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RESUMEN

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) y Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici (Forl) son dos de las méas de 100 formas especiales que se conocen de Fusarium
oxysporum, las cuales ocasionan la enfermedad de la marchitez del tomate. La enfermedad
ocasiona pérdidas que oscilan entre 21y 47%. En Sinaloa, aln no se cuenta con datos de pérdidas
ocasionadas por esta enfermedad. Para el control de este hongo, se aplican una amplia gama de
fungicidas sintéticos fumigantes y no fumigantes; sin embargo, el uso excesivo de éstos ha
provocado dafio a la flora y fauna, la reduccion de la biodiversidad microbiana y la induccion de
patdgenos con resistencia ante fungicidas, entre otros efectos adversos. Una alternativa para el
control de esta enfermedad es el uso de bacterias aisladas de la rizosfera. En nuestro trabajo, 155
rizobacterias aisladas de suelos agricolas del valle de Culiacan, Sinaloa se sometieron a pruebas de
antagonismo contra las especies de Fusarium formas especiales Fol y Forl aisladas de la filosfera
de plantas de tomate de la misma zona. De los aislamientos de rizobacterias, 16 cepas presentaron
la capacidad de inhibir el crecimiento micelial in vitro de Fol y Forl (M4-1 PDA, M1 RC, M5-1
PDA, M1 PKM , M2 PDA, M3 PDA, M1-2 PDA, M3-2 PDA, M4 PKM, M4-2 PDA, M5-2 PDA,
M6 BK, M7-1 PDA, M7-2 PDA, M10-2 PDA y M12 PDA) con un porcentaje de inhibicion
micelial (% ICM) mayor al 60%, siendo las cepas nombradas como M4-1 PDA y M5-1 PDA las
mas eficientes al inhibir el crecimiento micelial de Fol hasta en un 84.4%. Los 16 aislados fueron
caracterizados por morfologia colonial y celular. Para ello, las rizobacterias se cultivaron en agar
nutritivo (AN) a 30°C por 48 h y se registré la apariencia, forma, color y elevacion de las colonias;
se determind que se trataba de bacilos Gram positivos, con endosporas ovales centrales. Se realizo
ademas la caracterizacion molecular (ARN de la regién 16s), en el cual se encontraron bandas
integras en el gel de agarosa; sin embargo, se encontraron bandas inespecificas, por lo cual se
aumentd la temperatura de alineamiento. Se concluy6 que, de las 155 rizobacterias aislados,
solamente el 10% mostraron antagonismo contra Fusarium spp. con un (% ICM) mayor al 60 %.
Se recomienda continuar esta investigacion para determinar el potencial como antagonistas contra

patdgenos causantes de la marchitez vascular del tomate.

Palabras claves: Fol, Forl, Tomate, Rizobacterias, Antagonismo, Bio control...
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ABSTRACT

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) and Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici (Forl) are two of more than 100 special forms of Fusarium oxysporum known to cause
tomato wilt disease. The disease causes losses between 21 and 47% in crops produced under open-
field and protected agriculture. In Sinaloa, there is still no data reporting the losses caused for this
disease. Fungicides application (fumigant and non-fumigant) are used to control this fungal
disease, however, excessive use has caused damage to flora and fauna, has reduced microbial
biodiversity, and caused resistant strains of plant pathogens, among others negative consequences.
The use of biocontrol bacteria isolated from the plant rhizosphere represents an alternative to
control this disease. In this research, 155 isolated rhizobacteria obtained from intensive cultivated
soils at Culiacan, Sinaloa valley were tested for antagonism capacity against the special forms of
Fol and Forl. From rhizobacteria isolates only 16 strains showed the ability to inhibit the mycelial
growth of these phytopathogens (M4-1 PDA, M1 RC, M5-1 PDA, M1 PKM, M2 PDA, M3 PDA,
M1-2 PDA, M3-2 PDA, M4 PKM, M4 -2 PDA, M5-2 PDA, M6 BK, M7-1 PDA, M7-2 PDA,
M10-2 PDA and M12 PDA) showed in vitro antifungal activity against Fol and Forl by means of
dual cultures, with a percentage of mycelial inhibition (%ICM) greater than 60%, being M4-1 PDA
and M5-1 PDA the most efficient, by inhibiting mycelial growth of Fol in 84.4%. The 16 isolates
were characterized by colonial and cellular morphology. To do this, the rhizobacteria were grown
on nutrient agar (NA) at 30° C for 48 h and the appearance, shape, color and elevation of the
colonies were recorded, and it was determined that they were Gram positive bacilli, with central
oval endospores. Molecular characterization was also carried out (RNA of the 16s region), in which
intact bands were found in the agarose gel; however, non-specific bands were found, so the
alignment temperature was increased, and cleaning was performed to obtain better results. It was
concluded that only 10% from the 155 rhizobacteria isolated, showed antagonistic capacity against
Fusarium spp. with a percentage greater than 60% in the inhibition of mycelial growth. It is
recommended to continue this research to determine the potential of biocontrol by antagonism of

vascular wilting pathogens of tomato.

Key words: Fol, Forl, Tomatoe, Rhizobacteria, Antagonism, Biocontrol ...
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1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas mas consumidas en el mundo,
el consumo per cpita promedio en paises desarrollados y en via de desarrollo es de 86 g diarios.
Se cultiva en mas de 100 paises para consumo fresco e industrial, la produccion mundial en el 2019
fue de 170.750.767 t (FAOSTAT, 2019). El 76% de la produccién se concentra en China, India,
Estados Unidos, Turquia, Egipto, Iran, Italia, Espafia, Brasil y México (FAOSTAT, 2019). El
rendimiento promedio mundial es de 33.98 t/ha, cifra por debajo de la obtenida en areas con mayor
rendimiento y alta tecnificacion como Paises Bajos, 505,618t/ha; Bélgica, 498,6t/ha; Reino Unido,
424,569 t/ha'y Noruega, con 362,18 t/ha (FAOSTAT, 2018).

Se reportan 48 enfermedades importantes en el cultivo del tomate, entre las cuales, destaca la
marchitez vascular causadas por Fol, la cual representa una de las méas de 100 formas especiales
que se conocen de Fusarium oxysporum. Esta enfermedad se encuentra ampliamente distribuida
en el mundo. Para su control se han reportado numerosas practicas de manejo enfocadas,
especialmente hacia el suelo, sin embargo, son pocos los reportes acerca del manejo integrado de
la enfermedad, incluido el uso de bacterias benéficas de la rizosfera para su control (Gordon, 2017).
Las rizobacterias son bacterias que habitan en la rizosfera, descrita por Hiltner en 1904 como el
area del suelo que se encuentra unida a la raiz y que se extiende a pocos milimetros de la superficie
del sistema radicular, la rizosfera se caracteriza por albergar una gran diversidad de
microorganismos que estimulan el crecimiento de la planta y reducen la incidencia de
enfermedades. Siendo esta area donde se dan las mayores interacciones entre las rizobacterias y los
patdgenos, ya que son atraidos por los exudados radiculares (Kloeppler y Schroth, 1978; Do Carmo
et al., 2011; Molina-Romero et al., 2015). Kloeppler y Schroth (1981) designaron a este grupo
bacteriano como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas en inglés:
Plant Growth Promoting Rhizobacteria).

Las PGPR desempefian una funcion importante al establecer relaciones simbidticas mutualistas
con las plantas, en las cuales, las rizobacterias mejoran el crecimiento, la tolerancia al estrés
ambiental, la produccion y la salud de las mismas, mediante una amplia variedad de mecanismos
moleculares (Malik y Sindhu, 2011); mientras que, por su parte las plantas proveen a los microbios

de un medio con humedad poco variable y exudados radiculares compuestos por aminoacidos,
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acidos grasos, nucleétidos, acidos orgéanicos, fenoles, reguladores de crecimiento, esteroles,
azucares y vitaminas, entre otros, que constituyen un ambiente ideal para su desarrollo y accion
(Albareda et al., 2006; Rives et al., 2007; Molina-Romero et al., 2015).

Las rizobacterias han sido ampliamente estudiadas en las ultimas décadas, debido principalmente
a su capacidad para potencializar la produccién de diversos cultivos de interés agricola (Angulo et
al., 2014). Entre los mecanismos mas estudiados por los cuales logran este efecto, destacan:
capacidad para fijar nitrégeno atmosférico (Annan et al., 2012), solubilizar fosfatos inorganicos
(Ahemad y Kibret, 2013), producir fitohormonas que promueven un desarrollo vegetativo méas
vigoroso (Aguilar-Piedras et al., 2008; Ortiz-Castro et al., 2009; Camelo et al., 2011; Vilchez y
Manzanera, 2011), antagonismo contra fitopatdgenos (Bloemberg y Lugtenberg, 2001; Molina-
Romero et al., 2015), produccion de compuestos volatiles que estimulan el crecimiento (Farag et
al., 2013; Wang et al., 2017), modulacion el estrés bajo diferentes condiciones (Stearns et al., 2012;
Vacheron et al., 2013); asi como, inducir mecanismos de resistencia sistémica (RSI) frente a
fitopatdgenos (Bordiec et al., 2011; Poupin et al., 2013; Molina-Romero et al., 2015), entre otros.
Por lo tanto, el objetivo general de este trabajo fue aislar microorganismos antagonistas contra
Fusarium spp. en el cultivo de tomate.

En Sinaloa el tomate es el cultivo de mayor importancia econémica, por lo que la marchitez del
tomate representa un problema de importancia agricola y econémica. El uso indiscriminado de
fungicidas ocasiona problemas a la flora y fauna, reduccion de la biodiversidad microbiana,
resistencia ante fungicidas, entre otros. Una alternativa para el control de esta enfermedad es el uso
de bacterias benéficas aisladas de la rizosfera. Por lo tanto, el objetivo general de este trabajo fue
aislar y estudiar las caracteristicas coloniales y morfoldgicas de microorganismos antagonistas

contra Fusarium spp. en el cultivo de tomate.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Importancia del Tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas mas consumidas en el mundo, el
consumo per capita promedio en paises desarrollados y en via de desarrollo es de 86 t diarios. Se
cultiva en mas de 100 paises para consumo fresco e industrial, la produccion mundial en el 2019
fue de 170.750.767 t (FAOSTAT, 2019). El 76% de la produccidon se concentra en China, India,
Estados Unidos, Turquia, Egipto, Iran, Italia, Espafia, Brasil y México (FAOSTAT, 2019). El
rendimiento promedio mundial es de 33,98 t/ha, cifra por debajo de la obtenida en areas con mayor
rendimiento y alta tecnificacion, como Paises Bajos, 505,618t/ha; Bélgica, 498,6t/ha; Reino Unido,
424,569 t/ha 'y Noruega, con 362,18 t/ha (FAOSTAT, 2018).

Se reportan 48 enfermedades importantes en el cultivo de tomate, entre las cuales destaca la
marchitez vascular causada por Fol Hansen, que es una de las mas de 100 formas especiales que se
conocen de Fusarium oxysporum, de amplia distribucion mundial del cual se desconoce su
teleomorfo (Gordon, 2017).

