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RESUMEN

La produccion de frutas y hortalizas en México es la actividad més rentable dentro del
sector agropecuario, sin embargo se ve afectada por pérdidas poscosecha causadas por
hongos fitopatdgenos. Para controlar a estos microorganismos, se han usado productos de
origen quimicos, pero la tendencia a la reduccion de su uso ha motivado el interés en los
microorganismos antagonistas o sus metabolitos para suprimir el desarrollo de patégenos.
El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad antifingica de los extractos libres de
células y extractos crudos producidos por la bacteria Pseudomonas fluorescens e identificar
los metabolitos involucrados en proceso de biocontrol. P. fluorescens se cultivd en
diferentes medios liquidos y para ello, se realizé un disefio completamente al azar (DCA)
en arreglo factorial donde los factores fueron diferente medio de cultivo (KB, MG,
MG+Fe) y diferente valor de pH (6.0, 7.0, 8.0) y se analiz6 la cantidad de biomasa por
recuento de células viables, se identifico a los medios KB 6.0 y KB 7.0 como los mejores
medios para acumular biomasa. Posteriormente, todos los cultivos se centrifugaron y
filtraron en membranas estériles para eliminar cualquier célula remanente y se hicieron
analisis in vitro con la técnica de difusion en agar diluyendo el extracto al 50% para probar
su actividad antifungica, identificando al medio KB 6.0 como el extracto libre de células
que presentd mejor control. El extracto libre de células KB 6.0 se mezcld con acetato de
etilo, se separd la fase organica y se concentrd en rotavapor a presion reducida para obtener
el extracto crudo seco, con este extracto se realizaron los ensayos in vitro, los cuales
demostraron que son capaces de inhibir el crecimiento de hongos fitopatégenos, mostrando
una relacion proporcional entre la cantidad de extracto y la capacidad de biocontrol. Los
extractos crudos se sometieron a una cromatografia de capa fina, que mostré la presencia de
al menos cuatro compuestos, los cuales se compararon con estandares de fenazina y
fluoroglucinol, las lecturas observadas indicaron que el extracto contiene al menos dos
compuestos antifingicos que pueden ser derivados de la fenazina y fluoroglucinol. Con
base en los resultados in vitro obtenidos, los extractos de P. fluorescens pueden ser una

alternativa para la sustitucion parcial de plaguicidas de origen quimico.



ABSTRACT

The production of vegetables in Mexico is the most important activity in the agricultural
sector, however is affected by post-harvest losses caused by fungal phytopathogens. For the
control of fungus have been used chemical products, but the trend to reduce their use has
motivated interest in antagonistic microorganisms or their metabolites in order to
suppressing the growth of pathogens. The aim of this study was evaluate the antifungal
ability of cell-free extracts and crude extracts from Pseudomonas fluorescens and identify
the metabolites involved in biocontrol. P. fluorescens was grown in different liquid media,
using a completely randomized design (DCA) in factorial array, where the factors were
different mediums (KB, MG, MG+Fe) and different pH (6.0, 7.0, 8.0) and the amount of
biomass was analyzed by counting viable cells; the KB6.0 and KB7.0 mediums were
identified as the best mediums to accumulate biomass. After, all cultures were centrifuged
and sterile filtered to remove any remnant cell and in vitro analyzes were performed with
the agar diffusion technique diluting the extract 50 % to test their antifungal activity,
identifying free extract cells KB 6.0 as better control. After, the free extract cells 6.0 KB
was mixed with ethyl acetate, the organic phase was separated and concentrated in a rotary
evaporator under reduced pressure to obtain dry crude extract. In vitro tests with the dry
extract, it was found that are capable of inhibiting the growth of phytopathogenic fungi,
showing a proportional relationship between the amount of dried extract and biocontrol
capability. The dry extract was subjected to thin layer chromatography and showed the
presence of at least four compounds, which were compared with phenazine and
phloroglucinol standard, observed that the extract contains two antifungal compounds that
can be derived phenazine and phloroglucinol. Based on the results obtained in vitro test,
extracts of Pseudomonas fluorescens may be an alternative for the partial replacement of

chemical pesticides.
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I. INTRODUCCION

1.1.  Produccion agricola en México

Desde el punto de vista de la economia total en el pais, la agricultura es un sector
relativamente pequefio; en 2009 representaba cerca de 4% del PIB. Sin embargo, en
términos de empleo es mas importante de lo que aparenta, ya que proporciona empleo a
alrededor de 13% de la fuerza de trabajo, lo que representa unos 3.3 millones de
agricultores directos y 4.6 millones de trabajadores asalariados y familiares no remunerados
(OCDE, 2011). La produccion agricola es el principal componente del conjunto de las
actividades agropecuarias en México, donde la produccion de frutas y hortalizas ha
significado una de las actividades mas rentables y mas importantes en términos de las
exportaciones totales del sector, ya que contribuyen con 24% de las mismas (Mestiza y
Escalante, 2003; Escalante y Catalan, 2008). En términos de importancia a nivel global,
nuestro pais ocupa un lugar importante en la produccién mundial de algunas frutas y

hortalizas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Principales productos agricolas de México clasificados por volumen de
produccion anual (millones de toneladas).

Producto Produccion (MT) Ranking mundial
Fresa 360.426 2°
Aguacate 1316.104 1°
Mangos 42139.837 7°
Uvas 67067.129 *
Manzanas 76378.738 *
Platanos 101992.743 10°
Jitomate 161793.834 10°
Papas 364808.768 *
Maiz 872066.77 8°
Cafia de azucar 1832541.19 6 °
* Por arriba de la posicion 20. Fuente: FAO (2012)
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1.2.  Importancia del manejo poscosecha

El objetivo de la aplicacion de técnicas poscosecha es mantener la calidad de los productos
hortofruticolas (apariencia, textura, sabor, valor nutritivo y sanitario) y reducir las pérdidas

entre la cosecha y el consumo (Kitinoja y Kader, 1996).

Las causas de las péerdidas poscosecha de los productos agricolas son muy diversas, entre
ellas figuran los factores ambientales, de manejo y los relacionados a los agentes
bioldgicos. Estudios en México durante una década (2000-2010), han permitido identificar
que las mayores pérdidas poscosecha oscilan entre 20 y 40% para las regiones tropicales,
mientras que en zonas templadas las pérdidas alcanzan valores entre 10 y 20%, en contraste
con las regiones secas donde alcanza el 10% (Garcia et al., 2010). En lo que se refiere al
manejo de los productos en poscosecha, se ha observado que la recoleccion en un momento
inadecuado del proceso de maduracion, una exposicion excesiva a la lluvia, la sequia o las
temperaturas extremas también ocasiona pérdidas (FAO, 2009). Con respecto a los agentes
bioldgicos, se conoce que los microorganismos (hongos y bacterias, principalmente),
ocasionan pérdidas estimadas de hasta el 15% en paises desarrollados y pueden ser mayores

al 50% en los paises en vias de desarrollo (Kitinoja y Kader, 1996).

Con relacion a lo anterior, se sabe que la mezcla de los factores que ocasionan las perdidas,
genera una sinergia que afecta negativamente a los productos hortofruticolas, ya que las
temperaturas altas o bajas pueden alterar la fisiologia del producto, aumentando su
susceptibilidad a ciertos patdgenos (Sommer et al., 2002); asi como un mal manejo puede
ocasionar dafios fisicos, que con la presencia de microorganismos fitopatdgenos,
representan uno de los principales problemas poscosecha (FAO, 2009) y cierran el

triangulo de la enfermedad: hospedero—medio ambiente—patdgeno (Sommer et al., 2002).
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1.3.  Principales microorganismos fitopatdgenos

De los diferentes microorganismos fitopatdgenos que atacan a las plantas, como pueden ser
hongos, virus, bacterias, nematodos, fitoplasmas y viroides, son los hongos el grupo que
mas enfermedades ocasionan, ya que representan el 60% del total de organismos causantes
de enfermedades (Rodriguez, 2001).

