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Mariana Guadalupe Sanchez Alonso, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar el potencial de actinobacterias como
agentes antagonicos de patdgenos presentes en trigo (semillas, hojas y raiz) producido
en los Valles Altos de México, y evaluar el potencial como promotores de crecimiento.
Los resultados mostraron el potencial como herramienta en el manejo integral en el
cultivo de trigo. Se identificaron a los géneros Alternaria, Bipolaris, Fusarium y Puccinia
en 136 muestras foliares de diferentes unidades productivas ubicadas en los Valles Altos
de México. Los bioensayos preliminares se realizaron in vitro a 27 °C con 144 morfotipos
de actinobaterias. Se comprob6 que al menos tres morfotipos de actinobacterias inhiben
el crecimiento micelial en un rango de 42.5 — 66.87 %, diferencialmente en las tres
especies del género Fusarium estudiadas. En cuanto al potencial como pretratamiento
para disminuir el porcentaje de contaminacion, las actinobacterias redujeron la incidencia
de Fusarium spp. y Alternaria spp., en semillas provenientes de sistemas de temporal,
sin afectar significativamente el porcentaje de germinacién (37.5 % incidencia 'y del 60 a
90 % en germinacién). Sin embargo, la exposicion prolongada (mayores a 12 h) de
semillas a actinobacterias produjo un efecto de inhibicién en la germinacion reduciendo
este valor hasta 0. Otros efectos se observaron en el crecimiento de la planta,
principalmente como promotores de crecimiento ya que presentaron los valores maximos
en diferentes variables como pesos secos de la planta, raiz, foliar, altura de la planta,
contenido de clorofila, area foliar e indice de area foliar.

Los experimentos se analizaron como disefio completamente al azar, con analisis de
varianza (p < 0.05) y prueba de medias (Tukey p < 0.05) encontrando diferencias
significativas en el crecimiento de plantas testigo, inoculadas con Fusarium spp. y
aguellas que fueron inoculadas con los morfotipos M1BM33 Y M2BM®60.

Palabras clave: antagonismo, trigo, in vitro, invernadero, germinacioén, manchas foliares.



INTERACTION OF ACTINOBACTERIA AND WHEAT PLANTS (Triticum aestivum
L.) CULTIVATED IN THE HIGH VALLEYS OF MEXICO

Mariana Guadalupe Sanchez Alonso, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2021

ABSTRACT

The objective of the present work was to determine the potential of actinobacteria as
antagonistic agents of pathogens present in wheat (seeds, leaves and roots) produced
in the High Valleys of Mexico, and to evaluate their potential as growth promoters. The
results showed the potential as a tool in the integral management of wheat cultivation.
The genera Alternaria, Bipolaris, Fusarium and Puccinia were identified in 136 foliar
samples from different productive units located in the High Valleys of Mexico. Preliminary
bioassays were performed in vitro at 27 ° C with 144 actinobateria morphotypes. At least
three actinobacterial morphotypes were found to inhibit mycelial growth in a range of 42.5
- 66.87%, differentially in the three species of the genus Fusarium studied. Regarding the
potential as a pretreatment to reduce the percentage of contamination, actinobacteria
reduced the incidence of Fusarium spp. and Alternaria spp., in seeds from rainfed
systems, without significantly affecting the germination percentage (37.5% incidence and
60 to 90% germination). However, prolonged exposure (greater than 12 h) of seeds to
actinobacteria produced an inhibiting effect on germination, reducing this value to 0.
Other effects were observed in plant growth, mainly as growth promoters since they
presented the maximum values in different variables such as dry weights of the plant,
root, foliar, plant height, chlorophyll content, foliar area and leaf area index.

The experiments were analyzed as a completely randomized design, with analysis of
variance (p < 0.05) and test of means (Tukey p < 0.05), finding significant differences in
the growth of control plants, inoculated with Fusarium spp. and those that were inoculated
with the M1BM33 and M2BM60 morphotypes.

Keywords: antagonism, wheat, in vitro, greenhouse, germination, leaf spots.
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.  INTRODUCCION

El rendimiento agrondémico de las plantas es el resultado del crecimiento y desarrollo de
las mismas, en estos procesos fisioldgicos hay inversion de energia y nutrientes, que se
transforman y almacenan en 6rganos de reserva, que generalmente son producidos en
estructuras definidas de la planta; como lo son las hojas, tallos y raices. Las hojas por
medio de la fotosintesis generan energia quimica, los tallos son el soporte fisico, la raiz
es la que permite un adecuado anclaje de la planta junto con una absorcion de agua y

minerales (Taiz y Zeiger, 2006).

Cada estructura es afectada por factores ambientales (abidticos o bidticos) que limitan el
crecimiento y desarrollo de las plantas. La FAO (2001) menciona que las plagas y
enfermedades son los factores que influyen directamente en la cantidad y calidad de la
produccion de cultivos, por ello, es importante no subestimar el impacto de
enfermedades, especificamente de origen fungico ya que son los patégenos mas
abundantes (Agrios, 2005).

En estudios previos de la raiz, se ha encontrado el control de hongos edéficos de
diferente género como Fusarium spp., Phymatotrichum sp. y Rhizoctonia sp., y de
oomicetos como Phytophthora sp.y Pythium spp., priorizados en su estudio por su
“amplio rango de plantas hospedantes que atacan a su distribucién cosmopolita y a los
dafios econdmicos que provocan en cultivos de importancia econémica” (Rodriguez,
2001).

En trigo (Triticum aestivum L.) “la presencia de las enfermedades conocidas como
manchas foliares, tizones y rofia de la espiga se manifiestan debido a los cambios de
clima”, condiciones que se presentan en el temporal de los Valles Altos de México
(México, Puebla, Tlaxcala, Hidalgo) al igual que en Michoacéan y Jalisco (Villasefior y
Espitia, 2000). Dichas enfermedades comprenden a agentes patdgenos que pertenecen
a los géneros Septoria spp. (incluyendo al nuevo género Zymoseptoria),
Helminthosporium spp. (syn. Bipolaris sorokiniana) y Fusarium spp. (Villasefior y Espitia,
2000). Todos reducen considerablemente la produccion de trigo: Bipolaris sorokiniana



puede provocar la pérdida hasta el 50 % del rendimiento (Lozano-Ramirez et al., 2006),
Fusarium spp. tiene registros de causar pérdidas hasta del 60 % (Pereyra y Dill-Macky,
2010) y Septoria (incluyendo Zymoseptoria tritici) puede provocar una reduccion hasta
del 30 al 40 % (Eyal et al., 1987).

Por otro lado, no sélo se encuentran organismos patdgenos en el ambiente, sino también
benéficos, la alteracion en el equilibrio de estos dos organismos puede determinar la
expresion o represion de una enfermedad. Un ejemplo de los organismos que pueden
favorecer el control de enfermedades son las actinobacterias, consideradas como
organismos que participan en la descomposicién de la materia organica y de propiedades
antagodnicas contra hongos fitopatégenos (Evangelista et al., 2017). Las actinobacterias
o0 actinomicetos, como también se les conoce (Macagnan et al., 2006; Barka et al., 2016;
Rodriguez-Villareal et al., 2014), son bacterias gram-positivas filamentosas o con la
habilidad de formar hifas ramificadas en alguna etapa de su desarrollo. En algunos
casos, también esporulan como mecanismo de reproduccion (por ello este phylum se
consideré como organismos de transicion entre hongos y bacterias) (Barka et al., 2016;
Goodfellow y Williams, 1983). El habitat mas dominante de las actinobacterias es el
suelo, desde la superficie hasta a una profundidad de 2 m, por lo que tiene sentido que
la colonizacién sea de manera natural en la raiz de las plantas, siendo agentes
probidticos potenciales de las mismas (Salwan y Sharma, 2018; Bulgarelli et al., 2013).
Especificamente existe una fitoestimulacion por parte de la actinobacteria ayudando a la
planta en: 1) absorcién de los nutrientes como C, H, N, O, P y algunos micronutrientes,
2) produccién de fitohormonas (auxinas, citoquininas y giberelinas) y 3) produccion de
enzimas (por ejemplo, 1-aminociclopropano-1-carboxilasa) (Hazarika y Thakur, 2020).
Las caracteristicas anteriormente mencionadas, contribuyen de forma benéfica, no
obstante, existe una alta especificidad de las actinobacterias, las especies que funcionan
como antagonicos en un cultivo, pueden ser patogénicas para otros (Emmert y
Handelsman, 1999; Glick, 1995); motivo por el cual es importante hacer una correcta
identificacion y estudio de las especies de actinobacterias y de esta manera aprovechar

el potencial benéfico de los actinomicetos.



ll.  OBJETIVOS E HIPOTESIS

Los objetivos del presente trabajo fueron identificar y caracterizar los patégenos de trigo
con mayor incidencia en el Valle de México, para asi evaluar el potencial de
actinobacterias como medio alternativo en el control de dichos patdégenos, al igual que
analizar el potencial de las actinobacterias como promotores de crecimiento en

variedades de trigo (semillas y plantas) cultivados en los Valles Altos de México.

La hipétesis formulada fue que las actinobacterias promoverian el desarrollo de las
plantulas de trigo y disminuiria el crecimiento micelial de Alternaria spp., Bipolaris spp.,
Fusarium spp., Septoria sp. y Zymoseptoria spp. en condiciones de invernadero e in vitro,

respectivamente.

1. REVISION DE LITERATURA
3.1 Crecimiento y desarrollo de plantas de trigo (T. aestivum L.)

La fisiologia vegetal es la ciencia que estudia las respuestas de los organismos
vegetales, o partes vivas de los mismos, frente a agentes externos o internos variables
(Barcel6 et al., 2019). Parte de esas respuestas se trata de procesos de crecimiento y
desarrollo, los cuales involucran una serie de cambios catalizados por reguladores de
crecimiento. Por otra parte Mohr (1995), menciona que el crecimiento de los diferentes
organos de las plantas, es un proceso fisiolégico complejo, dependiente de la
fotosintesis, la respiracion, la division celular, la elongacion, la diferenciacion, entre otros
procesos bioquimicos, mismos que son influenciados por la temperatura, intensidad de
luz, densidad de poblacién, calidad de la semilla, variaciébn genética, disponibilidad de
agua y de nutrientes, y cualquier condicién ambiental que influya en la relacion planta-

suelo-atmosfera (Barrera et al., 2010).

Existe una inversion de energia y nutrientes que generalmente son aportados por
estructuras definidas de la planta, como lo son las hojas, tallos y raices. Las hojas por

medio de la fotosintesis generan energia quimica, los tallos son de soporte fisico, y



finalmente, la raiz es la que permite un adecuado anclaje de la planta junto con la

absorcion de agua y minerales (Taiz y Zeiger, 2006).

3.1.1 Plagas y enfermedades de trigo

Las plagas y enfermedades tienen un efecto directo en la cantidad y calidad del producto
cultivado (FAO, 2001), lo que se traduce en términos econémicos como un menor ingreso
monetario para el productor agricola. En el caso de las enfermedades se considera que
existen tres elementos importantes que determinan la expresion de un patégeno, estos
son: 1) la planta hospedante, 2) el organismo patégeno y 3) el ambiente (Zadoks y
Schein, 1980); aunque cada elemento es complejo en si mismo, como los patégenos
especificamente en los hongos ya que presentan una gran diversidad e impacto en la
produccion agricola, con aproximadamente 8,000 especies (los que ocasionan cerca de
80,000 enfermedades), mientras que en bacterias se registran 200 especies, 75
micoplasmas, mas de 500 virus y mas de 500 especies de nematodos (Agrios, 2005).

Atendiendo la gran diversidad de hongos que existen, se puede clasificar de acuerdo al
hébitat en el que se encuentran y realizan su ciclo de vida, como los hongos edaficos,
gue son de vital importancia considerando los dafios que causan en la raiz de las plantas.
En especial los hongos que pertenecen al género Fusarium spp., Phymatotrichum spp.
y Rhizoctonia spp., o también de oomicetos como Phytophthora spp. y Pythium spp.,
priorizados en su estudio por su amplio rango de plantas hospedantes que atacan su
distribucion cosmopolita y a los elevados dafios econémicos que provocan en cultivos de

importancia econdmica (Rodriguez, 2001).

3.2 Importancia del trigo en México

Los principales cultivos a nivel nacional corresponden a maiz (Zea mays), sorgo
(Sorghum wvulgare) y trigo (Triticum aestivum) por su importancia e impacto
socioecondmico. De acuerdo con el resumen nacional del 2019, la superficie destinada
a la produccién agricola fue de 3.5 millones de ha, de los cuales el 36 % fue utilizada
para la produccién maiz, el 24 % a sorgo y el 15 % a la produccion de trigo con medio
millén de ha y un rendimiento promedio de 6 t.ha! (SIAP, 2020).



3.2.1 Principales enfermedades del trigo

“La presencia de las enfermedades del trigo conocidas como manchas foliares, tizones
y rofia de la espiga se manifiestan con los cambios de clima” condiciones que se
presentan en el temporal de “los Valles Altos de México” (Estado de México, Puebla,
Tlaxcala e Hidalgo) al igual que Michoacan y Jalisco. Los principales agentes patégenos
causantes de las manchas foliares en trigo pertenecen a los géneros Septoria
(incluyendo al ahora reclasificado Zymoseptoria tritici), Helminthosporium (syn.
Drechslera tritici-repentis) y Fusarium (Villasefior y Espitia, 2000). Todos reducen
considerablemente la produccién de trigo: Bipolaris sorokiniana a pesar de ser
reconocida como un patégeno débil, puede provocar la pérdida hasta el 50 % del
rendimiento (Lozano-Ramirez et al., 2006), Fusarium spp. con registros de causar
pérdidas del 60 % (Velazquez y Formento, 2012) y Septoria (incluyendo Z. tritici) puede
provocar una reduccion del 30 al 40 % (Eyal et al., 1987).

3.2.2 Bipolaris spp. y Alternaria spp.

Bipolaris sorokiniana ha sido reportada como agente causal de la mancha borrosa en
trigo, no obstante, también se encuentra relacionado con otros hongos como Alternaria
spp. y Pyrenophora tritici- repetis. El agente causal de la enfermedad conocida como
“Spot blotch” es Bipolaris sorokiniana, pero en muestras de trigo con sintomas de la
mancha borrosa (Figura 1) se encontro la presencia de A. alternata y se asume que

participa como un hongo saprofito o potenciador del dafio (Mata-Santoyo et al., 2018).



Figura 1. Sintomas y signos de Alternaria alternata y Bipolaris sorokiniana. Fuente:
Garcia-Leon et al., 2013.

3.2.3 Fusarium spp.

Fusarium tiene una alta diversidad de especies patdégenas comunes en el suelo, en el
aire y en el agua (Ma et al., 2017), y se considera un género cosmopolita por tener un
amplio numero de plantas hospederas como avena (Avena sativa), centeno (Secale
cereale), chile (Capsicum annuum), maiz, trigo, entre otros cultivos (Leyva-Mir et al.,
2017; Guillén-Cruz et al., 2006; Vazquez-Ramirez et al., 2017).

En el trigo, se han registrado una gran cantidad de especies del género Fusarium que
afectan al cultivo de trigo a nivel mundial, tales como: F. culmorum, F. graminearum, F.
pseudograminearum, F. avenaceum, F. acuminatum, F. crookwellense y F. poae (Cook,
2010); sin embargo, en México, se han reportado a F. graminearum, F. avenaceum, F.
equiseti y F. proliferatum como las especies asociadas a sintomas de pudricion de raiz
(Gilchrist-Saavedra et al., 2005).



La sintomatologia se puede observar como una necrosis en la raiz o una pudricion total
de las raices, teniendo un efecto en el porcentaje de germinacion (reduccion del 88 % en
algunas variedades), en una disminucién en la longitud de raiz (raices de 3.2 cm en
plantas de 12 dds) e incluso en la longitud del follaje (hojas de 7.5 cm en plantas de 12
dds) (Leyva-Mir et al., 2017) (Figura 2).

Figura 2. Escala de dafio causado por Fusarium spp., en plantulas de maiz. Fuente:
Figueroa-Rivera et al., 2010.

Para la identificacién morfolégica se recurre a las claves de Leslie y Summerell (2006),
en las que se deben observar diversas estructuras como conidiéforos, fidlides (células
conidiégenas), conidios, macroconidios, microconidios, clamidosporas, mesoconidias,

esporodoquios, esclerotia y estroma, entre otros aspectos (Figura 3).



