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RESUMEN

El suelo de rizosfera, estigmas y bracteas de maiz fueron muestreadas en
diferentes regiones de México: Cocotitldn y Tezoyucan en el Estado de México; vy el
Bajio en el Estado de Guanajuato. Las bacterias se aislaron por la técnica de dilucién
en placa, se obtuvieron 3425 aislamientos y se probé su capacidad antagdnica. Cinco
aislamieritos provenientes de la rizosfera, tuvieron buena actividad inhibitoria sobre
Aspergillus flavus en medio de cultivo PDA. Los aislamientos bacterianos de estigmas
y bracteas no tuvieron actividad antagénica contra el hongo. Los aislamientos Co-47,
Co-81, Tez-118, Tez-226 y Ba-72, todos de rizosfera, fueron caracterizados mediante
pruebas bioquimicas tradicionales, asi como la aplicacion del Kit APl 20E y 20 NE,
Todos fueron identificados como Pseudomonas fluorescens. El aislamiento Co-47
mostrd -tener el mayor espectro de actividad antagdnica sobre varios hongos
fitopatdgenos, los cuatro aislamientos restantes tuvieron actividad antagdnica variable
sobre los mismos hongos fitopatdgenos. Fusarium sp. resulté ser el mads resistente al
efecto de las bacterias antagdnicas, excepto al aislamiento Co-47 que si lo inhibid.
Hubo un efecto 100% inhibitorio sobre conidios y esclerocios de A. flavus con el
aislamiento Co-47. El periodo de incubacién de las bacterias antagénicas con la
siembra posterior del hongo no debe ser mayor a 72 horas, ya que después de este
tiempo no hay cambios en la actividad antagénica de las bacterias. El mejor método
para determinar el efecto sinérgico de los aislamientos fue mediante la siembra directa
alternada, no hubo efecto sinérgico en la mayoria de las combinaciones. El caracter
saprdfito de las bacterias antagdnicas fue comprobado mediante la reaccién de
hipersensibilidad en hojas de tabaco y pudricién de tubérculos de papa, ambas pruebas
resultaron negativas. La germinacidon de semillas de chile, tomate, maiz, calabaza y
coliflor no se vié afectada, unicamente la semilla de chicharo fue afectada en su
germinacion. Los bioensayos con los cinco aislamientos bacterianos en mazorcas de
maiz con granos en estado lechoso, mastraron proteccidn contra A. flavus en un rango
de 74.4% a 96.8% respecto al 100% de infeccién que tuvo el testigo. En invernadero
y campo los aislamientos Co-47 y Co-81 mostraron tener buen efecto protector contra
la infeccidn de A. flavus. El componente activo involucrado esta relacionado con la
presencia de siderdforos para los aislamientos Co-47, Co-81, y Tez-118; pero no para
el Tez-226, ademas el componente activo del aislamiento Co-47 fue proteico y de
caracter termoldbil. Los aislamientos bacterianos provenientes de la rizosfera del maiz
son saprofitos, con potencial antagdnico para el control bioldgico de A. flavus.

\\\-s\m.cs-- Q‘EW\Q’W —_&_F%G-%—Q\ NS

: Qg'\‘/c\-w—a\ \Qbi“q\a%i%u &e- \ka(bt-\mg\\\\\ %‘Q‘*\’“S
\(\'\\«\\é. E%.?‘v e %c\" “\Q—A&c \L‘:@ \%css_&fc‘\""\
%@Qv{g\x% \\u\\&-ﬁcﬁm“\kﬁ—i-




xii

ABSTRACT

Maize silks, bracts and soil around the roots, were sampled from different areas
of Mexico: Cocotitlan and Tezoyucan from State of Mexico, and the area of El Bajio
y i from the State of Guanajuato. A dilution plate method was used to isolate antagonistic
. bacteria, 3425 isolates were obtained, and their antagonistic activity was tested. Five
isolates from rhizosphere inhibited Aspergillus flavus on potato-dextrose-agar (PDA)
medium. Isolates from maize silks and bracts had no activity against this fungus.
' Isolates Co-47,Co-81, Tez-118, Tez-226 and Ba-72 from rhizosphere with antagonistic
| activity were identified as Pseudomonas fluorescens by morphoiogical and biochemical
: tests, as well as the application of Kits APl 20E and AP] 20 NE. Isolate Co-47 had the
best antagonistic activity against phytopathogenic fungi. Fusarium sp. was resistant
to antagonistic effect from rhizosphere bacteria, with the exception of isolate Co-47,
which inhibited the fungus. Other antagonistic isolates showed variable effects against
the same fungus. A total inhibitory effect on conidia and sclerotia from A. flavus was
observed with isolate Co-47.

ity — . s .

An incubation period of 72 hours was established for antagonistic bacteria, on
PDA medium, with fungal inoculation afterwards; after this time period there were no
changes in the bacterial antagonistic activity. The method to determine a synergistic
effect was placing bacteria in the medium at alternated points, no combination of
isolates had good synergistic' effect. Tobacco hypersensitive reaction at different
| concentrations (107, 108, 109 colony forming units) and potato rot test were negative
! for all 5 isolates. No antagonistic bacteria affected germination of seeds of pepper,
’ bean, tomato, maize, squash, and cauliflower. Bioassays with the 5 positive isolates
on the ear at milky state, showed from 3.2 to 15.6% of infection in relation to 100%
1 damage in controls. At greenhouse and field, isolates Co-47 and Co-81 showed a
* protective effect against A. flavus infection. Siderophores are the active component
of isolates Co-47, Co-81 and Tez-118 but not of Tez-228. The active component of
,”i isolate Co-47 was determined as a protein with thermolabile properties. Bacteria
j isolated from maize soil rhizosphere are considered saprophytic and potentially
! antagonistic to A. flavus. '
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RESUMEN