Se sabe que més de 8 000 especies de hongos pueden causar enfermedades en plantas y sus
frutos (Rodriguez, 2001). Los géneros Alternaria, Botrytis, Penicillium, Colletotrichum,
Fusarium, Rhizopus y Mucor, son conocidos como los principales microorganismos
causantes de alteraciones en frutas y hortalizas, especialmente, las referidas al aspecto
fisico, valor nutricional, caracteristicas organolépticas y dificultad de conservacion, asi
como de las alergias e intoxicaciones en los consumidores (Filtenborg et al.,1996), debido a
que los hongos producen estructuras especializadas que se depositan sobre el producto
hortofruticola, estas penetran, invaden, colonizan el tejido para causar dafio y finalmente
segregan sustancias como consecuencia de su metabolismo secundario (Trigos et al., 2008),
por ejemplo las micotoxinas, entre las que pueden estar las aflatoxinas, acido
ciclopiazonico, acido tenuazonico, los tricotecenos, zearalenona, fumonisinas Bl y B2,
patulina, ocratoxina A, diplodiatoxin y diplosporin (Jelinek et al., 1989; Blunden et al.,
1991)

Trigos et al. (2008) aislaron 27 especies fungicas de frutas y hortalizas procedentes de
establecimientos comerciales y observaron que el 51.8 % de ellas, mostraron la capacidad
de sintetizar diferentes micotoxinas perjudiciales para la salud del hombre, donde los
géneros Fusarium, Botrytis y Colletotrichum representan un riesgo cuando infestan, en
precosecha y poscosecha, frutas y hortalizas debido a la amplia gama de metabolitos que

producen. Algunas caracteristicas de éstos géneros se presentan a continuacion.
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1.3.1. Fusarium

Dentro de las enfermedades causadas por patdgenos destacan las producidas por el género
Fusarium, el cual se encuentra naturalmente en el suelo y en ocasiones puede estar
asociado a las pudriciones de raiz y tallos de muchas plantas (Hernandez et al., 2007;
Figueroa et al., 2010). Algunos fusarios son patogenos de los cereales y pueden formar
micotoxinas en los granos ain antes de la cosecha, otros pueden crecer en el refrigerador y
aquellos con capacidad competitiva contribuyen a la podredumbre de frutas y hortalizas
almacenadas. La persistencia de los fusarios en el suelo durante uno a varios afios se debe,
principalmente a la presencia de estructuras de resistencia o reposo llamadas clamidosporas
(Carrillo, 2003). El control de este patdgeno puede ser de diversas formas (cultural,
bioldgico, quimico, etc.) y para lograr una mayor efectividad, se debe conocer el ciclo de la

enfermedad en cada uno de los hospedantes (Fig. 1).
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1.3.2 Botrytis

Botrytis spp. es un patdgeno ampliamente extendido que causa graves pérdidas en muchas
frutas, vegetales y plantas ornamentales, ya que es capaz de infectar las hojas, tallos, flores
y frutos, convirtiéndolo en uno de los patégenos méas importantes de los cultivos horticolas
en muchos paises (Elad y Shtienberg, 1995). La infeccion se origina con la germinacion de
las conidios, los cuales desarrollan un tubo germinativo, desde el cual se producen hifas de
penetracion capaces de infectar tejidos sanos, ya sea a través de heridas o aberturas
naturales (Latorre et al., 2002) (Fig. 2). Botrytis cinerea se encuentra distribuido en todo el
mundo y afecta principalmente a regiones con climas templados y frios, es muy comun en
la superficie de las hojas de un amplio nimero de plantas, causando pudricién de hojas,
flores y frutos. Los frutos de importancia comercial mayormente dafiados son uvas, fresas,

coles, lechuga, etc. (Domsch et al., 1980).

C{omdoo on par! @ Comd»o infect plant parts in humid or wet weother
O conigiophore ;g N
& j\ .‘ JT/\ Conidium L<_ 5 s 2 lf{‘ -_ _'
RS : g - A * ; ;
o@ < \ -.@ = f‘ < . ;
N 1
\ 1 w L“l 1 )
i Seedl.ng = 3 ~
r.,,:‘f}! Conidiophore \ Flower \_';;?ae; ng .x—‘:corched VW"""J — '|
2 ,. and conidio "= feof
\«l Mycalium A
| produces \ ) " | RS H )
T conidiophora \ P P £ A VS NS o {
f \ ‘
s \ b A
\ no \ Conidium germinaies
N - '3’ 3 \ penefrales ond invodes  Infected cells collopse ‘ &
H \N ,7' Sclerotium  \  s.cm and dmsintegrate invaded tissue becomes
) £ pgh 7 produces soft and rots 1
7 g mycalium !
\<\ = Comdiophores ond
: » il \.D'HC’\'J ferm groy molg
Myceliu "\ on infected tissue
>

L == & === 0 2
>
Mycellum ond L)-::l.,
scierolio overwinter @-
In or on picnt debris "
g BE | .
ond in soi Damping

off Blossom | o Bul Strowberr B -and ro*
sifuce groy mo ulb rot Y ossom-and ro
blight b s Ao groy moid of apple

Fig. 2 Desarrollo de la enfermedad causada por el moho gris Botrytis cinerea (Agrios,
1998).

16



1.3.3. Colletotrichum

Entre los hongos patégenos més devastadores de los productos vegetales en poscosecha se
encuentran diversas especies de Colletotrichum, capaces de infectar un gran nidmero de
cultivos, incluyendo mango, papaya, citricos, guanabana, aguacate, café y otros cultivos de
importancia economica (Mendoza et al., 2007). La aparicion de las enfermedades
relacionadas con este hongo en los cultivos tiende a ser esporédica y estd relacionada
directamente con las condiciones climaticas adecuadas para el desarrollo de la enfermedad
y los altos niveles de inéculo (Lubbe et al., 2004). A diferencia de otros géneros, como
Botrytis y Fusarium, donde el mecanismo de infeccion es a traves de heridas o aberturas
naturales, Colletotrichum es capaz de penetrar células intactas debido a que posee un

mecanismo de infeccion por la via de unas estructuras Ilamadas apresorios (Fig. 3).
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1.4.  Control biologico vs control quimico de enfermedades poscosecha.

El uso de productos quimicos para control de enfermedades poscosecha, en general esta
basado en la modificacion del medio ambiente de la superficie de la fruta, ya sea mediante
la remocidn del in6culo como una préctica de desinfeccién o mediante la inhibicion del
crecimiento y la reproduccion de los organismos fitopatdgenos (James et al., 2008). El
problema con los productos quimicos es que a menudo son nocivos para la salud de los
consumidores, ya sea porque no se cumplen los plazos adecuados antes de la salida al
mercado, porque los productores no los utilizan en las dosis correctas. Ademas, estos
productos resultan costosos y suponen un peso en los ingresos de los productores (FAO,
2000).

El uso de tratamientos de origen quimico, puede sustituirse con técnicas de control
bioldgico; en sentido estricto, el término control biologico se refiere al uso de
microrganismos antagonistas que suprimen el desarrollo de patdégenos especificos (Pal y
McSpadden, 2006). Mas recientemente, de acuerdo con Serrano y Galindo (2007) el
biocontrol o control bioldgico se define como el uso de organismos (de sus metabolitos o
subproductos) que son enemigos naturales de una plaga o patdgeno, con el fin de reducir o
eliminar sus efectos dafiinos en las plantas o sus productos. Las caracteristicas que debe
tener un microorganismo antagonista para su uso poscosecha son las siguientes: 1)
estabilidad genética, 2) efectivo a bajas concentraciones, 3) no ser exigente en cuanto a
requerimientos de nutrientes, 4) capacidad para sobrevivir a diferentes condiciones
ambientales, 5) no producir sustancias que afecten la salud humana, 6) ser resistente a los
pesticidas, 7) eficaz contra una amplia gama de patdgenos en gran variedad de frutas y

vegetales (Wisniewski y Wilson, 1992).

El control bioldgico es el resultado de muchos tipos diferentes de interacciones entre los
microrganismos, el medio ambiente y el patdgeno a controlar. Los modos de accion mas

importantes son los siguientes.

1.4.1. Competencia

En este mecanismo, el biocontrol ocurre cuando los microorganismos no patdégenos

compiten con los patdgenos por los nutrientes alrededor de la planta huésped (Pal y
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McSpadden, 2006), en este caso, el microrganismo de biocontrol posee un mejor
mecanismo de absorcion de nutrientes o enzimas extracelulares mas activas, de forma que
obtiene mas nutrientes mientras que el fitopatdgeno no obtiene nutrientes suficientes para
crecer. La competencia también puede ser por el espacio, donde el agente de biocontrol
presentan una agresiva colonizacion de la rizésfera y desplaza asi a otras bacterias y hongos

perjudiciales para la planta (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

Se ha demostrado que el mecanismo de competencia también es posible para otros
requerimientos diferentes a las fuentes carbono, tales como oxigeno, hierro y en el caso de
autétrofos, por la luz (Moretti et al., 2008). Por ejemplo, para que los microrganismos
puedan disponer del hierro, estos quelan la mayor parte del Fe™ presente en el suelo,
disminuyendo su disponibilidad para los microorganismos patogenos (O’Sullivan y

O’Gara, 1992; Sarabia et al., 2010).

1.4.2. Produccion de enzimas liticas

Entre los mecanismos de accidn, se encuentra el generado por las enzimas que degradan las
paredes celulares de los hongos, enzimas quitinoliticas, junto con glucanasas o celulasas,
son las enzimas consideradas para el control biologico (Harman et al., 1993). Las enzimas
liticas pueden descomponer compuestos poliméricos, incluyendo quitina, proteinas,
celulosa, hemicelulosa y ADN (Asghar y Pessarakli, 2010). Actualmente, no esta claro qué
cantidad de la actividad de la enzima litica detectada en el entorno natural representa una
respuesta especifica a las interacciones entre microrganismos. Es mas probable que la
actividad de las enzimas sea en gran medida por la necesidad de degradar polimeros
complejos a fin de obtener la nutricién de carbono (Pal y McSpadden, 2006).

1.4.3. Induccidn de resistencia sistémica (ISR)

Las plantas responden activamente a una variedad de estimulos ambientales, incluyendo
gravedad, luz, temperatura, estrés fisico, agua y disponibilidad de nutrientes, pero tambien
responden a una variedad de estimulos quimicos producidos por el suelo y las plantas
asociadas a los microrganismos (Pal y McSpadden, 2006). La ISR se asocia con un

aumento en la sensibilidad de hormonas y posteriormente una activacion de un conjunto de
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genes de defensa lo que induce las defensas de las plantas huésped, aumentando la
resistencia contra la subsiguiente infeccion por una variedad de patégenos (Compant et al.,
2005). Aunque se desconoce el mecanismo de ISR, se ha encontrado que el &cido salicilico
induce la sintesis de proteinas causantes de una hipersensibilidad y patogenicidad (HRp),
estas proteinas denominadas harpinas participan en la induccion de resistencia
(Hammerschmidt, 1999).