Esta enfermedad ocasiona pérdidas entre 21 y 47% tanto en cultivos a libre exposicion; asi como,
bajo cubierta (Ramyabharathi et al., 2012; Enespa y Dwivedi, 2014). En Sinaloa, ain no se tienen
datos de pérdidas por esta enfermedad. Cuando este patégeno ataca plantulas, ocasiona lo que se
conoce como mal del talluelo que se caracteriza por la carencia de lignina en el tallo y un aumento
en la susceptibilidad, lo cual permite que el patdgeno alcance rapidamente los vasos del xilema, la
destruccion y el colapso del tejido (Agrios, 2005). El tejido vascular de una planta enferma se torna
de color pardo oscuro, con mayor presencia en el punto de unién del peciolo con el tallo. Este color
es caracteristico de la enfermedad y se emplea para su identificacion; la médula permanece sanayy,
ocasionalmente se infecta el fruto causando una decoloracion del tejido vascular interno (Jones,
1991).

Cuando el hongo ataca a plantas adultas, la enfermedad se conoce como marchitez vascular. Las
plantas muestran amarillamiento, que inicia por las hojas inferiores y, por lo general, mueren. La

base del tallo adquiere un color oscuro y los haces vasculares se tornan de color pardo oscuro. Una
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0 varias ramas pueden mostrar sintomas; en ocasiones, las hojas presentan marchitez en los foliolos
de un lado del peciolo, mientras que los del lado opuesto se ven sanos. La marchitez del follaje es
mas notable después de la floracion y cuajamiento de los frutos y durante los periodos mas
calurosos del dia. Los sintomas son exacerbados por temperaturas altas, alrededor de 28°C, por pH
bajo del suelo y uso de fertilizantes amoniacales (Mc Govern y Datnoff, 1992).

El hongo produce clamidosporas, microconidios y macroconidios. Los macroconidios se han
relacionado con la diseminacion aérea, lo que sugiere una fase policiclica, no comun en patdgenos
habitantes del suelo (Katan et al., 1997). El micelio sobrevive en residuos vegetales, como saprofito
y en hospedantes alternos. Las clamidosporas permiten al hongo sobrevivir por largo tiempo; se
producen a partir de la modificacion de hifas o celulas conidiales. La formacion de clamidosporas
esta relacionada con factores de estrés, como la ausencia del hospedante, agotamiento de nutrientes
y ambientes adversos (Smith, 2007). Las clamidosporas germinan en condiciones favorables,
incluyendo la presencia de exudados radicales. Se ha demostrado que las clamidosporas resisten
temperaturas altas y sobreviven méas tiempo en el suelo que los conidios, ademas que causan
sintomas mas severos que los microconidios (Mc Govern, 2015).

La forma especial Fol infecta solo a plantas de tomate susceptibles (Inami et al., 2014); no obstante,
Fassihiani (2000) comprobé que esta forma especial es capaz de colonizar las raices de plantas
pertenecientes a otros géneros, como Oryzopsis, Digitaria, Amaranthus y Malva; ademéas de
plantas de zanahoria, trigo, varias especies de pastos, berenjena y chile. Segun este investigador,
aunque el patdgeno puede colonizar a varias especies, solo se observaron sintomas de retraso en el
crecimiento, no de marchitez, en algunas especies del género Malva, en berenjena y chile, estas
ultimas pertenecientes a la familia Solanaceae.

El hongo también sobrevive en el suelo, como saprofito o en restos vegetales, donde se mantiene
viable hasta por 10 afios (Kant et al., 2011). Cuando una planta sana crece en suelo infestado por
el hongo, el contacto con las raices induce a la germinacion de los conidios, el tubo germinativo de
la espora o el micelio penetra directamente por el &pice de las raices o ingresa a éstas, a través de
heridas o de los puntos de formacion de las raices laterales. EI micelio avanza por medio del cortex
de las raices intercelularmente y cuando alcanza los vasos conductores del xilema entra por los
extremos. El micelio permanece en los vasos y se transloca a través de ellos, principalmente, hacia
arriba, hacia el tallo y la corona de la planta (Agrios, 2005). En los vasos, el micelio se ramifica 'y

produce microconidios, que son liberados y llevados hacia el apice en la corriente de la savia. Los
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microconidios germinan en el punto donde el movimiento se detiene, el micelio penetra la pared
superior del vaso y se producen méas microconidios en el vaso proximo. El micelio también avanza
lateralmente, dentro de los vasos adyacentes, penetrando por los extremos. La combinacién de
estos procesos, llamado taponamiento de los vasos por micelio, esporas, gel, gomas y tilides y el
aplastamiento de los vasos por proliferacion de células adyacentes de parénquima, es la responsable
de la marchitez. Luego el hongo invade todos los tejidos vegetales, alcanzando la superficie externa
de la planta muerta y alli esporula. Las esporas pueden ser diseminadas a nuevas plantas por el
viento, el agua y asi, sucesivamente. Fusarium, se disemina a distancias cortas, mediante el agua,
equipos agricolas y herramientas infestadas por el hongo y a distancias largas, por medio de plantas
enfermas o suelo adherido a ellas. Una vez que el suelo es infestado, permanece asi indefinidamente
(Dixon y Tilston, 2010).

Debido a que el hongo se establece como endofito en células y tejidos vasculares, se dificulta su
control (Hossain et al., 2013), lo que sugiere un manejo integrado que permita reducir la poblacion
del patdégeno y obtener los rendimientos necesarios para un cultivo rentable.

Dentro de las estrategias de manejo estan la aplicacion de fumigantes al suelo, uso de cultivares
resistentes y practicas culturales, como embolsado conteniendo suelo esterilizado, solarizacion,
rotacion de cultivos y desinfestacion de estacones. La desinfestacion del suelo con bromuro de
metilo era la practica mas comun hasta que su uso fue proscrito, debido a que, en 1993, el Protocolo
de Montreal clasific a este producto como degradador del ozono clase I, ordenando su retiro del
mercado en el 2005 (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2022).

El uso de variedades resistentes reduce la incidencia de la enfermedad; sin embargo, la emergencia
de nuevas razas del hongo y de nuevos biotipos dentro de las razas, supera su resistencia,
conllevando a la busqueda de nuevas estrategias (Horinouchi et al., 2011).

Pocos estudios han reportado resultados cuantitativos sobre las rizobacterias presentes en cultivos
y su potencial biotecnoldgico agricola. Ahmed et al. (2014) aislaron 112 cultivos bacterianos de
algunas plantas medicinales como: Ocimum basilicum, Marrubium vulgare, Melissa officinals,
Origanum syriacum, Quisqualis indica, Solidago virgaurea, Melilotus officinalis, Cymbopogon
citratus, Matricaria chamomilla, Thymus vulgaris y Majorana hortensis demostrando su enorme
potencial biotecnoldgico. Esto debido a que 36 de las cepas mostraron capacidad para producir
AIA (Acido Indolacético), la fitohormona que estimula la elongacion de la raiz, 25 cepas
produjeron HCN (acido cianhidrico), 57 cepas mostraron actividad quitinasa contra hongos
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fitopatogenos, 39 solubilizaron fésforo (P) y 105 solubilizaron potasio (K). P y K son
macroelementos indispensables para el desarrollo vegetativo. Las cepas que mostraron mayor
promocion en el crecimiento vegetal pertenecieron a los géneros Bacillus, Azotobacter,
Pseudomonas y algunos actinomicetos. En otro estudio Ordookhani et al. (2011) reportaron un
incremento en el nimero de raices, peso seco de raiz, y contenido de N, P, K y aceites esenciales
en Ocimum basilicum inoculado con Pseudomonas putida y Azotobacter chroococcum. La
actividad de las PGPR ha sido reportada para cepas de muchos géneros como: Azoarcus,
Azospirillum, Azotobacter, Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Enterobacter,
Gluconoacetobacter, Pseudomonas y Serratia (Somers et al., 2004). Algunos géneros como
Azospirillum spp y Pseudomonas spp han sido aislados de una gran variedad de cultivos en todo el
mundo, y han logrado potencializar el crecimiento en una gran diversidad de cultivos agricolas de
importancia econdmica, tales como: maiz, soya, lechuga, algodon, pimiento, entre otros (Guzman
et al., 2012). LunaMartinez et al. (2013) aislaron e identificaron cepas de Bacillus megaterium y
Bacillus subtilis de la rizosfera de plantas de tomate, demostrando su capacidad para promover el
crecimiento mediante la produccién de AlA; asi como, el aumento en la germinacion en semillas
de pimiento y tomate. Otro ejemplo claro es la investigacion que se ha realizado sobre la fijacién
bioldgica del nitrogeno en la simbiosis entre Rhizobium y leguminosas que ha logrado aumentar
considerablemente la productividad del cultivo.

2.2 Microorganismos Fijadores de Nitrégeno

Uno de los nutrientes indispensables para la produccidn agricola es el nitrégeno, del cual alrededor
el 78% se encuentra en la atmosfera en forma de gas (N2 o nitrdgeno molecular) aunque las plantas
no utilizan esta forma para su metabolismo debido a que no pueden fijarlo (Dobereiner, 1997).

Otra forma para obtener dicho nutriente es por fijacion bioldgica del nitrégeno llevada a cabo por
bacterias denominadas diazotréficas (Martinez, 2003). Dichas bacterias convierten la molécula de
nitrégeno atmosférico en amonio rompiendo el enlace doble gracias a la actividad de la enzima
nitrogenasa (Okon y Vanderleyden, 1998). Esta fijacion biologica de nitrégeno (FBN) no conlleva

los dafios al subsuelo, mantos freaticos ni esterilidad del suelo, que producen como efecto
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secundario los fertilizantes quimicos sintéticos, dando un valor agregado para los productores,
principalmente en los que cultivan orgénicos.

Dichas bacterias ademas de fijar nitrogeno, promueven el desarrollo de las plantas por lo que se les
conoce también como PGRP (Baldani et al., 1997). Esta actividad la llevan a cabo mediante la
produccion de sustancias favorables para el desarrollo de las plantas como por ejemplo giberelinas
(Arshad y Frankenberger, 1998; Khalid et al., 2004; Carcafio et al., 2006). Algunos ejemplos de
géneros de bacterias del grupo PGRP asociadas con gramineas son: Azospirillum, Herbaspirillum,
Azotobacter, Pseudomonas y Acetobacter (Dobbelae et al., 2003).

Acetobacter es un género de bacterias que presenta desde células elipsoidales a bacilos, que miden
de 0.6 a4 micras, movilidad variable, aerobias obligadas, metabolismo oxidativo, catalasa positiva,
oxidasa negativa y crecen bien en sales de &cidos organicos tales como el acetato y el lactato. Son
acidofilas, crecen a pH tan bajos como 4, con un crecimiento 6ptimo entre 5y 6. La temperatura
Optima de crecimiento oscila entre 25 y 30 °C (Dobereiner, 1995). La proporcion molecular de
G+C del DNA es aproximadamente 51-65 % (Ley et al., 1984; Favela et al., 2006) Acetobacter
diazotrophicus es una especie fijadora de nitrogeno, produce acido indol acético (AlA) el cual
favorece el crecimiento de la raiz del cultivo, el cual se ha utilizado como biofertilizante en cafa
de azlcar (Cavalcante y Dobereiner, 1988; James y Olivares, 1998).

