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POBLACIONES BACTERIANAS NATIVAS RIZOSFERICAS DE
JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.) CON POTENCIAL ANTAGONISTA
CONTRA Phytophthora parasitica AISLADAS EN LA COMUNIDAD DE

TECOANAPA, GUERRERO

Magnolia Meléndez Monroy, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015.

RESUMEN
Las comunidades microbianas en la rizosfera son importantes en la nutricién y sanidad de
las plantas. En esta investigacion se estudiaron las poblaciones bacterianas cultivables
nativas en la rizésfera de jamaica en los estados fenoldgicos de la planta: Crecimiento
inicial, desarrollo de botones florales y floracion, en cinco localidades del municipio de
Tecoanapa, Guerrero, con el objetivo de caracterizar fenotipica y genotipicamente
rizobacterias antagonistas in vitro contra Phytophthora parasitica. La densidad de
poblacién bacteriana total en la rizésfera estuvieron en intervalos de log 3.50 y 6.56 UFC ¢
! de raiz. El estudio comparativo de los cinco sitios mostré que el promedio de UFC-g™ de
raiz en la etapa de Crecimiento inicial fue estadisticamente mayor (p>0.05) y que el
Magnesio (p=0.9293) y el Fdésforo en el suelo (p=0.8089) tienen una correlacion
significativa con los valores de UFC. El antagonismo in vitro de 450 aislados bacterianos se
evalud frente a P. parasitica mediante ensayos de confrontacion dual y se seleccionaron las
18 cepas bacterianas con el mayor grado de antagonismo. La caracterizaron cualitativa de
estas para la produccion de metabolitos in vitro mostré que el 100% de ellas expresaron
actividad lipolitica y proteolitica, el 88.88% produjeron sideroforos, el 44.4% produjeron
acido indol-3-acético y el 72.22% solubilizaron fosfatos, de las cuales 6 cepas expresaron
las 5 actividades relacionadas con el antagonismo y/o promotores de crecimiento. Las cepas
(n=18) se identificaron por PCR mediante la amplificacion y secuenciacion de la region
16S rADN con los iniciadores 27F y 1492R resultando dentro de los géneros Serratia,
Pseudomonas y Stenotrophomonas. Se han caracterizado e identificado bacterias
antagonistas in vitro a P. parasitica con alto potencial como agente de biocontrol y
promotores del crecimiento y representa el primer estudio de las comunidades bacterianas

cultivables nativas en la rizdsfera de jamaica.

Palabras clave: Hibsicus sabdariffa, Phytopthora parasitica, rizobacterias antagonistas,

caracterizacion in vitro.



NATIVE JAMAICAN (Hibiscus sabdariffa L.) RHYZOPHERIC BACTERIAL
POPULATION WITH ANTAGONISTIC POTENTIAL TO Phytophthora parasitica
AGAINS ISOLATED IN TECOANAPA, GUERRERO.

Magnolia Meléndez Monroy, M.Sc.
Colegio de Postgraduados, 2015.

SUMMARY

Microbial communities in the rhizosphere are important in the nutrition and plant health. In
this research we studied the culturable native bacterial populations in the rhizosphere of
jamaica in the growth state of plant: initial growth, development of flower and bloom
buttons in five villages of the municipality of Tecoanapa, Guerrero, in order to characterize
phenotypic and genotypic antagonist rhizobacteria in vitro against Phytophthora parasitica.
The total bacterial population density in the rhizosphere intervals were 3.50 and 6.56 log
CFU g™ root. The comparative study of the five sites showed that the average CFU -g*
root at the stage of initial growth was statistically greater (p> 0.05), and Magnesium (p =
0.9293) and Phosphorus in the soil (p = 0.8089) have a significant correlation with the
values of UFC. The in vitro antagonism of 450 bacterial isolates was evaluated against P.
parasitica by dual confrontation tests, and 18 bacterial strains with the highest degree of
antagonism were selected. The qualitative characterization of these, for the production of
metabolites in vitro showed that 100% of them expressed lipolytic and proteolytic activity,
88.88% produced siderophores, 44.4% produced indol-3-acetic acid and 72.22%
solubilized phosphates, including 6 strains that expressed the 5 activities related with
antagonism and / or growth promoters. The strains (n = 18) were identified by PCR
amplification and sequencing of 16S rDNA region with primers 27F and 1492R resulting
within the genera Serratia, Pseudomonas and Stenotrophomonas. In vitro antagonistic
bacteria against P. parasitica have been characterized and identified with high potential as
a biocontrol agent and growth promoters. This represents the first study of native cultivable

bacterial communities in the rhizosphere of jamaica.

Keywords: Hibsicus sabdariffa, Phytophthora parasitica, antagonist rhizobacteria, in vitro

characterization.
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1. INTRODUCCION

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es una planta perteneciente a la familia de las
Malvéceas, es nativa de Africa tropical desde Egipto y Sudan hasta Senegal, incluyendo a
Malawi, Mozambique, Zambia y Zimbabwe (Renddn, 1992; Serrano, 2008). También es
conocida como serenat, aleluya, flor de jamaica, agria de Guinea y rosella (Patifio, 1975).
El potencial de este cultivo radica en su consumo en forma de bebida obtenida a partir de
los célices de esta planta y en diversas propiedades fitoquimicas, farmacologicas y
nutricionales de especial interés en la salud y nutricion humana, ademas de diversas
aplicaciones en la industria de alimentos (Ali et al., 2005; Sayago-Ayerdi et al., 2007).
Debido a sus propiedades, sobre todo medicinales, se ha distribuido a otras partes tropicales
del mundo como México, América Central, América del Sur, Sureste Asiatico, incluyendo
el sur de China, lugares en los que ha alcanzado gran importancia econémica (Serrano,
2008). En México, fue introducida por los espafioles a principios del siglo XVIl y a finales
del siglo XVII1I. Actualmente se cultiva en regiones tropicales calidas y semicélidas de los
estados de Guerrero, Oaxaca, Nayarit, Campeche y otros de menor importancia (Rojas,
1999; Patifio, 1975).

México se encuentra entre los 10 principales paises productores de jamaica; a nivel
nacional los principales productores son los estados de Guerrero, Oaxaca, Nayarit,
Michoacéan, Campeche, Colima, Jalisco, Puebla y Veracruz (SIAP, 2010). En este contexto,
Guerrero cuenta con una superficie de cultivo de aproximadamente 15 mil hectareas bajo
condiciones de temporal asociadas con maiz, ubicadas en la Costa Chica, constituyendo la
zona de cultivo de jamaica de mayor importancia en el pais; por lo anterior, este cultivo es
conocido en esta zona como “Oro rojo” (Toral-Flores et al. 2005). En el estado de
Guerrero, una de las limitantes fitosanitarias mas importantes para el 6ptimo desarrollo del
cultivo de jamaica es el patdgeno de la raiz Phytophthora parasitica Dastur., agente causal
de la enfermedad conocida como “pata prieta de la jamaica”. Crane (1943) citdé que el
patdgeno Phytophthora parasitica es el causante de la enfermedad mas importante que
afecta el cultivo de jamaica, demeritando en mayor medida su calidad y rendimiento. En
México, Hernandez y Romero (1990) aislaron e identificaron a esta misma especie del
patdgeno en plantas de jamaica procedentes del estado de Guerrero; cuyos sintomas
evidenciaron una pudricion basal negra, que gradualmente se une al tejido vivo por medio
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de una zona no definida, extendiéndose hacia arriba a una altura de 30 a 35 cm, sintomas

tipicos de la enfermedad denominada “pata prieta”, previamente descritos por Crane

(1943).

En la actualidad la Unica estrategia de manejo para controlar esta enfermedad es el uso
de insumos quimicos y variedades resistentes; sin embargo, en la actualidad no existen
variedades de jamaica completamente resistentes a la enfermedad y/o fungicidas efectivos
para su Optimo manejo, por lo que es necesario buscar nuevas estrategias eficientes y
sostenibles que sean medioambientalmente respetuosas para el control de esta enfermedad.
Una de estas estrategias puede ser el uso de antagonistas microbianos del patégeno como
agentes de biocontrol, la cual puede ser considerada una alternativa o una via
complementaria para reducir el uso de productos quimicos en la agricultura (Berg et al.,
2005; Paulin et al., 2009). En investigaciones previas, se ha documentado que las plantas
cultivadas han desarrollado una estrategia de estimular y promover el desarrollo de grupos
especificos de microorganismos antagonistas autéctonos como primera linea de defensa
contra patdgenos del suelo (Landa et al., 2006). Por lo tanto, el sistema radical de la planta
es un importante nicho de microorganismos que pueden constituir un reservorio
inexplorado de antagonistas contra patdgenos de plantas. Particularmente, las bacterias
asociadas a las plantas que muestran propiedades antagonistas pueden ser encontradas en la
rizosfera de las mismas. Diversas investigaciones han demostrado que las comunidades
bacterianas en la rizosfera de muchas especies de plantas producen un efecto benéfico en el
crecimiento y sanidad de las mismas tanto directa como indirectamente, y que estas
comunidades bacterianas estan fuertemente influenciadas por la especie de la planta y
viceversa (Ahn et al., 2007; Jung et al., 2008; Park et al., 2005). Lo anterior demuestra que
estas comunidades bacterianas autdctonas podrian ser consideradas una fuente importante
de nuevos aislados microbianos tales como los involucrados en la fijacion de nitrogeno,
produccion de fitohormonas y componentes antimicrobianos, promocién del crecimiento e
induccion de resistencia sistemica en la planta, que podrian ser utilizados para futuras
aplicaciones biotecnologicas como el desarrollo de agentes de control bioldgico de
organismos fitopatdgenos o para el aislamiento de nuevos compuestos bioactivos (Méndez
et al., 2007; Silva et al., 2004).



Actualmente existen escasas investigaciones tanto a nivel regional como nacional que
hayan abordado el estudio de las comunidades bacterianas en el sistema radical de la
jamaica. Por lo anterior, esta investigacion se centro en el estudio de las poblaciones
bacterianas cultivables de la rizésfera del cultivo de jamaica en diferentes localidades del

estado de Guerrero con potencial antagonista contra P. parasitica.

2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo General
Caracterizar e identificar mediante un enfoque polifasico poblaciones bacterianas
nativas a partir de la rizosfera de jamaica (Hibiscus sabdariffa) con potencial como

inoculante microbiano para el manejo de Phytophthora parasitica.

2.2 Objetivos especificos
1.- Examinar mediante un enfoque cultivo dependiente la estructura poblacional de
bacterias nativas en la rizosfera del cultivo de jamaica en el municipio de Tecoanapa,

Guerrero

2.- Evaluar el potencial antagonista in vitro contra P. parasitica de las poblaciones

bacterianas obtenidas a partir de la rizésfera del cultivo de jamaica

3.- Caracterizar las poblaciones bacterianas mediante la produccion de metabolitos

secundarios in vitro involucrados en el antagonismo

4.- Conformar una coleccién de poblaciones bacterianas nativas de la rizésfera de jamaica
con potencial como inoculantes microbianos para el manejo de P. parasitica en el

municipio de Tecoanapa.