Figura 3. Estructuras de referencia para la identificacibn de Fusarium spp. Fuente:
Pascual et al., 2016.

3.2.4 Septoria 'y Zymoseptoria spp.

Los sintomas se presentan en los primeros estadios del desarrollo de la planta. Inicia con
manchas ovales claras (clorosis), las cuales se esparcen de forma irregular e indefinida,
al secarse se tornan en color rojizo y sobre estas aparecen numerosos puntos negros
(picnidios) de tamafio muy reducido. Un ataque severo destruye parcial o totalmente el
follaje. El dafio que produce el patégeno, en el tejido vegetal, se extienden mas alla del
area colonizada debido a la difusion, a través de los tejidos y de toxinas producidas por

el hongo (Andrade y Contreras, 2007).

En presencia de Z. tritici, se observan picnidios a lo largo de la hoja, cuyas picnidiosporas
pueden presentarse de dos formas dentro del picnidio: como macropicnidiosporas (35-
98 x 1-3 um) con tres o cinco septas o micropicnidiosporas (8-10.5 x 0.8-1 um) sin septas.

Ambos tipos de esporas son igualmente capaces de infectar el trigo (Eyal et al., 1987).

A continuacién, se presenta el ciclo de vida de Z. tritici considerando también su forma

sexual M. graminis (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo de vida de Z. tritici en trigo. Fuente: Eyal et al.,1987.

Septoria tritici fue reclasificada como Zymoseptoria tritici (Desm.) Quaedvl y Crous
debido al surgimiento del nuevo género de Zymoseptoria, dicho género se origin6 debido
a que las especies que se encuentran en hospedantes de gramineas representan un
género aun no descrito, para el cual se propuso el nombre Zymoseptoria. Aunado a lo

anterior, por medio de pruebas filogénicas y morfolégicas, se comprob6é que S. tritici

pertenecia al nuevo género (Quaedvlieg et al., 2011).

Cada punto’ representa St*, Sn*-
50,000 t métricas

Figura 5. Distribucion mundial de Septoria spp. que afectan al trigo. Los nombres Z.
tritici (St) y S. nordorum (Sn) se utilizan para designar a los agentes patdogenos en
todos los lugares. Un asterisco indica los lugares donde ser ha informado de su

presencia. Fuente: Eyal et al,1987.



3.3 Métodos alternativos de control de enfermedades: Actinobacterias

3.3.1 Diversidad e identificacion

Los géneros del phylum Actinobacteria presentan gran diversidad de especies, lo que
implica que hay variaciones en cuanto a su morfologia, fisiologia, capacidad metabdlica

y su habitat de crecimiento (Barka et al., 2016).

Dentro de los géneros de mayor importancia se encuentran Streptomyces, Arthrobacter,
Actinomyces, Corynebacterium, Micrococcus, Frankia y Micromonospora (Getha et al.,
2005). Sin embargo, para cada género se ha logrado la identificacion de diferentes
especies (Figura 6), tan solo para el género Streptomyces cuenta con mas de 500
especies y en los ultimos cuatro afios se identificaron al menos 12 nuevas especies de

actinobacterias (Barka et al., 2016).
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Figura 6. Arbol filogenético de diferentes especies de actinobacterias. Fuente: Barka et
al., 2016.

La identificacion se realiza por medio la de morfologia, la quimitaxonomia (composicion
de la pared celular y la distribucion de azucar de la célula completa principalmente) y
pruebas moleculares (Labeda, 1987; Barka et al., 2016; Hazarika y Thakur, 2020)(Figura
7).
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Figura 7. Esquema de aislamiento e identificacién de actinobacterias. Fuente: Hazarika
y Thakur, 2020.

Como se ha mencionado anteriormente, las actinobacterias presentan variaciones en su
morfologia, por lo que es importante observar el micelio, es decir si se desarrolla en el
sustrato o en la parte aérea, el color del mismo, la produccion de pigmentos (pueden ser
de color amarillo, azul, diferentes grados de marrdn, naranja, rojo, rosa y violeta) y la
aparicion de esporas al igual que sus estructuras (Figura 8) (Barka et al., 2016).
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Figura 8. Diversidad morfol6gica de algunas Actinobacterias. Fuente: Hazarika y Takur,
2020.

3.3.2 Importancia agricola

El habitat mas dominante de las actinobacterias es el suelo, desde la superficie hasta a
una profundidad de 2 m (Goodfellow y Williams, 1983; Hazarika y Thakur, 2020), por lo
gue tiene sentido que la colonizacion sea de manera natural en la raiz de las plantas,
siendo agentes probidticos potenciales de las mismas (Salwan y Sharma, 2018;
Bulgarelli et al., 2013), teniendo en cuenta que los “probidticos son considerados una
mezcla de microorganismos vivos que al ser administrados en cantidades adecuadas
proporcionan o generan efectos benéficos a la salud del huésped (FAO, 2001) y que no

solo actuan en la “flora” intestinal de los humanos como coloquialmente se conoce.
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A pesar de su capacidad aerébica o anaerobica y de su morfologia variable, segun sea
el caso, las caracteristicas de interés son que tienen la capacidad de producir acidos
organicos, fijar nitrégeno atmosférico, descomponer la materia organica y producir
metabolitos secundarios entre otros beneficios (Bhatti et al., 2017; Salwan y Sharma,
2018; Kunoh, 2002; Cao et al., 2004; Sharma y Salwan, 2018).

Las actinobacterias producen una fitoestimulacién que se ve reflejado en: 1) absorcion
de los nutrientes como C, H, N, O, P y algunos micronutrientes, 2) produccioén de
fitohormonas (auxinas, citoquininas y giberelinas) y 3) produccion de enzimas (por

ejemplo, 1-aminociclopropano-1-carboxilasa) (Hazarika y Thakur, 2020).

Las caracteristicas anteriormente mencionadas, contribuyen de forma benéfica a las
plantas hospedantes, ayudando en la promocién de su crecimiento o como agente de
control biolégico de enfermedades al mostrar un efecto competitivo o biocida sobre los
fitopatogenos destacando los géneros de Kocuria, Arthrobacter, Streptomyces,
Microbacterium, Micrococcus, Rhodococcus y Corynebacterium (Hazarika y Thakur,
2020; Rodriguez-Villareal et al., 2014). Lo anterior se debe a enzimas degradantes de la
pared celular como glucanasa y quitanasa. No obstante, también es importante saber
gue algunas actinobacterias son fitopatégenas, es el caso de algunas especies de
géneros como Mycobacterium, Corynebacterium o Nocardia spp (Hazarika y Thakur,
2020; Barka et al., 2016).

Para los géneros que comparten una accion antagonica y una patogénica en las plantas,
se explica considerando la alta especificidad de las actinobacterias, es decir, las especies
gue funcionan como antagénicos en un cultivo, pueden ser patogénicas para otros
cultivos (Emmert y Handelsman, 1999; Glick, 1995), motivo por el cual es importante
hacer una correcta identificacion y estudio de las especies de actinobacterias, de este

modo se puede aprovechar el potencial benéfico de los actinomicetos.

A continuacién, se muestran algunos reportes de actividad antagOnica de

actinobacterias:

e En muestras de suelo cultivado y no cultivado de Guanajuato (en municipios de

Apaseo el Grande, Celaya, Comonfort, Pénjamo, San Luis de la Paz, San Diego
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de la Unién, San Miguel de Allende, Villagran y Xichu) se lograron identificar 82
cepas de actinobacterias, de las cuales tres de ellas (B21, B22 y B37) presentaron
un efecto inhibitorio contra Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici y F.
0oXysporum, con un porcentaje de inhibicion radial promedio de 81.76 % (Sanchez-
Garcia et al., 2019).

Aislados de suelo del Cerro del Potosi (Nuevo Ledn), mostraron actividad
antagonica contra Phytophthora capsici y Sclerotium rolsfsi; actividad inhibitoria
en el crecimiento micelial de P. capsici, R. solani y Macrophomina phseolina
(Tassi) y teniendo posibilidad de que sea biocida contra P. capsici. El porcentaje
de inhibicion fue del 60 hasta el 100 % (Rodriguez-Villareal, 2014).

En un estudio realizado en actinobacterias fueron aisladas 13 cepas de un
agroecosistema tradicional de milpa, ubicada en El Boxo, Cardonal en el estado
de Hidalgo. Se encontraron principalmente Streptomyces y Amycolatopsis, en
particular este ultimo la cepa BX17 mostré antagonismo in vitro hacia Fusarium
graminearum, mientras que en el experimento in vivo la misma actinobacteria evito
la disminucion en la respiracion y tasas fotosintéticas netas de las plantas,
producidas por la infeccién fangica (Cabrera et al., 2020).

De acuerdo con Barka et al., (2016), hay reportes de antagonismo en bacterias

del género Clavibacter, Streptomyces, Leifsonia y Rhodococcus.

IV. MATERIALES Y METODOS

Los efectos sobre los que se realiz6 el estudio, fue en la calidad de semillas y sobre el
crecimiento y desarrollo en plantas de trigo. En semilla se evaluaron a las actinobacterias
como pretratamiento para prevenir el desarrollo de esporas contenidas en la testa y los
efectos en la germinacion de semillas después de una exposicion prolongada a las

actinobacterias.

En el caso de las plantulas, se evalud el efecto que tienen las actinobacterias en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, de igual forma la capacidad de estos

microorganismos para ayudar en el control de tres cepas de Fusarium spp. Sin embargo,
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para realizar la seleccion de actinobacterias se trabajo en bioensayos preliminares. A

continuacion, se presentan los detalles de los experimentos.
4.1 Hongos
4.1.1 Muestreo

De acuerdo con Eyal et al., (1987), la recoleccion de tejidos de los sintomas de interés,
deben ser colocados en bolsas de papel y mantenerlos en un lugar fresco hasta ser

llevados a las condiciones de laboratorio, para evitar la deshidratacion del tejido.

Se procesaron 136 muestras obtenidas mediante recorridos de campo en los Valles Altos
de México (Hidalgo, México, Morelos, Oaxaca, Puebla y Tlaxcala) en el 2017, ademas
se realizaron dos muestreos en las localidades de Juchitepec, Estado de México y
Nanacamilpa en el 2018, Tlaxcala, donde existen las condiciones que favorecen la
presencia de Septoria nodorum y Zymoseptoria tritici, lo que permitié la obtencion de

muestras con sintomas y el posterior aislamiento de los patégenos.

4.1.2 Procesamiento de muestras

Las hojas colectadas se mantuvieron en bolsas de glassine hasta ser procesadas en el
laboratorio de fitopatologia en las instalaciones del CEVAMEX-INIFAP.

Las muestras se observaron con microscopio estereoscépico marca LEICA Modelo
EZ4D, posteriormente se seleccionaron segmentos de hoja con sintomas, se
desinfestaron mediante tres lavados (hipoclorito de sodio al 1 %, alcohol al 70 % y agua
estéril, cada uno por 1 min). Posteriormente, los segmentos de hoja se colocaron bajo
condiciones de camara humeda durante 48 h, iniciando el monitoreo de signos a las 24
h (Consolo et al., 2008; Gilchrist et al., 2005).

4.1.3 Aislamiento e incremento del patégeno

Los conidios obtenidos a partir de las hojas sometidas en cdmaras himedas, se

dispersaron en placas de PDA, a las 24 h se revisaron bajo microscopio marca LEICA
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Modelo EZ DM500 para extraer un conidio germinado y transferirlo a una nueva caja de
PDA, logrando los cultivos monosporicos, lo que a su vez permitio identificar el género

de los patégenos.

La verificacion se realizo con diferentes medios de cultivos (PDA, PZA, Clavel, SNA) para
promover el crecimiento de diferentes estructuras, mismas que fueron medidas,

fotografiadas y comparadas con las respectivas claves morfolégicas.

4.2 Actinobaterias

Las actinobacterias fueron proporcionadas por el M.C. Raul Asael Rodriguez Villareal de
la Universidad Autébnoma de Nuevo Leodn, las cuales se aislaron de diferentes muestras
de suelo provenientes de dos sitios ubicados en el municipio de Bustamante, Nuevo
Ledn: M1B (67 morfotipos) y M2B (77 morfotipos).

Cada cepa fue replicada para conservar la colonia de las bacterias en Agar nutritivo. No
obstante, para las cepas seleccionadas (con base a ensayos) se utilizé6 como medio de
cultivo caldo nutritivo (extracto de carne y pluripeptona, para incrementar la colonia,
dicho caldo se mantuvo en movimiento por medio de un shaker marca Benchmark
modelo ORBi-SHAKER™ a 120 rpm durante siete dias.

4.2.1 Seleccién de actinobacterias

Se realizé una primera prueba general con cinco hongos patégenos (Alternaria spp., una
de Bipolaris sorokiniana y tres de Fusarium spp) aislados de las muestras de plantas
versus 144 morfotipos de actinobacterias. La unidad experimenta fueron cajas Petri de
60 x 15 mm con agar nutritivo como medio de cultivo, se colocaron discos de inoculo en
el centro (hongo) y en cuatro extremos de la caja (cuatro morfotipos de actinobacterias).
El criterio de seleccion fue el porcentaje de inhibicion mayor o igual a 20 % para cada

hongo evaluado.

Los morfotipos seleccionados se confrontaron de manera dual, realizando evaluaciones

cada 24 h durante siete dias aproximadamente para observar el efecto inhibitorio de
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crecimiento micelial, cabe mencionar que ese periodo estuvo en funcion de la velocidad
de crecimiento de cada patégeno. Posteriormente se eligieron las actinoacterias que
presentaron los valores mas altos de porcentaje de inhibicién para ser evaluadas en el

experimento in vivo, como se explica mas adelante.

El disefio experimental fue completamente al azar y se realizdé un andlisis de varianza

con un nivel de significancia del 0.05 % y prueba de medias (Tukey p < 0.05).

4.2.2 Calidad de semilla: fitosanidad

Los patégenos asociados a la testa de las semillas es un problema recurrente,
convencionalmente se hace uso de productos quimicos para reducir la incidencia de los
mismos. Se observo el potencial de las actinobacterias como pretratamiento para evitar
la presencia de hongos al momento de la germinacion. La unidad experimental fueron
placas Petri con medio de cultivo Agar-agua con diez semillas por unidad y con cuatro

repeticiones por tratamiento (Cuadro 1y 2).

Cuadro 1. Especificaciéon de los diferentes tratamientos.

Tratamiento Detalle Autor
1 Hipoclorito 2% 1 min
2 Hipoclorito 2% 5 min Rodriguez-Garcia
3 Hipoclorito 5% 1 min et al., 2020.
4 Hipoclorito 5% 5 min
5 Térmico agua 50° C 1 min Romero-Bastidas
6 Térmico agua 50° C 2 min etal., 2016
7 Térmico agua 50° C 3 min
8 Térmico agua 50 °C 1min + cloro sin diluir 1 min
9 Térmico agua 50 °C 2min + cloro sin diluir 1 min
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Cuadro 2. Continuacién de especificacién de los diferentes tratamientos.

Tratamiento Detalle Autor
10 Térmico agua 50 °C 3min + cloro sin diluir 1 min
11 Térmico agua 50 °C 1min + cloro al 2% 1 min
12 Térmico agua 50 °C 2min + cloro al 2% 1 min
13 Térmico agua 50 °C 3min + cloro al 2 %1 min
14 Morfotipo 1M4 inmersién 1 min
15 Morfotipo 1M4 inmersién 12 horas
16 Testigo

Las variables evaluadas corresponden al porcentaje de germinacion y porcentaje de
contaminacion. El disefio experimental fue completamente al azar y se realizé un analisis

de varianza con un nivel de significancia del 0.05 % y prueba de medias (Tukey p < 0.05).

4.2.3 Calidad de semilla; Germinacién

La germinacion al igual que otros procesos fisioldgicos, esta determinado por un conjunto
de hormonas de crecimiento, mismas que se pueden presentar en las colonias de
actinobacterias. Motivo por el cual se evalud el efecto en la germinacién de semillas en
cuatro variedades de trigo, con diferentes tiempos de exposicion a actinobacterias como
se indica en el Cuadro 3 y 4. La unidad experimental fueron placas Petri con medio de
cultivo agar-agua con diez semillas por unidad y con cuatro repeticiones por tratamiento.