E! suelo de rizosfera, estigmas y bracteas de maiz fueron muestreadas en
diferentes regiones de México: Cocotitldn y Tezoyucan en el Estado de México; vy el
Bajio en el Estado de Guanajuato. Las bacterias se aislaron por la técnica de dilucion
en placa, se obtuvieron 3425 aislamientos y se probo su capacidad antagdnica. Cinco
aislamientos provenientes de la rizosfera, tuvieron buena actividad inhibitoria sobre
Aspergillus flavus en medio de cultivo PDA. Los aislamientos bacterianos de estigmas
y brécteas no tuvieron actividad antagénica contra el hongo. Los aislamientos Co-47,
Co-81, Tez-118, Tez-226 y Ba-72, todos de rizosfera, fueron caracterizados mediante
pruebas bioquimicas tradicionales, asi como la aplicacién del Kit APl 20E y 20 NE,
Todos fueron identificados como Pseudomonas fluorescens. El aislamiento Co-47
mostré tener el mayor espectro de actividad antagdnica sobre varios hongos
fitopatégenos, los cuatro aislamientos restantes tuvieron actividad antagénica variable
sobre los mismos hongos fitopatégenos. Fusarium sp. resulté ser el mas resistente al
efecto de las bacterias antagonicas, excepto al aislamiento Co-47 que si lo inhibid.
Hubo un efecto 100% inhibitorio sobre conidios y esclerocios de A. favus con el
aislamiento Co-47. El periodo de incubacién de las bacterias antagdnicas con la
siembra posterior del hongo no debe ser mayor a 72 horas, ya gue después de este
tiempo no hay cambios en la actividad antagénica de las bacterias. El mejor método
para determinar el efecto sinérgico de los aislamientos fue mediante la siembra directa
alternada, no hubo efecto sinérgico en la mayoria de las combinaciones, El caracter
sapréfito de las bacterias antagdnicas fue comprobado mediante la reaccién de
hipersensibilidad en hojas de tabaco y pudricion de tubérculos de papa, ambas pruebas
resultaron negativas. La germinacién de semillas de chile, tomate, maiz, catabaza y
colifior no se vié afectada, Gnicamente la semilla de chicharo fue afectada en su
germinacién. Los bioensayos con los cinco aislamientos bacterianos en mazorcas de
maiz con granos en estado lechoso, mostraron proteccion contra A. flavus enun rango
de 74.4% a 96.8% respecto al 100% de infeccién que tuvo el testigo. En invernadero
y campo los aislamientos Co-47 y Co-81 mostraron tener buen efecto protector contra
la infeccién de A. flavus. El componente activo involucrado esta relacionado con la
presencia de siderdforos para los aislamientos Co-47, Co-81, y Tez-118; pero no para
el Tez-226, ademds el componente activo del aislamiento Co-47 fue proteico y de
caracter termoldbil. Los aislamientos bacterianos provenientes de Ia rizosfera del maiz
son saprofitos, con potencial antagonico para el control bioldgico de A. flavus.
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] INTRODUCCION

En México se desarrolld una gran civilizacién en la antigtiedad, original e
independiente basada en el maiz. La palabra maiz proviene de "mahiz", dialecto de
aborigenes de Haiti, en nahuatl se conocia como 7/ayoflii y en maya como /xi.

Carlos Linneo lo describio y clasificé con el género Zea Y especie mays, y desde
entonces se conoce en la ciencia como Zea mays L. (Castaneda, 1990).

El consumo de maiz, como alimento principal, se dié al hacerse sedentarios los
pobladores mesoamericanos (Castafieda, 1990). El maiz es una planta tan
domesticada que no puede reproducirse por si misma dadas sus caracteristicas
biolégicas y agrondmicas, y desapareceria si el hombre lo dejara de sembrar y cultivar.
Se reconoce como originario de Mesoamérica, aunque su domesticacion pudo
realizarse de modo simultdneo y auténomo en otros lugares del continente. Su
migracién posterior explica la gran diversidad de razas, variedades, colores y tamafios:
asi como su capacidad para adaptarse a diferentes climas y condiciones, desde
ecuatoriales hasta subdrticos, incluyendo zonas 4ridas.

El maiz ha sido modelo para explicar leyes, aplicaciones agronoémicas y para la
creacién de nuevas tecnologias. Ha significado trabajo, moneda, pan y religiéon para
muchos pueblos, y su escasez ha traido problemas sociales. Es un bienestar
econdmico para paises autosuficientes o exportadores, quienes lo venden a los paises
dependientes o compradores, ya que es materia prima para la produccién de carne,
leche, hueve y como insumo en la industria béasica y complementaria, pues interviene
en alrededor de 800 articulos usados por el hombre (Castafieda, 1990).

Al establecer monocultivos para satisfacer la creciente demanda mundial de
alimentos, se ha roto el equilibrio ecoldgico, y han aparecido enfermedades vy plagas
que bajan la produccién. Las pérdidas ocasionadas por hongos, bacterias y virus llegan
al 9 % de la cosecha mundial. Los virus y los hongos, los mas numerosos
fitopatdgenos, ocasionan enfermedades severas, dificiles de controlar.

La pléntula de maiz es atacada por hongos como Fusarium, Pythium,
Rhizoctoniay Sclerotinia, sufriendo ahogamiento o "damping-off" Y pudriciones de raiz
cuando la planta es adulta. En tallos y hojas, hay hongos como la "roya" Puccinia
graminis que causa infecciones severas;, Helminthosporium produce tizones;
Cephalosporium y Macrophomina que originan pudriciones de tallo. La espiga es
afectada por hongos como Sphacelotheca reifiana que producen carbones, o
Ustilaginoidea virens que es un falso carbén {Shurtleff, 1980).

La mazorca y granos del maiz son infectados por hongos como Gibberella,
Cladosporium, Nigrospora, Claviceps, Ustilago, Diplodia, Fusarium, Penicillium vy
Aspergillus, los tres dltimos géneros, ademas producen toxinas con efecto necrotico,
cancerigeno y teratégeno para el hombre y los animales {F.A.Q., 1990).

Aspergillus flavus causa pudriciones Severas que se inician en el campo, y se
incrementan cuando las mazorcas se almacenan a una humedad arriba del 16%: la
infeccion aumenta en mazorcas dafiadas por insectos, péjaros, roedores o el hombre,
en plantas acamadas y con mala cobertura de las brécteas donde las mazorcas quedan
expuestas a humedad ambiental.
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En la presente Introduccidn trataremos en primer lugar al patégeno A. flavus,
después los métodos de control en general, al control bioldgico en particular vy por
altimo a las bacterias antagonicas usadas en este Ultimo método de control Yy que son
nuestro objetivo de estudio en este trabajo.

1. Aspergillus flavus Link ex Fries.

Hongo deuteromicete con fase sexual desconocida, es capaz de infectar
cereales, oleaginosas y otros granos. Se manifiesta desde el campo y enlos almacenes
ocasiona dafos mayores a granos consumidos por animales o humanos. Ademss,
produce micotoxinas que son metabolitos secundarios téxicos, como las aflatoxinas,
acido aspergilico, aflatoxicol, etc. que al ser ingeridos dafan la salud.