2.3 Hipotesis
En la rizosfera de jamaica, existen poblaciones bacterianas cultivables, nativas y bien
adaptadas, con alto potencial como antagonistas e inoculantes microbianos contra P.

parasitica, agente causal de la enfermedad pata prieta en el cultivo de jamaica.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 El cultivo de la jamaica

3.1.1 Origen del cultivo de la jamaica

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es una planta perteneciente a la familia de las
Malvéceas, su origen ain no ha sido definida con exactitud, sin embargo, Patifio (1975),
reporta que es originaria de la India, mientras que Rendon (1992) y Serrano (2008) citan
que es nativa de Africa tropical, desde Egipto y Sudan hasta Senegal, incluyendo a Malawi,
Mozambique, Zambia y Zimbabwe. Esta planta también es conocida como serenat, aleluya,
flor de jamaica, agria de Guinea y rosella (Patifio, 1975). Debido a sus propiedades, sobre
todo medicinales, se ha distribuido a otras partes tropicales del mundo como México,
Ameérica Central, América del Sur, Sureste Asiatico, incluyendo el Sur de China, lugares en

los que ha alcanzado gran importancia econdémica (Serrano, 2008).

En México, esta planta fue introducida por los espafioles a principio del siglo XVIl y a
finales del siglo XVIII. Actualmente se cultiva en regiones tropicales calidas y semicalidas
de los estados de Guerrero, Oaxaca, Nayarit, Campeche y otros de menor importancia
(Rojas, 1999; Patifio, 1975). El potencial de este cultivo radica en su consumo en forma de
bebida, la cual es obtenida a partir de los célices de esta planta, y en sus diversas
propiedades fitoquimicas, farmacoldgicas y nutricionales; propiedades que son de especial
interés en la salud y nutriciébn humana, y en diversas aplicaciones en la industria de
alimentos (Ali et al., 2005; Sayago-Ayerdi et al., 2007). Los tallos son utilizados para
producir pulpa para papel o fibra textil, también son importantes en la produccion de un
mucilago que se utiliza en la industria de los cosméticos y las hojas pueden usarse como
verduras en forma directa (Contreras et al., 2009). Los calices de los frutos se utilizan para
bebidas, ates, mermeladas, jaleas, dulces, jarabes, salsas. Las semillas son Utiles para
extraccion de aceite o alimentos balanceados para animales ya que contienen un 20% de

proteina (Contreras et al., 2009).

3.1.2 Descripcion botanica
La jamaica es una planta hermafrodita, anual o bianual, herbéacea o subarbustiva de 0.5

m a 3.0 m de altura, con tallos lisos y con frecuencia lefiosos en su base, de color morado,



rojo brillante y verde. Las hojas son simples, alternas, deciduas; ovadas o lanceoladas-
oblongas, no divididas o divididas en tres o cinco I6bulos, pice truncado hasta cuneado,
con margenes dentados o serrados, de color verde en ambos lados; envés con una glandula

caracteristica en su base; peciolos largos; estipulas deciduas.

Forma un caliz con cinco I6bulos profundos, forma regular, de 1.2 cm a 4.0 cm de
largo, adquiriendo caracteristicas carnosas después de la antesis y su nervadura central
marcada, con una glandula caracteristica en la base de cada I6bulo, pubescencia fina en el
interior de los l6bulos; el epicéaliz y el caliz pueden ser de un rojo brillante, verde o casi

blancos, dependiendo de la variedad; pedunculo corto (Renddn, 1992).

Presenta flores solitarias, axilares, perfectas, zigomorfas; epicéaliz con mas de diez
bracteas pequefias, delgadas, fusionadas en su base con el tubo del céliz. La corola con los
pétalos adheridos al tubo estaminal recto; pétalos de color amarillo palido, con el centro
rojo obscuro cuando el tallo es rojo y un centro amarillo para la forma de tallo verde,
ovados, carnosos en su base; la columna estaminal formada por cinco grupos de estambres
unidos casi desde su base, de color morado; estilo delgado, con un estigma de cinco
I6bulos, rodeado por los estambres, excediendo al androceo; ovario sUpero con

placentacion axial.

Los frutos son capsulas ovoides, obtusos, ligeramente pilosos, con numerosas semillas,
abriéndose en cinco partes cuando maduran. Hay de tres a cuatro semillas reniformes en

cada celda.

De acuerdo con USDA-ARS (2013), la clasificacion botanica de la jamaica es como se

especifica a continuacion:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Rosopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae

Subfamilia; Malvoideae



Tribu: Hibisceae
Género: Hibiscus
Especie: sabdariffa

3.1.3 Requerimientos del cultivo

La planta de jamaica se desarrolla en climas tropicales y subtropicales, normalmente se
limita a las latitudes entre los 35°N y 25°S, a una altitud de 900 sobre el nivel del mar
(msnm) (ecocrop.fao.org). Le favorece un clima célido con temperatura éptima alrededor
de 25°C, y una lluvia minima de 400 a 500 mm distribuidos durante el periodo vegetativo
de 4 a 5 meses. Debido a su sensibilidad al fotoperiodo, la jamaica se limita a regiones
inferiores a 25° de latitud. Para la reproduccién se requiere un periodo de oscuridad minima
de 11.5 horas, la induccidn floral ocurre con 12.5 — 13.5 horas luz-dia, al mismo tiempo
termina el crecimiento apical; por su sensibilidad al fotoperiodo, la jamaica florea mejor
cuando la longitud del periodo luminoso del dia es menor de 12 horas; sin embargo, durante
las etapas tempranas del periodo vegetativo se requiere 13 horas dia de luminosidad para
que no se produzca una floracion prematura (Augstburger et al., 2000; Talukdar, 1952).

La jamaica crece bien en la mayoria de los suelos con buen drenaje y tolera suelos con
limitaciones fisicas y quimicas, prefiere suelos de textura media con una profundidad de
50-150 cm de capa arable, salinidad de menos de 4.0 mmhos/cm de conductividad eléctrica,

nivel moderado de fertilidad natura y un rango de pH de 6.0 -7.8 (Contreras et al., 2009).

3.1.4 Composicion quimica de la jamaica

El andlisis quimico de la jamaica ha revelado la presencia de fitosteroles, flavonoides,
saponinas, carbohidratos, &cido ascorbico y una mezcla de acido citrico y malico. Se han
identificado diversos pigmentos extraidos de las flores entre los cuales se encuentran la
gosipetrina, quercetina, mirecetina, hibiscetina, hibiscetrina y sabderitina; la hibiscetina y la
gosipetrina se usan como base natural de jarabes y licores coloridos. Sin embargo, se
consideran como los principales pigmentos de esta planta a las antocianinas: la cianidina-3-
glucésido y la delfinidina-3-glucésido, que tienen propiedades antioxidantes y que no
presenta actividad toxica, ni mutagénica. Se ha demostrado que los compuestos fendlicos

(como el acido protocatecuico) aislados de la flor de esta planta tienen fuertes propiedades



antioxidantes (Carvajal et al., 2006). El caliz de la jamaica deshidratado contiene 4% de
acido citrico, 1.5% de pigmentos, 6.9% de proteina y 9% de sélidos solubles a un pH de
2.7. La proporcion de las antocianinas de esta planta son delfinidina (70.9%) y cianidina
(29%) (Gassama-Dia et al., 2004).

3.1.5 Superficie del cultivo
En la actualidad, el cultivo de la jamaica se ha desarrollado y adaptado principalmente
en zonas tropicales y subtropicales en diversas partes del mundo. Los mayores productores
de jamaica en el mundo son Tailandia, Sudan, China, México y en menor escala Egipto,
Senegal, Tanzania, Mali y Jamaica (Contreras et al., 2009).

México se encuentra entre los 10 principales paises productores de jamaica con una
superficie de 14,744 ha cultivadas. Los principales productores son los estados de Guerrero,
Oaxaca, Nayarit, Michoacan, Campeche, Colima, Jalisco, Puebla y Veracruz (SIAP, 2010).
Las variedades que predominan son: Jersey, Chiautla, Americana, Tempranilla, Sudan,
China Negra, China Roja, Coneja, Vallarta, Colima y Guerrero (Fundacion Produce
Guerrero, 2004). En el estado de Guerrero, se estima que dependen aproximadamente 6 mil
familias del cultivo de jamaica (Navarro, et al., 2002). En este contexto, Guerrero cuenta
con una superficie de cultivo de aproximadamente 15 mil hectareas bajo condiciones de
temporal asociadas con maiz, ubicadas en la Costa Chica, constituyendo la zona de cultivo
de jamaica de mayor importancia, de ahi que se le conozca en esta zona como “Oro rojo”

(Toral-Flores et al., 2005).

La produccion y rendimiento del cultivo de jamaica a nivel estatal en México se

presenta en orden de importancia en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Estados Productores (Superficie sembrada en ha y rendimiento ton/ha)

Precio del
Sup. Sup. L - Medio Valor
Ubicacion Semb?ada Cosec%ada Produccion - Rendimiento Rural Produccion
(PMR)
(Ha) (Ha) (Ton)  (TonHa)  (§/Tony  (Milesde
Pesos)
GUERRERO 14,744.50 14,74450  3,794.13 0.26 13,382.77 50,775.97
OAXACA 2,398.50 2,398.50 781.64 0.33 36,571.83 28,586.00
MICHOACAN 685 685 280.34 0.41 39,212.93 10,992.95
NAYARIT 510.5 510.5 277.36 0.54 53,866.82 14,940.50




PUEBLA 359 359 179.32 0.5 49,652.86 8,903.75

CAMPECHE 209 209 64.95 0.31 22,666.13 1,472.16
COLIMA 90 90 74.25 0.82 38,080.81 2,827.50
VERACRUZ 17 17 11.78 0.69 38,240.25 450.47
JALISCO 7 7 55 0.79 66,776.73 367.27
TOTAL 19,020.50 19,020.50  5,469.27 0.29 21,815.82 119,316.58

Fuente: SIAP, 2010

3.1.6 Plagas y enfermedades del cultivo de jamaica
Una de las limitantes para la produccion del cultivo de la jamaica es el dafio ocasionado
por plagas y enfermedades. Entre las principales plagas que afectan al cultivo se encuentran

las siguientes:

Hormiga arriera (Atta sp), es una hormiga de color café rojizo de 0.5 a 1.0 cm. de largo;
durante el primer mes de su cultivo la jamaica es muy sensible al ataque de la hormiga
arriera, la cual defolia las plantulas dejando solamente varetas. (Herndndez y Romero,
1990; Contreras et al., 2009). El atague a plantas pequefias causa hasta un 90% de pérdidas
en rendimiento. En plantas grandes provoca severo dafio foliar, repercutiendo en una baja

produccion de calices (Navarro et al., 2009).

Grillo (Achaeta assimilis Fabr.). Esta plaga ataca a la jamaica en estado de plantula
durante los primeros 15 dias después de la emergencia, cortandolas desde la base del tallo.
En dafios severos de esta plaga, llega a reducir la sobrevivencia de la plantula y en

consecuencia se hace necesaria la resiembra (Contreras et al., 2009).

Oruga espinosa del algoddn (Earias biplaza Walker, Earias insulana Boisduval) causan
bastante dafio en frutos verdes. La larva de escarabajo voladores (Podagrica spp.) se
alimenta de las raices, los adultos dafian a los frutos y puntos de crecimiento. EI manchador
del algodon (Dysdercus superstitiosus Fabr.) succiona los célices, causando manchas cafés.
Dafios de Agrilus acutus Thumb se caracterizan por lesiones en tallos de aproximadamente

5cm. de longitud, con los que se reduce el movimiento de los nutrientes (Serrano, 2008).

Las enfermedades de raiz y tallos son los principales problemas fitosanitarios en el
cultivo de la jamaica, entre las que se encuentran aquellas ocasionadas por Rhizoctonia
solani, Pythium perniciosum, Fusarium spp., Phymatotrichum omnivorum, Sclerotium

rolfsii y Phytophthora parasitica; todas causando pudriciones en la base del tallo y raiz
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(Ramos, citado por Crane, 1943 y Westcott, 1971). De estas enfermedades la méas severa es
la producida por Phytophthora parasitica debido a que es uno de los patdgenos mas
importantes en el mundo. Adenji (1970) sefiala que en 1968 en Nigeria en pruebas de
patogenicidad se mostrd que este organismo fue la principal causa de pudricion de tallo y
raiz en el cultivo de jamaica. De igual manera, Hadad (1976) y Visarathanonth (1976)
sefiala a Phytophthora parasitica como uno de los patégenos méas importantes de la jamaica

en Indonesia.