Cuadro 3. Especificaciéon de los diferentes tratamientos.

Tratamiento Detalle

Var. Urbina + 12 horas de inmersion
Var. Urbina + 2 dias de inmersién
Var. Urbina + 5 dias de inmersion
Var. Urbina + 7 dias de inmersién

Testigo Var. Urbina

Var. Borlaug + 12 horas de inmersion
Var. Borlaug + 2 dias de inmersion
Var. Borlaug + 5 dias de inmersion
Var. Borlaug + 7 dias de inmersion

=

©O© 0O NO 01~ WN
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Cuadro 4. Continuacién de especificacidon de los diferentes tratamientos.

Tratamiento Detalle
10 Testigo Var. Borlaug
11 Var. Texcoco + 12 horas de inmersion
12 Var. Texcoco + 2 dias de inmersién
13 Var. Texcoco + 5 dias de inmersiéon
14 Var. Texcoco + 7 dias de inmersién
15 Testigo Var. Texcoco
16 Var. Valles + 12 horas de inmersion
17 Var. Valles + 2 dias de inmersion
18 Var. Valles + 5 dias de inmersion
19 Var. Valles + 7 dias de inmersion
20 Testigo Var. Valles

Las variables evaluadas corresponden al porcentaje de germinacion. El disefio
experimental fue completamente al azar y se realizd un analisis de varianza con un nivel

de significancia del 0.05 % y prueba de medias (Tukey p < 0.05).

4.2.4 Efecto en el crecimiento y desarrollo de plantas

Retomando los resultados de la seleccion de actinobacterias se evaluaron los tres
morfotipos con potencial de inhibicionen el crecimiento micelial (mayor al 20 %), para
determinar los efectos posibles en el crecimiento y desarrollo de plantas de trigo de
cuatro variedades diferentes (Borlaug, Texcoco, Urbina y Valles). Para determinar el
potencial como agentes controladores de Fusarium spp. se utilizd la combinacién de tres
cepas de Fusarium spp., siguiendo la recomendacion de Leyva-Mir et al.,(2017), donde
menciona que las infecciones que se dan en condiciones de campo ocurren por mas de

una especie de Fusarium spp.

La unidad experimental consistio de un vaso de unicel de un litro, con 10 plantas por
cada vaso. Las variables evaluadas fueron peso seco de la planta, peso seco de raiz,
peso seco foliar, altura de la planta, area foliar, el medidor de clorofila e indice de area

foliar. Cabe mencionar que cada tratamiento tuvo cuatro repeticiones (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Tratamientos por variedad de trigo y la interaccion con microorganismos.

Trat. Variedad Organismo Trat. Variedad Organismo
1 Urbina Testigo 19  Texcoco Mezclas de Fusarium spp.
2 Borlaug Testigo 20 Valles Mezclas de Fusarium spp.
3  Texcoco Testigo 21 Urbina M1B M4 + Mezcla de Fusarium spp.
4 Valles Testigo 22 Borlaug M1B M4 + Mezcla de Fusarium spp.
5 Urbina M1B M4 23  Texcoco M1B M4 + Mezcla de Fusarium spp.
6 Borlaug M1B M5 24 Valles M1B M4 + Mezcla de Fusarium spp.
7  Texcoco M1B M6 25 Urbina M1B M33 + Mezcla de Fusarium spp.
8 Valles M1B M7 26 Borlaug  M1B M33 + Mezcla de Fusarium spp.
9 Urbina M1B M33 27 Texcoco M1B M33 + Mezcla de Fusarium spp.
10 Borlaug M1B M34 28 Valles M1B M33 + Mezcla de Fusarium spp.
11 Texcoco M1B M35 29 Urbina M2B M60 + Mezcla de Fusarium spp.
12 Valles M1B M36 30 Borlaug  M2B M60 + Mezcla de Fusarium spp.
13 Urbina M2B M60 31 Texcoco M2B M60 + Mezcla de Fusarium spp.
14  Borlaug M2B M61 32 Valles M2B M60 + Mezcla de Fusarium spp.
15 Texcoco M2B M62 33  Altiplano Mezcla de Fusarium spp.
16 Valles M2B M63 34 Borlaug Mezcla de Fusarium spp.
7 Ui e
18 Borlaug Mezcla de

Fusarium spp.

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar, tomando en consideracién
gue solo se evaluo un patogeno y se realizo el andlisis de varianza (nivel de significancia
del 0.05 %) y prueba de medias de Tukey.
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V. RESULTADOS

5.1 Aislamiento e identificacién de patégenos

5.1.1 Identificacion morfologica

Género Alternaria

El principal sintoma de Alternaria spp. corresponde a la presencia de halos cloréticos
gue se van extendiendo a lo largo de la hoja, los segmentos con dichos halos fueron
cortados y sometidos a camara humeda (Figura 9).

Figura 9. Atizonamiento en hoja de trigo causado por Alternaria spp. A) Sintoma de
Alternaria spp. B) Micelio de Alternaria spp.

Los signos que se presentaron después de 24 h en camara humeda, consistieron en:

e Presencia de conidios en forma de clava y clava alargada, de color café obscuro,
con septos transversales y en algunos casos longitudinales (clasificacion

dictiospora), la superficie es ligeramente ornamentada con rugosidad (Figura 10).
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e Cadenas cortas de conidios de cuatro a siete unidades, de color café obscuro a
olivaceo.

e Los conidios tienen un grosor aproximado de 3-6 pm y longitudinalmente midieron
19-46.07 x 7.56-14.22 um.

Flgura 10. Conidios y micelio de Alternarla spp.

Las colonias de Alternaria spp. son de coloracién verde obscuro en etapa madura,
mientras que en pleno crecimiento presenta tonalidades blanquecinas y grisadseas, de
forma circular, de superficie plana pero algodonosa y con bordes filamentosos (Figura
11).
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Figura 11. Colonias de Alternaria spp en diferentes medios de cultivos. A) Medio de
cultivo PDA. B) Medio de cultivo APZ. C) Crecimiento micelial en etapa temprana en
medio de cultivo PDA. D) Colonia en medio PDA con presencia de uno o dos anillos
concéntricos observados a contra luz. E) Colonia en medio PZA con presencia de varios
anillos concéntricos observados a contra luz.

Género Bipolaris

Los sintomas observados fueron lesiones necréticas de color café obscuro a lo largo de
las hojas (Figura 12), en condiciones de camara humeda se detecto la formacion de
conidiéforos de Bipolaris sorokiniana en la parte superficial de la hoja, al igual que micelio

obscuro y denso. Para la identificacién se utiliz6 medio de cultivo PZA y PDA.
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Figura 12. Tizén de la hoja de trigo. A) Sintoma de Bipolaris sorokiniana (syn.
Helminthosporium sativum). B) Micelio y conidioéforos formados en camara humeda.

Los conidios y conidiéforos permiten una sencilla identificacion del género que
anteriormente se conocia como Helminthosporium spp., los conidios observados fueron
oblongos de color café oliva, septados ligeramente curvos, con paredes lisas y una
cicatriz basal prominente (Figura 13). Dependiendo de su tamafio es el nUmero de septas
gue tienen, los conidios midieron aproximadamente de 34-63.12 x 10.06-18.5 um, por lo
gue presentaron de tres a nueve septas por conidio. Los conidiéforos se desarrollaron

individualmente con un tamafio promedio de 118.5 - 122 x 16.4-18.2 pm.

Figura 13. Estructuras de Bipolaris spp. A) Conidio con tres septos ligeramente marcados
(a. cicatriz basal). B) Conidioforos (b) y micelio (c) de Bipolaris spp.
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Las colonias fueron de coloracién verde obscuro, de forma granular algodonoso, con

elevacion umbilicada y bordes lobulados (Figura 14).

Figura 14. Colonias de Bipolaris spp. en diferentes medios de cultivos. A) Medio de cultivo
PDA. B) Reverso de la placa Petri en medio de cultivo PDA. C) Colonia en medio PZA.
E) Reverso de la placa Petri en medio de cultivo PZA.

Género Fusarium

El sintoma que se observé corresponde a manchas foliares de forma irregular (Figura
15); aunque hay registros de que, en estados tempranos de desarrollo, las manchas son
de color verde grisaceo y en estados mas avanzados las manchas se tornan ovaladas
de color café grisaceo. No obstante, la masa de conidios de los que se logré hacer el

aislamiento de Fusarium spp., se obtuvo de hojas considerablemente secas.
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Figura 15. Caracteristicas de Fusarium spp. A) Sintomas del género. B) Formacion de
micelio y masa de conidios (a) después de 48 h en camara humeda.

Por la morfologia de las estructuras, se logré identificar el género por la presencia de
macroesporas, microesporas, clamidosporas y la forma de las fidlides (Figura 16 y 17,
respectivamente). El tamafio de los microconidios fue de 5.55-11.2 x 1.73-3.79 um, de
los macroconidios 21.01-53.14 x 3.08-4.85 um, fidlides de 26.4 x 182.6 um vy
clamidiosporas de 7.37 — 16.52 um.

Figura 16. Estructuras morfolégicas de la primera cepa aislada. A) Macroconidio con
septas ligeramente visibles. B) Microconidios. C) Clamidiosporas.

Figura 17. Estructuras morfolégicas de la segunda cepa aislada. A) Microconidios. B)
Microconidios, micelio y clamidiosporas (a). C) Microconidios y fidlides (b).
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Se observaron al menos dos cepas de Fusarium spp., la primera colonia de color

blanquecina, de forma circular, ligeramente anillada, superficialmente algodonosa y

plana (Figura 17).

Figura 17. Colonias de Fusarium spp. en diferentes medios de cultivo. A) Vista frontal de
la colonia en medio de cultivo PDA. B) Vista frontal de la colonia en medio de cultivo
SNA. C) Vista frontal de la colonia en medio de cultivo CLA. D) Reverso de la colonia en
medio de cultivo PDA. E) Reverso de la colonia en medio de cultivo SNA. F) Reverso de
la colonia en medio de cultivo CLA.

La segunda colonia presentd coloraciones diferentes de acuerdo al medio de cultivo en
el que se desarrollo. En el PDA el color de la colonia fue amarilla, en SNA fue de color
rojiza y en medio de Clavel (Dianthus caryophyllus) fue un tono blanquecino con el centro
rojizo. En cuanto al resto de caracteristicas, el crecimiento fue circular, superficie plana

pero algodonosa y bordes filamentosos (Figura 18).
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Figura 18. Colonias de Fusarium spp. en diferentes medios de cultivo. A) Vista frontal de
la colonia en medio de cultivo PDA. B) Vista frontal de la colonia en medio de cultivo
SNA. C) Vista frontal de la colonia en medio de cultivo CLA. D) Reverso de la colonia.

Género Puccinia

El sintoma corresponde a la presencia de pustulas que pueden contener dos tipos de

esporas, urediosporas y teliosporas (Figura 19).

Figura 19. Pustulas de roya. A) Pustulas de teliosporas. B) Pustulas de urediosporas.
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Se observaron dos especies de Puccinia, identificadas por su morfologia, es decir, por
las medidas, coloracion y distribucion que tienen las urediosporas y teliosporas en las

hojas de trigo.

Puccinia recondita, las uredias son de color rojo anaranjado, esféricas y lisas en su

superficie, con un didmetro de 22.53-28 um (Figura 20).

Figura 20. Esporas de P. recondita. A) Urediospora. B) Teliospora.

Puccinia striiformis, una de las caracteristicas principales son la distribucion de las
uredias en forma lineal y de color amarillo, ligeramente esféricas, con un didmetro de
27.3-32.05 um. Las telias forman estrias negras y angostas en las hojas, tuvieron un
tamafo aproximado de 42.94-88.2 x 11.5-18.18 um (Figura 21).

Figura 21. Esporas de P. striiformis. A) Urediospora. B) Teliospora.

Género Septoria y Zymoseptoria

Durante el muestreo se encontraron diversos grados de severidad de la septoriosis, tales
como halos cloroticos y dentro de ellos picnidios distribuidos en todo el halo (Figura 22).
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Figura 22. Sintomas del género Zymoseptoria spp. A) Halos cloréticos con picnidios. B)
Picnidios.

A pesar de encontrar dos especies de Zymoseptoria, el sintoma es muy similar entre si.
En algunos casos se advierte una ligera diferencia en el color del picnidio, siendo
Zymoseptoria tritici de color negro a un tono grisaceo y Septoria nodorum color negro a

café obscuro.

Para la observacion de los conidios o picnidiosporas de Z. tritici y S. nodorum, se
colocaron las muestras en camara humeda, de esta forma se produjo el cirro que

contiene las picnidiosporas.

Por otro lado, en la morfologia de los conidios, las diferencias son muy notables y se

especifica a continuacion.

Los conidios de S. nodorum son del tipo didimospora ya que su forma es acortada y
recta, sin ornamentaciones, subhialinas con color paja. El tamafio registrado de S.
nodorum fue de aproximadamente 14.6- 20.2 x 2.86-3.48 um. Solo se observaron

conidios con un solo septo.

Por otro lado, los conidios de Z. tritici son filiformes, sin ornamentacion, hialinos,
ligeramente curveados. El tamafio registrado fue de aproximadamente 40-77.3 x 1.6-2.84
pm (Figura 23).
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Figura 23. Muestra observada en microscopio estéreo a 25x. A) Conidios de S. nodorum.
B) Conidios de Z. tritici observado en fase de contraste.

La forma de la colonia de S. nodorum es ligeramente circular con algunas irregularidades,
su superficie es ligeramente convexa y sus orillas ligeramente filamentosas. En el caso
de Z. tritici la colonia es ligeramente circular con algunas irregularidades, su superficie

es lisa y presentan una elevacion umbeliforme (Figura 24).

Cabe mencionar que la colonia de Z. tritici se desarrollé6 de dos formas, la primera en
estadios tempranos con una consistencia semi-liquida o viscosa de color rosado, y la
segunda, cuando la colonia maduré desarrollé micelio de color negro con partes

blanquecinas.

Figura 24. Colonias de Septoria spp. y Zymoseptoria spp. A) Vista frontal de la colonia
S. nodorum. B) Reverso de la colonia S. nodorum. C) Vista frontal de la colonia de Z.
tritici. C) Reverso de la colonia Z. tritici.

32



5.1.2 Incidencia de enfermedades

El procesamiento de las 136 muestras colectadas en diferentes estados pertenecientes
a los Valles Altos de México, dio como resultado la identificacion de cuatro géneros
fungosos de importancia econdémica, ademas de algunos hongos saprofitos pero fueron

descartados por no ser patdogenos.

A continuacion, se presenta un resumen de las regiones geograficas (Estados de la
Republica Mexicana) (Cuadro 6), del origen de las muestras y los géneros de hongos

gue fueron identificados:

Cuadro 6. Frecuencia de los géneros fungicos identificados en los Valles Altos de México.

Géneros identificados No. de
Estado ) . . . Puccinia localidades
Alternaria spp. Bipolaris spp. Fusarium spp. Spp. visitadas

Hidalgo 5 1 13 23 25
México 11 1 21 39 45
Morelos 0 0 0 1 1
Oaxaca 1 0 1 4 5
Puebla 2 0 9 12 15
Tlaxcala 4 0 16 40 45
TOTAL 22 2 60 119 136

El género con menor frecuencia en las muestras procesadas fue Bipolaris, seguido de
Alternaria, sin embargo, el género Puccinia fue el que se present6 en la mayoria de las

muestras provenientes de los seis estados.

Lo anterior, se comprob6 con el porcentaje de incidencia, el género Puccinia fue el de
mayor importancia e impacto al registrarse en al menos 87.92 % de las muestras (Cuadro
7).

El género Fusarium spp. fue el segundo patégeno que tuvo mayor incidencia con 35.70

%, posteriormente Alternaria spp. con 14.44 % y finalmente Bipolaris spp. con 1.03 %.
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Cuadro 7. Porcentaje de incidencia de los géneros identificados por estado.

Estado Géneros identificados
Alternaria spp. (%) Bipolaris spp. (%) Fusarium spp. (%) Puccinia spp. (%)
Hidalgo 20 4 52 92
México 24.44 2.22 46.66 86.66
Morelos 0 0 0 100
Oaxaca 20 0 20 80
Puebla 13.33 0 60 80
Tlaxcala 8.88 0 35.55 88.88
Promedio 14.44 1.03 35.70 87.92

Se observa que el principal problema de patégenos en trigo producido en los Valles Altos
de México, corresponde a la presencia del género Puccinia spp. (Figura 25), y en el caso
del Estado de Morelos, fue el Unico patégeno identificado.

