron de manera normal, con
longitudes de tallo y raiz de hasta 16.3 y 37 centimetros respectivamente (Cuadro 7),
mientras que en los tratamientos con M. phaseolina, ninguna de las 5 unidades
experimentales logr6 germinar adecuadamente, presentando signos, como la
presencia de micelio y sintomas caracteristicos de la pudricién carbonosa ocasionada
por el patégeno bajo estudio, tal es el caso de necrosis de cotileddn, tallo y raiz (Figura
16).
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Cuadro 7. Bioensayo de patogenicidad del in6culo de M. phaseolina.

TRATAMIENTOS

VARIABLES c1 c2 c3 Mpl Mp2 Mp3 Mp4  Mp5
Longitud tallo (cm)  16.3 15.2 11.2 2 2 0 2 15
Longitud raiz (cm) 13.5 22 12 3.3 4.5 0 7.2 6.2

Figura 16. Bioensayo de patogenicidad de M. phaseolina (3.4 x10® UCF/mL). A) Controles; B)
Tratamientos con 1mL de indculo fungico; C) Necrosis de tallo y cotiledon, sintomas
caracteristicos de la enfermedad; D) Signos de la enfermedad (presencia de micelio y

formacion de microesclerocios).

7.6.2. Escala de severidad de M. phaseolina en plantas de frijol.

El porcentaje de incidencia de la enfermedad en este bioensayo fue de 100%,

ya que las sesenta unidades experimentales inoculadas con el patbgeno mostraron
sintomas de la enfermedad en mayor o menor medida, lo cual permitié el agrupamiento
de dichas afecciones en 6 niveles distintos, del 0 al 5, donde el nivel 0 (sin
sintomatologia) solo estuvo conformado por las plantas control (Figura 17). La escala

de severidad creada consistio en lo siguiente:
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Nivel 0= Sin presencia de signos o sintomas de pudricion carbonosa (Figural8).

Nivel 1= 1 al 5 % de la superficie cubierta presentaba sintomas de la

enfermedad (cotileddn) (Figura 19).

Nivel 2= 6 al 20 %. Se observa necrosis mas avanzada a lo largo de los
cotiledones, parte superior y base del tallo, asi como también en raiz. Plantulas con
dos hojas verdaderas, en algunos casos una de ellas con malformaciones (Figura 20).

Nivel 3= 21 al 40 %. Necrosis cubriendo totalmente los cotiledones y avanzando
hacia el tallo (aproximadamente 2 cm por debajo del cotileddn). Hojas verdaderas de
tamafio reducido y longitud de las plantas considerablemente menor a comparaciéon

de los niveles 1y 2 (Figura 21).

Nivel 4= 41 al 70 %. Ninguna de las plantulas cuenta con emergencia de las

primeras hojas verdaderas, cotiledones y tallos necrosados (Figura 22).

Nivel 5= 71 al 100 %. Semillas sin germinar o solo desarrollan pequefios tallos y
raices que se observan con sintomas de la enfermedad como necrosis total y

formacion de microesclerocios (Figura 23).

Nivel0 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5

Figura 17. Resultados de escala de severidad de M. phaseolina en plantas de frijol.
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Figura 20. Nivel 2 de Escala de Severidad M. phaseolina en frijol.
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Figura 23. Nivel de Escala de Severidad M. phaseolina en frijol.
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7.6.3. Bioensayo de antagonismo in planta de aislados bacterianos contra M.
phaseolina.

Después de una semana del establecimiento del experimento, las plantas
fueron cosechadas y se determiné la incidencia y severidad de la enfermedad, asi

como también se registraron los pardmetros de longitud y peso de las plantas.

Los niveles de la escala de severidad establecidos fueron del O al 5, donde el
valor O correspondié a los tratamientos control, mientras que los valores 1, 2, 3,4y 5
correspondian a diferentes porcentajes de infeccion del patégeno en orden
ascendente. Todas las plantas de los tratamientos M. phaseolina (Mp) y hongo-
bacteria (Mp-BN97, Mp-BN17, Mp-BN20 y Mp-BR20) mostraron sintomatologia
asociada a los niveles del 1 al 5 estipulados en la escala de severidad, dando como

resultado una incidencia del 100 % (Cuadro 8).

Los datos obtenidos fueron analizados mediante Kruskal-Wallis para datos no
paramétricos cualitativos ordinales en el paquete estadistico IBM SPSS Statistics 25.
El analisis de los resultados permitié inferir, con un valor P de 0.05, que existe
diferencia significativa entre las medianas de los tratamientos, donde el tratamiento
Mp-BN20 corresponde a aquel que ejerce mayor control del patégeno en la interaccién
tripartita planta-patégeno-bacteria, ya que es el Unico tratamiento estadisticamente
diferente al control hongo (Mp) (Figura 24, Cuadro 8). Este resultado se correlaciona
con los porcentajes de indice de la enfermedad (IE %) calculados para cada
tratamiento, donde el IE (%) obtenido en el tratamiento control patégeno (Mp) fue de
77.14 %, mientras que, en los tratamientos con bacteria, se pudo observar una
reduccion en este indice, especialmente cuando el patégeno fue retado con el aislado
BN20 (Mp-BN20), obteniendo un IE de 34.28 %, equivalente a aproximadamente la
mitad del IE (%) del tratamiento Mp (Cuadro 8).

A partir de los indices de enfermedad de cada uno de los tratamientos
patogeno-bacteria se calculd el efecto de biocontrol de cada uno de los aislados
bacterianos, donde nuevamente el tratamiento Mp-BN20 resulté ser el mas eficaz en

el control de la enfermedad con un porcentaje de biocontrol de 55.50 %.
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Cuadro 8. Agrupacion de niveles de escala por tratamiento con M. phaseolina.

_ Grado de severidad (nivel escala)
Tratamientos

1 2 3 4 5 IE(%) | EB(%)
Mp-BA97 1 3 1 2 0 54.42 33.3
Mp-BN17 0 2 0 5 0 68.57 11.11
Mp-BN20 3 3 1 0 0 34.28 55.50
Mp-BR20 1 1 0 5 0 65.71 14.81

Mp 0 0 3 2 2 77.14 -
Total 5 9 5 14 2

Se representan los valores medios de todas las réplicas por nivel, aguellos con las mismas
letras muestran resultados no significativos (P 2 0.05). Los valores con signos =*
representan una desviacion estandar entre diferentes réplicas del mismo tratamiento. IE
(%) y EB (%) hacen referencia al porcentaje de indice de enfermedad y porcentaje de
efecto de biocontrol respectivamente.