Sin embargo, también causan pérdidas de importancia econémica las enfermedades
foliares como son el oidio, las manchas y pudricion de hojas causadas por Oidium
abelmoschii, Cercospora hibisci, Coniella musaiensis var. hibiscis, Microsphaera
euphorbiae, Phoma sabdariffa, Phoma exigua, Fusarium nygamai, Fusarium camptoceras
y Rhizoctonia solani (Persad y Fortune, 1889; Horst, 2008; Eslaminejad y Zakaria, 2011).

Hernandez et al., (1987, 1990a, 1990b, 1990c) identificaron a Meloidogyne arenaria
asociado al agallamiento de raices de plantas de jamaica en el estado de Guerrero. En
estudios histologicos realizados encontraron que el nematodo indujo la formacion de
células gigantes como consecuencia de la hipertrofia en células parenquimatosas del

xilema.

3.1.6.1 Phytophthora sp.

El nombre del género Phytophthora se deriva de la palabra griega que significa
literalmente Phyto (planta) y phthora (destructor) (Erwin y Ribeiro, 1996). Un gran niUmero
de enfermedades en cultivos agricolas y en bosques son causadas a nivel mundial por el
oomicete fitopatégeno Phytophthora. A pesar de los avances en el conocimiento de este
patdgeno, aln continlia causando importantes pérdidas econdmicas en la agricultura (Erwin
y Ribeiro, 1996).

Phytophthora representa uno de los géneros fitopatdgenos mas devastadores y
destructivos en todo el mudo. Es un patogeno del suelo que se encuentra tanto en regiones
templadas como tropicales y subtropicales causando graves pérdidas en la produccion en un
amplio rango de cultivos. Las enfermedades causadas por este patdgeno son dificiles de

controlar en forma efectiva, por lo que una amplia variedad de métodos de control han sido



estudiadas para su manejo en diversos sistemas agricolas, incluyendo en su mayoria
estrategias de control quimico y en el uso de resistencia genética que en muchos casos han
resultado en controles poco efectivos. Por lo anterior, resalta la necesidad de explorar otros
métodos de control que puedan ser integrados con la resistencia para el manejo de las

enfermedades ocasionadas por este patdgeno de una forma mas eficiente.

3.1.6.2 Phytophthora parasitica Dauster como agente causal de pata prieta de la
jamaica.

Phytophthora parasitica Dauster es un oomicete de la familia Pythiaceae con
esporangios limoniformes y papilados, su micelio es cenocitico, con hifas sinuosas de
grosos variables (Newhook et al, 1978). Ocasiona el ahogamiento, la pudricion de raices y
la gomosis de los citricos, la pierna negra del tabaco, la necrosis de la vaina y de los granos
del frijol, pudricién radical del ajonjoli, la jamaica y la fresa, la pudricion de frutos del
tomate y la berenjena (Zamora y Casin, 1986). Esta especie fue descrita por primera vez

por Dauster en 1913, obtenida de la plantas de ricino en la India (Romero, 1988).
Ubicacién taxonémica (Alexopoulos et al., 1996)
Reino: Stramenopila
Phylum: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Pythiaceae
Geénero: Phytophthora
Especie: P. parasitica Dauster

Hasta esta fecha, la enfermedad conocida como pudricion basal negra causada por P.
parasitica Dastur, es considerada de mayor importancia para el cultivo de jamaica (Hadad
et al., 1976; Adenji, 1970; Visarahanonth, 1976). Amusa et al., (2005) mencionan a este
patdgeno como el agente causal de la marchitez vascular de la jamaica en el suroeste de

Nigeria. Estos investigadores describen que las plantas afectadas mostraron marchitez
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completa en los brotes, lesiones necroticas sobre el tallo, iniciando desde la base del suelo

hacia arriba y afectando la mayoria de las ramas.

En México se reporta a Phytophthora parasitica, como ¢l causante de la “pata prieta”
en el cultivo de jamaica, provocando una pudricion a la altura del cuello y parte subterranea
del tallo, que invade frecuentemente las raices, produce una coloracion negro purplrea que
sube al tallo 30 cm por arriba del suelo y ocasiona una marchitez subita de la planta. La
infeccion avanza hacia la parte superior y produce en ocasiones agrietamientos de la
corteza. En el follaje se observa al principio una clorosis que invade todas las hojas
ocasionando marchitez, caida prematura de hojas, y en dafios severos muerte de planta. La
enfermedad se presenta desde que la planta alcanza una altura de 20 cm hasta que esta en
produccion (Hernandez y Romero, 1990; Herndndez, 1985; Hernandez et al., 1987) (Figura
1).

'

Figura 1. Sintomas de la enfermedad. Marchitez subita de la Ianta (a), Caida prematura de hojas (b),

e

Pudricion a la altura del cuello y parte subterranea del tallo (c).

Escalante (1995; 2001) evalu6 la variabilidad patogénica del microorganismo en las
principales zonas productoras del estado de Guerrero encontrando hasta 30 hospedantes de
este patdgeno, entre los que se encuentras: Citrus sinensis, C. aurantifolia, C. nobilis, C.
limonia, Sesamun indicum, Dianthus caryophyllus, Cucumis melo, Phaseolus lunatus,
Solanum melongea, Licopersicon esculentum; Ananas comusus, entre otros.
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En estudios recientes se ha asociado también al hongo Fusarium oxysporum como
agente causal de la enfermedad pata prieta de la jamaica en el estado de Guerrero
(Gonzélez, 2008).

En Guerrero, se ha estimado que en terrenos con alta densidad del patégeno en el suelo
y en afos particularmente lluviosos, la enfermedad ‘pata prieta’ causa hasta 30 % de
pérdidas en la produccion (Hernandez, 1987). En evaluaciones recientes realizadas en
plantas comerciales de jamaica, se han calculado pérdidas que rebasan el 50%, por lo que
se le ha considerado como la principal enfermedad del cultivo en la entidad. Este patégeno
se ha encontrado también causando el mismo dafio en los estados de Colima y Puebla
(Hernandez et al., 2004).

3.1.6.3 Morfologia y epidemiologia de Phytophthora parasitica D.
Las caracteristicas morfoldgicas de este patdgeno se describen a continuacion:

Micelio: es hialino de paredes paralelas o irregularmente calibradas con abundantes
gotas oleaginosas. En cultivo in vitro es de aspecto denso, flocoso y su crecimiento
marcadamente radiado o ligeramente estrellado y con los bordes de la colonia redondeados
0 sinuosos, previamente descritos por Waterhouse en 1956 citado por Erwin y Ribeiro
(1996).

Esporangio6foro: no se diferencia normalmente de las hifas, puede ser mas ancho o

delgado que estas, se ramifica en simpodios regulares con pedicelo largo (Frezzi, 1950).

Esporangio: es incoloro globoso, subgloboso insertado terminalmente en el
esporangioforo y papilado en el apice, dificilmente se desprende del esporangioforo de 25 a
85 X 17 a 38 p en promedio 42.5 X 25 p (Waterhouse, 1956).

Clamidiosporas: son de forma redondeada, con pared bien marcada y no engrosada,
normalmente intercalada, aunque puedes ser terminales. Incoloras, hialinas de 17 a 63 pu de

diametro, promedio (Frezzi, 1950).

Zoosporas: son ovoides con dos flagelos (Frezzi, 1950).
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Organos sexuales: los oogonios se producen usualmente en cultivo simple son esféricos,
terminales con pared delgada didmetro de 22 a 34 p, pueden ser ligeramente amarillos. El
anteridio es anfigino, redondeado y sus dimensiones son de 8 X 10.5 p. Las oosporas son
abundantes, esféricas, lisas, aplerdticas de 12 a 33.5 U; poseen paredes gruesas, hialinas a

ligeramente amarillentas (Tuset, 1977).

3.1.6.4 Ciclo de vida

Phytophthora parasitica puede invernar en forma de oosporas, clamidiosporas o
micelio en el suelo o en las raices que ha infectado. En la primavera, las oosporas y
clamidiosporas germinan en forma de zoosporangio y esporangio respectivamente y liberan
zoosporas. Estas ultimas se conducen al flujo natural del agua en el suelo e infectan a las
raices de las planta de jamaica, colonizan las células de la jamaica y la planta empieza a
marchitarse y posteriormente se observa el necrosamiento (Galiana, 2005; Agrios, 2005)
(Fig. 2 tomada de Erwin y Ribeiro, 1996).

En suelo las zoosporas

Liberacidn de pueden infectar par la

zZoosporas — .
raiz

Desarrolla de la infeccidn,
colonizacion del patdégeno

Germinacidn de la
oospora

Farrmacidn de
Clamidiosporas
Germinacidn de
clamidiosporas @

SN fr e /
Oospora en suelos A C’

Residuos de cosecha
presencia de
clamidiosporas u oosporas

Figura 2. Ciclo de vida de P.
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3.1.6.5 Proceso de infeccion de Phytophthora parasitica y sistemas de defensa del
cultivo de la jamaica.

En plantas de Hibiscus sabdariffa se conocen dos sitios de infeccion, los sintomas
inicialmente aparecen en la base del tallo o debajo de este; se desarrollan lesiones de color
café sobre la raiz principal y raices adventicias. En etapas avanzadas, todo el sistema
radical llega a ser suave y himedo. Una severa pudricion de la raiz ocasiona un
marchitamiento general de la planta. Sobre el tallo, el patégeno ocasiona lesiones necréticas
que gradualmente se unen para rodearlo. La infeccion progresa tanto hacia arriba como
hacia abajo del tallo, finalmente hay un descortezamiento en la region del cuello (Erwin y
Ribeiro, 1996). En etapas avanzadas de la enfermedad, el tallo se agrieta en varios lugares y
un exudado gomoso sale de las mismas. Las plantas afectadas se marchitan y se caen en
épocas de viento. El desarrollo de la enfermedad se incrementa con temperaturas arriba de

20°C y frecuentes lluvias (Erwin y Ribeiro, 1996).

Estas caracteristicas coinciden con lo observado por Hernandez (2004) en plantaciones
comerciales en el estado de Guerrero, en afios particularmente lluviosos y temperaturas
arriba de 20°C se incrementa la presencia de esta enfermedad. Waterhouse (1956)
menciona que las temperaturas para el desarrollo del patégeno son: minima de 10°C,
Optima de 30°C a 32°C y maxima de 37°C.

Las zoosporas secretan una proteina PcVcvl, que contienen Thrombospondin tipo 1,
encontrado también en animales y parasitos pero no en plantas, algas verde o en los hongos
verdaderos (Robolod y Hardham, 2005). Estas proteinas son parecidas a las glicoproteinas,
identificadas en los estados iniciales de la pre-infeccion, las cuales se presume que sirven

para dar adhesion a las zoosporas (Panabieres et al., 2005).

Phytophthora parasitica regula y acumula prolina, que es un aminoacido, que en este
caso se presume que esta involucrado en la formacion del apresorio (Panabieres et al.,
2005).

Las plantas tienen la habilidad de reconocer a sus patdgenos potenciales e inducir varios
mecanismos de defensa que le confieren resistencia. Las moléculas derivadas del patégeno
que son reconocidas por las plantas y generan esta respuesta se denominan elicitores.