Incidencia de g&ngros fungicos por estado
100 - 92.00

86.67 ] 88.89
80.00 80.00
_.80 -
X 60.00 60.00
8 60 - 52.00 46.67 O Alternaria sp
c @ Bipolaris sp
S 40 - :
e 20.00 24.44 20.00 = Fusarlgm spp
~ 20 - ) [ Puccinia spp
0 2 H.o 0 .
0 ,
Hidalgo Meéxico Morelos Oaxaca Puebla Tlaxcala
Estados

Figura 25. Porcentaje de incidencia de géneros flungicos por estado.

5. 2 Efectos de actinobacterias

De acuerdo con lo observado durante la realizacion de ensayos previos, se detectd que

la presencia de las actinobacterias tiene potencial para el manejo de patdgenos desde
semilla.
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5.2.1 Seleccidn de actinobacterias: Bioensayos preliminares

5.2.1.1 Alternaria spp. y Bipolaris spp.

a) Primer bioensayo preliminar: El testigo de Alternaria spp., tuvo un crecimiento radial
de 1.9 cm en cinco dias después de la inoculacién. El crecimiento promedio del hongo
en interaccion con los morfotipos de actinobacterias del grupo M1B fue de 1.6 cm, dando
como resultado un promedio de 15.55 % en el porcentaje de inhibicién (Cuadro 8 y 9).

Cuadro 8. Crecimiento radial y porcentaje de inhibicion de morfotipos del grupo M1B con
Alternaria spp. de trigo a los 5 dias después de la inoculacion.

2~ ©Y 2~ ©Y 2~ ©E 2~ SY
2 55 ¢ 28 55 o 2 55 ot g8 5§55 goF
€ £z 58 € Eg 58 £ Ez &3 € £Eg £5%
2 2% g2 2 g% g2 2 g% g2 2 8% g2

o= g=¢ O= Q= o= @f= O= Q=
1 1 4737 21 240 -2632 41 0.90 52.63 61 1.30 31.58
2 1.3 31.58 22 2.10 -10.53 42 1.40 26.32 62 1.20 36.84
3 1.7 10.53 23 190 0.00 43 2.30 -21.05 63 2.00 -5.26
4 1.6 15.79 24 270 -42.11 44 190 0.00 64 1.30 31.58
5 1.7 10.53 25 1.70 10.53 45 1.80 5.26 65 1.40 26.32
6 1.6 1579 26 1.00 47.37 46 230 -21.05 66 1.00 47.37
7 13 3158 27 160 1579 47 1.30 31.58 67 1.20 36.84
8 1.6 15.79 28 1.90 0.00 48 1.70 10.53 Testigo 1.90
9 2 526 29 1.00 47.37 49 1.00 47.37 Media 1.6 15.79
10 1053 30 1.30 3158 50 1.40 26.32 Promedio 1.6 1555
11 21.05 31 140 26.32 51 1.80 5.26 Minimo 0.8 -42.11
12 21.05 32 150 21.05 52 1.80 5.26 Maximo 2.7 57.89
13 1579 33 170 1053 53 1.70 10.53
14
15 526 35 150 21.05 55 1.10 42.11

5

36.84 36 200 -526 56 1.90 0.00
526 37 1.40 2632 57 1.60 15.79
526 38 150 21.05 58 0.80 57.89
1053 39 1.80 5.26 59 1.60 15.79
14 2632 40 190 0.00 60 140 26.32
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El segundo grupo el crecimiento micelial promedio fue de 1.33 cm, lo que es igual a un

porcentaje de inhibicion promedio del 30.12 %. En un primer analisis, se logra observar
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gue los morfotipos del segundo grupo tienen un mayor potencial de inhibicién para el
género Alternaria spp. Al menos 30 morfotipos provocaron inhibicién en el crecimiento
micelial, todos en un rango de 17.92 % y 57.93 %, sin embargo, se realiz6 su seleccion
con porcentaje de inhibicion a partir del 10 % y cuyas colonias no tuvieran contacto entre
si, obteniendo 20 morfotipos del M1B con potencial de inhibicién.

Cuadro 9. Crecimiento radial y porcentaje de inhibicion de morfotipos del grupo M2B
con Alternaria spp. a los 5 dias después de la inoculacion.

2~ SY 2~ 8§ 2~ S8 2~ 38§
2 55 ¢- 2 58 g £ §§ g: & 58 g2
2 Eg €3 £ Eg £33 £ Eg £8 2 Es £3
g T 82 2 g% 85 2 s% 82 S sT 83

o= gf=€ O= @< = o= &=
1 18 526 21 10 4737 41 10 47.37 61 1.3 3158
2 14 2632 22 15 2105 42 09 52.63 62 15 21.05
3 08 5789 23 1.7 1053 43 63 20 -5.26
4 15 2105 24 1.1 4211 44 14 2632 64 13 3158
5 15 2105 25 13 3158 45 10 47.37 65 1.0 47.37
6 10 4737 26 13 3158 46 13 3158 66 1.0 47.37
7 17 1053 27 13 3158 47 19 0.0 67 1.4 26.32
8 14 2632 28 11 4211 48 15 2105 68 1.9 0.00
9 10 4737 29 12 3684 49 19 0.0 69 13 3158
10 12 3684 30 16 1579 50 14 26.32 70 1.0 47.37
11 09 5263 31 10 4737 51 12 36.84 71 19 0.00
12 10 4737 32 18 526 52 15 21.05 72 16 15.79
13 10 4737 33 13 3158 53 12 36.84 73 08 57.89
14 19 000 34 13 3158 54 10 47.37 74 0.9 52.63
15 10 4737 35 13 3158 55 14 26.32 75 09 5263
16 14 2632 36 10 4737 56 14 26.32 76 17 1053
17 18 526 37 15 2105 57 11 4211 77 19 0.00
18 19 000 38 10 4737 58 10 4737  Testigp 1.9 0.00
19 18 526 39 10 4737 59 13 3158

42.11 60 15 21.05 Mediana 1.3 31.58
Promedio 1.33 30.12
Minimo 0.8 -5.26
Maximo 2 57.89
Las muestras pertenecientes a M2B tuvieron un crecimiento promedio de 1.33 cm, sin
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embargo, el valor minimo en el porcentaje de inhibicidn es considerablemente diferente

al del primer grupo (-42.11 %). Lo que implica un mayor potencial para este segundo
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grupo (M2B) sobretodo los morfotipos que tuvieron un porcentaje inhibicion mayor al 50
%. Como resultado de este primer y Unico ensayo para Alternaria spp., se seleccionaron

32 morfotipos, 17 del primer grupo y 15 del segundo grupo (Cuadro 10).

Cuadro 10. Morfotipos con potencial al control de Alternaria spp.

Morfotipos de actinobacterias

M1B M2B
M1 M29 M50 M64 M2 M34 M55
M7 M32 M55 M66 M12 M44 M59
M16 M33 M58 M27 M46 M61
M26 M41 M60 M28 M48 M67
M27 M49 M62 M29 M50 M74

En el caso de Alternaria spp. se mantuvo la investigacién en el primer ensayo, por lo que
gueda una linea de investigacién abierta, con el potencial para el control de éste género
(Figura 26).

B

Figura 26. Colonia de Alternaria spp. A) Testigo de Alternaria spp. B y C) Efecto de los
morfotipos de actinobacteria en el crecimiento de Alternaria spp.

Respecto a B. sorokiniana, el efecto de inhibicién se observé al quinto dia después de la
inoculacién. El crecimiento promedio del primer grupo corresponde a 1.7 cm, dando
como resultado un porcentaje de inhibicion de aproximadamente -1.84 %, no obstante,
para el segundo grupo se obtuvo un promedio de 1.72 cm y un porcentaje de -1.01
(Cuadro 11). En este caso el efecto de las actinobacterias no destaca en alguno de los

dos grupos evaluados.
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Cuadro 11. Crecimiento radial y porcentaje de inhibicion de morfotipos del grupo M1B
con B. sorokiniana a los 5 dias después de la inoculacién.

o 22 B8 L 22 38 L, 2= 3§ s 2= 3§
S 88 ¢ £ 885 ¢ £ 885 gL £ 88 g%
£ Eg £8 € Ex €8 € Eg g8 & Ez £8
$ 8§ g2 £ 8% g2 2 8% g2 2 8§ &£
- Q= °- 8= °c- &= C- @=
1 1 4118 21 27 -5882 41 1  41.18 61 1.2 2941
2 18 -588 22 18 -588 42 0.7 58.82 62 1.3 23.53
3 22 -2941 23 26 -5294 43 22 -2941 63 25 -47.06
4 1.2 2941 24 22 -2941 44 1.7  0.00 64 0.7 58.82
5 26 -5294 25 16 588 45 15 11.76 65 1.4 17.65
6 23 -3529 26 24 -41.18 46 2.7 -58.82 66 0.6 64.71
7 1 41.18 27 21 -2353 47 1.1  35.29 67 2 -17.65
8 11 3529 28 26 -5294 48 12 2941 Testigo 1.7 0.00
9 2 -1765 29 11 3529 49 13 23.53
10 19 -1176 30 18 -588 50 1.7 0.00 Mediana 1.6 5.88
11 31 -8235 31 14 1765 51 14 17.65 Promedio 1.72 -1.40
12 19 -1176 32 15 1176 52 2 -17.65 Minimo 0.6 -94.12
13 33 -9412 33 0.7 5882 53 14 17.65 Maximo 3.3 64.70
14 2 -1765 34 15 1176 54 12 2941
15 19 -1176 35 11 3529 55 1 41.18
16 12 2941 36 0.7 5882 56 15 1176
17 28 -6471 37 2 -1765 57 14 17.65

18 25 -4706 38 15 1176 58 1.8 -5.88
19 28 -6471 39 19 -11.76 59 14 17.65
20 2 -1765 40 2.8 -64.71 60 15 11.76

Se detectaron 33 morfotipos con efecto de inhibicion (1.21 a 64.75 %) en el primer grupo
(M1B) y 35 morfotipos en el grupo M2B con un rango en el porcentaje de inhibicion de
4.74 a47.10 % (Cuadro 12). En contra parte, en el primer grupo se detectaron 34 cepas
con efecto promotor ya que el crecimiento del hongo en presencia de esas

actinobacterias crecié mas que el testigo; y 42 del segundo grupo con el mismo efecto.
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Cuadro 12. Crecimiento radial y porcentaje de inhibicion de morfotipos del grupo M2B,
con B. sorokiniana a los 5 dias después de la inoculacién.

IS S8 2 S S o Sg
g 85 S5 g 85 F5 g 85 ¥E g 8§ g5
S 568 £t 2 58 RfE 2 58 8¢ S 58 8¢
1 27 -58.82 21 1 4118 41 15 11.76 61 1.7 0.00
2 2 -17.65 22 1.3 2353 42 1.3 2353 62 1.4 17.65
3 13 2353 23 1.8 -5.88 43 - -- 63 2 -17.65
4 17 0.00 24 1.7 0.00 44 22 -2941 64 1.6 5.88
5 23 -35.29 25 1.7 0.00 45 0.9 47.06 65 15 11.76
6 1.7 0.00 26 1.6 5.88 46 15 11.76 66 15 11.76
7 19 -11.76 27 15 11.76 47 2 -17.65 67 2.1 -2353
8 13 2353 28 11 3529 48 1.8 -5.88 68 25 -47.06
9 1.6 5.88 29 2 -1765 49 19 -11.76 69 1.5 11.76
10 1.2 2941 30 1.8 -5.88 50 22 -2941 70 1.3 23.53
11 15 11.76 31 15 11.76 51 15 11.76 71 1.8 -5.88
12 18 -5.88 32 27 -58.82 52 25 -47.06 72 1.6 5.88
13 17 000 33 16 588 53 1.4 17.65 73 1 41.18
14 19  -11.76 34 13 2353 54 14 17.65 74 1.1 35.29
15 1 4118 35 17 000 55 25 -47.06 75 1.3 23.53
16 1.9 -11.76 36 1.9 -11.76 56 25 -47.06 76 2.2 -29.41
17 27 -58.82 37 2 -1765 57 2 -17.65 77 1.3 23.53
18 1.8 -5.88 38 1.9 -11.76 58 1.7 0.00 Testigo 1.7
19 2 -1765 39 15 11.76 59 15 11.76
20 1.7 0.00 40 1.8 -5.88 60 1.2 29.41 Mediana 1.7 O
Promedio 1.72 -1.01
Minimo 0.9 -58.82
Maximo 2.7 47.05

Derivado de los criterios ya mencionados, se seleccionaron 17 morfotipos del grupo M1B

y 16 del M2B, para realizar el segundo ensayo (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Morfotipos con potencial al control de Bipolaris spp.

Morfotipos de actinobacterias

M1B M2B
M1 M33 M49 M64 M3 M27 M45 M74
M4 M36 M55 M66 M4 M28 M53
M7 M41 M57 M8 M34 M60
M8 M42 M61 M15 M35 M70
M16 M47 M62 M22 M42 M73

El efecto de inhibicion se observa cuando la colonia del patégeno detiene su crecimiento

en las éreas del PDA cercanas a la actinobacteria (Figura 27).

Figura 27. Colonia de B. sorokiniana. A) Testigo B. sorokiniana. B) Sin efecto inhibitor de
diferentes morfotipos de actinobacterias. C) Efecto de los morfotipos de actinobacteria,
con dos casos de inhibicion de crecimiento micelial.

b) Segundo bioensayo preliminar: En el segundo ensayo se hace referencia solo al
patégeno B. sorokiniana y los morfotipos de actinobacterias que cumplieron los criterios

de seleccion en el primer ensayo.

A pesar de ser un segundo ensayo, los resultados variaron del primero, sin embargo, se
lograron destacar dos morfotipos, un biotipo por cada grupo. En ambos casos el
porcentaje de inhibicion fue del 50 %, siendo los valores mas altos. En promedio hubo
un 24.70 % de inhibicion en el crecimiento micelial de B. sorokiniana, no obstante, de
tener un promedio bajo, todos los morfotipos presentaron un valor positivo en el

porcentaje de inhibicion, el valor minimo fue de un 5 % en ambos grupos (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Crecimiento micelial y porcentaje de inhibicion de B. sorokiniana con
morfotipos seleccionados.

MIB M2B
Morfotipo Crecimiento radial PICM(%) Morfotipo Crecimiento radial PICM(%)
(cm) (cm)
M1 1.3 35 M 3 1.7 15
M 4 1.1 45 M 4 1.8 10
M7 1.4 30 M 8 1.9 5
M 8 1.9 5 M 15 1.4 30
M 16 1.4 30 M 22 1.5 25
M 33 1 50 M 27 1.4 30
M 36 1.7 15 M 28 1.7 15
M 41 1.2 40 M 34 1.7 15
M 42 1.9 5 M 35 1.9 5
M 47 1.7 15 M 42 1.6 20
M 49 1.7 15 M 45 1.4 30
M 55 1.8 10 M 55 1.7 15
M 57 1.4 30 M 60 1.3 35
M 61 1.8 10 M 70 1.7 15
M 62 1.2 40 M 73 1.6 20
M 64 1.2 40 M 74 1 50
Testigo 2

Los efectos observados en los bioensayos con B. sorokiniana (Figura 28), llevaron a

considerar a los morfotipos M1B M33 y M2B M74, del grupo uno y dos respectivamente.

Figura 28. Colonia de B. sorokiniana. A) Testigo B. sorokiniana. B, C, D, E y F) Efecto de
los morfotipos de actinobacteria, con cinco casos de inhibicion de crecimiento micelial.
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5.2.1.2 Fusarium spp.

