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FLUORESCENTES
Maria Isabel Rivera Conde, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2015
RESUMEN
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis y Xanthomonas vesicatoria son de
los patdgenos bacterianos de mayor importancia econdmica del cultivo de jitomate.
El objetivo de esta investigacion fue identificar cepas de Pseudomonas fluorescentes
para el control eficiente de C. michiganensis subsp. michiganensis y X. vesicatoria,
determinar el sustrato de cultivo mas adecuado para la Optima expresion de
antagonismo in vitro, asi como su efecto promotor del crecimiento en la germinacion
de semillas y vigor en plantulas de jitomate. Se evaluaron 152 aislamientos
bacterianos fluorescentes obtenidos de diferentes nichos ecoldgicos para determinar
su capacidad para inhibir el crecimiento de C. michiganensis subsp. michiganensis
y/o X. vesicatoria. De ensayos de confrontaciéon dual en medios de cultivo: B de King,
Agar Nutritivo y Waksman Agar, se seleccionaron 20 aislamientos bacterianos
fluorescentes con el mayor grado de antagonismo contra una o ambas bacterias
fitopatdégenas. El sustrato de cultivo mas eficiente para la Optima expresion del
antagonismo fue el medio Waksman Agar. La secuenciacion parcial del gen 16S
rRNA con los iniciadores FD1 y RD1 identifico los aislamientos bacterianos como
Pseudomonas sp. (65%), P. putida (25%) y P. fluorescens (10%). La caracterizacion
en la produccion de metabolitos potencialmente involucrados en la actividad
antagonica, mostré que el 100% de las cepas antagonistas producen sideroforos. La
inoculacion de semillas de jitomate con las Pseudomonas fluorescentes, indicé que el
95% de las cepas aumentaron la velocidad de germinacion (Tso) € incrementaron la
produccion de la biomasa seca de las raices de las plantulas, probablemente porque

el 65% de ellas produjo acido indol acético.
Palabras clave: Pseudomonas fluorescentes, biocontrol, Xanthomonas vesicatoria,

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Solanum lycopersicum.



BIOLOGICAL CONTROL OF BACTERIAL SPOT (Xanthomonas vesicatoria) AND
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ABSTRACT
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis and Xanthomonas vesicatoria are
among bacterial pathogens of major economic importance in tomato crops. The
objectives of this research were to identify efficient fluorescent Pseudomonas strains
to control C. michiganensis subsp. michiganensis and X. vesicatoria, determine the
most suitable culture substrate for optimal expression of in vitro antagonism as well
as their effect as growth promoters in seed germination and vigor of tomato
seedlings. A total of 152 fluorescent bacterial isolates obtained from different
ecological niches were evaluated to determine their ability to inhibit growth of C.
michiganensis subsp. michiganensis and X. vesicatoria. Qualitative tests of dual
confrontation in different culture media (King’'s B medium, Nutrient Agar and
Waksman Agar) resulted in the selection of 20 fluorescent bacterial isolates with the
highest degree of antagonism against one or both plant pathogenic bacteria; the most
efficient culture substrate for the optimal expression of in vitro antagonism was the
Waksman agar medium. Partial sequencing of 16S rRNA gene with primers FD1 and
RD1, identified bacterial isolates as Pseudomonas sp. (65%), Pseudomonas putida
(25%) and Pseudomonas fluorescens (10%). The characterization in the production
of metabolites potentially involved in antagonistic activity showed that 100% of
antagonistic strains produced siderophores. Inoculation of fluorescent Pseudomonas
on tomato seeds indicated that 95% of the strains increased the germination speed
(Tso) and increased the production of dry biomass in seedling’s roots, potentially due

to the production of indole acetic acid in 65% of the strains.
Key words: Fluorescent Pseudomonas, biocontrol, Xanthomonas vesicatoria,

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Solanum lycopersicum.
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1.- INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los vegetales mas populares y
ampliamente consumidos en todo el mundo, pertenece a la familia de las solanaceas,
es originaria de la regién andina de Sur América (Peru, Ecuador, Bolivia y Chile) y
domesticada en Centro América (México). Es la especie horticola mas cultivada tanto
a cielo abierto como en la agricultura protegida, se considera como uno de los
cultivos mas rentables y con un alto potencial de rendimiento y consumo percapita.
Este cultivo es muy importante no sélo por su consumo, sino que ademas ha sido
ampliamente utilizado como material de investigacion en diversas areas; Peralta y
Spooner (2005), mencionan que el clado Lycopersicon ademas de contener al
jitomate domesticado, incluye 12 variedades silvestres, las cuales son importantes
para mejorar algunas caracteristicas del cultivo asi como util en estudios evolutivos.
Actualmente se cultivan cientos de variedades de este cultivo alrededor del mundo,
existen variedades de crecimiento determinado y otras de crecimiento indeterminado,
las mas conocidas son saladette, bola y cherry. En México se produce durante todo
el afio, se considera el principal producto horticola de exportacion tanto en fruto
fresco como por sus derivados y constituye el sostén principal de la estructura
productiva y comercial de este sector. Los principales productores de jitomate en el
mundo son China, India y Estados Unidos. México ocupa el décimo lugar (FAO,
2013) y exporta alrededor de 1.5 millones de toneladas anuales de jitomate fresco
principalmente hacia Estados Unidos, siendo uno de los principales paises
exportadores (Muiioz et al., 1995; Kimura y Sinha, 2008; SAGARPA, 2010; ICAMEX,
2011; Ercolano et al., 2012; Financiera Rural, 2014; EnsemblPlants, 2015).

La produccion de esta hortaliza en México para el afio 2013 se muestra en el Cuadro
1.

Cuadro 1. Resultados para el cierre de produccién de jitomate (SIAP, 2013).

Sup. Sup. . - Valor
Sembrada Cosechada Pro((_:ll_l(J)(r:]c;lon R?ggm;eagto ($P/!\r/|c|?n) Produccién
(Ha) (Ha) (Miles de Pesos)
48,234.01 47,099.36 2,694,358.19 57.21 5,584.08 15,045,508.72




A nivel nacional, los principales estados productores son Sinaloa, cuya produccion
representd el 36% del total nacional, seguido por Baja California con 7%, mientras
gue Zacatecas, San Luis Potosi y Jalisco representaron el 5% respectivamente
(SIAP, 2013); sin embargo, la produccion de jitomate se distribuye regionalmente a
todo lo largo del territorio nacional (SAGARPA, 2010).

1.1 Enfermedades del jitomate

El cultivo de jitomate presenta diversas limitantes fitosanitarias, tanto en los sistemas
de produccion de agricultura abierta como protegida, que impactan en el rendimiento
de cultivo; entre estas se encuentran patdégenos como: hongos, bacterias, virus,
viroides, fitoplasmas, nematodos e insectos. Entre las enfermedades bacterianas
destacan el cancer bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis),
mancha bacteriana (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria), marchitez bacteriana
(Ralstonia solanacearum), mancha negra del tomate (Pseudomonas syringae pv.
tomato), entre otras, causando pérdidas econdémicas considerables (Blancard, 1990;
Jones et al., 1991; Productores de hortalizas, 2006; Ramirez et al., 2009).

1.2 Importancia de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith)

Davis, Gillaspies, Vidaver & Harris

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), es el agente causal de la
marchitez bacteriana y cancro del jitomate, aunque también puede infectar otras
solanaceas; tiene una amplia distribucién alrededor del mundo en todas las areas
donde se cultiva el jitomate. En México se ha citado presente en diversos sistemas
de produccion en los Estados de Sinaloa, Jalisco, San Luis Potosi, Baja California
Sur, Baja California Norte, Sonora, Zacatecas, Querétaro, Michoacan, Morelos,
Hidalgo, Guanajuato y Estado de México (Holguin et al., 2006; Tlapal, 2008; Borboa
et al.,, 2009; Ramirez et al.,, 2009). Se considera una de las enfermedades
bacterianas mas importantes de este cultivo debido a las pérdidas econdmicas que

causa, y a que la planta es susceptible en cualquier etapa de su desarrollo; sin



embargo, se ha observado que las plantulas son las mas susceptibles. Los sintomas
gue se manifiestan en este estado fenoldgico (plantula) son marchitez y muerte
rapida después del trasplante, aunque si llegan a desarrollarse, estas son
regularmente plantas raquiticas con bajo rendimiento y frutos pequefios, que pueden
caer o madurar desigualmente; en estas pocas veces pueden aparecer las manchas
en el fruto conocidas como “ojo de pajaro”, sintoma que es comunmente asociado a
esta enfermedad y que en una etapa avanzada pueden aparecer cancros en los
tallos (Strider, 1969 citado por Vansteekelenburg, 1985 y Hadas et al., 2005; CABI-
EPPO, 1997; Hausbeck et al., 2000; Jacques et al., 2012; CABI, 2015). Epidemias
causadas por C. michiganensis subsp. michiganensis pueden ocasionar pérdidas en
rendimiento entre el 50% al 100%. Las semillas infectadas son consideradas la
fuente de indculo primario y principal forma de diseminacion a grandes distancias, la
transmision por esta via varia de 0,25% a 81%; también puede propagarse por lluvia,
riego por aspersion y especialmente por heridas producidas con las labores
culturales como la poda. La bacteria sobrevive durante mucho tiempo en restos de
plantas, herramientas y equipos de suelo y en las estructuras del invernadero
(Strider, 1969 citado por Tsiantos, 1987; Thyr, 1969 citado por Hadas et al., 2005;
Blancard, 1990, CABI-EPPO, 1997; EPPO-2005; Jacques et al., 2012; EFSA, 2014).
Las estrategias de manejo y control estan enfocadas fundamentalmente en medidas
preventivas, como el uso de semillas de jitomate certificadas libres del patdégeno,
realizar practicas culturales como erradicar las plantas enfermas en el cultivo. En el
contexto de control quimico, se han utilizado en la mayoria de los casos productos a
base de cobre; sin embargo, resultados en diversos estudios, muestran que estos
solo funcionan como preventivos. Asimismo, no se han desarrollado estrategias
efectivas de control biolégico, aunado a la falta de variedades completamente
resistentes. Por lo anterior, este patdgeno se encuentra en la lista de cuarentena A2
de la EPPO y en la lista de plagas reglamentadas en México y en otros paises
(Gleason et al., 1993; Hausbeck et al., 2000; EPPO, 2005; Eichenlaub y Gartemann,
2011; Jacques et al., 2012; SENASICA-SAGARPA, 2013; EFSA, 2014).