Otro género de bacterias del grupo PGRP es Herbaspirillum que presenta células Gram negativa,
vibroide y a veces helicoidal, mide de 0.6 a 0.7 micras, presenta un metabolismo oxidativo y no
fermenta azUcares, bajo condiciones mircroaerofilicas es fijador de nitrogeno, oxidasa, catalasa y
ureasa positivo. Utiliza &cidos organicos como fuente de carbono como citrato, fumarato, succinato
y piruvato. Utiliza varios azlcares como glucosa, galactosa, glicerol, crece en un pH de 5.3 a 8
(Baldani, 1986). Esta bacteria se ha aislado como endéfito en la rizosfera y en las hojas de cultivos
de gramineas (Urquiaga et al., 1992). La inoculacion en cereales con Herbaspirillum sp. y
Azospirillum sp. pueden incrementar el desarrollo y la produccion del grano (Okon, 1985). Se ha
reportado la produccidn de sustancias con efecto fitohormonal a partir de Herbaspirillum sp. como
acido indol acético (AlA) y giberelinas que ayudan a aumentar el rendimiento (Bastian, 1998).
Azotobacter es un género de bacterias Gram negativa con forma de bacilo, aer6bica mayormente
pero en algunas ocasiones se muestra como anaerobicas, con metabolismo oxidativo a variable,
catalasa positiva, oxidasa variable, degrada carbohidratos como la glucosa o lactosa, produce
colonias fluorescentes o amarillas, su pH 6ptimo es de 7 a 7.5 no se desarrolla a pH 4 a 5. Utiliza
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nitrato, amonio y algunos aminoacidos como fuente de carbono, fijador de nitrégeno por lo cual
necesita molibdeno o vanadio y es no proteolitica (Whitman et al., 2012). Azotobacter sp.
inoculado en trigo aumento la produccién en 30 a 45% comparado con la inoculacion con Bacillus
(Kloepper y Schroth, 1978). Ademas, produce acido indol acético (AlA), por lo cual aumenta el
peso seco de las hojas y raices en varios cultivos de gramineas como trigo y maiz, después de
inocular sus raices (Barbieri et al., 1986).

El género Pseudomonas son bacterias Gram negativas, aerobias, mdviles a variable, no son
formadores de esporas, con una amplia capacidad metabolica y pueden utilizar distintas fuentes de
carbono y carbohidratos, catalasa positiva (Whitman et al., 2012). Pseudomonas aumenta el
rendimiento de grano y el peso seco del mismo inoculado en gramineas como el trigo, inoculando
Pseudomonas sp. unicamente o en combinacién con Glomus sp. (Kumar y Dube, 1992; Valdivia-
Urdiales et al., 1999).

El género Azospirillum presenta células vibroides gruesas, o bacilos rectos, con granulos de poli B
hidroxibutirato y maéviles por un unico flagelo polar. Algunas cepas forman colonias de color rosa
palido o rojo en agar NFB rojo congo (Rodriguez, 1982) Las condiciones Optimas para su desarrollo
es una temperatura de 34 a 37 °C y un pH de 7.0 aunque algunas cepas prefieren uno mas acido,
una fuente de nitrégeno fijado por ejemplo las sales de amonio. Su metabolismo es respiratorio con
oxigeno, algunas utilizan nitratos como aceptor de electrones. Su habilidad fermentativa aunque
débil, también ocurre. Bajo condiciones de oxigeno limitado algunas cepas pueden convertir
nitratos a nitritos u éxido nitroso a nitrégeno molecular. Se desarrollan bien en sales de acidos
organicos como malato, succinato, lactato y piruvato. Algunos carbohidratos también pueden ser
utilizados. Algunas cepas requieren biotina. No inducen la formacion de nédulos en las raices
(Whitman et al., 2012).

Azospirillum sp. ha demostrado aumentar el peso seco, el nitrogeno total, la produccion y peso de
los granos y el grado de germinacién tanto en invernadero como de campo abierto (Bashan, 1996;
Pandey, 1998). Dicho microorganismo se puede a aislar tanto de rizosfera, como de suelo y también
se ha logrado el aislamiento de cepas endoéfitas (Hernandez et al., 2002; Rangel et al., 2011). En
condiciones de invernadero se inocul6é Azospirillum en trigo, cebada y avena, logrando disminuir
los costos de produccidn en cebada al suplementar el 20% de uso de fertilizante (Gonzélez et al.,
2011); ademas, de un aumento de hasta 9% en la produccion de grano en trigo (Dalla et al., 2004).

En pruebas de invernadero una cepa de Azospirillum brasilense nativa del norte de Tamaulipas,
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México la cual produjo una cantidad de auxinas in vitro superior a otras dos cepas nativas, tuvo un
efecto de incremento desde 20 hasta 90% en la produccion de biomasa de tres hibridos de maiz en

comparacion con los materiales no inoculados (Garcia-Olivares et al., 2007).

2.3. Microorganismos Solubilizadores de Potasio (K)

La actividad de ciertos microorganismos que habitan el suelo es de vital importancia en los ciclos
del carbono, nitrogeno, azufre y fosforo; también para la movilizacion de potasio, magnesio y otros
minerales aprovechables por las plantas. El potasio se encuentra retenido en la solucion del suelo.
Puede formar iones, estar en forma cambiable, inmovilizado entre las laminas de filosilicatos o
formando parte de las estructuras minerales tales como feldespatos o micas. El Area de Edafologia
y Quimica Agricola de la Universidad de Extremadura (2006), indica que este elemento también
puede hallarse en forma organica en los restos vegetales y en células microbianas. Tan solo una
parte de él es soluble y otra es no intercambiable (Correa, 2013).

El potasio en el suelo, junto con otros elementos minerales, puede ser liberado debido a la erosion.
Los minerales feldespaticos tienen origen igneo y son facilmente erosionados, aunque también
pueden intervenir algunos acidos organicos y acidos polisacaridos de origen microbiologico. Estos
acidos pueden ser también de origen abiotico; sin embargo, la mayoria son bioticos, siendo
organicos o inorganicos. Muchos de estos &cidos organicos capaces de erosionar feldespatos se
producen de forma anaerobia por fermentacion bacteriana (Sugumaran y Janarthanam, 2007).

A pesar de la dificultad de interpretar los complejos procesos ocurridos en la naturaleza con
experimentos de laboratorio, es posible obtener informacion sobre los principios basicos de
disolucién o solubilizacion de potasio por bacterias, mediante trabajo experimental. Varios estudios
de laboratorio sugieren que los &cidos producidos por distintos microorganismos pueden promover
la disolucion de diferentes tipos de minerales. En la investigacion realizada por (Sugumaran y
Janarthanam, 2007) un mecanismo empleado por las bacterias analizadas para disolver feldespato,
fue la oxidacion parcial de glucosa a acidos organicos. De forma directa, los acidos organicos
pueden incrementar la disolucion mediante un mecanismo de protones o de ligandos. De manera

indirecta son capaces de mejorar la disolucion a través de la formacion de complejos que
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reaccionan en la solucion, cuyos productos incrementan la afinidad quimica de la reaccion general
de disolucion de feldespato.

Los microorganismos capaces de destruir las estructuras minerales que contienen potasio son
diversos. Entre ellos se encuentran bacterias de los géneros Bacillus, Pseudomonas y Clostridium
y hongos tales como Aspergillus, Penicillium y Mucor. Estos microorganismos en conjunto con
otros géneros y especies, poseen actividad funcional y actlan de varias formas solubilizando
minerales como el potasio acomplejado con distintas matrices minerales en el suelo, por lo que
cumplen un papel fundamental en la nutricion radicular de las plantas (Correa, 2013).

Bacterias como Bacillus mucilaginosus y Bacillus siliceus atacan la biotina, moscovita y ortoclasas
(Urbano, 2003). Sugumaran y Janarthanam (2007) realizaron un estudio en el que analizaron la
solubilizacion de potasio de distintos minerales que contienen este elemento (microclina, ortoclasa
y moscovita), y demostraron que Bacillus mucilaginosus libera potasio de moscovita con mayor
facilidad que de otros minerales; aunque el mecanismo de liberacion no esta claro. Esta bacteria
podria producir &cidos, alcalis o quelantes que actuarian sobre los minerales potésicos. Por otro
lado, y a pesar de que su papel no esta definido, la produccion de exopolisacaridos podria estar
involucrada en el mecanismo principal de liberacidn de potasio de silicatos.

La investigacion realizada por Liu et al. (2006) también desarrollada con Bacillus mucilaginosus
reporta que esta bacteria es capaz de extraer K™ y SiO2 a partir de minerales solidos de silicatos
excepto a los feldespatos (tectosilicatos). B. mucilaginosus produce durante el crecimiento, acidos
organicos y polisacaridos. Hay dos procesos que induce la bacteria para la descomposicién de los
minerales de silicato. En uno de estos procesos, los polisacéridos adsorben fuertemente los acidos
organicos y se fijan a la superficie del mineral, dando como resultado un area de gran concentracion
de &cidos organicos cercanos al mineral. En el otro proceso los polisacéaridos adsorben SiO», esto
afecta el equilibrio entre las fases mineral y fluida y conduce a la reaccién hacia la solubilizacién
de K"y SiOa.

Otro microorganismo capaz de liberar potasio de minerales que lo contienen es el hongo
termofiilico Aspergillus fumigatus. Aparentemente, este hongo promueve la liberacion de potasio
por lo menos con tres rutas diferentes. La primera a través de la formacion de complejos de ligandos
organicos solubles, otra forma recurre a biopolimeros inmdviles; tales como las secreciones de
componentes insolubles y la tercera ruta relaciona las fuerzas mecanicas en asociacion con el

contacto directo fisico entre células y particulas minerales (Lian et al., 2007). En algunas
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investigaciones el hongo Trichoderma viridae ha sido asociado a la solubilizacion de potasio
(Arévalo, 2009).

Una bacteria solubilizadora de potasio empleada en biofertilizantes es Frateuria aurentia, puede
actuar en cualquier tipo de suelo en el area rizosférica, movilizando el potasio hacia la planta. Este
microorganismo se desarrolla empleando carbono, azucares, &cidos organicos y aminoacidos, que

pueden ser del suelo o de exudados radicales.

2.4. Microorganismos Solubilizadores de Fosforo (P)

El contenido de fosforo (P) en los suelos varia entre 200 y 5000 mg Kg*, con un promedio de 600
mg Kg? (Arai y Sparks, 2007; Sharpley, 2012), incluyendo formas inorganicas (Pi) y formas
orgénicas (Po). De manera general la disponibilidad de P en el suelo para la nutricion de las plantas
depende de tres procesos principales que afectan la concentracion del P en la solucion del suelo
(Pierzynski, 2005):

a) Disolucion/precipitacion (equilibrio mineral)

b) Adsorcion/desorcion (interacciones entre el P en solucidn y las superficies sélidas del suelo)

¢) Mineralizacion / inmovilizacion (conversiones mediadas biol6gicamente entre formas organicas
e inorganicas del P)

Desde una perspectiva nutricional, el P disponible para las plantas es el fosfato inorganico (Pi)
presente en la solucion del suelo como iones ortofosfato, procedentes de la mineralizacion de
materiales organicos y la solubilizacion de fuentes minerales (Gojon et al.,, 2009) cuya
concentracion, como se menciono, varia en forma considerable temporal y espacialmente (200 -
5000 mg P Kg?1) (Robinson, 2005; Arai y Sparks, 2007; Gojon et al., 2009; Sharpley, 2012).
Como respuesta evolutiva a la baja disponibilidad del P en los suelos, las plantas desarrollaron
diferentes estrategias morfologicas, bioquimicas y simbidticas adaptativas para incrementar la
adquisicion del Pi y/o para mejorar la eficiencia de su utilizacion interna (Vance et al., 2003;
Lambers et al., 2006; Lambers et al., 2011), entre las mas importantes la asociacion de la raiz con
microorganismos del suelo capaces de mineralizar y/o solubilizar las fuentes de P organicas e

inorganicas, respectivamente.
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2.4.1. Los Microorganismos como Fuente y Dinamizadores del P en el Suelo

Los organismos involucrados en las transformaciones del P en el suelo incluyen bacterias, hongos,
chromista, protozoos y algunos nematodos (Oberson y Joner, 2004; Awasthi et al., 2011;
Bunemann et al., 2011; Jones y Oburger, 2011). En general, los microorganismos del suelo
dinamizan el ciclo del P a través de procesos de mineralizacion, inmovilizacién y solubilizacion,
los cuales estan relacionados con su metabolismo nutricional. Debido a que las fuentes organicas
no son utilizadas directamente para la nutricion microbiana, éstas deben primero hidrolizarse por
la accion de enzimas fosfatasas, producidas y secretadas al suelo por los microorganismos (Singh
y Satyanarayana, 2012). La revision de Nannipieri et al. (2011) analiza exhaustivamente la
naturaleza y roles de las fosfatasas en el suelo. Entre los factores que influyen la mineralizacion e
inmovilizacion del P en el suelo se incluyen la naturaleza quimica de la materia organica y su
reactividad asociada, la cantidad de P, la proporcién C:P y N:P de los materiales orgénicos, la
temperatura, la humedad, la aireacion, el pH, la intensidad de cultivo y la fertilizacion con P
(Condron, 2004; Sims y Vadas, 2005). Es importante considerar que, ademas de mediar varios
procesos clave en el ciclo biogeoquimico del P, los microorganismos constituyen en si mismos una
importante reserva de P en el suelo (Chuang et al., 2007).