Este hongo es un sapréfito oportunista y requiere de condiciones especificas
para invadir tejido vegetal en el campo y convertirse en un patégeno problema para
la industria alimentaria (F.A.O., 1990).

1.1. Taxonomia

El género Aspergillus, tiene conidisforos largos de pared delgada producidos a
partir de una célula de! pie hifal, que terminan en vesiculas o cabezuelas rodeadas de
una (uniseriado) 6 2 hileras (biseriado) de esterigmas o fidlides que producen esporas
asexuadas o conidios. Los esterigmas primarios son delgados, oscuros y en ta punta
producen conidios (Wyllie and Morehouse, 1977).

Thomy Church (1926) escribieron la primera monografia de! género Aspergiflus,
y lo clasificaron en grupos con base en las similitudes con los hongos mas comunes
viejos o las especies més representativas. Por ejemplo, el grupo Aspergillus niger
incluye todas las especies con cabezas conidiales negras.

El concepto de grupo fue adoptado por Thom y Raper (1945) y ampliado por
Raper y Fennel (1965), para incluir las especies recientemente descubiertas y
descritas. Este sistema de grupo simplifica la determinacién de aislamientos de
Aspergillus a nivel de especie. Reconocieron 132 especies, que separaron en 18
grupos, algunos pequefios como los de A. candidus Yy A. terreus con una sola especie;
otros grandes como el de A. nidulans con 19 especies y A. versicolor con 17
especies,

Czapek agar es un medio util para identificar muchas especies de Aspergillus,
en él esporulan abundantemente mostrando el color caracteristico de sus cabezuelas
conidiales, rara vez se requiere emplear extracto de malta agar para la formacién de
esclerocios. Algunos miembros del grupo A. glaucus y A. restrictus requieren 20% a
40% de sacarosa en lugar del 3% que normalmente se usa en el medio de Czapek
(Raper and Fennel, 1965).

A. flavus se caracteriza por producir colonias verde-amarillentas, usualmente
con fialides biseriadas, conidios finamente rugosos, de tamano y forma variable vy
esclerocios de color café rojizo. A diferencia, A. parasiticus desarrolla colonias verde
obscuro, con fidlides uniseriados, generalmente sin esclerocios y sus conidios son
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marcadamente rugosos. A ninguna especie del grupo flavus se le conoce estado
perfecto {(Wyllie and Morehouse, 1977).

A. flavus se aisla facilmente en diferentes medios y temperaturas, pero para
aislarlo de granos de maiz, el medio recomendado es a base de papa-dextrosa-agar
(PDA) con tergitol NPX adicionado con clorotetraciclina e incubado a 20°C y 30°C.
Bothast y Fennel {1974} desarroliaron un medio para el aislamiento e identificacién de
A. flavus y A. parasiticus, en este medio se produce un pigmento amarillo y hay poca
esporulacién.

1.2. Importancia econémica

Los problemas econémicos ocasionados por A. flavus se deben a las aflatoxinas
{AF) en los alimentos de animales y del hombre. Hay pocos estudios y estadisticas
incompletas sobre este tema, las pérdidas varian segun el afio y el pais. Mannon vy
Johnson (1985) estiman que de 10% a 50% de los cereaies contaminados provienen
de Africa y del Extremo Oriente.

Varios paises rehusan reconocer pérdidas y niegan su existencia por motivos
comerciales, esto dificuita evaluar el problema ocasionado por 4. flavus. Cuando hay
pérdidas durante un embarque de productos, ni las aseguradoras maritimas, ni las
fuentes gubernamentales publican ningudn dato. Los expertos hacen extrapolaciones,
amenudo arriesgadas sobre las consecuencias econdmicas y comerciales del problema
derivado de los hongos toxicégenos {Jemmali, 1987).

Un producto agricola contaminado, reduce su valor comercial y no hay
ganancias para el productor, como consecuencia, el intermediario ganard menos por
los productos rechazados, decomisados o vendidos con descuento; esto trae una
pérdida potencial de mercado y de materia prima. Por dltimo, al ingerir alimentos
contaminados hay pérdidas econdmicas por reduccién de peso, susceptibilidad a otras
enfermedades y muerte en animales, y las pérdidas en el hombre son por inasistencia
al trabajo, gastos médicos, hospitalizacién y muerte {(Jemmali, 1987).

A nivel internacional es dificil concertar acuerdos satisfactorios sobre
produccion agricola y convenios sobre productos y seguridad alimentaria.

1.3. Ciclo
a. Mecanismos de penetracion

A. flavus es un hongo de distribucién mundial, desde paises altamente
tecnificados, hasta los que estdn en vias de desarrollo. Estd en el aire, suelo, en
almacenes de granos gque no desinfectan paredes, en herramientas, muebles, etc., que
son lugares donde reposan las esporas del hongo.

La infeccién natural se inicia con el inéculo primario en forma de esclerocios o
conidios en el suelo agricoia o en residuos vegetales, posteriormente cuando las
condiciones ambientales son éptimas, los conididforos producen vy liberan conidios,
que pueden ser transportados por viento © la salpicadura del agua de lluvia, hasta los
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estigmas de la mazorca (Wickiow et a/., 1984).

La penetracion se inicia en los estigmas, con la produccidn de enzimas que
rompen las paredes celulares. Después, el hongo llega hasta el grano y lo invade
directamente, o bien penetra por medio de heridas ocasionadas por insectos. Cuando
la infeccidn avanza hacia las bracteas, se produce gran cantidad de micelio, con
formacién de conidiéforos y conidios que son fuente de indculo secundario y se realiza
la dispersién y propagacién en el campo hacia otras plantas, e inicia otro proceso
infectivo, hasta convertirse en un verdadero problema fitopatolégico. El indculo va de
la cosecha a ios almacenes donde se forman focos de contaminacidn hacia todo el
grano {(Jones et a/., 1980; Marsh and Payne, 1984).

b. Condiciones de patogenicidad.

La humedad y temperatura, afectan la viabilidad de conidios, la colonizacion y
desarrollo de A. flavus en los granos de maiz y su produccién de aflatoxinas.

