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Resumen de la tesis que presenta Carmen Sanjuana Delgado Ramirez como requisito parcial
para la obtencién del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en
Microbiologia Celular y Molecular

Aislamiento y caracterizacion de bacterias promotoras de crecimiento vegetal de la rizosfera
de Solanum hindsianum

Resumen aprobado por:

Dra. Rufina Hernandez Martinez Dr. Edgardo Alfredo Sepulveda Sdnchez Hidalgo
Codirectora de tesis Codirector de tesis

En el estado de Baja California (BC) el tomate es el principal producto horticola. En su produccion, para el
control de plagas y enfermedades, se llegan a utilizar alrededor de 35 agroquimicos. El principal patégeno
de este cultivo es el hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL). Para disminuir el uso de
agroquimicos, una estrategia es emplear Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (PGPR), las
cuales tienen la capacidad de mejorar el desarrollo de las plantas y disminuir el dafio causado por
fitopatdgenos. La efectividad de las PGPR depende de su adaptacion a las condiciones ambientales, por
ello, se recomienda utilizar microorganismos nativos. Las plantas adaptadas a condiciones climaticas
extremas como Solanum hindsianum, pueden contener PGPR para usarse en aplicaciones agricolas. Este
arbusto nativo de BC pertenece a la familia Solanacea y crece en condiciones aridas y calidas. El objetivo
de este trabajo fue aislar y caracterizar PGPR de la rizdsfera del arbusto S. hindsianum y evaluar su efecto
en plantas de tomate como bioestimulantes y biocontroladoras de FOL. Usando medios selectivos, se
aislaron 348 cepas de 12 muestras de suelo de rizésfera. Estas fueron evaluadas in vitro para determinar
caracteristicas de promocién de crecimiento y su actividad antagdnica sobre FOL. Seis cepas,
pertenecientes a los géneros Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus y Streptomyces, mostraron capacidad
de promover el crecimiento vegetal y cinco mostraron actividad antagdnica. Los once aislados fueron
evaluados in vivo para determinar su capacidad de inducir el crecimiento y la supresion de FOL raza 1y
raza 2 en plantas de tomate de la variead Bonny Best. Las seis cepas evaluadas para promocion de
crecimiento mostraron un efecto positivo en el desarrollo de las plantas. Con respecto a las cinco PGPR
evaluadas para actividad antagonica, dos del género Streptomyces, causaron un efecto negativo en el
crecimiento de la planta; las tres restantes, redujeron significativamente el dafio causado por el patégeno.
Este trabajo contribuye con la identificacion de PGPR endémicas de BC que podrian ser emplearse por los
agricultores del estado para el control de FOL en tomate y con ello disminuir el uso de agroquimicos.

Palabras clave: Control biolégico, PGPR, Solanum hindsianum



Abstract of the thesis presented by Carmen Sanjuana Delgado Ramirez as a partial requirement
to obtain the Master of Science degree in Life in Sciences with orientation in Microbiology

Isolation and characterization of plant growth promoting bacteria from the rhizosphere of
Solanum hindsianum

Abstract approved by:

Ph. D. Rufina Hernandez Martinez Dr. Edgardo Alfredo Sepulveda Sdnchez Hidalgo
Thesis Director Thesis Director

In the state of Baja California (BC) tomato is the main horticultural product. In its production, around
agrochemical are used for the control of pests and diseases. The main pathogen of this crop is the fungus
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici (FOL). One strategy to diminish the use of agrochemicals, one
strategy is to employ Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR), which have the ability to improve
plant development and decrease the damage caused by plant pathogens. The success of PGPR, depends
on their adaptation to the environmental conditions, therefore, the use of native microorganisms is
recommended. Plants adapted to extreme weather conditions, such as Solanum hindsianum, may contain
PGPR for agricultural applications. This native shrub of Baja California belongs to the Solanacea family and
grows in arid and warm conditions. The objective of this work was to isolate and characterize PGPR from
the rhizosphere of the S. hindsianum and to evaluate their effect on tomato plants as biostimulants and
biocontrollers of FOL. Using selective media, 348 isolates were obtained from twelve rhizosphere soil
samples. Isolates were evaluated in vitro to determine their growth-promoting characteristics and their
antagonistic activity against FOL. Six strains, belonging to the genera Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus
and Streptomyces, showed ability to promote plant growth and five more had antagonistic activity.
Tomato plants (var. Bonny Best) were used to determine the strains ability to induce plant growth and
suppression of FOL races 1 and race 2. The six strains evaluated for growth promotion have a positive
effect on plant development. With respect to the five PGPR evaluated for antagonistic activity, the two
Streptomyces isolates, caused a negative effect on plant growth; the remaining three, reduced
significantly reduced the damage caused by the pathogen. This work contributed to the identification of
BC-endemic PGPRs that could be used by state farmers to control FOL in tomato reducing the use of
agrochemicals.

Keywords: Biological control, PGPR, Solanum hindsianum
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Capitulo 1. Introduccion

En el estado de Baja California las condiciones climaticas predominantes son aridas, sin embargo,
anualmente se establecen mas de 78 cultivos, siendo el tomate la principal hortaliza que se produce (SIAP,
2018a; SIAP,2018c). Este cultivo requiere cuidado constante debido a la suceptibilidad que presenta al
dafio causado por plagas y enfermedades. Se ha reportado que una de las enfermedaes mas destructivas
que afecta a este cultivo es la marchitez vascular, la cual es causada por Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersiciraza 1, 2 6 3 (FOL)(Garcia-Estrada y Valenzuela, 2011).

Las Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (por sus siglas en inglés PGPR) son microorganismos
benéficos que pueden asociarse con las raices de las plantas (Berg, 2009; Richardson et al., 2009). Estas
promueven el crecimiento de la planta debido a que mejoran la disponibilidad de nutrientes en el suelo y
reducen el dafio causado por enfermedades (Glick, 1995; Vessey, 2003). Por sus propiedades, las PGPR
son una alternativa para usarse en agricultura como biofungicidas, biofertilizantes, fitoestimulantes y
bioplaguicidas (Berg, 2009; Bhattacharyya y Jha, 2011). Existen varios productos comerciales a base de
rizobacterias; sin embargo, el uso de productos comerciales formulados con cepas exdticas en condiciones
de suelos éridos, no garantiza el obtener efectos positivos, ya que estos microorganismos muchas veces
no logran sobrevivir al no poder adaptarse a condiciones climaticas, que podrian ser diferentes a las de su
procedencia (Diaz et al., 2001; Botelho et al., 2006; Calvo et al., 2010; Dutta y Podile, 2010). Es por ello
gue una opcidn es emplear PGPR nativas, las cuales pueden ser mas efectivas al tener una mejor

adaptacion (Verma et al., 2013; Zahid et al., 2015).

Con el objetivo de aislar y caracterizar bacterias de la rizdsfera con actividad antagdnica contra Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici y/o con capacidad de promover el crecimiento de plantas de tomate, en este
trabajo se selecciond como modelo de estudio el arbusto Solanum hindsianum. Esta planta es endémica
de Baja California, crece en condiciones aridas y calidas, y pertenece a la familia botanica Solanaceae,
misma familia a la que pertenecen plantas de importancia agricola como el chile y el tomate (Bates et al.,
2009; SIAP, 2018a). Debido a la relacion botanica entre esta planta nativa y el tomate, se considerd que
de identificar PGPR asociadas a la planta silvestre, los aislados tendrian una mayor oportunidad de
establecerse en la rizdsfera de plantas de tomate, promoviendo su crecimiento y reduciendo el dafo
causado por fitopatdgenos. Estos aislados serian una alternativa para reducir la aplicacion de fertilizantes
y pesticidas y con ello disminuir la contaminacién al ambiente y los riesgos a la salud humana (Keikothaile

y Spanoghe, 2011; Pankat et al., 2020).
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Para ello se seleccionaron doce muestras de suelo de la rizosfera de S. hindsianum, las cuales fueron
colectadas por Torres- Chavez en 2016; de ellas, se obtuvieron 343 aislados bacterianos. Para seleccionar
cepas con el capacidad de promover el crecimiento de las plantas, se hicieron seis pruebas colorimétricas;
se determiné la capacidad de producir acido indol acetico (AlA), sideréforos, quitinasas y acido cianhidrico,
asi como la capacidad de solubilizar fésforo y potasio. Paralelamente se evalud su actividad antagdnica de

manera cualitativa y cuantitativa contra FOL razas 1y 2, ambos agentes causales de la marchitez vascular.

Con los resultados de ambas pruebas, se seleccionaron los aislados que tuvieron resultado positivo en al
menos cuatro de las pruebas, y los que formaron halo con un porcentaje de inhibicién mayor al 19 %, y
mayor al 50 % para los que tuvieron inhibicién invasiva y al menos un resultado positivo en las pruebas
colorimétricas. En total se seleccionaron 27 cepas para identificarlas molecularmente, dieciocho por su
potencial en la promocién de crecimiento y ocho por su actividad antagdnica. Seis aislados pertenecientes
al género Staphylococus fueron descartadas debido a que este género causa infecciones en humanos

(Meservey et al., 2020).

Los 20 aislados identificados molecularmente se caracterizaron analizando la produccién de AlA, la
capacidad de solubilizar zinc, formar biofilm, fijar nitrégeno, la actividad de la ACC-desaminasa y el efecto
sobre la germinacién de semillas de tomate. Ademas para los aislados con actividad antagoénica se evalué
bajo condiciones in vitro su efecto en la inhibicidon del crecimiento de cuatro hongos fitopatégenos:
Fusarium solani, F. falciforme, Lasiodiplodia theobromae y Macrophomina phaseolina. Los ocho aislados

bacterianos evaluados mostraron efecto inhibitorio contra los fitopatdgenos evaluados.

Por ultimo, seis cepas fueron evaluadas en plantas de tomate para determinar su efecto en la promocién
del crecimiento y cinco para probar su actividad antagénica contra FOL raza 1 y 2. Con este ensayo se
identificaron a las cepas Pseudomonas sp. rbES087 y Pseudomonas sp. rbES090 como promotoras del
crecimiento de plantas de tomate y capaces de aumentar el peso fresco y seco de la planta, mientras que
la cepa Bacillus sp. rbES262 mostrd actividad de biocontrol sobre FOL. Estas cepas tienen el potencial de

servir como PGPR en la industria agricola de Baja California.

Este trabajo amplia el conocimiento de la diversidad de bacterias presentes en la peninsula de Baja

California y su potencial de uso como biofungicidas o biofertilizantes en el cultivo de tomate.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Aspectos generales de las Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (PGPR)

La rizdsfera se define como la fraccion de suelo cercana a las raices de las plantas (Vessey, 2003;
Richardson et al.,, 2009). En esta area, las plantas se asocian con diversos tipos de microorganismos
benéficos y patdgenos (Ambrosini y Passagli, 2017). Entre los microorganismos que influyen
benéficamente en las plantas se encuentran las Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (PGPR
por sus siglas en inglés) (Ahmad et al., 2008; Berg, 2009). Las PGPR promueven el crecimiento vegetal y
protegen a las plantas contra diferentes patogenos a través de diversos mecanismos, los cuales pueden
ser directos o indirectos (Glick, 1995; Jacobsen, 1997). Entre los mecanismos directos se encuentran el
mejorar la disponibilidad de nutrientes en el suelo (fijacion de nitrogeno y solubilizacién de minerales
como fdsforo, potasio, zinc y hierro) y la produccién de fitohormonas (acido indol-acético, giberelinas y
etileno); mientras que los mecanismos indirectos implican la reduccién de enfermedades a través de la
antibiosis, produccion de sideréforos, competencia por espacio o por nutrientes, interacciones directas
con el patégeno (microparasitismo y lisis enzimatica) y estimulacién de mecanismos de resistencia (Vessey,
2003; Antoun y Prévost, 2006; Kaymak, 2010; Gupta et al., 2015; Zheng et al., 2018). Las PGPR no tienen
un Unico modo de accién para ejercer antagonismo y la multiplicidad de éstos es una caracteristica
importante para su seleccion como agentes de control biolégico (Fernadez-Larrea, 2001; Gupta et al.,

2015).

Debido a las propiedades que presentan, las PGPR pueden usarse en agricultura como biofertilizantes,
fitoestimulantes y bioplaguicidas. Ademas, su aplicacidon permite disminuir el uso de productos quimicos
asi como minimizar la contaminacion del suelo, aire y agua (Berg, 2009; Bhattacharyya y Jha, 2011).
Algunos ejemplos de géneros de bacterias que se usan en formulaciones comerciales agricolas son:
Azobacter, Azosprillum, Bacillus, Burkholderia, Delfitia, Enterobacter, Paenobacillus, Pseudomonas,
Klebsiella, Serratia, Streptomyces y Rhizobium (Glick, 2012). Concretamente, cepas del género Bacillus se
utilizan en formulaciones de biofungicidas comerciales para el control de enfermedades en plantas como:
Serenade ® OPTI (B. subtilis cep QST713), Double Nickel ® LC (Bacillus s. var. amyloliquiefaciens cepa

D747), Bacillioss (B. subtilis), Fungifree AB ® (B. subtilis 83), entre otros.

Cabe destacar que el inocular los cultivos con PGPR no garantiza el obtener los efectos deseados en la
promocién del crecimiento y la disminucion de la incidencia de enfermedades en plantas, ya que en

ocasiones, estos microorganismos no logran sobrevivir por no poder adaptarse a las condiciones fisicas,
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guimicas y bioldgicas del suelo, las cuales suelen ser muy diferentes a las de su procedencia (Diaz-Vargas
et al,, 2001; Botelho y Mendonca-Hagler, 2006; Dutta y Podile, 2010). Es por esto que, para ser usadas en
agricultura las PGPR deben poseer una alta competitividad y capacidad de mantenerse en la rizdsfera,
mejorar las capacidades de crecimiento de las plantas, poseer un amplio espectro de accion contra
patdégenos, ser seguras para el medio ambiente, ser compatibles con otras rizobacterias y ser tolerantes al

calor y la radiacién UV (Nakkeeran et al., 2005; Galaviz-Bustamante, 2015).

1.1.2 Asociacidn entre plantas de ambientes aridos y PGPR

Todos los organismos que crecen en condiciones ambientales adversas adoptan estrategias de
supervivencia para evitar el dafo causado por el estrés abidtico (Soussi et al., 2015). Especificamente, la
asociaciéon de plantas con PGPR favorece la disponibilidad de agua y nutrientes, mientras el sistema de
raices suministra a los microorganismos compuestos de carbono a través de los exudados sintetizados
(Phillips, 2004; Richardson et al., 2009, Soussi et al., 2015). Particularmente las comunidades microbianas
del suelo tienden a estar determinadas por los exudados producidos por las raices de las plantas, asi como
por la composicidn y nutrientes presentes en el suelo (Wieland et al., 2001; Hartmann et al., 2009; Mapelli
et al.,, 2013; Zhang et al., 2014). Por ello es que hay una amplia distribucién de géneros de bacterias, lo

cual refleja la adaptacién a diferentes condiciones ambientales (Marasco et al., 2013).