La solubilizacién del P del suelo es el proceso por el cual las reacciones de precipitacion se
revierten, liberando P en la solucién del suelo, mediado generalmente por la accion metabdlica de
los microorganismos y las raices de las plantas. La solubilizacién del P como una capacidad
bacteriana se reconoci6 ya hace mas de un siglo (Gerretsen 1948; Goldstein y Krishnaraj, 2007).
Durante las décadas siguientes, varios estudios pusieron en evidencia la capacidad solubilizadora
de P de las bacterias Erwinia, Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Klebsiella, Burkholderia,
Serratia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, Aereobacter, Flavobacterium,
Enterobacter, Klebsiella, Arthrobacter, Rhodobacter, Pantotea y Klebsiella, asi como de los
hongos Aspergillus, Penicillium, Trichodermay Fusarium (Awasthi et al., 2011; Khan et al., 2007,
Sharan et al., 2008; Zaidi et al., 2009; Khan et al., 2010).

Las estimaciones de la microflora del suelo con capacidad para solubilizar fosfatos varian
ampliamente. Mientras Chabot et al. (1993) estimaron que los microorganismos representaban
entre el 26% Yy el 46% de la microflora total de un suelo en Quebec, Bouchard (2002) encontrd que
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en suelos cultivados con papa los microorganismos solubilizadores de fosfatos podrian representar
entre del 4% al 30% de la poblacidn total. En suelos de Canada, Kucey y Legget (1989) detectaron
que esta proporcion era del 0.5% entre poblaciones de bacterias y 0.1% de la poblacion total de
hongos. En un Typic encontraron que las poblaciones de bacterias solubilizadoras de P
representaban del 0.18% al 13.3% de las bacterias heterotréficas totales, con una media de 3.8%,
sin evidenciar un efecto diferencialmente significativo por las précticas de manejo. En cualquier
caso es evidente que la capacidad solubilizadora de fosfatos esta ampliamente distribuida dentro

de la taxonomia bacteriana y edéfica.

2.4.2 Mecanismos Responsables de la Solubilizacion de Fosfatos

Los mecanismos mas ampliamente aceptados como responsables de la solubilizacién microbiana
del P mineral son:

a) Produccidn de acidos organicos.

b) Produccién de protones (normalmente asociada a la asimilacion de NH4" y/o a los procesos
respiratorios).

¢) Produccion de &cidos inorganicos y COs.

2.4.3 Solubilizacion de P por Acidos Organicos

En la mayoria de las bacterias se ha demostrado que la capacidad de solubilizacién del P esta
estrechamente relacionada con la produccion de acidos organicos resultantes de la respiracién
oxidativa o de procesos fermentativos microbianos. Desde una perspectiva mecanicista, la accién
de los acidos organicos sobre la solubilizacidn del P resulta de tres procesos generales (Antoun,
2012; Chuang et al., 2007; Paredes et al., 2010; Archana et al., 2012; Khan et al., 2010):

a) La disociacion de los acidos organicos libera protones que contribuyen a reducir el pH del suelo
y favorecen la disolucion de los minerales fosforicos;

b) Las reacciones de quelatacién en las cuales los componentes anidnicos de los acidos organicos
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se intercambian por el grupo ortofosfato de los fosfatos de Ca,", Fes* y Als*, liberandolo en la
solucion del suelo, y;

c) El desplazamiento de los fosfatos adsorbidos no especificamente sobre las particulas sélidas del
suelo, por las componentes anidnicas de los acidos organicos.

Varios ensayos han demostrado que la inoculacién con hongos y bacterias solubilizadoras de P
pueden incrementar el rendimiento o el crecimiento de las plantas en invernadero y campo (Chuang
et al., 2007; Valverde et al., 2006). Supanjani et al. (2006) y Han et al. (2006), reportaron que la
aplicacion de Bacillus megaterium var phosphaticum (Bmp) en conjunto con roca fosférica (RF),
produjo incrementos en varios pardmetros de crecimiento y rendimiento en cultivos de chile y
pepino bajo condiciones de invernadero y campo. Cuando en invernadero el sustrato de siembra se
inocul6 con la bacteria y se fertilizo con RF 3 g kg2, los contenidos de N, P y K en la materia seca
de tallo y raiz de chile fueron mayores y significativamente diferentes de los obtenidos por el
tratamiento control sin RF ni Bmp. También se obtuvieron incrementos significativos, pero
menores a los anteriores, cuando sélo se aplic6 Bmp. Si ademéas de RF y Bmp se inocul6 con
bacterias solubilizadoras de K (BSK) y se adiciond illita (polvo mineral de la arcilla incoloro con
luz transmitida), el tratamiento incremento los contenidos de N, Py K en los tallos y en las raices.
Este Gltimo tratamiento también aumentd la fotosintesis foliar en 20% en el chile y 16% en las
plantas de pimiento en relacion con el control (Han et al., 2006).

En el mismo experimento, los ensayos en campo, demostraron también un efecto benéfico de las
MSF. Cuando se aplico RF y Bmp como inoculante al suelo en dos afios consecutivos, se
obtuvieron en aji, incrementos significativos en la biomasa total y rendimiento de fruta. Estos
rendimientos no fueron estadisticamente diferentes de los logrados con la aplicacion de un
fertilizante altamente soluble, los cuales incrementaron las variables entre el 21% y el 35% (Han
et al., 2006) ya sea solas o en combinacién con BSK, RF y polvo de lllita, las Bmp aumentaron,
ademas de la tasa fotosintética, el area foliar y los contenidos de N, P y K en las plantas tratadas.

2.4.3 Factores que Determinan la Eficacia de la Bioinoculacion

Cualquier accidon practica de biofertilizacion que pretenda ser efectiva, debe considerar

invariablemente la ecologia de la rizosfera, en la cual se desenvuelven los MSF, pues en
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condiciones de campo, la efectividad de los inoculantes depende de la capacidad de los aislados
para colonizar la rizosfera y mantener en ella una alta actividad (Rodriguez y Fraga, 1999).

Las caracteristicas identificadas como importantes para la competencia de los aislados inoculados
en la rizosfera incluyen: motilidad, alta tasa de crecimiento, habilidad para sintetizar aminoacidos
y vitamina B1, habilidad para utilizar &cidos organicos y ciertas proteinas de superficie celular; asi
como, rapido ajuste a las condiciones cambiantes del ambiente edafico (Marschner, 2007). En
relacion con las condiciones del suelo, el pH, salinidad y temperatura, entre otros, especialmente
en condiciones de estrés, determinan en diferentes caracteristicas, tales como solubilizadores de P,
combinados con diazétrofos o con hongos micorricicos arbusculares, arrojan efectos superiores a
la inoculacién con Unicamente el MSF (Valverde et al., 2006; Babana y Antoun, 2007).
Leaungvutiviroj (2010) demostrd que bajo condiciones de invernadero, la inoculacion de maiz y
brdcoli chino con una mezcla de una cepa solubilizadora de P de Burkholderia unamae + Bacillus
subtilis (BSK) + el diaz6trofo Azotobacter tropicalis + la cepa KJB9, productora de auxinas, genero
un incremento del peso seco de 4.14 a 8.76 g planta™ en el caso del maiz, y de 11.1 a 40.8 g planta
L en el caso del brécoli. Cuando, ademas de la mezcla de los microorganismos se adiciond RF y
polvo de feldespatos, la masa seca aument6 a 10.2 g planta™* en el maiz, y 79.9 g planta* en el caso
del brocoli, un aumento de casi 4 y 7 veces, respectivamente.

Collavino et al. (2010) no encontraron efectos sobre el peso de la materia seca de la raiz o del tallo
de frijol, o sobre el tamafio del &rea foliar, cuando Bulkholderia se aplico sola o en combinacion
con una fuente de P. Sin embargo, la relacién de materia seca de la raiz/materia seca del tallo
presentd un menor valor absoluto, lo que hace presumir que la planta invirtié menos fotosintatos
en desarrollo del sistema radical, dado que habia mayor disponibilidad de nutrientes, especialmente
P, en la zona rizosférica.

Valverde et al. (2006) estudiaron el efecto de la inoculacion con Pseudomonas jessenii PS06,
bacteria solubilizadora de P, y el diaz6trofo Mesorhizobium ciceri C-2/2, solos 0 en combinacién,
sobre el crecimiento de garbanzo. En invernadero, la inoculacion con sélo C-2/2 produjo la mas
alta masa seca en la planta (24% mayor al testigo sin inocular) y la inoculacion con PS06 resulto
en una masa seca 14% mayor que el testigo no inoculado, aunque no se detecto correlacion con el
contenido de P en los tallos. La coinoculacion con las dos cepas produjo a su vez reduccion en la
masa seca del garbanzo, en relacion con la inoculacion con Gnicamente C-2/2. En condiciones de

campo, las plantas inoculadas con C-2/2 solo 0 en combinacion, produjeron una mayor masa fresca
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de los nodulos, mayor nimero de nddulos y mas alto contenido de N. Aunque la inoculacion con
PS06 no tuvo efecto significativo sobre el crecimiento de las plantas, la coinoculacion produjo
mayor rendimiento en semillas (54% mayor al testigo sin inocular) y mayor masa fresca de los
nodulos. Los resultados contrastantes de la coinoculacion en invernadero y campo pueden deberse,
segun los autores, a diferencias en el sustrato (perlita vs. suelo) de siembra y/o a las condiciones
climaticas.

Estudios registrados por Babana y Antoun (2007), demostraron que el uso simultaneo de hongos
vesiculo arbusculares (VAM) y diferentes MSF como inoculantes, produjo respuestas positivas en
varios parametros agronémicos evaluados sobre plantas de trigo fertilizadas con roca fosforica.
Otros resultados similares han sido informados por Rodriguez y Fraga (1999) para el caso de
bacterias y por Whitelaw, 1999; Khan et al., 2007; Sahoo y Gupta, 2014, en el caso de hongos
solubilizadores de fosfato.