La viabilidad de los conidios depende de ta humedad relativa y disminuye
cuando aumenta la temperatura {Diener and Davis, 1986). Teitell (1958) encontré que
de 75% a 81% de humedad relativa y de 29°C a 45°C los conidios del hongo
mueren. Por otro lado, hay reportes de que 4. flavus puede incrementar su actividad
parasitica a temperaturas altas (Jones, et a/. 1980; Lalande et a/., 1989). La
temperatura tiene un efecto directo sobre la infeccién de A. flavus en maiz, asi de
30°C a 38°C se favorece mas la infeccidén de los granos que de 21°C a 26°C. Los
niveles dptimos de temperatura para la produccidn de aflatoxinas son de 26°C a
30°C. La penetracién de los conidios por los estigmas a 30°C es factor clave parala
infeccidn independientemente de'los insectos vectores.

1.4. Aflatoxinas

Las aflatoxinas {AF) son metabolitos secundarios téxicos que quimicamente
corresponden a bis dihidrofurano-cumarinas. No tienen olor, sabor ni color por lo que
no se detectan a simple vista y son resistentes a altas temperaturas, a la
pasteurizacidn, fermentacién y nixtamalizacion por lo que son dificiles de controlar.

Las AF son producidas por ciertas cepas de A. flavus y A. parasiticus. La
contaminacién varia segun las condiciones geogréficas, estacionaies, del cultivo, la
cosechay almacenamiento. Los cultivos tropicales y subtropicales son mas propensos
a la contaminacion e infeccidn que los de regiones templadas o frias (OPS, 1979). La
produccién de AF se puede iniciar en el campo, antes y durante la cosecha, o bien en
el almacén (Lillehoj et a/., 1980},

Las AF son muy peligrosas para los animales y humanos, en mg/kg causan
efectos téxicos agudos como son vémitos, diarreas, hemorragias internas y muerte,
y en ug/kg ingeridas por largo tiempo causan efectos crénicos como son hepatitis,
cirrosis, sindrome de Reye, inmunosupresién, malformaciones en fetos, abortos y
canceres en diversos drganos digestivos, principalmente higado, colon, recto y
pancreas. En muchas regiones del mundo, se han reportado brotes de aflatoxicosis
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debido a la ingestién de productos contaminados. Estudios epidemioidgicos indican
una alta incidencia de tumores de higado, en personas que ingieren de manera
cotidiana alimentos contaminados con AF, como pueden ser cereales, oleaginosas,
lacteos, cérnicos, especias, huevo vy fruta seca.

Desde el descubrimiento de las AF, en 1960, a la fecha se han identificado
alrededor de 3500 diferentes micotoxinas, sin embargo las mds estudiadas son las AF,
por lo que se cuenta con un amplio acervo bibliografico que contempla: aspectos
histdricos, estudios fisicoquimicos, efectos en animales, plantas, hombre, alimentos
contaminados; métodos de deteccidn, destoxificacién, y control; impacto econémico,
asi como aspectos legislativos (Alicroft, 1969; Andrellos et a/., 1967; Asao et al.,
1965; Blanc, 1987; Butler and Barnes, 1963; Carnaghan et a/., 1963; Coomes et a/.,
1966; Chang et a/., 1963; Lee et a/.,1969; Mann et a/.,1967; De long et a/., 1962;
Diener and Davis, 1986; FAQO, 1990; Fischbach and Campbell, 1965; OPS, 1979;
Jemmali, 1987; Jelinek, 1987; Jewers, 1987; Leonard et a/., 1975; Ong, 1975;
Patterson, 1977; Schoental and White, 1965; Stoloff and Trager, 1965; Trager and
Stoloff, 1967; Wyllie and Morehouse, 1977; Van der Zijden et a/., 1962).

2. Métodos generales de control.

Para mantener los cultivos sanos e incrementar su productividad se han
establecido métodos de control que varian segun la enfermedad que se quiera evitar,
el tipo de patdgeno, el hospedero y la interaccién entre elios.

Los métodos de control que se aplican en generai son preventivos y a veces
curativos. Los tratamientos preventivos se deben aplicar antes de que la enfermedad
se presente, pues la propagacion de patdgenos es muy rdpida v dificil de controlar
especialmente en condiciones ambientales 6ptimas para el patdgeno.

Los métodos para el control de fitopatdégenos pueden ser fisicos, quimicos,
practicas de cultivo, legales o normativos y bioldgicos (Agrios, 1997).

2.1. Fisicos.

El control de enfermedades por métodos fisicos, involucra tratamientos de
drganos vegetales, semillas y suelo mediante calor a diferente temperatura, ya sea por
medio de agua caliente, a temperaturas que van desde los 35°C hasta los 54°C, con
una duracion de minutos a horas. Asi se controlan enfermedades causadas por
hongos, nematodos, virus, micoplasmas y rickettsias.

Se emplea aire caliente entre 35°C y 40°C para tratar semillas y frutos
almacenados, para secar superficies y acelerar la suberizacién de las heridas
producidas por friccién en su manejo.

Se usan temperaturas bajas para controlar enfermedades postcosecha, sobre
todo de ¢rganos carnosos. Las temperaturas alrededor del punto de congelacion no
destruyen a los patégenos, pero retardan su desarrollo y su metabolismo. Muchos de
los frutos y vegetales perecederos, son enfriados inmediatamente después de su
cosecha, y son trasladados en vehiculos con refrigeracién, para conservar el producto
hasta su comercializacion.
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Dentro de los métodos fisicos se han empleado radiaciones eiectromagnéticas
como luz ultravioleta, rayos X, rayos gamma, particulas aifa y beta; todos estos
destruyen propdgulos de fitopatégenos en frutos, vegetales y gramineas postcosecha,
pero la exposicidn a la radiacidn necesaria para destruir al patégeno, también dafia el
tejido vegetal, por lo que hasta hoy no se emplea este sistema con fines comerciales
(Eckert and Sommer, 1967).

2.2. Compuestos quimicos.

Hasta la década de los 40s el control de plagas y enfermedades se orientaba a
practicas culturales (Curl, 1963); después de la Segunda Guerra Mundial, se fabricaron
productos quimicos para el combate de enfermedades de las plantas, que en dosis
mayores pueden ser téxicos para las plantas, animales y hombre.

El control quimico actualmente se aplica en campo, invernadero y almacén, se
usan compuestos tdxicos contra hongos, bacterias y nematodos que inhiben su
germinacién, desarrollo y reproduccién.