Bioensayo tripartita de antagonismo in planta

ab a a

-~

Niveles de severidad (mediana)
w

Mp-BR20 Mp-BN20 Mp-BN17 Mp-BA97 Mp
Tratamientos

Figura 24. Bioensayo de antagonismo in planta. La organizacion en niveles y la comparacion
de medianas se llevo a cabo mediante Kruskal-Wallis, con una comparacién de medianas con
el ajuste Bonferroni. Las barras con la misma letra no difieren significativamente (P = 0.05)
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Por otra parte, los datos numericos de los parametros de crecimiento evaluados
en este bioensayo, fueron sometidos a un analisis de Kruskal-Wallis, ya que resultaron

ser datos no paramétricos por no cumplir con las pruebas de normalidad.

En cuanto a la variable longitud foliar, no se present6 una diferencia significativa
entre los tratamientos bacteria-patdgeno con sus respectivos controles (hongo y
absoluto) (Figura 25), sin embargo, en los datos obtenidos para longitud radical de las
unidades experimentales, el tratamiento Mp-BN20 mostré diferencia estadistica con
respecto al control Mp, pero no entre los demas tratamientos hongo-bacteria (Figura
26). En relacion a los controles, ninguno de los aislados bacterianos mostré algun

efecto adverso en el crecimiento comparandolo con el control absoluto.

De igual manera, los datos relacionados con el peso fresco y seco, de parte
foliar y radical, fueron analizados para identificar el efecto de cada uno de los
tratamientos. En las variables longitud foliar, peso seco foliar y peso seco de raiz no
se encontro diferencia significativa entre tratamientos bacteria-hongo, asi como
tampoco entre estos y su control hongo (Mp). Sin embargo, se observa diferencia
estadistica significativa del tratamiento Mp-BN20 sobre la longitud de raiz en

comparacion con el tratamiento Mp (Figuras 27-30).
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Figura 25. Longitud foliar del bioensayo tripartita. Comparacion de medianas entre
tratamientos bacteria-patdgeno, control hongo (Mp) y controles bacteria (BA97, BN17, BN20
y BR20) y absoluto. Las barras con la misma letra no difieren significativamente (Kruskal-
Walllis, Bonferroni P = 0.05). Se muestran barras de error tipico.

Longitud radical

SN a
= \\\ ab ab
E l ab

b
BA97 BN17 BN20 Control Mp  Mp-BA97 Mp-BN17 Mp-BN20 Mp-BR20
absoluto

30.000
25.000
20.000 I

15.000

Mediana longitud raiz (cm)

10.000

5.000

0.000

Tratamientos

Figura 26. Longitud radical del bioensayo tripartita. Comparacion de medianas entre
tratamientos bacteria-patdgeno, control hongo (Mp) y controles bacteria BA97, BN17, BN20 y
BR20) y absoluto. Las barras con la misma letra no difieren significativamente (Kruskal-Wallis,
Bonferroni P = 0.05). Se muestran barras de error tipico.
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Figura 27. Peso fresco foliar del bioensayo tripartita. Comparacion de medianas entre
tratamientos bacteria-patdgeno, control hongo (Mp) y controles bacteria y absoluto. Las barras
con la misma letra no difieren significativamente (Kruskal-Wallis, Bonferroni P = 0.05). Se
muestran barras de error tipico.
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Figura 28. Peso fresco radical del bioensayo tripartita. Comparacion de medianas entre
tratamientos bacteria-patégeno, control hongo (Mp) y controles bacteria y absoluto. Las barras
con la misma letra no difieren significativamente (Kruskal-Wallis, Bonferroni P = 0.05). Se

muestran barras de error tipico.
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Figura 29. Peso seco radical del bioensayo tripartita. Comparacion de medianas entre
tratamientos bacteria-patdogeno, control hongo (Mp) y controles bacteria y absoluto. Las barras
con la misma letra no difieren significativamente (Kruskal-Wallis, Bonferroni P = 0.05). Se

muestran barras de error tipico.
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Figura 30. Peso seco foliar del bioensayo tripartita. Comparacion de medianas entre
tratamientos bacteria-patdégeno, control hongo (Mp) y controles bacteria y absoluto. Las barras
con la misma letra no difieren significativamente (Kruskal-Wallis, Bonferroni P = 0.05). Se
muestran barras de error tipico.
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7.7. ldentificacion molecular de los aislados bacterianos.

El analisis de las secuencias de la zona 16S del ADN ribosomal de los aislados
BA97, BN17, BN20 y BR20 mostré una identidad del 90 al 99 % a especies del género
Bacillus. Se realizé un arbol filogenético con las secuencias de los aislados y con las
secuencias de referencia obtenidas del Genbank, donde, los cuatro aislados se

identificaron como Bacillus sp. (Figura 31).

100 BN20
100 BR20
£ BA97
NR114581.1 Bacillus thuringiensis
100 m L NRO74540.1 Bacillus cereus
NR109671.1 Bacillus abyssalis
- BN17

o NR024691.1 Bacillus flexus
ﬁ'E NR112636.1 Bacillus megaterium
93 NR115953.1 Bacillus aryabhattai
—— LK021083.1 Rhizobium leguminosarum

&7 L——— H(Q433472 2 Pseudomonas sp
KF682180.1 Streptomyces sp.

Figura 31. Relacién filogenética entre los aislados bacterianos y especies representativas
basada en las secuencias del gen 16S del ADNr construidas utilizando el método de neighbor-
joining. Los nameros indican el porcentaje de las probabilidades de bootstrap determinadas
para 1,000 réplicas.
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7.8. ldentificacion molecular del hongo M. phaseolina.

Las secuencias de la zona 18S y 28S del ADN ribosomal del hongo utilizado en este
estudio fueron comparadas con los datos del GenBank, encontrando un 99.8 % de
identidad con secuencias reportadas para la especie M. phaseolina. El analisis de las
secuencias y su agrupacion en un arbol filogenético, ubica al aislado Mp en un grupo
junto con cepas de la especie M. phaseolina, mientras que lo separa de las especies
F. oxysporum, Rhizoctonia solani y S. sclerotiorum, usadas como secuencias de

grupos externos (Figura 32).