1.3 Importancia de Xanthomonas vesicatoria (ex Doidge) Vauterin et al.

Xanthomonas vesicatoria (Xv) es un miembro del complejo de especies asociadas
con la enfermedad conocida como “mancha bacteriana del tomate y chile”.
Actualmente se reconocen cuatro especies como agentes causantes de dicha
enfermedad: X. vesicatoria, X. euvesicatoria, X. perforans y X. gardneri (Jones et al.,
2004; Aravjo et al., 2013; Beran et al., 2013). La mancha bacteriana es una
enfermedad que se encuentra en todas las zonas donde se produce jitomate y chile
alrededor del mundo; especialmente en zonas de clima templado y tropical. En
México, se tienen reportes de esta enfermedad en los Estados de Sinaloa y Sonora
(Bouzar et al., 1996; Carrillo-Fasio et al., 2001), infectando principalmente frutos,
tallos y follaje; en las hojas causa manchas irregulares acuosas tornandose de verde
a marron y cuando estas coalescen son rodeadas por halos cloréticos que puede
verse como un tizén; el tallo y peciolos se necrosan y pueden observarse fracturas
tipo cancer. En el fruto, las lesiones son de color marron corchosas, similares a una
costra, rodeada por un halo acuoso que en conjunto causa pérdidas considerables
en productividad y calidad del fruto y consecuentemente graves pérdidas econémicas
(Jones et al., 1991; Ritchie, 2000; CABI-EPPO, 2013; EPPO, 2013); Sharma et al.,
2011; Quezado-Soares et al., 1998 citado por Nascimento et al., 2013 y EFSA, 2014
indican que la enfermedad puede causar pérdidas entre el 30% y 52% en la
produccion de jitomate. La enfermedad se transmite principalmente por semilla sobre
todo a grandes distancias; en ellas puede sobrevivir por mucho tiempo incluso afos,
las plantulas también son consideradas fuentes de infeccion, puede multiplicarse
epifiticamente en plantas jovenes asintomaticas y permanecer en restos vegetales.
En el suelo también puede permanecer pero por menos tiempo; la dispersion
secundaria es por salpicaduras de la lluvia, el agua de riego y por las practicas de
cultivo como la poda (Blancard, 1990; Ritchie, 2000; CABI-EPPO, 2013; EFSA,
2014). Conover y Gerhold (1981), indican que es probablemente el patbgeno mas
dificil de controlar de todas las enfermedades que afectan al jitomate; ya que al
establecerse la enfermedad, si las condiciones ambientales son favorables para el

desarrollo y la propagacion del patdégeno, las estrategias de manejo s6lo son



parcialmente eficaces. Por lo anterior, el control se basa principalmente en la
prevencion y exclusion principalmente por el uso de semillas y trasplantes sanos,
rotacion de cultivos, eliminacién de residuos vegetales infectados; se han utilizado
productos a base de cobre con resultados favorables al disminuir la incidencia y
severidad de la enfermedad, asi como estrategias basadas en el uso de agentes
microbianos de biocontrol y biofertilizacion; sin embargo, el nimero de agentes
biologicos disponibles comercialmente para el control de enfermedades bacterianas
aun es limitado. Hasta la fecha existen pocas variedades resistentes que protejan
contra todas las razas de este complejo de especies; también se menciona que el
uso del activador de las plantas acibenzolar-S-methyl (ASM) combinado con un
bacteridfago es efectivo contra este patdogeno, proporcionando un mejor control de la
enfermedad. La enfermedad “mancha bacteriana del tomate y chile” se encuentra en
la lista de plagas de importancia cuarentenaria A2 de la EPPO vy la lista de plagas
reglamentadas en México (Wilson, 2002; Al-Dahmani et al., 2003; Obradovic et al.,
2004; El-Hendawy et al., 2005; Byrne et al., 2005; Sharma et al., 2011; SENASICA-
SAGARPA, 2013; CABI-EPPO, 2013; EFSA, 2014).

1.4 Importancia de Pseudomonas fluorescentes

El género Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonadaceae, son Gram
negativas, la célula es de forma bacilar con uno o mas flagelos polares, no forman
esporas, generalmente viven en condiciones aerébicas y puede utilizar casi cualquier
fuente de carbono, las especies fluorescentes se caracterizan por la produccion de
pigmentos fluorescentes visibles bajo luz ultravioleta (UV). Es uno de los géneros
mas diversos, cosmopolitas y las especies de este grupo han sido aisladas de todo
tipo de ambientes ecoldgicos, por ejemplo de diversos nichos ecoldgicos en plantas y
particularmente de la rizésfera, hongos, suelo, entre otros. (Peix et al., 2009;
Palleroni, 2010).

Cada vez es mas frecuente el estudio del metabolismo de microorganismos con

potencial como agentes de biocontrol de enfermedades y/o promotores de



crecimiento que colonizan el suelo, rizésfera, enddsfera y otros nichos ecolégicos en
las plantas. Lo anterior ante la necesidad de buscar y generar alternativas de manejo
gue permitan disminuir el uso de plaguicidas quimicos (Kang et al., 1998; Pal and
McSpadden Gardener, 2006). Diversas investigaciones han abordado el estudio de
poblaciones de Pseudomonas fluorescentes como un componente importante entre
las poblaciones microbianas con potencial para su uso como agentes de biocontrol
y/o promotores del crecimiento (Kloepper y Schroth 1978; Ganeshan y Kumar, 2006;
Hofte y Altier, 2010; Uribe et al., 2012) y en las cuales se ha destacado que estas
poblaciones incluyen cepas de interés para estos propésitos. Dentro del grupo de
Pseudomonas fluorescentes se encuentran agentes de control biolégico muy
eficaces que pueden promover el crecimiento de las plantas, conocidos como
bacterias promotoras de crecimiento en plantas (PGPB: Plant growth-promoting
bacteria 0 PGPR: Plant growth-promoting rhizobacteria, por sus siglas en inglés)
incluso algunas pueden aumentar el rendimiento de algunos cultivos; y mejorar la
salud de las plantas al reducir la severidad de diversas enfermedades. Entre las
poblaciones mas ampliamente estudiadas se encuentran Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida y Pseudomonas chlororaphis (Pseudomonas aureofaciens)
(Burr et al., 1978, Schroth and Hancock 1982 citados por Weller, 1988), aunque
Janisiewicz y Marchi (1992) y Audenaert et al. (2002) reportan algunos aislados de
Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas syringae como agentes de control. Dentro
de los mecanismos que expresan las poblaciones de Pseudomonas fluorescentes
para el biocontrol de patdégenos de plantas, estd la produccién de antibiéticos,
sideréforos, bacteriocinas, enzimas liticas, ademas de alta capacidad de
competencia por espacio y nutrientes, entre otros (Chet et al., 1990; Peixoto, 1997;
Pérez, 2004; Pal y McSpadden Gardener, 2006; De-Bashan et al., 2007; Lanna et al.,
2010); resaltando la ventaja de que la actividad de estos agentes de biocontrol no
estd limitada a un solo mecanismo de antagonismo, sino que puede utilizar una
combinacion de la expresion de varios de estos. La mayoria de los estudios destacan
la oportunidad del uso de estas poblaciones como agentes de biocontrol y/o
biofertilizantes como estrategia para su integracion en sistemas de manejo de las