En el caso de Fusarium spp. su crecimiento fue mas rapido que el crecimiento de los dos
patdégenos anteriores y de las actinobacterias evaluadas, sin embargo, se pudo obtener

morfotipos potenciales para su inhibicion.

a) Primer bioensayo preliminar: En su mayoria para los morfotipos alcanzaron el maximo
crecimiento al tercer dia (2.2 cm), es decir, 87.5 % de los morfotipos de los dos grupos
evaluados no lograron inhibir el crecimiento del hongo. ElI promedio del crecimiento
micelial del primer grupo fue de 2.08 cm y su porcentaje de inhibicion promedio fue
de 5. 43 %, dicho resultado se debe a que la mayoria present6 0 % de inhibicion. El
segundo grupo tuvo un crecimiento promedio de 2.10 cm y su porcentaje de inhibicion

de 4.55 %, similar al primer grupo (Cuadro 15).

Cuadro 15. Crecimiento radial y porcentaje de inhibicion de morfotipos por grupo.

82,8 82;8 £i;¢8 g 2; €
L o = L T8 = L T = o 5T =
s 28 O s 28 O s 28 O S @& O
= Oo 0o = Oo o = Oo o = O o o
1 1.2 45.45 21 2.2 0.00 41 1.1 50.00 61 2.2 0.00
2 2.2 0.00 22 2.2 0.00 42 2.2 0.00 62 2.2 0.00
3 2.2 0.00 23 2.2 0.00 43 2.2 0.00 63 2.2 0.00
4 1.3 40.91 24 2.2 0.00 44 2.2 0.00 64 2.2 0.00
5 22 0.00 25 2.2 0.00 45 2.2 0.00 65 2.2 0.00
6 2.2 0.00 26 2.2 0.00 46 2.2 0.00 66 2.2 0.00
7 2.2 0.00 27 2.2 0.00 47 2.2 0.00 67 2.2 0.00
8 22 0.00 28 2.2 0.00 48 2.2 0.00 Testigo 2.2 0.00
9 22 0.00 29 2.2 0.00 49 2.2 0.00

10 2.2 0.00 30 2.2 0.00 50 2.2 0.00 Media 2.2 0.00
11 2.2 0.00 31 2.2 0.00 51 2.2 0.00 Promedio 2.08 5.43
12 1.3 40.91 32 22 0.00 52 2.2 0.00 Minimo 1.10 0.00
13 2.2 0.00 33 1.3 40.91 53 2.2 0.00 Maximo 2.2 50
14 1.3 40.91 34 22 0.00 54 22 0.00

15 2.2 0.00 35 2.2 0.00 55 1.4 36.36

16 1.4 36.36 36 2.2 0.00 56 2.2 0.00

17 2.2 0.00 37 2.2 0.00 57 1.5 31.82

42



18 2.2 0.00 38 2.2 0.00 58 2.2 0.00
19 2.2 0.00 39 22 0.00 59 2.2 0.00
20 2.2 0.00 40 2.2 0.00 60 2.2 0.00

Los resultados obtenidos para Fusarium spp. no se observaron diferencias en los grupos,
los valores de promedio (como ya se mencioné anteriormente), los minimos, los maximos

e incluso el rango de variacion fueron similares (Cuadro 16).

Cuadro 16. Crecimiento radial y porcentaje de inhibicion de morfotipos del grupo M2B
con Fusarium spp. de trigo a los 3 dias después de la inoculacion.

o 22 B8 FPNECES 2-3¢ g~ 3%
S 58¢: £88¢: £ 8fgr £ 88 g%
S EZ g9 © EZ g9 o EZ ¥ kS EZ £2°2
E 58 g8 E 58 §.© E 58 g2 = 5.8 g2
S 28 g2 S 28 g2 3 2§gE S g8 g%

O= @< O= @< O=g = O= g=
1 22 000 21 22 000 41 22 0.0 61 22 0.0
2 22 000 22 22 000 42 22 0.00 62 22 0.0
3 11 500 23 22 000 43 2.2 0.00 63 22 0.0
4 22 000 24 22 000 44 22 0.00 64 22 0.0
5 22 000 25 22 000 45 1 545 65 22 0.0
6 22 000 26 22 000 46 2.2 0.00 66 22 0.0
7 22 000 27 15 3182 47 2.2 0.0 67 15 31.82
8 22 000 28 22 000 48 22 0.0 68 22 0.0
9 22 000 29 22 000 49 2.2 0.0 69 22 0.0
10 22 000 30 22 000 50 22 0.00 70 15 3182
11 22 000 31 22 000 51 22 0.00 71 22 0.0
12 22 000 32 22 000 52 22 0.00 72 22 0.00
13 22 000 33 22 000 53 22 0.00 73 13 40091
14 22 000 34 22 000 54 22 0.00 74 09 59.09
15 1.1 500 35 22 000 55 22 0.00 75 22 0.0
16 22 000 36 22 000 56 2.2 0.0 76 22 0.00
17 22 000 37 22 000 57 22 0.00 77 22 0.00
18 22 000 38 22 000 58 22 000 Testigo 22
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19 22 0.00 39 22 0.00 59 2.2 0.00

20 22 0.00 40 2.2 0.00 60 2.2 0.00 Media 2.2 0

Promedi 15 455

Minimo  0.90 0.00
Maximo 2.2 59.09

Cabe destacar que los resultados fueron muy contundentes, ya que los morfotipos
seleccionados fueron los Unicos que presentaron un porcentaje de inhibiciéon positivo,
desde un 31.82 % hasta el 50 % en el primer grupo; en el segundo, los porcentajes
positivos oscilaron entre 31.82 % y 59.09 %, los resultados de inhibicién también se

observan a simple vista (Figura 29).

Figura 29. Colonia de Fusarium spp. A) Testigo de Fusarium spp. B) Efecto de inhibicién
en el crecimiento colonia. C) Ligero efecto de inhibicion. D) Cambio de coloracion en la
colonia al entrar en contacto con los compuestos producidos por la actinobacteria.

A lo largo del primer ensayo de Fusarium spp., se observo que la velocidad de
crecimiento micelial fue mas acelerado en comparacion con los primeros dos hongos,
por lo que se realizé una modificacion en la metodologia para realizar el segundo ensayo;

consistio en inocular las actinobacterias con dos dias de anticipacion.
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A continuacioén, se resume los morfotipos seleccionados del primer bioensayo preliminar
(Cuadro 17).

Cuadro 17. Actinobacterias seleccionadas en el ensayo de Fusarium spp.

Morfotipo de actinobacterias

M1B M2B
M1 M33 M3 M70
M4 M41 M15 M73
M12 M55 M27 M74
M14 M57 M45
M16 M60

b) Segundo bioensayo preliminar: De igual forma, se observo variacion en los
resultados en relacion al primer ensayo, sin embargo, algunos morfotipos mantuvieron
su efecto de inhibicion. A pesar de tener altos porcentajes de inhibicion, se registraron
tres casos en los que el efecto fue inverso, es decir, el hongo en presencia de
actinobacterias, crecio mas que el testigo de Fusarium spp. (Cuadro 18).

El rango del porcentaje de inhibicion fue de -15.78 a 63.15 % en el primer grupo y en el
segundo, -5.26 a 68.42 %.

Cuadro 18. Crecimiento micelial y PICM de los diferentes morfotipos de acuerdo a su
grupo de evaluacion.

M1B M2B

Morfotipo Cr;%?gr('gm)o PICM (%) Morfotipo Cr;fjfgln('gm)o PICM (%)
M1 1 47.36 M3 2 -5.26
M4 0.7 63.15 M15 1.8 5.26
M12 0.9 52.63 M27 2 -5.26
M14 1.2 36.84 M45 1.2 36.84
M16 1 47.36 M60 0.9 52.63
M33 0.8 57.89 M70 15 21.05
M41 0.8 57.89 M73 15 21.05
M55 15 21.05 M74 0.6 68.42
M57 2.2 -15.78 Testigo 1.9

Con las altas probabilidades de detener el crecimiento de las colonias de Fusarium spp.,
se procedi6 a la confrontacion dual de los morfotipos M1, M4, M16, M33, M41, M60 y
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M74 del primer grupo (M1B), del segundo (M2B) se opt6 por los morfotipos M60 y M74
(Figura 30).

Figura 30. Colonia de Fusarium spp.

5.2.2 Selecci6n de actinobacterias: Confrontacién dual

Como se menciondé en materiales y métodos, la confrontacion dual se realizé
considerando tres cepas de Fusarium spp., por lo que a continuacién se presenta la

informacioén por cada cepa con su respectiva variable.

5.2.2.1 Fusarium spp. clave 31b

Tasa de crecimiento micelial

La tasa de crecimiento de Fusarium spp. indica que el segundo y tercer dia fueron de
mayor crecimiento del hongo, seguido por un declive, que en algunos casos es muy
marcado, como es el caso del crecimiento que tuvo el hongo en interaccion con el
morfotipo 4, M33, M41y M2B M60, en los que se reduce su crecimiento a partir del cuarto
dia (Cuadro 19).

Cuadro 19. Tasa de crecimiento micelial de Fusarium spp. Clave 31 b.

Tasa de crecimiento (cm-dia™)
Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8 Dia9
M1B M1 046 048 051 050 038 032 027 0.27 0.20
M1B M4 047 046 050 041 015 0.07 0.03 0.07 0.00

Morfotipo
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M1B M16 049 049 052 051 036 034 022 020 0.13
M1B M33 050 052 039 027 008 005 0.09 0.06 0.04
M1B M41 051 053 046 037 018 014 0.13 010 011
M2B M60 049 048 044 041 025 020 012 0.14 0.4

M2B M74 052 051 043 040 031 027 025 022 021
Testigo 051 052 053 044 039 033 028 029 0.28

En las gréficas de las tasas, se observaron una tendencia ligeramente creciente desde
el primer dia, no obstante, el declive del crecimiento se acentla a partir del dia cuatro,
en los morfotipos M1B M4, M1B M33, M1B M41 y M2B M60.
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Area bajo la curva

El area bajo la curva mostro el efecto en el crecimiento micelial del hongo con

independencia de la velocidad de crecimiento (tasa de crecimiento), por lo que se

detectaron los morfotipos que no tuvieron efecto inhibidor del crecimiento, descalificando

a M1B M1, M1B M 16 y M2B M 74 considerando que el area fue similar al del testigo

(Cuadro 20).

Cuadro 20. Area bajo la curva del crecimiento micelial de Fusarium spp. clave 31 b.
Area bajo la curva (cm?)

Morfotipo Dlla D2|a D3I)a D;a D5|a Déa D7|a Dia 8 D9|a Total
M1B M1 0.23 0.70 119 169 213 247 2.77 3.03 3.27 15.29
M1B M4 0.23 0.70 1.18 163 191 2.02 207 212 2.15 10.46
MiB M16 0.24 0.71 1.19 1.70 2.16 252 282 3.03 3.20 15.10
M1IBM33 0.25 0.76 1.22 155 1.72 1.79 185 193 197 9.98
M1B M41 0.26 0.78 1.27 169 196 2.12 225 236 246 1211
M2BM60 0.25 0.73 1.20 162 195 218 233 246 2.60 12.64
M2B M74 0.26 0.77 1.24 165 2.00 229 255 278 299 1445
Testigo 0.26 0.77 129 177 218 254 284 3.13 3.41 16.23

Por otro lado, el morfotipo que registré el menor crecimiento fue el M1B M33 con 9.98

cm?, mientras que el testigo presentd un crecimiento de 16.23 cm?.

Porcentaje de inhibicion

El porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial, corrobora los resultados observados

en la tasa de crecimiento, el area bajo la curva, es decir, los morfotipos M1B M4 y M1B

M33, son los tratamientos con mayor porcentaje de inhibicién y estadisticamente fueron

los mejores tratamientos, identificados como el grupo “a”, sin embargo, en el caso de

M1B M4 comparte la clasificacion con el grupo “b”, siendo el unico del mismo grupo

(Cuadro 21).
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Cuadro 21. Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial de Fusarium spp.

: F.31b

Grupo Morfotipo PICM (%)

M1 6.17 e

M4 42.5 ab
M1B M16 11.44 d

M33 47.15 a

M41 31.27 c

M60 29.1 c
M2B M74 16.31 d

Se puede observar el crecimiento colonial de testigo y de las colonias del hongo que
estuvieron en interaccion con alguno de los morfotipos previamente seleccionados
(Figura 31).

Figura 31. Colonia de Fusarium spp. clave 31b. A) Distribucion de los discos de indculo.
B) Crecimiento de la colonia testigo de Fusarium spp. clave 31b. C) Fusarium spp. clave
31b y morfotipo M1B M1. D) Fusarium spp. clave 31b y morfotipo M1B M4. E) Fusarium
spp. clave 31b y morfotipo M1B M33. F) Fusarium spp. clave 31b y morfotipo M1B M41.
G) Fusarium spp. clave 31b y morfotipo M2B M60. H) Fusarium spp. clave 31b y
morfotipo M2B M74. 1). Crecimiento colonial de testigo Fusarium spp. clave 31b.
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5.2.2.2 Fusarium spp. clave 62 b

Tasa de crecimiento

La tasa de crecimiento demuestra que tuvo su mayor crecimiento los dias tres y cuatro,
a excepcion de los morfotipos M1B M1y M1B M16 cuyo crecimiento lo tuvo el dia 5. Sin
embargo, el patrén de crecimiento es el mismo que de la cepa anterior, después de los
dias de mayor crecimiento, se presentd un declive hasta llegar a su crecimiento minimo

o casi nulo en el séptimo dia (Cuadro 22).

Cuadro 22. Tasa de crecimiento de la cepa de Fusarium spp. clave 62 b.

Tasa de crecimiento (cm-dia™®)

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7
M1B M1 0.3 031 070 085 100 0.47 0.07

M1B M 4 0.3 031 057 043 037 020 0.03
MI1IBM16 0.3 039 059 084 09 028 0.01
M1IBM33 0.3 0.38 058 052 043 0.08 0.02
M1IBM41 0.3 035 046 066 055 021 0.01
M2BM60 0.3 032 035 038 032 014 0.02
M2BM 74 0.3 033 087 089 062 0.26 0.09

Testigo 0.3 030 095 095 074 039 037

Morfotipo

Las tasas de crecimiento presentaron una tendencia Gaussinana teniendo punto de

crecimiento maximo en el dia 3, 4 y 5 de acuerdo con cada morfotipo.
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Tasa de crecimiento
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Area bajo la curva

Los morfotipos que registraron el menor crecimiento fueron M1B M4 y M1B M33, con
7.31y 7.82 cm?, lo que representd una diferencia considerable al area del testigo con
12.90 cm? (Cuadro 23).

Cuadro 23. Area bajo la curva del crecimiento micelial de Fusarium spp. 62 b.

Area bajo la curva (cm?)

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Total
M1B M1 0.15 045 09 173 265 339 3.66 11.97
M1B M 4 0.15 045 089 139 1.79 2.07 2.16 7.31

M1B M 16 0.15 045 092 164 253 320 3.38 10.95

M1B M 33 0.15 049 097 152 200 225 230 7.82

M1B M 41 0.15 048 088 144 204 242 252 8.48

M2B M 60 0.15 046 079 116 150 173 1.81 6.35

M2B M 74 0.15 047 107 194 270 314 331 10.94
Testigo 0.15 045 108 203 287 344 3.82 12.90

Morfotipo

Los morfotipos que tuvieron un crecimiento similar al testigo, corresponden a los
morfotipos M1B M1, M1B M16 y M2B M74, gquedando descartados como agentes
antagonicos para Fusarium spp.

Porcentaje de inhibicion

El porcentaje de inhibicién indica la eficiencia de la actinobacteria para inhibir el
crecimiento de Fusarium spp. 62 b. Estadisticamente se destac6 al morfotipo M2B M60
como el mejor tratamiento para inhibir en un 59.75 % el crecimiento micelial del hongo
en cuestion, seguido de M1B M33 con 48.75 % etiquetado con la categoria b, al igual
gue el morfotipo M1B M4 con 43.75 % (Cuadro 24).
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Cuadro 24. Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de siete morfotipos.

Morfotipo

Porcentaje de inhibicion (%)

M1B M1

M1B M4

M1B M16
M1B M33
M1B M41
M2B M60
M2B M74

8 e
4375 bc
17.16 d
48.75 ab
38.33 ¢
59.75 a
18.75 d

Los morfotipos que no tuvieron efecto en el crecimiento colonial de hongo, en el que el
disco de inoculo de la actinobacteria fue invadido por completo con el micelio del hongo
evaluado. No obstante, se muestran aquellos morfotipos que presentaron un efecto de

nhibicion alto, logrando detener el crecimiento colonial del hongo sin alcanzar el disco de

la actinobacteria (Figura 32).