66, MK595003.1 Macrophomina phaseolina

& Macrophomina phaseolina (Mp)

45| KT862031.1 Macrophomina phaseolina
43| MK968307.1 Macrophomina phaseolina
355 KR012878.1 Macrophomina phaseolina
KJ609175.1 Macrophomina phaseolina
HQ392795.1 Macrophomina phaseolina
MH191216.1 Macrophomina phaseolina
— EU627004.1 Sclerotinia scleratiorum

HG934415.1 Rhizoctonia solani
GUZ212653.1 Fusarium oxysporum

100

—_
0.20

Figura 32. Arbol filogenético basado en las zonas 18S y 28S del ADN ribosomal del aislado
fungico Mp. Los numeros indican el porcentaje de las probabilidades de bootstrap
determinadas para 1,000 réplicas. La barra de escala muestra la tasa de sustitucion de
nucleétidos por sitio.
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8. DISCUSIONES

8.1. Coleccién microbiana de aislados rizésfericos y nodulares.

La produccion de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) tiene importancia mundial
debido a su valor econémico, nutricional y cultural, sin embargo, los rendimientos de
la produccion de esta leguminosa pueden verse afectados por la incidencia de
aproximadamente 45 enfermedades diferentes a lo largo del ciclo de vida de este
cultivo (Martins et al., 2018; Meziadi et al., 2016; Sousa et al., 2014). Dentro de estas
afecciones, se encuentra la pudricion carbonosa ocasionada por el hongo M.
phaseolina. Esta enfermedad se asocia con la presencia de microesclerocios en el
suelo que infectan con mayor frecuencia en periodos de sequia, donde reduce la
productividad de los cultivos y se refleja negativamente en los ingresos monetarios del
productor. Ante esto, el uso de microorganismos antagénicos, tales como las bacterias
rizosféricas para el control biolégico de fitopatégenos, como el hongo M. phaseolina,
podria fungir como una alternativa prometedora incluir dentro de un manejo integrado

de ésta enfermedad.

Por a lo anterior, es necesario llevar a cabo un escrutinio masivo y dirigido para
la busqueda de aislados bacterianos con potencial efecto de biocontrol de
enfermedades en campo, creando colecciones bacterianas, las cuales juegan un papel
muy importante, ya que permiten conservar a los microorganismos de manera ex situ,
lo que las hace un depdsito de recursos genéticos microbianos, resguardando material
bioldgico puro y estable, conservando la diversidad de bacterias nativas, las cuales
pueden ser estudiadas para elucidar su potencial biotecnolégico (Weng et al., 2003;
Montes de Oca, 2008; Sharman y Shouche, 2014).

En la region norte del estado de Sinaloa, se han realizado previamente estudios
relacionados con las comunidades bacterianas en diferentes cultivos de importancia
econdémica como tomate, maiz y frijol (Cordero-Ramirez et al., 2013, Figueroa-Lopez,
2011, Torres-Rodriguez, 2013). En estas investigaciones, se crearon bancos de
microorganismos de hasta mas de 11,000 aislados de la rizésfera, con el objetivo de
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seleccionar aquellos aislados que promovieran el crecimiento vegetal y que contaran
con capacidad antagonica a F. oxysporum en cultivos de tomate, a F. verticillioides en
cultivares de maiz y a M. phaseolina y S. sclerotiorum en frijol. En el presente trabajo,
se cre0 una coleccion de 243 aislados bacterianos provenientes de la rizosfera y
nédulos de plantas de frijol, sin embargo, en el presente estudio el 100% de los

microorganismos fueron viables posterior a la crioconservacion.

En términos de bioseguridad, un banco de germoplasma bacteriano debe ser
estudiado antes de su utilizacidbn como agente de control biolégico en campo, esto para
determinar, entre otras caracteristicas, su capacidad hemolitica. Algunos estudios han
demostrado que algunas cepas de bacterias rizosféricas usadas como biofungicidas
son patégenas para el humano (Villareal-Delgado et al., 2018, Ceuppens et al., 2013;
Kim et al., 2016), tal es el caso de las especies Bacillus cereus y Bacillus thuringiensis,
gue se han encontrado en algunos alimentos contaminados, provocando infecciones
eméticas y diarreicas a nivel mundial. Por otra parte, cepas de B. thuringiensis también
se han asociado con intoxicaciones por el consumo de alimentos contaminados. Ante
esto, se infiere que la posible virulencia de estas cepas es debido a la accidn de toxinas
como la hemolisina BL, principalmente (Villareal-Delgado et al., 2018, Oh et al., 2012,
Kim et al., 2016).

Por este motivo, una prueba sencilla para descartar patogenicidad en los
aislados de la coleccion, fue la realizacion de pruebas de hemolisis en agar sangre,
donde el 71% de los aislados fueron B-hemoliticos; 13% hemoliticos parciales (a) y
finalmente, el 16% no presentd ningun tipo de hemdlisis (y-hemoliticos), siendo los
aislados ideales para continuar con las pruebas de interés sin que representen un
riesgo. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Cordero-Ramirez et al., 2011
y Figueroa-Lépez et al., 2016, quienes obtuvieron también mayor porcentaje de
aislados con hemdlisis total (3-hemoliticos).
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8.2. Efecto antagonico in vitro de la coleccién microbiana.

Los treinta y nueve microorganismos no hemoliticos (16%) de la coleccion
fueron retados en ensayos in vitro contra M. phaseolina, teniendo porcentajes de
inhibicién de hasta el 85%, el cual es un rango de antagonismo mas alto que lo
reportado por otros estudios. Al- alani y colaboradores (2012), encontraron una cepa
de Rhizobium japonicum que era capaz de inhibir el crecimiento de M. phaseolinay de
F. solani en un 64% y 65%, respectivamente, mediante el empleo de un filtrado
bacteriano. Por su parte, se han encontrado porcentajes de antagonismo in vitro
mayores al 50 %, usando la técnica de cultivo dual en medio PDA, como lo establecido
por Torres y colaboradores en 2016; empleando bacterias de las especies B. subtilis y
B. amyloliquefaciens. Ademas de estos géneros de bacterias, existen algunos reportes
de actinobacterias del género Streptomyces que han logrado ejercer un biocontrol in
vitro contra M. phaseolina hasta en un 64% (Shrivastava et al., 2017), asi como
también las especies Pseudomonas fluorecens y Pseudomonas aeruginosa con

porcentajes de inhibicién de 71 y 55% respectivamente (Hernandez et al., 2016).