enfermedades en diversos cultivos agricolas. Uno de los mecanismos de



antagonismo mas ampliamente estudiados en poblaciones de Pseudomonas
fluorescentes, es la produccion de metabolitos secundarios involucrados en la
adquisicion y absorcion de nutrientes, virulencia y defensa contra competidores y
depredadores que se encuentren en su habitat natural (Bashan y Holguin, 1998; De-
Bashan et al., 2007; Gross y Loper, 2009; Kapoor et al., 2012; Bouizgarne, 2013;
Ahemad y Kibret, 2014). La mayoria del conocimiento sobre lo anterior, se basa en
estudios con Pseudomonas fluorescentes por su capacidad de adaptacion a la
rizosfera y producir una amplia variedad de metabolitos secundarios que incluyen
antibioticos y sideréforos, como las pyoverdinas las cuales hacen disponible la
adquisiciéon de iones de Fe del medio ambiente y son exclusivas de Pseudomonas
spp (Raaijmakers et al., 2002; Weller et al., 2002; De Souza et al., 2003; Pérez,
2004; Gross y Loper, 2009). Ademas, son de gran interés los mecanismos
involucrados en la promocién del crecimiento de las plantas como son: produccion de
fitohormonas (auxinas, citoquininas y giberelinas), solubilizacion de fosforo, fijacién
de nitrégeno y desnitrificacion, entre otras (Spaepen et al., 2007; Nadeem et al.,
2006; Kang et al., 2002; Pradhan and Sukla, 2005; Glick, 2012; Correa et al., 2004.
Citados por Igbal y Hasnain, 2013) y mediante la sintesis de acido indol acético (AIA)
la cual es la principal caracteristica de estas bacterias que estimulan el crecimiento
de las plantas y que induce la formacion de pelos radiculares y raices laterales, asi
como la estimulacién en la germinacion de las semillas y tubérculos (Pallai et al.,
2012; Glick, 2012; Kapoor et al., 2012; Mohite, 2013; Reetha et al., 2014). Mas aun
Khalid et al. (2004), demostraron que la caracterizacion de estas poblaciones
fluorescentes en la biosintesis de auxinas, puede constituirse como una excelente

herramienta para la seleccion de cepas como PGPR.

1.5 Identificaciéon de bacterias mediante PCR

En la actualidad, la comparacion de la secuencia del gen 16S rRNA se ha convertido
en una técnica muy util en la identificaciébn de microorganismos procariotas (Srinivasa
et al., 2012; Matsumoto y Sugano, 2013). El gen 16S rRNA es la macromolécula mas

utilizada en estudios de filogenia y taxonomia bacterianas vy, es codificado por el 16S



rDNA. La secuenciacion del 16S rDNA constituye un método rapido y eficaz de
identificacion bacteriana (Rodicio y Mendoza 2004). La secuenciacion de este gen ha
servido como una herramienta importante para determinar la relacién filogenética
entre las bacterias debido a que es conservada en todas las especies, y actualmente
existen amplias bases de datos (Weisburg et al., 1991; Patel, 2001; Rodicio y
Mendoza, 2004).

La importancia e impacto que tienen las enfermedades causadas por C.
michiganensis subsp. michiganensis y X. vesicatoria en los diferentes sistemas de
produccion de tomate y chile; la poca disponibilidad de ingredientes activos en el
mercado como bactericidas para su control, resalta la necesidad de generar
estrategias alternativas para el 6ptimo manejo de estas enfermedades. Una de estas
estrategias puede ser el uso de agentes microbianos de biocontrol y/o promotores de
crecimiento; dentro de este contexto, las poblaciones de Pseudomonas fluorescentes
se han considerado excelentes candidatos para su uso como agentes de control
biol6gico en diversos sistemas de produccién. Por lo anterior, la presente tesis de
investigacion se enfoco en la identificacion de cepas de Pseudomonas fluorescentes
antagonistas a X. vesicatoria y C. michiganensis subsp. michiganensis y su efecto en

la germinacién de semillas de tomate.



2.- OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

e |dentificar cepas de Pseudomonas fluorescentes para el control eficiente de
Xanthomonas vesicatoria y/o Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
en jitomate (Solanum lycopersicum L.)

2.2 Objetivos especificos

e Evaluar el potencial antagonista in vitro de Pseudomonas fluorescentes contra
X. vesicatoria y C. michiganensis subsp. michiganensis.

e Determinar el sustrato de cultivo mas adecuado para la éptima expresion de
antagonismo in vitro de cepas de Pseudomonas fluorescentes contra X.
vesicatoria y C. michiganensis subsp. michiganensis.

e Determinar el efecto de las cepas de Pseudomonas fluorescentes
antagonistas en la germinacion de las semillas de jitomate.

e Identificar mediante la secuenciacién del gen 16S rRNA las cepas bacterianas
con mayor actividad antagonista contra X. vesicatoria y C. michiganensis
subsp. michiganensis.

3.- HIPOTESIS

Pseudomonas fluorescentes de diferente origen ecoldgico, expresan diferentes
niveles de antagonismo in vitro contra X. vesicatoria y C. michiganensis subsp.
michiganensis y actian como promotores de crecimiento en la germinacion de

semillas de tomate.



4.- MATERIALES Y METODOS

4.1 Material biologico

Se utilizé una coleccién de 282 cepas de Pseudomonas fluorescentes aislados de
diferente origen ecoldgico: 272 cepas aisladas de la rizosfera de plantas de jamaica
(1 Ja- 272 Ja) y 10 de la micosfera del patdbgeno de maiz Claviceps gigantea (A - J).
Una cepa previamente identificada de Xanthomonas vesicatoria (ex Doidge)
Vauterin, Hoste, Kersters & Swings y una cepa de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Smith) Davis, Gillaspies, Vidaver & Harris, del laboratorio de
bacteriologia del Instituto de Fitosanidad, Colegio de postgraduados y raices de
plantas de jitomate colectadas en el poblado de Tlacotepec, Morelos, donde se han

presentado sintomas causados por C. michiganensis subsp. michiganensis.

4.2 Aislamiento de Pseudomonas fluorescentes de la rizésfera de jitomate

Se aislaron poblaciones de Pseudomonas fluorescentes a partir de la rizésfera de
jitomate var. Cid. Las plantas se colectaron en un invernadero en etapa de
produccion plantadas directamente en el suelo; se colectaron las raices de 6 plantas
sanas seleccionadas al azar; de cada muestra de raices se cortaron y pesaron 1g, se
colocaron en 10 mL de agua destilada estéril, se mantuvieron en agitacion 10 min y
se realizaron diluciones en serie (10°). A partir de las diluciones 102 a 107°, se
inocularon 100 pL de la suspensién en placas Petri con medio B de King (g L™):
Polipeptona 20.0, K;HPO,4 1.5, MgS0O,4.7H,0 1.5, glicerol 15.0 ml, agar 15.0 (Schaad
et al., 2001), y se distribuyd sobre la superficie del medio con una varilla de vidrio
estéril e incubadas a 28+2°C durante 72 h. Las poblaciones de Pseudomonas
fluorescentes se obtuvieron mediante la determinacion de fluorescencia con una
lampara de luz UV (268nm) cada 24 h (Figura 3); las colonias bacterianas
fluorescentes se separaron y preservaron en tubos de ensaye con medio B de King

inclinado.
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4.3 Pseudomonas fluorescentes de la micosfera de Claviceps gigantea y

rizésfera de jamaica

La coleccion de cepas fluorescentes obtenidas a partir de la micosfera de Claviceps
gigantea y la rizosfera de jamaica se estriaron en medio B de King, posteriormente se
incubaron a 28+2°C durante 72 h, y cada 24 h se observaron bajo una lampara de

luz UV (268nm), para verificar la produccion de pigmento fluorescente.

4.4 Antagonismo in vitro en medio B de King de cepas bacterianas
fluorescentes contra Xanthomonas vesicatoria y Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis

Se evaluaron 356 cepas en total para el antagonismo in vitro contra X. vesicatoria y
C. michiganensis subsp. michiganensis. Se realizé una seleccion inicial de estas
cepas con la finalidad de identificar los aislamientos bacterianos capaces de inhibir in
vitro el desarrollo de X. vesicatoria y/o C. michiganensis subsp. michiganensis, asi
como determinar el tiempo éptimo requerido para observar los halos de inhibicion.
Para lo anterior, las cepas fluorescentes se inocularon en microplacas de 96 pocillos
con 200 puL de medio liquido B de King; posteriormente se incubaron a 28+2°C por
48 h (Figura 1). Para la confrontacion in vitro se preparé una suspension acuosa con
X. vesicatoria y C. michiganensis subsp. michiganensis a una densidad de 3 X 10°
UFC mL™; 500 pL de cada suspension se inocularon y distribuyeron con una varilla
de vidrio estéril en una placa Petri cuadrada (12 cm X 12 cm) con medio de cultivo B
de King manteniendo durante 1 h a temperatura ambiente hasta la completa
absorcion en el medio de la suspension acuosa inoculada. El potencial de
antagonismo de las bacterias fluorescentes se determind por la inoculacién
simultanea de estas mediante un inoculador multipunto “BOEKEL” de 96 puntas; el
multipunto se coloc6 durante 10 segundos en la microplaca de 96 pocillos con el
medio B de King previamente inoculado con las bacterias aisladas y posteriormente
se coloco durante 10 segundos sobre la placa Petri inoculada con el patdgeno

(Figura 2); la placa se incub6 a 28+2°C durante 120 h. El antagonismo in vitro se
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determin6 mediante la observacion de halos de inhibicién realizando observaciones
cada 24 h.

