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“Tu solo tendras que descubrir qué sera de ti.

Tendras que crecer, tendras que buscar, tendras que
arriesgarte. La vida es una aventura peligrosa, que
comienza donde termina nuestra rutina, es un apostar. No
hay otra forma de saber lo que va a suceder.

Pero recuerda, el mundo solo se llena de obstaculos y

excusas para aquel que no sabe a donde va.

Amagi.
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POTENCIAL DE TRES CEPAS DE RIZOBACTERIAS COMO ANTAGONISTAS DE
Rhizoctonia solaniEN CHILE SERRANO (Capsicum annuum L.)
Pineda Mendoza Deisy Yubeli
Colegio de Postgraduados, 2015
RESUMEN

Actualmente se estan buscando nuevas alternativas sustentables que permitan
disminuir el uso de sustancias quimicas para controlar enfermedades en cultivos
agricolas. Entre estas, los biopesticidas de origen microbiano tienen gran potencial
para controlar fitopatdgenos. En la presente investigacion se evaluo la capacidad de
tres cepas de rizobacterias (Pseudomonas tolaasiiA46, P. tolaasii P61 y Ewingella
americanal08) para inhibir el crecimiento del hongo fitopatégenoRhizoctonia solani.
Se encontrébajo condiciones in vitroque dos cepas (P61 y 108) inhibieron en 49% el
crecimiento radial de R. solani, mientras que la tercera solo inhibi6 al hongo en
37%.Los filtrados obtenidos de cada una de estas cepas mostraron actividad
antifingica; siendo mas marcadaen el filtrado de la cepa 108.EI co-cultivo bacteria-
hongo en medio liquido no incrementé la actividad antifUngica de los filtrados
bacterianos. Las tres cepas no mostraron actividad quitinolitica; pero las cepas A46 y
P61 resultaron positivas para la produccion de sideréforos. Se selecciond la cepa
108 para evaluar su actividad en cuatro medios (Luria Bertani, King B, medio nutritivo
y papa dextrosa);el mejor medio fue papa dextrosa, donde la bacteria y el filtrado
obtenido presentaron la mas alta actividad antifangica contra Rhizoctonia solani. Asi
mismo, bajo condiciones de invernadero,la aplicacién del filtrado en plantas de chile
inoculadas con R. solani, disminuyé el nimero de plantas muertas con respecto al

control.

Palabras Clave:antagonismo, biofungicidas, Pseudomonas tolasii, Ewingella,hongos

fitopatdégenos.
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POTENTIAL OF THREE RHIZOBACTERIA STRAINS AS ANTAGONISTS OF
Rhizoctonia solani IN SERRANO CHILI PEPER (Capsicum annuum L.)
Mendoza Pineda Deisy Yubeli
Colegio de Postraduados, 2015

ABSTRACT

Currently, new sustainable alternatives to reduce the use of chemicals for controling
diseases in agricultural crops are been searching. Among these, microbial
biopesticides have great potential to control plant pathogens. In this research capacity
of three rhizobacteria strains (Pseudomonas tolaasii A46, P. tolaasii P61 and
Ewingella americana 108) to inhibit growth of the phytopathogenic fungus Rhizoctonia
solani was evaluated. It was found that two strains (P61, 108) inhibited the radial
growth of R. solaniby 49% under in vitro conditions, while the third bacterial strain
inhibited the fungus only by 37%. The filtrates obtained from each of these strains
showed antifungal activity; it was more marked in the filtrate of strain 108. The co-
culture bacteria-fungus in liquid medium did not increase the antifungal activity of the
bacterial filtered. The three strains did not show chitinolytic activity but the A46 and
P61 strains were positive for the production of siderophores. The 108 bcterial strain
was selected to evaluate its antifungal activity in four media (Luria Bertani, King B,
nutrient medium and potato dextrose); the best medium where the bacterial strain and
its filtrate had the highest antifungal activity against Rhizoctonia solani was potato
dextrose. Under greenhouse conditions, the application of the bacterial filtrate in
pepper plants inoculated with R. solani, decreased the number of dead plants

compared to control.

Keywords: antagonism, biofungicides, Pseudomonas tolasii, Ewingella,

phytopathogenic fungi.
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CAPITULO |

1.1.- INTRODUCCION GENERAL

Los sistemas de produccion agricola convencionales estan basados en el uso de una
amplia gama de productos quimicos para reducir la incidencia de plagas y
enfermedades. Entre estos productos, los fungicidas son importantes en el control de
enfermedades de tipo radical en diversos cultivos de importancia econdmica. Sin
embargo, los pesticidas quimicos tienen costos econdémicos y ambientales elevados;
éstos impactan negativamente a organismos benéficos y a otros organismos de la
microbiota del suelo. Ademas, éstos generan resistencia en especies fitopatdgenas,
gue cada vez son mas agresivas (Bertrand et al., 2014; Czaja et al., 2015; Meenu et
al., 2014).

El uso de rizobacterias como recurso para incrementar el crecimiento y sanidad
vegetal es una alternativa que puede mejorar los sistemas de produccion agricola de
forma sustentable. Se ha observado que los microorganismos de la rizosfera
producen diversos compuestos que influyen de forma positiva o0 negativa en las
plantas. Entre estos compuestos liberados por los microorganismos se encuentran:
hormonas, enzimas, proteinas, carbohidratos, vitaminas, &cidos organicos,
antibiéticos, toxinas y elicitores (Cho et al., 2003; Saraf et al., 2014). Es por ello, que
el estudio de metabolitos microbianos con potencial como biopesticidas,
estimuladores de crecimiento, biofertilizantes y recuperadores del sueloes de gran
importancia agronémica (Cubillos-Hinojosa et al., 2009; Mondol et al., 2013; Lin et al.,
2014).

En la industria y en la agricultura, hay gran interés en el descubrimiento de nuevos
productos biolégicos con caracteristicas benéficas y limpiaspara el medio ambiente,
gue puedan ser utilizados como biopesticidas (Jha y Anjaiah, 2007; Czaja et al.,
2015).

Los biopesticidas son insumos de bajo costo que pueden sustituir o complementar a

pesticidas de origen quimico. Por ello, en los ultimos afios se ha incrementado el



interés por extraer e identificar compuestos de origen microbiano conactividad
antibacteriana o antifungica. Se ha encontrado que las bacterias producen diversos
antibioticos como: fenazinas, 2,4-diacetilfloroglucinol, piduteorin, pirrolnitrina,
lipopéptidos, cianuro de hidrégeno, factores de virulencia como tolaasina y enzimas
como: quitinasas, glucanasas y proteasas (Nagarajkumar et al., 2004). La produccién
de compuestos de origen microbiano se ve influenciado por varios factores entre los
que destacan: la temperatura, el medio de cultivo (nutrientes), el pH, fase de
crecimiento de la colonia microbiana, condiciones de estrés y la presencia o estimulo

de otros microorganismos (Berendsen et al., 2012; Zhaoet al., 2013).

El principal interés de esta investigacion fue caracterizar y evaluar el potencial de
rizobacterias y sus filtrados para inhibir el crecimiento de Rhizoctonia solani, un

hongo fitopatdgeno que causa graves dafios en cultivos agricolas.
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CAPITULO I
2.- OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1.- Objetivo General

Estudiar el potencial de tres cepas de rizobacteriaspara inhibir el crecimiento de

Rhizoctonia solani y los mecanismos involucrados.

2.1.1.- Objetivos Especificos

Estudiar la actividad antagonica detres cepas de rizobacterias (Pseudomonas

tolaasii A46, P. tolaasii P61 y Ewingella americana 108) contra R. solani.

Determinar la actividad antifungica de los filtrados obtenidos de las tres cepas

de rizobacterias crecidas en diferentes medios de cultivo.

Evaluar el potencial del filtrado bacteriano con mayor actividad antifingicaen el
control de Rhizoctonia solani en plantulas de chile serrano (Capsicum annuum
L.).

2.2 .-Hipétesis Particulares

Las tres cepas de rizobacterias inhiben el crecimiento de Rhizoctonia solania

nivel in vitro.

Los filtrados de las tres cepas de rizobacterias inhiben el crecimiento de R.

solani, lo cual es afectado por el medio de cultivo.

Los filtrados bacterianos reducen el namero de plantas dafiadasde chile

ocasionadas por Rhizoctonia solani.