La mayoria de los fungicidas y bactericidas aplicados al follaje, tienen accién
protectora mas que curativa, por lo que hay que aplicarios antes de que el patégeno
se estabiezca (Brandes, 1971). Hay muchos productos quimicos para controlar
patdgenos del follaje, semillas, bulbos y tubérculos, tanto de la rizosfera como para
desinfestar el suelo (Sharvelle, 1969).

Los pesticidas a base de cobre son muy utilizados, especialmente el caldo
bordelés (hidréxido de calcio y sulfato de cobre} que produce un fungicida vy
bactericida efectivos. La fitotoxicidad de! cobre se puede reducir al aumentar la
proporcion de hidrdxido de calcio.

lLos compuestos a base de azufre, son buenos fungicidas contra cenicillas,
royas, tizones foliares y pudriciones de frutos. Las mezclas de azufre y cal tienen buen
efecto para el control de varias enfermedades fungosas. Los carbamatos, compuestos
a base de azufre, tienen amplio espectro para controlar enfermedades del fruto y
follaje de hortalizas y se comercializan con diferentes nombres: Thiram, Ferbam, Ziram,
Zineb y Maneb.

Los compuestos dei tipo de las quinonas, compuestos bencénicos vy
heterociclicos son efectivos contra enfermedades del suelo y el tratamiento de semillas
(Evans, 1968).

Hay fungicidas sistémicos, que se absorben a través del xilema, pero no son
translocados a zonas nuevas de crecimiento de las plantas, las que quedan sin
proteccién (Erwin, 1973).

La mayoria de estos fungicidas son mas efectivos cuando se aplican como
tratamiento a la semilla, como humectantes de raices o cuando se inyectan al tallo de
arboles frutales (Agrios, 1997).

2.3. Practicas de cultivo.

Las practicas culturales son el método mas antiguo para el control de
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enfermedades en plantas, constan de diversas actividades entre las que destacan:

Eliminacion de fuente de indculo.

Es la exclusion de material vegetal enfermo fuera del drea de cultivo. Al dejar
cortes de poda infectados dentro del area de cultivo por dias 6 meses, se incrementa
y dispersa el inéculo y se enferman plantas o arboles. La erradicacién de! materiai
vegetal infectado y su quema en depdsitos apropiados deberd ser inmediata a la poda.

Eliminacion de hospedantes alternos.

Muchas de las piantas herbdceas llamadas "malas hierbas" dentro del 4rea de
cultivo, pueden actuar como hospedantes aiternos de enfermedades bacterianas,
fungosas, virales o de neméatodos, hay que erradicarlas para mantener el cultivo limpio
y reducir las posibilidades de infeccién.

Rotacion de cultivos

El agricultor siembra por periodos de 3 a 4 afos una variedad o especie, y
después siembra especies diferentes para que no se establezcan los patédgenos, es una
forma efectiva para controlar enfermedades.

Fechas de siembra

Los fitopatdgenos tienen un comportamiento ciclico segun ias condiciones
ambientales. Si se atrasa o adelanta la siembra, habrd condiciones ambientales
desfavorables para el patdégeno y se reducen las posibilidades de infeccion.

La aplicacién de préacticas agricolas mejora el vigor de las plantas e incrementa
su resistencia a las enfermedades. La fertilizacién adecuada, el buen drenaje, riego
suficiente y espaciamiento entre plantas pueden tener un efecto sobre el control de
una enfermedad determinada (Agrios, 1997).

2.4. Legales y normativos.

Basado en normas regionales, estatales o del pais, para regular la entrada o
salida de material vegetal en condiciones de 6ptima sanidad. Su aplicacion esta dirigida
al establecimiento de inspecciones y cuarentenas de plantas en el campo, invernadero
o almacén, para la erradicacién de la fuente de indculo.

Los inspectores realizan inspecciones y cuarentenas cuya funcién es prohibir la
entrada de material vegetal infectado en regiones libres de la enfermedad, evitando
epifitias como "el céncer bacteriano de los citricos”, " el tizén del castaﬁo", "la
enfermedad del olmo Holandés" y "el nematodo enquistado de la soya™ que entraron
de otros paises a Estados Unldos por no aplicar con precision y eficiencia las normas
cuarentenarias (Gram, 1960). -

Los reglamentos establecidos por el Departamento de Sanidad Vegetal de los
diferentes paises, también rigen la venta de plantas en vivero, tubérculos, bulbos,
semilla y otros drganos de propagacidn vegetativa. Los agricultores interesados en
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producir y vender semiilas libres de enfermedades deben someter sus productos a una
inspeccion fitosanitaria, y en caso de encontrarse libres de la enfermedad, la agencia
de inspeccion expedird un certificado sobre el buen estado sanitario del material
vegetal en cuestion (Gram, 1960).

3. Control biolégico.
3.1 Antecedentes historicos

El control biolégico como método cientifico se inicid a principios del siglo XIX
(Wilson & Huffaker, 1976). Smith fue el primero en utilizar el concepto de "Control
Biologico™ para referirse a plagas presentes de manera natural o introducidas, para el
control de insectos. Curl (1963) y Stevens (1960) incluyen otras formas de control no
quimico, basadas en el uso de variedades resistentes o tolerantes, practicas culturales,
manipulacién genética para la creacién de machos estériles, en el caso del control de
plagas.

Biffen (1905} cred variedades resistentes a enfermedades econémicamente
importantes basandose en la genética mendeliana, y Wellhausen (1937) trabajd sobre
el efecto de la constitucién genética del hospedante sobre la virulencia de Phytomonas
Stewartii,

Hartley {1921) hizo el primer control de una pudricién de damping-off o
ahogamiento de plantulas de pino en semillero causado por Pythium y Rhizoctonia.
Establecid que existe un "factor biolégico” donde la introduccién de ciertos saprofitos
{competidores microbianos) al suelo, controlaron los hongos patogenos mencionados
y a la vez se mejord el desarrollo de las piantulas.

Baker (1962) pasteurizé el suelo a una temperatura y tiempos precisos para
eliminar los patogenos y muchos sapréfitos residentes responsables del equilibrio
microbiano, pero sobrevivieron los microorganismos resistentes al calor, en especial
bacterias que forman esporas de resistencia que son importantes en procesos
naturales de antagonismo.

Merriman et a/. {1975) aumentaron la produccién de cereales, malz y zanahoria
en campos australianos, por la inoculacién de semillas con Bacilfus y Streptomyces.
Burr (1978) y Kloepper et af. (1980) bacterizaron semilla de jitomate con Pseudomonas
y se inhibid el desarrollo de microorganismos deletéreos.