1.1.3 Produccidn agricola en Baja California

El estado de Baja California tiene una extensidn territorial de 71,445.9 Km?, presenta cuatro diferentes
tipos de clima (templado, arido, muy arido y semi frio) con una temperatura media anual de entre 28.5 °C
hasta 14.8 °Cy lluvias muy escasas, con alrededor de 131.8 mm de precipitacion total anual (INEGI, 2017;
SIAP,2018b; SIAP,2018c). Cuenta con una superficie usada para la agricultura de 243,210.0 hectareas
(SIAP, 2018b) y tiene una alta produccion agricola, ya que por afio se llegan a establecer hasta 78 cultivos
entre los que se encuentran: algoddn, apio, ejote, zanahoria, cebolla, cartamo, fresa, frambuesa, lechuga,
olivo, tomate rojo, vid, entre otros. De todos estos, la principal hortaliza que se produce es el tomate rojo

(SIAP, 2018a).



1.1.4 Produccién de tomate (Solanum lycopersicum L.)

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas mas producidas y uno de los vegetales mas
consumidos en el mundo (Grandillo, 1999). En 2017 la superficie mundial cosechada fue de 4.8 millones
de hectareas, con una produccién de 182 millones de toneladas; China figuré como principal productor
con 59.5 millones de toneladas, seguido por India (20.7 millones de ton), Turquia (12.7 millones de ton),
Estados Unidos (10.9 millones de ton) y Egipto (7.2 millones de tons). México ocupa la novena posicién

con una produccidn de 4.2 millones de toneladas (FAOSTAT, 2017).

Especificamente, de la produccidon de tomate en México el 59 % se concentra en seis estados, Sinaloa
(24.37 %), San Luis Potosi (10.93 %), Michoacan (6.90 %), Zacatecas (6.26 %), Jalisco (5.86 %) y Baja
California (4.75 %) (SIAP, 2017). El cultivo de tomate es muy vulnerable, requiere cuidado constante por
el ataque de plagas y enfermedades; debido a esto, por ciclo del cultivo pueden aplicarse hasta 35
agroquimicos, siendo fungicidas, insecticidas y fertilizantes foliares los mas usados (Montiel-Arroyo et al.,

2016).

1.1.5 Marchitez vascular en el cultivo de tomate causada por Fusarium oxysporum

El cultivo de tomate es afectado por patdégenos como hongos, bacterias, nematodos o virus causantes de
enfermedades radiculares, foliares y en fruto. Particularmente, la marchitez vascular del tomate es una de
las enfermedades mas destructivas de los cultivos intensivos, esta enfermedad es causada por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) (Garcia-Estrada y Valenzuela, 2011). FOL ingresa a la epidermis de la
raiz, para después propagarse a través del tejido vascular y colonizar el xilema de la planta, lo que resulta
en la obstruccion de este tejido y en estrés hidrico (Singh et al., 2017a; Srinivas et al., 2010). Los sintomas
observados en plantas son: reduccién del crecimiento, marchitez, amarillamiento de las hojas y tallos
jovenes, defoliacion, necrosis marginal de la hoja y necrosis vascular en forma de anillo, que se extiende
hacia arriba de acuerdo con la severidad de la enfermedad (Ramirez-Villapudua y Sainz-Rodriguez, 2006;

Nufiez, 2012; Blancard, 2018).

Se han identificado tres razas de F. oxysporum f. sp. lycopersici; la raza 1, la mas distribuida, es comun en
muchas regiones del mundo donde se cultiva tomate, y las razas 2 y 3 que se encuentran distribuidas en

areas dispersas en el mundo (Nufiez, 2012). En México se ha reportado la presencia de las razas 1y 3 en
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el estado de Baja California, mientras que en los estados de Sinaloa, San Luis Potosi, Morelos y Baja
California Sur estan presentes la razas 2 y 3 (Carrillo-Fasio, 2003; Sanchez-Pefa et al., 2010; Ortega-Garcia,

2010; Armenta-Ldpez, 2013; Fernandez-Herrera et al., 2013).

1.1.6 Solanum hindsianum Benth

El arbusto Solanum hindsianum es una planta perenne, cominmente conocido como Mariola, es nativo
de Baja California, se encuentra ampliamente distribuido a lo largo del estado incluyendo algunas islas del
Golfo. Ademas, puede encontrarse en los estados de Baja California Sur y Sonora (Bates et al., 2009; Ryley
et al., 2015). Esta planta crece y florece cuando las condiciones climaticas son célidas, presenta tolerancia
a la sequia y sensibilidad al frio, debido a lo cual entra en estado de dormancia durante la estacion fria
(Felger, 2000; Rebman y Roberts, 2012). Puede alcanzar hasta 3 m de altura, presenta hojas ovadas y
flores de color purpura o lavanda en forma de estrella. El fruto tiene color verde cuando se encuentra en
estado inmaduro y después adquiere un color mas oscuro que va del verde intenso a rojo (Bates et al.,
2009; Rebman y Roberts, 2012). En trabajos recientes se ha reportado que este arbusto pueden asociarse

con hongos micorrizicos de los géneros Glomus, Acaulospora y Scutellospora (Torres-Chavéz, 2018).

1.1.7 Antecedentes de aislamiento de PGPR de zonas aridas y de plantas nativas

En trabajos previos se ha reportado el aislamiento de PGPR asociadas a plantas distribuidas en zonas
aridas. Entre ellos se encuentra el realizado por Rueda-Puente et al., (2010) quienes determinaron la
presencia de especies de Rhizobium spp. y Bacillus spp. asociadas a la rizésfera de la planta Salicornia
bigelovii, esta planta crece en suelos con alta salinidad y se encuentra ampliamente distribuida en el

estado de Baja California.

En otro trabajo Aguirre-Garrido et al., (2012) evaluaron la diversidad de las comunidades de bacterias en
la rizosfera de tres especies de cactus distribuidos en zonas semidridas en tierras altas en el centro de
México: Mammillaria carnea, Opuntia pilifera y Stenocereus stellatus, encontrando que las bacterias
pertenecientes a los Fila Actinobacteria, Proteobacteria y Acidobacteria son los mas representativos.

Ademas, en las tres especies se identific6 a la bacteria Ochrobactrum thiophenivorans (alfa
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proteobacteria), y otras especies pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Arthrobacter, Bacillus,

Leifsonia, Micrococus, Burkholderia entre otros.

Posteriormente de la rizosfera de plantas nativas de maca (Zufniga-Davila et al., 2011) y aguaymanto
(Ogata-Gutiérrez et al., 2017), plantas nativas de Perd, se aislaron bacterias promotoras de crecimiento
vegetal y con capacidad antagdnica sobre diferentes patogenos. Ademas, se identificaron cepas con la
capacidad de solubilizar fésforo y de producir acido indol acético; asimismo todos los aislados mostraron
un porcentaje de inhibicién mayor al 20% sobre los hongos patégenos Alternaria alternata, Fusarium
solani y Cochliobolus lunatus. Especificamente de la rizésfera de maca fueron aisladas 355 cepas de
bacterias (108 diazétrofos de vida libre, 29 Actinomicetos, 109 Pseudomonas y 109 Bacillus) de las cuales

se evalud la producciéon de acido indol acético y solubilizacién de fosfato.

1.2 Justificacion

Las PGPR son una alternativa para usarse en agricultura, ya que pueden actuar como biofertilizantes,
fortalecedores de planta, fitoestimulantes y bioplaguicidas, ademas disminuyen el uso intensivo de
agroquimicos y con ello la contaminacidn de los recursos naturales y los riesgos a la salud humana. Para
lograr que estos microorganismos tengan efecto de control sobre patégenos y promuevan el crecimiento
en las plantas, es importante que estén adaptados a las condiciones climaticas del lugar. El aislar PGPR de
la rizésfera de Solanum hindsianum, planta perteneciente a la misma familia que el tomate y endémica del
estado de Baja California, nos permitira encontrar microorganismos adaptados a las condiciones climaticas
del estado que puedan emplearse en el cultivo de tomate, logrando reducir el uso de fungicidas y

fertilizantes.

1.3 Hipotesis

Las bacterias aisladas de la rizosfera del arbusto Solanum hindsianum pueden actuar como PGPR en

plantas de tomate (Solanum lycopersicum).



1.4 Objetivo

1.4.1 Objetivo general

Aislar y caracterizar bacterias de la rizésfera del arbusto Solanum hindsianum que tengan actividad
antagonica contra Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici y/o capacidad de promover el crecimiento de

plantas de tomate

1.4.2 Objetivos especificos

1. Aislar, caracterizar y evaluar bacterias de la rizosfera de Solanum hindsianum que promuevan el

crecimiento de plantas de tomate.

2. Aislar, caracterizar y evaluar bacterias de la rizdsfera de Solanum hindsianum con actividad

antagonica hacia el patégeno de tomate Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Visidon general del trabajo

A partir de doce muestras de suelo se realizé el aislamiento de bacterias utilizando siete medios de cultivo.
Las cepas aisladas fueron sometidas a seis pruebas colorimétricas para determinar la produccion de acido
indol acético (AlA), siderdéforos, quitinasas, acido cianhidrico, asi como la capacidad de solubilizar fosforo
y potasio. Paralelamente se evalud la actividad antagonica de forma cualitativa y cuantitativa sobre
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (FOL) raza 1 y 2. Los aislados que presentaron al menos cuatro
resultados positivos en las pruebas colorimétricas o inhibicion con formacién de halo de inhibicion mayor
al 19 % y aquellas con inhibicidn invasiva con porcentajes mayores al 50 % y al menos 1 resultado positivo
en las pruebas colorimétricas fueron identificados molecularmente y sometidas a una segunda ronda de
caracterizacién para determinar la cantidad de AIA que producian, su capacidad para solubilizar zinc, fijar
nitrégeno, formar biofilm, actividad de la ACC-desaminasa y su efecto sobre la germinacion en semillas de
tomate. Para las cepas que mostraron inhibicion contra FOL se probd su actividad inhibitoria contra los
hongos fitopatégenos Fusarium solani, F. falciforme, Lasiodiplodia theobromae y Macrophomina

phaseolina.

A partir de los resultados de esta segunda ronda se seleccionaron aislados para llevar a cabo ensayos in
vivo en plantas de tomate de la variedad Bonny Best para evaluar su actividad en la promocion del
crecimiento y la actividad antagdnica sobre FOL raza 1y 2. En la Figura 1 se presenta un diagrama de los

pasos seguidos en este trabajo.
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Figura 1. Diagrama de actividades realizadas en la metodologia.
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2.2 Aislamiento de bacterias de muestras de suelo de rizdsfera

Se analizaron doce muestras de suelo colectado de la rizdsfera de S. hindsianum (Tabla 1), estas muestras
se obtuvieron en septiembre de 2016 (Torres-Chavez, 2018) y hasta el momento del aislamiento de las

bacterias en mayo de 2018, se mantuvieron almacenadas en bolsas herméticas a temperatura ambiente.

De cada una de las muestras se hicieron dos preparaciones en microtubos de 1.5 mL diluyendo 200.0 mg
de suelo en 500.0 pL de agua destilada estéril. Para aislar cepas de bacterias esporulantes, una de las
preparaciones fue expuesta a un tratamiento con calor a una temperatura de 80 °C por 15 minutos. De
cada muestra se obtuvieron 4 diluciones seriadas 1:10. Posteriormente de las diluciones 102, 103y 10 se
estriaron 100.0 pL en placas de Petri conteniendo seis diferentes medios de cultivo: ISP4, medio de avena,
YPD, medio Luria-Bertani, medio B de King y medio de Manitol-Soya (Anexo 1). Todos los medios fueron
suplementados con cicloheximida (1.0 pg/mL) para evitar el crecimiento fingico; mientras que, a los
medios de cultivo de avena, soya manitol e ISP4 se les adicioné acido nalidixico (1.0 pg/mL) para inhibir el

crecimiento de bacterias Gram negativas.

Las cajas de Petri fueron incubadas en oscuridad y colocadas en posicion invertida a 30 °C. El tiempo de
incubacién fue de dos a diez dias, revisando diariamente el crecimiento. Conforme surgieron colonias
aisladas en las placas, éstas se recuperaron en una nueva placa del mismo medio del cual fueron aisladas,
y se incubaron durante 48 horas a 30 °C. A partir del nuevo crecimiento de la colonia se hizo una
inoculacidon en medio liquido TY, el cual se incubd en agitacion constante durante 48 horas a 30 °Cy 110
rom. Para el resguardo de las cepas, se mezclaron 500.0 pL del cultivo con 500.0 pL de glicerol estéril al

70 % en tubos criogénicos que fueron almacenados a -20 °C.

Aquellas colonias cuyas caracteristicas sugerian que pertenecen a la clase Actinobacteria, se maceraron
con ayuda de un pistilo y se estriaron en una placa con el mismo medio del que se obtuvo la colonia. Las
placas se mantuvieron incubadas durante siete dias a 30 °C y posteriormente se colectaron las esporas.
Para ello, se colocaron 3.0 mL de agua destilada estéril en la superficie de cada placa, y enseguida se froté
sobre la superficie del medio con una almohadilla de algoddn de tal manera que las esporas se acumularon
en la base de la almohadilla. Posteriormente con ayuda de una micropipeta se obtuvo todo el liquido
absorbido por la almohadilla de algoddn. La suspensidn de esporas obtenida se colocé en tubos criogénicos
y fue centrifugada a 5000 rpm durante 5 minutos. De cada tubo se conservaron 500.0 pL del sobrenadante
donde se resuspendieron las esporas (Kieser et al., 2000). Finalmente se adicionaron 500.0 pL de glicerol

estéril al 70 % para una concentracion final de glicerol de 35 % y se almacenaron a -20 °C.



Tabla 1. Identificacién de los sitios de colecta de las muestras usadas en este trabajo.

Lugar de muestreo

Arroyo el Rosario

Ubicacion geografica

29°43'26.76"N, 114°43'6.35"W

Cédigo de
identificacion
M1

Laguna escondida 29°20'49.09"N, 114°25'10.06"W M2
Llano de San Julian 29° 0'48.35"N, 113°51'50.15"W M3
San Andrés 28°44'21.59"N, 114° 6'38.12"W M4
Miramar 28° 8'55.00"N, 113°36'24.62"W M5
Costareiia (San Felipe) 30°37'26.62"N, 114°43'23.45"W M6
Valle de Santa Ana 29°3'33.12"N, 114° 9'16.81"W M7
Lavas (San Lino) 27°20'11.47"N, 112°57'37.69"W M8
Santa Agueda (suelo de adobe = 27°15'16.31"N, 112°19'12.29"W M9
arrollo San Luis)

Vizcaino 27°40'34.68"N, 113°24'6.41"W M10

Salorio 28°57'55.26"N, 113°41'21.12"W M11

Cocos 29°30'55.80"N, 114°17'47.29"W M12

2.3 Evaluacion in vitro de las caracteristicas de promocidon de crecimiento vegetal

de las bacterias aisladas

El potencial de las cepas de promover el crecimiento vegetal se analizé indirectamente sometiendo a las
bacterias aisladas a seis pruebas colorimétricas para evaluar cualitativamente la produccién de acido indol

acético, quitinasas, sideréforos, acido cianhidrico (HCN) y la solubilizacién de fésforo y potasio.