CAPITULO III
3.- REVISION DE LITERATURA

3.1.-Problemas fitosanitarios y los biopesticidas como una alternativa para

resolverlos

Los fitopatdgenos son un problema global que puede generar pérdidas diversas en
los cultivos (Suprapta, 2012); en las ultimas décadas esto ha ocasionado el
abandono de la agricultura en algunas éareas del pais donde la incidencia y
severidad de las enfermedades esta muy acentuada (Mendoza y Pinto, 1983).
Gonzales-Pérez et al. (2004), mencionan que en Meéxico, la mayoria de las
enfermedades genera pérdidas del 70-80% de la producciéon. Lugtenberg et
al.(2013), sefialan que la mayoria de las enfermedades en plantas esta asociada
con especies patdgenas de hongos y oomicetos y, de acuerdo a estos autores, la

Unica forma de controlar es mediante la aplicacion de productos quimicos.

Los fungicidas quimicos son muy toxicos, tienden a acumularse en el suelo y en
los tejidos vegetales, o bien pueden volatilizarse (Waliszewski et al., 2008;
Gutiérrez et al., 2012). La aplicacion constante y excesiva de fungicidas quimicos
genera razas patdgenas cada vez mas resistentes y agresivas con los cultivos
(Keinath y Zietter, 1998; Pomerantz et al., 2014), contaminacién del ambiente y
problemas de salud (Bautista et al., 2010; Renxiuet al., 2013).

Por otro lado, la biotecnologia ofrece herramientas para el desarrollo sostenible de
la agricultura cuando se integra debidamente con otras tecnologias para la
produccién de alimentos, contribuyendo en gran medida a satisfacer las
necesidades de una poblacion en crecimiento (Baysal y Tér, 2014; Gutterson,
2014). La biotecnologia hace uso del conocimiento de diferentesdisciplinas como
la bioquimica, microbiologia y genética molecular para aplicarlo en la seleccion y
empleo de organismos en procesos tecnolégicos con el fin de obtener un beneficio
(Jiménez et al., 2001; Gutterson, 2014; Gupta et al.,, 2015).Es por ello que el
empleo de microorganismos como control biolégico es una alternativa que

proporciona proteccion a las plantas y supresién de la enfermedad sin la
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aplicacion de plaguicidas quimicos (Xue et al., 1998; Senthil-Nathan et al., 2009;
Baysal y Tor, 2014). En este sentido los estudios se han enfocado en la
identificacion de especies de rizobacterias y su aplicacibn como antagonistas de
una amplia gama de fitopatdégenos en diversos cultivos (Suprapta, 2012; Naupane
et al., 2015).

3.2.-Control biolégico de patégenos de las raices de plantas

La rizosfera, es la zona influenciada por las secreciones radicales y alberga gran
diversidad de microorganismos que establecen una amplia gama de
interaccionesentre ellos y las raices de plantas (Berendsenet al., 2012). Estudios
de metagenomicaindican que parte de esta diversidad microbiana engloba a
especies de bacterias y arqueas que comprenden mas de 30,000 especies

asociadas con la supresion de enfermedades en plantas (Mendes, 2011).

Desde el punto de vista fitopatoldgico el control biolégico se define como el uso
que hace el hombre de cualquier organismo para controlar poblaciones de
microorganismos considerados como patdégenos (Agrios, 2005). En el caso de
rizobacterias antagonistas el biocontrol involucra toda una variedad de
mecanismos dirigidos a reducir la longevidad o virulencia del agente patdgeno,
hasta la mitigacion de los efectos de la enfermedad, incluyendo mecanismos de
respuesta del hospedante mismo (Thomashow, 1996; Suprapta, 2012).

El estudio rizobacterias antagonistas se ha centrado en lagenética de las
bacterias, la bioquimica de los compuestos producidos, los factores ambientales
que afectan a este grupo microbiano y en los mecanismos de biocontrol de
patdbgenos (Thomashow 1996; Chauhan et al., 2014).Las rizobacterias mas
empleadas en el control biolégico son especies de los géneros Pseudomonas,
Bacillus, Serratia, Enterobacter entre otras (Suprapta, 2012). Algunos de estos
microorganismos presentan amplio espectro de proteccién, aplicandose en
diversos cultivos de interés econdmico, tanto en condiciones de invernadero como
de campo (Suprapta, 2012; Huang et al., 2013). Las interacciones entre

microorganismos son diversas, dependen de factores biologicos y ambientales por



lo que su entendimiento tiene especial importancia para el disefio de estratégias

gue permita una mayor eficiencia en el control de fitopatdogenos (Cray et al., 2015).

La estrategia de los agentes de biocontrol se basa en la interaccién negativa entre
comunidades microbianas; los mecanismos implicados en el biocontrol son:
antibiosis, secreciéon de enzimas liticas, competencia, parasitismo y resistencia
sistémica (Whipps, 2001; Compant et al.,, 2010). Saraf et al.(2014) vincula al
control biolégico con actividad aleloquimica que incluye la produccion de
antibiéticos, enzimas liticas e integra nuevostérminos como son: los factores de
virulencia, bioacidos, moléculas involucradas en Quorum sensing y produccién de
sideroforos. Por otro lado, cabe sefialar que en funcion de las condiciones
imperantes y del antagonista, el control puede ser resultado de un solo mecanismo
0, bien, de la accidn sinérgica de varios de ellos, ya sea por la accion de uno o
varios organismos (consorcios microbianos) (Bélanger et al., 1995; Benhamou et
al., 1997; Kang et al., 2014). El uso de productos microbianos con bioactividad es
una de lasnuevas herramientas biotecnoldgicas en el control de enfermedades,
por lo que el interés en la extraccidbn de metabolitos secundarios con actividad
biopesticida se ha incrementado en los Ultimos afios. En particular, las
rizobacterias con aptitudes biocontroladoras son vistas como fuentes de
antimicrobianos con potencial para ser aplicados como biopesticidas (Suprapta,
2012).

3.3.- Perspectivas de los microorganismos como fuentes de metabolitos

secundarios

De acuerdo con andlisis metagenomicosexiste una enorme diversidad de
compuestos naturales sin explorar en el ambiente (Charlop et al., 2015). Esto
sugiere gque la mayoria de los microorganismos poseen genes para producir una
gran variedad de metabolitos secundarios, lo que ha generado interés en ellos
como fuentes de productos naturales con potencial biotecnoldgico (Newman y
Cragg, 2012; Bertrand et al., 2014). En esta busqueda por nuevos productos
naturales los metabolitos secundarios de microorganismos son de importancia

debido a su amplio expectro de actividad biolégica. Por ejemplo, los
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microorganismos pueden producir toxinas que son perjudiciales para la salud
humana y animal (Nielsen et al., 2009; Kew, 2013; Wu et al., 2014), también son
fuentes de nuevos farmacos en la industria farmacéutica (Mojidet al., 2013; Araujo
et al., 2015), de aditivos de alimentos, antioxidantes, pigmentos, entre otros
(Archer et al., 2008).

Asi mismo, los metabolitos microbianos pueden ser aplicados como biopesticidas
contra diversas enfermedades en una amplia gama de cultivos (Chauhan et al.,
2014). En este ultimo caso la extraccion de compuestos con actividad aleloquimica
ha generado toda una serie de investigaciones cuyos resultados siguen siendo
probados para aplicaciones en un futuro. Por ejemplo, los microorganismos
benéficos pueden inhibir fitopatbgenos mediante la produccion de antibiéticos,
enzimas, moléculas del Quorum sensing y compuestos volatiles (Baysal y Tor,
2014; Saraf et al., 2014).

3.4.- Antibiosis

La produccion de antibidticos es considerada como uno de los principales
mecanismos de biocontrol de las rizobacterias antagonistas (Masood et al., 2012;
Neupane et al., 2015). Este tipo de mecanismo se caracteriza por la produccion y
liberacién de moléculas heterogéneas volatiles o difusibles que matan o inhiben el
crecimiento de otro organismo susceptible (Masood et al., 2012; Hassan et al.,
2014). Especies dePseudomonas y Bacillusse han reportado como antagonistas
de una amplia gama de fitopatdgenoscomo: Pythium, Phytophthora capsici y
Rhizoctonia solani (Khabbaz et al., 2015).En el caso de Pseudomonas se ha
reportado que libera potentes antibidticos desde el acido fenazina-1-carboxilico,
2,4-diacetilfloroglucinol hasta pirrolnitrina y pioluteorina (Hassan et al., 2014;
Khabbaz et al., 2015). EnBacillus se ha encontrado que produce fengicina,
bacilomicina, bacilisina, surfactina e iturina A. (Cawoy et al., 2014; Cawoy et al.,
2015; Khabbaz et al., 2015). Otras especies de bacterias pertenecientes a Serratia

también producen pirrolnitrina que inhibe aR. solani (Neupane et al., 2015).