El interés por investigar sistemas de control bioldgico de las enfermedades en
las plantas aumenté de esa época a la fecha, con gran cantidad de publicaciones en
revistas cientificas (Adams, 1990; Andrews, 1992; Baker, 1968;: Blakeman and
Fokkema, 1982; Backman and Rodriguez-Kabana, 1975; Calistru et 4/., 1997; Cook,
1984; Cook, 1990; Cooksey and Moore, 1982; Chang and Kommedahl, 1968:
Duplessis et a/.,1985; Flores et af., 1997; Fravel,-1988; Fridlender er af.,1993;
Herrera-Estrella, 1998; Homma et a/., 1989; Howeli and Stipanovic, 1980; Kerr, 1980;
Linderman, 1983; Mitchell, 1973; Montes et a/.,1992; Papavizas and Lumsden, 1980:
Puyesky, 1999; Scher and Castagno, 1985; Virgen y Garcia, 1990; Weller, 1988;
Wilson and Pusey, 1985; Wood and Tveit, 1955; Zavaleta et a/., 1993 a,b).

En los ultimos afios al avanzar la ingenieria genética, se han creado plantas
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transgénicas con resistencia a ciertas enfermedades; esto implica la manipulacién
genética mediante mensajeros con capacidad de introducir genes especificos con
técnicas moleculares, que hacen de las plantas organismos resistentes a los patégenos
Y plagas. Esta area de la ingenieria genética estéd en sus inicios (Cook, 1984, 1990 y
1991; Louw, 1999; Miklas et a/., 1996; Puyesky et a/., 1999; Valadés et af., 2000;
Vazquez-Garciduenas et af., 1998).

3.2 Definicién

En Fitopatologia, segin Baker y Cook (1974), se define como control biolégico
a la inhibicién del patdgeno mediante el uso de cualquier organismo diferente al
hombre, y que toma en consideracién:;

a) Uso de microorganismos residentes dentro de un ecosistema.
b) Planta hospedante.
c) El patdégeno usado contra si mismo.

En el primer caso, los microorganismos residentes, tienen mas éxito cuando se
utilizan en su lugar de origen, o en lugares con condiciones climaticas similares a las
propias de las que fueron aislados.

La planta hospedante representa el sitio de interaccién entre el fitopatégeno y
los microorganismos sapréfitos antagdnicos, y dependerd de la resistencia que tenga
por si misma para soportar el ataque de fitopatdgenos.

Con respecto al patégeno usado contra si mismo, es por la introduccion de
cepas poco virulentas o bien de las llamadas bacterias promotoras del crecimiento,
ambas desencadenan procesos de resistencia inducida en tas plantas. La concepcién
paraddjica del control biolégico retarda el progreso de esta tecnologia de alto nivel,
que contribuye con mejores sistemas para controlar fitopatégenos,

El fundamento del control bioldgico, es la conservacidn del medio ambiente
mediante la aplicacién de microorganismos vivos; se consideran caracteristicas del
hospedante, patdgeno y medio ambiente, junto con los microorganismos de la
rizosfera y la filosfera. Las interacciones que se establecen entre la planta, el patdgeno
y microorganismos antageénicos, definen el éxito o fracaso de un sistema de control
biolégico. Al entender estas interacciones, se podrdn implementar sistemas de control
bioldgico con mayores posibilidades de éxito (Mitchell, 1973).

3.3 Maétodos del controt biolégico

El control bioldgico de fitopatégenos considera: caracteristicas de las plantas,
microorganismaos, sus componentes geneticos, o ciertas reacciones, que resultan en
un fendmeno simitar al de inmunidad que presentan los animales, cuando se ponen en
contacto con alguin agente extraio a su organismo.
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a. Uso de microorganismos vivos contra los fitopatégenos.

La busqueda de microorganismos antagdnicos se ha incrementado en |0s
ultimos afos, pues se han encontrado bacterias y hongos, que al ser aplicados al
suelo, controlan de modo efectivo las enfermedades de la raiz, y también se buscan
bacterias que controlen fitopatégenos de |a filosfera.

Las bacterias antagdnicas, deben tener caracteristicas comerciales como ser
inocuas a las plantas, animales, al hombre y al medio ambiente, ser de facil manejo,
econdmicas y de aplicacién préctica.

La inoculacién de patégenos poco virulentos en las plantas, desencadena una
resistencia inducida, se buscan bacterias saprdéfitas que induzcan una reaccion
"inmune” y fortalezcan a las plantas para resistir la infeccién de los patégenos en
contacto con ellas (Baker, 1387 y 1986).

Cada dia se encuentran nuevos microorganismos para ei control bioclégico de
enfermedades de plantas, principalmente bacterias y hongos de la rizosfera y de la
filosfera (Andrews, 1992; Gottlieb et a/., 1952; Hornby, 1978; Kloepper et al., 1980;
Kloepper and Schroth, 1981; Rouatt and Katznelson, 1961). Hay supresidn natural de
enfermedades en diferentes suelos ("Suelos supresivos" de patdgenos), v son los
microorganismos benéficos parte importante en el balance natural y fuente del control
biolégico {Cook, 1991).

b. Uso de la resistencia genética a las enfermedades.

Son métodos no contaminantes, baratos, pero de alta tecnologia ya que
implican el conocimiento profundo tanto del fitopatégeno por controlar, como del
cultivo.

El uso de la resistencia genética del maiz contra sus enfermedades no
contamina, es m4as barato a la larga aunque tarda mas tiempo en poder aplicarse. La
resistencia genetica no es un fendmeno estable, sino que continuamente cambia al
mutar el patégeno, y esto trae una carrera entre el cambio genético del patégeno vy el
desarrollo de variedades resistentes por el hombre,

La obtencidén de variedades resistentes es un método accesible, seguro y
efectivo para controlar las enfermedades de las plantas y que ayuda a conservar el
medio ambiente (siempre y cuando no se pierda la resistencia), pues no sdlo evita ias
pérdidas por las enfermedades, sino también los gastos derivados de las aspersiones
con compuestos quimicos, muchos altamente residuales. Varias Estaciones Agricolas
Experimentales en diferentes paises, tienen programas especificos para la formacion
de variedades resistentes a enfermedades importantes o dificiles de controlar cuya
semilla se distribuye para beneficio de los agricultores.