2.3.1 Preparacion de inéculos

A partir de los resguardos en glicerol, todas las cepas fueron inoculadas en medio liquido TY, en placas de
96 pocillos de fondo cénico. En cada pozo se colocaron 1.5 mL de medio y 3.0 pL de indculo bacteriano.
Los cultivos se mantuvieron en agitacidon constante durante 48 horas a 30 °C y 100 rpm. Cada prueba
colorimétrica se implementd en microplacas de 96 cavidades. Para las pruebas en las que el medio fue
sélido se colocaron 300.0 plL de medio por cavidad y cuando el medio de la prueba fue liquido se agregaron

200.0 pl. La inoculacién de las bacterias se realizé utilizando una réplica metalica de 48 puntas.
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2.3.2 Produccion de acido indol acético

Todas las bacterias se inocularon en medio liquido TY suplementado con 500.0 pg/mL de triptéfano
(Ahmad et al., 2008), el cultivo se mantuvo en agitacidén constante durante 48 horas a una temperatura
de 30 °Cy 110 rpm. Transcurrido el tiempo de incubacion se adicionaron 100.0 plL por pozo del reactivo
Salkovsky (1.0 mL FeCls (0.5M), 30.0 mL H,SO4 en 30.0 mL de agua destilada) (Gordon y Weber, 1951). El

cambio de coloracién en el medio a rosa indicé la produccidn de acido indol acético en la muestra.

2.3.3 Produccidn de quitinasas

Inicialmente se preparé la quitina coloidal, para ello 10.0 g de hojuelas de quitina se agregaron a 120.0 mL
de HCl concentrado, esta suspensiéon se mantuvo en agitacién constante durante 12 horas a 4 °C.
Transcurrido este tiempo la suspension se filtrd, la quitina recuperada fue suspendida en 2.0 L de etanol
al 95 % y se mantuvo en agitacidon constante a 4 °C por 12 horas. Posteriormente, la suspension se
centrifugd a 6000 rpm durante 20 minutos. En seguida el sobrenadante fue descartado y el sedimento
obtenido se lavé usando agua destilada y nuevamente centrifugando a 6000 rpm durante 20 minutos. El
proceso de lavado se llevd a cabo en cuatro ocasiones. Una vez eliminado el olor a etanol, la quitina se
colocé en tubos falcon de 50.0 mL y se mantuvo en un desecador hasta que se evapord el agua, después
se almacend a -20 °C hasta el momento en que el medio fue preparado (Roberts y Selitrennikoff, 1988;

Serrano-Gémez, 2014).

Para la evaluacién de la produccién de quitinasas, el medio que se utilizé fue el propuesto por Agrawal y
Koyasthane (2012), el cual requiere para su preparacién por cada litro, 4.5 g de quitina coloidal, 0.3 g de
sulfato de magnesio (MgSQ0,. 7H,0), 3.0 g de sulfato de amonio (NH4(SO4)), 2.0 g de fosfato monobasico
(KH2PO4), 1.0 g de acido citrico, 15.0 g de agar Difco, 0.15 g de purpura de bromocresol y 0.2 g de Tween-
80. Antes de aforar el medio de cultivo con agua destilada estéril a 1.0 L se ajusté el pH a 4.7. Enseguida
se esterilizé a 15 Ib de presion y 120 °C durante 15 minutos. Después de inocular las bacterias, las placas
se incubaron durante 48 horas a 30 ° C. Las cepas que cambiaron la coloracién del medio de amarillo a

violeta se consideraron positivas para la actividad de produccién de quitinasas.
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2.3.4 Produccion de sideroforos

Para la determinacion de la produccién de sideréforos se utilizé el medio CAS-Agar (Schwyn y Neilands,
1987). La preparacion del medio se realizd a partir de dos soluciones Ay B. La solucién A se prepard con
60.5 mg de Cromo Azurol S (CAS), 1.0 mM FeCls: 6 H,0 en 10.0 mL de 10.0 mM HCI, 72.9 mg de HDTMA
(Bromuro de hexadeciltrimetilamonio). El CAS se disolvié en 50.0 mL de agua destilada, posteriormente se
agregaron los 10.0 mL de la solucidn férrica, en seguida se adicion6 el HDTMA vy finalmente se ajusto la
solucién con agua destilada a un volumen de 100.0 mL. La solucién B fue el medio MM9 (1 % de glucosa,
0.5 gde NaCl, 0.3 g de KH2PO4, 0.1 NH4Cl, 5.0 g de Soytona, 30.0 g de MES; una vez ajustado el pH ajustado

a 6.8, aforar a 1.0 Ly agregar 15.0 g de agar).

Las soluciones se esterilizaron por separado a 15 Ib de presion y 120 °C durante 15 minutos.
Posteriormente se dejaron enfriar hasta que alcanzaron una temperatura igual o menor a 50 °C, enseguida
se mezclaron 10.0 mL de la solucidn A (solucién CAS) por cada 100.0 mL de la solucién B para el volumen
total de medio CAS-agar.Una vez que se realizd la inoculacién de las bacterias en el medio, las placas fueron
incubadas durante 96 horas a 30 °C. El cambio de coloracién en el medio de cultivo de azul a amarillo

indico resultado positivo en la produccién de siderdforos.

2.3.5 Produccion de acido cianhidrico (HCN)

En esta prueba se utilizé el medio sélido TY, el cual se preparé empleando 6.0 g de triptona, 3.0 g de
extracto de levadura, 0.38 g de cloruro de clacio y 15.0 g de agar; los reactivos se disolvieron en 1L de agua
y el medio se esterilizé a 15 Ib de presién y 120 °C por 15 minutos. Después de inocular las bacterias, la
placa se cubrié con papel filtro humedecido con una solucién de 0.5 % de carbonato de sodio en 0.5 % de
acido picrico (Lorck, 1948; Ahmad et al., 2008). Posteriormente las placas se sellaron con parafilm y se
incubaron durante 48 horas a 30 ° C. El cambio del papel filtro a color naranja o rojo indicé un resultado

positivo.
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2.3.6 Solubilizacion de fosforo

Para determinar la actividad de solubilizacidon de fésforo se empled el medio Pikovskaya suplementado
con purpura de bromocresol (Pikovskaya, 1948, Corrales-Ramirez et al., 2014). En la preparacion del medio
de cultivo se emplearon: 5.0 g de extracto de levadura, 10.0 g de glucosa, 5.0 g de fosfato de calcio
tricalcico (Cas(P0O4)), 0.5 g de sulfato de amonio ((NH4); SO4), 0.2 g de cloruro de potasio (KCl), 0.1 g de
sulfato de magnesio (MgS0,), 0.0001 g de sulfato de manganeso (MnSQ,), 0.0001 g de sulfato de hierro
(FeSQ4), 0.01 g de purpura de bromocresol. Estos reactivos fueron disueltos en 500 mL de agua destilada,
una vez ajustado el pH de la solucidn a 7.2, se agregaron 15.0 g de agar, en seguida el medio se aforé a

1.0 Ly se esterilizd a 15 Ib de presidon y 120 °C durante 15 minutos.

Una vez inoculadas las bacterias, las placas se incubaron en oscuridad durante 72 horas a 30 °C. El cambio
de coloracion del medio de cultivo de morado a amarillo indicd resultado positivo para la solubilizacion de

fosforo.

2.3.7 Solubilizacion de potasio

Para evaluar la capacidad de solubilizaciéon de potasio de las bacterias se empled el medio Pikovskaya
modificado (Modificado de Veldzquez-Gurrola y Ramos-Alegria, 2015). El medio se prepard con: 5.0 g de
extracto de levadura, 10.0 g de glucosa, 5.0 g de nitrato de potasio (KNOs), 0.5 g de sulfato de amonio
((NH4)2 SQ4), 0.2 g de cloruro de potasio (KCI), 0.1 g de sulfato de magnesio (MgSQ,), 0.0001 g de sulfato
de manganeso (MnS0Q,), 0.0001 g de sulfato de hierro (FeSO4), 0.002 g de verde de bromocresol. Estos
reactivos se disolvieron en 500.0 mL de agua destilada, una vez ajustado el pH de la solucion a 7.2, el medio
se aford a 1.0 L con agua destilada, se agregaron 15.0 g de agar y se esterilizd a 15 Ib de presion y 120 °C

durante 15 minutos.

Después de realizar la inoculacion de las bacterias las placas se incubaron durante 72 horas a 30 °C. El
cambio de coloracion en el medio de azul a amarillo indicé resultado positivo para la solubilizacién de

potasio.
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2.4 Evaluacion in vitro de la actividad antagdnica de las bacterias aisladas

Este ensayo se realizo en placas de Petri con medio sdlido PDA casero (Anexo 1). En su mayoria todas las
cepas aisladas fueron inoculadas a partir de cultivos en glicerol, en medio liquido TY. Los cultivos fueron
incubados en agitacién constante durante 48 horas a 30 °C y 110 rpm; mientras que para las
Actinobacterias el indculo se obtuvo a partir del cultivo de esporas en medio sélido. Para la obtencién del
inéculo de F. oxysporum f.s. lycopersici (FOL) raza 1, se coloco un disco de micelio de 5.0 mm de didametro

en medio sélido PDA casero, y se incubé durante siete dias a 25°C.

Por cada placa se evaluaron cuatro cepas de bacterias diferentes, las cuales se localizaron en los extremos
opuestos de la placa. En el centro de la placa se colocé un disco de micelio de 5.0 mm del hongo FOL, una
vez que el cultivo alcanzé 1.0 cm de crecimiento se colocaron 5.0 uL del cultivo liquido de cada aislado.
Como control se inoculd el hongo en una placa sin bacterias. Se realizd sdlo una repeticién para cada
bacteria. Las placas se incubaron durante cinco dias a 25 °C. La formacion de un halo de inhibicion o la
reduccion del crecimiento del hongo por invasion del crecimiento bacteriano indicé un resultado positivo

de la capacidad antagonica.

Las bacterias con estas caracteristicas fueron seleccionadas para realizar un ensayo cuantitativo de
inhibicidn contra F. oxysporum f.s. lycopersici raza 1, en el cual las bacterias se evaluaron de forma
individual en ensayos duales con tres repeticiones por aislado; el medio utilizado fue PDA casero.
Inicialmente en las placas se colocé un disco de micelio de 5.0 mm del hongo en un extremo de la placay
se dejo incubar a 25 °C hasta que alcanzé 1.0 cm de didmetro de crecimiento, posteriormente se colocaron
5.0 pL del cultivo de la bacteria en el extremo opuesto del hongo a una distancia de 6.0 cm. Las placas se
incubaron durante ocho dias, después se calculé el porcentaje de inhibicién del crecimiento del micelio

usando la formula reportada por Jeyaseelan et al., (2012):

(Porcentaje de inhibicion = Rty 100) (1)
r

donde R es el radio del crecimiento del hongo del control, y r corresponde al radio del crecimiento del

hongo en presencia de la bacteria.
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2.4.1 Cuantificacion de la actividad antagdnica contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

razaly?2

Para evaluar la actividad antagdnica contra F. oxysporum f.s. lycopersici (FOL) raza 1 y raza 2 se
seleccionaron los aislados con actividad antagdnica contra FOL raza 1, de acuerdo a sus porcentajes de
inhibicidn. Para aquellas bacterias con inhibicidn invasiva se eligieron las que obtuvieron porcentajes de
inhibicién mayores a 50 %, mientras que para las bacterias con la capacidad de formar halos de inhibicion

fueron seleccionadas las que mostraron al menos un 19 % de inhibicién.

La evaluacién se llevé a cabo en ensayos duales, similares a los realizados en la evaluacion contra FOL raza
1. Ambas razas de FOL fueron obtenidas de la coleccién de aislados de Armenta-Lépez (2013) resguardadas
en el laboratorio de fitopatologia del CICESE. Elindculo bacteriano se ajusté a una concentracion de 1x10°
UFC, a partir de un cultivo en medio liquido TY que inicié a una densidad dptica de 0.05 (620 nm) y que
fue incubado durante 48 horas a 30 °C y 110 rpm. Para las Actinobacterias se colectaron esporas de un
cultivo de 7 dias, mientras que el inéculo de ambas cepas del hongo se tomé de un cultivo en PDA incubado

durante 5 dias a 25 °C.

Los ensayos duales se llevaron a cabo evaluando las cepas de bacterias seleccionadas contra cada una de
las razas de FOL, en placas de Petri con medio PDA casero. Inicialmente en las placas se colocd el disco de
micelio de 5.0 mm de FOL en un extremo de la placa y se incubé a 25 °C hasta que alcanzé 1 cm de
didametro de crecimiento, posteriormente se inocularon 5.0 uL del cultivo de la bacteria en el extremo
opuesto del hongo a una distancia de 6.0 cm. Las placas fueron incubadas durante un periodo de ocho dias
para la raza 1 y diez dias para la raza 2, posteriormente se calculd el porcentaje de inhibicidén del
crecimiento del micelio usando la férmula reportada por Jeyaseelan et al., (2012) mostrada en la seccidn

anterior.

2.5 Seleccion de aislados bacterianos

La seleccién de bacterias por su potencial de promocidn del crecimiento se hizo considerando los aislados
gue mostraron resultado positivo en cuatro o mas de las pruebas colorimétricas realizadas. Para bacterias
con actividad antagdnica, se eligieron aquellas que tuvieron un porcentaje de inhibicion contra FOL raza 1

y 2 mayor al 20 % para las que forman un halo de inhibicién y superior al 50 % para aquellas que
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presentaron inhibicién invasiva, asi como al menos un resultado positivo en las pruebas colorimétricas
evaluadas. Solamente las bacterias que cumplieron con los pardmetros de seleccion establecidos fueron

identificadas molecularmente.

2.6 Identificacion molecular de aislados bacterianos

La identificacidn de las cepas se realizd a través de la secuenciacion de los genes del 16S rRNA. Se purificd
DNA gendmico de cada una de las cepas seleccionada usando el kit Gentra Puregen (Qiagen), siguiendo
las instrucciones del fabricante, y se amplificd el gen 16S rRNA por PCR usando los primers 27F (5 -
AGAGTTTGA TCMTGGCTCAG-3) (Lane, 1991) y 1492R (5 TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3) (Turner et al.,
1999).