Por altimo, conviene sefialar que el potencial de uso de los MSF como alternativas a la fertilizacion
tradicional se explota con fines comerciales en el mundo. En Australia, formulados a base de
Penicillium bilaiae y Penicillium radicum se han liberado exitosamente como inoculantes
comerciales (Wakelin et al., 2004); de los cuales, Penicillium bilaiae se comercializé en Canada
bajo la marca JumpStart®. El producto comercial se registr6 para uso en trigo en 1990, afio en el
cual solo se utilizé en unas pocas hectareas. Para el 2002, aproximadamente un millén de hectareas
sembradas con los principales cultivos de Canadé utilizaban el biofertilizante (Leggett et al., 2007).
En Cuba, Fosforina® es un bioinoculante a base de Pseudomonas fluorescens aplicado
principalmente en tomate (Uribe et al., 2010). En Colombia, actualmente se comercializa
Fosfosol®, cuyo ingrediente activo es Penicillium janthinellum, dirigido especialmente al cultivo
del arroz, con incrementos del rendimiento entre el 5% y el 38%, con respecto a cultivos no

inoculados (Rojas y Moreno, 2008; Moreno et al, 2007).

2.5 Microorganismos Antagonistas

Existen grupos de microorganismos que presentan efectos antagonicos hacia otros

microorganismos, esta accion puede ser aprovechada como forma de control bioldgico de los
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patdgenos vegetales. Entre los mas importantes se encuentran los hongos de los géneros
Gliocladium y Trichoderma y bacterias de los géneros Pseudomonas y Bacillus. Trichoderma es
uno de los mas utilizado para el tema del control biolégico. El efecto principal de este es por
hiperparasitismo yalgunas especies pueden producir metabolitos bioactivos que ayudan a
incrementar su mecanismo de accion. En el mundo bioldgico existe una interaccion continua entre
los patdgenos potenciales y sus antagonistas, de forma tal que estos Gltimos contribuyen a que en
la mayoria de los casos no se desarrolle la enfermedad. En condiciones naturales los
microorganismos estan en un equilibrio dindmico en la superficie de las plantas (Leggett et al.,
2007).

2.5.1 Mecanismos de Accion

Se han descrito varios mecanismos de accion de los antagonistas para controlar el desarrollo de
patdgenos. Algunos de estos sn antibiosis, competencia por espacio 0 por nutrimentos,
interacciones directas con el patdégeno (mico parasitismo y lisis enzimatica) e induccion de
resistencia sistémica (RSI). No es fécil determinar con precision los mecanismos que intervienen
en las interacciones entre los antagonistas y los patégenos en la planta. En general, los antagonistas
no tienen un unico modo de accién y la multiplicidad de éstos es una caracteristica importante para
su seleccion como agentes de control bioldgico. Si el antagonista posee varios modos de accion
reduce los riesgos de desarrollo de resistencia en el patégeno. Este riesgo de resistencia también se
reduce mediante el uso de combinaciones de antagonistas con diferente modo de accion (Uribe et
al., 2010).

2.5.1.1 Competencia. Esta constituye un mecanismo de accidn antagonica muy importante. Puede
definirse como el comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante un mismo requerimiento,
siempre y cuando la utilizacion del mismo por uno de los organismos reduzca la cantidad
disponible para los demés. Un factor esencial para que exista competencia es la escasez o limitacion

de un elemento porque si hay exceso no hay competencia (Lazarete et al., 1994).
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2.5.1.2 Competencia por nutrimentos. La competencia mas comun es por nutrimentos, oxigeno o
espacio. Botrytis cinerea y Penicillium expansum son dos hongos de poscosecha tipicamente
dependientes de los nutrimentos, como hongos necrotroficos sus esporas requieren de estas
sustancias para germinar y comenzar el crecimiento de las hifas antes de penetrar al sustrato. Esos
nutrimentos se encuentran en las heridas de las frutas y es alli donde la competencia microbiana

actta inhibiendo el desarrollo de estos patdgenos (Lazarete et al., 1994).

2.5.1.3 Competencia por espacio. Este tipo de competencia también ha sido evaluado. Las
levaduras son eficaces colonizadoras de la superficie de plantas y se destaca la produccion de
materiales extracelulares (especialmente polisacaridos) que restringen el espacio para la

colonizacidn por otros microorganismos (Brada et al., 1995).

2.5.1.4 Interaccion directa con el patdégeno. Un tipo de interaccion directa entre los antagonistas y
los patdgenos es el parasitismo. El parasitismo es la accion de un microorganismo parasitando a
otro y puede ser definido como una simbiosis antagonica entre organismos. Este consiste en la
utilizacion del patégeno como alimento por su antagonista. Generalmente, estan implicadas
enzimas extracelulares tales como quitinasa, celulasa, 1 ,3- glucanasa y proteasa, que rompen las
estructuras de los hongos parasitados. Los ejemplos méas conocidos de hongos hiperparéasitos son
Trichoderma y Gliocladium. Ambos ejercen su accion mediante varios mecanismos, entre los
cuales tiene un rol importante el parasitismo. Los hongos del género Trichoderma han sido muy
estudiados como antagonistas de patdégenos de suelos como Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii
y Sclerotium cepivorum y existen varias formulaciones comerciales desarrolladas a partir de ellos
(Korsten et al., 1997).

2.5.2 Bacterias Antagonistas

Las bacterias del grupo de Pseudomonas fluorescens y las del género Bacillus son consideradas las
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mas eficaces para controlar enfermedades foliares y de las raices.

Dada la diversidad genética en el género Bacillus, tanto en el suelo como en la rizosfera, se
considera a estos microorganismos como colonizadores eficaces. Las potencialidades del género
Bacillus sobre P. fluorescens han sido sefialadas por (Kin et al,1997), quienes encontraron mayor
emergencia y control de patogenos del trigo cuando utilizaron este género.

Estas bacterias se han evaluado para el control de enfermedades fungosas, determinandose que las
aplicaciones de Bacillus subtilis pre y poscosecha en aguacate tienen un efecto similar al de los
fungicidas comerciales (Korsten et al., 1997). Los mejores resultados fueron logrados con un
tratamiento integrado que incluia aplicaciones de benomil y oxicloruro de cobre y control
bioldgico, siendo este el primer informe de control bioldgico pre-cosecha en aguacate. En
investigaciones futuras deberan evaluarse el modo de accion de B. subtilis, habitante natural del
filoplano del arbol de aguacate.

Anteriormente, se desarrolld una formulacion de B. subtilis para controlar la pudricion radicular
del frijol, la cual se evalu6 comparando diferentes sustratos y se determiné que en condiciones de
laboratorio el tratamiento con turba fue el mas eficaz. No obstante, en condiciones de campo la
formulacidn a base de pectina fue la que logré mejor control (Lazarete et al., 1994).

Se determind el efecto de Bacillus sp. sobre la germinacién y el desarrollo de semillas de tomate
infectadas con Fusarium oxysporium var cubensis (Brada et al., 1995); también se realizaron
pruebas in vitro con Pseudomonas sp. y B. subtilis aislados de platano y arroz, respectivamente
(Sosa et al., 2006). Estos microorganismos mostraron la capacidad de inhibir el crecimiento de
hongos fitopatdgenos del suelo, tales como Fol, Pythium ultimun, R. solani, S. rolfsii, Phytophthora
nicotianae, Fusarium moniliforme y Fusariun solani.

Castellanos et al. (1995) evaluaron B. subtilis para el control de Alternaria porri en plantas de
cebolla, alternando aplicaciones del producto biolégico con las de los fungicidas zineb y oxicloruro
de cobre, determinandose que los tratamientos que consistian en la combinacién de fungicidas
sintéticos y biolégicos mostraron mejor control que el resto de los tratamientos. Uno de los usos
de B. subtilis como agente de control biologico es mediante el tratamiento de semillas. Su efecto
benéfico cuando se aplica junto a las semillas o en forma individual no se debe exclusivamente al
antagonismo con los patogenos, sino que influye positivamente en la germinacion, desarrollo y
rendimiento del cultivo debido a la produccion de sustancias promotoras del crecimiento y al

mejoramiento de la nutricion de las plantas. Con respecto a B. subtilis, se ha estudiado la liberacion
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de compuestos con propiedades antifingicas como la subtilina y otros antibiéticos de la familia de
las Iturinas. Estas ultimas son polipéptidos que actan sobre la pared celular de los hongos.
Observaron vacuolizacion y deformacion de las hifas de R. solani y P. ultimun provocadas por la
formacion de un compuesto volatil con propiedades fungicidasEstudios como los anteriores
demuestran la diversidad de microorganismos que pueden habitar en la rizosfera de los cultivos y
la gran cantidad de interacciones que pueden desarrollar con ellos, mostrando su enorme potencial
en la biotecnologia, principalmente por su habilidad para actuar como biofertilizantes, control de

fitopatdgenos y promotores de crecimiento.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El tomate (Solanum lycopersicum, L.) es una de las hortalizas mas consumidas en el mundo
y es atacada por numerosas enfermedades, entre las cuales, esta la marchitez vascular, causada por
Fol. Este patogeno, es un habitante del suelo de dificil control y manejo. Esto ha orientado a la
busqueda de alternativas de control de esta enfermedad, desde un enfoque integrado y amigable
con el medio ambiente. Entre las opciones de manejo se encuentra el uso de rizobacterias
promotoras de la nutricion y con actividad de biocontrol. En la regién productora de Sinaloa,
pueden encontrarse poblaciones establecidas de rizobacterias con efectividad de control de Fol

cultivables para su uso a mayor escala en la produccion agricola.
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢Cuales son los principales grupos de rizobacterias antagonistas presentes en las plantas de
tomate?
2. ¢Cual es el potencial antagonista de las bacterias nativas de la rizosfera del tomate contra

Fusarium spp?
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5. PROBLEMA DE INVESTIGACION

El tomate es uno de los cultivos de mayor importancia en la region ya que su produccion es
de gran importancia econdmica. Fusarium oxysporum es el principal patégeno que ataca el cultivo
de tomate causando grandes pérdidas en cuanto a produccion y rendimiento. La aplicacion de
plaguicidas es la principal forma de control para este fitopatdgeno; sin embargo, el uso inadecuado
de éstos estd conduciendo a una degradacion creciente del suelo; asi como, a una pérdida
irrecuperable del mismo. El uso inadecuado de este recurso trae como consecuencia la
imposibilidad de hacer un uso 6ptimo del suelo en la agricultura. Por tal razon, es necesario buscar
alternativas de control de enfermedades, por ello en el departamento de Nematologia en el Centro
de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo (CIAD) se propone la incorporacion de
microorganismos benéficos al suelo para el control bioldgico de fitopatdgenos y asi hacer un uso

eficiente de este recurso devolviéndole al suelo microorganismos benéficos para su restauracion.
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6. JUSTIFICACION

Las rizobacterias representan una alternativa biotecnoldgica atractiva en la agricultura por
su gran diversidad de mecanismos moleculares que les permiten actuar como biofertilizantes,
fitoestimulantes y como agentes de biocontrol contra fitopatdgenos. Son pocos los trabajos que se
han centrado en la investigacion con cultivos horticolas en la entidad y es por ello que este trabajo
pretende contribuir al conocimiento de la biodiversidad de los microorganismos asociados a la

rizosfera de estos cultivos y su interaccion.
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7. HIPOTESIS

Las bacterias que se encuentran presentes en la rizosfera del cultivo de tomate perteneceran a

los géneros Bacillus y Pseudomonas

La efectividad bioldgica de al menos una de las bacterias aisladas presentara un valor de

inhibicidn sobre el crecimiento micelial de Fusarium spp. en un 60 % in vitro
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8. OBJETIVOS

8.1. Objetivo General

Aislar y caracterizar rizobacterias antagonistas a Fusarium spp. en el cultivo de tomate (Solanum

lycopersicum L.) en el valle de Culiacan, Sinaloa.