Figura 32. Colonia de Fusarium spp. clave 62b. A) Distribucion de los discos de inoculo.
B) Crecimiento de la colonia testigo de Fusarium spp. clave 62b. C) Fusarium spp. clave
62b y morfotipo M1BML1. D) Fusarium spp. clave 62b y morfotipo M1B4. E) Fusarium spp.
clave 62b y morfotipo M1B33. F) Fusarium spp. clave 62b y morfotipo M1B41. G)
Fusarium spp. clave 62b y morfotipo M2B60. H) Fusarium spp. clave 62b y morfotipo

M2B74. 1). Crecimiento colonial de tesgigo Fusarium spp. clave 62b.
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5.2.2.3 Fusarium proliferatum

Tasa de crecimiento

La tasa de crecimiento de la especie F. proliferatum en interaccion con los diferentes
morfotipos, mostro una tendencia en la disminucién de crecimiento a partir del quinto dia
después de la inoculacién. Sin embargo, se puede destacar que el morfotipo M2B M60
promueve la disminucién del crecimiento a partir del cuarto dia, no obstante, después del

séptimo dia el morfotipo M1B M4 produjo un efecto de inhibicion disminuyendo el

crecimiento micelial de F. proliferatum (Cuadro 25).

Cuadro 25. Tasa de crecimiento del hongo F. proliferatum con siete actinobaterias.

Morfotipo

Tasa de crecimiento (cm-dia™?)

Dia 1

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia5 Dia6 Dia7

Dia 8

Dia 9

M1B M1
M1B M4
M1B M16
M1B M33
M1B M41
M2B M60
M2B M74
Testigo

0.297
0.327
0.382
0.345
0.322
0.382
0.337
0.36

0.355
0.33

0.432
0.41
0.46
0.38
0.44
0.38

0.682
0.392
0.632
0.68
0.612
0.572
0.675
0.66

0.705
0.212
0.612
0.275
0.342
0.075

0.555
0.097
0.465
0.172
0.307
0.067

0.345
0.075
0.337
0.092
0.162
0.042

0.445
0.7

0.272
0.487

0.265
0.512

0.312
0.032

0.252
0.025

0.16
0.017

0.312
0.097
0.067
0.05
0.295
0.462

0.315
0.057
0.037
0.05
0.232
0.162

0.05
0.032
0.045
0.295
0.105
0.115

En general, la tasa de crecimiento indica que los tratamientos con menor crecimiento en

relacion al tiempo, fue el morfotipo M1B M4 y M2B M60.
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Area debajo de la curva

El area bajo la curva de la tasa de crecimiento de F. proliferatum, muestra que los
morfotipos M1B M1, M1B M16 y M2B M74 no tuvieron efecto de inhibicién en el
crecimiento micelial ya que los valores son cercanos al crecimiento del testigo (Cuadro
26).

Cuadro 26. Area bajo de la curva de la tasa de crecimiento de F. proliferatum.

Area bajo la curva (cm?)

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8 Dia9 Total
M1B M1 0.15 048 099 169 232 277 310 3.38 3.59 15.85
M1B M4 016 049 08 116 131 140 145 148 150 7.35
Mi1BM16 0.19 047 097 165 232 280 3.19 352 3.76 16.46
M1BM33 0.17 055 110 157 180 193 202 210 215 10.03
M1B M41 0.16 055 109 157 189 213 224 229 234 10.72
M2BM60 0.19 057 105 137 144 150 155 160 1.77 9.19
M2B M74  0.17 056 1.12 168 203 230 258 285 3.02 13.62
Testigo 0.18 055 107 175 234 284 333 364 3.78 16.80

Morfotipo

Por otro lado, los morfotipos M1B M4 y M2B M60, presentaron los valores mas bajos

del crecimiento, por lo que se observa el efecto de inhibicion en el resultado.

Porcentaje de inhibicion

En el caso de F. poliferatum se detectaron dos morfotipos considerados como los
mejores tratamientos para tener un efecto de inhibicién, M1B M4 y M2B M60, ya que
estadisticamente fueron etiquetados en el grupo a con el mayor PICM, con valores de
66.87 % y 59.75 %, respectivamente (Cuadro 27).
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Cuadro 27. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de morfotipos seleccionados
en los bioensayos.

Morfotipo PICM (%)

M1B M1 8.75 d
M1B M4 66.87 a
M1B M16 4.88 e
M1B M33 47.87 b
M1B M41 43.35 b
M2B M60 59.75 a
M2B M74 22.98 c

Por otro lado, el morfotipo M1B M16 presentd el menor PICM con 4.88 %, descartandolo

como agente antagonista de F. proliferatum, los efecto fueron visibles (Figura 33).

Figura 33. Colonia de F. proliferatum. A) Distribucion de los discos de inéculo. B)
Crecimiento de la colonia testigo de F. proliferatum. C) F. proliferatum y morfotipo
M1BM1. D) F. proliferatum y morfotipo M1B4. E) F. proliferatum y morfotipo M1B33. F)
F. proliferatum y morfotipo M1B41. G) F. proliferatum y morfotipo M2B60. H) F.

proliferatum y morfotipo M2B74. 1). Crecimiento colonial de testigo F. proliferatum.
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5.2.3 Calidad de semilla: fitosanidad

El éxito de un sistema de produccion inicia desde la seleccidon de semillas, tanto de la
variedad como de la calidad de la misma, por lo que se realizaron ensayos en
condiciones in vitro en semilla.

Al inicio de las pruebas se detectdé un problema de hongos en semillas de las seis
variedades de trigo (Altiplano, Borlaug, Temporalera, Texcoco, Urbina y Valles), aun
después de ser sometidas a un proceso de desinfestacion con hipoclorito de sodio al 5
%. El problema de hongos se vio reflejado en un rango del 60 al 100 % de las semillas
sembradas en medio de cultivo agar-agua. El principal hongo encontrado fue Alternaria

spp., seguido de casos aislados de Fusarium spp (Figura 34).

Figura 34. Semillas contaminadas. A) Siembra de semillas en medio de cultuvo Agar-
agua. B) Semilla germinada sana. C) Semilla sin germinar contaminada de Alternaria
spp. D) Semilla sin germinar contaminada de Fusarium spp.

Por lo anterior se propuso modificaciones a la desinfestacion de semillas (Variedad
Altiplano) mediante el incremento en la concentracion de hipoclorito de sodio, el tiempo
de inmersion, el uso con agua tibia (50 °C) para un lavado vy, finalmente, la exposicion
de una de las actinobacterias seleccionadas anteriormente (M1B M4), lo anterior para
disminuir el desarrollo de hongos sapréfitos y fitopatégenos, los cuales tuvieron los
siguientes resultados (Cuadro 28).
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Cuadro 28. Porcentaje de contaminacién y el efecto en el porcentaje de germinacion.

Tratamiento Porcentaje de Porcentaje de
Germinacion (%) Contaminacion (%)
Hipoclorito 2% 1 min 825 ab 95 a
Hipoclorito 2% 5 min 70 bc 95 a
Hipoclorito 5% 1 min 80 ab 925 a
Hipoclorito 5% 5 min 825 ab 90 a
Térmico agua 50° C 1 min 825 ab 90 a
Térmico agua 50° C 2 min 625 c d 90 a
Térmico agua 50° C 3 min 525 d 90 a
Térmico agua S?nir? 1min + cloro 1 725 b ¢ 925 a
Térmico agua 5?ninc 2min + cloro 1 825 a b 875 a
Térmico agua 52“”(: 3min + cloro 1 505 95 a
Térmico agua 50 C 1min + cloro 795 b ¢ 920 a
2% 1 min
Térmico agua 50 C 2min + cloro 30 a b 920 a
2% 1 min
Térmico agua 50 C 3min + cloro 2 75 a b c 875 a
%1 min
M1B M4 inmersion 1 min 60 c d 375 b
M1B M4 inmersion 12 horas 90 a 5¢c
Testigo 75abc 100 a

El mejor tratamiento para lograr el menor porcentaje de contaminaciéon (PC) por
Alternaria spp. y Fusarium spp. fue la inmersion de semillas en caldo nutritivo del
morfotipo M1B M4 durante 12 horas, con un PC del 5 %, el segundo morfotipo con menor
PC fue el de inmersion de las semillas en el caldo nutritivo del morfotipo M1B M4 durante

un minuto con 37. 5 %.

Por otro lado, el mejor tratamiento tuvo una diferencia significativa con relacion a los
tratamientos de desinfestacién con hipoclorito o con agua a 50 °C, ya que el rango de
PC en esos tratamientos fue de 87.5 — 100 % (Figura 35).
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Figura 35. Efectividad de técnicas de desinfestacién de semillas de trigo. A) Tratamiento
de hipoclorito de sodio al 2 % durante un minuto. B) Tratamiento de hipoclorito de sodio
al 2 % durante cinco minutos. C) Tratamiento de hipoclorito de sodio al 5 % durante un
minuto. D) Tratamiento de hipoclorito de sodio al 5 % durante cinco minutos. E)
Tratamiento térmico, agua a 50 ° C durante un minuto. F) Tratamiento térmico, agua a
50 ° C durante dos minutos. G) Tratamiento térmico, agua a 50 ° C durante tres minutos.
H) Tratamiento térmico, agua a 50 °C durante un minuto y un lavado durante un minuto
con cloro sin diluir. I) Tratamiento térmico, agua a 50 °C durante dos minutos y un lavado
durante un minuto con cloro sin diluir. J) Tratamiento térmico, agua a 50 °C durante tres
minutos y un lavado durante un minuto con cloro sin diluir. K) Tratamiento térmico, agua
a 50 °C durante un minuto y un lavado durante un minuto con cloro al 2 %. L) Tratamiento
térmico, agua a 50 °C durante dos minutos y un lavado durante un minuto con cloro al 2
%. M) Tratamiento térmico, agua a 50 °C durante tres minutos y un lavado durante un
minuto con cloro al 2 %. N) Tratamiento con actinobacteria morfotipo M1BM4 durante un
minuto. O) Tratamiento con actinobacteria morfotipo M1BM4 durante 12 h. P) Testigo.

Se logra observar a simple vista las diferencias entre el mejor tratamiento (semillas

inmersas en M1B M4, es decir, tratamiento 16) y el testigo, ya que en este ultimo hay
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desarrollo de micelio en todas las semillas, mientras que en el tratamiento 16 sélo se ve

el desarrollo de la actinobacteria (Figura 36).

Figura 36. Comparacion del tratamiento mas efectivo y el testigo. A) Tratamiento de
actinobacteria morfotipo M1B M4, crecimiento de la colonia bacterial. B) Testigo con
crecimiento colonia de hongos.

5.2.4 Calidad de semilla; Germinacién

Se observd que el tiempo es un factor importante que determina el efecto sobre las

semillas. A continuacion se presentan los resultados (Cuadro 29).
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Cuadro 29. Efecto en la germinacion de semillas de trigo de acuerdo al tiempo de
exposicion.

Tratamiento % Germinacion

1 Var. Urbina + 12 horas de inmersion 95 a b
2 Var. Urbina + 2 dias de inmersién 0e
3 Var. Urbina + 5 dias de inmersién 0e
4 Var. Urbina + 7 dias de inmersién 0e
5 Var. Urbina 95 a b
6 Var. Borlaug + 12 horas de inmersién 925 a b
7 Var. Borlaug + 2 dias de inmersion 0e
8 Var. Borlaug + 5 dias de inmersién 0e
9 Var. Borlaug + 7 dias de inmersion 275 d
10 Var. Borlaug 275 d
11 Var. Texcoco + 12 horas de inmersién 40 c
12 Var. Texcoco + 2 dias de inmersion 40 c
13 Var. Texcoco + 5 dias de inmersién 0e
14 Var. Texcoco + 7 dias de inmersién 0e
15 Var. Texcoco 100 a
16 Var. Valles + 12 horas de inmersion 875 b
17 Var. Valles + 2 dias de inmersion 0e
18 Var. Valles + 5 dias de inmersion 10 e
19 Var. Valles + 7 dias de inmersion 10 e
20 Var. Valles 90 a b

La germinacion se vio drasticamente afectada con la exposicion prolongada del caldo
nutritivio de la actinobacteria. Estadisticamente el mejor tratamiento corresponde al
testigo de la variedad Texcoco, sin embargo, su categoria es acompafiado por los
tratamientos testigo de Urbina y Valles, asi como las semillas de Urbina, Borlaug y Valles
expuestas al morfotipo M1B M4 durante 12 h.

En su mayoria, las semillas expuestas durante 12 h al morfotipo M1B M4, permitieron
una germinacién normal o igual a los testigos de las respectivas semillas con un rango
de PG del 87.5 -100. Mientras que las semillas expuestas por mayor tiempo,
disminuyeron considerablemente su PG, ya que el rango de esta variable fue de 0 -40 %
(Figura 37).
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Figura 37. Efecto en semilla de trigo al estar expuestos a M1B M4 en diferentes periodos.
A) Semillas germinadas de la variedad Urbina, expuestas durante 12 h. B) Semillas no
germinadas de la variedad Urbina, expuestas durante dos dias. C) Semillas no
germinadas variedad Urbina, expuestas durante cinco dias. D) Semillas no germinadas
variedad Urbina, expuestas durante siete dias. E) Semillas germinadas variedad Urbina,
sin exposicion al morfotipo M1B M4. F) Semillas germinadas de la variedad Borlaug,
expuestas durante 12 h. G) Semillas no germinadas de la variedad Borlaug, expuestas
durante dos dias. H) Semillas no germinadas variedad Borlaug, expuestas durante cinco
dias. 1) Semillas no germinadas variedad Borlaug, expuestas durante siete dias. J)
Semillas germinadas variedad Borlaug, sin exposicion al morfotipo M1B M4. K) Semillas
germinadas de la variedad Texcoco, expuestas durante 12 h. L) Semillas no germinadas
de la variedad Texcoco, expuestas durante dos dias. M) Semillas no germinadas
variedad Texcoco, expuestas durante cinco dias. N) Semillas no germinadas variedad
Texcoco, expuestas durante siete dias. O) Semillas germinadas variedad Texcoco, sin
exposicion al morfo tipo M1B M4. P) Semillas germinadas de la variedad Valles,
expuestas durante 12 h. Q) Semillas no germinadas de la variedad Valles, expuestas
durante dos dias. R) Semillas no germinadas variedad Borlaug Valles, expuestas durante
cinco dias. S) Semillas no germinadas variedad Valles, expuestas durante siete dias. T)
Semillas germinadas variedad Valles, sin exposicion al morfotipo M1B M4.
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5.2.5 Efecto en el crecimiento de plantas

Los resultados mostraron que existe una interaccion entre los organismos presentes
considerando cada tratamiento y variedad, se observa que la variedad Texcoco en
interaccion con el morfotipo M33, tuvo el mayor peso seco de la planta y raiz, sin
embargo, en el peso seco de la raiz, no hubo diferencia entre Var. Texcoco con M3y
Var. Borlaug con M33 (Cuadro 30).

Cuadro 30. Peso seco de la planta, raiz y foliar de acuerdo a la variedad y al organismo
inoculado.