1.4.4. Antibiosis

Los antibidticos son el mecanismo mas estudiado de antagonismo entre microrganismos,
aunque estos se producen industrialmente en medios ricos, en la mayoria de los héabitats
asociados a las plantas son medios pobres en fuentes de carbono y en estas condiciones la
produccion de antibioticos se ve influenciada por diversos factores (Rubio y Fereres, 2005).
Varios microrganismos producen y secretan uno o0 mas componentes con actividad
antibidtica, estos componentes son toxicos y de esta manera manifiestan un control
efectivo contra organismos patdgenos, suprimiendo su desarrollo en condiciones in vitro
y/o in situ. La capacidad de produccién de varios antibiéticos resulta en la supresion de
diversos patdgenos en plantas (Asghar y Pessarakli, 2010).

1.8. Uso de Pseudomonas fluorescens en el control de enfermedades poscosecha

Las Pseudomonas son bacterias Gram negativas, bacilos rectos o ligeramente curvados, sin
esporas, siempre moviles por flagelos polares; ubicuas en los suelos agricolas y se adaptan
bien al cultivo en la rizosfera (Weller, 2007). Una de las caracteristicas que méas llama la
atencion de las Pseudomonas, es la amplia gama de compuestos que puede utilizar como
fuentes de carbono, como &cidos grasos, acidos dicarboxilicos y tricarboxilicos, alcoholes,
polialcoholes, glicoles, compuestos aromaticos, aminoacidos; algunas especies utilizan mas
de 100 compuestos para sus requerimientos energéticos (Madigan et al., 2003).

De los diversos tipos de Pseudomonas, las fluorescentes estan valoradas como
microorganismos que ofrecen resultados satisfactorios para el control de hongos
fitopatdgenos por las propiedades que presentan como colonizacion de los 6rganos de la

planta y la rizosfera, utilizacion de un gran numero de sustratos organicos cominmente
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encontrados en los exudados de las raices, produccion de una gran variedad de metabolitos,
crecimiento rapido y compatibilidad con plaguicidas (Villa et al., 2009). Entre los
metabolitos més importantes para el biocontrol se encuentran los sideréforos y los
antibioticos (Aguado et al., 2012). El uso de las pseudomonas en agricultura y productos
poscosecha ofrece una manera atractiva de sustituir los fertilizantes, pesticidas vy

suplementos quimicos (Ashrafuzzaman et al., 2009).

Villa et al. (2009) demostraron que varias cepas de P. fluorescens presentan efectos
antagénicos frente al hongo Sclerotium rolfsii, al producir inhibicion del crecimiento
micelial entre el 60-90%, por la excrecion de los sider6foros y metabolitos anti fangicos.
Otros estudios demostraron que las cepas de P. fluorescens fueron eficientes para el control
de F. oxysporum en plantas de chicharo en condiciones de invernadero, disminuyendo la
incidencia de la enfermedad en un 90.3% con relacion al testigo sin presencia de la bacteria
(Guerra et al., 2011).

Sin embargo no siempre se ha observado consistencia al extrapolar los resultados de
laboratorio en condiciones in situ, ya que la eficiencia en el efecto de control depende del
momento en que se aplique el indculo, pues en la mayoria de los casos, si la aplicacion de
los microorganismos antagonistas hacia hongos fitopatdgenos se realiza previamente o al
mismo tiempo, los resultados son positivos, pero este efecto no se mantiene si el patégeno
se inocula antes que la bacteria de control (Hernandez et al., 2007), existe la posibilidad
transferencia de resistencia a los antibidticos a otras bacterias (Courvalin, 1994) y otra
limitacidn para el uso directo de células viables, es la de grandes lotes para su uso continuo

(Sabaratnam y Traquair, 2002).

1.9. Control de enfermedades poscosecha con extractos bacterianos

El uso de extractos producidos por Pseudomonas spp. representa una alternativa interesante
para abordar las limitaciones de uso directo biomasa celular, debido a los numerosos
metabolitos extracelulares que se producen durante el cultivo bacteriano y que inducen una

respuesta de defensa o que producen una accion antifangica (Oyoque et al., 2011).

21



En la naturaleza, estos metabolitos extracelulares se producen en presencia o ausencia de
diversos nutrientes o bajo la influencia de ciertas condiciones ambientales, factores como
la fuente de carbono, fuente de nitrégeno, hierro presente en el medio de cultivo o valores
del pH son algunos de los mas importantes en la produccion de compuestos que inhiben el
crecimiento de hongos fitopatdgenos (Alstrom, 1987) y pueden modificarse para optimizar

la produccion de metabolitos con amplio espectro o mejor efecto anti fangico.

En este sentido, Battu y Reddy (2009) cultivaron Pseudomonas fluorescens en medios con
glucosa como fuente de carbono, posterior al cultivo, utilizaron extractos crudos secos
obtenidos con acetato de etilo, logrando inhibir hasta un 89 y 90 % a los hongos
fitopatdgenos Pyricularia. oryzae y Rhizotonia solani respectivamente en ensayos in vitro,
el analisis de los extractos confirmé que esta fuente de carbono inducen la produccion de
metabolitos antifangicos como el fluoroglucinol. Manikandan et al. (2010) estudiaron el
efecto de biocontrol de un extracto total obtenido del cultivo de P. fluorescens Pfl en
medio con glicerol como fuente de carbono, registraron una incidencia de 17.3% de dafio
causado por Fusarium en tomate en condiciones de invernadero y de 4.8% en un cultivo en
campo, ambos con respecto a los testigos sin extractos, el estudio identifico la produccién
de fenazinas que son metabolitos claves para el biocontrol en la naturaleza y cuya
produccion se indujo por la presencia del glicerol. Brisbane et al., (1987) demostraron que
el pH del suelo modifica la efectividad de los compuestos antifingicos, aumentando la
efectividad biologica en pH inferiores de 7. Otro factor importante para el uso de extractos
bacterianos es la densidad celular del cual se obtienen, Mavrodi et al., (2012) identificaron
que la produccion de fenazina y fluoroglucinol es directamente proporcional a la densidad

celular del cultivo.
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I1. JUSTIFICACION

En México, la calidad de los productos hortofruticolas se ve afectada por la presencia de
microorganismos fitopatogenos de origen diverso, los cuales causan una disminucion en su
apariencia, textura, sabor, valor nutritivo, sanitario, etc. En el caso especifico de los
microorganismos del suelo, se ha demostrado que ciertas bacterias provenientes de la
rizésfera, tienen un impacto benéfico en las plantas a través diferentes mecanismos de
accion, tales como produccién de antibioticos, sider6foros, enzimas liticas o HCN, que
reducen el crecimiento de los fitopatogenos (in vitro). Aunque el efecto de las bacterias no
se observan de la misma manera en la fase in situ o in vivo en poscosecha, se tiene la
ventaja de usar los extractos bacterianos o metabolitos libres de células con un efecto
similar al de los microorganismos vivos, por lo tanto, este trabajo propone la produccion de
metabolitos secundarios de Pseudomonas fluorescens contenidos en los extractos y su

actividad fungicida in vitro control de hongos fitopatdgenos.
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1. OBJETIVOS

3.1. General

Evaluar la capacidad antifungica de los metabolitos secundarios producidos por

Pseudomonas fluorescens contenidos en los extractos libres de células y extractos crudos.
3.2. Especificos
Identificacion genérica del agente de biocontrol.

Evaluar la produccion de biomasa de cultivos de Pseudomonas fluorescens en medios de
cultivo liquidos y pH diferentes a nivel matraz

Obtener extractos libres de células y realizar pruebas de control in vitro contra los hongos
Colletotrichum fragariae, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum f. sp. gladioli.

Obtener extracto crudo seco y realizar pruebas de control in vitro contra los hongos
Colletotrichum fragariae, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum f. sp. gladioli.

Identificar los metabolitos presentes en el extracto crudo seco.

24



IV. MATERIALES Y METODOS

La metodologia se dividio en cinco etapas que se identifican a continuacion (Fig. 4)

Prueba de hipersensibilidad en tabaco (Lelliott y
Stead, 1987)

Prueba de pudricién en papa (Macagnan et al.,

2006)
Obtencion, aislamiento, caracterizacion o ) )
e identificacion del agente de control y hongos mp  Identificacion de géneros de bacterias (Schaad,
fitopatogenos. 1988)

Identificacion bioquimica (Kit BBL™ Crystal™)

Ensayo de antagonismo in vitro de P. fluorescens
vs hongos fitopatdgenos (Li et al., 2011)

A

Condiciones de cultivo y evaluacion de produccion de biomasa (Diaz de Villegas et al., 2002) (Brucker et al.,

2008).
L 4

Obtencion del extracto libre de células (Brucker et al., 2008) y pruebas de control in vitro de hongos
fitopatdgenos con extractos libres de células (Li et al., 2011).

\d

Extraccion del extracto crudo seco (Brucker et al., 2008) y pruebas de control in vitro de hongos fitopatégenos
con el extracto crudo de mayor efectividad (Li et al., 2011).