AN A—A— A

Figura 1. Microplaca de 96 pocillos con medio liquido B Figura 2. Inoculador multipunto de 96
puntas sobre el medio de cultivo B de King
previamente inoculado con las bacterias
fitopatdgenas.

de King inoculado con bacterias

4.5 Antagonismo in vitro en medio Agar Nutritivo, B de King y Waksman agar
de cepas fluorescentes contra Xanthomonas vesicatoria y Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis

Con la finalidad de evaluar y determinar las diferencias y el efecto del sustrato de
cultivo para la Optima expresion de antagonismo in vitro de las cepas bacterianas
fluorescentes; con los aislamientos bacterianos que produjeron halo de inhibicion in
vitro en medio B de King a partir de la seleccion inicial, se realizaron pruebas de
confrontacién dual in vitro en los medios B de King (BK), Agar Nutritivo (AN): 23 g L™
de agua destilada (Instrucciones del fabricante) y Waksman agar (W) (g L™):
Polipeptona 5.0, glucosa 10, extracto de carne 3.0, NaCl 5.0, agar 20, pH 6.8 (Berg,
1996 citado por Berg et al., 2002). Se utilizé el protocolo anteriormente descrito con
las siguientes modificaciones: Las placas Petri cuadradas (12 cm X 12 cm) se
dividieron en 25 cuadrantes iguales, y se inocularon con 500 pL (para X. vesicatoria)
y 600 pL (para C. michiganensis subsp. michiganensis) de la suspension del
patdogeno bacteriano; posteriormente, se colocé por puncidon una gota de una

suspension con 48 h de incubacion en medio BK de las cepas fluorescentes
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antagonistas a evaluar en el centro de cada cuadrante, se incub6 a 28+2°C durante
72 h. Para los resultados de antagonismo, se establecieron rangos de acuerdo al
ancho del halo de inhibicion (Figura 8): 0 (-), 0.1- 2mm (+), 2.1 - 4mm (++), 4.1 - 6mm

(+++), 6.1 - 8mm (++++), > 8.1mm (+++++).

4.6 Deteccion de sider6foros

Los aislamientos fluorescentes antagonistas contra X. vesicatoria y/o C.
michiganensis subsp. michiganensis, se evaluaron para la produccion de sideroforos
en el medio universal CAS agar descrito por Schwyn y Neilands (1987). Los
aislamientos bacterianos se colocaron por puncion en una placa Petri cuadrada (12
cm X 12 cm) con medio CAS, a una distancia de 2.3 cm y se incub6 a 28+2°C
durante 120 h, se realizaron observaciones cada 24 h; se midié el ancho del anillo
gue cambio6 de color el medio de azul a rojo-amarillo, lo que indica la produccién de

sideroforos.

4.7 Prueba de germinacién

El bio-priming consiste en el recubrimiento de semillas con un agente bacteriano de
biocontrol; por ejemplo, Pseudomonas spp, junto con un proceso de hidratacion
antes de la siembra. Este tratamiento a las semillas junto con un agente de cubierta
puede servir como un medio importante para el manejo de muchas enfermedades del

suelo y transmitidas por semillas (Callan et al., 1990; Rao et al., 2009).

Se evaluaron 33 aislamientos que mostraron antagonismo in vitro contra uno o
ambos patdégenos bacterianos, los cuales formaron un halo de inhibicion in vitro >
5mm; la prueba de germinacion de semilla de jitomate se realiz6 mediante el método
descrito por Artola et al. (2003) con algunas modificaciones. Inicialmente, se realiz6
la imbibicion de las semillas de jitomate en agua con la finalidad de mejorar la
velocidad y uniformidad de germinacion, asi como mejorar el vigor de las plantulas

(Corbineau y Come, 2006); para lo anterior, se utilizaron semillas de jitomate tipo
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Saladette variedad Rio Grande de la casa Caloro, con un 85% de germinacién (se
realizdé una prueba de germinacion previa con 3 repeticiones con 100 semillas cada
una). Para el experimento, se utilizaron lotes de 33 semillas colocandolas dentro de
una malla cerrada con ligas (3 repeticiones por cada cepa bacteriana antagonista),
cada lote se colocé dentro de un frasco con 1 L de agua destilada, la cual fue aireada
con una bomba de pecera por un periodo de 24 h; las semillas se distribuyeron en
placas Petri de plastico de 60mm de diametro y se eliminé el agua de la superficie de
las mismas mediante aireacion con 2 ventiladores por un periodo de 3 h en
condiciones de laboratorio; posteriormente, las semillas se cubrieron durante 2 h con
0.4 mL de una suspensioén bacteriana ajustada a una densidad celular de 3X10° ufc
mL™, (absorbancia de 0.9 en un espectrofotémetro COLEMAN JUNIOR® Il 620, a
una longitud de onda de 660 nm); después, cada repeticion se coloc6 en cajas Petri
de plastico de 90mm de didmetro con papel filtro estéril y se agregaron 3.5 mL de
agua destilada y se colocaron en una camara de germinacion a 28+2°C durante 12
dias (ISTA, 1996 citado por Karrfalt, 2008; ISU, 2015). Se realizaron recuentos
diarios de semillas germinadas con radiculas >1 mm. La germinacion total se
expreso en porcentaje, considerando como 100% el nimero de semillas por caja; el
porcentaje de germinacion total se determind a los 12 dias. Con los resultados
obtenidos por cada cepa utilizada, se determiné el tiempo (h) en que germiné el 50%
de las semillas (Tsp), el cual se calculd de acuerdo a la siguiente ecuacion
(Genmedoc, 2006; Salehzade et al., 2009):

Tso=ti+[(N/2-ni)(tj-ti)]/ (nj-ni)
Donde:
N= numero final de germinacion
nj, ni= nimero acumulado de semillas germinadas por conteo adyacente al momento
en que ni<N/2<nj
ti= nimero de dias que corresponden a ni

tj= nUmero de dias que corresponden a nj
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Para analizar los datos de germinacion se realizé un andlisis de varianza de acuerdo
al procedimiento ANOVA de SAS. Las diferencias entre las medias de los
tratamientos se estimaron utilizando la prueba de Dunnet para comparar cada

tratamiento con el control (Narbona et al., 2003).

4.8 Vigor de las plantulas

Para evaluar el vigor, se seleccionaron y utilizaron los primeros 20 tratamientos en
germinar; para lo anterior, se tomaron 20 semillas germinadas por cada repeticion y
se colocaron en charolas con peat moss esterilizado a 121°C durante 1.50 h
(Ormenfo-Orrillo y Zuiiga-Davila, 1999), las cuales se mantuvieron en invernadero
durante 45 dias. Posteriormente, se extrajeron 10 plantulas por repeticion a las
cuales se lavaron las raices con agua, en total se utilizaron 30 plantulas por
tratamiento. Las plantulas se mantuvieron a temperatura ambiente durante 72 h;
posteriormente se colocaron en una estufa a 42°C durante 48 h y finalmente se
trasladaron a una estufa con una temperatura constante de 60°C durante 24 h (De la
roza-Delgado et al., 2002 modificado; Petruzzi et al., 2005). El peso de la biomasa
seca se obtuvo pesando por separado la raiz y el tallo junto con el follaje en una
balanza analitica ES 120A. Se realizO un andlisis de varianza de acuerdo al
procedimiento ANOVA de SAS. Las diferencias entre las medias de los tratamientos
se estimaron utilizando la prueba de Dunnet para comparar cada tratamiento con el
control (Narbona et al., 2003).

4.9 Produccién de acido indol acético

Se seleccionaron 20 cepas que se observé promovieron una germinacion mas rapida
con relacion al testigo y se evaluaron para la produccion de acido indol acético,
mediante el método colorimétrico descrito por Sarwar y Kremer, (1995 modificado):
se inoculé masa bacteriana directamente dentro del pozo de la microplaca con ayuda

de un palillo estéril, se incub6é a 28+2°C durante 72 h y posteriormente se agrego
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directamente el reactivo de Salkowski. Un cambio de coloracién a rojo, indicé la

produccion de acido indol acético.

4.10 Caracterizacion molecular

Para la amplificaciéon del gen 16S rRNA, a partir de un cultivo bacteriano puro se
realizd un Bio-PCR con los iniciadores universales para Eubacterias FD1 (5
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3) y RD1 (5 AAGGAGGTGATCCAGCC 3’) que
amplifican un fragmento de aproximadamente 1500 pb (Rodrigues et al., 2003,
modificado). Se prepard una suspension bacteriana acuosa en 100uL de agua para
PCR (Promega Nucleasa-Free water). La reaccion se realiz6 en un volumen final de
25 L utilizando 1 pL de los iniciadores a una concentracion de 10 pM, buffer para
PCR a una concentracion final de 1X, MgCL, a 1.5 mM, dNTP’s a 200 uM, 2U de taq
polimerasa (todos los reactivos son de Promega) y 2 L de la suspensién bacteriana
(DNA). Las condiciones del PCR consistieron de una desnaturalizacion inicial de un
ciclo de 95°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos con 94°C durante 1 minuto,
55°C durante 30 segundos y 72°C por 2 minutos y una extension final de 72°C
durante 7 minutos. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador “Prime
Thermal Cycler”. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1% a 95 V por 45 minutos en buffer TBE 1X; se utiliz6 un marcador
molecular 1Kb (Promega). El gel se tifi6 con bromuro de etidio y se visualizdé en un
fotodocumentador “INFINITY VILBER LOURMAT” (INFINITY 5T-5). Una vez obtenido
el producto de PCR, se purifico con el protocolo de Wizard (Promega Corporation,
1999). El producto purificado (Figura 17) se secuencid en la Unidad de Biologia
Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM junto con el iniciador FD1.
Una vez obtenidas las secuencias se compararon con la base de datos del GenBank
del NCBI (National Center for Biotechnology Information) utilizando el BLAST (Basic

Local Aligment Search Tool).
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4.11 Preservacién de las cepas bacterianas

Una vez que las bacteria fueron identificadas, se preservaron en cultivo criogénico en

agar nutritivo y glicerol al 40% (1:1 v/v) a -20°C.
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5.- RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Aislamiento de cepas bacterianas de larizésfera de jitomate

De la rizosfera de jitomate se obtuvieron 74 aislados bacterianos fluorescentes en

medio B de King (Figura 4).