3.5.- Produccién de sider6foros

La produccion de siderdforos es una estrategia de plantas y microorganismos para
atrapar el hierro en suelos con baja disponibilidad de este elemento (Singh et al.,
2014; Saha et al., 2015). Las rizobacterias antagonistas como Pseudomonas y
Bacillus (Khabbaz et al., 2015; Zhu y Yang, 2015) compiten satisfactoriamente con
los patégenos y otras bacterias saprofitas por hierro, gracias a la produccion de
sideroforos (Weller, 1993; Singh et al., 2014). Estos compuestos quelan la mayor
parte del Fe*® presente en el suelo, disminuyendo su disponibilidad para otros
microorganismos, entre los que se encuentran los patdégenos (Ruiz et al., 2015;
Zhu y Yang, 2015). La capacidad de los sideréforos para actuar como supresores
de patdgenos depende de la planta, del fitopatégeno a eliminar, la composicion del
suelo, de larizobacteriay la afinidad del sideroforo por el hierro (Glick, 2007).

3.6.- Sintesis de enzimas

La produccion de enzimas se considera como un componente importante del
control biolégico, ya que estas pueden actuar sinérgicamente debilitando la pared
celular de los hongos patégenos (Chen et al., 2013; Khabbaz et al., 2015). Las
enzimas involucradas son: quitinasas, glucanasas, proteasas y catalasas, las
cuales pueden inhibir el crecimiento de fitopatdgenos (Faheem et al., 2015). La
produccién de enzimas como mecanismo para el control biolégico de
patdgenostiene gran potencial que podria ser explotado comercialmente en la

agricultura mundial (lllakkiam et al., 2013).
3.7.- Moléculas del Quorum sensing

Las bacterias son capaces de detectarse unas a otras mediante un sistema de
comunicacion célula-célula. Esto es conocido como Quorum sensing y esta
implicado en la regulacion de la expresion genética,mediada por la densidad de
poblacion que involucra la produccion constante y la deteccion de moléculas de
sefalizacion (Helman y Chermin, 2015). Las moléculas del Quorum sensing, estan
involucradas en la sefalizacion entre microorganismos y en las relaciones entre

estos y las plantas (Basu y Sarkar, 2015; Helman y Chermin, 2015). El interés por
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estudiar estas moléculas es debidoa que estas son responsables de la regulacion
de la expresion genética de gran variedad de procesos fisiologicos involucados en
la simbiosis, virulencia, y competencia de microorganismos(Baysal y Toér, 2014;
Basu y Sarkar, 2015). Las investigaciones estan enfocadas en detectar los
compuestos responsables del proceso de sefalizacion que conduce hacia la
patogénesis. En este sentido el uso de moléculas bioactivas encargadas de la
expresion de genes patdgenos puede ser de utilidad para evitar enfermedades en
plantas, lo cual podria tener un potencial en la agricultura (JoSi¢ et al., 2012; Jung
et al., 2013).

3.8.- Produccidn cianuro de hidrégeno y otros volatiles

Un mecanismo que utilizan las rizobacterias para controlar fitopatdbgenos es la
produccion de compuestos volatiles, principalmente de cianuro de hidrégeno
(HCN) (Zhang et al., 2015). Por ejemplo; Pseudomonas y Bacillus, inhiben el
desarrollo de hongos mediante la produccién de HCN (Abou et al., 2015; Khabbaz
et al., 2015). El cianuro de hidrégenoes un compuesto muy volatil y toxico para
otros organismos, esta caracteristica lo hace ideal para el control biolégico (Zdor,
2015). Ademas, las rizobacterias liberan una gran cantidad de metabolitos volatiles
de bajo peso molecular que tienen un efecto sobre el crecimiento de otros
microorganismos (Blom et al., 2010; Kai et al., 2010; Yuan et al., 2012; Weise et
al., 2013).

3.9.- Factores que influyen en la produccién de metabolitos bacterianos

La produccién de compuestos de origen bacteriano en un medio de cultivo esta
influenciada por varios factores como son la fuente de nutrientes (carbono,
nitrégeno y sales minerales), pH, tiempo de incubacion y velocidad de agitacion
del medio, asi como algun factor de estrés o estimulo ocasionado por la presencia
o0 ausencia del agente patogeno (Wang et al.,, 2011; Zhao et al.,, 2013). Se ha
observado que el cambio de la osmolaridad en el medio de cultivo, cuando se
adiciona NaCl, aumenta la producciéon de metabolitos bacterianos (Wang et al.,

2011; Jafarzade et al., 2013). Los resultados de investigaciones indican que
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fuentes de carbono como glicerol, glucosa, fructosa maltosa, sacarosa y lactosa
aumentan la produccion de compuestos bioactivos, en comparacion con otras
fuentes de carbono provenientes de especies vegetales sin procesar (Wang et al.,
2011; Jafarzade et al., 2013; Miao et al., 2013). En el caso del nitrégeno se ha
encontrado que la harina de soya y la peptona proteasa incrementan la produccién
de compuestos antifiingicos en cepas bacterianas mientras que las fuentes crudas
de nitrégeno reducen la sintesis de estos compuestos (Wang et al.,, 2011).
Ademas, los micronutrientes como MgSO,4, MgCl,, NaCl, KH,PO4 y (NH4).SO,4
aumentan la produccion de antimicrobianos; mientras que elementos como Zn
(NO3) y CuSO,4 disminuyen la produccién de metabolitos secundarios de origen
bacteriano (Wang et al., 2011). Se ha demostrado que la acidificacion del medio
de cultivo bacteriano se debe a la produccion de acidos organicos; a las bacterias
con estas caracteristicas se les denomina bacterias &cido lacticas (Liet al., 2014).
Los acidos organicos son metabolitos secundarios con actividad antifingica o

pueden actuar como modificadores del pH(Pramvan et al., 2010; Liet al., 2014).
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~ CAPITULO IV
ACTIVIDAD ALELOQUIMICA DE LOS FILTRADOS DE Pseudomonas
tolaasii Y Ewingella americana CONTRA Rhizoctonia solani

4.1.- RESUMEN

En la presente investigacion se evalué la capacidad de tres cepas de
rizobacterias(Pseudomonas tolaasii A46, P. tolaasii P61 y Ewingella americana
108) para inhibir el crecimiento del hongo fitopatdgeno Rhizoctonia solani, asi
como estudiar algunos de los mecanismos involucrados. Las cepas P61 y 108
inhibieron el crecimiento radial de R. solanien 49%, mientras que la cepa A46s6lo
inhibié al hongo en 37%. Se encontr6 que las tres cepas de rizobacterias no
producen compuestos volatiles. Ademas, los filtrados obtenidos de cada una de
estas cepas mostraron actividad antifingica siendo el filtrado de la cepa 108 el
mejor con un halo de inhibicion de 4 mm. EIl co-cultivo de las rizobacterias con el
hongo fitopatégeno no aumento la actividad antifangica de los filtrados bacterianos
en comparacion con los cultivos simples. Las tres cepas no mostraron actividad
quitinasa, sin embargo, las cepas A46 y P61 resultaron positivas para la
produccion de sideroforos. Se seleccion6 la cepa 108 para evaluar la actividad
antifagica de esta y de sus filtrados en cuatro medios (Luria Bertani, King B, caldo
nutritivo y papa dextrosa); los medios de cultivo influyeron en la actividad
antagonica de E. americana contra R. solani, la mas alta se obtuvo en agar papa
dextrosa (APD), asi mismo el filtrado obtenido de esta cepa crecida en caldo papa
dextrosa (CPD) present6 la mayor actividad en comparacion con los otros medios.
El potencial del filtrado de la cepa 108 como biopesticida para controlar el hongo
fitopatdgeno se evalu6 en plantulas de chile serrano, se observo que la aplicacion

del filtrado disminuyd la incidencia de la enfermedad ocasionada por R. solani.

Palabras clave: biopesticidas, antagonismo, inhibicion, hongos fitopatdgenos.
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ABSTRACT

In the research capacity of three strains of rhizobacteria (Pseudomonas tolaasii
A46, P61 and P. tolaasii Ewingellaamericana 108) to inhibit the growth of the
phytopathogenic fungus Rhizoctonia solani we were evaluated, and study some of
the mechanisms involved. P61 and 108 strains inhibited growth of R. solani radial
49%, while A46 inhibited the fungus strain only 37%. It was found that the three
rhizobacteria strains do not produce volatile compounds. In addition, the filtrates
obtained from each of these strains showed antifungal activity being filtering the
best strain 108 with an inhibition of 4mm. The co-cultivation of plant pathogenic
fungus with rhizobacteria did not increase the antifungal activity of the bacterial
filtered simple compared to crops. The three strains showed no chitinase activity,
however, A46 and P61 strains were positive for the production of siderophores.
108 strain were selected to evaluate the activity of this antifigica and its filtered in
four ways (Luria Bertani, King's B, nutrient broth and dextrose potato); culture
media influenced the E. americana antagonistic activity against R. solani, the
highest was obtained in potato dextrose agar (PDA), also the filtrate obtained from
this strain grown in potato dextrose broth (PDC) had the highest activity compared
with the other media. Filtering the potential strain 108 as biopesticide to control the
phytopathogenic fungus was evaluated in seedlings of serrano chile, we observed
that the application of filtering reduced the incidence of disease caused by R.

solani.