\d

Separacion e identificacion de los metabolitos producidos por P. fluorescens (Ayyadurai et al., 2005) (Brucker
et al., 2008) (Tjeerd van Rij et al., 2004).

Fig. 4 Diagrama general de la metodologia dividida en cinco etapas principales
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4.1. Obtencion de hongos fitopatdgenos

Los hongos fitopatogenos usados en este estudio, Fusarium oxysporum f. sp. gladioli
(FOG), Botrytis cinerea (BC) y Colletotrichum fragariae (CF) fueron proporcionados por
el Centro de Desarrollo de Productos Bioticos del IPN y el Colegio de Postgraduados, cada
aislado fangico se cultivd en agar papa-dextrosa (PDA) y se incub0 de 4-7 dias a
temperatura ambiente; discos de micelio de 5 mm de diametro fueron tomados de las placas
de PDA para las pruebas de control in vitro posteriores.

4.2 Aislamiento, caracterizacion e identificacion del agente de control biologico

De julio a septiembre del 2011 se realiz6 el aislamiento de hongos fitopatdégenos de frutos y
tallos de fresa provenientes de la localidad de Ejido de la Finca, en el Municipio de Villa
Guerrero, Estado de México. Durante este proceso, se observo la presencia de una bacteria
contaminante que inhibia el crecimiento de los hongos. La bacteria se aislo y purificé en el
Laboratorio de Inocuidad Alimentaria de la Unidad Profesional Interdisciplinaria de
Biotecnologia del Instituto Politécnico Nacional, evidenciando una tincion de Gram
negativa y forma de bacilos, posteriormente se realizaron las siguientes pruebas para

identificar el agente de control biolégico.

4.2.1. Prueba de hipersensibilidad en tabaco

Se prepard una suspension de la bacteria aislada (24-48 h de incubacidén) con una
concentracién aproximada 108 UFC mL™? de acuerdo a la escala de McFarland. La
suspension se infiltrd en los espacios internerviales de hojas bien desarrolladas de tabaco
(Nicotiana tabacum L.). Como control negativo, se infiltr6 agua destilada en otra hoja de la
misma planta. La respuesta de hipersensibilidad positiva se evaluo a las 24-48 h siguientes
COmo una necrosis o desecamiento brusco de la zona infiltrada y como respuesta negativa,

el desarrollo de un color amarillo en el tejido. La prueba se realizo por triplicado.

26



4.2.2. Prueba de pudricién en papa

Se cortaron rodajas de papa de aproximadamente 5 mm de grosor, se lavaron con agua
destilada estéril y se esterilizaron por flameo. La superficie de las rodajas de papa se
inoculé con la bacteria con una concentracion aproximada de 10% UFC mL ™ de acuerdo a
la escala de McFarland. Las rodajas se depositaron sobre tubos de vidrio estéril e incubaron
a 28 °C durante 24-48 h. Como prueba positiva se evalud el ablandamiento del tejido.
Como control negativo se usaron rodajas de papa inoculadas con agua destilada estéril. La

prueba se realizo por triplicado.

4.2.3. ldentificacion bioquimica

Se realizaron pruebas de urea, arginina y citrato y la identificacion se realizdé por medio del
montaje y la lectura de las placas con el Kit BBL™ Crystal™ que estan basadas en la

produccion de metabolitos y vire de color de los reactivos de cada poso.

4.2.4. Identificacion genérica de la bacteria

La identificacion se realiz6 de acuerdo con el procedimiento propuesto por Schaad (1988),
que consiste en tincion de Gram, crecimiento en medio dura-dextrosa-carbonato de calcio
YDC) y crecimiento en medio B de King (KB) (Fig. 5).
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Fig. 5. Secuencia de identificacion genérica de bacterias (Schaad, 1988)

4.2.5. Antagonismo in vitro de P. fluorescens vs hongos fitopatégenos

Para evaluar el potencial antagonismo de la cepa contra diferentes hongos fitopatdégenos se
utiliz6 el método de control dual. Se preparé una suspension microbiana con una
concentracion de 108 UFC mL " la cual se inocul6 en placas Petri (10 pL) con agar papa y
dextrosa (PDA) y a una distancia de 45 mm se colocaron discos de 5 mm de diametro con
micelio de 7 dias de crecimiento de cada uno de los diferentes hongos fitopatdgenos
(Colletotrichum fragariae, Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum f. sp. gladioli). Como
control negativo, se inoculé 10 pL de solucion salina estéril y a 45 mm de distancia se
colocaron discos de 5 mm con micelio de cada uno de los hongos. Se midié la zona no
invadida por el hongo en los tratamientos en el momento en que el crecimiento de las

colonias de cada hongo alcanzo el borde de la placa control.
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4.3. Condiciones de cultivo y evaluacion de produccion de biomasa de P. fluorescens

Para evaluar el crecimiento y produccion de biomasa de P. fluorescens en medios liquidos,
se realizd un disefio completamente al azar (DCA) en arreglo factorial. Los factores y
niveles evaluados fueron: medio de cultivo [King B (KB), medio glucosa (MG) y medio
glucosa adicionado con hierro (MG+Fe)] y pH (6.0, 7.0 y 8.0).

La constitucion de los medios de cultivo liquidos fue la siguiente: KB (20 g L™ de peptona,
10 g L de glicerol, 1.5 g L™ de K;HPOy, 1.5 g L MgS04.7H,0 disueltos en 1 L de agua
destilada), MG (10 g de glucosa, 0.56 g de K,;HPO,, 0.85 g de KNO3; y 1 g de &cido
glutdmico disueltos en 1 L de agua destilada) y MG+Fe (10 g de glucosa, 0.56 g de
K2HPQO,, 0.85 g de KNOs3, 1 g de acido glutdmico y 1.5 mL de una solucion de cloruro de
hierro 0.2 M disueltos en 1 L de agua destilada).

En cada medio de cultivo y distinto pH (25 mL) contenido en un matraz, se in6culo con una
cantidad aproximada de 108 UFC en la escala de McFarland (Cuadro 2). Los matraces se
incubaron con agitacion constante (120 rpm) a 28°C + 2 °C. Se realizaron cuatro
repeticiones por tratamiento. Se evalué el nimero de células viables. Las muestras se

tomaron cada 1.5 h durante 24 h.

Cuadro 2. Arreglo de tratamientos para la produccion de biomasa de P. fluorescens en un

DCA en arreglo factorial.
Medio de

KB MG MG+Fe
cultivo

pH 6.0 7.0 8.0 6.0 7.0 8.0 6.0 7.0 8.0

II

III

v

Medio King B (KB), medio glucosa (MG), medio glucosa adicionado con hierro (MG+Fe).
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4.4. Pruebas de control in vitro de hongos fitopatdgenos con extractos libres de células

Se evalud la actividad antifungica con cada uno de los extractos crudos libres de células
mediante la técnica de difusion en agar. Para esto, los extractos libres de células obtenidos
de los diferentes tratamientos del apartado 4.2 (incubados durante 72 h a 28°C+2 °C con
agitacion constante de 120 rpm) se vertieron en tubos Falcon de 50 mL y se centrifugaron a
8.500 rpm x 9 g durante 15 min, el sobrenadante se filtr6 con membranas estériles de 25
mm con poros de 0.22 um (Cole-Parmer) para retener cualquier célula remanente. Cada
extracto se incorporé en medio PDA hasta alcanzar diluciones finales de 0% (control
negativo) y 50 %. Después, se sembraron discos de micelio de los hongos fitopatégenos
(antes mencionados) en la parte central de las placas Petri y se incubaron a temperatura
ambiente hasta que los hongos de las placas control alcanzaron el borde. Se determind el
efecto antagonico del medio a través de mediciones del diametro de la colonia del hongo
(mm). Se realizaron seis repeticiones por tratamiento (Cuadro 3). Se eligid el extracto libre

de células que mostr6 el mayor control de los hongos fitopatdgenos.

Cuadro 3. Arreglo de tratamientos del control in vitro de hongos fitopatdgenos con
extractos libres de células de P. fluorescens.

Medio de EB /MG / MG+Fe

cultive
pH 6.0 0 g0

Hongo FOG CF BC FOG CF BC FOG CF BC
I
11
111
v
v
VI

Medio King B (KB), medio glucosa (MG), medio glucosa adicionado con hierro (MG+Fe), Botrytis
cinerea (BC), Colletotrichum fragariae (CF) y Fusarium oxysporum f. sp. gladioli (FOG).
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Con el extracto libre de células que mostré la mayor inhibicion del crecimiento de los
hongos se realizaron diluciones finales de 0% (control negativo), 10, 20, 30, 40 y 50%. Para
esto, se sembraron discos de micelio de los distintos hongos fitopatdgenos en la parte
central de las placas Petri, se incubaron a temperatura ambiente hasta que los hongos de las
placas control alcanzaron el borde de la placa. El efecto antagonico del medio se determind
a través de mediciones del didmetro de la colonia del hongo (mm). Se realizaron seis

repeticiones por tratamiento (Cuadro 4).

Cuadro 4. Arreglo de tratamientos del control in vitro de hongos fitopatdgenos con el
extracto de P. fluorescens de mayor efecto inhibitorio sobre su crecimiento.