Dos de los aislados con mayores porcentajes de antagonismo a M. phaseolina,
in vitro (BA97 y BN20), inhibieron el crecimiento micelial, mediante cultivo dual, de
otros hongos fitopatégenos de frijol de los géneros Fusarium, Rhizoctonia y Sclerotium.
Caracteristica que evidencia su amplio rango accién en el manejo de enfermedades
para un mismo cultivo. Existen algunos trabajos sobre el control in vitro de diversos
fitopatégenos del cultivo de frijol, donde se demuestra el efecto antagonico de cepas
de los géneros Rhizobium, Bacillus y Pseudomonas como agentes de biocontrol sobre
los patégenos de frijol; M. phaseolina, F. oxyspourum, F. solani, S. sclerotiurum, R.
solani y del género Colletotrichum sp (Kumar et al., 2016). Por su parte, en el trabajo
elaborado por Torres y colaboradores (2017) se reporta a una cepa de B.
amyloliquefaciens con efecto antagonico a diversos hongos como Penicillium sp., R.

solani, F. solani, S. rolfsiiy S. sclerotiorum.
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8.3. Mecanismos de antagonismo in vitro y pruebas bioquimicas.

Con la finalidad de incrementar el conocimiento acerca de las bacterias con las
gue se trabajo, se decidio llevar a cabo el analisis de los posibles mecanismos de
antagonismo y promocion de crecimiento vegetal mediante pruebas in vitro y de
naturaleza bioquimica. Estas pruebas permitieron inferir los mecanismos empleados

por los aislados estudiados en el presente trabajo para dichas capacidades.

Ninguna de las cuatro bacterias (BN20, BA97, BN17 y BR20) fue capaz de
solubilizar fosfato mediante pruebas en agar Pikovskaya o producir sideroforos en agar
CAS, pero si contaron con capacidad para producir acido indol acético (Cuadro 9),
caracteristicas muy representativas de bacterias promotoras de crecimiento vegetal
(Cassan et al., 2009; Hayat et al., 2010; Filippi et al., 2011; Bhattacharyya y Jha, 2012;
Krey et al. 2013). En numerosos trabajos, se menciona que algunas bacterias de los
géneros  Rhizobium, Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Azospirillum,
Streptomyces, Erwinia, Serratia y Staphylococcus se han identificado como bacterias
solubilizadoras de fosfato que promueven el crecimiento de las plantas (Sudhakar et
al., 2000; Mehnaz y Lazarovits, 2006, Shrivastava et al., 2017, Alijani et al., 2019). Por
otra parte, la produccion de sideréforos se ha relacionado con la supresion de
enfermedades, compitiendo con los patdgenos por el hierro presente en suelos
rizosféricos, lo que resulta en un mayor rendimiento del cultivo ya que mejoran, de
manera indirecta, el crecimiento vegetal (O’Sullivan y O’Gara 1992, Khamna et al.,
2009, Jarikrishnan et al., 2014).

En el ensayo de producciéon de AlA, los aislados fueron capaces de producir
esta auxina en cantidades de 11 a 22 pyM/mL, lo cual indica que, mediante esta
fitohormona, los aislados pudiesen conferir un mayor desarrollo en la planta por medio
de la formacion de raices o por division celular. Bacterias del género Bacillus han sido
reportadas como cepas capaces de producir AlA en cantidades de 17.5 pg/mL (Diaz
Rodriguez et al., 2019), sin embargo, especies del género Enterobacter, Pseudomonas
y Serratia , pueden producir altos niveles de AIA, con concentraciones superiores a 10
pMg/mL (Ryu y Patten, 2008; Hayat et al., 2012), y, en adicion de triptéfano (precursor
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de la sintesis de esta fitohormona) en el medio, se han logrado aumentar la produccion
de AIA en esta especie, alcanzando hasta 350 ug/ml después de 72 h de incubacion
(Bose et al., 2016 en Diaz Rodriguez et al., 2019).

Por otra parte, los cuatro aislados evaluados presentaron la produccion de
compuestos volatiles en las pruebas de antagonismo in vitro contra M. phaseolina
mediante dos métodos distintos de cultivo dual con porcentajes de inhibicion de hasta
75 %. En cambio, presentaron resultados negativos al ser evaluados en las pruebas
de inhibicion utilizando sobrenadantes filtrados. Gacitia y colaboradores (2009),
analizaron la inhibicion del crecimiento de M. phaseolina mediante compuestos
volatiles producidos por cepas de B. stearothermophilus TM 008 y B. amyloliquefaciens

VIII 016, cuyos porcentajes de antagonismo fluctuaron entre 4 y 44 %.

Se sabe que el género Bacillus produce una gran cantidad de antibioticos
peptidicos (Tabbene et al., 2009), asi como compuestos volatiles de bajo peso
molecular y varios lipopéptidos con actividades especificas contra hongos
fitopatdgenos (Arrebola et al., 2009; Chaves-Lopez et al., 2015; Ben Slimene et al.,
2012; Zhang et al., 2013).

Cuadro 9. Mecanismos de antagonismo in vitro y pruebas bioquimicas para la promocion
vegetal.

Metabolitos volétiles = Metabolitos Promocidn del crecimiento vegetal
no volatiles
Ailsado Placa Camara Filtrado Solubilizacion ~ Produccion ~ Produccion
dividida de fosfato sideréforos AlA
(UM/mL)
BA97 75 % 52.5% - - - 12.32
BN17 55 % 375% - - - 22.07
BN20 62.5 % 37.5% - - - 15.24
BR20 37.5% 35 % - - - 11.31
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8.4. Efecto antagonico en la interaccion tripartita Planta-Bacteria-M.
phaseolina.