La rizésfera es un ambiente dinamico en el que ocurren diversos procesos creando
un nicho uUnico y activo, en el cual intervienen diversos factores que afectan las
comunidades microbianas alrededor de esta, por lo tanto el nUmero de aislamientos
bacterianos es variable. Minz et al. (2013), mencionan que los procesos quimicos
implican deposicién pasiva y activa de muchos compuestos, entre los que se
encuentran: aminodacidos, proteinas, hidratos de carbono, azucares, entre otros, los
cuales son la fuerza motriz para las alteraciones en la actividad, funcién, abundancia,
composicion y estructura de la comunidad microbiana del suelo. Los exudados de la
raiz influyen selectivamente en el crecimiento de bacterias y hongos que colonizan la
rizosfera mediante la alteracion de la quimica del suelo en las proximidades de las
raices de las plantas; en base a esto las comunidades microbianas de la rizosfera,
pueden variar en estructura y composicion de especies en diferentes lugares de la
raiz o en relacion al tipo de suelo y otros factores ambientales (Yang y Crowley,
2000). Existen diversos factores que se han asociado que tienen efecto en la
densidad de ciertas comunidades microbianas en la rizosfera de diversas especies
de plantas; de acuerdo con Smalla et al. (2001); y Houlden et al. (2008), la
abundancia y distribucién de bacterias en el suelo y la rizésfera puede variar de
acuerdo a la planta hospedante, el estado de crecimiento de la planta, las practicas
de cultivo, entre otros. El grupo de Pseudomonas fluorescentes se ha reportado
como uno de los grupos mas abundantes en la rizosfera de las plantas y algunas
pueden ser benéficas ya sea por la estimulacién directa del crecimiento de las
plantas o0 mediante el antagonismo hacia patdégenos de plantas transmitidas por el
suelo (Weller, 1988; Anjaiah, 2004); por lo tanto, se consideran con potencial de

biocontrol de enfermedades principalmente de las raices de las plantas.
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Figura 3. Aislamiento de colonias Figura 4. Aspecto del crecimiento bacteriano de cepas
bacterianas fluorescentes fluorescentes en medio BK a las 48 h.

5.1.1 Evaluacién de antagonismo in vitro

Se evaluaron un total de 356 aislamientos bacterianos de los cuales 152 son
fluorescentes (43%) y 204 (57%) no fluorescentes. De la micésfera de esclerocios
de Claviceps gigantea, de 10 aislamientos, el 100% fueron fluorescentes; de la
rizésfera de jamaica; 68 aislamientos (25%) fueron fluorescentes y 204 (75%) no

fluorescentes y 74 (100%) de la riz6sfera de jitomate.

5.2 Antagonismo in vitro en medio B de King de aislamientos bacterianos
fluorescentes y no fluorescentes contra Xanthomonas vesicatoria y Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis

En la seleccidbn previa realizada se observaron cepas fluorescentes y no
fluorescentes con antagonismo in vitro contra X. vesicatoria, C. michiganensis subsp.
michiganensis o ambos. Se observaron halos de inhibicion a partir de las 48 h de
incubacion (28+2°C). Posteriormente, algunos halos se presentaron mas definidos a
las 72 h (Figura 5); sin embargo, en esta investigacién se determind estandarizar y

realizar las evaluaciones de inhibicién solamente a las 48 h de incubacion.
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Figura 5. Halos de inhibicion en medio B de King, a las 72 h de incubacién. a) contra Xv, b) contra
Cmm

En nuestros resultados de antagonismo, se identificé el desarrollo de tres tipos de
halos: (A) halos translucidos; (B) halos con cierta turbidez por presentar crecimiento
bacteriano, y (C) halos translicidos en torno a la zona de crecimiento bacteriano con
un borde periférico con cierto crecimiento bacteriano (Figura 6), lo cual podria indicar
gue las bacterias pueden tener accion bactericida o bacteriostatica contra otros
grupos de microorganismos. La banda de inhibicion se midié con un escalimetro (0-
30 cm) en la escala de 1:100 (Figura 7).

Figura 6. Aspecto de los tipos de halo de Figura 7. Medicién de la banda de inhibicién
inhibicién (A, B 'y C) en medio B de King a las
48 h de incubacién a 28+2°C.
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De 152 aislamientos bacterianos fluorescentes, se consideraron 54 cepas (35%).
para una siguiente fase de evaluacion de antagonismo en los medios Agar Nutritivo,
B de King y Waksman, contra X. vesicatoria de las cuales 4 fueron obtenidas de la
micOsfera de Claviceps gigantea, 45 de la rizosfera de plantas de jamaica y 5 de la
rizosfera de jitomate; mientras que contra C. michiganensis subsp. michiganensis se
consideraron 12 cepas fluorescentes (8%). De entre éstas, 2 cepas fueron aisladas

de la micésfera de Claviceps gigantea y 10 de la rizésfera de plantas de jamaica.

5.3 Antagonismo in vitro en medio Agar Nutritivo, B de King y Waksman agar
de cepas fluorescentes contra Xanthomonas vesicatoria y Clavibacter

michiganenis subsp. michiganensis

En esta investigacion se determind realizar la evaluacion del antagonismo in vitro de
las poblaciones bacterianas fluorescentes, asi como aquellas no fluorescentes en
diferentes medios de cultivo: Agar nutritivo (AN) y Waksman agar (W), para
determinar el efecto que tienen diferentes sustratos en la expresién de antagonismo
in vitro contra dos patdgenos bacterianos de jitomate (X. vesicatoria y C.
michiganensis subsp. michiganensis). Para la evaluacion anterior, se consideré la
primera determinacion de antagonismo in vitro realizado en medio BK, cuyos
resultados en la formacion del halo de inhibicibn por cada cepa evaluada se
consideré como referencia del 100% y asi poder estimar diferencias en la expresion
de antagonismo in vitro por una misma cepa bacteriana fluorescente y no

fluorescente en diferentes sustratos.

5.3.1 Resultados del antagonismo in vitro de cepas fluorescentes contra

Xanthomonas vesicatoria.
Los resultados de antagonismo in vitro de cepas bacterianas fluorescentes contra X.

vesicatoria en el medio de cultivo Agar Nutritivo y el medio Waksman se muestran en

la Figura 8.
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Figura 8. Comparacién del tamafio de halo obtenido en AN y W contra Xv respecto al obtenido en BK
(100%)

cl: Cepas obtenidas de la micésfera de Claviceps gigantea. JaF: Cepas Fluorescentes obtenidas de la

rizosfera de Jamaica. JiF: Cepas Fluorescentes obtenidas de la rizdsfera de jitomate.

El medio Waksman agar, es el medio en que las cepas bacterianas fluorescentes
expresaron una mayor actividad antagonista, ya que el promedio (mm) de los halos
fue mayor que el promedio del halo producido tanto en Agar Nutritivo como en B de
King, lo anterior probablemente se debe a la composicion diferencial entre los medios
de cultivo utilizados que pudieran permitir la expresion en mayor o menor grado de
metabolitos involucrados en el antagonismo in vitro, incluso la expresion de
metabolitos especificos en funcion de alguna molécula o componente del medio que
actiue como sefial para la produccion de estos metabolitos especificos en un medio
de cultivo determinado y no en otros. Por lo anterior, nuestros resultados mostraron
gue la composicion de tres medios diferentes, influye en la expresién de la actividad
antagonista in vitro de microorganismos bacterianos (Lukic et al., 1972; Berg et al.,
2002).
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5.3.2 Resultados del antagonismo in vitro de cepas fluorescentes contra

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Los resultados de antagonismo in vitro de cepas bacterianas fluorescentes contra C.
michiganensis subsp. michiganensis en los medios de cultivo Agar Nutritivo y

Waksman se muestran en la Figura 9.
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Figura 9. Comparacién del tamafio de halo obtenido en AN y W contra Cmm respecto al obtenido en
BK (100%).

cl: Cepas obtenidas de la micosfera de Claviceps gigantea. JaF: Cepas Fluorescentes obtenidas de la

rizosfera de Jamaica

Se observaron resultados parecidos a los obtenidos contra X. vesicatoria. El medio
Waksman es el medio en que las cepas bacterianas fluorescentes expresaron una

mayor actividad antagonista, seguido del Agar Nutritivo y finalmente el B de King.