Keywords: biopesticidas, antagonismo, inhibicién, hongos fitopatégenos.
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4.2.- INTRODUCCION

México es el pais con mayor variedad genética de Capsicum a nivel mundial
(Ramiez, 1996; Hermosillo et al., 2008). La palabra chile es de origen ndhuatl y es
un simbolo de identidad mexicana, se aplica a numerosas variedades y formas de
la planta herbacea anual Capsicum annuum, de la familia solanaceae; entre estas
variedades destaca el chile serrano (Capsicum annuum L.) de gran importancia
econdmica, social y cultural. Por lo anterior, México es considerado el centro de
origen y domesticacion del género Capsicum y sobre todo de la especie annuum;
Su consumo practicamente es en fresco y seco para la preparacion de salsaso sus
procesados, polvo o encurtidos. El fruto es rico en fibra, vitaminas A y C, potasio,
agua, hierro, magnesio, tiamina, riboflavina y niacina, y contiene capsaicina, un
compuesto de utilidad farmacéutica (Ramirez, 1996; Pérez-Castafieda et al., 2008;
Hernandez et al., 2008; Bhutia et al., 2015;Venier et al., 2015).

México a nivel mundial, no es el productor mas importante de chile debido a los
bajos rendimientos del cultivo (Sarath et al., 2011). De acuerdo con Anaya et al.
(2011) son varios los factores que causan el bajo rendimiento; pero posiblemente
el factor mas limitante para el cultivo son un complejo de hongos de hébitos
radicales conformado por Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani, Pythium sp.
yFusarium sp. causantes de la enfermedad conocida como marchitez o Damping
off. El dafio producido en la planta se localizaprincipalmente en el cuello de la raiz
0 base del tallo provocando marchitamiento y muerte de la planta (Reddy, 2014).
Generalmente la enfermedad es controlada con manejo cultural y agroquimicos
(Parry 1990;Secor y Gudmestad 1999); sin embargo,los fungicidas contribuyen a
seleccionar razas patogenas resistentes (Pomerantz et al., 2014).A pesar del uso
constante de agroquimicos, este tipo de problemas fitosanitarios persisten y el
manejo de sustancias quimicas genera problemas ambientales y de salud.

Con los avances en la ciencia se han propuesto herramientas biotecnolOgicas
como el control biolégico basado en el uso de microorganismos benéficos, el cual

es un modelo alternativo que se puede integrar al control de organismos
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patdogenos y como se trata de modelos biologicos adaptados al manejo agricola,
no afecta al medio ambiente (Ferrera-Cerrato y Alarcon, 2007; Baysal y Tor, 2014;
Gutterson, 2014). El control biolégico con microorganismos benéficos se basa en
estrategias o mecanismos de accion como: produccion de antibidticos, produccion
de enzimas, competencia por espacio 0 nutrientes, parasitismo y resistencia
sistémica adquirida (Whipps, 2001; Compant et al., 2010; Saraf et al., 2014).

En este contexto el proposito de esta investigacion fue evaluar la actividad
antagonica de tres cepas de rizobacterias (dos de Pseudomonas tolasii y una se
Ewingella americana) contra Rhizoctonia solaniy definir sus mecanismos de

accion.

4.3.- MATERIALES Y METODOS

4.3.1.- Material microbiano

Se utilizaron tres cepas de rizobacterias (A46, Pseudomonas tolaasii; P61,
Pseudomonas tolaasii y 108, Ewingella americana) que fueron obtenidas del
cepario del Laboratorio de Microbiologia, Programa de Edafologia del Colegio de
Postgraduados (Cuadro 1). Las cepas de rizobacterias se cultivaron en agar
nutritivo para activarlas. Como hongo fitopatégeno se utilizé una cepa de
Rhizoctonia solaniobtenida del mismo laboratorio y que fue aislada de cultivo de

lechuga (Lactuca sativa.

Cuadro 1. Procedencia de las bacterias antagonistas utilizadas en esta
investigacion.

Cepa Especie Origen

P61 Pseudomonas tolaasii Cultivo de papa, Toluca Estado de
Meéxico

A46 Pseudomonas tolaasii  Cultivo de papa, Toluca Estado de
México

108 Ewingella americana  Esporoma de hongo ectomicorrizico,

Monte Tlaloc, Estado de México
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4.3.2.- Actividad antagonista

Las cepas de rizobacterias se sembraron (en linea) en placas con medio APD
(agar papa dextrosa) y a las 24 h posteriores se sembré un disco de agar con
micelio de R. solani a 5 cm del cultivo bacteriano, se incub6 a 28 °C y a los 5 dias
se midio el crecimiento radial del hongo fitopatdogeno. El porcentaje de inhibicion
se calculé mediante la férmula: % Inhibicion = R — r X100/ R, donde R es el radio
del hongo en el testigo y r es el radio del hongo en cada uno de los tratamientos

en presencia del antagonista.

4.3.3.- Deteccién de compuestos voléatiles

Las rizobacterias y el hongo fitopatdbgeno se sembraron en placas de APD
divididas; en una seccion se sembroé la bacteria 'y a las 24 h se sembré un disco de
Rhizoctonia solani en la otra seccién de la caja. Se observd el crecimiento del

hongo a los 5 dias y se comparo con el testigo.

4.3.4.- Ensayo de filtrados bacterianos

Se establecieron dos ensayos con filtrados de las cepas bacterianas. En el primer
ensayo las cepas se cultivaron en medio caldo papa dextrosa (CPD) por 72 h en
agitacion a 28 °C. El sobrenadante se centrifugd a 7000 rpm durante 15 min y se
filtré utilizando membranas Durapore marca Millex de 0.22 um. La actividad de los
filtrados bacterianos se evalué mediante la técnica de pozos en placas con medio
APD; en las placas con pozos se sembrd en el centro un disco de Rhizoctonia
solani y a las 24 h posteriores se adicionaron volimenes de 200 o 300 pL de los
filtrados en cada pozo. Se realizaron observaciones a las 24 h; se midi6 la zona de

inhibicién cercana al pozo.

4.3.5.- Produccion de compuestos antifungicos mediante el co-cultivo

Las rizobacterias (108, A46 y P61), se sembraron en medio caldo PD inoculado
previamente con un disco de R. solani, a las 72 h se filtr6 con membranas de 0.22
pum Durapore; los filtrados se depositaron en volimenes de 200 y 300 uLen los
pozos de las placas de APD, donde en el centro se coloco un disco de R. solani
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con 24 h de crecimiento. Se midio el halo de inhibicion en la zona cercana al pozo.
Se incluy6 un testigo donde sélo se dejo crecer el hongo fitopatégeno y en los
pozos se agregd medio caldo PD. Los cultivos se mantuvieron en incubacion a
28°C. Se evalué a las 24 h el halo de inhibicion del crecimiento del hongo

alrededor del pozo.

4.3.6.- Detecciodn de actividad quitinolitica en placa

Las cepas de bacterias P61, A46 y 108 fueron sembradas por método de estria,
en medio Luria Bertani (LB) adicionado con quitina coloidal (la quitina en escamas
marca Sigma se digestd con &cido clorhidrico concentrado por 24 h) y se
cultivaron a 28°C durante 72 h. Se evalu6 la formacién de un halo incoloro

transparente.

4.3.7.- Deteccion de produccion de sideréforos en placa

Las cepas bacterianas P61, A46 y 108 fueron sembradas en cajas con medio de
Cromo azurol (CAS) agar modificado (Perez-Miranda et al., 2007), que
brevemente se describe: el colorante CAS se prepar6 de acuerdo con Louden
(2008), y se adiciondé a un matraz que contenia caldo nutritivo ajustado a pH 7 al
cual se agregé agar (15 g L™). Se evalué la formacion de halos alrededor de las
colonias a las 72 h después de incubadas las cepas a 28°C (Milagres et al., 1999;
Sung et al., 2001; Perez- Miranda et al., 2007).

4.3.8.- Filtrados bacterianos usando diferentes medios de cultivo

Las cepas de rizobacterias (P61 y 108) se cultivaron en cuatro medios distintos
[caldo nutritivo (Merck), Luria Bertani (por litro: 10 g Triptona, 5 g de extracto de
levadura, 5 g NaCl y 1 g de triptéfano), King B (por litro: 20 g de peptona, 6 g de
MgS04.H,0, 6 g de K;HPO, y 15 mL de glicerol) y caldo papa dextrosa (Merck)]
por 72 h en agitacion a 180 rpm. Posteriormente, los cultivos se centrifugaron a
7000 rpm por 15 min. El extracto se filtr6 en unamembrana de 0.22 um.