Medio
de Extracto mejor inhibicion
cultivo
% de 50 % 40 % 30 % 20% 10 %
dilucion
Hongo FOG CF BC FOG CF BC FOG CF BC FOG CF BC FOG CF BC

I

I1

I

v

v

A% |

Botrytis cinerea (BC), Colletotrichum fragariae (CF) y Fusarium oxysporum f. sp. gladioli (FOG).

4.5. Extraccion y pruebas de control in vitro de hongos fitopatégenos con el extracto
crudo seco de mayor efectividad

El extracto crudo libre células més eficiente se mezcl6 con acetato de etilo (EtOAc) en una
relacién 1:1 y se agité durante 2 h a 120 rpm. Después de la separacién de la capa acuosa,
se separ0 la fraccion organica y se evapord a presion reducida, de esta manera se obtuvo el
extracto crudo seco. Para evaluar la capacidad antifingica se usé la técnica de difusion en
agar. El extracto crudo seco se diluyo en 1 mL de acetato de etilo y se afiadio al medio PDA
hasta obtener concentraciones finales de 0.0 mg mL™ (control negativo) 0.05 mg mL™, 0.1
mgmL™?, 02mgmL? 0.3mgmL™"y0.4mgmL™
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Posteriormente, se sembraron discos de micelio de los tres distintos hongos fitopatogenos
en la parte central de las placas, se incubaron a temperatura ambiente hasta que los hongos
de las placas control alcanzaron el borde de la placa. El efecto antagonico del medio se
determind a través de mediciones del didmetro de la colonia del hongo (mm). Se realizaron

seis repeticiones por tratamiento (Cuadro 5).

Cuadro 5. Arreglo de tratamientos del control in vitro de hongos fitopatdgenos con los
extractos crudos secos de P. fluorescens.

~Medio de . £
: Mejor inhibicion
cultivo :
[ ecs 0.05 0.1 0.2 03 0.4
mg/mL

" Honge FOG CF BC FOG CF BC FOG CF BC  FOG CF BC  FOG CF BC

I

I

111

v

v

Vi

Extracto crudo seco (ECS), Botrytis cinerea (BC), Colletotrichum fragariae (CF) y Fusarium
oxysporum f. sp. gladioli (FOG).

4.5. Separacién e identificacion de los metabolitos producidos por P. fluorescens

Muestras de 50 pL del extracto crudo y de compuestos estdndares de fluoroglucinol y
fenazina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.) se sometieron a cromatografia en capa
fina (TLC; silica gel. 60 F254, 20 x 20, 0.5 mm, Merck and Co, Inc) con un sistema
solvente hexano:acetona 3:2. La placa se secé completamente y los compuestos eluidos se

detectaron a 254 nm.
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4.6. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los ensayos in vitro de la cantidad de células producidas en
medios de cultivo, control dual, con extractos libres de células y crudos secos de hongos
fitopatdgenos, se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA, por sus siglas en
inglés) para el disefio experimental utilizado. Para esto se uso el paquete estadistico SAS
System V. 9.0 software para Windows. La comparacion de medias se realizd mediante

diferencia minima significativa de Fisher Test P<0.05.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Aislamiento, caracterizacion e identificacion del material bioldgico

5.1.1. Prueba de hipersensibilidad en tabaco

La bacteria aislada exhibio una reaccion positiva de hipersensibilidad en cada una de las
zonas donde se infiltrd en el lapso de 24-48 h (Fig. 6). El tejido infiltrado con la suspension
bacteriana mostré un desecamiento, caracteristico de una reaccion de hipersensibilidad
positiva; esta reaccion tiene como propdsito, confinar y eliminar al microorganismo invasor
para que no se propague a las células adyacentes (Czernic et al., 1996). Esta reaccion indica
de manera indirecta que la bacteria es fitopatdgena de algun otro hospedante, pero no de
tabaco (Llacer et al., 2000). Entre las especies de Pseudomonas que inducen una reaccion
de hipersensibilidad y que causan lesiones necréticas en hojas y tallos, se encuentran

Pseudomonas chicorri, Pseudomonas fluorescens biovar 1lI, Pseudomonas viridiflava y

Pseudomonas marginalis aunque estas son fenotipicamente indistinguibles entre si (Braun-
Kiewnick y Sands, 2001; Oyoque, 2008).

Fig. 6. Respuesta de hipersensibilidad en hojas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) infiltradas
con una suspension de P. fluorescens, El testigo se muestra a la izquierda de la hoja y
a la derecha la zona infiltrada con la suspension bacteriana. Al dia de la inoculacion
(A), 24 y 48 h despues de la inoculacion (B y C, respectivamente).

34



5.1.2. Prueba de pudricién en papa

La bacteria aislada no causé ablandamiento en los tejidos (Fig. 7 A y B). La desintegracion
de los tejidos es mas caracteristica de P. marginalis y de cierto grupo de Pseudomonas no
fluorescentes (Starr, 1983). La prueba de pudricion en papa, sirve para distinguir entre
especies de Pseudomonas pectinoliticas y las Unicas especies con esta actividad son a P.

marginales y P. viridiflava (Fig. 7 D) (Macagnan et al., 2006)

Fig. 7. Pudricion negativa de rodajas de papa 48 h después de la inoculacién (A y B) de
Pseudomonas fluorescens. Testigo negativo (C) y positivo (D) 48 h después de la
inoculacion por P. viridiflava (C y D Tomado de Macagnan et al., 2006).

5.1.3. Identificacion bioquimica

Las pruebas bioquimicas que se realizaron mediante el Kit BBL™ Crystal™ mostraron
como resultado del metabolismo de la bacteria positivo para urea, arginina y citrato. La
identificacion se hizo con base al cambio de color de los indicadores de cada uno de los
pozos de las placas, de ahi que la hidrdlisis de la urea con la consecuente produccion de
amonio, cambid el color del indicador azul de bromotimol, la degradacion de la arginina
elevo el pH y cambid el color del indicador purpura de bromocresol, mientras que la
degradacion del citrato liber6 metabolitos alcalinos que cambiaron el color del indicador
azul de bromotimol. Estos resultados metabdlicos, son caracteristicos de género

Pseudomonas (Kojima y Shimizu, 2003).
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5.1.4. Identificacion genérica de la bacteria

De acuerdo con la metodologia seguida y propuesta por Schaad (1988), la bacteria se tifi6
como Gram negativa, las colonias presentaron una coloracion crema-blanca después de una
incubacion de 48 h en medio agar YDC. Este medio permite diferenciar entre géneros
segun la coloracion de las colonias, asi colonias amarillas son caracteristicas del género
Xanthomonas y colonias no amarillas puede corresponder a los géneros Pseudomonas,
Erwinia o Agrobacterium, mientras que en agar Pseudomonas F (King B) y después de una
incubacion de 48 h, las colonias produjeron un pigmento de color amarillo, amarillo-
verdoso fluorescente bajo luz UV, que rodeé la colonia y se difundié por todo el medio de
cultivo. De acuerdo con este autor, el desarrollo de pigmentos de este tipo, es caracteristico
de P. fluorescens (Fig. 8).

Fig. 8. Resultados de las pruebas realizadas a P. fluorescens propuestas por Schaad (1988).
Bacteria Gram negativa (A), colonias cremosas en medio YDC (B), con produccion
de pigmento amarillo en agar King B (C) y fluorescencia bajo luz UV (D).

Las caracteristicas bioquimicas encontradas para la bacteria de este trabajo fueron similares
a las reportadas por Bhattacharya (2010) y Ramyasmruthi et al., (2012) quienes describen a
una cepa identificada como Pseudomonas fluorescens (Cuadro 6). Con base a los resultados
obtenidos, la bacteria aislada de frutos y tallos de fresa se identificé como P. fluorescens.
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Cuadro 6. Caracteristicas bioguimicas de P. fluorescens

Prucbas Este Bhattacharya. Ramyasmruthi
estudio 2010 etal., 2012

Test de hipersensibilidad + NR NR

Test de pudricion en papa - NR NR
Colonias amarillas en YDC - NR NR
Ureasa + + NR
Arginina + + +
Citrato + + +
pigmento en Agar PF (King B) + + +
Fluorescencia UV + + +

Tincion de Gram - - -

NR= Prueba no realizada

5.2. Antagonismo in vitro de P. fluorescens vs hongos fitopatdgenos

El cultivo dual de la bacteria, aislada de frutos y tallos de fresa e identificada como P.
fluorescens, con los tres diferentes hongos fitopatdgenos, mostré un claro efecto inhibitorio
en el desarrollo y crecimiento de las colonias (Fig. 9). El efecto inhibitorio, de mayor a
menor grado, fueron para Colletotrichum fragariae, Botrytis cinerea y finalmente sobre
Fusarium oxysporum f. sp. gladioli, respectivamente. Las zonas de inhibicion (Cuadro 7)
que se observaron entre los diferentes hongos fitopatdgenos oscilaron de 19.40 hasta 28.21
mm y representaron unos porcentajes de crecimiento de 61.8 a 72.7%, para C. fragariae y
F. oxysporum f. sp. gladioli, respectivamente. Estos resultados fueron similares a los
encontrados por Ramyasmruthi et al. (2012) para C. gloeosporioides (58.3%) y muy por
arriba para F. oxysporum (14.2%) en cultivos con una cepa de P. fluorescens aislada de la

rizosfera.
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Fig. 9. Efecto de P. fluorescens en cultivos duales contra los hongos Colletotrichum
fragariae (A), Botrytis cinerea (B) y Fusarium oxysporum f. sp. gladioli (C).