Dentro de este grupo se encuentran las elicitinas, proteinas generadas por los patdégenos de
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los géneros Phytophthora y Pythium. Las elicitinas inducen en las plantas respuestas tipicas
de defensa tales como respuesta hipersensitiva (HR) con una consecuente muerte celular,
produccion de fitoalexinas y resistencia sistémica adquirida (SAR) a otros patdgenos
(Attard et al., 2008). La induccion de HR y SAR mediada por elicitinas de Phytophthora y
Pythium se ha observado en la mayoria de las especies del género Nicotiana, algunos

cultivares de Brassica rapa y Raphanus sativus (Colas et al., 2001).

Después de las elicitinas, se despliegan eventos caracteristicos de resistencia a
enfermedades. Estos incluyen induccién de influjos de Ca®* produccién transiente de
radicales libre y activacion de cascadas de MAPKSs. La principal regulacion de HR y SAR
contra otros patdgenos mediada por las diferentes elicitinas se encuentra a nivel de las
diferencias en los influjos de Ca?* y en la activacion de las cascadas de MAPKs (Takemoto
et al. 2005).

3.1.6.6 Estrategias de control de la pata prieta de la jamaica

Actualmente la Unica estrategia de manejo para controlar esta enfermedad es el uso de
insumos quimicos Yy utilizacion de variedades resistentes, sin embargo no existen
variedades de jamaica completamente resistentes y/o fungicidas efectivos para el éptimo
manejo de esta enfermedad; por lo anterior, es necesario buscar nuevas estrategias
eficientes y sostenibles que sean medioambientalmente respetuosas para su control. Una de
estas estrategias puede ser el uso de antagonistas microbianos del patdgeno como agentes
de biocontrol, la cual puede ser considerada una alternativa o una via complementaria para
reducir el uso de productos quimicos en la agricultura (Berg et al., 2005; Paulin et al.,
2009).

En investigaciones previas, se ha documentado que las plantas cultivadas han
desarrollado una estrategia de estimular y promover el desarrollo de grupos especificos de
microorganismos antagonistas autdctonos como primera linea de defensa contra patdgenos
del suelo (Landa et al., 2006). Por lo tanto, el sistema radical de la planta es un importante
nicho de microorganismos que pueden constituir un reservorio inexplorado de antagonistas
contra patdgenos de plantas. En particular, las bacterias asociadas a las plantas que

muestran propiedades antagonistas pueden ser encontradas en la rizésfera de las mismas.
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Investigaciones previas han demostrado que las comunidades bacterianas en la rizésfera de
muchas especies de plantas producen un efecto benéfico en el crecimiento y sanidad de las
mismas tanto directa como indirectamente, y que estas comunidades bacterianas estan
fuertemente influenciadas por la especie de la planta y viceversa (Ahn et al., 2007; Jung et
al., 2008; Park et al., 2005). Por lo tanto, las comunidades bacterianas autdctonas en la
rizosfera de las plantas podrian ser consideradas una fuente importante de nuevos aislados
microbianos tales como los involucrados en la fijacion de nitr6geno, produccion de
fitohormonas y componentes antimicrobianos, promocion del crecimiento e induccion de
resistencia sistémica en la planta que podrian ser utilizados para futuras aplicaciones
biotecnolégicas como el desarrollo de agentes de control bioldgico de organismos
fitopatdgenos o para el aislamiento de nuevos compuestos bioactivos (Méndez et al., 2007;
Silva et al., 2004).

3.2 Control Biologico

En 1974, Baker y Cook definieron el control bioloégico como “la reduccion de la
densidad de inoculo o de las actividades productoras de enfermedad de un patdgeno o
parésito en su estado de actividad o dormancia, mediante uno 0 méas organismos, y lograda
de forma natural mediante la manipulacion del ambiente, el huésped, el antagonista, o por
la introduccién masiva de uno o mas antagonistas”. Esta definicion fue posteriormente
abreviada como: “Control Biologico es la reduccion de la cantidad de indculo o de la
actividad productora de enfermedad de un patdgeno llevada a cabo por uno 0 mas
organismos diferentes al hombre” (Cook y Baker, 1983). La “actividad productora de
enfermedad” incluye el crecimiento, infectividad, agresividad, virulencia, y otras
caracteristicas del patdgeno, o de los procesos que determinan la infeccion, el desarrollo de

sintomas y la reproduccion.

La potencialidad de los microorganismos para actuar como agentes de control bioldgico
(ACBs), ya sean nativos o introducidos, viene determinada por la mayor cantidad,
crecimiento y actividad metabodlica de éstos en la proximidad de las zonas de infeccién
radical, a su vez fuertemente influidas por la cantidad y calidad de nutrientes organicos y
minerales liberados por la raiz y disponibles en las rizosfera de la planta (efecto rizosférico)

(Weller et al., 2007). Los ACBs deben estar adaptados ecoldgicamente a sobrevivir en el
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ambiente rizosférico donde deben actuar y llegar a establecerse en él, colonizando de forma
efectiva (alcanzando poblaciones suficientemente altas y metabdlicamente activas en el
tiempo para controlar al patégeno diana) los nichos donde deben ejercer su accion,
compitiendo de forma satisfactoria por los recursos limitantes existentes en el suelo y en la
rizosfera (Weller et al., 2007). Ello les permitira realizar su funcion final de suprimir al
patégeno diana dentro de las condiciones particulares del ecosistema donde se apliquen,
interaccionando con todos los componentes de éste.

3.3 Larizosfera

La rizdsfera ha sido definida por Hiltner (1904), como el volumen de suelo influenciado
por la presencia de raices de una planta viva, cuya extension puede variar de acuerdo al tipo
de suelo, la especie de planta, su edad y otros factores (Foster, 1998). Se sabe que en la
rizosfera la interaccidn entre las bacterias y las raices de las plantas puede ser beneficiosa;
en este contexto se puede considerar la rizosfera como una zona de amortiguacion
microbioldgica en donde la microbiota sirve de proteccion a la planta frente al ataque de
patdgenos (Krupa y Dommergues, 1981).

La rizosfera ofrece un microambiente complejo y dinamico donde los microorganismos,
en asociacion con las raices, forman comunidades Unicas que tienen considerable potencial
(Blake et al., 1993; Park, Keyhan, y Matin, 1999). Un gran nimero de microrganismos y
actividades se observan tipicamente en la rizosfera de la planta (Tate, 2000). La abundancia
de bacterias en la rizésfera en comparacion con otros microorganismos se puede deber a su
rapido crecimiento y la habilidad de utilizar un amplio rango de sustratos como fuentes de
carbono o nitrogeno (Glick, 1995). La cantidad de bacterias que se van a encontrar depende
de muchos factores como son: la temporada, el tipo de suelo, la vegetacion, el contenido de
humedad, el tipo de labranza y fertilizacién (Killian et al., 2001; Glick, 1995; Bending et
al., 1989).

3.3.1 Mecanismos de control bioldgico en la rizésfera de las plantas

Las rizobacterias son uno de los grupos mas importantes entre los numerosos
microorganismos que pueden actuar como ACBs contra hongos fitopatdgenos residentes en

el suelo. Son competidores muy eficaces en el suelo por su capacidad de superar en nimero
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y cantidad a cualquier otro organismo edafico, por su habilidad para utilizar diferentes
formas de nutrientes bajo condiciones diversas, y por su facilidad para multiplicarse con

rapidez como respuesta a los nutrientes.

El control biolégico de un microorganismo puede ejercerse: 1) De manera directa a
través de multiples mecanismos como la produccion de compuestos microbianos
(antibiosis) que inhiben el crecimiento de otros o los mata (Berg et al., 2005), produccion
de fitohormonas, exoenzimas, competencia por nutrientes (competencia por iones de hierro,
por la produccion de sider6foros), competencia por nichos ecoldgicos, sitios de
colonizacion en los tejidos de plantas, etc., 0 ya sea por la inhibicion de factores que
promueven la germinacion del patdgeno y el proceso de patogenicidad, y también por
interferencia de sefializacion de las moléculas (Quorum Sensing de AHLs homoserine
lactones) (Lugtemberg y Kamilova, 2009) y II) De manera indirecta mediante la induccion
de un sistema de respuestas de defensa en la planta conocida como Resistencia Sistémica
Inducida (ISR, siglas en inglés), y/o promocion del crecimiento en las plantas. Estas
ultimas relacionadas principalmente a un grupo de bacterias conocidas como rizobacterias
promotoras del crecimiento (PGPR). Sin embargo, se considera que en la mayoria de los
casos la supresion de una enfermedad resulta de la implementacion simultanea de multiples

mecanismos por uno o varios ACBs (Beattie, 2006; Sorensen y Sessitch, 2007).

Existen varios metabolitos producidos por rizobacterias implicados en el control
biolégico. Estos metabolitos le confieren a las rizobacterias una ventaja competitiva y
selectiva contra otros microorganismos, ademas de contribuir a su eficiencia competitiva

por la colonizacion de sitios especificos de la raiz. Dentro de estos se encuentran:

Sidero6foros: Los microorganismos que producen sideréforos para extraer en forma méas
eficiente los iones de hierro del medio ambiente que sus competidores, los hace
antagonistas de éstos. Muchos aislados de Pseudomonas fluorescentes producen
sideroforos tales como pyochelina, pyoverdina, pseudobactina y ferribactina los cuales han
demostrado ser altamente eficientes para la adquisicion de hierro el cual es un micro
nutriente esencial para el desarrollo de los microorganismos y como consecuencia de esta
interaccidn poder ejercer asi su capacidad de control bioldgico contra una amplia gama de

patdgenos. Otros géneros como Serratia contienen especies bacterianas que se caracterizan
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por producir enterobactina y aerobactina, ejerciendo una accién antagonista contra
importantes patogenos del suelo como Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotiorum
(Raaijmakers et al., 1995).

Exoenzimas liticas y Antibidticos: Los géneros Pantoea, Pseudomonas, Serratia y
Burkholderia frecuentemente encontradas colonizando la rizosfera, contienen especies en
las que cominmente su antagonismo esta asociado a la produccion de enzimas que
hidrolizan la pared celular como quitinasas, B-glucanasas, y celulasas, las cuales pueden
antagonizar y reducir el crecimiento de los agentes fitopatdgenos presentes en la rizésfera.
Por otra parte, un amplia gama de bacterias, principalmente bacterias PGPR secretan
antibidticos los cuales son particularmente relevantes para la colonizacion de la rizosfera y
rizoplano, entre estas moléculas destacan: fenazinas, 2-4 diacetifluoroglucinol (DAPG),
cianuro de hidrégeno (HCN), oomycina A, pioluteorina, pirrolnitrina, thiotropicina,
tropolone, etc., asi como muchas otras como lipopéptidos ciclicos, rhamnolipidos,
olygomicina A, kanosamine, zwittermicina A y xanthobaccina. Recientemente, se han
encontrado bacterias que producen nuevos compuestos antibiéticos como el acido-D-
gluconico y 2-hexyl-5- propyl-resorcinol y otros compuestos volatiles como el 2,3-
butaneidol y lipopéptidos biosurfactantes (Compant et al., 2009; Lugtemberg y Kamilova,
2009). Algunas bacterias pueden secretar uno 0 mas de esos metabolitos permitiéndole ser
mas competitivas con la microflora natural residente en la rizosfera y rizoplano de la planta
huésped (Compant et al., 2009). Por ejemplo, la produccién de lipopéptidos ciclicos, como
la viscosinamida, recientemente ha Ilamado la atencién como agentes humectantes para
facilitar la colonizacion en Pseudomonas fluorescens en algunos cultivos y su papel en la

reduccion de la enfermedad (Sorensen y Sessitch, 2007).