Peso seco (g)

Var. Tratamiento

Planta Raiz Foliar

Borlaug Testigo 0.25 0.13 0.13
M1B M4 0.25 0.11 0.14

M1B M33 0.31 0.14 0.16

M2B M60 0.25 0.08 0.17
Fusarium spp. 0.20 0.08 0.13

M1B M4- Fusarium spp. 0.32 0.13 0.15

M1B M33- Fusarium spp. 0.29 0.11 0.18

M2B M60- Fusarium spp. 0.26 0.10 0.17
Texcoco Testigo 0.23 0.11 0.11
M1B M4 0.23 0.08 0.14

M1B M33 0.34 0.14 0.16

M2B M60 0.26 0.07 0.17
Fusarium spp. 0.19 0.08 0.12

M1B M4- Fusarium spp. 0.23 0.06 0.13

M1B M33- Fusarium spp. 0.27 0.08 0.16

M2B M60- Fusarium spp. 0.25 0.08 0.15

Urbina Testigo 0.21 0.08 0.11
M1B M4 0.23 0.09 0.11

M1B M33 0.26 0.09 0.13

M2B M60 0.25 0.06 0.14
Fusarium spp. 0.23 0.08 0.12

M1B M4- Fusarium spp. 0.26 0.08 0.14

M1B M33- Fusarium spp. 0.27 0.10 0.12

M2B M60- Fusarium spp. 0.29 0.07 0.15

Valles Testigo 0.21 0.07 0.11
M1B M4 0.24 0.08 0.11

M1B M33 0.31 0.09 0.15

M2B M60 0.33 0.08 0.19
Fusarium spp. 0.22 0.09 0.12

M1B M4- Fusarium spp. 0.19 0.06 0.12

M1B M33- Fusarium spp. 0.32 0.08 0.18

M2B M60- Fusarium spp. 0.27 0.07 0.15
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Al analizar los pesos secos por variedad, se mostrd estadisticamente que Borlaug
presentd el mayor peso seco de raiz (0.11 g), hoja (0.15 g) y de toda la planta (0.26 g),
siendo el unico integrante del grupo a, de acuerdo con la prueba de Tuckey. En el caso
del peso seco por planta, por otro lado, entre las variedades Texcoco, Urbina y Valles no
se detect6 una diferencia significativa. No obstante, el peso seco de raiz se agrup6 en
tres, posicionando a la variedad Texcoco el segundo grupo (0.09 g), siendo diferente
significativamente de las otras variedades. No asi, para el peso seco foliar (0.14 g), en
el gue se encuentran en el segundo grupo pero acompafnado por la variedad Valles (0.14
g) (Cuadro 31).

Cuadro 31. Peso seco de la planta, raiz y hojas por variedad.

Peso seco (g)

Variedad . :
Planta Raiz Foliar
Borlaug 0.26 a 0.11 a 0.15 a
Texcoco 0.25 b 0.09 b 0.14 b
Urbina 0.25 b 0.08 c 0.13 ¢
Valles 0.26 a b 0.08 c 0.14 b

La variedad Borlaug presenta mayor consistencia por registrar el valor mas alto de los
tres pesos secos. En el caso de Texcoco, Urbina y Valles, se puede observar que no
tienen el mismo comportamiento, que puede deberse a que alguna de las interacciones

tuvo mayor efecto en una estructura de las dos estructuras de la planta (Figura 38).

Peso seco
0.30 -
% g:zz ? # Borlaug
8 0.15 / = Texcoco
§ 0.10 % * Urbina
C“LJ 0.05 % 7 = Valles
0.00

Planta Raiz Foliar

Figura 38. Peso seco de la planta, raiz y hojas.
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En cuanto a los tratamientos, en el peso seco por planta se observé que la interaccion
entre el morfotipo M1B M33 y Fusarium spp. tuvieron el mejor resultado (0.29 g), pero

en el peso seco de raiz, el mejor tratamiento fue el morfotipo M1B M33 (0.12 g).

Por otro lado, el tratamiento del morfotipo M2B M60 fue el més alto en el peso seco foliar
(0.17 g) pero no fue significativamente diferente a los tratamientos de la interaccion de
M1B M33-Fusarium spp. (0.16 g) y la interaccion del morfotipo M2B M60-Fusarium spp
(0.15 g) (Cuadro 32).

A pesar de no expresar sintomas Fusarium spp, como la pudricion de tallos, si afecto el
crecimiento de las plantas ya que presentdé menor peso seco que los testigos, aunque

solo significativamente en el peso de raiz.

Ademas de Fusarium spp., la interaccion que tuvieron un resultado menor de peso seco
de la planta y hojas, fueron los testigos y el morfotipo M1B M4. En raiz, la mayoria de

los tratamientos que involucraron la inoculacidon con Fusarium spp.

Cuadro 32. Pesos secos de planta, raiz y hojas de trigo por morfotipo inoculado.

Tratamiento Peso seco (g)
Planta Raiz Foliar
Testigo 0.23 d e 0.10 b 012 e
M1B M4 0.24 d e 009 bcd 0.12 d e
M1B M33 031 a 0.12 a 015 b c
M2B M60 027 b 0.07 e 0.17 a
Fusarium spp. 021 e 008 cd e 0.12 d e
M1B M4- Fusarium spp. 025 b 008 cd e 014 c d
M1B M33- Fusarium spp. 0.29 a b 009 bec 0.16 a b
M2B M60- Fusarium spp. 0.27 b c 008 de 015ab

El peso seco de la planta, raiz y hoja, tienen la misma tendencia para los tratamientos
que involucran la inoculacién de Fusarium spp. Sin embargo, se observa que el morfotipo
M2B M60 afecta negativamente el crecimiento de la raiz, aunque promovioé el crecimiento

foliar (Figura 39).
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Figura 39. Pesos secos de planta, raiz y hojas por tratamientos.

Los efectos de la interaccidn de los diferentes organismos también se observaron en las
variables de altura, clorofila, area foliar e indice de area foliar. Las plantas mas altas
fueron de la variedad Valles en interaccién con el morfotipo M1B M33 con Fusarium spp.
(45.13 cm) (Cuadro 33).

Respecto a la clorofila, el valor maximo lo obtuvieron las plantas de la variedad Borlaug
en interaccion con el morfotipo M1B M4, con 32 unidades SPAD.
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Cuadro 33. Altura, medicion de clorofila y area foliar de acuerdo con la variedad vy el
organismo con el que fue inoculado.

Clorofila ¢ ,
Variedad Tratamiento A(‘E:Jnr? (unidad Ar??r:]cz))llar
SPAD)
Borlaug Testigo 32.75 24.83 29.73
M1B M4 29.73 32.00 32.60
M1B M33 31.30 14.18 43.72
M2B M60 29.98 25.88 47.86
Fusarium spp. 28.13 25.78 22.48
M1B M4- Fusarium spp.  34.30 22.43 35.82
M1B M33- Fusarium spp. 31.40 34.70 36.05
M2B M60- Fusarium spp. 32.33 26.20 51.63
Texcoco Testigo 34.75 28.70 21.29
M1B M4 37.08 28.30 28.12
M1B M33 40.40 25.47 34.53
M2B M60 41.53 26.50 48.37
Fusarium spp. 34.63 27.33 15.53
M1B M4- Fusarium spp.  40.03 28.83 30.05
S'\Sé_B M33-Fusarium 4370 2513 45.38
M2B M60- Fusarium spp. 42.08 31.90 36.00
Urbina Testigo 37.30 19.09 18.86
M1B M4 35.60 27.60 22.25
M1B M33 36.03 24.65 21.08
M2B M60 41.18 28.75 38.68
Fusarium spp. 35.80 19.08 11.21
M1B M4- Fusarium spp.  36.08 23.83 15.78
M1B M33- Fusarium spp. 39.40 23.73 18.21
M2B M60- Fusarium spp. 41.75 27.88 32.14
Valles Testigo 34.75 23.23 20.88
M1B M4 37.65 25.28 33.69
M1B M33 42.98 21.10 36.57
M2B M60 40.40 27.50 46.58
Fusarium spp. 33.93 20.98 14.03
M1B M4- Fusarium spp. 37.88 24.29 30.36
M1B M33- Fusarium spp. 45.13 24.10 36.68
M2B M60- Fusarium spp. 42.13 25.28 36.50
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La altura de las plantas en relacion a la variedad fue diferente significativamente entre
Borlaug (31.24 cm) y las variedades de Texcoco, Urbina y Valles (39.27, 37.89 y 39.35

cm, respectivamente).

El area foliar fue mayor en la variedad Borlaug (37.49 cm?), lo que podria corresponder
a hojas mas anchas, mientras que Urbina fue la variedad que tuvo el valor mas bajo de

area foliar (31.91 cm?).

La variedad Borlaug tuvo un menor crecimiento pero la eficiencia de las hojas fue de los
mejores, considerando tener el maximo valor en area foliar y el segundo lugar en el

contenido de clorofila (Cuadro 34).

Cuadro 34. Altura, medicion de clorofila y area foliar de acuerdo con la variedad.

Clorofila (unidad

Variedad Altura (cm) SPAD) Area foliar (cm?)
Borlaug 31.24 b 25.75 b 37.49 a
Texcoco 39.27 a 27.77 a 3241 b
Urbina 37.89 a 24.32 ¢ 22.28 ¢
Valles 39.35 a 23.97 ¢ 3191 b

No se observan tendencias en las variables de altura, clorofila y area foliar (Figura 40).

Variables Foliares

45.00 A
40.00
35.00 -
30.00 -
Borlaug

25.00 -

B Texcoco
20.00 - .

® Urbina
15.00 - Valles
10.00 -
5.00 -
0.00 -

Altura Clorofila Area foliar

Figura 40. Variables foliares de altura, clorofila y area foliar de acuerdo a la variedad.
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La interaccion de los diferentes organismos alterd significativamente el crecimiento y
desarrollo de la planta, por lo que no se logré observar una relacion entre las variedades

y las variables antes mencionadas.

Se detecté que los morfotipos promovieron el crecimiento en las plantas, ya que a
excepcion del morfotipo M1B M4, las plantas crecieron mas que los testigos y Fusarium
spp., de hecho, estos dos tratamientos presentaron el menor crecimiento en altura 'y area
foliar (Cuadro 35).

Los morfotipos que favorecieron el crecimiento de altura fueron M1B M33 y M2B M60, al
igual que la interaccion de esos morfotipos con la inoculacion de Fusarium spp. En

cuanto al area foliar el morfotipo M2B M60 fue el mejor.
El Unico tratamiento ubicado en el grupo a, fue la interaccion de M1B M33-Fusarium spp.

Cuadro 35. Variables foliares de acuerdo a los organismos inoculados.

Tratamiento Altura (cm) Clorofila  Area foliar

(SPAD) (cm?)

Testigo 3489 d e 23.96 a 22.69 e

M1B M4 3501 cde 28.29 a 29.16 d

M1B M33 3768 a b c 21.35 a 3397 ¢

M2B M60 38.27 a b 27.15 a 45.37 a
Fusarium spp. 33.12 e 23.28 a 1581 f
M1B M4- Fusarium spp. 37.07 b c d 24.84 a 28.00 d
M1B M33- Fusarium spp. 39.91 a 2691 a 34.08 c
M2B M60- Fusarium spp. 3957 a b 27.81 a 39.07 b

Se observé una relacion entre la altura, el contenido de clorofila y el &rea foliar, en los
organismos de M2B M60, Fusarium spp., la interaccion de M1B M4-Fusarium spp. y M1B
M33-Fusarium spp., sin embargo, no se logro detectar estadisticamente por la diferencia

en las dimensiones (Figura 41).
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Variables foliares
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Figura 41. Variables foliares de acuerdo a los organismos inoculados.

El indice de area foliar mostré la interaccién entre los tratamientos aplicados y las
variedades de trigo, el valor maximo del IAF fue diferente en cada toma de dato; a los 10
dias después de siembra el mejor tratamiento fue el de la variedad Urbina con la
inoculacién del morfotipo M1B M4-Fusarium spp. (0.78), luego Valles con el morfotipo
M2B M60 con Fusarium spp. (1.69), Valles con el morfotipo M2B M60 (3.17), Valles
inoculado con el tratamiento M1B M33-Fusarium spp. (6.86), y por ultimo, Borlaug
inoculados con M2B M60- Fusarium spp (3.03) (Cuadro 36).
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Cuadro 36. indice del area foliar de cinco registros de datos durante 49 dds de acuerdo
a la variedad y tratamiento aplicado.

Variedad Tratamiento IAF1 IAF2 IAF3 IAF4 IAF5
Borlaug Testigo 0.45 1.01 222 297 1.74
M1B M4 0.48 1.16 351 555 1091

M1B M33 0.50 1.84 3.06 481 2.56

M2B M60 0.48 1.23 3.11 331 281

Fusarium spp. 0.44 0.99 207 239 132

M1B M4- Fusarium spp. 0.45 1.05 244 297 2.10

M33- Fusarium spp. 0.46 1.45 226 469 211

2BM60- Fusarium spp. 0.49 1.50 248 4.04 3.03

Texcoco Testigo 0.37 0.96 196 3.61 1.25
M4 0.49 1.35 229 4.06 1.65

M33 0.46 1.14 3.00 445 2.02

2BM60 0.45 1.20 253 4.06 2.84

Fusarium spp. 0.44 0.87 1.97 206 091

M4- Fusarium spp. 0.45 1.06 244 373 1.76

M33- Fusarium spp. 0.43 1.09 3.04 562 266

2BM60- Fusarium spp. 0.51 1.08 260 397 211

Urbina Testigo 0.45 1.23 1.81 161 111
M4 0.44 1.62 254 341 1.30

M33 0.46 1.45 245 266 1.24

2BM60 0.50 1.67 278 4.00 2.27

Fusarium spp. 0.49 1.26 226 255 0.66

M4- Fusarium spp. 0.78 1.28 274 3.27 0.93

M33- Fusarium spp. 0.53 1.54 260 3.06 1.07

2BM60- Fusarium spp. 0.58 1.47 282 414 1.88

Valles Testigo 0.38 0.96 190 286 1.22
M4 0.40 1.36 271 347 198

M33 0.46 1.11 3.13 426 214

2BM60 0.48 1.43 3.17 496 273

Fusarium spp. 0.43 0.85 1.84 220 0.82

M4- Fusarium spp. 0.41 1.28 290 361 1.78

M33- Fusarium spp. 0.61 1.20 270 6.86 2.15

2BM60- Fusarium spp. 0.55 1.69 262 274 214

Las diferencias minimas significativas se observaron en los diversos dias de evaluacion

a excepcion de los 30 dds, ya que no hay diferencia significativa entre variedades.
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Urbina fue la variedad que tuvo mejor resultado en el IAF a los 10 y 20 dds. En el dia 40
dds, las variedades que tuvieron mejor respuesta fueron Borlaug, Texcoco y Valles. En

el dia 49 la variedad que tuvo mejor respuesta fue Borlaug con 2.20 (Cuadro37).

Cuadro 37. indice de area foliar de 49 dds de acuerdo con la variedad.

indice de area foliar

Variedad —— 5" 4 20 dds 30 dds 40 dds 49 dds
Borlaug 047 b 128 b 2.65 a 3.84 a 2.20 a
Texcoco 0.45 b 1.09 ¢ 248 a 3.94 a 190 b
Urbina 0.53 a 1.44 a 250 a 3.09 b 131 ¢
Valles 0.46 b 1.24 b 2.62 a 3.87 a 187 b

El indice de area foliar mostré una curva de crecimiento cuyo punto maximo corresponde
a los 40 dias después de la siembra, posterior a ello hay un declive en la variable y lo

anterior se debe por la senilidad de las primeras hojas (Figura 42).

indice de area Foliar

4.50
— 400
T 350
S 3.00
@ 250
& 200
£ 150
5 1.00
® 050
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# Borlaug 0.47 1.28 2.65 3.84 2.20
= Texcoco 0.45 1.09 2.48 3.94 1.90
% Urbina 0.53 1.44 2.50 3.09 1.31
% Valles 0.46 1.24 2.62 3.87 1.87

Figura 42. indice de Area Foliar de 49 dds por variedad.

En cuanto a los tratamientos, se encontré diferencias significativas, después de los 20
dias después de la siembra, empezando por el tratamiento de M2B M60-Fusarium spp.
(1.44), luego los morfotipos M1B M4 (2.76), M1B M33 (2.92) y M2B M60 (2.90), luego en
el IAF de 40 dds el mejor tratamiento fue M1B M33-Fusarium spp. (5.06) y a los 49 dds
el tratamiento de M2B M60 (2.66) (Cuadro 38).
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Cuadro 38. indice de Area Foliar de 49 dds.

. IAF
Tratamiento 10 dds 20 dds 30dds  40dds 50 dss
Testigo 0.41 a 104 a b 197 b 276 b 133 d e
M4 0.45 a 137 ab 276 a 412 ab 171 bcd
M33 0.47 a 1.39a b 291 a 405ab 199bc
2BM60 0.48 a 138 a b 290 a 408 ab 2.66 a
Fusarium spp. 0.45 a 099 b 203 b 230 b 093 e
M4- Fusarium spp. 0.52 a 117 a b 263 ab 340ab 164 cd
M33- Fusarium spp. 0.50 a 132 ab 265 ab 5.06 a 200 b c
2BM60- Fusarium 53 5 144a 263ab 372ab 229 ab

SpP.