Cada reaccion de PCR se llevé a cabo en un volumen total de 25.0 uL, conteniendo 1.0 uL de DNA gendmico
(~10.0 ng), 2.5 L de Taqg Buffer 10 X, 0.5 pL de una mezcla de dNTPs (10.0 mM), 0.5 uL del Primer 27F
(10.0 uM), 0.5 pL del Primer 1492R (10.0 uM), 0.2 pL de Tag DNA polimerasa (1.25 U/uL), (Thermo Fisher)
y 19.8 plL de agua destilada. La amplificacidn se llevd a cabo en un termociclador Bio-Rad T-100, bajo las
siguientes condiciones: un paso de desnaturalizacion inicial de 95 °C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos

de 95 °C por 30 segundos, 48 °C por 30 segundos, 72 °C por 1 minuto y un ciclo final 72 °C por 10 minutos.

Los productos de PCR se verificaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1 %. Los que mostraron
el tamafio de alrededor de 1500 pares de bases y la calidad esperada (sin la presencia de productos
inespecificos) fueron purificados usando el Kit Wizard SV Gel and PCR Cleaning Up System (Promega, USA)
siguiendo la metodologia indicada por el fabricante. Los productos purificados se secuenciaron por el
método de Sanger (Sanger et al., 1965) (Eton Biocience, Inc). Las secuencias obtenidas fueron comparadas

usando Blastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) con la base de datos de nucleétidos de GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov).
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2.7 Caracterizacion de aislados seleccionados

Todos los aislados seleccionados, tanto por sus caracteristicas de promocion de crecimiento (doce
aislados) y actividad antagdnica (ocho aislados), fueron evaluados para cuantificar la produccion de acido
indol acético, determinar la capacidad de formar biofilm, fijar nitrogeno, solubilizar zinc y la actividad de
la ACC-desaminasa. Ademas, aquellos seleccionados por su actividad antagdnica fueron evaluados contra

otros hongos fitopatdgenos.

2.7.1 Preparacion de indculo

De cada aislado evaluado, el indculo utilizado para cuantificar la producciéon de acido indol acético y
produccién de biofilm se obtuvo inoculando las cepas en medio liquido TY, éstas se incubaron por dos dias
en agitacion constante a 30 °Cy 110 rpm. A partir de este cultivo primario se prepard un nuevo cultivo a

una densidad dptica inicial de 0.05 (620 nm), el cual se dejé 48 horas en agitacion a 30 °Cy 110 rpm.

Para las pruebas de fijacién de nitrégeno, solubilizacién de zinc y actividad de la ACC-desaminasa el cultivo
se obtuvo de la misma forma, adicionalmente cada indculo fue centrifugado a 5000 rpm durante 5
minutos, descartando el sobrenadante y realizando dos lavados usando una solucidn Tris al 10.0 mM,
posteriormente las células fueron suspendidas en 1.0 mL de esta solucidn. En todas las pruebas el inéculo
de los aislados pertenecientes al grupo de las Actinobacterias se obtuvo de esporas en glicerol las cuales

se colectaron de un cultivo en medio sélido con diez dias de crecimiento.

2.7.2 Cuantificacion de la produccion de acido indol acetico

Cada cepa se inoculé por triplicado a una concentracién de 1x10° UFC en medio liquido TY suplementado
con 500.0 pg/mL de triptéfano (Ahmad et al., 2008). Este cultivo se mantuvo en agitaciéon constante
durante 48 horas a una temperatura de 30 °Cy 110 rpm. Transcurrido el tiempo de incubacidn, el cultivo
fue centrifugado a 10,000 rpm durante 3 minutos y del sobrenadante se colocaron 200.0 puL en microplacas
de 96 cavidades, posteriormente en cada cavidad se adicionaron 100.0 pL del reactivo Salkovsky (Gordon

y Weber, 1951). Para el desarrollo de la curva de calibracion las concentraciones de AIA empleadas fueron
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ajustadas a 100.0, 50.0, 20.0, 10.0 y 5.0 mg/mL, la densidad éptica fue medida a 540 nm usando un lector

de placas Multiskan Sky de ThermoFisher y el software Thermo Scientific Skanlt PC.

2.7.3 Formacion de biofilm

Este ensayo se realizd en microplacas de poliestireno de 96 cavidades, a cada cavidad se le afiadieron
300.0 pL de cultivo bacteriano, en medio TY, a una concentracidon de 1x10° UFC, y cada aislado se inoculd
por triplicado. Las placas se incubaron a 30 °C y 50 rpm durante 48 horas. Cumplido el tiempo de
incubacién se adicionaron 75.0 uL de cristal violeta al 10 %, dejando reposar por 15 minutos,
posteriormente se realizaron tres lavados con agua destilada. La formacién de un anillo tefiido de violeta

indico la formacion de biofilm (O'Toole et al., 1999; Hamon y Lazazzera, 2012).

2.7.4 Fijacion de nitrogeno

Para determinar la fijacion de nitrégeno de las bacterias se empled el medio propuesto por Baldani et al.,
(2014), éste se prepard a partir de dos soluciones Ay B. La solucidon A compuesta por 5.0 g de acido malico,
0.5 g de fosfato dipotasico (K;HPO4), 0.5 g de sulfato de hierro (FeSQ,), 0.010 g de sulfato de manganeso
(MnSQ,), 0.2 g de sulfato de magnesio (MgSQ.), 0.1 g de cloruro de sodio (NaCl), 0.002 g de molibdato de
sodio (NazMoQy,), 0.02 g de cloruro de calcio (CaCl,), 0.002 g de azul de bromotimol y 1.75 g de agar; estos
reactivos fueron disueltos en 950.0 mL de agua destilada. La solucidn B se preparé adicionando 4.0 g de
hidréxido de potasio (KOH) en 50.0 mL de agua destilada. Ambas soluciones se esterilizaron por separado
a 15 Ib de presién y 120 °C durante 15 minutos. Posteriormente se dejaron enfriar hasta que alcanzaron
una temperatura entre los 45 °Cy 50 °Cy enseguida se mezclaron. Como control positivo para esta prueba

se empled el mismo medio suplementado con cloruro de amonio (2.5 g/L) como fuente de nitrégeno.

El medio de cultivo se colocd en placas de Petri de 10 cm y cada aislado se inoculé por triplicado
adicionando 10.0 pL del cultivo, las placas permanecieron incubadas durante ocho dias a 30 °C, el resultado

positivo se observd por un cambio en la coloracion del medio de amarillo a verde.
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2.7.5 Solubilizacion de zinc

En esta prueba se utilizé el medio Pikovskaya suplementado con dxido de zinc (ZnO). El medio se prepard
a partir de 10.0 g de glucosa, 5.0 g de extracto de levadura, 0.5 g de sulfato de amonio (NH4)2 SO4), 0.02 g
de cloruro de potsio (KCl), 0.1 g de sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO, - 7H,0), 0.0001 g de sulfato
de manganeso (MnS0Q,), 0.0001 g de sulfato de hierro (FeS0.), 12.0 g de éxido de zinc (ZnO) y 0.25 g de
azul de bromotimol (0.025 %). Antes de aforar a un litro se ajusté a pH 7.0, posteriormente el medio fue

esterilizado a 120 °Cy 15 Lb de presién por 15 minutos (Tagele et al., 2019; Komal y Kalavati, 2018).

Se colocaron 200.0 pL del medio en cada pozo de una microplaca de 96 cavidades, cada aislado se inoculé
por triplicado adicionando 2.0 pL de inéculo por cavidad. Las microplacas fueron incubadas a 30 °C durante
48 horas, el cambio en la coloraciéon del medio de azul a amarillo indicé resultado positivo (Komal y

Kalavati, 2018).

2.7.6 Actividad de ACC (1-aminociclopropano-1-acido carboxilico) desaminasa

Para esta prueba se utilizd el medio minimo DF (Dworkin y Foster, 1958) el cual requiere para su
preparacion 4.0 g de KH,PO,, 6.0 g de Na;HPO4, 0.2 g de MgSO, - 7H,0, 2.0 g de glucosa, 2.0 g de acido
glucénico, 2.0 g de acido citrico, 1.0 mL de solucion de elementos traza (1.0 mg FeSO, - 7H,0, 10.0 mg
HsB03, 11.19 mg MnSQO;, - H,0, 124.6 mg de ZnS04-7H,0, 78.22 mg CuSO,4-5H,0 y 10.0 mg Mo0s). Antes de
aforar el medio de cultivo a 1.0 L se ajusto el pH a 7.2 y enseguida se esterilizd a 15 Lb de presiéony 120 °C
durante 15 minutos. Una vez estéril, el medio se dejé enfriar hasta que alcanzé una temperatura igual o
menor 50 °C, enseguida se adicionaron 300.0 plL de una solucién 0.5 M de ACC la cual se disolvié en agua
y se esterilizd por filtracion usando un filtro de jeringa de 0.2 mm (Penrose y Glick, 2003). En esta prueba,
como control positivo se utilizé el medio DF suplementado con (NH4)> SO4(2.0 g/L) y como control negativo

el mismo medio DF (Penrose y Glick, 2003).

El ensayo se llevod a cabo en placas de Petri de 8 cm de didmetro, en los diferentes medios se inocularon
10.0 pL de cada cultivo bacteriano, por placa se inocularon los 21 aislados y 10.0 pL de la solucién Tris 10
mM (como control), el ensayo se realizd por duplicado. Las placas fueron incubadas durante cuatro dias a
30 °C. El crecimiento uniforme de los aislados sobre en el medio DF suplementado con ACC se considerd

resultado positivo (Govindasamy et al., 2009).
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2.7.7 Evaluacién de actividad antagénica

Los aislados bacterianos seleccionados por su actividad antagdnica fueron evaluados bajo condiciones in

vitro contra Lasiodiplodia theobromae, Macrophomina phaseolina, Fusarium solaniy F. falciforme.

Cada bacteria se evalué de forma individual en ensayos duales contra cada fitopatdgeno en PDA casero.
El indculo bacteriano se obtuvo siguiendo el mismo procedimiento que en ensayos anteriores donde se
cuantificé la capacidad antagdnica, ajustando a una concentracién de 1x10° UFC. Los fitopatdgenos se

obtuvieron de la colecciéon de aislados del Laboratorio de Fitopatologia del CICESE.

En cada ensayo se inocularon 5.0 pL del cultivo de la bacteria y en el extremo opuesto, a una distancia de
6 cm, se colocd un disco de micelio de 5.0 mm del hongo. En la evaluacidn contra M. phaseolina y L.
theobromae ambos microorganismos se inocularon al mismo tiempo y fueron incubados a 30 °C durante
cinco dias. En el caso de F. solani y F. falciforme, primero se colocé el disco de micelio del hongo y se dejo
incubando a 25 °C hasta que el hongo alcanzara 1.0 cm de didmetro de crecimiento. Finalmente se inoculd

la bacteria y se dejd en incubacién por 10 dias a 25 °C.

Concluido el tiempo de incubacién se calculd el porcentaje de inhibicion del crecimiento del micelio

usando la formula reportada por Jeyaseelan et al., (2012) mostrada anteriormente.

2.8 Evaluacion in vitro del efecto de los aislados bacterianos seleccionados sobre

la germinacion de semillas de tomate (S. lycopersicum L.)

Para este ensayo se evalud el efecto de los aislados con caracteristicas de potencial promocion de
crecimiento y con actividad antagdnica en experimentos separados. En cada uno se utilizaron semillas de
tomate var. Bonny Best las cuales fueron esterilizadas superficialmente (Goudjal et al., 2016). Enseguida
diez semillas se sumergieron en dos mililitros de suspension bacteriana ajustada a una concentracion de
1x10°8 UFC durante 60 minutos. Posteriormente se colocaron cinco semillas en placas de Petri de 150 mm
x 15 mm con agar agua al 0.8 %. Las placas se colocaron en posicién semivertical y se incubaron durante
dos dias a 25 °C en oscuridad. Transcurrido este tiempo se incubaron con un fotoperiodo de 18 horas de
luz y seis de oscuridad a ~25 °C durante diez dias (Sachdev et al., 2009; Udin Rashed et al., 2016). Al final

del ensayo se evalud el porcentaje de germinacién de la semilla, asi como la longitud de tallo y raiz de la
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plantula. Con los datos obtenidos se llevé a cabo un analisis ANOVA y una comparacién multiple de medias

por el método de Tukey con un intervalo de confianza de 95 % usando el programa Statistica 8.0.

2.9 Ensayos in vivo

2.9.1 Manejo de plantas para ensayos in vivo

Estos ensayos se hicieron con plantas de tomate, las cuales se mantuvieron en el invernadero de
Fitopatologia del CICESE. Para obtener las plantulas se emplearon semillas de tomate variedad Bonny Best.
Los riegos se realizaron de forma manual inicialmente cada tercer dia y conforme fueron creciendo las
plantas se regaron diariamente. Ademas, se llevaron a cabo monitoreos diarios de la demanda hidrica
influenciada por el efecto de la radiacién solar, temperatura y evapotranspiracion de la planta, y cuando

fue necesario se incrementé la cantidad de agua aplicada.

Al inicio de los ensayos los riegos se realizaron con agua, a partir de la cuarta semana de haber comenzado
el experimento, se fertilizd en cada riego aplicando 100 mL de una solucién de triple 17 (0.5 g/L), la cual

contiene 17 % de nitégeno, 17 % fdésforoy 17 % potasio.

2.9.2 Evaluacion de la promocidn del crecimiento de los aislados seleccionados

La capacidad de promocion del crecimiento vegetal de las bacterias se evalué en plantas tomate de la
variedad Bonny best. Considerando los resultados del total de las pruebas in vitro que se llevaron a cabo
fueron seleccionadas los aislados rbES015, rbES061, rbESQ75, rbES87, rbES90 y rbES098 para evaluarse.
Los controles negativos fueron: el biofungicida comercial Bacillioss (Bacillus subtillis) de la compafiia
Bioamin S.A. de C.V y agua destilada estéril. El indculo de las bacterias seleccionadas se obtuvo siguiendo

la misma metodologia que en los ensayos duales in vitro.

Las plantas se obtuvieron a partir de la germinacién de semillas en charolas de plastico de 72 cavidades

usando sustrato Cosmopeat ©. Se emplearon plantas con 30 dias de nacidas, las cuales tuvieron una altura
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promedio de 5.8 cm y mostraban la aparicion de una hoja verdadera. La inoculacidn se realizé a las raices

de las plantas.

El inéculo de las bacterias seleccionadas se obtuvo de la misma forma que en los ensayos anteriores
(capitulo 2, seccion 2.4.1), a partir de este cultivo se prepararon 50.0 mL de indculo ajustado a una
concentracién de 1x10% UFC, en esta solucién fueron inmersas las raices de cada planta, en seguida se
realizé el trasplante a macetas de pldstico de 6”, las cuales fueron llenadas con sustrato Cosmopeat ©
estéril. Ocho dias después se realizé una segunda inoculacidn, por planta se aplicaron 20.0 mL de inéculo

ajustado a una concentracién de 1x10° UFC.