Produccion de fitohormonas: Muchas especies bacterianas utilizadas en el control
biolégico tienen la capacidad de producir fitohormonas ejemplo, &cido giberélico,
citoquininas y &cido indolacetico (IAA); esta ultima es una de las mas comunmente
asociadas a muchas especies de bacterias de la rizosfera y endésfera pertenecientes a los
géneros Pseudomonas, Bacillus, Serratia, y Azospirillum. La produccion del IAA se activa
por mecanismos de sefializacion en los cuales estan involucrados los exudados radicales de

la planta (Sorensen y Sessitch, 2007).
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Competencia: Ocurre cuando dos 0 mas organismos requieren los mismos recursos
para su actividad, y el uso de éstos por uno de los organismos reduce la cantidad disponible
para el otro (Campbell, 1989; Lewis et al., 1989). Existen varias formas de competencia por

las que las rizobacterias pueden desarrollar su capacidad de control biolégico.

Competencia por nutrientes, ocurre principalmente por nutrientes esenciales, como C
y N, durante la colonizacion del tejido. En este lugar de colonizacion, el agente de control
biolégico puede utilizar un substrato de crecimiento esencial més eficientemente que el

patégeno lo cual origina que este sea desplazado.

Competencia por espacio, se produce cuando un microorganismo excluye a otro de la
ocupacion de una superficie en el microhabitat nicho. Este fendmeno puede ser importante
en el caso de patdgenos que penetran por heridas, 0 que necesitan determinadas densidades
de in6culo para iniciar el proceso de penetracion. En este caso es de gran interés la
velocidad de crecimiento de cada componente de la interaccion, el agente de control
bioldgico y el patdgeno (Baker, 1968; Baker y Cook, 1974). Cuando un agente de control
bioldgico introducido en el suelo o en la rizésfera de la planta alcanza niveles de poblacion
suficientemente grandes y ocupa un nicho ecoldgico que se solapa o abarca el del patdgeno
diana, esto puede dar lugar a una proteccién mediante la prevencion del establecimiento del
patégeno sobre la superficie de la raiz (Landa et al., 2006; Weller et al., 2007).

Hasta nuestro conocimiento, actualmente no existen investigaciones que hayan
abordado el estudio de las comunidades bacterianas nativas en el sistema radical de la
jamaica. Mas aun, explorar el potencial de antagonismo mediante la caracterizacion de
productos metabolicos que estas comunidades bacterianas pudieran expresar contra
patégenos de importancia como es el caso de P. parasitica agente causal de la enfermedad
conocida como “pata prieta”. Por lo anterior, la presente investigacion se centrd en el
estudio de las poblaciones bacterianas cultivables en la rizosfera de jamaica en diferentes
localidades del Estado de Guerrero, con potencial antagonista in vitro contra Phytopthora
parasitica y la caracterizacion en la produccion de metabolitos involucrados en el

antagonismo.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Muestreo de la rizosfera del cultivo de jamaica

Se obtuvieron muestras de rizosfera de cinco localidades del municipio de Tecoanapa en
el estado de Guerrero, Sur de México, ubicados en la zona econdmica Costa chica (Cuadro
2). El 4rea de muestreo se determin6 por un muestreo de expertos, no destructivo (Rendon,
1993). Las muestras de rizésfera se tomaron de plantas de jamaica en los estados
fenoldgicos: 1) Crecimiento inicial (hasta 40 cm de altura), 2) Desarrollo de botones
florales (40 a 120 cm) y 3) Floracién (120 a 180 cm), durante el ciclo de cultivo 2012. Se
colectaron raices a una profundidad de 30 cm con tierra naturalmente adherida de 5 plantas
sanas por parcela y por estado fenoldgico. Se obtuvo una muestra compuesta mediante la
mezcla de raices y suelo rizosférico de las cinco plantas por cada localidad muestreada y
estado fenoldgico. Las muestras se colocaron en bolsas de plastico, rotuladas y se
transportaron en una hielera al laboratorio para su analisis. Se realizd un analisis fisico-
quimico al suelo rizosférico en el laboratorio de Area de Quimica de suelos, Programa de
Edafologia-IRENAT del Colegio de Postgraduados. Las propiedades fisico - quimicas
analizadas del suelo de cada zona incluyeron: textura, pH, carbono organico, contenido de

nitrégeno (N) y la capacidad de intercambio catiénico (CEC).

Cuadro 2. Ubicacion de las localidades de estudio en el Municipio de

Tecoanapa, Guerrero.

Altitud
Comunidad Latitud Longitud
(msnm)
Las Animas 16°57.979°  099° 19.379 687
Xalpatldhuac 17°00.115"  099° 18.929° 661
Los Saucitos 16° 58.684"  099° 18.522" 624
Santa Rosa 16°57.601°  099° 17.228" 556
Pueblo Largo 16°59.598° 099° 15.152" 426
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4.2 Aislamiento de bacterias y determinacion de UFC.

Las comunidades bacterianas de la rizosfera se obtuvieron agitando vigorosamente 2.5
g de raices en 20 ml de agua destilada estéril durante 10 min en un agitador orbital (Labnet,
Orbit 1900). Después se sometid a ultrasonido (Ultrasons Cleaners, 8510 Branson) por 10
minutos para disgregar las particulas de suelo. Las suspensiones de la rizosfera fueron
diluidas en serie (10™); se sembraron por triplicado 100 pul en medio R2A agar y B de King
suplementado con ampicilina, rifampicina y cicloheximida (KMB™™) (Figura 3); las placas
se incubaron a 28°C durante 48 h. El nimero de bacterias se expresé como log UFC g™. El
log-transformado de los datos de las UFC fueron analizados por andlisis de varianza. Por
cada sitio de muestreo se seleccionaron 30 morfotipos bacterianos que fueron considerados
representativos del total de bacterias presentes en las placas después de la observacion
visual y oéptica mediante un microscopio estereoscopico (Spencer), identificando
diferencias en color, textura, tamafio de las colonias. De estas, se obtuvieron 150 bacterias
por sitio de muestreo. Se registro el nimero de colonias fluorescentes bajo luz UV (380nm)
pertenecientes al grupo de Pseudomonas. Todas las bacterias seleccionadas se preservaron

por congelacion (-20 °C) en caldo nutritivo (500 ul) y glicerol (solucion acuosa 40%) (500

ul).

Figura 3. Aislamiento de bacterias de la rizosfera. Obtencidn de raices(a), Suspension de rizésfera (b), Agitador
orbital (c), Ultrasonido (d), Dilucion de la suspension (e), Siembra en medio R2A (f), Siembra en B de King ***

@)
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4.3 Antagonismo in vitro contra P. parasitica

Se evaludé el antagonismo in vitro de las bacterias contra P. parasitica Dauster.
mediante el ensayo de cultivo dual en medio Waksman agar conteniendo por litro de
medio: 5 g de polipeptona (Bioxon), 10 g de glucosa (JT Baker), 0.5 g de Sulfato de
magnesio (JT Baker), 1 g de Fosfato de potasio, 20 g de agar (Merck), agua destilada 1L,
pH 7.0. Se utiliz6 una cepa nativa, virulenta de P. parasitica aislado de una planta enferma
de jamaica proveniente de Tecoanapa, Guerrero. En placas Petri con medio Waksman agar,
se colocd un disco (5 mm de didmetro) con micelio de P. parasitica en el centro y se
incubé a 28°C durante 24 h. Posteriormente se colocaron 8 bacterias por caja a una
distancia de 2.5 cm del centro y se incubaron a 28° durante 5 dias; Cada cepa bacteriana se
evalud con tres repeticiones. La inhibicion del crecimiento radial del hongo (un area clara
entre el bordes del micelio del hongo y las colonias bacterianas), determiné el antagonismo

bacteriano (Figura 4).

Figura 4. Antagonismo in vitro de bacterias aisladas de la rizésfera de Jamaica. Testigo
de P. parasitica en medio Waksman(a), Inhibicion del crecimiento de P. parasitica por

bacterias antagénicas (b)

4.4 Caracterizacion de metabolitos involucrados en el antagonismo in vitro

Las cepas que mostraron antagonismo in vitro contra P. parasitica fueron caracterizadas
para la produccién de metabolitos in vitro. Todas las cepas se evaluaron por triplicado

4.4.1 Produccion de acido indol-3-acético (AlA)

La produccion de AlA se realiz6 en forma cualitativa siguiendo el método descrito por
Sawar y Kremer (1995). Las cepas bacterianas puras se inocularon en Caldo Soja Triptona
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(TSB) en microplacas de 96 pocillos, se incubaron a 28°C durante 24 h. Posterior a la
incubacion, se agregdé 3pl de reactivo de Kovac en cada pocillo con una multipipeta
(Transferpette®, -8/-12). Las cepas bacterianas positivas a la produccion de AIA fueron

identificadas por el cambio en la coloracion del medio a un tono rojo.
4.4.2 Actividad lipolitica

La actividad lipolitica de los aislados bacterianos se evalud utilizando compuestos de
Tween, ya que las lipasas son generalmente producidas por carbonos lipidicos como
aceites, acidos grasos, glicerol o Tweens (Gupta et al., 2003). Se utiliz6 el medio Tween 80
agar (Chernin et al., 1995), que contiene: Bacto Peptona 10 g, cloruro de sodio 5 g, cloruro
de calcio 0.1 g, agua destilada 1L, Tween 80 (Sigma, ST. Louis, Mo) 5ml, agar 15 g, pH
final de 6.8.

Las cepas bacterianas se inocularon en punto en las placas Petri con medio Tween 80
agar y se incubaron a 30 °C por 10 dias. Se realizaron observaciones diarias. La actividad
lipolitica se determind cuando la cepa bacteriana hidroliza el Tween 80 observando en el
medio de cultivo un precipitado alrededor del crecimiento bacteriano debido a la

combinacién de Ca®* y los acidos grasos liberados por la hidrélisis.
4.4.3 Actividad proteolitica

La actividad proteolitica se evalud mediante el criterio descrito por Chernin et al.,
(1995). Las cepas bacterianas se sembraron en un medio que const6 de dos fracciones: 50
ml de leche descremada estéril mezclada a 55 °C con 50 ml de 1/5 de caldo soja triptona

(TSB) y 4 g de agar en placas Petri cuadradas (120mm x 120mm).

Las cepas bacterianas se sembraron en punto y se incubaron durante 28 °C por 48-72 h.
La actividad proteolitica se determind por la formacion de un halo transparente alrededor

del crecimiento bacteriano.
4.4.4 Determinacion de Produccion de sideroforos
Para la deteccion de sideroforos se utilizd el medio universal CAS agar descrita por

Schwyn y Neilands (1987). Se utilizé la solucién reveladora CAS (Cromo Azurol S) que
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indica la produccion de este metabolito mediante un cambio de coloracion en el medio de
cultivo de azul a naranja. Las cepas bacterianas se inocularon por punto en el medio CAS
agar en placas cuadradas Petri (120mm x 120mm). Se incubaron a 28°C por 5 dias, se
hicieron observaciones diarias. La formacion de un halo amarillo-naranja alrededor de la

colonia inoculada fue indicativa de las cepas bacterianas productoras de siderdforos.
4.4.5 Solubilizacion de fosfato mineral

Para determinar la solubilizacion de fosfato, las cepas bacterianas fueron sembradas en
placas Petri cuadradas de (120mm x 120mm) en el medio de cultivo TCP, conteniendo (1
L): 4 g Caz (PO4)2, 10 g glucosa, 5 g NH4CI, 1 g NaCl, 1g MgSOy, 20 g agar, pH 7.2 (Abou
et al., 2007). Las bacterias fueron inoculadas en punto sobre el medio, y se incubaron a
25°C por 7 dias, realizando observaciones diarias. La deteccion de zonas claras (halos)
alrededor del crecimiento bacteriano fue considerada como positivas para la solubilizacién

de fosfatos.