Se observo una curva de crecimiento con el punto maximo a los dias 40 al igual que en

los resultados de IAF por variedad, por lo que el decrecimiento corresponde a la

naturaleza del cultivo, no de la variedad o del tratamiento. En otro sentido, se detectd un

valor maximo en el IAF de 5 puntos en las plantas inoculadas con el morfotipo M1B M33

y con Fusarium spp (Figura 43).
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Figura 43. indice de Area Foliar durante 49 dds por tratamiento.

78



VI. DISCUSION

6.1 Discusion Aislamiento e identificacion de patégenos

El aislamiento de patdgenos derivo en la identificacion de los géneros Alternaria spp.,
Bipolaris spp., Fusarium spp., Septoria sp. y Zymoseptoria sp., hongos que se ha
identificado anteriormente en la misma regién por Gilchrist-Saavedra (2000) y Mata-
Santoyo et al. (2018). Cabe mencionar que los géneros Septoria y Zymoseptoria fueron
aislados en un segundo muestreo, ya que en el primer procesamiento se observaron
sintomas, pero no fue posible su aislamiento.

Las muestras fueron procesadas al afio y medio de ser recolectadas, lo que pudo
comprometer la viabilidad de los conidios, Eyal (1987) menciona que la viabilidad de las
picnidiosporas de Septoria pueden mantenerse viables durante varios afios bajo ciertas
condiciones, sin embargo, lo mas probablemente es que la viabilidad sélo dure un afio o
menos, este periodo también es reconocido por el Fondo Europeo Agricola de Desarrollo
Rural (2012), aunque precisa que se mantiene la viabilidad de 6 a 24 meses.

Por otro lado, uno de los patdégenos observados e identificados no se pudo aislar
considerando que es un pardsito obligado, pero por su grado de incidencia en las
muestras analizadas se determind que el género Puccinia spp. es el mas importante
(80-100 %), como lo menciona Huerta-Espino y Singh (2000), especificamente Puccinia
triticina, distribuida en condiciones de temporal en la misma region del presente estudio.
Desafortunadamente a 20 afios de la anterior aseveracion, y a pesar del uso de
variedades resistentes, el problema sigue siendo vigente. La principal causa, es por la
diversificacion de las razas fisiolégicas que ha permitido la adaptacién a climas mas
templados, por lo que se requiere de un continuo mejoramiento de variedades que

tengan resistencia a dicho patogeno (Villasefior et al., 2003; Kolmer, 2005) (Cuadro 39).

79



Cuadro 39. Comparacion de los patdgenos aislados y lo reportado en la literatura.

Género Claves Descripcién Medidas
obtenidas
Alternaria Barnett y Micelio color gris verdoso y Largo 19-
spp. Hunter, 2006; algodonoso. Conidios con septos 46.07 x 7.56-
Garcia-Ledn  transversales y longitudinales. ElI 14.22 um.
et al., 2013; conidiéforo es redondo, mientras Ancho 3-6
Zillinsky, gue se estrecha hacia el apice. pm.
1984. Medidas 20-90 pm x 8-20 pm.
Bipolaris Barnett y Los conidioforos se desarrollan Conidiéforo
spp. Hunter, 2006; individualmente o en pequefios (118.5-122 x
Zillinsky, racimos. 16.4-18.2 um)
1984. No ramificados. Conidios 34-
Superficie lisa. 63.12 x 10.06-
Medidas 60-120 pm x 12-20 p. 18.
Fusarium Lesliey Macroconidios distintivos, Macroconidio
spp. Summerell, delgados y ligeramente curvos, s 21.01-53.14
2006; con tres o siete septos. x 3.08-4.85
Zillinsky, Macroconidios con medidas pum
1984. aproximadas de 25-50 pm x 2.5-5
pm.
Septoria spp. Eyal et al., S. nodorum: Conidios cortos, S. nodorum:
y 1987, septados, obscuros conforme Medidas 14.6-
Zymoseptori  Zillinsky, maduran. Medidas entre 15-24 um 20.2 x 2.86-
a spp. 1984. X 2.5-4 pm. 3.48 pm
Z. tritici: Conidios alargados, Z. tritici:
curveados, medida entre 40-80 um Medidas 40-
x 1.7-3 um en estados maduros. 77.3x 1.6-
2.84 pm
Puccinia spp. Zillinsky, Puccinia striiformis: uredias Puccinia
1984 conspicuos, amarillas. striformis:
Ligeramente esféricas. Medidas Diametro
28-34 pm. 27.3-32.05
Puccinia recondita: uredias pm
ovaladas, rojizas. Medidas 20-28 Puccinia
pm. recondita:
Didmetro de
22.53-28 ym
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6.2 Discusioén de efectos de actinobacterias

En los bioensayos preliminares y la confrontacion dual, se observé una disminucion en
el PICM entre bioensayos en los mismos morfotipos, lo anterior puede deberse a una
interaccion entre las actinobacterias que se encontraban dentro de la caja Petri. Se sabe
que existe un complejo proceso de sefializacion entre organismos, como es el caso de
bacterias fitopatégenas y las plantas, sin embargo, las bacterias como parte de un
proceso evolutivo ha desarrollado diferentes mecanismos para combatir las defensas
naturales de la planta al igual que el detectar la presencia de bacterias congéneres con
la finalidad de colaborar mutuamente para lograr la expresion de una infeccion
(Gudesblat, 2007). Las actinobacterias pueden ser benéficas para algunas especies
vegetales pero patdgenas para otras (Emmert y Hadelsman, 1999), como se ha
reportado con los géneros Mycobacterium, Corynebacterium o Nocardia (Hazarika y
Thakur, 2020; Barka et al., 2016), por lo que las actinobacterias comparten el
comportamiento de bacterias fitopatégenas. Asi, la deteccién de otras actinobacterias
afines en la misma unidad experimental, pudo favorecer la inhibiciéon del crecimiento del
hongo en cuestion. No obstante, al cambiar las actinobacterias involucradas en la
segunda prueba preliminar, la afinidad de las mismas pudo no ser la correcta por lo que
ya no hubo una potencializacién del efecto de inhibicién en el hongo.

Otra explicacion es el efecto de la distancia entre los discos inoculantes (de hongo y
actinobacteria), en las confrontaciones duales se duplicé la distancia entre discos en
comparaciéon con los bioensayos preliminares. La distancia puede ser un factor si se
considera la concentracion de compuestos no volatiles segregados por la actinobacteria
en el medio de cultivo (Rodriguez-Villareal et al., 2014), dicho de otra forma, la actividad

antagonica es mayor a distancias cortas y menor a distancias mas largas.

Desde el punto de vista bioquimico, la inhibicion del crecimiento micelial esta relacionado
con la capacidad de producir ciertas enzimas que permiten la degradacion de la pared
celular de diversos hongos (Evangelista, 2017). Dichos metabolitos se dispersan tanto
en la colonia como a su alrededor de la misma incluso mediante la volatilizacion de
compuestos, lo que explica porque en los morfotipos mas eficientes, la colonia del hongo

y de la actinobacteria no tienen contacto entre si (Rodriguez-Villareal et al., 2014).

81



Las actinobacterias demostraron tener un alto grado de especificidad ya que los
morfotipos no tuvieron la misma eficiencia con las diferentes especies de Fusarium spp.
De acuerdo con (Emmert y Hadelsman, 1999) las actinobacterias si poseen un alto grado
de especificidad, sin embargo, esta referencia se hace en relacién a la capacidad de
producir enfermar o proteger a algunas plantas, es decir, por ahora se desconoce el
origen de dicha especificidad, sin embargo, se puede relacionar con los procesos de
sefalizacion entre el hongo y la bacteria. La sefializacién puede ser diferente no sdlo por

la actinobacteria, si no por los compuestos segregados por el hongo.

El género Fusarium spp. presenta una caracteristica en cuanto a los compuestos que
segrega denominadas micotoxinas, mismas que son producidas en mayor cantidad por
determinadas especies como F. roseum, F. moniliforme y F. tricinctum (Bauza, 2007), lo
que indica que a pesar ser del mismo género, si hay una diferenciacién en los
compuestos que producen y por tanto esa variacion puede afectar en la interaccion con

las actinobacterias.
6.3 Discusion de calidad semilla

En cuanto a la calidad de la semilla, durante los diferentes experimentos se detecto la
presencia de Alternaria sp. y Fusarium spp. en diferentes variedades, lo cual
corresponde con los reportes de Bautista et al.(2011), ya que identificd siete especies
del género Fusarium, dos del género Bipolaris (syn. Helminthosporium sp.) y diferentes

hongos saprdfitos, entre ellos Alternaria sp.

El uso de tratamientos térmicos e hipoclorito de sodio, se han usado como tratamientos
de desinfestacion de semilla pero no fue eficiente en el caso de trigo (87.5 - 100 % de
contaminacion), mientras que el morfotipo M1BM4 presenté los con valores mas bajos
en el porcentaje de contaminacion (5 al 37.5). De acuerdo, con Moore et al. (1995), la
exposicion de esporas a temperaturas de 45 °C (aproximadamente), retrasa la
germinacion de esporas pero no el porcentaje de germinacion de las mismas, Maeso y
Walasek (2012), recomiendan aumentar la temperatura y con una exposicion mayor para

el proceso de desinfestacion, no obstante, aumentar la temperatura o la duracion del
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este proceso de desinfestacion puede comprometer la germinacion de la semilla como

se observo en el tratamiento térmico con duracién de tres minutos.

Los metabolitos secundarios de las actinobacterias poseen la capacidad de degradar la
pared celular de las estructuras fungicas (Evangelista, 2017) y el hipoclorito de sodio
tiene la capacidad penetrar la pared celular (Caballo, 2006), para luego destruir algunas
membranas. Sin embargo, existe otro mecanismo de accion de los agentes antagonistas
contra patdgenos ademas de la lisis enzimética, como lo es la competencia por el
espacio (Ferndndez-Larrea, 2001), por ello, las actinobacterias tuvieron un menor
porcentaje de contaminacion. Se puede utilizar las actinobacterias como tratamiento
para disminuir la germinacion de esporas, ya que no afectd en el porcentaje de

germinacion.

La germinacion no se ve afectada al exponer las semillas en caldo nutritivo con el
morfotipo M1B M4 durante 12 horas, sin embargo, la exposicion si es prolongada por

mas de 12 h, se presenta un efecto de inhibicion en la germinacion.

Las actinobacterias son capaces de producir hormonas de crecimiento como el acido
giberélico, acido indol acético y citoquininas (Condori et al., 2019; Lino et al., 2020).
Considerando los efectos de inhibicion que tuvo en las semillas, podria expresar la
presencia de inhibidores de germinacién como el acido abscisico como lo indica Molina-
Romero et al. (2015) o afectar la regulacién de germinacion a través del &cido jasmonico.
Otra posibilidad es que tengan la capacidad de producir fitotoxinas como el &cido
cianhidrico (compuesto volatil que afecta negativamente el metabolismo y crecimiento
radical) como lo hacen algunas bacterias o rhizobacterias (Pacheco-Hernandez et al.,
2015), cabe mencionar que en algunos casos las actinobacterias son catalogadas como
rhizobacterias por compartir actividades similares en las plantas, sobretodo de
crecimiento (Sanchez-Garcia et al., 2019). De esta forma, las semillas al pasar mas de
12 horas expuestas a una fitotoxina o a un inhibidor de germinacion, permite que el efecto

se exprese a diferencia de una exposicion temporal.

En cuanto a los efectos en las plantas de trigo de diferentes edades, se encontro que si
hay una interaccion fisiolégica entre el morfotipo de actionbacteria, el patdgeno y la
planta hospedera (Cuadro 39).
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Cuadro 40. Resumen de los resultados mas altos de acuerdo con la variable evaluada
y analizada considerando la variedad y los tratamientos aplicados

Variable Variedades y tratamientos Variedad Tratamientos
PSP Var. Texcoco Borlaug M33-Fusarium spp
Morfotipo M33
PSR Var. Texcoco Morfotipo M33 Borlaug M33
y Var. Borlaug Morfotipo 33
PSF Var. Borlaug Borlaug 2BM60
Morfotipo M33-Fusarium spp. M33-Fusarium spp.
2BM60-Fusarium spp.
Altura Var. Valles Texcoco M33
M33-Fusarium spp. Urbina 2BM60
Valles M33-Fusarium spp.

2BM60-Fusarium spp.
Clorofila Var. Borlaug

M4
Area foliar Var. Borlaug Borlaug 2BM-Fusarium spp.
2BM60-Fusarium spp.
DAF Var. Valles Borlaug M33-Fusarium spp.
M33-Fusarium spp. Texcoco
Valles
IAF (10 Var. Urbina Urbina No hubo diferencia
dds) M4-Fusarium spp. significativa
IAF (20 \Var. Valles Urbina 2BM60-Fusarium spp.
dds) 2BM60-Fusarium spp.
IAF (30 Var. Valles No hubo M40
dds) 2BM60 diferencia M33
significativa 2BM60
IAF (40 Var. Valles Borlaug M33-Fusarium spp.
dds) M33-Fusarium spp Texcoco
Valles
IAF (49 Var. Texcoco Borlaug 2BM60
dds) 2bm60-Fusarium spp.

Se observo variacion en los efectos de los morfotipos respecto a cada variable evaluada,
sin embargo, en general, los morfotipos tuvieron un mejor crecimiento que las plantas

inoculadas con Fusarium spp., 0 bien, aquellas que funcionaron como testigos.

Al evaluarse por tratamiento aplicado, M1B M33 tuvo funcioné como promotor de
crecimiento en la produccién de biomasa, reflejado en el peso seco de la planta, al igual
gue en la altura y en ciertos momentos del indice del area foliar. El tratamiento 2BM60
tuvo un efecto promotor de crecimiento, reflejado en el peso seco foliar, la altura de la

planta y en el indice de area foliar.
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Lo anterior indica que los morfotipos evaluados contienen biomoléculas promotoras del
crecimiento vegetal, tales como: auxinas (formacién y elongacion de tallos, produccion
de raices adventicias y aumento de la dominancia apical), giberelinas (aumenta el
desarrollo de tejidos, elongacion de raices, hojas jovenes, floracion, indice a la
germinacion de semillas), etileno (regulador de madurez de diferentes estructuras),
citoquinicas (elongacion de raices, activa la senescencia de hojas, estimulan el
desarrollo fotormogénico vegetal y estimula la creacion de brotes axilares) y acido
abscisico (regula y mantiene la dormancia de semillas, estimula la maduracion de
semillas, inhibe la germinacion y regula la respiracion celular) (Alcantara et al., 2019;
Moreno et al., 2018; Sanchez- Garcia et al., 2020; Lino et al., 2019).

Antes de abordar el efecto promotor de crecimiento que tuvo Fusarium spp., se debe
mencionar que no se expresaron sintomas del patdgeno, lo anterior se considera fue por
la temperatura del ambiente en el invernadero, ya que se recomienda que la temperatura
oscile entre los 18 y 24 °C para favorecer el desarrollo del hongo y la humedad relativa
del 95 % los primeros 5 dias, o bien de 74 a 80 % en general. (Navarrete-Maya et al.,
2009; Leyva-Mir et al., 2017), sin embargo, la temperatura oscilo de 12.63 a 31.81°C y
la humedad del ambiente se mantuvo en un rango de 24.10 a 98 %. Dando una
temperatura promedio de 21.19 °C y 62.58 % de humedad. Por lo que al comprometerse

la temperatura por arriba de los 25 °C, es afectado el crecimiento del patégeno.

Temperatura C°
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10.00

0.00
04/05/2021/05/2024/05/20DB/06/2028B/06/202B/06/2020B/07/2028/07/2021

Temperatura Min Temperatura Max Temperatura Promedio

Figura 44. Temperatura maxima, promedio y minima registrados durante la realizacion
del experimento en invernadero.
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Figura 45. Humedad maxima, promedio y minima registrados durante la realizacion del
experimento en invernadero.
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Figura 46. Referencia de temperatura y humedad registrada durante la realizacion del
experimento en invernadero.

VII. CONCLUSIONES

Se logro identificar siete géneros de patdgeno que afectan severamente la produccion
de trigo en los Valles Altos de México.
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Se detectaron actinobacterias que tienen potencial como agentes antagénicos en al
menos uno de los patégenos identificados.

Los morfotipos evaluados en condiciones de invernadero, poseen la capacidad de
promover el crecimiento vegetal en variedades de trigo cultivados en los Valles Altos de

México.
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