La busqueda de sistemas de control bicldgico estd en desarrollo y es un trabajo
prometedor {Adams, 1990; Baker, 1987 y Wilson and Pusey, 1985). Asi como hay
reglas para el uso racional de pesticidas, las debe haber para usar microorganismos
que contrclen fitopatdgenos, especialmente con plantas y microorganismaos
desarrollados mediante ingenieria genética y que seran liberados en el campo.
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3.4 Ventajas y desventajas.

El control bioldgico es una alternativa con ventajas y desventajas sujetas al
analisis y discusion para su posible aplicacién.

Dentro de las ventajas reconocidas para el manejo de las enfermedades por
medio de organismos vivos se tienen:

a. Inocuidad, los agentes biolégicos no son téxicos o no deben serlo, su uso no
dana la microflora regional, se mantiene un equilibrio ecoiégico, se conserva el
medio ambiente, y se benefician las poblaciones vegetales circundantes a los
campos de cultivo donde se aplican.

b. Al ser productos inocuos, el hombre puede hacer un manejo seguro durante la
produccién industrial y su aplicacién al campo.

Como desventajas tenemos:

a. Los agentes de control son dificiles de formular comercialmente por su
naturaleza bioldgica.

b. Requieren un manejo especializado para mantenerse viables y efectivos por
largos periodos al momento de su aplicacidn,

c. Pueden perder su eficaz actividad antagénica por mutaciones.

d. Por su caracter bioldgico son incompatibles con productos quimicos, no deben
mezclarse para obtener un efecto aditive (Linderman, 1983; Cook, 1991).

e. Deben de ser inocuos a plantas, animales y humanos durante la produccién y

aplicacién al campo.
3.5. Perspectiva industrial

Muchos de estos productos bioldgicos se han desarrollado cientificamente sin
una clara perspectiva industrial y se han explotado poco a nivel comercial. Ha habido
un esfuerzo cientifico en la bisqueda de sistemas de control biolégico, y ya es tiempo
para su comercializaciéon y explotaciéon en beneficio del agro mundial y del entorno
ecoldgico.

Algunas companias privadas reconocen la necesidad de comercializar los
productos biolégicos para el control de enfermedades (Cook, 1991); pero otras
empresas en Japon, Estados Unidos y Europa han suspendido sus programas de
investigacion y desarrollo debido al pequerio mercado para estos productos y al alto
costo de este tipo investigaciéon (Adams, 1990; Baker, 1986; Cook, 1984).

ldealmente los investigadores, industriales interesados, extensionistas y
comercializadores © buscadores de mercado, deberian conciliar esfuerzos para
seleccionar los agentes con éxito potencial, que sean técnicamente viables y
comercialmente atractivos para ser aceptades por las normas de regulacién ambiental
(Baker, 1986).
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Hasta la fecha han sido registrados 41 productos de control bioldgico citados
en Internet, de los cuales los 5 mds conocidos son:

a. BINAB T a base de Trichoderma spp., para proteger las heridas por poda, de los
hongos que pudren la madera (Ricard, 1981).

b. La compania Kodak's F-Stop tiene un producto a base de Trichoderma, para
proteger al chicharo, frijol y maiz de los hongos causantes del damping-off
(Cook, 1991}.

C. Agrocin 84 elaborado a base de Agrobacterium radiobacter cepa 84, para
proteger arboles frutales, estacas de rosal y crisantemo (Kerr, 1980).

d. DAGGER G que es una mezcla de turba con Pseudomonas fluorescens
para prevenir el tizén en semilleros de algodén causado por Rhizoctonia y
Pythium sp.

e. W.R. GRACE and Company, a base de Gliocladium virens para el control de

Pythium y Rhizoctonia de plantas ornamentales.
4. Bacterias antagdnicas

Muchas bacterias controlan hongos fitopatégenos pero de modo inconsistente.
El uso de bacterias dependera de su habilidad para controlar ia microflora nociva para
las plantas y mantener estable su capacidad antagénica (Lambert et a/., 1987; Leyns
et al., 1990; Blakeman and Fokkema, 1982). .

Algunas bacterias son efectivas en laboratorio y en el campo; o mostrar
excelentes resultados en el laboratorio, pero al aplicarse al campo no tener ninguna
efectividad (Baker, 1986; Kloepper and Scroth, 1981).

El primer caso de uso con éxito de bacterias como agentes de control biclégico,
fue Agrobacterium radiobacter var. radiobacter cepa 84, que controla la "agalla de la
corona” producida por A. radiobacter var. tumefasciens en frutales y ornamentales,
su uso se ha extendido por todo el mundo {Cooksey and Moore, 1982; Du Plessis et
al., 1985; Kerr, 1980).

Las bacterias del género Bacillus se han aplicado sobre una amplia variedad de
plantas dando control efectivo de fitopatégenos; son fuertes candidatos para el control
bioldgico, pues producen endosporas resistentes a altas temperaturas; asi como a
condiciones ambientales de desecacién.. Desde 1983 se comercializa un producto
formulado a base de Bacillus subtilis A13 aislado de micelio lisado de Sclerotium
rolfsii, que ademas estimula el desarrolio de las plantas y suprime fitopatdgenos
{Weller, 1988).

Pseudomonas spp. es un género con excelentes caracteristicas antagonicas que
ha sido estudiado por investigadores de la Universidad de California, Berkeley en la
década de los 70's.

Burr et a/. (1978) encontraron que cepas de Pseudomonas fluorescens y P.
putida, aplicadas a tubérculos de papa, ejercieron cierto efecto antagonico a
patogenos del suelo, y mejoraron el crecimiento de las plantas. Kloepper v Schroth
{1981), trabajaron con remolacha y rdbano con los mismos resultados. A las cepas
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aisladas a partir de la rizosfera se les nombré Promoting Grow Plant Rhizobacteria
(PGPR), es decir bacterias promotoras del crecimiento de las plantas, este término se
aplica para definir bacterias con habilidad para colonizar raices de una manera agresiva
(Chang and Kommedahl, 1968; Efad and Baker, 1985; Fridlender, et a/. 1393; Hornby,
1978; Howell and Stipanovic, 1979, 1980 y 1983).

Cepas de Pseudormonas fluorescentes suprimen muchos fitopatdgenos como es
el caso de Gaeurmannomyces graminis var. tritici, que ocasiona pudricién radicular en
cereales, enfermedad, que ha ocasionado epifitias en las principales zonas de trigo en
los Estados Unidos de Norteamérica (Weller, 1985}).