Las cepas seleccionadas con el mejor perfil antagonista se mantuvieron en preservacion
en caldo nutritivo y glicerol al 40% (solucion acuosa) (1:1 v/v), a -20 °C. Todas las cepas

se identificaron y conservaron por duplicado para estudios posteriores.
4.4.6 ldentificacion de las bacterias antagonistas a P. parasitica

La identificacion de las cepas bacterianas antagonistas se realizd mediante la
amplificacion parcial y secuenciacion del gen 16S ADNr con los iniciadores 27F y 1492R
que amplifica un fragmento de 1465 pb. Los productos de la reaccion fueron secuenciados
por la empresa Macrogen (Corea), y comparados en base de datos de referencia del Centro
Nacional de Biotecnologia de los Estados Unidos (NCBI),

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Densidad de poblaciones bacterianas cultivables en la rizosfera de jamaica

La estructura de las poblaciones microbianas cultivables presentes en la rizésfera es un
indicador de las condiciones de estabilidad de un cultivo y la diversidad microbiana
encontrada refleja la salud de un ecosistema (Ariena et al., 2006). De acuerdo con los
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resultados, los valores medios de colonizacion obtenidos en la rizosfera de bacterias
cultivables (BC), indican que la densidad de poblacion en la rizésfera de BC estuvieron
comprendidas en un intervalo de log 3.50 y 6.56 UFC-g de raiz-, en las cinco localidades
de Tecoanapa, Guerrero. Sin embargo, los valores de UFC fueron diferentes para las tres
etapas fenologicas de la planta de Jamaica en las cinco localidades. Estos resultados
coinciden con los reportados por Berg, (2005) quién estimo una densidad poblacional de
BC en intervalos de log 0.18 y 7.63 UFC-g de raiz-" en raices de fresa. Asimismo, Landa et
al. (2002) determind que la densidad poblacional de BC en la rizosfera de trigo se
encuentra en rangos de log 4.0 y 5.3 UFC-g de raiz-*. En nuestros resultados, los valores
totales de UFC g* de raiz fueron diferentes en las etapas fenolégicas en las cinco
localidades (Cuadro 3). El estudio comparativo mediante la prueba de Tukey's HSD
(Cuadro 4), mostré que el promedio de UFC-g™ de raiz en la etapa de Crecimiento inicial
fue estadisticamente mayor (p>0.05) al promedio de la etapa de Desarrollo de botones
florales; adicionalmente, la variable tuvo sus valores mas altos en los sitios: Las Animas,
Saucitos, Santa Rosa y Pueblo Largo, donde hubo mayor densidad de BC en la etapa de
Crecimiento inicial. En contraste, en Xalpatlahuac se present6 el mayor namero de UFC-g™

de raiz en la etapa de Desarrollo de botones florales (Figura 5).

Cuadro 3. Comparacion de Tukey’s HSD con una significativa al nivel 0.05 de las cinco

localidades.
Localidad Media Agrupamiento
Las animas 0.65600 a
Saucitos 0.62956 a
Pueblo Largo 0.52556 ab
Santa Rosa 0.40778 ab
Xalpatlahuac 0.35067 b
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Cuadro 4. Comparacion de Tukey's HSD con una significativa al nivel 0.1 entre los

estados fenoldgicos de las plantas de jamaica.

Estado Fenoldgico Media Agrupamiento
Crecimiento inicial 0.61973 a
Floracion 0.46373 ab
Desarrollo de botones florales 0.45827 b

12 -
B Crecimiento inicial
104 5 Desarrollo de botones florales
b g B Floracion
= 0.8 a
Z a ?a
o1 0.6 - b T
(] b ab T a
= 04 T
b
0.2 - 1

Las Animas Pueblo Largo Santa Rosa Saucitos Xalpatlahuac
Localidades

Figura 5. Prueba de comparacion de medias de Tukey’s HSD con una significativa al nivel 0.1. Las medias son

comparables Unicamente dentro de cada sitio de las poblaciones bacterianas en UFC-g™* de rafz.

Estas diferencias en la densidad poblacional pueden ser atribuidas a las caracteristicas
fisico-quimicas del suelo en las diferentes localidades y a la influencia de la especie de
jamaica en los patrones cualitativos y cuantitativos de exudados de la rizosfera en las
diferentes etapas fenoldgicas del cultivo y que proveen proteccion contra factores de estrés
caracteristico del suelo (Paulsen et al., 2005); resultados similares fueron obtenidos por
Rumberger et al. (2007) quienes observaron diferencias significativas en la composicion de
las comunidades microbianas de la rizosfera en manzano en funcion del genotipo y
caracteristicas del suelo; otras investigaciones han documentado que la composicion de los
exudados radicales es dependiente del estatus fisioldgico de la especie de planta y de los

microorganismos que interactian (Marques et al., 2014), y que la densidad de poblaciones
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bacterianas varian en los diferentes estados fenologicos de las plantas, debido a los cambios
ocurridos en los patrones de exudacion en las raices, e incluso que la cantidad y calidad de
estos exudados también es dependiente del estatus fisiologico de la especie de planta (Kang
etal., 2010).

Mediante el coeficiente de correlacion de Pearson, se analizé la relacion entre las
caracteristicas fisico-quimicas del suelo (Cuadro 5) y el nimero de UFC g™ de raiz. Los
resultados mostraron que el Mg (p=0.9293) y P (p=0.8089) tienen una correlacion
significativa con los valores de UFC. En la localidad de Las Animas, el contenido de Mgy
P en el suelo son mayores que en Xalpatldhuac y se correlaciona con un incremento en la
densidad de bacterias totales en la rizosfera. Nuestros resultados difieren de otras
investigaciones donde el pH del suelo fue el factor més frecuentemente asociado
influenciando la densidad y estructura de las comunidades bacterianas de la rizdsfera; en
este estudio, se encontr6 que la cantidad de P y Mg en el suelo afectan significativamente la
densidad de bacterias cultivables en la rizdsfera de jamaica. En este contexto, estudios
previos han demostrado la influencia de P sobre la densidad y fluctuaciones de las
comunidades bacterianas en la rizosfera de otras especies de plantas (Marschner et al.,
2004); sin embargo, muy pocos estudios han aportado evidencia sobre el efecto del Mg
sobre estas comunidades, por lo que la presente investigacion aporta informacién de
referencia acerca de la influencia de este micro-elemento en el suelo sobre las comunidades

microbianas cultivables en la rizésfera.

Cuadro 5. Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos de las cinco regiones muestreadas.

Caracteristicas/ Las Santa Pueblo Saucitos Xalpatlahuac
Localidad animas Rosa Largo

Arena (%) 43.64 51.64 7.64 53.64 73.64

Limo (%) 33.28 30.36 21.08 27.08 19.08

Arcilla (%) 23.08 18.00 71.28 19.28 7.28

Textura Migajon  Migajon  Migajon Migajon Migajon
arcillosos  Limoso arcillo arenoso

arenoso
pH 5.21 5.38 5.02 4.92 4.80
C.E. (dSm™ a 25°C) 0.192 0.30 0.24 0.4 0.102
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M O (%) 1.05 5.74 1.31 2.25 1.55

N (%) 0.13 0.25 0.11 0.11 0.06
Ca (cmolckg™) 7.36 4.99 1.19 2.14 1.43
Mg (cmolckg™) 2.14 1.19 1.19 1.90 0.95
K (cmolckg™) 0.186 0.29 0.12 0.28 0.08
P (mgKg™) 28 9 32 64 2

5.2 Antagonismo in vitro contra Phytopththora. parasitica

A partir de la rizésfera de Jamaica de los cinco sitios de muestreo, se obtuvieron un total
de 294 aislamientos bacterianos los cuales mostraban diferencias morfoldgicas entre si. De
estos, 72 aislamientos inhibieron el crecimiento in vitro de P. parasitica mediante ensayos
de confrontacion dual. La medicién del halo de inhibicion micelial en mm indic6 que 18
aislamientos bacterianos (A50, A51, A44, A52, S40, PL53, SR61, SR60, X12, X19, A49,
SR59, X5, X6, X11, SR69, A45, y PL55) mostraron el mayor grado de antagonismo y la
mayor capacidad para inhibir el crecimiento de P. parasitica; de estas el 44.4% fueron
Pseudomonas fluorescentes (Cuadro 6).

La distribucion por sitio de muestreo de las 18 bacterias antagonistas contra P.
parasitica, aisladas a partir de la rizosfera de la jamaica fueron: el 33% de las Animas,
27.7% de Xalpatlahuac, 22.2% de Santa Rosa, 11.1% de Pueblo Largo y 5.7% de Saucitos.

Cuadro 6. Halo de inhibicion in vitro de las 18 cepas bacterianas e identificacion de

bacterias fluorescentes

y Halo de inhibicion Bacterias
Sitio Cepa Fluorescentes en B
(mm) de Ki
e King
Las Animas A50 7.0 -
Las Animas A51 6.3 -
Las Animas Ad4 6.2 +
Las Animas A52 6.0 -
Saucitos S40 5.7 +
Pueblo Largo PL53 5.7 +
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Santa Rosa
Santa Rosa
Xalpatlahuac
Xalpatlahuac
Las Animas
Santa Rosa
Xalpatlahuac
Xalpatlahuac
Xalpatlahuac
Santa Rosa
Las Animas
Pueblo Largo

SR61
SR60
X12
X19
A49
SR59
X5
X6
X11
SR69
A45
PL55

5.3
5.0
4.7
4.7
4.7
4.7
4.3
4.3
4.3
4.3
4.0
4.0

"-"= Fluorescencia negativo

"+"= Fluorescencia positivo

5.3 Identificacion molecular de los aislamientos bacterianos antagonistas

Las amplificaciones realizadas mediante PCR de las 18 cepas bacterianas generaron

amplicones de aproximadamente 1500 pb, con los iniciadores 518F y 800R, lo que

corresponde con el tamafio del amplicon que se esperaba para el gen 16s ribosomal. Las

secuencias de las dieciocho cepas tuvieron una identidad de 99% de acuerdo al

alineamiento en el banco de genes del NCBI (Cuadro 7).

Cuadro 7. Identificacion mediante el gen 16s ADNr de las 18 bacterias antagonicas

a P. parasitica

Identidad No de
No. Aislado Origen Base de datos del NCBI (%) Referencia

1 A50 Las Animas Serratia marcescens 99% JX469437
2 A5l Las Animas Serratia marcescens 99% CP003959
3 Ad4 Las Animas Pseudomonas fluorescens 99% DQ439976
4 A52 Las Animas Serratia marcescens 99% JN896750
5 S40 Saucitos Pseudomonas sp. 99% AM745260
6 PL53 Pueblo Largo Pseudomonas sp. 99% AM745260
7 SR61 Santa Rosa Pseudomonas sp. 99% AM745260
8 SR60 Santa Rosa Serratia marcescens 99% JIX469437
9 X12 Xalpatlahuac Stenotrophomonas sp 99% KC818599
10 X19 Xalpatlahuac Pseudomonas sp. 99% AM745260
11 A49 Las Animas Serratia sp. 09% JF833854
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12 SR59 Santa Rosa Serratia marcescens 99% CP003959

13 X5 Xalpatlahuac Stenotrophomonas sp 99% KC818599
14 X6 Xalpatlahuac Pseudomonas sp. 99% AM745260
15 X11 Xalpatldhuac Pseudomonas sp. 99% AM745260
16 SR69 Santa Rosa Serratia marcescens 99% CP003959

17 A45 Las Animas Serratia marcescens 99% GU906248
18 PL55 Pueblo Largo Serratia marcescens 99% GU906248

En total, de las 18 cepas bacterianas antagonistas, el 50% de las cepas pertenecen al
género Serratia (9 cepas), de las cuales el 88.8% fueron identificadas como Serratia
marcescens 38.8% al género Pseudomonas (7 cepas), de las cuales fueron identificadas
Pseudomonas sp (85.7%) y Pseudomonas fluorescens (14.3%).y el 11.2% al género

Stenotrhophomonas (2 cepas). (Cuadro 8).