La actividad antibidtica del filtrado se evalué en un bioensayo con el hongo

fitopatégeno. Para esto, se cortaron discos con el hongo y se sembrouno de estos
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discos en cada caja con medio agar papa dextrosa (APD);en las cajas se hicieron
tres pozos con sacabocados que se llenaron con 300 pL del extracto bacteriano.
Las cajas se incubaron por 24 h; se midio el halo de inhibicion alrededor de los

pOZos.

4.3.9.- Antagonismo en cultivo dual mediante la division bi-partita con
diferentes medios

Las cepa 108 fue cultivada en placas con agar nutritivo durante 24 h. Se
prepararon placas bipartitas, que consistié en llenar las cajas de petri con APD y
después que solidificé el medio se quitd una mitad con un bisturi, la cual se
sustituy6 llenando con diferentes medios especificos para la bacteria (Luria
Bertani, Agar nutritivo, APD y King B). La bacteria se sembré en lineay alas 24 h
posteriores se sembréd un disco del hongo, el cual siempre se colocé en la mitad
que contenia APD; las mediciones del crecimiento del hongo se realizaron a las 48
h. Los datos se usaron para calcular el porcentaje de inhibicion mediante la
férmula: % Inhibicién = R — r X100/ R, donde: R es el crecimiento radial del hongo
en el testigo, r es el crecimiento radial del hongo en cada uno de los tratamientos

en presencia del antagonista.

4.3.10.- Actividad de biocontrol en planta

Se uso6 el filtrado bacteriano de Ewingella americana 108 para establecer un
ensayo en plantulas de chile serrano (Capsicum annuum L). Se cultivd la cepa
bacteriana en caldo papa dextrosa en agitacién a 28 °C por 72 h durante 15 min,
se centrifugd a 7000 rpm y el sobrenadante se filtr6 en una membrana estéril de
0.22 pum; charolas de 7 x 16 x 6 cm se llenaron con arena previamente
esterilizada, en cada una se sembraron 30 semillas y a la emergencia se aclare6
dejando solo 25 plantulas. Después se inocularon 20 mL de filtrado bacteriano por
charola, distribuidos homogéneamente entre las plantas. Ademas, se incluyeron
dos tratamientos, uno con fungicida (Captan, 2 g L™*) y otro sin fungicida. El captan
se aplico solo una vez usando un volumen de 20 mL por charola. En el caso del

hongo fitopatdgeno R. solani éste se cultivé en placas con APD por 5 dias para
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obtener el in6culo; se colocaron 10 discos con micelio por charola distribuyéndolos
entre las plantulas. La humedad relativa en las charolas se aument6 cubriéndolas
con bolsas de plastico, esto con el fin de acelerar la aparicion de la enfermedad en
las plantas. Se tomaron datos de sintomas de la enfermedad en la parte aérea de
las plantas y se cont6 peridodicamente el nimero de plantas muertas en cada uno

de los tratamientos.

4.3.11.- Disefio estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar en todos los bioensayos.
Los datos fueron analizados mediante el programa estadistico SAS version 9.0,
realizando un analisis de varianza y la prueba de comparacién de medias (Tukey,
a=0.05).

El ensayo con plantulas de chile en el invernadero,se establecié con un disefio
experimental de bloques completamente al azar. Se cuantifico el area bajo lacurva
del progreso de la enfermedad (ABCPE) para cada tratamiento, considerando la
variable niamero de plantas dafiadas por tratamiento, y se aplico el método del
trapezoide (Campbell y Madden, 1990). Los datos del ABCPE se sometieron a una
andlisis de varianza y posteriormente a la prueba de separacion multiple de
medias de Tukey (a=0.05). Los datos fueron analizados mediante el paguete

estadistico SAS version 9.0.
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4.4.RESULTADOS

4.4.1.-Actividad antagonista

Las tres cepas de rizobacterias probadas en cultivo dual en placas con APD,
presentan actividad antagonistahacia el crecimiento radial de Rhizoctonia solani,
con diferente grado de inhibicién del hongo fitopatdgeno, y resaltando las cepas P61
y 108 con 49% de inhibiciéon (Cuadro 2). Se observo la formacion del frente de
inhibicion del hongo en frente de la colonia de cada una de las cepas de

rizobacterias.

Cuadro 2. Efecto de tres cepas de rizobacterias en el crecimiento radial de
Rhizoctonia solani en cultivo dual usando APD.

Cepa Crecimiento radial de % Inhibicién
R. solani (mm)

Control 70c* -

Pseudomonas tolaasii A46 44 b 37

Pseudomonas tolaasii P61 36 a 49

Ewingella americana 108 36 a 49

* Valores con letra diferente son estadisticamente diferentes (Tukey, a=0.05).

4.4.2.- Determinacion de compuestos volatiles

Para probar si las rizobacterias producen compuestos volatiles que inhiban a R.
solani, se usaron cajas de Petri divididas (con una barrera a la mitad de la caja),
donde el hongo patégeno se coloc6 en una de las mitades y la bacteria en la otra.
Los resultados mostraron que no hubo inhibicion del desarrollo de R. solani antes de
gue este atravesara la barrera de la caja, lo que permite suponer que no hay
produccion decompuestos volatiles antifungicos. Sin embargo, el hongo atraveso la
division de la caja al cuarto dia y crecié en el mismo medio donde se sembro la
bacteria, hasta que se formé el frente de inhibicibn causado posiblemente por la

difusién de antifungicos de la cepa bacteriana(Figura 1).
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Figura 1. Ensayo en cajas divididas para detectar actividad antifungica debida
a compuestos bacterianos volatiles. Lado derecho de la caja corresponde a la
cepa bacteriana y lado izquierdo a Rhizoctonia solani. A) control, B) cepa P61,
C) cepa A46, D) cepa 108.

4.4.3.- Actividad antifungica de los filtrados de las rizobacterias

El filtrado obtenido de la cepa 108 mostrola mayor actividad antifingica como se
muestra en el Cuadro 3 y Figura 2. Los filtrados de lascepas P61 y A46 tuvieron
poco efecto inhibitorio sobre el hongo R. solani.
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Figura 2. Inhibicion del crecimiento de R. solani por filtrados de las
rizobacterias Pseudomonas tolaasii P61, P. tolaasii A46 y Ewingella
americana108 en medio APD. Mitad superior de la foto, los pozos en el medio
se llenaron con 200 pL y mitad inferior, los pozos se llenaron con 300 uL; T =
testigo. Las flechas senalan los halos de inhibicion.

4.4.4.- Actividad antifungica de los filtrados de rizobacterias en el co-cultivo
Los filtrados obtenidos de las cepas de rizobacterias cultivadas solas o en co-cultivo
con el patégeno tuvieron el mismo efecto sobre el desarrollo del hongo en cajas
Petri, como se observa en la Figura 3 y Cuadro 3. Los filtrados de las cepas P61y
A46 no inhibieron el desarrollo del hongo fitopatégeno; pero la cepa 108 si lo
inhibieron.
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Figura 3. Ensayo de filtrados obtenidos del co-cultivo rizobacteria- R. solani;
A= 200 pL y B= 300 pL de filtrados por pozo. La formacion de la zona de
inhibicion indica la presencia de compuestos con actividad antifungica. Las
flechas sefialan los halos de inhibicion.

Cuadro 3. Inhibicion del crecimiento de R. solani por filtrados bacterianos
obtenidos de cepas cultivadas individualmente o en co-cultivo con el hongo
fitopatdégeno.

Cepa Volumen Inhibicién del micelio Inhibicién del
(mm) con filtrados micelio (mm) con
bacterianos* filtrados de co-

cultivo**
Control 200 pL 00b 0.0c
300 pL 00D 0.0c
Pseudomonas 200 pL 0.0b 0.0c
tolaasii P61 300 pL 0.6b 0.0c
P. tolaasii A46 200 pL 0.0b 0.0c
300 pL 06D 00c
Ewingella 200 pL 10b 10b
americana 108 300 pL 40a 20a

*Las cepas bacterianas se cultivaron en caldo papa dextrosa (CPD) sin el
hongo. **Las cepas se cultivaron en CPD junto con el hongo. Letras idénticas
son estadisticamente iguales (Tukey, a= 0.05).
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4.4.5.-Deteccion de actividad quitinolitica en placa

La produccion de enzimas liticas que degradan las paredes de las células de
hongos, es otro de los mecanismos de accion de las rizobacterias antagonistas para
inhibir el crecimiento de hongos fitopatdgenos. Sin embargo, en este ensayo las
cepas P61, A46 y 108 no mostraron formacion de halos en medio Luria Bertani (LB)

mas quitina coloidal, lo que indica que las cepas no producen quitinasas (Cuadro 4).