De acuerdo a los resultados de inhibicion obtenidos en el medio Waksman, las cepas
se clasificaron en 6 grupos de acuerdo al tamafio del ancho de la banda de
inhibicion, en base a la escala siguiente: 0 (-), 0.1- 2mm (+), 2.1 - 4mm (++), 4.1 -
6mm (+++), 6.1 - 8mm (++++), > 8.1mm (+++++); la mayoria de los aislamientos

evaluados, expreso un ancho del halo de 4.1 a 6 mm (Grupo +++) (Figura 10).
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Figura 10. Halos de inhibiciéon en medio W a las 48 h de incubacioén a) contra Xv, b) contra Cmm

5.4 Antagonismo in vitro en medio Agar Nutritivo, B de King y Waksman agar
de cepas no fluorescentes contra Xanthomonas vesicatoria y Clavibacter

michiganenis subsp. michiganensis

Esto se llevé a cabo para observar si cepas no fluorescentes también expresaban
algun efecto de antagonismo contra las bacterias patdgenas evaluadas (X.
vesicatoria y C. michiganensis subsp. michiganensis), ya que hay informacién de
ciertas bacterias como Bacillus spp. que tienen efecto de inhibicion en hongos; con lo

cual se pudieran tener mas alternativas de control biolégico.

De 204 cepas no fluorescentes, 14 cepas (7%) presentaron halo de inhibicién contra
X. vesicatoria y 5 cepas (2%) presentaron halo de inhibicién contra C. michiganensis
subsp. michiganensis.

5.4.1 Resultados del antagonismo in vitro de cepas no fluorescentes contra

Xanthomonas vesicatoria.

La Figura 11, muestra las diferencias en tamafio del halo de inhibicion in vitro contra
X. vesicatoria, de las cepas no fluorescentes aisladas de la rizésfera de jamaica en el
medio Agar Nutritivo y Waksman agar, comparado con el promedio de estas obtenido

en B de King.
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JaNF: Cepas no fluorescentes, obtenidas de la rizosfera de jamaica.

5.4.2 Resultados del antagonismo in vitro de cepas no fluorescentes contra

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Los resultados de antagonismo in vitro de cepas bacterianas no fluorescentes contra

C. michiganensis subsp. michiganensis en los medios de cultivo Agar Nutritivo y

Waksman se muestran en la figura 12.

Tamaino de los halos de inhib

2000%
S 1800%
2 1600%
£ 1400%
‘s 1200%
S 1000%
800%
600%
400%
200%
0% T T T

)

o

(%

o 7

ICIO

n

Tamainio del hal

109 JaNF

139 JaNF
——AN

115 JaNF

186 JaNF

BK ——W

140 JaNF

Figura 12. Comparacion del tamafio de halo obtenido en AN y W respecto al obtenido en BK (100%).
JaNF: Cepas no fluorescentes, obtenidas de la rizosfera de jamaica
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En este caso, la mayoria de los aislamientos evaluados expres6 un ancho del halo
>8.1 mm (Grupo +++++), por lo tanto se les dio continuidad para las pruebas de
germinacion, con la finalidad de observar si mejoraban la germinacién de las semillas

de jitomate.

Con base en los resultados obtenidos se determin6 que el medio Waksman agar, es
el medio en el que los aislamientos bacterianos tanto de las poblaciones
fluorescentes como de las no fluorescentes, expresaron una mayor actividad
antagonista, ya que el promedio (mm) de los halos fue mayor que el promedio del
halo producido tanto en Agar Nutritivo como en B de King. De igual forma, el medio
Agar Nutritivo fue mejor sustrato para la expresion de antagonismo in vitro que el

medio B de King.

Los resultados mostraron un mayor nimero de cepas bacterianas fluorescentes con
capacidad de inhibicibn contra X. vesicatoria y/o C. michiganensis subsp.
michiganensis, en contraste con las no fluorescentes; lo anterior coincide con los
resultados de otras investigaciones que han documentado la capacidad de
poblaciones bacterianas fluorescentes en la produccién de diversos metabolitos
involucrados en el antagonismo, tanto en laboratorio como en condiciones de campo
contra diversos fitopatdgenos tanto de etiologia fungosa como bacteriana; por tal
razon diversas poblaciones fluorescentes han sido modelos de estudios en su
actividad como inoculantes microbianos y agentes de biocontrol (Thomashow, 1996;
Walsh et al., 2001; Haas y Keel, 2003; Haas y Défago, 2005; Weller, 2007). Tal es el
caso de Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida, las cuales han sido
ampliamente utilizadas en diversos ensayos con resultados favorables tanto para el
control biolégico de patébgenos como para mejorar el crecimiento y rendimiento de las
plantas, estas se han reportado en diversos cultivos, como cereales, hortalizas,
algoddn, entre otros (Scher, 1986; Clarkson y Lucas, 1997; Shah-Smith y Burns,
1997; Park et al., 2011; Arumugam et al., 2013).
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Una mayor proporcion de los aislamiento bacterianos con origen en la rizésfera de
jamaica, mostraron actividad antagonista in vitro contra X. vesicatoria, C.
michiganensis subsp. michiganensis o ambos; sin embargo, hay una mayor
proporcién de ellas antagonistas a X. vesicatoria que a C. michiganensis subsp.
michiganensis. Lo anterior podria ser atribuido a las caracteristicas diferenciales en
la estructura y composicion de la pared celular en ambos patégenos; X. vesicatoria
es una Gram negativa, mientras que C. michiganensis subsp. michiganensis es
Gram positiva. Estas diferencias en la pared celular podrian influir en la resistencia o
susceptibilidad a un rango de metabolitos producidos en la interaccién antagonista in
vitro; muchos estudios han destacado que tanto las bacterias Gram negativas como
las Gram positivas presentan una susceptibilidad diferencial debido a que los
agentes antimicrobianos expresan diferentes modos de accion, actian en diferentes
sitios especificos y que estos pueden interferir con la sintesis de la pared celular,
inhibir la sintesis de proteinas, interferir con la sintesis de &cido nucleico o inhibir una
via metabolica. En el caso de la resistencia, las bacterias pueden ser resistentes de
manera natural; pero principalmente se presenta la resistencia adquirida, la cual se
origina por seleccion a partir de una poblacion bacteriana sensible; en estas, las
poblaciones resistentes proliferan y se extienden bajo la presion selectiva de uso del
agente antimicrobiano, llegando a convertirse en la poblacion dominante. La
resistencia adquirida puede ser cromosdmica en la cual ocurre una alteracion natural
del DNA cromosOmico (mutacién) o extracromosOmica en la que ocurre una
adquisicion de DNA extracromosOmico. Los diversos mecanismos de resistencia
empleados son: adquisicibn de genes que codifican enzimas que destruyen o
inactivan al agente antibacteriano antes de que pueda tener un efecto por ejemplo
las B-lactamasas; adquisicion de bombas de eflujo, mediante el cual permite eliminar
el agente antibacteriano de la célula antes de que pueda llegar al sitio diana y ejercer
su efecto; disminucion de la permeabilidad celular, en la cual las paredes celulares
bacterianas alteradas ya no contienen el sitio de union del agente antimicrobiano o a
través de la modificacion de las porinas limitando el acceso de agentes
antimicrobianos en el sitio diana intracelular (Cavalieri et al., 2005; Tenover, 2006;

Wachsman y Degrossi, 2015). Por lo tanto, debido a la capacidad de las bacterias
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para desarrollar resistencia a los agentes microbianos, el manejo de las
enfermedades es cada vez mas complicado. En esta investigacion, las bacterias
Gram negativas mostraron mas susceptibilidad al antagonismo in vitro que las Gram
positivas, ya que de 152 cepas bacterianas fluorescentes evaluadas, (54) mostraron
antagonismo e inhibicion del crecimiento in vitro contra X. vesicatoria (Gram
negativa) en contraste, (12) expresaron antagonismo contra C. michiganensis subsp.

michiganensis (Gram positiva).

5.5 Deteccién de sider6foros

El grupo de las Pseudomonas fluorescentes es de los mas utilizados para estimular y
promover el crecimiento de las plantas debido a que produce una diversidad de
metabolitos secundarios como fitohormonas, compuestos volatiles, y sideroforos.

Los sideroforos estéan involucrados en el antagonismo, colonizacion y competencia
por nutrientes; por esta razén han sido ampliamente estudiados como un mecanismo
de control biolégico, identificandose su potencial en el control biolégico de hongos y

bacterias fitopatdgenos (Diaz de Villegas et al., 2002; Saber et al., 2015).

De 54 aislamientos fluorescentes, todos ellos (100%) produjeron sideréforos. Los
datos se tomaron a las 72 h después de incubacion (Figura 13). La formacién de
halos amarillo-naranja alrededor de las colonias bacterianas en el medio CAS,
indicaron la produccion de sideréforos, lo que indica que uno de los mecanismos de

antagonismo que utilizan es la competencia por nutrientes
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Figura 13. Produccion de sideroforos en medio CAS a las 72 h de incubacion.

Las Pseudomonas fluorescentes expresan diversos mecanismos de accion contra
fitopatdégenos, uno de ellos es la produccion de sideroforos, los cuales sirven como
guelantes de hierro (Schwyn y Neilands, 1987); mediante la sintesis de estos puede
limitar la cantidad de hierro disponible para el crecimiento de los patdgenos, con lo
cual suprimen el crecimiento de estos; ademas de participar en la promocién del
crecimiento vegetal. El uso de sideréforos producidos por cepas de Pseudomonas
como constituyentes de productos biologicos es de gran interés por las posibilidades
de sustituir los productos quimicos que dafian al ambiente y la salud humana (Loper
and Lindow, 1987 citado por Diaz de Villegas 2002; Kloepper et al., 1980 citado por
Weller, 2007).