Para este ensayo se empled un disefio experimental completamente al azar, con cinco repeticiones por
tratamiento. La evaluacidn de las plantas se realizé 50 dias después del trasplante. Las variables evaluadas
fueron: altura de la planta (cm), longitud de la raiz (cm), nimero de hojas, didmetro de tallo (cm), peso

fresco y peso seco de dosel y raiz (g).

2.9.3 Evaluacién de la actividad antagdnica de los aislados seleccionados contra F. oxysporum
f. sp. lycopersicirazaly 2

De los ocho aislados con actividad antagénica fueron seleccionadas cinco cepas (rbES158, rbES182,
rbES245, rbES262 y rbES331) a partir de los resultados de las pruebas in vitro relizadas, para evaluar su
efecto contra F. oxysporum f. sp. lycopersici razas 1y 2 en plantas de tomate de la variedad Bonny Best.
Como control positivo se uso el biofungicida comercial Bacillios (Bacillus subtillis) de la compafiia Bioamin
S.A. de C.V. y como control negativo agua destilada estéril. En total se evaluaron 14 tratamientos: cada
aislado de manera individual, la interaccién de cada aislado bacteriano con los hongos fitopatégenos, el
control positivo con y sin el indculo de los hongos y un control negativo (inoculado con agua destilada
estéril). El inéculo de las bacterias seleccionadas se obtuvo siguiendo la misma metodologia que en los
ensayos duales in vitro (Capitulo 2, seccién 2.4.1); mientras que el inéculo de cada hongo se obtuvo de un
cultivo en semillas de sorgo (20.0 g) con vermiculita (5.0 g) con 10 dias incubacién a 30 °C (Modificado de

Srivastava et al., 2010).

Se emplearon plantas con 25 dias de nacidas, las cuales tuvieron una altura promedio de 5.2 cm y

mostraban la aparicion de una hoja verdadera.
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La obtencidn de las plantas, el inéculo bacteriano, la inoculacidn inicial y la segunda inoculacién se llevaron
a cabo de la misma forma que en el ensayo donde se evalud el efecto de aislados bacterianos en la
promocién del crecimiento en plantulas de tomate (Capitulo 2, seccidén 2.9.2). Diez dias después de la
segunda inoculacién de los aislados bacterianos se realizé la inoculacidn de los hongos fitopatdgenos. Cada
planta fue inoculada con 0.5 g del cultivo del hongo en las semillas de sorgo de cada una de las razas
(concentracién de ~1x10° UFC de la raza 1y 2). El indculo de los hongos se mezcld, posteriormente se
aplicd en tres perforaciones en el sustrato cerca del tallo. El disefio experimental empleado fue
completamente al azar, con seis repeticiones por tratamiento, la evaluacion se realizé 60 dias después de

la siembra.

Las variables evaluadas fueron: altura de la planta (cm), longitud de la raiz (cm), numero de hojas,
diametro de tallo (cm), peso fresco y peso seco de biomasa aérea y raiz (g). Adicionalmente se identifico
la presencia de sintomas de la enfermedad como pudricion de la raiz, dafio por necrosis en tejido vascular

y amarillamiento de hojas.

Posteriormente, de todas las plantas infectadas con los patdgenos se realizo el aislamiento de ambas razas
del hongo a partir de tejido de la corona de la planta y raices con ligera necrosis. Mientras que cada aislado
bacteriano se recuperd de raices sin lesidn. Para ello el tejido se esterilizd por flameado y se inoculd en
medio PDA casero. Las placas se incubaron a 25 °C hasta observar el crecimiento para recuperar los
microorganismos. Los hongos patdgenos se identicaron de acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas de
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. Mientras, que las cepas bacterianas se identificaron de acuerdo a las

caracteristicas morfoldgicas del género de cada indculo.

2.9.4 Analisis estadistico

Con los resultados obtenidos de los ensayos in vivo de cada variable (altura, diametro de tallo, peso fresco
y peso seco) se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y posteriormente una comparacion multiple de

medias por el método de Tukey (p<0.05) utilizando el paquete Statistica 8.0.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Aislamiento de bacterias de muestras de suelo de la rizosfera del arbusto

Solanum hindsianum

Se analizaron muestras de suelo colectado de la rizdsfera de S. hindsianum distribuidas en 12 sitios en los

estados de Baja California y Baja California Sur (Figura 2).

En total se obtuvieron 343 aislados bacterianos (Tabla 2), la mayor cantidad en la muestra M-10 (20.40%)
colectada en la localidad de Vizcaino en Baja California Sur; mientras que en las muestras M-2 (3.79%) y

M-3 (4.37%) se obtuvieron el menor nimero de aislados.
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Figura 2. Distribucién de los sitios de muestreo.
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Tabla 2. Aislados obtenidos de las doce muestras de suelo colectados de la rizésfera del arbusto S. hindsianum.

Numero de
Muestra Sitio de muestreo aislados

obtenidos

M-1 Arroyo el Rosario 19

M-2 Laguna escondida 13

M-3 Llano de San Julian 15

M-4 San Andrés 23

M-5 Miramar 19

M-6 Costareiia (San Felipe) | 12

mM-7 Valle de Santa Ana 22

M-8 Lavas (San Lino) 23

M-9 Santa Agueda 58

M-10 Vizcaino 70

M-11 Salorio 40

Mi12 Cocos 29

Total de aislados 343

3.2 Evaluacion in vitro de las caracteristicas de promocion de crecimiento vegetal

de las bacterias aisladas

En las seis pruebas colorimétricas realizadas, el nimero de aislados que mostré resultado positivo fue
diferente (Figura 3, Tabla 3); se obtuvieron 134 aislados con produccién de AlA, 36 con produccién de
quitinasas, 31 producen siderdforos, 30 producen HCN, 85 solubilizan potasio y 228 solubilizan fésforo. El

mayor nimero de aislados con resultados positivos provino de la muestra M-10.

Tabla 3. Resultados positivos por muestra de las seis pruebas colorimétricas realizadas.

Muestra Produccion Solubilizacion
AIA Qui Sid HCN K P

M-1 13 1 6 0 5 14
M-2 8 3 4 0 7 3
M-3 7 2 0 0 1 11
M-4 13 4 4 4 9 19
M-5 11 |4 5 6 10 6
M-6 9 2 2 0 z g
M-7 17 |8 5 4 10 1
M-8 9 3 0 5 2 T
M-9 18 7 0 ) 6 a1
M-10 20 |6 5 6 12 m
M-11 6 0 0 3 6 17
M12 3 0 0 0 3 1
Total 134 |36 31 30 85 28

AlA: Acido indol acético, Qui: quitinasas, Sid: sideréforos, HCN: dcido cianhidrico
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Figura 3. Ejemplos de resultados obtenidos de las seis pruebas colorimétricas realizadas.
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3.3 Evaluaciodn in vitro de la actividad antagonica de las bacterias

Al evaluar cualitativamente la actividad antagdnica de los 343 aislados obtenidos sobre Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, 44 mostraron tener actividad (Figura 4), de estos, 34 mostraron antagonismo
por competencia y nueve antagonismo por formacién de halo de inhibicidon. En la muestra M-11 se
concentrd el mayor nimero de resultados positivos (Tabla 4). La cuantificacion del porcentaje de inhibicidn
mediante ensayos duales de los 44 aislados con actividad antagdnica contra FOL raza 1 indicd porcentajes

entre 5.02 % hasta 69.83 % (Tabla 5).

De los 43 aislados, fueron seleccionadas 15 cepas cuyos porcentajes de inhibicién fueron mayores a 50 %
en el caso de inhibicion invasiva (12 aislados) y superiores a 19 % para aquellos con formacion de halo de
inhibicidn (tres aislados). Las cepas seleccionadas bajo estos criterios para evaluarse contra F. oxysporum
f. sp. lycopersici (FOL) raza 1y 2 fueron: rbES158, rbES164, rbES182, rbES201, rbES232, rbES235, rbES245,
rbES253, rbES254, rbES256, rbES262, rbES269, rbES280, rbES285, rbES331.

Figura 4. Ejemplo de seleccion de aislados por su actividad antagoénica. A) F. oxysporum. B) Aislado seleccionado por
formacién de halo de inhibicién. C) Aislado seleccionado por tener inhibicién invasiva.
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Tabla 4. Cepas bacterianas que mostraron actividad antagénica contra Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raza 1.

Muestra N? c.le aislados ’co.n Aislados con resultado positivo
actividad antagdénica
M-1 0 -
M-2 0 -
M-3 1 rbES164
M-4 1 rbES158
M-5 0 -
M-6 0 -
M-7 0 -
M-8 0 -
M-9 10 rbES178, rbES182, rbES187, rbES192, rbES193,
rbES199, rbES200, rbES201, rbES285, rbES290
M-10 7 rbES211, rbES213, rbES219, rbES222, rbES227
rbES307, rbES320
M-11 13 rbES232, rbES233, rbES235, rbES243, rbES245,
rbES248, rbES252, rbES253, rbES254, rbES256,
rbES328, rbES329, rbES331
M12 11 rbES261, rbES262, rbES266, rbES267, rbES268,
rbES269, rbES272, rbES273, rbES275, rbES277,
rbES280
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Tabla 5. Resultados de evaluacién de aislados bacterianos en cultivos duales contra F. oxysporum f. sp. lycopersici

raza 1.

Aislado Tipo de inhibicion Porcentaje de inhibicion
rbES158 Halo de inhibicidn 24.04
rbES164 Halo de inhibicidn 24.04
rbES178 Inhibicién invasiva 34.23
rbES182 Inhibicién invasiva 58.15
rbES187 Inhibicién invasiva 23.50
rbES192 Inhibicién invasiva 40.48
rbES193 Inhibicién invasiva 27.30
rbES199 Inhibicién invasiva 20.92
rbES200 Inhibicién invasiva 4.89
rbES201 Inhibicién invasiva 61.95
rbES211 Inhibicién invasiva 11.27
rbES213 Inhibicién invasiva 33.28
rbES219 Inhibicién invasiva 16.16
rbES222 Inhibicién invasiva 25.27
rbES227 Inhibicién invasiva 27.85
rbES232 Inhibicién invasiva 66.84
rbES233 Inhibicién invasiva 54.07
rbES235 Inhibicién invasiva 58.15
rbES243 Inhibicién invasiva 37.22
rbES245 Inhibicién invasiva 69.83
rbES248 Inhibicién invasiva 9.64
rbES252 Inhibicién invasiva 49.04
rbES253 Inhibicién invasiva 69.15
rbES254 Inhibicién invasiva 57.47
rbES256 Inhibicién invasiva 55.16
rbES261 Inhibicién invasiva 26.90
rbES262 Inhibicién invasiva 68.61
rbES266 Inhibicién invasiva 47.69
rbES267 Inhibicién invasiva 19.15
rbES268 Inhibicién invasiva 37.77
rbES269 Inhibicién invasiva 54.34
rbES272 Halo de inhibicidn 2391
rbES273 Inhibicién invasiva 35.32
rbES275 Inhibicién invasiva 29.07
rbES277 Inhibicién invasiva 22.26
rbES280 Inhibicién invasiva 51.90
rbES285 Halo de inhibicidn 63.99
rbES290 Halo de inhibicion 9.64
rbES307 Halo de inhibicidn 9.91
rbES320 Halo de inhibicidn 5.02
rbES328 Halo de inhibicidn 10.46
rbES329 Halo de inhibicidn 7.20
rbES331 Halo de inhibicidn 23.09
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3.4 Cuantificacion in vitro de la capacidad antagdnica contra Fusarium oxyporum

f. sp. lycopersicirazas 1y 2

Los 15 aislados evaluados mostraron diferentes porcentajes de inhibicion; mientras que contra F.
oxysporum f. sp. lycopersici raza 1 estos tuvieron un porcentaje de inhibicion en un intervalo de 16.51 al

68.42 %, contra la raza 2 los intervalos fueron desde 13.28 % a 76.71 % (Tabla 6, Figura 5).

Tabla 6. Porcentajes de inhibicién obtenidos en evaluacién de cultivos duales de aislados bacterianos contra F.
oxysporum f. sp. lycopersyci raza 1 (FOLg;) y raza 2 (FOLg,)

Aislado Porcentaje de inhibicion
FOL R1 FOL R2
rbES158 24.08 17.80
rbES164 19.40 16.43
rbES182 50.36 52.05
rbES201 49.36 76.71
rbES232 55.34 65.75
rbES235 47.85 53.42
rbES245 68.42 76.71
rbES253 31.54 45.20
rbES254 59.05 52.05
rbES256 52.50 73.97
rbES262 45.99 46.57
rbES269 35.35 47.94
rbES280 16.57 34.24
rbES285 22.90 13.28
rbES 331 20.10 16.71
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Figura 5. Ensayo dual evaluando el aislado rbES245 contra F. oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) raza 1y 2. A)
FOL raza 1. B) Interaccidn entre FOL raza 1y aislado rbES245. C) rbES245. D) FOL raza 2. B) Interaccidn entre
FOL raza 2 y aislado rbES245. C) rbES245.

3.5 Seleccion e Identificacion molecular de aislados

3.5.1 Aislados con caracteristicas de promocion de crecimiento

Del total de los aislados evaluados se seleccionaron 18 que presentaron al menos cuatro resultados
positivos en las pruebas colorimétricas realizadas. Los resultados de la identificacion molecular indicaron
gue estos pertenecen a siete géneros de bacterias: Chryseobacterium, Bacillus, Lysinibacillus,

Microbacterium, Paenibacillus, Pseudomonas, Staphylococcus (Tabla 7).

Seis aislados fueron identificados como Staphylococcus sciuri (rbES001, rbES005, rbES050, rbES053,
rbESO57 y rbES169). Debido a que se ha reportado que esta bacteria causa infecciones en humanos
(Meservey et al., 2020) a pesar de también ser una PGPR, estos aislados fueron descartados y resguardados

para futuras evaluaciones, por lo que se continué trabajando con los 12 aislados restantes.



Tabla 7. Identificacion de aislados seleccionados por sus caracteristicas asociadas a la promocién de crecimiento.