4.4.6.- Deteccion de produccién de sideroforos en placa

Las cepas A46 y P61, resultaron positivas para la prueba de sider6foros, mostraron
la formacion de un halo alrededor de la colonia de color amarillo. En el caso de la
cepa 108, no se observé ningun cambio en el medio CAS, lo que permite descartar
la produccién de compuestos quelantes en esta cepa(Cuadro 4).

Cuadro 4. Actividad quitinolitica y produccion de sidero6foros en tres cepas de
rizobacterias en cultivo solido.

Cepa Actividad quitinolitica Produccion de
sideroforos

Pseudomonas tolaasii A46 -- ++

Pseudomonas tolaasii P61 -- ++

Ewingella americana 108 - -

"Positivo"No presento cambio.

4.4.7.-Filtrados bacterianos utilizando diferentes medios de cultivo

En este ensayo s6lo se utilizaron dos cepas de rizobacterias (P61 y 108) con el
propdésito de evaluar el efecto del medio de cultivo en la produccién de compuestos
antifangicos. Los filtrados provenientes de la cepa 108 cultivada en medio caldo PD
presentaron actividad antifingica en comparacion con los filtrados obtenidos en los
otros medios de cultivo donde no se observo actividad. Esto indica que el medio
caldo PD es el ideal para que la cepa 108 produzca compuestos con actividad
inhibitoria aR. solani. Los filtrados de la cepa P61 no mostraron ningun tipo de
actividad sobre el crecimiento de Rhizoctonia solani en ninguno de los medios

empleados.
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Cuando se compara el pH de los cuatro medios utilizados para cultivar las cepas
108 y P61 se observo una acidificacion marcada en caldo PD, mientras que otros
dos de los medios se alcalinizaron (Cuadro 5). En los cuatro medios utilizados el
crecimiento de las células bacterianas para ambas cepas P61 y 108 fue en un rango
de 3x10® a 1.8x10° lo cual sugiere que las cepas crecen bien en los cuatro medio de
cultivo, aun en el caso de caldo PD donde el pH se acidifico (Cuadro 5); este cambio

de pH posiblemente sea consecuencia de la produccién de acidos orgénicos.

Cuadro 5. Efecto de diferentes medios de cultivo en el crecimiento y la
actividad antifungica de filtrados de dos cepas de rizobacterias.

Filtrados de Ewingella Filtrados de Pseudomona
americana 108 tolaasii P61
Medio Volumen pH UFC Actividad pH UFC Actividad
(pL) antifungica antifungica
(mm)
LB 200 774 96x10° - 761 5y10° -
300 -- --
CN 200 8.93  36x10° - 9.05 44510 -
300 -- --
KB 200 6.03 33410 - 6.74 56510 -
300 -- --
CPD 200 478 48x10°  *(1.0) 517 56410 -
300 ++(4.5) --

"Halo ligero, "Halo marcado, "No presentd halo. Luria Bertani (LB), caldo nutritivo
(CN), medio King B (KB), caldo papa dextrosa (CPD), unidades formadoras de
colonias (UFC) y el halo de inhibicion esta expresado en milimetros (mm).

4.4.8.- Antagonismo en cultivo dual mediante la vision bi-partita con diferentes
medios

El medio base para estudiar el antagonismo de las cepas de rizobacterias contra
Rhizoctoniasolani fue agar papa dextrosa. En este medio la cepa que presentd una
actividad antagénica mayor contra R. solanifue la 108. Se realiz6 un ensayo con
esta cepa en cuatro medios (King B, APD, agar nutritivo y Luria-Bertani) en cajas
Petri. Una mitad de la caja siempre tuvo como medio APD y fue donde se sembro el
hongo vy la otra tuvo uno de los medios sefialados arriba. La cepal08 no presentd

actividad antifungica en ninguno de los medios para bacterias, excepto en papa
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dextrosa. En la Figura 4 y Cuadro 6 se ilustra el efecto del medio en la actividad

antagonica de la cepa 108 contra R. solani.

Figura 4. Efecto del medio de cultivo en la actividad antifungica de la cepa
Ewingella americana 108 contra Rhizoctonia solani. La rizobacteria se sembro
en una mitad de la caja que contenia (A) APD, (B) medio de King B, (C) agar
nutritivo (AN) y (D) LB. En la otra mitad de la caja que contenia APD se sembr¢

el hongo.

Cuadro 6. Efecto del medio de cultivo en la actividad antifungica de la
rizobacteria Ewingella americana en el crecimiento radial de Rhizoctonia
solani. La rizobacteria se sembré en una mitad de la caja que contenia APD,
medio de King B, agar nutritivo y LB. La otra mitad de la caja contenia APD

donde se sembro el hongo.

Medio Inhibicién del micelio % de inhibicion
(mm)

Agar nutritivo 226b 39

King B 28.2 bc 23

Luria-Bertani 240Db 30

Agar Papa dextrosa 12.4 a 59

Letras idénticas son estadisticamente iguales (Tukey, a= 0.05).
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4.4.9.- Actividad de biocontrol en planta

El filtrado de la cepa de Ewingella americana 108 fue el que presenté la mayor
actividad antagodnica contra R. solani en caja de Petri y el mejor medio fue caldo PD.
Este filtrado se utilizd para probar su efectividad en planta para controlar al hongo
fitopatdogeno. El tratamiento con el filtrado bacteriano tuvo un menor niumero de
plantas dafiadas que el tratamiento con fungicida como se observa en las gréaficas
de la Figura 5. El analisis cuantitativo del area bajo la curva muestra diferencias
estadisticas significativas (a= 0.05) entre el tratamiento con el filtrado 108 y el
fungicida, pero no con el testigo (Cuadro 7). El filtrado se aplicé una sola vez al
inicio del experimento, aun asi manifestd una reduccion de la enfermedad en
comparacion con el fungicida. En el caso del fungicida también se aplic6 sélo una
vez por lo que tal vez eso influyd en su nula efectividad, ya que se recomienda
aplicarlo por lo menos cada 7 dias de acuerdo al fabricante. Probablemente el

efecto del filtrado sea mas elevado si este se concentra antes de aplicarse.
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Figura 5. Efecto de la aplicacion del filtrado de la cepa Ewingella americana
(108) en el dafio causado en plantulas de chile serrano inoculadas con
Rhizoctonia solani.
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Figura 6. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad causada por
Rhizoctonia solanien plantas de chile serrano(Capsicum annuum L.)en tres
tratamientos, bajo condiciones de invernadero.

Cuadro 7. Comparacion de el area bajo la curva del progreso de la enfermedad
(ABCPE) y de las medias del numero de plantas muertas, en tres tratamientos
contra Rhizoctonia solani en plantulas de chile serrano (Capsicum annuum L.).

Tratamiento Area bajo la curva Numero de plantas
(proporcion-dias) muertas

Control 1700.0 ab 15b

Fungicida 20190 b 17 b

Filtrado 108 14295 a 12 a

Letras idénticas son estadisticamente iguales (Tukey, a= 0.05).

4.5.- DISCUSION

Las tres cepas de rizobacterias empleadas en este estudio inhibieron el crecimiento
de Rhizoctonia solani en cultivo dual (Cuadro 2). Estas cepas pueden tener un uso
potencial para controlar enfermedades en cultivos agricolas. El control biol6gico
mediante el uso de rizobacterias esta vinculado con su actividad aleloquimica, que
involucra la produccion de antibioticos, enzimas liticas, bioacidos, moléculas
involucradas en el Quorum sensing, factores de virulencia y produccion de
sideroforos (Saraf et al., 2014). Asi como también involucra competencia por

espacio o nutrientes e induccion de resistencia sistémica en plantas (Sulochana et
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al., 2014). Una forma de evaluar los mecanismos involucrados en la inhibicion del
desarrollo de fitopatdgenos, es mediante el estudio de la actividad aleloquimica de
los productos obtenidos de cultivos bacterianos o bien evaluando directamente la
actividad de las rizobacterias en experimentos de confrontacién in vitro, usando

diferentes medios de cultivo.

En esta investigacion se realizaron varios ensayos para determinar los mecanismos
de las cepas de rizobacterias para inhibir el crecimiento de R. solani; se demostré
gue la actividad antagonica de las rizobacterias no esta dada por la liberacién de
compuestos organicos volatiles, ya que en el ensayo en cajas divididas (con una
barrera a mitad de la caja) el hongo fitopatdgeno crecié atravesando la barrera de la
caja al cuarto dia y una vez que atraveso la division fue cuando se formé el frente de
inhibicion (Figura 1). En el caso de los filtrados bacterianos estos presentaron
actividad aleloquimica contra el hongo fitopatégeno, lo cual nos indica que los
compuestos antifingicos se encuentran en los filtrados (Figura 2 y Cuadro 3). Sin
embargo, solo el filtrado de Ewingella americana 108 presentd una actividad

marcada en comparacion con los dePseudomonas tolaasii P61 y P. tolaasii A46.