En este estudio se analizé si existia una relaciéon entre el tamano del halo de

inhibicién in vitro obtenido en el medio W y la produccion de sideroforos en el medio
CAS (Figura 14).
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Figura 14. Relacién de generacion de halos en el medio Waksman y la produccién de sideroforos en
el medio CAS.

En los aislamientos que se citan a continuacion: (14 JaF, 36 JaF, 55 JaF, 63 JaF, 64 JaF, 66
JaF, 79 JaF, 93 JaF, 95 JaF, 103 JaF, 104.G JaF, 104.H JaF, 106 JaF, 107 JaF, 109.1 JaF, 114.1
JaF, 115.1 JaF, 117 JaF, 119 JaF, 123 JaF, 128 JaF, 129 JaF, 131.2 JaF, 132 JaF, 134 JaF, 137 JaF,

138 JaF, 175 JaF, 176.1 JaF, 177 JaF, 4 JiF, 4.2 JiF, 5 JiF, 14.1 JiF, 14.3 JiF) no hay relacion
entre la produccion de sideroforos y un mayor tamafo del halo de inhibicion; lo
anterior sugiere que el mecanismo de antagonismo que se expresa en condiciones in
vitro, no depende Unicamente de la produccién de sideréforos y que uno o mas
metabolitos estan involucrados en la expresion final de inhibicion in vitro contra estos
dos patdgenos bacterianos.

5.6 Pruebas de germinacion de las semillas

La inoculacién de las semillas con especies de Pseudomonas fluorescentes puede
inducir resistencia contra diversos patdgenos, principalmente hongos de la raiz,
ademds disminuir la severidad de la enfermedad, promover el crecimiento y
rendimiento de las plantas. Por ejemplo, Pseudomonas fluorescens ha mostrado
aumentar la germinacion, vigor de las plantulas, altura de la planta, area foliar, entre
otros (Vidhyasekaran y Muthamilan, 1995; Niranjan-Raj et al., 2004).
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Para la inoculacién de las semillas se utilizaron suspensiones bacterianas de 33
aislamientos, de los cuales el ancho de la banda de inhibicién in vitro expresado fue
mayor a 5 mm; entre estos, 22 cepas fueron fluorescentes y 11 no fluorescentes. El
testigo fue cubierto con agua destilada estéril. Los efectos del tratamiento de
inoculacion en la germinacion y Tso, se presentan en el cuadro 2. (Los datos no
presentaron una distribucion normal; por lo tanto, fueron transformados a arco seno
en el programa de Microsoft Excel 2010) y posteriormente se realiz6 el andlisis de
varianza (ANOVA; P<0.05).

Cuadro 2. Datos de germinacion (%) y Tso en comparacion con el testigo. *** indican las
comparaciones importantes del nivel 0.05

Cepa Germinacion (%) Tso (D) Cepa Germinacion (%) Tso (h)
Testigo 83.8 70 131.2JaF 91.9 38**x
Ccl 91.9 37+ 134JaF 88.8 37+
Ecl 91.9 37+ 138JaF 84.8 37+
63JaF 81.8 37+ 165JaF 87.7 36***
64JaF 91.9 38** 177JaF 93.9 39%**
66JaF 88.8 33%* 109JaNF 53.5%** 154%**
71JaF 91.9 36*** 111JaNF 92.9 40%**
79JaF 95.9 38** 115JaNF 85.8 118***
85JaF 88.8 36*** 119JaNF 81.8 59
94JaF 87.8 39+ 124JaNF 88.8 44
95JaF 88.8 46 131JaNF 81.8 38***
103JaF 84.8 36*** 132JaNF 80.8 88
104.HJaF 91.9 39+ 139JaNF 71.7 141 %
107JaF 80.8 35 140JaNF 55*** 198***
114Ja 92.9 36*** 141JaNF 85.8 46
122JaF 86.8 38+ 186JaNF 92.9 37+
123JaF 93.9 38*** 14.1JiF 94.9 32%**

En relaciéon con el % de germinacion, de los 33 tratamientos, 2 cepas mostraron
diferencias con el testigo, las cuales disminuyeron el porcentaje de geminacion (109
JaNF disminuyd un 30.3% y 140 JaNF disminuyd un 28.8%), mientras que de acuerdo
con el Tso la mayoria de las cepas presentd diferencias a excepcion de (132 JaNF,
119JaNF, 141JaNF, 95 JaF Yy 124 JaNF) las cuales indican que el tiempo en que germinan
el 50% de las semillas es igual al obtenido por el testigo. Se presentaron incrementos
significativos (P<0.05) en la velocidad de germinacién (Tsp), lo que significa que por
lo menos una cepa aumenta la velocidad de germinacién; por lo tanto, esta cepa
puede ser empleada para el proceso de inoculacion de las semillas de jitomate y con

ello es probable que la plantula aumente su crecimiento al ser colonizada mas
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rapidamente por la cepa bacteriana que por algun patdgeno que se encuentre en la
raiz. Con base en nuestros resultados, se concluye que las Pseudomonas
fluorescentes utilizadas funcionan como promotoras del crecimiento al reducir el Tsg

de germinacion con respecto al testigo.

A partir de lo anterior, 20 cepas fluorescentes fueron seleccionadas para las
siguientes pruebas, a las cepas no fluorescentes ya no se les dio seguimiento debido
a que no mejoraron, e incluso algunas disminuyeron la germinacién de las semillas

con respecto al testigo.

5.7 Vigor de las plantulas

De las 20 cepas bacterianas utilizadas para la inoculacion, se observaron diferencias
en el crecimiento de raices y tallos con respecto al testigo como se observa en la

Figura 15.

Figura 15. Vigor de las plantulas comparadas con el testigo: a) testigo, b) 14.1 JiF, c) 66 JaF, d) 64
JaF, e) 122 JaF, f) 79 JaF, g) Ccl .

De igual forma, al analizar los datos mediante la prueba de Dunnet se obtuvieron los
resultados mostrados en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Comparacién de medias del peso de biomasa seca comparadas con el testigo. Las
comparaciones importantes del nivel 0.05 estan indicadas por ***

Cepa Medias peso Medias peso seco Cepa Medias peso | Medias peso
de biomasa parte aérea(g) de biomasa seco parte
seca raiz (g) seca raiz (g) aérea(g)

103JaF 0.14007*** 0.27643 177JaF 0.13733** 0.28183

104.HJaF 0.12570 0.33823 64JaF 0.12500 0.27050

107JaF 0.12497 0.35983 66JaF 0.13313** 0.26990

114JaF 0.13923*** 0.30367 71JaF 0.15113* 0.32043

122JaF 0.13507*** 0.27470 79JaF 0.12170 0.26153

123JaF 0.15267*** 0.31317 85JaF 0.14960** 0.31073

134JaF 0.13697*** 0.37457 94JaF 0.16757** 0.35030

138JaF 0.15447** 0.30493 95JaF 0.13600*** 0.27483

14.1JiF 0.14737*** 0.33687 Ccl 0.12297 0.26447

165JaF 0.14307*** 0.28313 Ecl 0.17073** 0.34713

T 0.09603 0.22237

Las plantulas de jitomate inoculadas con las bacterias mostraron un aumento en
germinacion, velocidad de germinacion y en vigor en comparacion con el testigo; lo
anterior sugiere un efecto de estimulacion de la adquisicion de nutrientes y la
produccién de fitohormonas. El incremento del peso de biomasa seca como
respuesta a las bacterias inoculadas, muestran el rol benéfico de las bacterias
rizosfericas utilizadas, lo que podria representar una herramienta atil para
seleccionar bacterias potencialmente eficientes como promotoras del crecimiento.

Niranja-Raj et al. (2004) mencionan resultados similares al inocular semillas de mijo

con Pseudomonas fluorescens.

5.8 Produccién de acido indol acético

Las bacterias promotoras del crecimiento de las plantas basan su habilidad en la
produccion de acido indol acético, sideroforos y antibioticos (Saber et al., 2015). El
acido indol acético bacteriano juega un papel importante en el desarrollo radicular de
la planta huésped (Patten y Glick, 2002; Karnwal, 2009).

De las 20 cepas evaluadas, la mayoria mostré en diferente grado la produccion de
acido indol acético, tal como se observa en la Figura 16. Con estos resultados
podemos mencionar que las cepas utilizadas para la inoculacién de las semillas,

pueden funcionar como promotoras de crecimiento.
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Figura 16. Coloracion roja (++) mayor produccién de acido indol acético. Coloracién rosa (+) menor
produccién de acido indol acético. Pocillos incoloros (-) produccion de acido indol acético negativa.
Cepas de jamaica, produccion de AlA (-): 107JaF, 114JaF, 122JaF, 138JaF, 165JaF, 85JaF; Cepa de
jitomate, produccion de AIA (-): 14.1JiF; Cepas de jamaica, produccion de AIA (+): 134JaF, 64JaF,
66JaF, 71JaF, 94JaF, 95JaF; Cepas de jamaica produccion de AlA (++): 103JaF, 104.HJaF, 123JaF,
177JaF, 79JaF; Cepas de Claviceps gigantea, produccién de AlA (++): Ccl, Ecl.