1)
2)

3)
4)
5)

8.2. Objetivos Especificos

Aislar y caracterizar el patégeno Fusarium spp.

Aislar bacterias a partir de muestras de raices de tomate en agricolas del valle de Culiacan,
Sinaloa

Determinar la capacidad de control biol6gico de los aislados seleccionados

Caracterizar morfoldgica y bioquimicamente las bacterias aisladas

Caracterizar molecularmente los aislados seleccionados
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1 Aislamiento de Fusarium spp.

Se tomaron muestras de plantas con sintomas de fusariosis de predios agricolas intensivos de
cooperantes. De cada agricola se colectaron plantas enfermas, que manifestaban diversos tipos de
dafo (necrosis radicular y vascular y/o necrosis basal externa con dafio vascular), las cuales fueron
transportadas al laboratorio de Nematologia en el Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo (CIAD). Para el aislamiento de Fusarium spp. se realizaron cortes de la parte vascular
de la planta previamente desinfectada, y se sembraron sobre placas de medio de cultivo Agar
Dextrosa y Papa (PDA), posteriormente se incubaron a 27° C por 7 dias, y luego se tomaron
muestras del micelio del hongo (avance del desarrollo micelial), y se transfirieron a nuevas placas
de medio para obtener cultivos puros. Posteriormente de estas placas con cuatro dias de
crecimiento, se realizaron preparaciones o montajes para observarse al microscopio en la basqueda
de macroconidias y microconidias que son caracteristicas de Fusarium spp. Una vez obtenidas y
caracterizadas las esporas se purificaron y preservaron en arena esterilizada para su uso posterior
(Alexander, 1994).

9.2 Caracterizacion de Fusarium spp.

Los aislados de Fusarium spp. de las plantas que manifestaban dafios de necrosis basal o de la
corona, se sembraron en medio PDA y se incubaran a 27°C por 7 dias para posteriormente
recuperar el micelio y las esporas productivas (macroconidias y microconidios). Para lo cual se
prepar6 una suspension de conidios a concentracion de 1 x 10° esporas mL™, con la que se
inocularon las plantas diferenciales variedad Mamor y Motelle de la casa comercial Vilmorin, para
determinar la presencia de (Forl). Las plantas se obtuvieron sembrando las semillas en charolas de

poliestireno de 128 cavidades con sustrato peat moss y un mes después de su germinacion fueron
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utilizadas para la inoculacion. Para esto se prepar0 la suspension de conidios en diferentes
recipientes conteniendo 60 mL de agua destilada esterilizada. Una vez agregado los propégulos del
hongo en el agua, se resupendieron para determinar la concentracion, para lo cual se utilizé una
camara de Neubauer para conocer la concentracion de esporas, una vez determinada la
concentracion (1 x 10° esporas/mL), se inocularon las plantas diferenciales de tomate a las que se
les realizaron pequefias heridas en las raices secundarias y se depositaron en el vaso de precipitado
que contenia la suspension de conidios, dejandose por un tiempo de 10 minutos de contacto
(esporas-plantulas). Las plantas diferenciales que se utilizaron fueron Mamor (susceptible a Forl)
y Moteelle (resistente a Forl).

Por otro lado, para la identificacion a nivel de raza fisioldgica del Fol, el cual se aisl6 de plantas
con presencia de necrosis radicular y vascular, se utiliz6 la misma metodologia que para Forl, con
la diferencia que, para esto, se utilizaron las lineas diferenciales para Fol las cuales son las
siguientes Bonny Best ( susceptible a las 3 razas), Manapal (suceptible a raza 3, pero resistente a
raza 1y 2), Walter (Suceptible a raza 1y 3 pero resistente a raza 2) y IR3-301-301 (Resistente a
las tres razas).

Las plantas fueron colocadas en los bancales del invernadero de CIAD y se mantuvieron bajo
condiciones de riego, nutricion y control de plagas, después de 21 a 25 dias las plantas fueron
analizadas de forma visual (sintomas de marchitez, clorosis, amarillamiento o muerte). Asi mismo,
a cada planta se le realiz6 un corte longitudinal desde la base del tallo hacia arriba, detectando si
habia presencia de necrosis vascular, lo cual nos indica que el patégeno fue capaz de ocasionar

infeccion en los tejidos del xilema.

9.3 Aislamiento de Microorganismos del Suelo

La toma de muestras de suelo y de raices se tomaron de agricolas cooperantes. De cada Agricola
se colectaron 10 submuestras repartidas al azar en diferentes lotes, todas a una profundidad de 5 a
20 cm, las que constituyeron una muestra compuesta. Las muestras fueron embolsadas y
transportadas al laboratorio de Nematologia en el Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo (CIAD) el mismo dia del muestreo. La evaluacion microbiologica se realizé por medio
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de la técnica indirecta de diluciones seriadas y siembra en placas. Las diluciones se prepararon
inicialmente partir de 50 gramos de suelo y 450 mL de agua estéril y de estas se realizaron las
siguientes diluciones en serie, hasta la dilucion 10, la cual se utilizo para la siembra sobre placas
de medios de cultivo general y semiselectivos, sembrando un conjunto de tres placas por cada
dilucion. Se emplearon tres diluciones en medios de cultivo selectivos para la evaluacion de los
respectivos grupos de microorganismos: PDA para bacterias aerobias y anaerobias, PDA AL para
hongos, B de K para Pseudomonas fluorescentes, rojo congo para bacterias fijadoras de N,
Pikokscaya y Pikovskaya modificado para bacterias solubilizadores de fosforo y potasio
respectivamente. Una vez sembradas las placas de cada muestra de suelo sobre las placas con medio
de cultivo, se incubaron a 28°C por de 24 a 48 horas (Alexander, 1994).

9.3.1 Identificacion de Antagonismo in vitro

Para la seleccion de cepas antagonistas se realizd un bioensayo de confrontacion directa con la
técnica de cultivos duales (Pérez et al., 2019) en placas Petri con medio de cultivo PDA. En el
centro de la placa se colocaron discos miceliales de 5 mm de didametro del fitopatdgeno y las cepas
antagonistas (una asada) se colocaron en los 4 puntos equidistantes a 2 c¢cm alrededor del
fitopatdgeno. El control (testigo) fue solamente el hongo fitopatdgeno en medio PDA. Las placas
se incubaron a 28 °C con 40% de humedad relativa. Después de 15 dias se determiné el porcentaje
de inhibicidn del crecimiento micelial (ICM) con la siguiente férmula:

dc—dt
dc

% ICM = (“=) x100 (1)

Donde % ICM representa el porcentaje de inhibicién de crecimiento micelial, dc representa
diametro de inhibicion de crecimiento micelial del control, dt representa el diametro de inhibicién
de crecimiento micelial del tratamiento.

Propuesta por Ezziyyani et al. (2004) se midio el didmetro de inhibicion de crecimiento micelial,
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entre la colonia fungica y las cepas bacterianas. Se seleccionaron los aislados que presentaron un

porcentaje de ICM de al menos 60% contra las cepas fangicas.

9.3.2 Caracterizacion Morfologica

Los aislados bacterianos seleccionados fueron sembrados por puncion en medio PDA e incubados
por 48h a 37°C + 2-C. Posteriormente, las colonias fueron examinadas por sus caracteristicas
morfolégicas (color, forma, tamafo, superficie, borde), ademas, se evaludé su tincion Gram y
morfologia celular.

Tincion de Gram. Se realiz6 un frotis de cada una de las colonias bacterianas sobre un portaobjetos,
posteriormente se secd al aire y se fijo con calor; después se adiciono cristal violeta y se dejé actuar
por 1 min. Se decanto el colorante inicial y se agregd solucion de lugol, dejandose actuar por 1
min, se decantd la solucién de lugol y se decolord con etanol hasta que el colorante se diluyo;
posteriormente, se lavé con agua y se adiciond solucion safranina al 1% por 30 s. Por ultimo, se
lavd con agua y se dejo secar al aire y se observo al microscopio. Las bacterias que retuvieron el
colorante inicial (cristal violeta) fueron consideradas como Gram positivas y las que se decoloraron
con el etanol y adquiriendo el colorante contrastante (rojo o rosa) se consideraron como Gram
negativas (Alexander, 1994).

Tincion de endosporas. Después de determinar el Gram de las bacterias en estudio, se determind si
los aislados bacterianos positivos en Gram, poseen la capacidad de formar endosporas. Para ello,
se tomaron varias asadas bacterianas, se adicionaron a un tubo de ensayo con agua destilada, se
calentaron al menos a 85°C por 15 min, y se sembraron en agar nutritivo por la técnica de diluciones
seriadas. Se incubaron por 72 h a 30 °C, después se tomo6 una colonia pura y se coloco en un
portaobjetos, se hizo un frotis, se seco al aire y se fijo con calor. Enseguida, se adicion6 solucion
verde malaquita, se calento hasta emision de vapores, se decantd la solucion verde malaquita, se
adicion6 safranina al 1 % por 45 s, se secé al aire, y se observo al microscopio optico (Alvarez et
al., 2013).
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9.3.3 Caracterizacion Biogquimica

Todos los aislamientos bacterianos se evaluaron por sus actividades metabolicas de interés en la
promocion de crecimiento vegetal y se desarrolld un perfil bioquimico para su posible

identificacion.

5.3.3.1 Fijacién de nitrogeno. La capacidad de fijacion de nitrégeno se evalud inoculando los
aislados en medio Jensen’s libre de nitrdégeno, el cual contenia 20 g de sacarosa, 1g de KoHPOa,
0.5 g de MgSOQs. 7H20, 0.5 g de NaCl, 0.1gde FeSOg4, 0.005 g de Na2MoOs, 2 g de CaClz, 15 g
agar por litro y ajustado a un pH 7.0. Los aislamientos se incubaron a una temperatura de 28 ° C
durante 7 dias. El experimento se realizo por triplicado. El crecimiento en la placa se tomé como

evidencia cualitativa positiva de la fijacion atmosférica de nitrogeno (Ddbereiner et al., 1995).

5.3.3.2. Solubilizacion de fosforo (P). Para evaluar el efecto de la capacidad solubilizadora de P,
cultivos bacterianos de 24 h de desarrollo se inocularon por puncién en medio agar Pikovskaya [en
g L glucosa, 10 g; (NH4)2S04, 0.5 g; NaCl, 0.2 g; MgSO4-7H20, 0.1 g; KClI, 0.2]. (Débereiner
etal., 1995).