Caracteristicas de promocion de
crecimiento

Muestra Aislado Identificacion Produccion Solubilizacién
AIA | QUI | SID | HCN K P
M1 rbES015 Bacillus megaterium + - + - + +
M2 rbES062 Bacillus sp. + - - + +
M10 rbES145 Chryseobacterium sp. + + - - + +
M7 rbES120 Lysinibacillus sp. + - - - + +
M4 rbES031 Microbacterium paraoxydans + - + - + +
M5 rbES090 Paenibacillus reinekei + + + - + +
M4 rbESO75 Paenibacillus sp. + - + - + +
M6 rbES041 Pseudomonas sp. + - + - + f
M2 rbES061 Pseudomonas sp. + - + - + +
M5 rbES086 Pseudomonas sp. + - + - + +
M5 rbES087 Pseudomonas sp. + - + - + +
M6 rbES098 Pseudomonas sp. + + - - + +
M1 rbES001 Staphylococcus sciuri + - + - + +
M4 rbES005 Staphylococcus sciuri + - - - + +
M7 rbES050 Staphylococcus sciuri + + - + +
M7 rbES053 Staphylococcus sciuri + + - + +
M7 rbES057 Staphylococcus sciuri + - + - + +
M1 rbES169 Staphylococcus sp. + - + - + +

AIA: acido indol acético, Qui: quitinasas, SID: sideréforos, HCN: acido cianhidrico, + resultado positivo,

- resultado negativo

3.5.2 Aislados con actividad antagonica
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Se seleccionaron ocho aislados para su identificacion molecular debido a su actividad antagdnica contra F.

oxysporum f. sp. lycopersici raza 1y raza 2, de los cuales cinco tienen inhibicidn invasiva con un porcentaje

de inhibicién mayor al 50% y cuatro forman halo de inhibicién con porcentajes mayores al 20%; ademas

todos los aislados tuvieron al menos un resultado positivo en las pruebas colorimétricas realizadas

previamente (Tabla 8). Los resultados de la identificacién molecular indicaron que los diferentes aislados

pertenecen a los géneros Arthrobacter, Bacillus y Streptomyces.
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Tabla 8. Identificacion de aislados seleccionados por cumplir los pardmetros de seleccién para actividad antagoénica.

Aislado Identificacion Tipo de Produccion Solubilizacion
molecular antagonismo AIA SID Potasio Fésforo

rbES158 | Streptomyces Halo de inhibicién - + + +
luteoverticillatus

rbES182 | Bacillus sp. Inhibicién invasiva + + + +

rbES232 Bacillus subtilis Inhibicién invasiva + - + +

rbES245 | Bacillus subtilis subsp. Inhibicién invasiva + - + -
subtilis

rbES254 | Bacillus subtilis Inhibicién invasiva + - + -

rbES256 | Bacillus subtilis subsp. Inhibicién invasiva - - + +
inaquosorum

rbES262 | Bacillus sp. Inhibicién invasiva + - - -

rbES331 | Arthrobacter sp. Halo de inhibicién + - - -

AlA: acido indol acético, SID: sideréforos, + resultado positivo, - resultado negativo.

3.6 Caracterizacion de aislados seleccionados por su actividad antagonica y sus

caracteristicas de promocidon de crecimiento

En la prueba para cuantificar la produccion de acido indol acético, se identificod que el aislado rbES158 no
produjo AlA, el aislado rbES015 obtuvo el valor mas bajo correspondiente a 3.29 mg/mL, y el valor mas
alto lo mostro la cepa rbES098 con 72.61 mg/mL. Los resultados en la prueba de formacion de biofilm
mostraron 12 aislados con resultado positivo. En la prueba de fijacién de nitrégeno, ocho aislados que
pertenecen a los géneros Pseudomonas y Bacillus mostraron resultado positivo. Ocho aislados,
pertenecientes a los géneros Bacillus, Chryseobacterium, Pseudomonas y Streptomyces, mostraron la
capacidad de solubilizar zinc. En la prueba para determinar actividad de ACC-desaminasa los aislados
rbES090, rbES182 y rbES232 mostraron resultados positivos. Del total de las pruebas realizadas los aislados
rbES182 y rbES232 mostraron la capacidad de producir AlA, formar biofilm, fijar nitrogeno, solubilizar Zinc

y actividad de ACC-desaminasa (Tabla 9).

Con respecto a la evaluacidn extendida de actividad antagodnica, los ocho aislados bacterianos evaluados
mostraron efecto inhibitorio contra los fitopatdgenos evaluados (Tabla 10). Contra L. theobromae los
porcentajes de inhibicidn fueron desde 10.58 % hasta 52.01 %, siendo el aislado rbES262 (Figura 6B) el que
obtuvo el mayor porcentaje de inhibicion. Para M. phaseolina se obtuvieron valores desde 13.78 % hasta

66.38 % siendo el aislado rbES262 (Figura 6E) el que presenté el porcentaje mds alto. Para F. solani los
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porcentajes de inhibicidn fueron de 18.15 % hasta 58.51 %, el mds alto obtenido por el aislado rbES182
(Figura 6H). Finalmente, contra F. falciforme los porcentajes fueron desde 15.64 % hasta 60.75 % siendo
el aislado rbES245 (Figura 6K) el que obtuvo el porcentaje de inhibicion mas alto. En general el aislado
rbES262 fue el que mostrd la mejor actividad de inhibicidn y el rbES331 el que presentd menor inhibicion

contra todos los hongos evaluados.

Tabla 9. Resultados de pruebas realizadas con aislados seleccionados.

Caracteristicas evaluadas
Aislado Cuantificacion de | Formacién de Fijacién de Solubilizaciéon de ACC
AIA (mg/ml) Biofilm nitrégeno Zn0 desaminasa
rbES158 0 - - - i
rbES015 3.29 + - - i
rbES120 4.52 - - - i
rbES182 6.55 + + + +
rbES256 8.24 + + + i
rbES331 8.60 - - - i
rbES245 8.81 + + - i
rbES062 9.57 + - - i
rbES254 10.37 + + + i
rbES262 11.12 + + - i
rbES232 11.55 + + + +
rbES061 12.09 - + + -
rbES031 14.54 - - - i
rbES075 16.08 - - - i
rbES145 18.38 - - + i
rbES087 32.52 + - + f
rbES041 52.87 + - - i
rbES086 54.66 - - - i
rbES090 56.12 - - - +
rbES098 72.61 + + - B

AlA: Acido indol acético, + resultado positivo, - resultado negativo.



Tabla 10. Porcentajes de inhibicién obtenidos en evaluacidn mediante ensayos duales de aislados bacterianos

contra cinco hongos fitopatégenos.

Porcentaje de inhibicion
Aislado L. theobromae M. phaseolina F. solani F. falciforme
rbES331 10.58 16.52 18.15 15.64
rbES158 11.62 17.13 18.65 17.17
rbES256 32.71 47.95 49.58 57.26
rbES232 35.57 52.56 53.35 56.10
rbES182 40.09 59.35 58.51 52.23
rbES245 45.02 49.90 48.43 60.75
rbES254 45.65 48.80 51.95 55.86
rbES262 52.01 66.38 55.86 53.49
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Figra 6. Aislados bacterianos obtenidos de la rizdsfera de Solanum hindsianum en ensayos duales contra diferentes
fitopatogenos. A) L. theobromae. B) Interaccion entre L. theobromae y rbES262. C) rbES262. D) M. phaseolina. E)
Interaccion entre M. phaseolina 'y rbES262. F) rbE262. G) F. solani. H) Interaccidn entre F. solaniy rbES182. 1) rbES182.
J) F. falciforme. K) Interaccidn entre F. falciforme y rbES245. L) rbES245.
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3.7 Evaluacion in vitro del efecto de los aislados bacterianos seleccionados sobre

la germinacion de Solanum lycopersicum

3.7.1 Evaluacién in vitro del efecto de aislados bacterianos con caracteristicas de promocion

de crecimiento sobre la germinacidn de S. lycopersicum

Al cuarto dia de evaluacion las semillas inoculadas con el aislado rbESO75 mostraron el 100 % de
germinacion. El tratamiento inoculado con el aislados rbES087 tuvo el 100 % de germinacién al quinto dia.
Mientras que en las semillas inoculadas con los aislados rbES015 y rbES098 alcanzaron el 100 % de
germinacion de las semillas al sexto dia; y las semillas del tratamiento rbES086 al séptimo dia (Figuras 7 y
8). Los ocho tratamientos restantes aun al doceavo dia de evaluacién no alcanzaron el 100 % de
germinacion. Los resultados del analisis estadistico para las variables longitud de tallo y raiz de las plantulas

obtenidas no mostraron diferencias significativas con respecto al control (Tabla 11).

Porcentaje de germinacion
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Figura 7. Evaluacién del porcentaje de germinacion de semillas de tomate inoculadas con aislados bacterianos
seleccionados por su potencial de promover el crecimiento.



Tabla 11. Evaluacién de la longitud de raiz y longitud de tallo de plantulas de tomate inoculadas con aislados

bacterianos con caracteristicas de potencial promocién de crecimiento.

Tratamiento Longitud de raiz (cm) Longitud de tallo (cm)
rbES120 4.02+1.09a 2.58+0.82a
rbES145 5.88+1.16a 1.80+ 0.45a
rbES031 6.28+0.82a 3.09+0.51a
Control 5.98+1.29a 2.33+0.46a
rbES015 7.18+0.29a 2.69+0.26 a0
rbES062 6.43+1.11a 2.31+0.52a
rbES041 6.41+ 1.394a 2.30+0.56a
rbES090 7.36+0.58a 3.49+0.61a
rbES086 7.36+0.79a 3.20+0.62a
rbES061 7.05+1.43a 2.50+0.50a
rbES075 8.76+1.29a 2.37+0.33a
rbES098 9.19+1.23a 3.02+0.26a
rbES087 9.67+1.20a 2.64+0.28 a

40

Valores de media * error estandar en la misma columna, la misma letra indica que
no hubo diferencias significativas (P= 0.05).

rbESO15 rbES061

rbES075 rbES087 rbES090

rbES098 rbES120 rbES145

Figura 8. Evaluacion in vitro del efecto de ocho de los doce aislados bacterianos evaluados por sus caracteristicas
de promocién de crecimiento sobre la germinacion de S. lycopersicum var. Bonny Best. Fotografia tomada al
momento de la evaluacién del ensayo.
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3.7.2 Evaluacion in vitro del efecto de aislados bacterianos con actividad antagdnica sobre la

germinacion de S. lycopersicum

En la evaluaciéon de la longitud de tallo, los ocho tratamientos no mostraron un incremento significativo
con respecto al control (Tabla 12); sin embargo, las semillas inoculadas con los aislados rbES232 y rbES331
tuvieron una disminucién significativa en la longitud de la raiz con respecto al control. Adicionalmente, las
semillas inoculadas con el aislado rbES331 mostraron los valores mas bajos para ambas variables. Con
respecto a los porcentajes de germinacion, las semillas inoculadas con los aislados rbES256 y rbES262,
cepas del género Bacillus, alcanzaron el 100 % de germinacion cuatro dias después de haber iniciado el
ensayo; las semillas de los tratamientos rbES158, rbES182, rbES232 y rbES254 alcanzaron el 100 % de
germinacion al octavo dia y las semillas inoculadas con los aislados rbES245 y rbES331 al final del ensayo

tuvieron un 80 % de germinacion (Figuras 9y 10).
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Figura 9. Porcentaje de germinacién de semillas de tomate inoculadas con ocho diferentes aislados bacterianos
seleccionados por su actividad antagdnica.
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Tabla 12. Longitud de raiz y longitud de tallo de plantulas de tomate inoculadas con aislados bacterianos con
actividad antagénica.

Tratamiento Longitud de raiz (cm) Longitud de tallo (cm)
Control 13.88+2.03a 442+0.84a
rbES158 12.38+2.11a 5.03+1.23a
rbES182 10.07+£1.68 a 421+0.89a
rbES232 8.61+3.85b 3.84t141a
rbES245 12.65+5.28 a 422+1.64a
rbES254 11.10+£3.92a 424+1.48a
rbES256 12.06 £3.16 a 460+0.95a
rbES262 10.95+3.84a 468+0.89a
rbES331 7.32+4.91b 3.62+1.60a

Media * error estandar en la misma columna, la misma letra indica que no hubo
diferencias significativas (P= 0.05).

Control rbES158 rbES182

rbES254

rbES256

Figura 10. Evaluacidn in vitro del efecto de los aislados bacterianos con actividad antagénica sobre la germinacidon
de semillas de S. lycopersicum var. Bonny Best. Fotografia tomada al momento de la evaluacién del ensayo.
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3.8 Evaluacion de la actividad en la promocion del crecimiento en plantas de

tomate

Las seis cepas bacterianas selccionadas y evaluadas incrementaron el crecimiento de las plantas con
respecto al control negativo y al producto comercial (Figura 11). Los tratamientos inoculados con los
aislados bacterianos rbES015, rbES061, rbES075, rbESO87 y rbES098 mostraron un incremento
significativo en el diametro de tallo en comparacion con el tratamiento control. Las plantas inoculadas con
el aislado rbES015 tuvieron un incremento del 211.11 % en el didmetro de tallo con respecto al control
(Tabla 13). Los resultados obtenidos de la evaluacién longitud de tallo mostraron que las plantas
inoculadas con cinco de los aislados bacterianos tuvieron un incremento significativo en la longitud del

tallo, de entre el 53.11 % a 64.61 %, en comparacién con las plantas del tratamiento control (Tabla 13).

En cuanto a la variable peso fresco se observé que las plantas inoculadas con los seis aislados bacterianos
nativos tuvieron un incremento significativo, de hasta un 284.59 %, en el peso fresco del follaje en
comparacién con las plantas del tratamiento control. Por otro lado, los resultados para la variable peso
seco de follaje mostraron un incremento significativo, de hasta un 333.07 %, en las plantas que fueron
inoculados con los aislados de Pseudomonas rbES061, rbES087, rbESO90 y rbES098, con respecto al control
(Tabla 13).

Al evaluar el peso fresco de la raiz los resultados mostraron que las plantas inoculadas con los seis aislados
bacterianos tuvieron un incremento significativo, de hasta 526.10 %, en el peso fresco de la raiz con
respecto al control. Para la variable peso seco de raiz las plantas inoculadas con cinco de los aislados
bacterianos (rbES015, rbES061, rbES087, rbES090 y rbES098) tuvieron un incremento significativo en el

peso seco de la raiz de hasta 372.72 % en comparacién con el control (Tabla 13).

Para las variables longitud de raiz, nimero de hojas y nimero de flores no hubo diferencias significativas
entre los distintos tratamientos con respecto al control. Adicionalmente las plantas inoculadas con el
producto comercial no mostraron diferencias significativas para ninguna variable (Tabla 14). De acuerdo
con los resultados de todas las variables se ha considerado a los aislados rbES087 y rbES090 como los

mejores.
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Tabla 13. Evaluacion de seis variables que mostraron diferencias significativas en plantas de tomate inoculadas con
aislados bacterianos con caracteristicas de promocion de crecimiento.

Variables evaluadas
Tratamiento | Diametro de Altura de la Peso fresco Peso seco Peso seco Peso fresco
tallo (cm) planta (cm) follaje (g) follaje (g) raiz (g) raiz (g)

Control 0.27+£0.01 a | 26.00£2.34a | 7.27£1.90a 1.27+041a | 0.2220.03a | 1.68+0.23a

rbES015 0.80+0.04 c | 38.76 +3.35a | 23.54+258b | 458+0.43b | 0.80+0.23b | 9.14+2.55h
rbES061 0.56+0.08 b | 42.00+5.47b | 25.18+4.77b | 493 +1.53b | 1.04+0.30b | 10.52+4.18b

rbES075 0.58+0.10b | 42.60+6.73b | 26.15+2.31b | 4.69+0.85b | 0.75+0.14a | 8.08+2.49b

rbES087 0.64+0.16b | 42.70+5.27b | 27.96+2.79b | 550+0.92b | 0.91+0.20b | 891+1.41b

rbES090 0.50+0.07a | 42.80+4.22b | 23.97+1.73b | 490+0.55b | 0.88+0.13b | 799+1.47 b

rbES098 0.54+0.05b | 42.30+3.54b | 26.40+2.84b | 548+1.15a0 | 1.02+0.21b | 8.22+2.48b
Bacillioss 0.51+£0.20a0 | 29.00£6.93a | 12.76 £7.10a | 2.34+£1.66a | 0.33+£0.140a | 3.29+£1.90 a

Valores de media * error estandar en la misma columna, comparacion multiple por el método de Tukey (P= 0.05),
letra diferente indica diferencias significativas.