El &cido indol acético es una auxina que entre otras funciones estimula la
germinacion de las semillas y promueve el desarrollo de raices laterales mediante las
cuales facilita la absorcion de nutrientes, por tal motivo esta asociado al crecimiento
de las plantas. (Glick et al., 1995, citados por Patten y Glick, 2002) mencionan que la
promocion del crecimiento de las raices es una de las principales caracteristicas por
las cuales se mide el efecto benéfico de las bacterias promotoras del crecimiento; se
han reportado varias especies de Pseudomonas dentro del grupo fluorescente como
productoras de esta fitohormona, por ejemplo Pseudomonas fluorescens vy

Pseudomonas putida.

5.9 Caracterizacién molecular

Mediante la amplificacion del gen 16S rRNA, las 20 cepas bacterianas generaron
amplicones de aproximadamente 1500 pb (Figura 17) como resultado de la PCR con
los iniciadores FD1 y RD1, lo que corresponde con el tamafio del amplicon esperado
para el gen 16S rRNA (Weisburg et al., 1991; Rodrigues et al., 2003).
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Figura 17. Gel de electroforesis al 1%, cepas purificadas
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Carril 1) Marcador 1Kb, 2) blanco, 3) 107 JaF, 4)14.1 JiF, 5) 71 JaF, 6) 123 JaF, 7) 104.H JaF, 8) 85
JaF, 9) 138 JaF, 10) 94 JaF, 11) Ecl, 12) 134 JaF, 13) 122 JaF, 14) 66 JaF, 15) 64 JaF, 16) Ccl, 17) 79
JaF, 18) 114 JaF, 19) 165JaF, 20) 177 JaF, 21) 103 JaF, 22) 95 JaF, 23) blanco, 24) Marcador 1Kb.

Las secuencias obtenidas coincidieron con una identidad mayor al 90% de acuerdo

al alineamiento en el banco de genes del NCBI (Cuadro 4).

Cuadro 4. Identificacion de las cepas mediante el gen 16S rRNA

CEPA IDENTIFICACION No. DE ACCESO Antagonismo in vitro
Cmm Xv
14.1 JiF Pseudomonas putida KJ534476.1 - +
107 JaF Pseudomonas sp. AB269776.1 - +
71 JaF Pseudomonas sp. GU990089.2 - +
123 JaF Pseudomonas sp. GU990089.2 + +
104.H JaF | Pseudomonas putida KF030906.1 - +
85 JaF Pseudomonas sp. GU990089.2 - +
138 JaF Pseudomonas sp. GU990089.2 - +
94 JaF Pseudomonas sp. GU990089.2 - +
Ecl Pseudomonas fluorescens DQ095904.1 + +
134 JaF Pseudomonas sp. GU990089.2 - +
122 JaF Pseudomonas sp. GU990089.2 - +
66 JaF Pseudomonas sp. GU990089.2 - +
64 JaF Pseudomonas sp. GU990089.2 + +
Ccl Pseudomonas fluorescens KP050500.1 - +
79 JaF Pseudomonas putida KF030906.1 + +
114 JaF Pseudomonas sp. AM745260.1 - +
165JaF Pseudomonas sp. GU990089.2 + +
177 JaF Pseudomonas putida KF030909.1 + +
103 JaF Pseudomonas sp. AM745260.1 + +
95 JaF Pseudomonas putida KF030909.1 + +

De las 20 cepas bacterianas antagonistas,

13 fueron

identificadas como

Pseudomonas sp (65%), 5 (25%) se identificaron como Pseudomonas putida y 2

(10%) como Pseudomonas fluorescens.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_424945101
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_424945101

Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida ejercen accion antagénica contra
X. vesicatoria, C. michiganensis subsp. michiganensis o ambas, por lo tanto se

puede considerarlas como potenciales agentes de control biolégico en campo.

Cepas de Pseudomonas putida han sido utilizadas en muchas aplicaciones
incluyendo biorremediacion y produccion de enzimas como agentes de biocontrol en
la proteccion de cultivos. Se ha reportado como un agente de control bioldgico
moderadamente efectivo contra X. vesicatoria en condiciones de campo al reducir
significativamente sintomas foliares (Byrne et al., 2005; Campbell et al., 1998 citado
por El-Hendawy et al., 2005; McSpadden Gardener, 2007); por otra parte, se ha
considerado de importancia como control biolégico por inducir resistencia adquirida
en las plantas contra diversos patégenos, incluyendo patdgenos bacterianos.
Asimismo, Byrne et al. (2005) reportan a Pseudomonas fluorescens contra X.
vesicatoria como moderadamente efectivo en invernadero, discutiendo la
probabilidad de una pobre supervivencia de las poblaciones de Pseudomonas

fluorescens comparada con el patdégeno en el patosistema estudiado.

En esta investigacion, algunos agentes de control biolégico potencialmente eficaces
pudieron haberse desechado, ya que Unicamente se seleccionaron las cepas
fluorescentes que no mostraron efecto negativo en la germinacion de las semillas de
jitomate, asi como las cepas no fluorescentes en las que se observd esta misma
situacion; sin embargo, creemos que el enfoque utilizado en esta investigacion
involucra mayores elementos de seleccion de potenciales agentes de biocontrol, que
aquellos en los que Unicamente se fundamentan en la expresion de antibiosis in vitro.
Aunque el potencial de control de X. vesicatoria, C. michiganensis subsp.
michiganensis, o ambas obtenido in vitro mediante estas cepas bacterianas es
prometedor, no es suficiente para justificar el uso exclusivo de P. fluorescens o P.
putida en el campo para el manejo de las mismas, pero si como una estrategia que
se incluya en un manejo integrado. Byrne et al. (2005) mencionan que el uso de un
agente de control biolégico combinado con un producto quimico puede aumentar el

nivel de control que al utilizar sélo el agente de control biolégico. Seria recomendable
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evaluar el potencial de P. putida y P. fluorescens a nivel de produccion comercial
para observar si la técnica de la inoculacidon de las semillas utilizado en este estudio
con las suspensiones bacterianas utilizadas, promueve un efecto benéfico en el
crecimiento de las plantas de jitomate y en la obtencién de un mayor rendimiento;
también consideramos importante y necesario evaluar la aplicacion foliar de estas
cepas, asi como la aplicacion directamente a la raiz, incluyendo el desarrollo y
evaluacion de un programa con aplicaciones periédicas. Finalmente un enfoque
integrado puede mejorar la eficacia de los agentes de control biolégico asi como
facilitar su aplicacion. El aumento en el uso de Pseudomonas fluorescentes como
agentes de control bioldgico depende en gran medida del conocimiento y
comprension de los mecanismos implicados en la interaccion entre el antagonista, el
patégeno y la planta. A pesar de que muchos microorganismos, entre ellos las
Pseudomonas fluorescentes, producen sustancias antimicrobianas y el fenébmeno de
la antibiosis es demostrado in vitro, es muy dificil dilucidar el efecto de la antibiosis
en una interaccion agente de biocontrol-planta-patégeno en condiciones naturales de
un patosistema (Dubos, 1987 citado por Pérez 2004). El hecho de que las cepas
hayan mostrado efectividad in vitro contra X. vesicatoria, C. michiganensis subsp.
michiganensis, o ambas, no significa que tengan el mismo comportamiento en
campo, debido a que en condiciones naturales existen otros niveles de interaccion
con otros microorganismos que influyan en la expresion del antagonismo mostrado in
vitro. Sin embargo, la presente investigacion aporta elementos fundamentales en la
seleccion de prototipos bacterianos con la mayor expresion de elementos de
antagonismo y/o promotores de crecimiento de plantas de jitomate que pudieran ser

considerados para su evaluacion a una escala comercial en el cultivo de jitomate.
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6.- CONCLUSIONES

1.- Las poblaciones de Pseudomonas fluorescentes expresan mayor antagonismo in
vitro contra X. vesicatoria que contra C. michiganensis subsp. michiganensis.

2.- El medio Waksman agar es el sustrato en donde se expresa mas eficientemente
la inhibicion in vitro, contra X. vesicatoria y/o C. michiganensis subsp. michiganensis,
seguido del Agar Nutritivo y B de King.

3.- La mayoria de las cepas de Pseudomonas fluorescentes disminuyen el Tso de
germinacion de las semillas de jitomate, ademas de promover el crecimiento e
incremento del peso de biomasa seca de las raices.

4.- La velocidad de germinacion de la semilla de jitomate, se relaciona con la
produccion de acido indol acético y sideréforos por las Pseudomonas fluorescentes
evaluadas.

5.- Independientemente del nicho ecolégico del que fueron aisladas las
Pseudomonas fluorescentes, estas producen metabolitos secundarios que inhiben a
X. vesicatoria y C. michiganensis subsp. michiganensis, ademas de promover el
crecimiento de las raices de las plantulas de jitomate.

6.- Las 20 cepas de Pseudomonas fluorescentes antagonistas se identificaron como
Pseudomonas sp. (65%), Pseudomonas putida (25%) y Pseudomonas fluorescens
(10%).
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