Se ha reportado que cepas de Pseudomonas se han reportado que producen
diferentes antimicrobianos como: fenazina, 2,4-diacetilfloroglucinol, pirrolnitrina,
cianuro de hidrégeno, pioverdina, entre otros (Coraiola et al., 2006; Rokni-Zadeth et
al., 2012). En el caso particular de Pseudomonas tolaassii, esta especie causa
pudriciones en hongos comestibles y se ha extraido una toxina denominada
tolaasina que esta asociada a la enfermedad causada por la bacteria (Cho y Kim,
2003; Sunhee et al.,, 2011). En nuestro trabajo, probablemente la actividad
antagonica de la bacteria también esta asociada a la produccion de este compuesto,
aun cuando los filtrados tuvieron muy baja actividad antifingica. En el caso de
Ewingellaamericana es una enterobacteria causante de pudriciones en hongos
comestibles (Madbouly et al., 2014) y raramente se ha reportado como patégeno de
seres humanos (Maraki, 2012; Li et al., 2014b). Ademas, esta especie de bacteria
fue reportada como promotora de crecimiento vegetal, productora de quitinasas y de
sideroforos (Ribeiro y Cardosa,2012; Hou y Oluranti, 2013).
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Los microorganismos de la rizésfera establecen diversas interacciones y producen
una gran variedad de compuestos con bioactividad cuya activacion y funcion
dependen del microorganismo, del ambiente y de la misma interaccion (Cray et al.,
2015), por consiguiente el uso de dos o mas microorganismos en co-cultivo podria
ser esencial para la produccion de compuestos bioactivos, semejando lo que sucede
en la rizosfera (Bertrand et al., 2014a). Se ha encontrado que el co-cultivo de dos
microorganismos resulta en la produccion de metabolitos que no estan presentes en
cultivos solos de uno u otro (Pettit, 2009; Bertrand et al., 2014b; Dashti et al., 2014).
Por esta razon se establecié un ensayo donde se co-cultivo la bacteria junto con el
hongo patogeno y los filtrados obtenidos fueron evaluados por su actividad
antifingica en comparacion a los filtrados de cultivos bacterianos individuales. En
esta investigacion se observé que los filtrados provenientes de co-cultivo tuvieron
menor actividad antifangica que los filtrados de los cultivos bacterianos simples

(Figura 3 y Cuadro 3).

La produccion de quitisas y sidero6foros son otros de los mecanismos de biocontrol
gue poseen las rizobacterias para suprimir el crecimiento de hongos que causan
enfermedades en los cultivos (Chermin et al., 1995; Kielaket al., 2013; Brzezinska et
al.,, 2014). Las tres rizobacterias consideradas en este estudio no presentaron
actividad quitinolitica en medio de cultivo sélido y so6lo dos de ellas (P. tolaasii A46 y
P. tolaasii P61) produjeron sider6foros (Cuadro 4); lo cual sugiere que en estas dos
Ultimas posiblemente el mecanismo responsable de la actividad antifungica esté
asociado a la produccion de sideréforos. Estos compuestos que quelatan hierro, son
muy diversos y sélo pueden ser sintetizados por plantas y microorganismos como
bacterias y hongos. Se ha observado que cuando las rizobacterias toman el hierro
del medio lo hacen no disponible para otros microorganismos, incluyendo
fitopatdgenos, suprimiendo asi su crecimiento (Milagres et al.,, 1999; Sung et al.,
2001; Perez-Miranda et al., 2007; Louden et al., 2008). En otros estudios se ha
reportado produccion de quitinasas en cepas de rizobacterias de Pseudomonas y
Ewingella americana y la han relacionado con la actividad antifingica de estos
microorganismos (Hou y Oluranti, 2013; Swiontek et al., 2014; Akocak et al., 2015).

En nuestro caso la prueba para quitinasas resulto negativa.

En este trabajo se establecio un ensayo con dos cepas de rizobacterias (P61 y 108)

con el fin de evaluar el efecto del medio de cultivo en la actividad antifingica de sus
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filtrados. Se encontré que el filtrado obtenido de la cepa 108 crecida en caldo papa
dextrosa fue el que tuvo mayor actividad (Cuadro 5). La produccion de compuestos
de origen bacteriano en un medio de cultivo esta influenciada por varios factores
como son la fuente de nutrientes (carbono, nitrogeno y sales minerales), pH, tiempo
de incubacion y velocidad de agitacion del medio, asi como algun factor de estrés o
estimulo (Wang et al., 2011). El conocimiento de estos factores es muy util para
potenciar la produccion de compuestos con bioactividad en microorganismos de
interés biotecnologico (Djinni et al., 2014). El medio papa dextrosa es recomendado
para el cultivo de hongos filamentosos y contiene basicamente dextrosa, papa
(almidén) y agar, no es ideal para el crecimiento de bacterias que generalmente
prefieren otras fuentes de carbono; sin embargo, posiblemente esta condicion del
medio de cultivo haya estimulado la produccion de compuestos con actividad
aleloquimica en E. americana. Este medio, después de cultivar las cepas E.
americana 108 o P. tolaasii P61, se acidificé, lo que indica que hubo produccién de
acidos organicos (Cuadro 5). No obstante, la acidificacion del medio fue mas
marcada con la cepa 108. Diferentes estudios han demostrado que los &cidos
organicos como lactico, acético, fenilacético y propidnico tienen un efecto en la
inhibicién de hongos filamentosos (Lavermicocca et al., 2003; Saithong et al., 2010;
Li et al., 2014a). Esto hace suponer que la inhibicién de R. solani por el filtrado de la
cepa 108 pudiera estar relacionado con la liberacion de acidos organicos que tienen
actividad antifungica; pero no es el caso de la cepa P61. Lo cual concuerda con
evidencias que sugieren que no siempre los filtrados bacterianos presentan

actividad antifangica, aun cuando se produzcan acidos organicos (Li et al., 2014a).

Este mismo ensayo con los cuatro medios de cultivo se repitié solo con la cepa 108
en cajas Petri sembrando la bacteria y el hongo en cultivo dual. Una mitad de la caja
siempre tuvo como medio APD, donde se sembro el hongo, y la otra mitad tuvo uno
de los medios ya sefialados: donde se sembr¢ la bacteria. Se evaluo el porcentaje
de inhibicion de R. solani. La cepa 108 en los cuatro medios utilizados inhibio el
desarrollo de R. solani, presentando la mas alta actividad antifungica en el medio
APD (Cuadro 6 y Figura 4). Esto nos confirma que la composicion del medio influye
en la actividad antagonica de las rizobacterias y de sus filtrados.

La aplicacion de los filtrados de Ewingella americana en plantulas de chile serrano

(Capsicum annuum L.) disminuyé el dafio causado por R. solani en comparacion

37



con el fungicida y el testigo (Figura 5); este hallazgo es sobresaliente ya que solo se
hizo una aplicacion al momento de establecer el experimento; ademas, el filtrado
gue se aplicd no se concentrd al obtenerlo del cultivo bacteriano, lo que sugiere que
los filtrados deben tener una alta actividad antifungica. EInUmero de plantas
enfermas y muertas evaluadas después de la inoculacion conR. solanisugiere que el
tratamiento con el filtrado 108 redujo la incidencia de la enfermedad causada por
este fitopatdgeno en chile serrano, en comparacion con los otros tratamientos. Asi
mismo, cuando se analiza el progreso de la enfermedad en relacion al tiempo
mediante la cuantificacion del area bajo la curva, semostré que el efecto del filtrado
108 es mejor al tratamiento con fungicida, no obstante el testigo no esdiferente a
estos dos (Cuadro 7 y Figura 6). Con el propédsito de obtener mayor precisién y
definicién en el comportamiento de los filtrados bacterianos en relacién al control de
R. solani, se recomienda repetir este ensayo aplicando dosis concentradas y tal vez
haciendo mas de una aplicacion del filtrado, debido que en otros estudios se ha
encontrado que el efecto de los filtrados antifungicos depende de la edad del cultivo
y sobre todo de la concentracién (Boukaew y Prasertsan, 2014). Algunos reportes
sefalan que Pseudomonas fluorescens y Bacillus subtillis disminuyen la severidad
de R. solani en diferentes cultivos de importancia econdémica, lo cual se atribuy6 a la
produccion de HCN, sideréforos, enzimas liticas y algunos antibioticos (Pliego et al.,
2011; Huang et al., 2012; Jung et al., 2014; Abou et al., 2015). Sin embargo, no
existen reportes para el caso deE. americana. En esta investigacion se hizo especial
énfasis en los filtrados de E. americana, ya que tienen una marcada actividad
antifangica. Ademas, los filtrados de E. americana podrian ser mas valiosos que la
misma bacteria,debido a que es una enterobacteria considerada en raros casos
como patogena de seres humanos (Maraki, 2012; Li et al., 2014b). El filtrado de esta
bacteria podria tener utilidad como biopesticida; pero habria que identificar los
compuestos bioactivos responsables de tal actividad antifungica. Los
microorganismos antagonistas son muy susceptibles a cambios en el ambiente y a
fuentes de alimentacion, al patégeno y cultivo, es decir, si se modifica algunas de
estas condiciones el efectodel antagonista puede variar es por ello que es esencial
tener en cuenta las condiciones ambientales para observar el efecto deseado de los
microorganismos(Radja et al., 2002; Saravanakumar et al., 2007; Goudjal et al.,
2014; Madbouly et al., 2014).
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4.6.- CONCLUSIONES