Tabla 14. Evaluacion de tres variables que no mostraron diferencias significativas en plantas de tomate inoculadas
con aislados bacterianos con caracteristicas de promocién de crecimiento.

Tratamiento Variable evaluada
Longitud de raiz (cm) | Numero de hojas Numero de flores

Control 33.20£2.48 a 6.20£0.83 a 0x0 a

rbES015 27.80t4.14 a 7.80+£0.44 a 1.20+£1.64 a
rbES061 26.10£6.61 a 7.60£1.51 a 1.80+2.49 a
rbES075 26.80£2.50 a 7.20£1.09 a 1.80+2.48 a
rbES087 28.60£9.07 a 7.40+0.89 a 1.40+1.14 a
rbES090 31.00£7.74 a 8.20£0.83 a 1.80+1.78 a
rbES098 30.80£6.64 a 7.40+£0.89 a 1.00+2.23a
Bacillioss 31.90+7.74 a 6.00+1.00 a 0+x0 a

Media + error estandar en la misma columna, la misma letra indica que no hubo
diferencias significativas (P= 0.05).

Control

rbES015

rbES061

rbES075

rbES087

rbES090

rbES098

Bacillioss

s

Figura 11. Resultados de la evaluacién en la promocién del crecimiento de aislados bacterianos en plantas de

tomate. Fotografias representativas de cada tratamiento, tomadas a los 50 dias post-aplicacion.



45

3.9 Evaluacion de la actividad antagonica in planta de aislados bacterianos
contra F. oxysporum f. sp. lycopersici

Seis tratamientos mostraron un incremento significativo en el didmetro de la raiz, cinco de estos no fueron
inoculados con las razas del hongo e incluyen al control negativo, y los tratamientos inoculados con los
aislados rbES182, rbES245, rbES262 y el producto comercial (Figura 12); ademas del tratamiento con el
aislado rbES262 que fue inoculado con ambas razas del hongo. Para esta variable los tratamientos que
mostraron diferencias significativas tuvieron un incremento de un 82.0 % hasta un 114.0 % en el didmetro
de la raiz en comparacion con el tratamiento que solo fue inoculado con el patégeno (Tabla 15). En cuanto
a la variable peso fresco de follaje, el control negativo, y los inoculados con los aislados rbES182, rbES245
y el producto comercial tuvieron un incremento significativo en el peso fresco de las plantas de entre un

102.57 % hasta 128.81 %.

Las plantas inoculadas con los aislados rbES182, rbES245, rbES262 con y sin ambas razas del hongo y el
producto comercial mostraron un incremento significativo en el peso de la raiz de hasta un 267.07 % (Tabla
15). En cuanto a los resultados obtenidos al evaluar el peso seco de raiz, las plantas de los tratamientos
control, rbES182, rbES245, rbES262 con y sin el hongo tuvieron un incremento significativo en el peso seco
de la raiz de hasta un 165. 11 % . Los resultados obtenidos para las variables longitud de raiz, nimero de
hojas, nimero de flores y peso seco de follaje no mostraron diferencias significativas con respecto al

control (Tabla16).

Al realizar la comparacion de los resultados de las variables longitud de tallo, las plantas inoculadas con
la cepa de Arthrobacter sp. (rbES331) con y sin ambas razas del hongo, tuvieron una disminucion

significativa en la longitud del tallo de hasta el 160 % (Tabla 16).

Al concluir este ensayo en la mayoria de los tratamientos la sobrevivencia de las plantas fue del 100 %, sin
embargo, aquellos que fueron inoculados con el aislado rbES331 con y sin el hongo, tuvieron porcentajes
de sobrevivencia del 66.66 y 33.33 % respectivamente. La muerte de las plantas de estos tratamientos
ocurrié entre la segunda y tercera semana de haber iniciado el experimento, por lo que el aislado
bacteriano tiene un efecto negativo en el crecimiento de la planta. En casi todos los tratamientos se
recuperaron ambas razas del hongo, excepto cuando se inoculd el aislado rbES158 en este caso solo se
recuperd la raza 2 (Tabla 17). Con respecto a la sintomatologia observada en las plantas infectadas con el
FOL R1 y R2, en los tratamientos inoculados con el producto comercial, el aislado rbES158, rbES245 vy

rbES331, las plantas mostraron ligera necrosis radicular (Tabla 18), mientras que aquellas inoculadas con
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el aislado rbES182 mostraron necrosis del tallo y los haces vasculares (Tabla 18). Las plantas inoculadas

con el aislado rbES262 no mostraron ninguin sintoma.

Tabla 15. Evaluacién de cinco variables que mostraron diferencias significativas en plantas de tomate inoculadas con
aislados bacterianos con actividad antagonica.

Variables evaluadas
Tratamiento Altura de la Diametro de Peso fresco Peso seco Peso seco raiz
planta (cm) tallo (cm) follaje (g) follaje (g) (g)
Control 35.16+2.06 a 0.51+0.09b 26.01+5.30b 5.02+1.14a | 0.89+0.18 b
rbES158 32.25+3.09a 0.41+0.07a 19.35+3.63a 3.79+1.14a | 0.70+0.23a
rbES182 39.91+3.02a 0.60+ 0.08b | 27.58+6.57b 474+093b | 0.98+0.21b
rbES245 36.41+2.39a 0.55+0.08 b 29.38+5.63b 5.00+1.20b | 0.82+0.14 b
rbES262 38.08+2.49a 0.51+0.07b 23.83+3.25a 425+1.12b | 0.95+0.15b
rbES331 24.66+19.31a | 0.31+0.24a 15.80+12.44a0 | 2.93+2.40a | 0.52+0.42a
Bacillioss 37.75+2.18 a | 0.51+0.04b 26.93+3.16b 495+062b | 0.95+0.17 b
FOL 29.25+4.04a 0.28+0.09 a 12.84 +3.98 a 2.58+0.89a | 0.43+0.21a
rbES158+FOL 27.08+4.52a 0.31+0.07a 11.34+5.42a 2.09+1.27a | 0.35+0.16 a
rbES182+FOL 30.75+3.18a 0.41+0.11a 16.30+3.43a 3.06 £0.83a | 0.61+0.23a
rbES245+FOL 33.00+4.43a 0.50+0.08 a 16.77 £2.55a 3.38+0.90a | 0.73+0.13a
rbES262+FOL 3591+2.87a 0.51+0.11b 24.87 +4.05a 479+0.67b | 1.14+0.32b
rbES331+FOL 11.25+17.63b | 0.11+0.18a 6.87+11.66a 1.47+254a | 0.23+0.38a
Bacillioss+FOL | 35.83+4.79¢a 0.41+0.07a 19.56 £+5.57 a 3.68+1.43a | 0.74+0.22a

Valores de media + error estandar en la misma columna, comparacién multiple por el método de Tukey (P=0.05) letra
diferente indica diferencias significativas.

Tabla 16. Evaluacién de cuatro variables que no mostraron diferencias significativas en plantas de tomate inoculadas
con aislados bacterianos con actividad antagonica.

Variables evaluadas
Tratamiento Longitud de raiz Numero de Ndmero de Peso fresco
(cm) hojas flores raiz (g)
Control 28.41+1.35a 7.50£0.54a0 | 0.66£0.51a 6.59+1.28 a
rbES158 32.00£3.52a 7.00£0.89a0 | 0.33£0.81a 6.30£1.93a
rbES182 36.50£9.24 a 7.00£0.89a0 | 1.83+£1.72a 9.03+£2.58a
rbES245 34.66£6.34a 6.83+£0.40a0 | 0.16£0.40a 7.23+t151a
rbES262 32.33t6.34a 6.83+£0.98a | 1.66£1.50a 8.12+1.33a
rbES331 22.83 £18.80a 466+3.66a | 0.83£1.32a 4.87+£4.38a
Bacillioss 33.58+5.67a 6.5+1.22a 2.33+£2.06a 8.38+1.85a
FOL 31.83+4.96a 550£151a | 0+0a 246+t1.12a
rbES158+FOL 4250+ 1517 a 550£137a | 0£0a 228+ 1.02a
rbES182+FOL 4433 +7.08a 6.83+1.69a0 | 1.16£1.60a 437+2.03a
rbES245+FOL 37.83+4.19a 6.50£1.04a0 | 1.16£1.47a 5.07£1.50a
rbES262+FOL 37.00t7.58 a 7.50£197a | 1.66£2.25a 8.63+£3.03a
rbES331+FOL | 10.08 £15.64 a 266+4.13a | 0.16+040a | 1.631+271a
Bacillioss+FOL | 40.58 + 10.40 a 6.83+0.98a | 2.66+1.63a | 6.20£2.16a

Valores de media + error estandar en la misma columna, comparacién multiple por el método de
Tukey (P= 0.05) letra diferente indica diferencias significativas.
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Tabla 17. Reporte de los microorganismos recuperados de las plantas del ensayo donde se evalué la actividad
antagdnica de diferentes aislados bacterianos.

. Microorganismo
Tratamiento

Bacteria | FOL g; FOL g2
Control - - -
rbES158 - - -
rbES182
rbES245
rbES262
rbES331

Bacillioss + - -
FOL - +
rbES158+FOL
rbES182+FOL
rbES245+FOL
rbES262+FOL
rbES331+FOL

Bacillioss+FOL + +

+ microorganismo recuperado, - microorganismo no recuperado

+ |+ |+
1
1

+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ [+ [+ |+ [+ |+

Tabla 18. Sintomas observados en plantas de tomate del ensayo donde se evalué la actividad antagdénica de
diferentes aislados bacterianos.

Sintomas observados
Tratamiento Amarillamiento | Necrosis | Necrosis | Necrosis de haces
de hojas en raiz en tallo vasculares (C)
Control - - - -
rbES158 - - - B
rbES182 - - - -
rbES245 - - - -
rbES262 - - - -
rbES331 - - - -
Bacillioss - - - -
FOL + + + +
rbES158+FOL | _ + i +
rbES182+FOL - - + -
rbES245+FOL - + - -
rbES262+FOL - - - -
rbES331+FOL - + - -
Bacillioss+FOL | _ + - _

+ sintomas observados, - sin sintomas



48

Control rbES158 rbES182 rbES245 rbES262 rbES331 Bacillioss
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Figura 12. Plantas de tomate representativas de los diferentes tratamientos del ensayo de antagonismo. Las
fotografias se tomaron 60 después del trasplante.
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Capitulo 4. Discusion

En este trabajo se aislaron PGPR del arbusto endémico Solanum hindsianum, una planta que crece en
condiciones aridas y cdlidas (Rebman y Roberts, 2012), con la idea de que los aislados estarian adaptados
a las condiciones climaticas del Estado de Baja California. La planta pertenece a la familia botéanica
Solanaceae a la cual también pertenecen plantas de importancia agricola como el chile y el tomate, siendo
este Ultimo cultivo la principal hortaliza que se produce en el estado de Baja California (SIAP, 2018a). La
relacidn botdnica entre esta planta nativa y el tomate supuso que de identificar PGPR asociadas a la planta
silvestre los aislados tendrian una mayor oportunidad de establecerse en la rizdsfera de plantas de tomate
y promover su crecimiento. Ya anteriormente se habian aislado cepas de hongos micorrizicos de este
arbusto (Torres-Chavez, 2018); por lo que esta planta resulta una fuente de microrganismos para usarse

en cultivos comerciales.

Las PGPR pueden promover el crecimiento de las plantas mediante dos mecanismos de accidn, de manera
directa, mejorando su nutricion y de manera indirecta actuando como agentes de biocontrol, suprimiendo
el dafio causado por microorganimos fitopatdgenos (Glick, 1995; Avis et al., 2008). En algunos estudios se
ha reportado que las PGPR de los géneros Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas, entre otros, pueden
presentar ambos mecanismos de accion (Ahman, 2008; Martinez-Viveros et al., 2010; Panpatte et al.,
2016; Singh et al., 2017b). Otras PGPR pueden mostrar un solo mecanismo, tal es el caso de cepas del
género Azospirillum, las cuales promueven el crecimiento de la planta de manera directa a través de la
fijacidn de nitrégeno, solubilizando fésforo y por la produccion de fitohormonas como 4acido indol acetico
(AIA), giberelinas y citocininas (El Zemran et al., 2007; Garcia et al., 2017; Coniglio et al., 2019). En este
trabajo, la mayoria de las cepas nativas identificadas presentaron un mecanismo de acciéon dominante.
Asi, los seis aislados pertenecientes a los géneros Bacillus, Paenibacillus y Pseudomonas, que promovieron
el crecimiento de plantas de tomate, aunque mostraron capacidad de producir quitinasas y sideréforos,
no tuvieron actividad antagdnica contra F. oxysporum f. sp. lycopersiciraza 1. Por otro lado, las ocho cepas
de los géneros Arthrobacter, Bacillus y Streptomyces, tuvieron como mecanismo dominante la actividad
antagonica, aunque presentaron al menos un mecanismo para mejorar la disponibilidad de nutrientes y

produccioén de AlA.

Entre los aislados que mostraron tener ambos mecanismos de accidn se encuentran el Bacillus sp. rbES182
y B. subtillis rbES232, que producen AIA, solubilizan fésforo, potasio y zinc, tiene actividad de la ACC-
desaminasa e inhiben el crecimiento de seis diferentes hongos fitopatdgenos. Las cepas del género Bacillus

son usadas ampliamente en agricultura debido a su actividad antagdnica sobre diversos microorganismos
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fitdpatogenos, por su capacidad de facilitar la adquisicién de nutrientes, produccién de fitohormonas y
de metabolitos secundarios, ademas muestran capacidad de producir endosporas, las cuales les permite

resistir condiciones ambientales desfavorables (McKenney et al., 2013; Radhakrishnan et al., 2017).