Cuadro 8. Distribucion taxonémica de las 18 bacterias antagonistas contra P. parasitica

Filo Clase Orden Familia Género (%)
Proteobacteria Gammaproteobacteria  Enterobacteriales ~ Enterobacteriaceae Serratia 50
Proteobacteria Gammaproteobacteria  Pseudomonadales  Pseudomonadaceae  Pseudomonas 38.9

Proteobacteria Gammaproteobacteria  Xanthomonadales  Xanthomonadaceae  Stenotrophomonas 111

Los resultados anteriores coinciden con investigaciones previas en las cuales se ha
documentado que rizobacterias son eficientes antagonistas contra Phytophthora ssp. La
mayoria de los estudios han puesto de relieve agentes bacterianos tales como Pseudomonas
ssp., Agrobacterium sp.. Bacillus subtilis y Serratia marcescens (Steddom et al., 2002;
Turney, 1998). Por otra parte, Fernando y Linderman, 1995, mencionan que especies de
Phytophthora han sido biol6gicamente controladas por diferentes rizobacterias, incluyendo
a Brevibacterium linens, Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis, Pseudomonas vignae,

Enterobacter aerogenes.

En los Gltimos afios, uno de los mayores desarrollos en el area del control bioldgico han
sido las investigaciones realizadas sobre rizobacterias, debido a su mayor versatilidad como
agentes de biocontrol y promotores del crecimiento de plantas. Las caracteristicas que debe
reunir una rizobacteria, para aumentar su capacidad de establecimiento y/o supervivencia,

cuando se introduce en la rizosfera de un cultivo para que actle como agente de control
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bioldgico, incluyen: Una alta velocidad de crecimiento en relacion a otros microorganismos
autoctonos, resistencia ante condiciones adversas o falta de nutrientes, movilidad celular,
produccion de substancias que permitan su fijacion a las raices de las plantas, y produccion
de antibidticos (Mazzola et al., 1992).

Nuestros resultados muestran que Serratia y Pseudomonas son las rizobacterias de
jamaica con la mayor abundancia, con un 50% y 38.9% respectivamente con el mayor
grado de antagonismo contra P. parasitica (Cuadro 7). Sin embargo, también encontramos
a Stenotrophomonas con el 11.1%.

Los miembros del género Serratia son bacilos gram negativos cortos y rectos de 0.5 -
0.8um de diametro y 0.9-2.0 um de longitud, generalmente maviles, por bacilos peritricos.

Son anaerobios facultativos, oxidasa negativos, fermentan la glucosa y reducen el nitrato.

Son productores de un gran numero de enzimas que resultan muy Utiles en su identificacion
tales como catalasa, desoxirribonucleasa extracelular, gelatinasa, lipasa, lecitinasa,
quitinasa, esterasa (hidrdlisis de Tween 80), una proteasa que hidroliza caseina y
fibrinolisina y fosfatasa(VVon Graevenitz y Rubin, 1980).

Como agente de biocontrol, Serratia se encuentra como saprofito en el suelo y es
ampliamente conocido por ser un promotor de crecimiento en plantas (PGPR). Abundan en
la superficie de las raices, ya que son versatiles en su metabolismo y pueden utilizar varios
sustratos producidos por las mismas, pero no establecen una relacion simbiotica con la
planta. Entre sus mecanismos de accion se encuentran el incremento en la absorcion de
agua y nutrientes por la planta, la solubilizacion de fosfatos, la produccion de reguladores
del crecimiento vegetal y el control biolégico de patégenos, fundamentalmente por la
produccién de siderdforos, antibiosis y la induccién de resistencia a la planta mediante la
produccion de &cido salicilico el cual actia como una molécula de sefializacion que activa
la —resistencia sistémica inducidal (RSI) que es muy similar a la —resistencia sistémica

adquiridal (RSA) (Zhang et al., 2002).

Cepas de Serratia marcescens son capaces de producir dos tipos distintos de
bacteriocinas (marcescinas), una de produccién espontanea, resistentes a trisina, cloroformo

y calor, sensible a acidos y con movilidad electroforética, deonominadas tipo “A”, y otras
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sensibles a tripsina, cloroformo y el calor, resistentes a acidos y electroforéticamente
inméviles, denominadas tipo “B”. Solo las bacteriocinas de tipo A son activas frente a otras
cepas de Serratia marcescens (Prinsloo, 1966: Poole y Braun, 1988)). Por otra parte,
Serratia marcescens produce lecitinasas, fosforilasas, toxinas extracelulares y quitinasas.
Es una bacteria cosmopolita que se ha encontrado sobre hongos Basidiomicetos y
Ascomicetos (Escobar et al., 2001; Ordentlich et al., 1988), y con la mayor capacidad
quitinolitica hasta ahora conocida entre las rizobacterias. Su sistema quitinolitico esta
constituido por la expresion de endoquitinasas, exoquitinasas, quitobiasas y una proteina
que se une a quitina (Brurberg et al., 1996). La quitinasa producida por S. marcescens
pueden ser usadas en la degradacion de materiales que tengan quitina, tales como el
exoesqueleto de los crustaceos, membrana peritrofica de los insectos y en la degradacion de
la pared celular de hongos como Sclerotium rolfsii (Ordentlich et al., 1988). Rojas-
Avelizapa, et al., (1999), han reportado que S. marcescens WF presenta hasta 20 veces mas
actividad de quitinasa que B. thuringiensis. Lo anterior resalta la necesidad de explorar y
caracterizar otras propiedades de las cepas aisladas en este estudio que potencialmente
estén involucradas en su actividad como antagonista y/o promotor de crecimiento contra P.

parasitica en el cultivo de Jamaica, ademas de otras futuras aplicaciones biotecnoldgicas.

En nuestra investigacion, los resultados obtenidos del potencial de antagonismo contra
P. parasitica de S. marsescens, coinciden plenamente con investigaciones previas. De
Melo, et al. (2006) demostraron que S. marcescens es una bacteria con actividad
antagonista a través de la produccion de sideréforos y la antibiosis, lo cual inhibe el
crecimiento fangico de P. parasitica, reduciendo la infeccion de la plantula en citricos en

un 50%, siendo capaz de inducir el crecimiento de las plantas y suprimir a P. parasitica.

Miembros del género Pseudomonas se caracterizan por la produccion de sideréforos del
tipo hidroxamato entre los que se encuentran el ferribactin y el pseudobactin, tales
compuestos desempefian un papel crucial en el control de hongos fitopatdgenos que
provocan enfermedades en diferentes cultivos de importancia econdmica. Adicionalmente,
se ha demostrado que las pseudomicinas tienen efecto contra diversos microorganismos
patogenos (Sokol, 1986; Hernandez et al., 2006).
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Diversos autores resaltan la capacidad de Pseudomonas spp., de suprimir el desarrollo
de patdgenos en la rizosfera, la cual depende en gran medida de su habilidad para producir
metabolitos de naturaleza antibiotica, tales como pyoluteorina, pyrrolnitrina, fenacina-1-
acido carboxilico y 2.4 diacetyl-phloroglucinol (Bangera y Thomashow, 1998; Picard et al.,
2000). Berg et al., (2005), aislaron nuevas cepas de rizobacterias con potencial de

biocontrol con alta capacidad de producir 2.4 diacetil floroglucinol, entre otros metabolitos.

Las especies pertenecientes al género Pseudomonas son habitantes comunes del suelo,
tejidos de las plantas y especialmente de la rizosfera. Las Pseudomonas fluorescentes son el
grupo mas estudiado dentro de este género, y comprende especies fitopatdgenas y no
fitopatdgenas. Las especies del género Pseudomonas han sido objeto de estudio en
multiples interacciones con diferentes especies de plantas y cultivos agricolas. Se
caracterizan por ser bacterias aerébicas, Gram-negativas, cosmopolitas en suelos agricolas
y de alta especializacion y capacidad de adaptacion para colonizar la rizosfera. Poseen
atributos que las hacen ser una de las rizobacterias méas estudiadas para actuar como ACBs
y promotores de crecimiento, por sus requerimientos nutricionales muy simples y de crecer
rdpidamente en condiciones in vitro, lo cual facilita su produccion en forma masiva,
respuesta rapida a exudados de raices y semillas, alta capacidad de colonizar y multiplicarse
en la rizésfera y dentro de los tejidos como endofitas, producir un amplio espectro de
metabolitos de relevancia en la interaccion microorganismo-planta (antibidticos,
siderdforos, sustancias volatiles y promotoras del crecimiento, capacidad de inducir
resistencia sistémica en plantas, competir agresivamente con otros microorganismos y tener
alta adaptacion a diferentes medio ambientes. Adicionalmente, diversas especies de
Pseudomonas son responsables en gran medida de la condicidn supresiva de suelos de todo
el mundo para una amplia gama de patégenos (Gu y Mazzola, 2003; Lottmann et al., 1999;
Weller, 2007).

Los miembros del género Stenotrophomonas se clasificaron inicialmente en el género
Pseudomonas y a continuacion Xanthomonas antes de ser colocado en el nuevo género
Stenotrophomonas, es filogenéticamente colocado en la subclase de las Proteobacterias
(Moore et al., 1997).
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S. maltophilia es un bacilo Gram negativo, con flagelos polares y un metabolismo
oxidativo, se caracteriza por la produccion de enzimas de quitina, se produce ampliamente
en los suelos y agua. Es una bacteria fenotipicamente similar a las especies de
Xanthomonas, sin embargo presenta un taxon distinto, lo cual hace que no sea patdgeno a
las plantas. La participacion de las quitinasas es una herramienta importante de las bacterias
con actividad antagonista en la rizosfera contra plagas de las plantas causadas por hongos
(Jeanes, 1974; Hugh and Ryschenkow, 1961; Palleroni and Bradbury, 1993; Moore et al.,
1997).

S. maltophilia ha sido aislada de rizosfera de gramineas, las cuales han sido utilizadas
como eficientes antagonistas contra hongos. También se aisl6 una cepa quitinolitica de una
hoja de pasto azul de Kentucky, actualmente se puso a prueba para la inhibicion de la
enfermedad causada por Rhizoctonia solani (Giesler and Yuen, 1998)

Yuen, et al., (2001), demostraron que S. maltophilia tiene un potencial antagonista
contra la roya del frijol, utilizando la aplicacion de quitina para inducir la produccion de

quitinasas y otras enzimas liticas.

5.4 Caracterizacion en la produccion de metabolitos in vitro de bacterias de la

rizosfera de jamaica contra P. parasitica

Los resultados de la caracterizacion en la produccidén de metabolitos in vitro por las cepas

antagonistas contra P. parasitica se muestran en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Caracterizacion en la produccion de metabolitos de 18 cepas bacterianas antagonistas vs

P. parasitica aisladas de rizosfera de jamaica.

Actividad Actividad Produccion de Produccion de Solubilizacion de

Cepa Lipolitica Proteolitica  Sideréforos AlIA Fosfato Mineral

Serratia marcescens

+ + + + +
Serratia marcescens

+ + + + +
Pseudomonas
fluorescens

+ + + - +
Serratia marcescens

+ + + + +
Pseudomonas sp.

+ + + + -
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Pseudomonas sp.