En el establecimiento de bioensayos de antagonismo in planta primordialmente
se estandariza la produccion de inéculos a utilizar, esto con la finalidad de establecer
concentraciones homogéneas y poder evaluar el efecto de los tratamientos. En el
presente estudio, se generd inéculo bacteriano de las ocho bacterias con mayor
antagonismo in vitro con el objetivo de estandarizar su desarrollo y seleccionar el punto
de crecimiento exponencial, ya que es en esta etapa cuando las células se encuentran
en divisién constante y con una produccion maxima de metabolitos secundarios, los
cuales pueden estar relacionados en la actividad antifingica que se pretendia

investigar en las pruebas de interaccion tripartita (Toure et al., 2004).

La fase logaritmica del crecimiento de dichas bacterias fue establecida, de
manera general a las 8 y 14 h. Cabe mencionar que, en la mayoria de los estudios
sobre PGPRs antagonicas, los indculos empleados no son realizados basandose en
una cinética de crecimiento especifica para cada aislado, sino que los
microorganismos son incubados por periodos de entre 24 a 72 h, suponiendo que
estos han pasado su fase exponencial, contando con mayor masa celular y con una
maxima produccion de metabolitos Utiles para el biocontrol (Singh et al., 2010;
Choudhary, 2011; Kumar et al., 2016).

Respecto a la produccion de inoculo fungico de M. phaseolina en este estudio,
inicialmente se habia seguido el método de propagacion en arroz (Castellanos et al.,
2011), sin embargo, el inéculo fue susceptible a contaminacion, al no permanecer
completamente en condiciones asépticas durante el proceso de elaboracion, ademas
representd una opcion no factible para el desarrollo del proyecto debido al largo
periodo de incubacion (20 dias aprox.), motivo por el cual se optd por realizar la técnica
de suspension de micelio, donde se obtuvo de manera rapida un inoculo en liquido con
microesclerocios y fragmentos de hifas como estructuras infectivas. Los
microesclerocios representan el inéculo primario de este hongo, por lo cual su

formacion y desarrollo sucede de manera rapida, mediante la aglomeracién de hifas
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(Knox-Davis, 1966; Dhingra y Sinclar, 1978; Khan, 2007; Kaur et al. 2012) y en pocas
ocasiones se logran formar otras unidades infectivas como picnidios o conidios,
mediante su induccion en medios suplementados en laboratorio (Ahmed y Ahmed,
1969; Dhingra y Sinclar, 1978; Ma y Hartman, 2010).

Las concentraciones del in6culo obtenido en esta investigacion variaron de
entre 3.1 x 10% a 3.6 x 10 UFC/mL. Diversos autores reportan concentraciones de
inéculo con concentraciones similares o mas altas de entre 6.3 x 10 a 108 UFC/mL
obtenidas bajo distintas metodologias, generalmente en propagacion en semillas de
avena, sorgo Y trigo (Singh et al. 2008; Choudhary, 2011; Baggio et al. 2019).

Conociendo la naturaleza del in6culo de M. phaseolina se seleccioné una
concentracion intermedia de 3.4 x 102 UFC/mL, la cual fue probada en un bioensayo
de patogenicidad generando un 100 % de incidencia de la enfermedad donde las
unidades experimentales presentaron sintomas de necrosis en semilla (al no
germinar), tallo, cotiledones y raiz. Asi como también se generdé una escala de
severidad, la cual cont6 con 6 niveles (0 al 5), donde en los niveles 4 y 5 los dafios
ocasionados en las plantulas son potencialmente severos, ya que en su mayoria las
unidades experimentales presentaron micelio y microesclerocios en semilla, tallo y
raiz, lo cual seria un indicativo de la alta virulencia del in6culo fungico analizado.
Dificilmente se logra observar estos altos niveles de infeccion en campo, debido a que
los niveles de unidades infectivas en el suelo y material vegetal contaminado en campo
llegan a ser tan elevados y dirigidos como los utilizados en experimentaciéon a nivel
laboratorio. Ante esto, Abawi y Pastor-Corrales (1988) y Songa et al. (1997) comentan
que la inoculacion artificial de este patégeno incrementa la severidad de la enfermedad
en los bioensayos realizados.

Existen pocos trabajos donde han utlizado escalas de severidad
predeterminadas para la pudricion carbonosa (M. phaseolina) en diversos cultivos.
Diourte et al. (1995) en ensayos de patogenicidad implement6 una escala de 5 niveles
para analizar la severidad en la pudricion del tallo en plantas de sorgo. Abawiy Pastor-

Corrales (1990) propusieron una escala constituida también por 5 niveles de severidad
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para variedades de frijol, las cuales pueden ser empleadas para analizar la incidencia
y severidad de otras enfermedades causadas por patdgenos como Fusarium spp.,
Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani e incluso, por nematodos del género Meloidogyne

gue afectan a estas leguminosas.

Cabe mencionar que, para este trabajo, esta escala resulta mas eficaz ya que
esta establecida bajo las mismas condiciones que el bioensayo de interaccion tripartita,

lo que hace mas adecuada para su comparacion.

Cuando se analizé la interaccion tripartita para conocer la capacidad de
antagonismo in planta de los aislados bacterianos, de igual manera que en el ensayo
previo de infeccion, se obtuvo un 100% de incidencia, con sintomatologia asociada a
los 5 niveles estipulados, sin embargo, los dafios méas severos fueron observados en
las plantas inoculadas solo con el patégeno (Mp). El tratamiento Mp-BN20 ejerci6
mayor control del hongo en la interaccidén analizada con respecto al tratamiento control
Mp (77.14 % IE), con un un porcentaje de efecto de biocontrol (EB) de 55.50% y un
indice de enfermedad (IE) de 34.28%, seguido del tratamiento Mp-BA97 donde hubo
un IE de 54.45% y un EB de 33.3% a los 7 dias post inoculacién (Cuadro 8). A pesar
del poco tiempo de establecimiento del bioensayo y la diferencia de concentracion de
in6culos (donde se le dio preferencia al hongo con una mayor cantidad de este), los

tratamientos con bacteria pudieron exhibir su efecto de biocontrol.