Cuadro 7. Antagonismo in vitro de Pseudomonas fluorescens contra hongos fitopatégenos
en cultivo dual.

Halo de inhibicién Crecimiento

Hongo fitopatogeno Hospedante (mm) )

Colletotrichum fragariae Chirimoya 34.8 £1.37 61.85°
Botrytis cinerea Fresa 63.4 +1.37 62.60°
Fusarium oxysporum f. sp. gladioli  Gladiola 245+ 0.57 72.78°

Los datos representan la media + desviacion estandar Las letras de superindice indican la significacion estadistica (Fisher 5%).
5.3. Condiciones de cultivo y produccién de biomasa de P. fluorescens

De acuerdo con la comparacion de medias de los tratamientos (Cuadro 8), los tres medios
cultivo son significativamente diferentes en cuanto a produccién de biomasa (Ln UFC/mL),
mientras que en el caso del pH, sélo hubo diferencias con respecto al pH 8.0. De esta
forma, la mayor produccion de biomasa se obtuvo en medio de cultivo KBapH 6y 7. La
produccion de células en medio MG+Fe, fue mayor respecto al que no se adicion0 hierro
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(MG), comportamientos similares fueron obtenidos por Bakker y Schippers (1986) quienes
obtuvieron mayor cantidad de biomasa de una cepa de Pseudomonas aislada de la rizésfera
al adicionar hierro al medio. Este elemento es esencial para el metabolismo celular como
cofactor de numerosas enzimas (Wandersman y Delepelaire, 2004), ademas de cumplir
diversas funciones en procesos bioldgicos esenciales, en este caso la division celular
(Greenshields et al., 2007). Slininger y Shea-Wilbur (1995) cultivaron la cepa de P.
fluorescens 2-79 y obtuvieron altas concentraciones celulares en fuentes de carbono como
glicerol, glucosa, xilosa y fructosa. Estos resultados son similares con los encontrados por
Zhan et al. (1998) quienes cultivaron una cepa de P. fluorescens y determinaron que se
gener6 una mayor densidad celular en un medio donde la fuente de carbono fue glicerol y
una menor densidad celular con una fuente de glucosa. Aunque, de acuerdo con Tjeerd van
Rij et al. (2004) en fuentes de carbono como la glucosa, la generacion celular de
Pseudomonas es mas elevada que en medios con glicerol, aunque este rapido aumento en la
biomasa podria conducir a un rapido consumo de glucosa, agotandola y limitando el
crecimiento que se ve reflejado en el recuento de células viables de la cinética, por el
contrario, con el glicerol, la generacion celular es menor, ademas de servir como fuente de
carbono, protege a las células (Manikandan et al., 2010) aumentando la supervivencia y la

densidad celular en el medio de cultivo, lo que se refleja en el recuento final en placa.

Cuadro 8. Produccion de biomasa de P. fluorescens en medios de cultivo liquido y pH

diferentes.

Factor Nivel Especificaciones Observaciones (n) Biomasa (Ln UFC mL™)
Medio de 100 KB 12.00 20.30°
cultivo 200 MG 12.00 17.23°

3.00 MG+Fe 12.00 17.63"
pH 1.00  6.00 12.00 18.44°

200 7.00 12.00 18.43%

3.00 8.00 12.00 18.30°

Las letras de superindice indican la significacion estadistica (Fisher 5%).
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5.4. Pruebas de control in vitro de hongos fitopatdgenos con extractos libres de células

Las pruebas de control realizadas con los extractos libres de células (50% v/v) demostraron
que hubo una inhibicion del crecimiento con todos los tipos de tratamiento y para todos los

hongos fitopatdgenos probados en el estudio. (Cuadro 9).

Cuadro 9. Comparacion de medias del diametro (mm) de crecimiento de las colonias de

hongos fitopatdgenos con extractos libre de células de P. fluorescens (50%).

Factor Nivel Especificaciones  Observaciones Diametro de la colonia (mm)
Mediode 1.0 KB 54.0 19.87 ¢
cultivo 2.0 MG 54.0 48.63"
3.0 MG+Fe 54.0 70.46°
pH 1.0 6.0 54.0 42.97 ¢
2.0 7.0 54.0 46.08 "
3.0 8.0 54.0 49.93°
Hongo 1.0 F. oxysporum 54.0 46.47°
2.0 C. fragariae 54.0 4432 °
3.0 B. cinerea 54.0 48.19°

Las letras de superindice indican la significacion estadistica (Fisher 5%).

El efecto de los medios de cultivo libres de células de P. fluorescens en el crecimiento de
los hongos in vitro puede ser atribuido a los compuestos producidos extracelularmente por
la bacteria tales como derivados de fluoroglucinol, derivados de fenazina, pioverdinas,
piocianinas (Keel et al., 1990; Lemanceau et al. 1992; Pierson y Pierson, 1996; Baron et al.
1997) Al comparar el numero de celulas producidas en las cinéticas con el crecimiento
(diametro de la colonia) de los hongos en las placas con extracto libre de células (Cuadro

10), se observaron diferentes comportamientos:
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Cuadro 10. Correlacion entre numero de células de P. fluorescens y control del crecimiento

colonial de hongos fitopatdégenos en medios de cultivo y pH distinto.

Eactor Especificaciones Numero de cél_ullas Media didmetro de colonia
(Ln UFC mL™) (mm)
Mediode KB 20.30° 19.87°¢
cultivo MG 17.23°¢ 48.63 "
MG+Fe 17.63" 70.46 °
pH 6.0 18.44 2 42.97°
7.0 18.43° 46.08 "
8.0 18.30° 49.93°

Las letras de superindice indican la significacion estadistica (Fisher 5%).

El medio KB mostré una mayor densidad celular y generd un menor crecimiento de los
hongos fitopatogenos respecto a los otros medios (Fig. 10) de esta manera, se puede decir
que la densidad celular de P. fluorescens esta directamente correlacionado con la
produccion de compuestos antifngicos, los cuales se producen a finales del crecimiento
exponencial y la fase estacionaria temprana (Chin-A-Woeng et. al., 2002). La produccién
varios metabolitos secundarios de Pseudomonas son regulados por la deteccion de quérum
(Pierson y Thomashow, 1992; Pearson et al., 1997; Bassler, 1999; Chin-A-Woeng et al.,
2001), que es la capacidad de las bacterias para detectar moléculas que permiten iniciar la
produccion de metabolitos (Whitehead et al., 2001). La sefial m&s comudn encontrada en
bacterias Gram (-), como Pseudomonas, es la produccion, y acumulacién de homoserina,
una lactona autoinductora difusible (Cook et al., 1995). Cuando la concentraciéon del
autoinductor excede una cierta densidad celular y alcanza el nivel umbral, inicia una
cascada de transduccion de sefiales que conducen a la produccién de los metabolitos
(Bassler, 1999). En los medios MG y MG+Fe se observd una menor cantidad de biomasa
con respecto a KB. En el caso del medio MG, la cantidad de células al final del cultivo fue
menor con respecto al adicionado con fierro (MG+Fe), pero el efecto inhibitorio no mostro
una dependencia con la densidad celular (Fig. 10), esto se pudo deber a la adicion exdgena
de hierro al medio, ya que P. fluorescentes se caracterizan por producir metabolitos anti
fangicos (siderd6foros) que estan ligados al contenido de hierro en el medio (Kloepper et al.,
1980) se sabe que la produccién de estos compuestos es inversamente proporcional a la
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concentracion del hierro en el medio de crecimiento (Ratledge y Dover, 2000; Clark, 2004).
Estos compuestos no son considerados metabolitos secundarios ya que su produccion
comienza pocas horas después de iniciados los cultivos y su méxima concentracion se
encuentra justo cuando inicia la fase estacionaria (Jadhav y Desai, 1992); se sintetizan
principalmente en la etapa exponencial donde la poblacion requiere mas nutrientes (hierro)
para la division celular (O”Sullivan y O"Gara, 1992), por lo tanto la disponibilidad de hierro
en el medio, suprime la produccion de este tipo de metabolitos anti flngicos; de esta
manera, estos metabolitos juegan un papel importante en el control de hongos
fitopatdgenos, pero aun con la supresion de estos compuestos en MG+Fe, se puede
observar una reduccion en el crecimiento de los hongos, debido a la produccion de otros
metabolitos secundarios que también estan implicados en el control como por ejemplo los
antibidticos. Los comportamientos encontrados en este trabajo concuerdan con los
reportados por Sridevi y Mallaiah (2008), donde una cepa de Rhizobium productora de
sideroforos increment6 su densidad celular cuando el medio fue suplementado con hierro
pero disminuye la produccion de sideroforos, y por lo tanto su capacidad de biocontrol. De
la Rosa et. al. (2007) mencionan que de 46 aislados bacterianos donde se incluyé a la
especia Pseudomonas, el 86% produjo sideroforos, el 30% disminuyd su capacidad
inhibitoria en presencia de hierro exdgeno y el 13% perdié completamente el efecto

antimicrobiano al adicionar el metal.