9.4 Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN gendmico de todos los aislados se utilizo el kit high pure PCR template
preparation kit. Para determinar la concentracion y pureza del material genético se utilizé un
espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). La

integridad del ADN extraido se verifico en un gel de agarosa al 1%.
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9.4.1 Amplificacion del Gen 16S ARNr por PCR

El gen 16S ARNr se amplifico por PCR utilizando un conjunto de cebadores universales; 16S_fD1
(5'CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) y 16S_rD1
(5'CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3') propuestos por Weisburg et al.
(1991). La mezcla de la reaccion PCR (20 uL) consistio en 2 pL de buffer 10X de reaccion, 0.8 de
MgCl2 [50 mM], 0.5 de dNTPs [10mM], 0.2 de taq polimerasa, 1 pL de cada uno de los primers
[10 mM], 1 pL de ADN [5ng/pL] y 13.5 pL de agua. La amplificacion se llevo acabd en un
termociclador con el siguiente programa: Pre-desnaturalizacion a 94°C por 5 min,
desnaturalizacion a 94°C por 30seg, alineamiento 50° C por 30seg, extension a 72°C por 2min, 36
ciclos y una extension final a 72°C por 5 min. El producto de PCR sera verificado en un gel de
agarosa al 1.0 %. Posteriormente, se realizd la limpieza de los productos amplificados por el
método PEG Precipitation of PCR products. Los fragmentos amplificados fueron secuenciados.

9.4.2 Andlisis Bioinformético y Filogenia

Las secuencias de nucledtidos obtenidas se analizaron empleando el software Chromas version
2.6.5 para visualizar y analizar la calidad de los electroferogramas y se tomaron las secuencias con
los picos més definidos. Se realizo un alineamiento local empleando la herramienta nucleotide
BLAST de NCBI. Posteriormente, se tomaron las secuencias que presentaron mayor porcentaje de
similitud y se realiz6 un analisis mdltiple de secuencias utilizando el software CLC Sequence
Viewer Version 7.8.1. El arbol filogenético fue construido a partir del alineamiento mdltiple de
secuencias empleando el algoritmo de Neighbor-joining y editado en la plataforma en linea ITOL
(Interactive Tree Of Life).
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10. RESULTADOS Y DISCUSION

10.1 Aislamiento de Microorganismos de la Rizosfera

El 100% de las muestras obtenidas de la rizosfera del cultivo de tomate de diferentes agricolas
resulto positiva en base a la presencia de microorganismos con diferente actividad segln el medio
de cultivo en el que fue sembrado. Se aislaron 155 cepas de rizobacterias de los diferentes medios
como lo muestra el Cuadro 1. La presencia de las rizobacterias con diferente actividad se debe a
que estos microorganismos juegan un papel muy importante en los procesos fisicos, quimicos y
bioldgicos,y algunos estudios reportan el aislamiento de diferentes especies bacterianas con
diferente potencial biotecnolédgico y su posible aplicacion en la agricultura, lo que demuestra la
ocurrencia natural en procesos fisico-quimicos del suelo como la fijacién de N y la solubilizacion
de Ky P (Ahmed et al., 2014).

Cuadro 1. Numero de colonias de bacterias de la rizosfera en 12 muestras de suelo y diferentes
medios de cultivo

MUESTRA BK PK PKM PDA RC TOTAL
M1 1 0 4 8 3 16
M2 2 0 5 3 5 15
M3 1 0 2 7 2 12
M4 3 0 1 7 3 14
M5 3 0 4 9 2 18
M6 1 0 2 7 1 11
M7 3 0 1 8 2 14
M8 2 0 3 5 1 11
M9 2 0 5 2 1 10

M10 1 0 1 4 3 9

M11 1 0 2 8 2 13

M12 1 0 4 6 1 12
TOTAL 22 0 34 74 26 155

BK- B de King; PK- Pikovskaya; PKM - Pikovskaya modificado; PDA- Agar dextrosa y papa; RC- Rojo
congo.
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Las 155 bacterias de la rizosfera fueron aisladas, purificadas y sometidas a cultivos duales o de
antagonismo y solo aquellas que resultaron positivas, fueron identificadas con pruebas

morfologicas, fisiologicas, bioquimicas y moleculares.

10.2 Identificacion Morfoldgica de Fusarium oxysporum

De acuerdo a las caracteristicas microscopicas evaluadas después de 15 dias de incubacién, en los
cuatro aislamientos se observo la presencia de microconidias de forma oval a eliptica, usualmente
sin septas y en ocasiones solo presentd una septa; ligeramente curvadas con la presencia de una
célula pie y las clamidosporas fueron simples (Figura 1). Los aislamientos fueron identificados
como Fusarium oxysporum, donde se observaron variaciones en cuanto al color y crecimiento de
las colonias cultivadas en medio PDA. Esto resultados coinciden con la descripcidon de Arbelaez
(2000) quien manifiesta que una de las dificultades encontradas para la identificacion de especies
de F. oxysporum es la frecuente variacion observada en las caracteristicas culturales de la colonia
del hongo y en tamafio de las esporas. Asi mismo, se atribuye que estas variaciones se deben a la

presencia de muchos clones de F. oxysporum y la frecuente mutacion en medio de cultivo PDA.
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Figura 1. Colonia de Fusarium oxysporum en medio PDA (colonia evaluada sobre de superficie).

No obstante, se logro la identificacion a nivel de especie; ya que las mediciones de las estructuras
asexuales como: microconidias, macroconidias y clamidosporas coincidieron con los descriptores

propuestos por Booth (1970) y Leslie y Summerell (2006) para la especie de F. oxysporum.

6.3 Identificacion de Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici por Cultivos Diferenciales

De acuerdo con la identificacion de Forl se utilizaron los cultivos diferenciales Mamor y Motelle,
los cuales fueron analizados con la tabla de resistencia donde la variedad Mamor se comporta como
susceptible a Forl y Motelle como resistente a esta especie. Los resultados demuestran que las
plantas de la variedad Mamor manifestaron susceptibilidad a los aislados o cepas inoculadas de

Fusarium oxysporum, ya que se observo la presencia de sintomas de clorosis o0 amarillamiento de
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las plantas y en el &rea radicular y tallo basal, la presencia de necrosis (Figura 2). Plantas que fueron
procesadas en el laboratorio para el reaislamiento del agente causal y asi comparar la
sintomatologia de las plantas originales de campo con los sintomas de las plantas inoculadas en
laboratorio. Al contrario de la respuesta de las plantas del material Motelle, en las que no
manifestaron dafios tanto en follaje como en raices, lo que se demuestra su capacidad de resistencia
a los aislados de Forl.

| Figura 2. dentificacion de Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici en cultivos
diferenciales

Pocos estudios se han realizado en esta especie; sin embargo, ya se habia descrito como una fuente
de variabilidad genética con genes mayores de resistencia a diferentes enfermedades entre las que

destaca Fol.

10.4 Identificacion de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici por Cultivos Diferenciales

Los aislados de Fusarium oxysporum fueron sometidos a una prueba de resistencia entre los

cultivos diferenciales (Manapal) que es resistente a Fol razas 1 y 2 pero susceptible a Fol raza 3,

47



(Bonny Best) que es susceptible a las 3 razas de Fusarium oxysporum y (Walter) que es susceptible
a raza 1 y raza 3 pero es resistente a raza 2. Los resultados mostraron que es aislado 1 fue
compatible o patogénico a los cultivos diferenciales de Bonny Best y Walter y presento
incompatibilidad o resistencia a la variedad Manapal. El aislamiento 2 fue susceptible a Bonny
Best y resistente a las otras variedades y el aislado 3 fue susceptible a las 3 variedades diferenciales
(Figura 3), por lo cual se reporta la presencia de las tres razas fisiolégicas de Fusarium oxysporum
por lo que estas especies representan una buena opcién para los programas de mejoramiento
genético del tomate (Rick,1990). La resistencia vertical a las 3 razas de Fusarium oxysporum se
ajusto a una relacion de genotipos resistentes y susceptibles, lo que indica herencia monogénica
con dominancia completa. Lo cual indica que pueden ser consideradas como una fuente de
resistencia importante a estas enfermedades, ya que ademas tendria caracteristicas deseables para

el mercado.

————

Figura 3. Identificacion de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en cultivos diferenciales.

10.5 Seleccion e Identificacion de Antagonistas

Las 155 rizobacterias aisladas fueron sometidas a una prueba de antagonismo contra las dos
especies de Fol y Forl de las cuales solamente 14 presentaron la capacidad de inhibir el crecimiento
micelial de ambas especies (Cuadro 2). Esto concuerda con diferentes estudios Djordjevic et al.
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(2011) y Trivedi et al. (2008) en los que evaluaron a bacterias aisladas de la rizosfera contra
Fusarium spp. Dentro de los cuales solamente el 10% del total de los aislados presentaba esta
actividad antagonista. Lo cual demuestra que las rizobacterias tienen una gran capacidad para el
control de este patdgeno ademas de tener una gran capacidad de promocion de crecimiento con sus

diferentes mecanismos de accion.

Cuadro 2. Seleccién e identificacion de rizobacterias antagonistas contra dos razas de Fusarium
spp.

Microorganismo Antagonista Fol Forl
M1 PKM +
M1RC
M1-2 RC
M1-2 PDA
M3-1 PDA
M3-2 PDA
M4 PKM
M4-1 PDA
M4-2 PDA
M5-1 PDA
M5-2 PDA
M6 BK
M7-1 PDA
M7-2 PDA
M10-2 PDA
M12 PDA

*Forl: Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
*Fol:Fusarium oxysporum f sp lycopersici
*(+):Present6 antagonismo; (-): No presentd antagonismo

+ + + + + + + +

+ 4+ + + + + + + + + o+ o+ + o+ + o+

+ + + + +

10.6 Pruebas para la Seleccion e Identificacion de Antagonistas contra Fusarium oxysporum f sp

lycopersici

Los resultados obtenidos en los cultivos duales mostraron que las cepas M4-1 PDA y M5-1 PDA
fueron estadisticamente las mas eficientes en inhibir el crecimiento micelial de Fol en un 84.4%
seguidas de M1 PKM (78.8.%), M2 PDA (77.7%), M3 PDA (71.1%), M1-2 PDA (72.57%), M3-
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2 PDA (78.51%), M4 PKM (71.1%), M4-2 PDA (65.17%), M5-2 PDA( 77.7%), M6 BK (61.46%),
M7-1 PDA (75.5%), M7-2 PDA (74.06%), M10-2 PDA (74.8%) y M12 PDA (69.62%) (Figura 4).
Estos resultados son més altos que los reportados por Rios-Velasco et al. (2016), quienes
obtuvieron un porcentaje de inhibicion del crecimiento de F. oxysporum de 42 y 51.5% por efecto
de Bacillus methylotrophicus y Bacillus amyloliquefaciens, respectivamente; asi como, los
reportados por Mojica Morin et al. (2009), al confrontar F. oxysporum con las cepas de Bacillus
thuringiensis GM-23 (43.02%) y HD-121 (42.04%) y observaron porcentajes de inhibicién mas
altos para R. solani por efecto de las cepas GM-64 (66.66%) y HD-203 (65.99%). Por su parte,
Djordjevic et al. (2011) al evaluar 16 aislamientos bacterianos como antagonistas de F. oxysporum,
reportan un porcentaje de inhibicidn més alto (70.98%) sobre el crecimiento de este hongo.
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Figura 4. Inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum f sp lycopersici con 16
cepas antagonistas.