Al-alani y colaboradores (2012), reportaron que un aislado de R. japonicum (108
UFC/mL) redujo el indice de la enfermedad causada por M. phaseolina en plantas de
soya en follaje y en raiz con porcentajes de |IE de 34.43 y 36.10% en comparacién con
el control hongo (50 y 69.40 %, respectivamente). Este mismo efecto se logré observar
cuando el aislado bacteriano se ret6 al tratamiento combinado con suelo contaminado
con M. phaseolinay F. solani. Por su parte, Minaxi y Saxena (2010) inocularon semillas
de Vigna radiata con 4 x 108 UFC/semilla demostraron un decremento drastico en el
porcentaje de incidencia de la enfermedad en un 84.7% en el suelo infestado con M.
phaseolina (1 x 10° UFC/g) en comparacién con las semillas sin inocular en el suelo

infestado por el hongo donde el IE fue del 97.25%.
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Es importante mencionar que, el efecto de antagonismo in planta en diversos
estudios puede diferir dependiendo de la naturaleza de los aislados bacterianos, el
cultivo a utilizar, las condiciones del establecimiento del bioensayo, la manera de
inocular los tratamientos y la duracion del bioensayo. Gopalakrishnan y colaboradores
(2011) retaron aislados de la rizésfera de arroz en ensayos tripartita Sorgo-Bacteria-
M. phaseolina observando que los dafios ocasionados por el patégeno fueron bajos, y
el efecto de las bacterias consistio, ademas de inhibir la colonizacién del patégeno, en
promover el crecimiento vegetal de plantas de sorgo. Este resultado se puede deber
al tipo de inoculacion implementada, ya que antes de sembrar las semillas, éstas
fueron embebidas en indculo bacteriano durante 1 h, permitiendo la colonizacién de la
bacteria en la testa de la semilla, ademas, una vez germinadas las plantas, se aplicaron
dosis de inéculo bacteriano (5 ml con 108 UFC/mL) en dos ocasiones antes de la

evaluacion de las plantas.

Respecto a los parametros de crecimiento de las plantas de frijol en el
bioensayo tripartita, se encontré diferencia estadistica con respecto al control patégeno
en la longitud radical de las unidades experimentales del tratamiento Mp-BN20. Una
posible limitacion en esta variable pudo haber sido que no se calculé el volumen de
raiz, que si bien, no hay diferencias estadisticas entre tratamientos y sus controles, en
la evidencia fotogréfica si es posible observar diferencias en cuanto a volumen
radicular entre estos tratamientos (Anexo 7). En lo que respecta a los controles,
podemos observar que ninguno de los aislados bacterianos exhibié algun efecto
negativo en el crecimiento de las plantas de frijol respecto al control absoluto. En
comparacion a estos resultados, Minaxi y Saxena en 2010 reportan que plantas de
frijol mungo tratadas con una cepa de Pseudomonas aureginosa mostraron una
longitud de tallo y raiz significativamente mayor que el tratamiento control en suelos

sin inocular e infestados con M. phaseolina a los 30 dias post inoculacion.

En la comparacion de pesos frescos de parte area se constatdo que no existid
diferencia entre los tratamientos (Mp-Bacteria) y el control hongo, pero si entre estas
y el control absoluto. La similitud en pesos frescos se puede deber a que el peso de

los cotiledones, semillas o tallos primarios de las unidades mas dafiadas por el hongo

73



son equivalentes al de las estructuras bien desarrolladas de los demas tratamientos.
Un factor importante en esta variable es el tiempo del establecimiento de la interaccion.
Sharma y colaboradores en el 2018, evaluaron esta misma interaccion en frijol mungo
observado diferencias significativas en las variables de peso fresco foliar y de raiz a
los 30 dias, debido a que en este periodo las plantas contaban con mayor elongacién
de tallo y desarrollo de ramificaciones aéreas y en raiz.

8.5. Identificacion molecular de aislados bacterianos rizosféricos y nodulares.

En el presente estudio, los aislados BN20 y BN17, fueron extraidos de nédulos
de frijol, mientras que los aislados BA97 y BR20 se obtuvieron de rizésfera. Los cuatro
aislados se agruparon, mediante el analisis de secuencias y su posterior organizacion
filogenética, dentro del género Bacillus. Este género de bacterias esta altamente
reportado en diversos trabajos de investigacion como bacterias antagonicas ante
hongos fitopatdgenos y como promotoras de crecimiento vegetal (Chen et al., 2010;
El-Bendary et al., 2016; Torres et al., 2016; Torres et al., 2017) , sin embargo, especies
del género Bacillus pueden fungir como enddfitos de plantas y contar con
caracteristicas similares a las reportadas para especies de los géneros Rhizobium,
Mezorhizobium y Bradyrhizobium, ya que benefician a las plantas al promover la
nodulacién y el crecimiento vegetal (Bai et al., 2002; Geetha et al., 2008; Selvakumar
et al., 2008; Zhao et al., 2011, Chinnaswamy et al., 2018).

Otra de las caracteristicas importantes de especies de Bacillus con actividad
antagonica a hongos, es que cuentan con una ventaja adicional sobre otras especies
de bacterias, ya que forman endosporas que les permiten tolerar condiciones
ambientales extremas de pH y temperatura, factores que hace posible su uso en el
almacenamiento de productos comerciales (Francis et al., 2010; El-Bendary et al.,
2016; Sabaté et al., 2017). Ademas, estas bacterias tienen potencial para sintetizar
metabolitos con actividad antagdnica, como los lipopéptidos de la familia surfactina,

iturinas, fengycinas, polimixinas, kurstakinas, y bacitracinas (Sabaté et al., 2017).

En cuanto al efecto antagénico de cepas de Bacillus ante M. phaseolina,
estudios como los elaborados por Torres et al. (2016), demuestran que cepas de B.
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amyloliquefaciens y B. subtilis, muestran capacidad de inhibir al patégeno por al menos
dos mecanismos diferentes: sintesis de lipopéptidos y competencia entre
microorganismos. Por su parte, Hashem et al. (2017), reporta que la inoculacion de B.
subtilis en frijol mungo aumentd las actividades enzimaticas de las superéxido
dismutasas, catalasas, peroxidas, glutation reductasa, ademas de que esta asociacion
planta-bacteria, mitigd la infeccion por M. phaseolina debido a un aumento de los

acidos indol acéticos, indol butirico y acido abscisico.