1. Las tres cepas de bacterias probadas si mostraron actividad antifungica contra
R. solani.

2. La actividad antifungica de las cepas de rizobacterias es muy probable que esté
relacionada con la produccion de sideroforos, y otros compuestos como acidos
organicos.

3. Pseudomonas tolaasii A46, P. tolaasii P61 y Ewingella americana 108inhiben el
desarrollo de Rhizoctonia solani en cajas Petri y su actividad antagonica no
estuvo dada por la produccién de compuestos volatiles.

4. El co-cultivo de las rizobacterias con el hongo fitopatogeno tendié a disminuir la
actividad antifungica de los filtrados bacterianos en comparacion a los cultivos
simples.

5. Elfiltrado de mayor actividad antagonica fue el de la cepa E. americana 108. Las
tres cepas resultaron negativas para actividad quitinasa, pero las cepas A46 y
P61 fueron positivas para sideréforos.

6. La cepa E. americana 108 tuvo la mayor actividad antifungica que fue favorecida
por el medio de cultivo papa dextrosa, y el cual también favorecio la actividad del
filtrado de esta cepa.

7. El filtrado de la cepa 108 disminuyé la incidencia del dafioen plantulas de chile
serrano bajo condiciones de invernadero.

8. El filtrado de la bacteriakE. americanapodria tener potencial como biopesticida;
pero habria que identificar de manera precisa los compuestos bioactivos
responsables de tal actividad antifingica. Por ello, se recomienda hacer una
exploracion mas detallada del potencial del filtrado 108 como biopesticida para
controlar enfermedades causadas por hongos fitopatégenos radicales en

plantas.
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ANEXO |
EXTRACCION E IDENTIFICACION DE COMPUESTOS CON ACTIVIDAD
ANTIFUNGICA DE LOS FILTRADOS DE Ewingella americana

INTRODUCCION

Existe una gran diversidad de microorganismos y por lo tanto son considerados
como fuentes de productos naturales. Ademas, son vistos como fuentes potenciales
en la extraccion de nuevos metabolitos secundarios con importancia en las grandes
industrias de cosméticos, farmaceéutica, y en especial en la agricultura (Kryuchkova
et al., 2014; Zeng et al., 2014). En esta ultima, se utilizan como fertilizantes
biolégicos y como biopesticidas. Existe controversia en la aplicaciéon de
microorganismos vivos en el ambiente, debido a que se desconoce qué problemas
podrian ocasionar a largo plazo en los habitats donde son aplicados; otro de los
puntos medulares es el uso de microorganismos que pueden ser un factor de riesgo
para la salud de plantas como de animales;sin embargo tienen potencial en la
produccion de compuestos secundariosvaliosos para la sociedad (Dubuis et al.,
2007; Newman y Cragget al., 2012). Los microorganismos producen diferentes
metabolitos que pueden tener aplicacion en la medicina, la industria y la agricultura;
varios compuestos microbianos se han obtenido de bacterias como Pseudomonas,
Bacillus, Lactobacillus, Enterobacter, Xenorhabdus y Photorhadbus (Shapiroet al.,
2009; Saithong et al., 2010; Bock et al., 2014b). Dentro de este grupo
demicroorganismos se han identificado enzimas liticas (quitinasa y glucanasas),
sideréforos, antibiéticos(lipopéptidos, polipéptidos, macrolactonas, policétidos,
isocumarinas), y algunos acidos organicos que modifican el pH del medio lo que
permite la produccion de otros compuestos que tienen efecto antimicrobiano (Mojid
et al.,, 2013; Bock et al., 2014a; Liet al., 2014).Ewingella americana es una
enterobacteria en forma de bacilo que raramente se ha reportado como patégeno de
seres humanos, aun cuando se ha aislado de diversos especimenes clinicos como
orina, fluidos y sangre, asi como de otras fuentes como sistemas de riego y fuentes
de agua doméstica; hay investigaciones que la relacionan como patdgena de
hongos comestibles y algunas otras la citan como promotora de crecimiento y
productora de quitinasas (Kobayashi y Crouch, 2009; Ribiero y Cardoso, 2012). El
objetivo de esta investigacion es extraer los metabolitos secundarios e identificar los

posibles compuestos con actividad antifingica contra Rizoctonia solani de los
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filtrados de E. americana.Para ello, se debera seleccionar el mejor disolvente para

Su extraccion, liofilizar para su concentracion, purificar e identificar.

MATERIALES Y METODOS

Seleccidén de diferentes solventes para la extraccion del compuesto de interés
La bacteria 108, se cultivoen frascos con 50 mL de caldo nutritivocon pH ajustado, y
se incubden agitacion por 72 h. En embudos de separacion se colocaron 50 mL de
cultivo bacteriano con 50 mL de disolvente organico (hexano o acetato de etilo) y se
agrego sulfato de amonio, se agité y se dejé reposar toda la noche. Las dos fases
se recuperaron en matraces. Las fases organica e inorganica se utilizaron para el
bioensayo en pozos, se colocé 300 uL de cada fase por pozo y a las 24 h se sembro
en el centro de la placa (agar papa dextrosa) un disco con R. solani. Se evalué
crecimiento a las 24 y 48 h. Los tratamientos consistieron en fase organica y acuosa
de hexano con sulfato de amonio con su respectivo testigo (sin sulfato de amonio y
s6lo con hexano), fase organica y acuosa de acetato de etilo con sales con su
respectivo testigo sin sales, y testigo con acetato de etilo. Se observoé la formacién

de la zona de inhibicion alrededor del pozo.

Liofilizacién de los filtrados

La cepa bacteriana 108, se cultivd en medio caldo papa dextrosa por 72 h en
agitacién a 180 rpm. Posteriormente se filtr6 con membranas Durapore de 0.22 pm.
Se colocaron voliumenes de 10 mL de los filtrados en viales con capacidad de 150
mL. Los viales se sometieron a un proceso de liofilizacion (LABCONCO) por 8 h
continuas. Las muestras liofilizadas se resuspendieron en metanol y posteriormente
se concentraron en un rotavapor; el concentrado se resuspendié en metanol y se

analizé en cromatografia en capa fina.
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RESULTADOS PRELIMINARES

1. Seleccion del solvente apropiado para la extraccion de compuestos con
actividad antifungica

En este ensayo se observd que los compuestos y la bioactividad se presentaron en
la fase acuosa, lo que indica que ambos disolventes no fueron adecuados para
extraer los compuestos del cultivo bacteriano. En las Figuras 1 y 2, se presenta la
actividad antifungica de las fases acuosa y orgénica, donde se us6 hexano (Figura
1) o acetato de etilo (Figura 2) para la extraccion. El o los posibles compuestos se

encontraron en la fase acuosacomo se observa en ambas figuras.

Figura 1. Extraccibn de compuestos bacterianos con hexano, ensayo de ambas
fases organica (O) y acuosa (A). Donde: (T) control, (O+Sal) fase organica mas
sulfato de amonio, (T-HE) testigo con hexano y (A+SAL) fase acuosa mas sulfato de
amonio.
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Figura 2. Extraccion de compuestos con acetato de etilo, ensayo de ambas fases
organica (O) y acuosa (A). Donde; (T) control, (O+Sal) fase organica mas sulfato de
amonio, (T-AE) testigo con acetato de etilo y (A+Sal) fase acuosa mas sulfato de
amonio.

2. Liofilizacion de los filtrados

Las muestras fueron liofilizadas para su posterior andlisis y extraccion de
compuestos con bioactividad en cromatografia liquida de alta eficacia o high
performance liquid chromatography (HPLC)(Figura 3).

Figura 3. Liofilizacion de los filtrados de la cepa 108 (Ewingella americana)
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