Por otra parte, al evaluar el antagonismo de las cepas rizosféricas aisladas, se reportan porcentajes
de inhibicion del crecimiento de (Forl) de un 45.91 a un 75.5 % al confrontar los 16 aislados
antagonistas. Donde la cepa M3 PDA fue la que presenté mayor inhibicion con un porcentaje del
75.5% y la M5-1 PDA fue la menor con un porcentaje de 45.91%. Finalmente, las cepas M5-1
PDA y M5-2 PDA no cumplieron con el porcentaje del efecto inhibitorio en los fitopatdgenos

estudiados (Figura 5), lo cual indica que estas cepas no fueron capaces de producir una cantidad
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suficiente de sustancias que puedan inhibir el crecimiento de los patdégenos, por lo que no se alcanza
un umbral que les permita exhibir una respuesta antagonica (Figueroa-Lopez et al., 2016).
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Figura 5. Inhibicion del crecimiento micelialde las cepas antagonistas contra Fusarium
oxysporum f sp. radicis-lycopersici

Esta bien documentado que el efecto antagonico de las rizobacterias sobre la inhibicion del
crecimiento de fitopatdgenos es debido a la sintesis de metabolitos secundarios (Khannous et al.,
2014). Trivedi et al. (2008) demostraron que metabolitos volatiles producidos por Pseudomonas
corrugata juegan un papel predominante en la inhibicién de los hongos F. oxysporum y A.
alternata, mientras que los metabolitos difusibles solo tienen un rol secundario. Por otra parte, se
ha demostrado gque algunas especies de Pseudomonas producen enzimas liticas, las cuales pueden
romper las membranas celulares de algunos hongos fitopatdgenos; las mas conocidas de estas
enzimas son: quitinasas, celulasas, proteasas y -glucanasas (Compant et al., 2005).

10.7 Identificacion Morfoldgica de los Aislados Bacterianos Evaluados contra Fusarium spp.

De un total de 155 aislados bacterianos obtenidos de la rizosfera de tomate, 16 de ellos presentaron
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inhibicion de crecimiento micelial, con las que, se procedié a determinar sus caracteristicas
morfolégicas de las colonias. Las bacterias se cultivaron en agar nutritivo (AN) a 30°C por 48 h,
registrando su apariencia, forma, color, elevacion de la colonia.

Después de determinar el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial, y conocer las
caracteristicas de la colonia, se cultivaron en agar nutritivo (AN) por 48 °C, y posteriormente se
realizé la prueba de tincion de Gram. Se observo la forma de la célula en un microscopio de luz a
100x.

En la Figura 6 se observa la apariencia de cada colonia bacteriana, caracterizadas por presentar
consistencia seca, forma irregular, con elevacion en el centro de la colonia en forma de corona,
tales caracteristicas son similares a las reportadas por Wakita et al. (2001), ademas el color crema
de las colonias probablemente se debe a que, al habitar la rizosfera de la planta de tomate, puede
tener algunos compuestos que las protejan de la radiacion solar, tal como lo describieron Zufiiga 'y
Gutiérrez-Correa (1982).

M1 PKM Iregular  Elevada Rizada
M2PDA  Imegular Elevada Rizada
M3 PDA Irregular  Elevada Rizada
M12ppA  Imegular Elevada Rizada
M3-1ppA  Irregular Elevada Rizada
M3-2ppA  megular Elevada Rizada
M2 PKM Iregular  Elevada Rizada
Ma-1ppa  Imepular Elevada Rizada
Ma2ppA  Imepular Elevada Rizada
M5-1ppA  Imegular Elevada Rizada
M52ppA  Imepular Elevada Rizada
M6 BK Irregular  Elevada Ondulada
M7-1ppA  Imegular Elevada Rizada
M72pDA  Imepular Elevada Rizada
M10-2PDA  mepular Elevada Rizada

mM12ppa  Irregular  Elevada Rizada
Figura 6. Identificacion morfoldgica de los aislados bacterianos de rizosfera de plantas de tomate.
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10.7 Actividad Fijadora de Potasio (K)

El potasio (K) es uno de los nutrientes de mayor importancia a que es esencial para el desarrollo
de la plantay juega un papel fundamental en la sintesis proteica, fotosintesis, activacion enzimatica;
asi como, en la resistencia a enfermedades e insectos (Rehm y Schmitt, 2002). Gran cantidad de
microrganismos en el suelo son capaces de solubilizar formas “no disponibles” de potasio mediante
la liberacion de &cidos organicos (Groudev, 1987; Ullman et al., 1996). Dentro de los géneros de
hongos y bacterias con capacidad solubilizadora de K se han mencionado Pseudomonas, Bacillus,
Rhizobium y Aspergillus (Prajapat et al., 2013), lo cual es acorde a los resultados obtenidos en el
presente trabajo donde se aislaron bacterias de la rizosfera del cultivo del tomate, con potencial de
aplicacion en la solubilizacion de K. En la Figura 7 puede observarse el efecto de las bacterias
aisladas en la solubilizacion de potasio a las 24 horas posterior a su cultivo in vitro (Agar
Pikovskaya modificado), adicionado con fosfato de potasio dibasico y colorante parpura de
bromocresol. Este medio de cultivo contiene el indicador parpura de bromocresol por lo que es de
color morado, al transcurrir 24 horas de cultivado el hongo, empieza a virar la coloracion a amarillo,
producto del cambio de pH debido a la liberaciébn de acidos organicos por parte del

microorganismo.

e |
antagonista
M1 PEKM
M2 PDA
M3 PDA
M1-2 PDA
M3-1 PDA
M3-2 PDA
M4 PKM
M4-1 PDA
M4-2 PDA
M5-1 PDA
M5-2 PDA
M6 BK
M7-1 PDA
M7-2 PDA
M10-2 PDA -
M1z PDA -
Figura 7. Actividad solubilizadora de K de los aislados bacterianos de suelo y rizosfera de

plantas de tomate.

R R S R TR
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10.8 Actividad Fijadora de Fosforo (P)

De las 16 bacterias seleccionadas solamente una presentd la capacidad de solubilizar P. Las
estimaciones de la microflora del suelo con capacidad para solubilizar fosfatos varian ampliamente.
Chabot et al. (1993) estimaron que los MSF (Microorganismos solubilizadores de Fosforo
representaban entre el 26% y el 46% (Figura 8).

En la mayoria de las bacterias se ha demostrado que la capacidad de solubilizacion del P esta
estrechamente relacionada con la produccion de acidos organicos, resultantes de la respiracion
oxidativa o de procesos fermentativos microbianos. Desde una perspectiva mecanicista, la accién
de los &cidos orgénicos sobre la solubilizacion del P resulta de tres procesos generales (Antoun,
2012; Chuang et al., 2007; Paredes et al., 2010; Archana et al.., 2012; Khan et al.., 2014):

a. La disociacion de los acidos organicos libera protones que contribuyen a reducir el pH del suelo
y favorecen la disolucion de los minerales fosforicos;

b. Las reacciones de quelatacién en las cuales los componentes anionicos de los acidos organicos
se intercambian por el grupo ortofosfato de los fosfatos de Ca2+, Fe3+ y Al3+, liberandolo en la
solucion del suelo, y;

c. El desplazamiento de los fosfatos adsorbidos no especificamente sobre las particulas sélidas del
suelo, por las componentes anidnicas de los acidos organicos.

Varios ensayos han demostrado que la inoculacién con hongos y bacterias solubilizadoras de P
pueden incrementar el rendimiento o el crecimiento de las plantas en invernadero y campo (Chuang
et al., 2007; Valverde et al., 2006). Supanjani et al. (2006) y Han et al. (2006) encontraron que la
aplicacion de Bacillus megaterium var. phosphaticum (Bmp) junto con roca fosférica (RF) produjo
incrementos en varios parametros de crecimiento y rendimiento, en cultivos de aji y pepino, en
condiciones de invernadero y campo. Cuando en invernadero el sustrato de siembra se inoculé con
la bacteria y se fertilizd con RF 3 g kg-1, los contenidos de N, P y K en la materia seca del tallo y
la raiz del aji fueron mayores y significativamente diferentes de los obtenidos por el tratamiento
control sin RF ni Bmp. También se obtuvieron incrementos significativos, pero menores a los
anteriores, cuando sélo se aplicO Bmp. Si ademas de RF y Bmp se inoculé con bacterias
solubilizadoras de K (BSK) y se adiciono illita (como polvo), el tratamiento incrementd los

contenidos de N, Py K en los tallos y en las raices. Este ultimo tratamiento también aumento la
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fotosintesis foliar en 20% en el aji y 16% en las plantas de pimentdn en relacion con el control
(Han, 2006).

M1 PKMN -
M2 PDA -
M3 PDA -
M1-2 PDA -
nM2-1 PDA -
M23-2 PDA -
M4 PKM -
Ma-1 PDA -
nMa-z PDA -
M5-1 PDA -
MS-2 PDA -
Me BK -
M7-1 PDA -
M7-2 PDA +
M10-2 PDA -
M12 PDA -
Figura 8. Actividad solubilizadora de P de los aislados bacterianos.

PRI VA

10.9 Extraccién de ADN

Se realiz6 extraccion de ADN gendmico de los 16 aislamientos bacterianos de la rizosfera del cultivo de
tomate empleando el kit High Pure PCR Template Preparation. Los analisis espectrofotométricos obtenidos
muestran que en la relacion 260/280, la mayoria de las muestras presenta un valor mayor a 2,200 lo que se
debe probablemente a contaminacién por ARN; mientras que, la relacion 260/230 se encontr6 dentro de los
parametros aceptables.

Amplificacion del gen 16S ARNr por PCR. Los resultados positivos fueron obtenidos en la amplificacion
del gen 16S ARNr. Los andlisis espectrofotométricos muestran ADN de calidad Optima para la
secuenciacion (Cuadro 3). Asi mismo, se encontraron bandas integras en el gel de agarosa; sin embargo, se
encontraron bandas inespecificas para lo cual de aument6 la temperatura de alineamiento (Figura 9).
Posteriormente, se realiz6 una limpieza por el método propuesto por Valenzuela-Gonzélez et al. (2015) y se

prosiguid almacenarlo a -20°C hasta su secuenciacion.
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Cuadro 3. Andlisis espectrofotométrico de ADN de las rizobacterias aisladas.

AISLAMIENTO 260/280 260/230 CONCENTRACION ng/ pL

M1 PKM 2,190 2,786 58,150
M1RC 2,157 1,920 35,750
M1-2RC 1,711 1,092 14,750
M1-2 PDA 2,100 1,718 40,950
M3-1 PDA 2,109 0,860 3,150
M3-2 PDA 2,172 0,780 2,400
M4 PKM 1,672 0,718 2,500
M4-1 PDA 1,714 1,038 31,350
M4-2 PDA 2,360 2,188 365,950
M5-1 PDA 2,237 2,230 205,150
M5-2 PDA 2,274 2,199 204,400
M6 BK 2,305 2,200 367,500
M7-1 PDA 2,290 2,259 173,750
M7-2 PDA 2,358 2,133 378,850
M10-2 PDA 2,250 2,112 135,150
M12 PDA 2,308 2,221 298, 950

Figura 9. Amplificacion del gen 16S ARNTr por PCR en gel de agarosa al 1X.



11. CONCLUSIONES

1. Se aislaron e identificaron en base a su morfologia y lineas diferenciales a los hongos Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl) y Fusarium oxysporum f sp lycopersici (Fol)
causante de la marchitez del tomate.

2. Se aislaron rizobacterias con una actividad antagonica contra Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici (Forl) y Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) mayor al 50% de inhibicién

micelial.

3. Las rizobacterias que presentaron antagonismo positivo, se caracterizaron e identificaron como

Bacillus spp. y Pseudomonas sp.
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