+ + + + +
Pseudomonas sp.

+ + + - -
Serratia marcescens

+ + + + +
Stenotrophomonas sp

+ + + + -
Pseudomonas sp.

+ + + + +
Serratia sp.

+ + - - -
Serratia marcescens

+ + + - +
Stenotrophomonas sp

+ + + - -
Pseudomonas sp.

+ + + - +
Pseudomonas sp.

+ + + - +
Serratia marcescens

+ + + - +
Serratia marcescens

+ + - - +
Serratia marcescens

+ + + - +

*(+) Actividad positiva
(-) Actividad negativa

5.5 Produccion de &cido indol-3- acético (AlA)

De las 18 cepas bacterianas antagonistas, 8 mostraron actividad metabdlica para la
produccion de AIA (44.44%), las cuales se obtuvieron: 4 Serratia marcescens, 3

Pseudomonas sp. y 1 Stenotrophomonas sp.

Los reguladores de crecimiento vegetal (PGRs) son sustancias organicas que
influencian la fisiologia y desarrollo de la planta a concentraciones muy bajas (actdan a
concentraciones internas menores a 1uM) (Garcia et al., 2005). Las bacterias habitantes de
la rizésfera pueden influenciar el crecimiento de las plantas contribuyendo con el pool
enddgeno de PGRs en estas, como las auxinas, entre las que se encuentra el Acido Indol
Acético (AIA) (Patten y Glick, 2002). Dentro de los mecanismos por los cuales las
rizobacterias pueden manifestar su accién se destacan la produccion de compuestos
indolicos, a los cuales se les atribuye el incremento en el desarrollo y rendimiento de

diversas especies de plantas.
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En algunos casos el AIA es sintetizado por algunos microorganismos tales como
bacterias pertenecientes a los géneros Azotobacter, Pseudomonas y Bacillus (Patten y
Glick, 1996). Algunas bacterias son capaces de metabolizar triptéfano y producir diversos
metabolitos, entre ellos, el acido indol acético, el cual es un compuesto involucrado en la
capacidad promotora del crecimiento vegetal y se ha demostrado que incrementa los
rendimientos en algunos granos hasta en un 36% (Diaz et al., 2005, Garcia et al., 2007). La
produccion de AIA, estimulante de crecimiento vegetal, en el caso de plantas superiores y
microorganismos, se realiza por la via del &cido antranilico (AA) a partir de triptofano
(TRP), lo cual es regulado por el gen de la antranilato sintada (Anderson et al., 1999). La
ruta de sintesis del AIA a partir de TRP se ha demostrado en diversos seres vivos tales
como bacterias (Bacillus, Pseudomonas y Burkholderia cepacia) (Lestes y Yanofsky,
1961), en dichos organismos, el AIA tiene un papel de auxina o de promotor del
crecimiento vegetal, participa en las rutas de sintesis de fitohormonas e incluso, en algunos
casos, tiene funciones fungistaticas (Aoki et al., 2005). EI TRP, el AlA o sus analogos, son
capaces de inhibir el crecimiento de cultivos celulares tanto de organismos procari6ticos,
como de eucarioticos, lo que en algunos casos de organismos productores de AIA de ser

antagonistas (Anderson et al., 1999).

En este ensayo se identificaron las bacterias que producen AIA. La capacidad para la
produccién de metabolitos que juegan un papel directo en la promocién del crecimiento
vegetal confiere a dichas bacterias un amplio uso potencial en la produccion agricola, tanto
en la promocion del crecimiento vegetal como biofertilizante; inclusive, se ha observado

capacidad para participar en el control bioldgico de enfermedades (Carrefio et al., 2000).
5.6 Actividad lipolitica

De las 18 cepas bacterianas antagonistas, el 100% mostr6 actividad lipolitica. (Cuadro
9). Los resultados en la caracterizacion lipolitica, indicaron que los microorganismos
bacterianos antagonistas aislados, hidrolizaron el acido graso presente en el medio. La
expresion metabolica de esta actividad en el sustrato de cultivo utilizado, se determino por
el desarrollo de una zona de hidrolisis alrededor de las colonias que evidencio después de
tiempo de incubacidn. Se utiliz6 como criterio la seleccién de las cepas mas sobresalientes,

aquellas cepas que produjeron halos >1mm de didmetro en la actividad de hidrdlisis (Jaeger
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et al., 1999). De las 18 cepas antagonistas, el 16.67% mostr6 un halo de hidrélisis de 5mm
de las cuales fueron: 2 Serratia y 1 Pseudomonas, 33.33% de 6mm, fueron: 2 Serratia, 2
Stenotrophomonas y 2 Pseudomonas y el 50% de 7mm, fueron: 5 Serratia y 4

Pseudomonas.
5.7 Actividad Proteolitica

La actividad proteolitica se determind cualitativamente, se tom6 como criterio de
seleccion de cepas a aquellas que presentaron mas de >Imm de diametro en los halos de
hidrolisis alrededor de las colonias bacterianas. De las 18 cepas bacterianas antagonicas, el
100% expresé actividad proteolitica (Cuadro 9). De acuerdo a estudios de Rodas et al.,
(2009), la actividad proteolitica confiere capacidad de antagonismo a cepas bacterianas.

5.8 Produccién de sideréforos

La presencia de un halo amarillo alrededor de la colonia bacteriana indic6 produccion
de sideroforos (Fig. 6). Se tomd como criterio de seleccion de cepas con actividad de
produccion de siderdforos, aquellas que presentaran >1 mm de didmetro en los halos con
coloracion amarillo-naranja en el medio CAS. EIl halo de todas las cepas bacterianas fue
mayor a 2mm tras 5 dias de incubacion. De las 18 cepas antagonistas evaluadas, el 88.88%
mostraron actividad de produccion de sideréforos, dentro de las que se encuentran: P.

fluorescens, S. marcescens y Stenotrhophomonas sp.

Fig. 6. Produccion de sideroforos (halos amarillentos)
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Se ha observado que las rizobacterias con la capacidad de sintetizar estos compuestos
son altamente efectivas en el control biologico de fitopatogenos (Ramamoorthy et al.,
2001). Al formarse el complejo hierro-sideroforos, disminuye la disponibilidad de este en el
suelo, ya que los receptores proteicos que reconocen el complejo son especificos de cada
especie bacteriana, estableciendo una competencia por el hierro frecuentemente falta para el
patdgeno, que no posee mecanismos propios tan efectivos para la adquisicion de hierro.
Este mecanismo, sin embargo no perjudica las plantas colonizadas, por el contrario, se ha
planteado la existencia de mecanismos de incorporacion del hierro solubilizado por los
sideroforos( De Chial et al., 2003).

Uno de los mecanismos por medio de los cuales puede presentarse antibiosis es la
produccion de siderdforos, sustancias organicas de bajo peso molecular, con alta afinidad a
Fe®*. Los sideréforos son producidos por microorganismos y plantas y se encuentran
ampliamente distribuidos en microorganismos aerobios y anaerobios facultativos, por ellos
difieren en su eficiencia de produccion (Nailands y Leong, 1986). Los siderdforos quelatan
al ion férrico, en la rizésfera y puede originar la inhibicion del crecimiento de otros
microorganismos patogénicos cuya afinidad por el hierro es baja. La competencia por el
hierro es probablemente mas importante en la rizdsfera que en el resto del suelo. Glick y
Bashan (1997), mencionan que la produccién de sider6foros por bacterias inhibe a
patdgenos de plantas in vitro y también promueve el crecimiento de plantas en el suelo. La
habilidad de los sider6foros para actuar como agentes efectivos supresores de enfermedades
es afectada por el tipo de planta, la especificidad del fitopatdgeno a suprimir, la
composicion del suelo y la bacteria que sintetiza el sider6foro. La capacidad de las
bacterias del suelo de producir y utilizar los sideréforos puede conferir ventajas ecoldgica

en la colonizacion de la rizésfera y la superficie de las plantas.

Las bacterias Pseudomonas del grupo fluorescente se consideran una opcion
prometedora en el control biologico de fitopatogenos (Johri et al., 1997; Paulsen et al.,
2005). Este grupo bacteriano es un importante colonizador del a rizésfera de plantas,
ademas de presentar actividad antagonica hacia diversos fitopatdgenos y ser promotoras del

crecimiento (Burkheadet al., 1994; Bangera y Tomashow, 1996; Sutra et al., 2000).
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5.9 Solubilizacion de fosfatos minerales

De las 18 cepas antagonistas evaluadas, el 72.22% mostraron actividad de
solubilizacion de fosfatos (Cuadro 9). Segun Wakelin et al., (2004), demostraron que la
actividad microbioldgica en la rizosfera podia disolver el P; poco soluble e incrementar el
crecimiento de las plantas. Posteriormente se demostré que muchas especies bacterianas y
fungosas tienen actividad solubilizadora de P. En forma consistente, se ha sefialado
incrementos en la biodisponibilidad de P cuando existen aumentos paralelos en la actividad

microbiana del suelo.

Varios estudios han puesto en evidencia la capacidad solubilizadora de fosfatos por
diferentes especies microbianas (Khan et al., 2007; Khan et al., 2010; Zaidi et al., 2009).
Entre las bacterias destacan los géneros de: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium,
Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, Aereobacter,
Flavobacterium, Enterobacter, Pantotea, Klebsiella, Rhodobacter, Arthrobacter, Serratia y
Erwinia; mientras en los hongos se mencionan principalmente: Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma, Fusarium y levaduras. Entre los mecanismos ampliamente aceptados como
responsables de la solubilizacién del P mineral se tienen la produccion de acidos organicos
y la produccidn fisioldgica de protones, y la produccion y excrecion de fosfatasas acidas

para la mineralizacion del P.
6. CONCLUSIONES
Las conclusiones de esta investigacion son:

1.- Los valores medios de colonizacién de bacterias cultivables indican que la densidad de
poblacién en la rizésfera de Jamaica estan en un rango de log 3.50 y 6.56 UFC-g de raiz-,

en las cinco localidades de Tecoanapa, Guerrero

2.- La mayor densidad poblacional de bacterias cultivables en la rizésfera de jamaica se
encuentra en la etapa de crecimiento del cultivo en los lugares de Saucitos, Las animas,

Santa Rosa y Pueblo largo: y en la etapa de floracion en Xalpatlahuac
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3.- En este estudio, los resultados mostraron una relacién entre la densidad de poblacién
microbiana total y las condiciones fisicas y quimicas del suelo, como el pH, fésforo y

materia organica del suelo.

4.- De las 18 cepas bacterianas con el mayor grado de antagonismo contra P. parasitica
aisladas de la rizosfera de Jamaica, el 50% pertenecen al género Serratia, de las cuales el
88.8% fueron identificadas como Serratia marcescens; 38.8% al género Pseudomonas, de
las cuales el 85.7% fueron identificadas Pseudomonas sp y el 14.3% Pseudomonas
fluorescens; y el 11.2% al género Stenotrhophomonas.

4. La caracterizacion en la produccion de metabolitos in vitro de estas cepas, indico que el
44.44% produce AlA, el 100% tienen actividad lipolitica y proteolitica, el 88.88% produce

sideroforos, y el 72.22% mostraron actividad de solubilizacién de fosfatos.

5.- Serratia marcensces, Pseudomonas sp; Pseudomonas fluorescens y Stenetrophomonas
maltophila son bacterias nativas, bien adaptadas en el cultivo de Jamaica, con alto grado de
antagonismo in vitro contra P. parasitica, merecen ser consideradas como agentes de
biocontrol y/o promotores de crecimiento que contribuyan al manejo de P parasitica y otras

enfermedades bajo condiciones de campo en la zona productora de Tecoanapa Guerrero.
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