8.6. Identificacién molecular de la cepa de M. phaseolina.

Por otra parte, la cepa de hongo utilizada en este estudio fue previamente
clasificada segun sus caracteristicas morfologicas y culturales como Macrophomina
phaseolina, y, mediante el andlisis de secuencias se logr6 comprobar que,
efectivamente el aislado fangico correspondia al género Macrophomina y a la especie
phaseolina, con un 99 % de similitud con las secuencias ITS de aislados de M.
phaseolina en frijol comun (KR012878.1), cafia de azucar (KJ609175.1), girasol
(KT862031.1), garbanzo (HQ392805.1), soya (MK595003.1), sorgo (MK968307.1) y
lenteja (MH191216.1) del banco de datos del NCBI.

Multiples investigaciones se han realizado para identificar a este hongo como el
agente causal de las pudriciones de raiz en diversos cultivos de interés agricola
alrededor del mundo (Jana et al., 2005; Suriachandraselvan et al., 2005; Khan, 2007;
Das et al., 2008; Babu et al., 2010; Saleh et al., 2010; Arias et al., 2011; Abed-Ashtiani
et al., 2018; Hyder et al., 2018; Mir et al., 2018; Baggio et al., 2019)), sin embargo, no
hay muchos estudios en relacién a la informacién genética sobre M. phaseolina. El
avance mas reciente sobre la base molecular de la patogénesis de M. phaseolina fue
realizado en 2012 por Islam y colaboradores, generando la secuencia del genoma de
este fitopatégeno, con un tamafio de 49.295 Mb y 14.249 genes. Se encontraron una
gran cantidad de genes que codifican para oxidasas, peroxidasas, enzimas hidroliticas
para la degradacion de polisacéaridos, entre otras enzimas como las carbohidrato

esterasas, las cuales pueden ser una de las principales caracteristicas que le permiten
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al hongo ser un organismo polifago, siendo la primera linea de ataque durante la

invasion y colonizacion de sus hospederos (Radwan et al., 2013).

En relacién al amplio rango de patogenicidad de M. phaseolina, se han realizado
comparaciones de estructuras gendémicas de este con Fusarium oxysporum, el cual es
uno de los hongos fitopatégenos y toxigénicos mas importantes, encontrando que,
tienen grandes areas de sintenia. De los 14.249 genes de M. phaseolina, el 54,10%
de ellos, se comparten con F. oxysporum, el gran nimero de genes compartidos entre
estas especies, permite inferir que puede haber estrategias comunes para infectar un

amplio rango de huéspedes (Islam et al., 2012).
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. CONCLUSIONES

. A partir de la creacion de la coleccion de bacterias asociadas a rizosfera y nédulos
de frijol se obtuvieron 39 aislados no hemoaoliticos.

. De la subcoleccion no hemolitica, 8 aislados contaron con potencial de
antagonismo in vitro contra Macrophomina phaseolina con porcentajes de
inhibicion mayores a 50 %.

. Cuatro de los 8 aislados antagonicos in vitro fueron seleccionados para evaluar su
antagonismo in planta, donde el aislado BN20 fue el que mostré mayor capacidad
de reducir la severidad de la enfermedad en la interaccidn tripartita planta-bacteria-
patégeno, con un indice de enfermedad del 34.28 %, ejerciendo un efecto de
biocontrol del 55.50 %.

. Los aislados BAN20, BA97, BN17 y BR20 se identificaron molecularmente como

Bacillus sp.
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10.PERSPECTIVAS

— Para una mejor evaluaciéon de los efectos de biocontrol y promocién de
crecimiento vegetal, se podrian establecer ensayos de interaccion tripartita con
un mayor tiempo de incubacion.

— Realizar pruebas de eficacia de las bacterias seleccionadas en campo.

— Analizar mediante cromatografia de gases los compuestos volatiles que producen
las bacterias.

— Determinar caracteristicas bioquimicas de las bacterias antagonicas y promotoras
de crecimiento como la produccion de quitinasas, lipasas, amilasas, produccion
de HCN.

— Analizar la induccion de resistencia sistémica en la interaccion tripartita Bacteria-
Planta-M. phaseolina mediante la expresién de genes o por medio de actividades
enzimaticas involucradas en la respuesta a patdgenos.

— Llevar a cabo una formulacion en soélido de los mejores aislados, BN20 y BA97,
como consorcio microbiano y evaluar su efecto en el control biolégico de M.

phaseolina en frijol a nivel de laboratorio y campo.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Coleccion cientifica de aislados bacterianos provenientes de nédulos y rizésfera de plantas de frijol.

Aislado  Sitio de muestreo  Hemolisis Aislado  Sitio de muestreo Hemdlisis Aislado Sitio de muestreo Hemodlisis
BAO1 Bachoco, Gve., Sin. B BA82 Bachoco, Gve., Sin. B BR32 Cortines_lll, Gve., B
BAO2 Bachoco, Gve., Sin. a BA83  Bachoco, Gve., Sin. B BR33 CortineSsTlll, Gve., B
BAO3 Bachoco, Gve., Sin. a BA84 Bachoco, Gve., Sin. B BR34 Cortiness??lll, Gve., a
BAO4 Bachoco, Gve., Sin. a BA85  Bachoco, Gve., Sin. B BR35 Cortiness??lll, Gve., B
BAO5 Bachoco, Gve., Sin. B BAS86 Bachoco, Gve., Sin. B BR36 Cortiness??lll, Gve., B
BAO6 Bachoco, Gve., Sin. a BA87  Bachoco, Gve., Sin. B BR37 Cortine?rl]lll, Gve., B
BAO7 Bachoco, Gve., Sin. B BAS8S Bachoco, Gve., Sin. B BR38 CortineSsT?I.I, Gve., B
BAOS Bachoco, Gve., Sin. B BAS89 Bachoco, Gve., Sin. Y BR39 Cortiness?rl]lll, Gve., B
BAO9 Bachoco, Gve., Sin. B BA90 Bachoco, Gve., Sin. Y BR40 Cortiness??lll, Gve., B
BA10 Bachoco, Gve., Sin. B BA91 Bachoco, Gve., Sin. Y BR41 Cortiness??lll, Gve., Y
BA11 Bachoco, Gve., Sin. B BA92 Bachoco, Gve., Sin. Y BR42 CortineSsT?lll, Gve., B
BA12 Bachoco, Gve., Sin. B BA93 Bachoco, Gve., Sin. Y BR43 Cortiness??lll, Gve., B
BA13 Bachoco, Gve., Sin. B BA94 Bachoco, Gve., Sin. Y BR44 Cortinestlll, Gve., B

in.
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BA14

BA15

BA16

BA17

BA18

BA19

BA20

BA21

BA22

BA23

BA24

BA25

BA26

BA27

BA28

BA29

BA30

Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.