Con respecto al pH, se observo que la inhibicion del crecimiento fue menor a medida que el
pH aumentd. Este comportamiento fue similar a lo reportado por Brisbane et al. (1997)
quienes demostraron que la fenazina-1-acido carboxilico (PCA) producida por la cepa P.
fluorescens 2-79, presentdé una mejor actividad inhibitoria de Gibberella graminis a pH
menores de 7.0. Por otra parte, Bonnie et al. (2003) encontraron que el crecimiento micelial
in vitro de Gaeumannomyces. graminis f. sp trittici fue menor a valores de pH del medio
entre 6.0 y 6.6; y un menor efecto de biocontrol a pH entre 6.8 y 8.0, por lo que la actividad
antifangica de los metabolitos secundarios producidos por P. fluorescens 2-79, estaba
relacionada con la concentracion protonada de los mismos, lo que sugiere que a medida que
el pH aumenta, el biocontrol es menos eficaz por la predominancia de la forma anidnica de
la PCA.

42



TESTIGO KB 6.0 KB 7.0 KB 8.0 MG 6.0 MG 7.0 MG 7.0 MG+re 6.0 MG+Fe 7.0 MG+Fe 8.0

Fig. 10. Efecto de extractos libre de células de P .fluorescens (50% v/v) sobre el
crecimiento de Botrytis cinerea (BC), Colletotrichum fragariae (CF) y Fusarium
oxysporum f. sp. gladioli (FOG).

El efecto de los distintos tratamientos usados en el estudio, se observa claramente en la
dindmica del crecimiento de los distintos hongos en placas con extractos libres de células
de P. fluorescentes, el crecimiento se observo claramente menor con respecto a la placa
control en un periodo de incubacion de 12 dias; en la figura 11 se observa la dindmica de
crecimiento de C. fragariae, este hongo invadio la placa Petri en diez dias con porcentajes
que oscilaron de 54.1% para MG+Fe, 35.9% para MG y 7.2% para KB y hasta los doce
dias que duro el experimento, los tres medios mostraron una reduccion en el crecimiento de

los hongo.

En la figura 12 se observa la dinamica de crecimiento de B. cinérea y se aprecié que este
hongo es el que tiene un mayor desarrollo micelial invadiendo completamente la placa Petri
en ocho dias con porcentajes de crecimiento que variaron de 45.3% para MG+Fe, 22.9%
para MG y 7.7% para KB y hasta los doce dias que duro el experimento, los tres medios
mostraron una reduccion en el crecimiento de los hongos. Para los hongos B. cinerea y C.
fragariae cabe destacar el efecto fungistatico durante los primeros seis dias del

experimento.
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Fig. 11. Dinamica del crecimiento de Colletotrichum fragariae (CF) in vitro con extractos
libre de células de P. fluorescens (50% v/v).
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Fig. 12. Dindmica del crecimiento de Botrytis cinerea (BC) in vitro con extractos libre de
células de P. fluorescens (50% v/v).
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En la figura 13 se observa que el crecimiento de F. oxysporum es el menos acelerado con
respecto a los otros hongos del estudio, invadiendo la placa hasta los doce dias del
experimento, ademas mostr6 una mayor resistencia a los metabolitos contenidos en los
extractos presentando los porcentajes de crecimiento mas altos oscilando del 59.7% para
MG+Fe 44.7% para MG y 25.8% para KB.

100
Testigo FOG
— KB 6.0
80 4 — MG 6.0
— MG+Fe

Diametro (mm)

Tiempo (Dias)

Fig. 13. Dinamica del crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli (FOG) in vitro
con extractos libre de células de P. fluorescens (50% v/v).

De esta manera, el tratamiento (extracto libre de células 50 % v/v) que mostro el mejor
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los fitopatogenos fue KB pH 6.0; Durante los
doce dias que duro el cultivo in vitro, este extracto permitioé el minimo crecimiento para los
tres distintos hongos, que fue de 11.7% para C. fragariae, 11.3% para B. cinerea y 25.8%
para F. oxysporum f. sp. gladioli en comparacién con el crecimiento del testigo que fue de
100%.
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Un factor importante en el efecto de biocontrol de los extractos libres de células sobre el
crecimiento de las colonias de los diferentes hongos es la dilucion a la que se usan en el
cultivo in vitro, ya que el efecto de biocontrol fue inversamente proporcional a la dilucién
de los extractos libres de células, en cuanto mas se diluyo el extracto, fue menor el efecto
de control (Cuadro 11).

Cuadro 11. Comparacion de medias del didmetro (mm) de crecimiento de las colonias de
hongos fitopatdgenos con extractos libre de células de P. fluorescens a
diferentes diluciones.

Factor Nivel Especificaciones  Observaciones Diametro de colonia (mm)
Dilucion 1 10% 18 30.63°

2 20% 18 24.25°

3 30% 18 21.46°

4 40% 18 20.02 ¢

5 50% 18 18.83°
Hongo 1 F. oxysporum 18 29.82°

2 C. fragariae 18 18.08 ¢

3 B. cinerea 18 21.23°

Las letras de superindice indican la significacion estadistica (Fisher 5%).

En el cuadro 11 y figura 14 se puede ver mas claramente el efecto que tiene la dilucién del
extracto, para F. oxysporum se observé un porcentaje de crecimiento de 32.7% con 10% del
extracto que disminuy6 a 25.8% con 50% del extracto, para B. cinerea de 37.4% con 10%
del extracto que disminuy6 a 11.3% con 50% del extracto y C. fragariae de 22.2% con
10% del extracto que disminuy6 a 10.5% con 50% del extracto en un tiempo de incubacion
de 14 dias.
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Cuadro 12. Porcentaje de crecimiento de las colonias de hongos fitopatdgenos en medio

KB, pH 6.0 con extractos libre de células de P. fluorescens a diferentes

diluciones.
Dilucion viv (%)
Hongo )
10 20 30 40 50 Testigo
F. oxysporum 32.7 30.8 28.8 27.8 25.8 100.0
B. cinerea 37.4 20.2 14.5 13.9 11.3 100.0
C. fragariae 22.2 16.9 14.9 11.3 10.5 100.0

TESTIGO DILUCION 10 % DILUCION 20 % DILUCION 30 % DILUCION 40 % DILUCION 50 %

—

Fig. 14. Diametro (mm) de las colonias de Botrytis cinerea (BC), Colletotrichum fragariae
(CF) y Fusarium oxysporum f. sp. gladioli (FOG) en medio KB, pH 6.0 con
extractos libre de células de P. fluorescens a diferentes diluciones

En las Fig. 15, 16 y 17 se observa que B. cinerea tuvo el desarrollo micelial mas rapido,
seguido de C. fragariae y finalmente F. oxysporum, las dindmicas se mantienen
proporcionales y estables entre diluciones; aunque la diferencia entre diluciones es
estadisticamente significativa, en las figuras de la dinamica de crecimiento se observa que
tratamientos que usan solo 10% del volumen de extractos libres de células mantienen un
biocontrol aceptable, permitiendo el maximo crecimiento de 37.4% para el hongo F.

oxysporum f. sp. gladioli.
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Fig. 15. Dinamica del crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli (FOG) in vitro
con extractos libre de células de P. fluorescens (10-50% v/v).
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Fig. 16. Dinamica del crecimiento de Colletotrichum fragariae (CF) in vitro con extractos
libre de células de P. fluorescens (10-50% v/v).
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Fig. 17. Dinamica del crecimiento de Botrytis cinerea (BC) in vitro con extractos libre de
células de P. fluorescens (10-50% v/v).

Un fendmeno independiente de la inhibicién de crecimiento de los hongos fitopatdgenos,
fue la variedad de colores que se observaron en los medios de cultivo en funcién de la
especie. Respecto al pH se observé que el color y morfologia de la colonia de los tres
diferentes hongos se mantuvo similar cuando se cultivan en PDA y se varia el pH desde 5.0
(testigo) hasta 8.0 (Fig. 18), aunque la pigmentacion de la mayoria de los hongos se ve
notablemente afectada por la variacion del pH en el medio, especies como las usadas en
este trabajo tienen la capacidad para modificar el pH del medio para sus requerimientos
Optimos para la formacion de pigmentos (Booth, 1971).
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PDA 6.0 PDA 7.0

Fig. 18. Efecto del pH sobre el color de las colonias (vista inferior de las placas de cultivo)
de Botrytis cinérea (BC), Colletotrichum fragariae (CF) y Fusarium oxysporum f.
sp. gladioli (FOG) en medio PDA.

Cuando los hongos se cultivaron en medio KB, MG y MG+Fe a pH 6.0, 7.0 y 8.0 con una
concentracion del extracto (50 % v/v) de P. fluorescens se observd, en el caso de B.
cinerea, que las colonias presentaron un rapido crecimiento con micelio raso de color
blanco a gris claro, las variaciones mas evidentes fueron en la produccion de esporas que se
perciben visualmente, las cuales se incrementaron en los medios con glucosa (Fig. 19 y Fig.
20). Estos comportamientos son similares a los reportados por Phillips et al., (1987)
quienes identificaron que el incremento en la produccion de esporas por B. cinerea fue
proporcional a la concentracion de glucosa en el medio de crecimiento.