La produccion de AIA es una de las caracteristicas mas evaluadas en las PGPR, debido al efecto de esta
fitohormona en el desarrollo del sistema radicular que incluye el incremento en la longitud de la raiz y la
formacion de pelos absorbentes (Rasul et al., 1998; Cassan et al., 2014). Diversos géneros, entre los que
se incluyen Bacillus, Azotobacter, Azospirillum, Burkholderia, Pseudomonas, Serratia vy Klebsiella, han
mostrado la habilidad de producir AIA a partir del triptéfano exudado por las raices de las plantas (Kang.,
2019; Castillo et al., 2015; Asaf et al., 2017; Bhardwaj et al., 2017; Sharma et al., 2017). En este trabajo se
cuantifico la produccidn de esta fitohormona para 20 aislados. La mayor cantidad de AIA fue producida
por el aislado Pseudomonas sp. rbES098 con 98.08 mg/mL, superior a la cepa P. fluorecents Psy que
produjo 22.02 mg/mL con la misma cantidad de triptéfano en el medio (Ahman et al., 2008). En otro
trabajo realizado por Chaudry et al., (2016), suplementando el medio de cultivo con 2 mg/mL de
triptéfano, identificaron aislados que producian hasta 147.06 mg/mL (Serratia liquefaciens); la mayor
cantidad de AIA producido por esta cepa se atribuye a que en el medo habia cuatro veces mas triptofano.
Adicionalmente, se ha reportado que las PGPR pueden producir otras fitohormonas como giberelinas,
citocininas y acido abscisico (Maheshwari et al., 2015), lo cual no fue determinado en este trabajo y se

propone como trabajo a futuro.

Cepas de los géneros Acitenobacter, Azotobacter, Burkholderia, Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus,
Streptomyces entre otros, han sido empleados ampliamente como agentes de biocontrol (Siddiqui, 2005;
Ahmad et al., 2008; Dinesh et al., 2015; Kumari y Upadhyay, 2018). Se ha demostrado que las PGPR tienen
un amplio espectro de biocontrol, ya que pueden inhibir el dafio causado por bacterias, hongos y
nematodos fitopatdgenos. Sin embargo, en la mayoria de los ensayos realizados bajo condiciones in vitro
las PGPR se evaltlan contra un solo microorganismo fitopatéogeno. En menor nimero de trabajos se ha
evaluado el amplio espectro de control de las PGPR, en uno de ellos se reporta que bacterias del género
Bacillus y Pseudomonas tienen actividad antagdnica contra al menos diez patdgenos, entre los que se
incluyen F. oxysporum, F. solani y Rhizoctonia solani (Ali et al., 2019). Por otro lado, diversas cepas de
Bacillus velezensis inhiben el crecimiento de ocho diferentes fitopatdgenos (seis hongos y dos bacterias)
(Liu et al., 2017); y bacterias de los géneros Ochrobactrum y Bacillus inhiben el crecimiento de los hongos
fipatogenos Sclerotinia minor, S. rolfsii, Fusarium verticilloides, F. solani, F. prooliferatumy F. graminearum

(Principe et al., 2007). En este trabajo se demostrd que ocho aislados nativos tienen un amplio espectro
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de biocontrol in vitro, inhibiendo el crecimiento de seis diferentes hongos fitopatdogenos. Sin embargo, es

necesario realizar ensayos en planta para proponerlas como agentes de biocontrol de amplio espectro.

El proceso de seleccion de las PGPR se realiza mediante la evaluacidn de los aislados en diversas pruebas
en condiciones in vitro, sin embargo, se ha observado que los resultados obtenidos del proceso de
seleccion en ocasiones no indican la capacidad de promover el crecimiento en las plantas, ademas el
numero de mecanismos de accion determinados en estas condiciones tampoco garantiza la efectividad
de los aislados, la manera de asegurar el efecto de estas PGPR es mediante la evaluacién sobre la plantas
(Smyth et al., 2011; Kundan et al., 2015; Akinrinlola et al., 2018). Los seis aislados seleccionados para
evaluar la promocién del crecimiento en planta dieron resultados positivos en al menos cuatro de las
pruebas realizadas, siendo los aislados Pseudomonas sp. rbES061 y el Pseudomonas sp. rbES087, los que
mostraron seis mecanismos de accion incluida la produccién de AIA. Adicionalmente el aislado
Paenibacillus sp. rbESO75 promovié el 100 % de germinacion de la semilla de tomate en el menor tiempo.
Considerando los resultados de las pruebas in vitro no se observé correlacidon con los niveles de AIA
producidos y su efecto en la promocion del crecimiento. Por ejemplo, el aislado Pseudomonas sp. rbES098,
gue produjo la mayor cantidad de AlIA no tuvo el mayor porcentaje de germinaciéon en menor tiempo, ni
un mayor incremento en el peso y longitud de la planta. Aun con ello los resultados obtenidos mostraron
gue las plantas inoculadas con los seis aislados bacterianos tuvieron un incremento en el didametro de tallo,
longitud, peso freso y seco la planta. Con base en los resultados, los aislados de Pseudomonas sp. robES807
y Pseudomonas sp. rbES090 fueron los mejores aislados para usarse como biofertilizantes en el cultivo de

tomate.

Al evaluar la actividad antagdnica de los cinco aislados seleccionadas, se observé que todos inhibieron el
crecimiento de FOL bajo condiciones in vitro, pero en plantas, sélo las inoculadas con el aislado Bacillus sp.
rbES262 mostraron menor dafio causado por FOL. Ademas, mostraron un incremento significativo en el
peso fresco y seco de la raiz, asi como en el didmetro del tallo con respecto a las plantas inoculadas con
los patégenos. El incremento obtenido fue del 185%, 265% y 182 %, respectivamente. Incluso el efecto
obtenido por este aislado fue mejor que el biofungicida comercial Bacillios. Adicionalmente, en estas
plantas no se observaron sintomas caracteristicos de la enfermedad como amarillamiento de hojas,
necrosis de tallo o necrosis de haces vasculares. Por lo que se concluye que Bacillus sp. rbES262 fue la

mejor cepa para usarse en el control de FOL en tomate.

Al comparar los resultados de la actividad antagdnica bajo condiciones in vitro e in planta, no hubo

correlacién en los resultados, dado que la cepa B. subtillis rbES245 que mostré los mayores porcentaje de
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inhibicién in vitro de 68.42% contra la raza 1y 76.71% contra la raza 2, no fue la que presenté mejor
efecto en los ensayos in planta; como se menciono antes esto correspondio a la cepa Bacillus sp. rbES262,
que mostrd porcentajes de inhibicion del 45.99 % contra la raza 1y 46.57% sobre la raza 2. Esto era de
esperarse porque las cepas de biocontrol tienen varios mecanismos, aqui se observoé que la mayoria de los
aislados actia compitiendo por espacio, otros producen siderdforos y algunos de ellos podrian estan

sintetizando antibidticos.

Como agentes de biocontrol contra Fusarium se han reportado cepas de varios géneros, las cuales tienen
diferentes mecanismos de accidn, tal es el caso de una cepa de Bacillus subtillis que disminuye el dafo
causado por FOL en plantas de tomate mediante la activacion de la resistencia sistémica inducida y por la
produccién de compuestos fendlicos (Loganathan et al., 2014). Mientras que Brevibacillus brevis Nagano
tiene como mecanismo de accidn la produccidén de sustancias con efecto antiflingico que reducen la
germinacion de esporas (Chandel et al., 2009). Por ello es probable que existan otros mecanismos en las
cepas identificadas en este trabajo que ayuden a inhibir el dafio causado por FOL, como la produccién de
enzimas liticas, la produccion de moléculas con efecto antibidtico e incluso la activacion de la respuesta
sistémica inducida en la planta. En trabajos a futuro se puede determinar si la cepa Bacillus sp. rbES262
produce metabolitos secundarios con efecto antifungico realizando ensayos con la técnica de difusién en
agar de los extractos de la bacteria (Baez-Vallejo, 2018), y determinar si activa la respuesta sistémica
inducida mediante un analisis de expresion de genes usando la técnica de RTg-PCR o un analisis Western

Blot (Wang et al., 2009; Niu et al., 2016).

En la interaccion planta-PGPR, también puede haber interacciones negativas, por ejemplo, las bacterias
pueden producir sustancias fitotoxicas, como 4acido cianhidrico (HCN) o etileno, que influyan
negativamente en el crecimiento vy la fisiologia del hospedero (Wipps, 2001; Bhattacharyya y Jhan, 2011).
Aqui observamos una interaccidon negativa entre las planta de tomate y los aislados S. luteoverticillatus
rbES158 vy Arthrobacter sp. rbES331, los cuales causaron una disminucién en el crecimiento de la planta e
incluso la muerte de algunas. Ambos aislados no mostraron la produccion de HCN, por lo que este efecto
negativo se atribuye a la produccién de metabolitos secundarios con efecto herbicida, considerando que
ambas cepas pertenecen al Phylum Actinobacteria (Harir et al., 2018), seria interesante determinar qué
tipo de molécula producen y conocer si la molécula con actividad antagdnica hacia hongos es diferente a
la que causa dafo a las plantas. Dependiendo del resultado se podria usar la bacteria o la molécula

producida en la formulacién de herbicidas.
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Considerando que las PGPR seleccionadas en este trabajo presentan un mecanismo dominante, para
incrementar su potencial debe explorarse el disefio de consorcios de aislados con diferentes mecanismos
de accidn, ya que se ha observado que la sinergia puede derivar en una mejora en la nutricién de la planta
y un amplio espectro de accidn contra fitopatdgenos (Janisiewicz, 1996; Nakkeeran et al., 2005; Domenech

et al., 2006; Liu et al., 2016; Verma et al., 2018).

La efectividad de los microorganismos para promover el crecimiento de las plantas esta relacionada con
la capacidad para adaptarse y crecer en las condiciones del lugar donde se aplican (Diaz-Vargas et al., 2001;
Dutta y Podile, 2010). El uso en cultivos agricolas de PGPR nativas incrementaria la efectividad de los
aislados para promover el crecimiento de las plantas debido a que estas bacterias tienen una mayor
capacidad para adaptarse (Verma et al., 2018; Zahid et al., 2015). Ademas, son una alternativa para reducir
la aplicacién de fertilizantes y pesticidas y disminuir la contaminacion al ambiente y los riesgos a la salud
humana (Keikothaile y Spanoghe, 2011; Pankat et al., 2020). Productos comerciales formulados con cepas
exoticas han presentado una baja efectividad al aplicarse, lo cual se atribuye a los problemas de los
microorganismos para sobrevivir en suelos locales debido a las diferentes condiciones (Bashan, 1998;
Calvo et al,, 2010). Las PGPR nativas identificadas en este trabajo, podrian usarse en otras plantas de
importancia agricola en el estado de Baja California como chile, esparrago, fresa, vid, entre otros, ya que
se ha reportado que este tipo de microorganismos pueden establecer simbiosis con diferentes plantas
debido a su capacidad de adaptacidon (Drogue et al., 2012). Este trabajo contribuye al conocimiento de la
diversidad de bacterias presentes en la peninsula de Baja California y resalta su potencial para ser usadas

como biocontroladores y biofertilizantes en tomate.
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Capitulo 5. Conclusiones

e Se obtuvieron 343 aislados bacterianos de la rizésfera de Solanum hindsianum, 18 mostraron

caracteristicas asociadas a la promocidn de crecimiento y 44 actividad antagdnica.

e Los protocolos de seleccidn seguidos en este trabajo permitieron la identificacion de doce aislados
bacterianos con potencial en la promocién de crecimiento y nueve con actividad antagdnica. De

esos se seleccionaron los mejores para evaluar su efecto en plantas de tomate.

e Dos aislados Pseudomonas sp. rbES087 y Pseudomonas sp. rbES090, mostraron la mayor
capacidad de promover el crecimiento en plantas de tomate. Las plantas mostraron un

incremento en la longitud y peso de raiz, altura y peso de follaje.

e Dos aislados de Actinobacterias, Streptomyces luteoverticillatus rbES158 y Arthrobacter sp.
rbES331 afectaron el crecimiento de plantas de tomate, favoreciendo el dafio causado por

Fusarium.

e Elaislado Bacillus sp. rbES262 fue el que mostré mejor actividad antagdnica contra FOL, superando
al producto comercial, por lo que podria utilizarse para el control de la marchitez vascular en

plantas de tomate.
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Anexos

Anexo |: Protocolos para preparacion de medios de cultivo para aislamiento de bacterias

Medio ISP4 (1 Litro)

10.0 g Almiddn

1.0 g Fosfato dipotasico (K;HPO,)

1.0 g Sulfato de magnesio (S04Mg)
1.0 g Cloruro de sodio (NacCl)

2.0 g Sulfato de amonio ((NH4)2S04)
2.0 g Carbonato de calcio (CaCOs)
0.001 g Sulfato ferrosol (FeSQO4)
0.001 g Cloruro de magnesio (MnCl,)
0.001 g Sulfato de zinc (ZnS04)

15 g Bacto agar

*Ajustar pH a 7.0 y llevar a 1.0 L con agua destilada. Esterilizacion en autoclave a 15 |b de presiény 120 °C
durante 15 minutos.

Medio B de King (1 Litro)

20.0 g Peptona (Difco)

1.5 g Fosfato dipotasico (K;HPO,)

1.5 g Sulfato de magnesio heptahidratado (MgS04¢7H20)

10.0 m Glicerol

15 g Agar

*Llevar a 1.0 L con agua destilada y esterilizar en autoclave a 15 Ib de presién y 120 °C durante 15 minutos.

Medio LB (Luria Bertani) (1 Litro)

10.0 g Triptona

5.0 g Extracto de levdura

5.0 g Cloruro de sodio (NaCl)

15.0 g Agar

*Llevar a 1.0 L con agua destilada y esterilizar en autoclave a 15 Ib de presién y 120 °C durante 15 minutos.

Medio Soya-Manitol (1 Litro)

20.0 g Harina de soya baja en grasa

20.0 g Manitol

15.0 g Agar

*Llevar a 1.0 L con agua destilada y esterilizar en autoclave a 15 Ib de presién y 120 °C durante 15 minutos.

Agar de avena (1 Litro)

60.0 g Avena molida

12.5 g Bacto agar

*Ajustar pH del medio a 6.0 antes de aforar, después llevar a 1.0 L con agua destilada y esterilizar en
autoclave a 15 Ib de presién y 120 °C durante 15 minutos.
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Agar Papa Dextrosa casero (PDA) (1 Litro)

20.0 g Dextrosa

15.0 g Agar

*Llevar a 1.0 L con caldo de papa y esterilizar en autoclave a 15 Ib de presiéony 120 °C durante 15 minutos.
Para preparar el caldo hervir 200 g de papas en rodajas y peladas en agua destilada durante 30 minutos.
En seguida filtrar a través de una gasa, reservando el liquido.

TY (1 Litro)

6.0 g Triptona

3.0 g Extracto de levadura

0.38 g Cloruro de calcio (CaCl2)

15.0 g Agar

*Llevar a 1.0 L con agua destilada y esterilizar en autoclave a 15 Ib de presién y 120 °C durante 15 minutos.

YPD (1 liter)

2.0 g Extracto de levadura

2.0 g Peptona

5.0 g Dextrosa

15.0 g Agar

*Llevar a 1.0 L con agua destilada y esterilizar en autoclave a 15 Ib de presién y 120 °C durante 15 minutos.