Bachoco, Gve., Sin.

D ™ ™ ™ %™ ™

Q

Q

o ™ " ™Y ,™YO ™ ™

BA95

BA96

BA97

BA98

BA99

BA100

BA101

BA102

BA103

BA104

BA105

BA106

BA107

BA108

BA109

BA110

BA111

Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.

Bachoco, Gve., Sin.

99

BR45

BR46

BR47

BR48

BR49

BR50

BR51

BR52

BR53

BR54

BR55

BR56

BR57

BR58

BR59

BR60

BR61

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lIll, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

™ ™ %™, ™

o]

D T T <



BA31

BA32

BA33

BA34

BA35

BA36

BA37

BA38

BA39

BA40

BA41

BA42

BA43

BA44

BA45

BA46

BA47

Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.

Bachoco, Gve., Sin.

BNO1

BNO2

BNO3

BNO4

BNO5

BNO6

BNO7

BNO8

BNO9

BN10

BN11

BN12

BN13

BN14

BN15

BN16

BN17

Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.

Bachoco, Gve., Sin.

100

™ ™ T, ™ <

<

BR62

BR63

BR64

BR65

BR66

BR67

BR68

BR69

BR70

BR71

BR72

BR73

BR74

BR75

BR76

BR77

BR78

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines I, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lIll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lIll, Gve.,

Sin.

D YO, DYOO YOO TDYDOTDYDYO DYDY DY ™ ™



BA48

BA49

BAS0

BAS1

BAS52

BAS3

BA54

BASS5

BA56

BAS57

BAS8

BA59

BAGO

BAG1

BAG2

BAG3

BAG4

Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.

Bachoco, Gve., Sin.

o ™ ™ ™ ™ ™

BN18

BN19

BN20

BRO1

BR0O2

BRO3

BR0O4

BRO5

BRO6

BRO7

BR08

BR09

BR10

BR11

BR12

BR13

BR14

Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.

Bachoco, Gve., Sin.

Cortines lll, Gve.,
Sin.
Cortines lll, Gve.,
Sin.
Cortines lll, Gve.,
Sin.
Cortines lll, Gve.,
Sin.
Cortines lll, Gve.,
Sin.
Cortines lll, Gve.,
Sin.
Cortines Ill, Gve.,
Sin.
Cortines lll, Gve.,
Sin.
Cortines lll, Gve.,
Sin.
Cortines lll, Gve.,
Sin.
Cortines Ill, Gve.,
Sin.
Cortines lll, Gve.,
Sin.
Cortines Ill, Gve.,
Sin.
Cortines Ill, Gve.,
Sin.

101

D™ ™ YO, TYO ™YY ™ ™

BR79

BR80

BR81

BR82

BR83

BR84

BR85

BR86

BR87

BR88

BR89

BR90O

BR91

BR92

BR93

BR94

BR95

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lIll, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

o I R @ L @ o @ @ @ @ L @ R @ o ™ o> B o B« B o



BAGS

BAG6

BAG7

BAGS8

BAG9

BA70

BA71

BA72

BA73

BA74

BA75

BA76

BA77

BA78

BA79

BA8O

BA81

Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.
Bachoco, Gve., Sin.

Bachoco, Gve., Sin.

D™ ™ ™

D™ ™ ™ ™

BR15

BR16

BR17

BR18

BR19

BR20

BR21

BR22

BR23

BR24

BR25

BR26

BR27

BR28

BR29

BR30

BR31

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines I, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines I, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

D ™ ™ ™

<

D O ™ Y, YOO ™Y ™ ™

BR96

BR97

BR98

BR99

BN1

BN2

BN3

BN4

BN5

BNG6

BN7

BN8

BN9

BN10O

BN11

BN12

BN13

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines I, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines Ill, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lIll, Gve.,

Sin.

Cortines lll, Gve.,

Sin.

Cortines lIll, Gve.,

Sin.

D™ ™ ™ ™

DT Y <
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Anexo 2. Porcentajes de antagonismo in vitro de las bacterias no hemoliticas de la coleccion
contra diversos hongos fitopatdégenos de cultivos de frijol. Fv) Fusarium verticillioides, Forl)
Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici, (Sr) Sclerotium rolfsii y (Rh) Rhizoctonia sp.

Inhibicién (%)

Inhibicién (%)

Aislado  Mp Fv Forl Rh Sr Aislado  Mp Fv Forl Rh Sr
BA35 - 275 - BN20 80 48.5 40 35 44.5
BA93 55 - - - - BR20 62.5 47 39 30.5 -
BA95 - - 39 19 38.5 BR52 35 - - - -
BA97 85 52 40 30 - BR53 235 - - - -

BA100 60 40 24 42 BR56 45 29 31.5 25 375
BA105 - - 25 26 BR95 24 - - -
BA110 -- 26 - - BN1 70 49 47.5 30
BN4 65 - - BN3 35 - - - -
BN3 35 - - - - BN8 30 - - - -
BN17 85 46.5 41.5 26.5 -

Anexo 3. Cultivos duales bacterias contra Fusarium verticillioides. A) BA35, B) BA97, C) BN17,
D) BN20, E) BR56, F) BR20, G) BN1, H) Control Fv.
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Anexo 4. Cultivos dual bacterias — Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici. A) BN17, B)
BN13, C) BA105, D) BA95, E) BN20, F) BA97, G) BA100, H) BR56, 1) BR20, J) BN1 y K)
Control Forl.

Anexo 5. Cultivos dual bacterias — Rhizoctonia sp. A) BA95, B) BA97, C) BA100, D) BN17, E)
BN20, F) BR56, G) BR20, H) BN1, I) Control Rh.
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Anexo 6. Cultivos dual bacterias — Sclerotium rolfsii A) BN20, B) BA105, C) BA100, D) BA95,
E) BR56, F) Control Sr.
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Anexo 7. Evidencia fotografica del ensayo de anatagonismo in planta.

Control hongo (Mp) Control absoluto

106



Anexo 9. Efecto de biocontrol in vitro a M. phaseolina a los 7 dias post formulacion.

Anexo 8. Efecto de biocontrol in vitro a M. phaseolina a los 21 dias post formulacion.
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