Para el caso de C. fragariae, se presentaron colonias de color amarillo-naranjas con micelio
aereo blanco en medios con glicerol como fuente de carbono (Fig. 198 y Fig. 20), el color
anaranjado se asocia con masas de conidios producidos en esporodoquios (Villanueva et
al., 2008) cuya formacion podria estar estimulada por el glicerol. Para los medios con
glucosa como fuentes de carbono y glucosa con hierro, el micelio aéreo fue de verde olivo a
gris-oscuro con colonias negras (Fig. 19 y Fig. 20), similar a la morfologia colonial
observada en PDA. Esta morfologia concuerda con la reportada por Smith y Black (1990) y
Gunnell y Gubler (1992) quienes mencionan que el color de las colonias de C. fragariae en
PDA es blanco a gris, gris-olivo hasta gris oscuro, por lo que la adicion de glucosa parece
no tener efecto en el color de la colonia. Para Fusarium oxysporum f. sp. gladioli, en las

placas donde se afiadié glicerol, las colonias fueron amarillo-naranja con micelio aéreo
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blanco (Fig. 19 y Fig. 20), y concuerda con lo reportado por Nelson et al. (1983) quienes
indican que en PDA, F. oxysporum presenta micelio aéreo blanco y pigmentos de color
purpura, caracteristicas que cambian con una minima alteracion en la composicion del
medio, desarrollando colores de colonias que incluyen color blanco, crema, naranja, café
claro, marron, rojo, rosa, azul. Para las placas con adicién de glucosa y glucosa con hierro,
presentd colonias con micelio de color pdrpura, caracteristico de este hongo, seguido de
una abundante formacion de micelio blanco raso (Fig. 19 y Fig. 20), lo anterior es acorde
con lo reportado por Booth (1971) quienes observaron un excesivo desarrollo micelial de

Fusarium cuando se cultivé en medios que contenian glucosa.

KB 6.0 KB7.0 KB 8.0 MG 6.0 MG 7.0 MG 8.0 MG+Fe 6.0 MG+Fe 7.0 MG+Fe 8.0

=N

Fig. 19. Efecto del medio de cultivo (KB, MG, MG+Fe y pH 6.0, 7.0 y 8.0) (adicionado con
extracto libre de células (50% v/v) de sobre la coloracién de las colonias de Botrytis
cinerea (BC), Colletotrichum fragariae (CF), y Fusarium oxysporum f. sp. gladioli
(FOG) (vista anterior).

KB 6.0 KB 7.0 KB 8.0 MG 6.0 MG 7.0 MG 8.0 MG+Fe 6.0 MG+Fe 7.0 MG+Fe 8.0

Fig. 20 Efecto del medio de cultivo (KB, MG, MG+Fe y pH 6.0, 7.0 y 8.0) (adicionado con
extracto libre de células (50% v/v) de sobre la coloracién de las colonias de Botrytis
cinerea (BC), Colletotrichum fragariae (CF), y Fusarium oxysporum f. sp. gladioli
(FOG) (vista posterior).
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5.5. Extraccion y pruebas de control in vitro de hongos fitopatdgenos con extracto
crudo seco de P. fluorescens

Los extractos crudos obtenidos de P. fluorescens cultivada en KB pH 6.0 mostraron un
efecto de inhibicion en el crecimiento de los hongos fitopatogenos en los ensayos in vitro.
La concentracion mas elevada de extracto crudo resulté en una mayor inhibicion en el
crecimiento de los hongos y se observd una progresiva disminucion estadisticamente

significativa con menores concentraciones (Cuadro 13 y Fig. 21)

Cuadro 13. Comparacion de medias del didmetro (mm) de crecimiento de las colonias de
hongos fitopatdgenos con extractos crudos y secos de P. fluorescens a
diferentes concentraciones.

Factor Nivel Especificaciones Observaciones Media
Concentracion (mg/mL) 1.0 0.05 18.0 35.26°
2.0 0.1 18.0 32.36°

3.0 0.2 18.0 29.67 ¢

4.0 0.3 18.0 26.49 °

5.0 0.4 18.0 23.21°

Hongo 1.0 FOG 30.0 37.64°
2.0 CF 30.0 21.09°

3.0 BC 30.0 29.46

Las letras de superindice indican la significacion estadistica (Fisher 5%).

ESYbC vOf;van 0.1 mg/mi O‘r’uv. T 0.4 mgimL
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Fig. 21. Efecto del extracto seco de P. fluorescens a diferentes concentraciones (0.05 a 0.4
mg mL™?) sobre el crecimiento de las colonias de Botrytis cinerea (BC),
Colletotrichum fragariae (CF), y Fusarium oxysporum f. sp. gladioli (FOG).
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Fig. 22. Dinamica del crecimiento in vitro de Botrytis cinerea (BC) con extractos secos de
P. fluorescens a diferentes concentraciones (0.05 a 0.4 mg mL-1).
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Fig. 23. Dinamica del crecimiento in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli (FOG)

con extractos secos de P. fluorescens a diferentes concentraciones (0.05 a 0.4 mg
mL-1).
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Fig. 24. Dinamica del crecimiento in vitro de Colletotrichum fragariae (CF) con extractos
secos de P. fluorescens a diferentes concentraciones (0.05 a 0.4 mg mL-1).

Para las figuras 22, 23 y 24 se observa que existe una disminucion en el crecimiento de los
hongos, presentando mejor efectos de biocontrol en C. fragariae, posteriormente en B.
cinerea y finalmente con F. oxysporum f . sp gladioli, sin embargo las etapas subsecuentes
que se requieren para obtener el extracto crudo seco pueden ser la diferencia entre el uso de
extractos libres de células y extractos secos.
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5.6. Separacion e identificacion de los metabolitos producidos por P. fluorescens

La cromatografia en capa fina de los extractos crudos secos de P. fluorescens mostro la
presencia de al menos cuatro compuestos, los cuales se compararon con los estandares de
fenazina y fluoroglucinol (Cuadro 14 y Fig. 25), las lecturas observadas podrian indicar que
el extracto crudo de P. fluorescens contiene al menos dos compuestos antifungicos que
pueden ser derivados de la fenazina y fluoroglucinol y pueden conferirle el carécter anti

fangico.

Cuadro 14. Factores de retencion (Rf) de extractos de P. fluorescens contra compuestos

estandar.

Sustancia Rf

Mancha 1 0.16
Mancha 2 0.26
Mancha 3 0.61
Mancha 4 0.80
Fenazina 0.61
Fluoroglucinol 0.17

Concentraciones de estandares (0.5 mg mL-1) y el extracto crudo seco (1 mg mL™) Sistema
Hexano: acetona (3:2). Revelados en UV.

La identificacion de estos compuestos coincide con lo reportado por Keel et al. (1990);
Georgakopoulos et. al. (1994); Chin-A-Woeng et al. (1998); quienes reportan que P.
fluorescens produce una amplia gama de metabolitos secundarios, donde sobresalen
antibidticos como las derivados de fluoroglucinol o derivados de la fenazina, los cuales
presentan actividad antifngica contra los distintos géneros de hongos fitopatdgenos de este

estudio.
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Fig. 25. Perfiles en cromatografia en capa fina (TLC) del extracto crudos seco (50 mL) de
P. fluorescens y estandares de fluoroglucinol y fenazina (50 mL de 0.5 mg mL-1).
en un sistema de solventes hexano:acetona (3:2). La deteccion de los compuestos
fue en UV.

Kavitha et al., (2005) y Chin-A-Woeng et al. (1998, 2001), documentaron que la
produccion de fenazina por P. fluorescens es un factor determinante en el biocontrol,
disminuyendo evidentemente el crecimiento de colonia de hongos como F. oxysporum;
aunque los mecanismos de accion de las fenazinas son poco conocidos, se supone que se
difunden a través de la membrana actuando como agente reductor, lo que conduce a la
formacion de superdxido (O,), peréxido de hidrogeno (H,0,) o radical hidroxilo (HO) que
son toxicos para las células, afectando la morfologia de las hifas y acelerando el proceso de
muerte (Hassett et. al. 1992, Chin-A-Woeng et al. 2002). Respecto a la produccion de
derivados de fluoroglucinol como agente de control, de Souza et al. (2003) mencionan que
estos compuestos acttan sobre la membrana plasmatica de las células y en general provoca
la desintegracion del contenido celular, lo que deriva en dafio a la morfologia de las hifas y

problemas de crecimiento.
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VI. CONCLUSIONES

El agente de biocontrol se identifico a nivel género como Pseudomonas fluorescens.

Pseudomonas fluorescens presentd un mayor desarrollo de biomasa en el medio donde la
fuente de carbono fue glicerol, posteriormente glucosa adicionada con hierro y finalmente

glucosa: valores de pH 6.0 y 7.0 fueron los mejores para el desarrollo de biomasa.

El ensayo in vitro con el extracto libre de celulas mostr6 un claro efecto antiflngico,
destacando la mayor efectividad del extracto libre de células proveniente del cultivo en
medio KB y pH 6.0.

Los resultados del ensayo in vitro con el extracto crudo seco mostraron que la actividad

antifungica se conserva después del proceso de separacion y secado.

Los extractos libres de células y extractos secos mostraron mayor control sobre
Colletotrichum fragariae, seguido de Botrytis cinerea y finalmente Fusarium oxysporum f.
sp. gladioli identificando que el efecto de biocontrol es proporcional a la concentracion o

volumen utilizado.

El control in vitro puede estar relacionado a la produccion de compuestos como fenazina y

fluoroglucinol por parte de P. fluorescens.
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