4.1. Taxonomia.

La clasificacion de bacterias considera un nimero de caracteristicas, que resulta
ser mas limitado, que las utilizadas para la clasificacidon de animales y plantas. En las
bacterias no se aplica el principio que establece: "La ontogenia recapitula a la
filogenia™; tampoco existen registros fésiles suficientes, esto aunado a la reproduccién
asexual, complica crear una taxonomia completa para bacterias como la del resto de
seres vivos.

Se usan patrones morfolégicos y metabdlicos en los laboratorios de
microbiologia para elaborar manuales y guias de identificacién de bacterias. La
subdivision morfoldgica de bacterias en: cocos, bacilos y espirilos es un caracter
fundamental y estable, asi como los patrones de produccién de energia como son
algunas fermentaciones especificas, metabolismo oxidativo o fotosintesis.

Las relaciones taxonémicas hechas claves son determinantes; por ejemplo, para
identificar un organismo desconocido es necesario relacionarlo con otro previamente
descrito. De esta manera, por medio de colecciones de referencia con cultivos tipo,
que se mantienen en ciertos laboratorios, se realizan los trabajos de identificacidn, a
nivel de especie.

Para evitar la arbitrariedad de caracteristicas importantes, algunos
investigadores con ayuda de las computadoras, han retomado una propuesta hecha
en el siglo XVIII, por el bidlogo francés Adanso y han desarrollado la taxonomia
numérica donde se establecen gran cantidad de caracteres con base en la proporcion
de caracteristicas compartidas para cada cepa y grupo, sin dar a ninguna caracteristica
mayor peso que a otra. Este trabajo es laborioso y conduce a un significante
reagrupamiento de ciertas clases de microorganismos (Brock and Madigan, 1991).

Como la informacién genética se encuentra codificada en el ADN, ahora se
definen las retaciones evolutivas en términos m4ds precisos y operacionales como el
grado de homologia de su ADN. Estudios bioquimicos de! ADN, dan una propuesta
directa para medir las interrelaciones de diferentes organismos. A través de la
composicién del ADN se ha encontrado que para las bacterias el porcentaje G-C es de
30% a 70%. Los coeficientes de sedimentacién indican que el cromosoma bacteriano
es homogéneao después de fragmentarse en pequefios segmentos. Asi, la composicién
del ADN es una caracteristica estable, arraigada a lo largo del proceso evolutivo e
importante en la identificacidén de bacterias.
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Las bacterias con potencial para el biocontrol, se ubican en diversos géneros:
Actinoplanes, Agrobacterium, Alcaligenes, Amorphosporangium, Arthrobacter,
Azotobacter, Baciflus, Cellulomonas, Micromonospora, Pseudomonas, Pasteuria,
Rhizobium, Serratia, Streptomyces y Xanthomonas. Dada la gran diversidad de
microflora en la rizosfera, filosfera y suelo es probable que un espectro amplio de
cepas potencialmente efectivas, haya sido escasamente explotada (Weller, 1988).

4.2, Mecanismos de accién

Los mecanismos de accién en sistemas de biocontrol se refieren a las
interacciones (competencia, antibiosis e hiperparasitismo/predacion) entre l0s
patdgenos y los microorganismos que los inhiben o matan (Mitchell, 1973).

Competencia. La competencia por nutrientes presentes en exudados de las
raices, semilla y/o filosfera, probabiemente ocurre en muchas interacciones entre
bacterias y fitopatégenos, esta accién es responsable de un cierto control por
bacterias introducidas. Grandes poblaciones de bacterias de la rizosfera reducen las
fuentes de carbdn y nitrégeno aprovechables, limitando asi la germinacién de ias
esporas de hongos patdgenos y la colonizacién e infeccidn de la raiz (Baker, 1968;
Elad and Baker, 1985; Mitchell, 1973).

Muchas Pseudomonas fluorescentes crecen rapidamente en la rizosfera, por su
versatilidad nutricional, y evitan el establecimiento de hongos fitopatdgenos. Suslow
(1982), sugirié que la exclusién del nicho, es un mecanismo importante en los
procesos de antagonismo; ciertas areas sobre las raices, como los puntos de union de
las células, y los puntos de emergencia de las raices laterales, son colonizados por
muchas clases de bacterias; incluyendo las bacterias deletéreas, dada la abundancia
de exudados en estos lugares de la planta.

La inoculacidén de bacterias de la rizosfera en un sistema agricola, puede
prevenir o reducir el establecimiento de bacterias deletéreas en esos sitios.
Agrobacterium radiobacter var. radiobacter cepa 84 evita el establecimiento de A.
radiobacter var. tumefasciens y, por el bloqueo fisico de los sitios de infeccién, la
reduce (Cooksey and Moore, 1982; Kerr, 1980; Duplessis et al., 1985).

Antibiosis. La antibiosis por la produccidon de antibidticos u otros compuestos,
es importante en la inhibicion de algunas bacterias y hongos (Kioepper and Schroth,
1981; Kloepper et a/., 1980). Cuando Bacillus subtilis fue adicionado al suelo se redujo
la infeccion por Streptomyces scabies, 1a bacteria produce un antibidtico similar a la
subtilina, es una antibiosis por antibidticos {Gottlieb et a/., 1952). B. subtilis también
fue usado contra Monilinia fructicola con éxito (McKeen et a/., 1986).

Agrocin 84 es un antibiético producido por A. radiobacter var. radiobacter cepa
84, que controfa la infeccidn por A. radiobacter var. tumefasciens en tejido que
pudiese estar danado. La fenacina (dimero de fenacina-1 carboxilato, también
reportado como forma mondmera) es preducida por algunas Pseudomonas fluorescens
y suprime la infeccidn por Gaeumannomyces graminis var. tritici en trigo a
concentraciones menores de 1 mg/mL en pruebas in vitro, ademas también tiene
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accién contra otros patégenos de la pudricidn del tallo de! trigo {Cooksey and Moore,
1982; Duplessis et af.,, 1985; Kerr, 1980; Weller, 1985).

Howell y Stipanovic (1980) demostraron gque la piolutorina y la pirrolnitrina,
antibidticos obtenidos de P. fluorescens pf-5, protegen al algoddn contra el damping-
off inducido por Pythium ultimum y por Rhizoctonia solani, igual que las bacterias
adicionadas al suelo. Streptomyces hygroscopicus var. geldanus, controlala pudricion
del tallo del chicharo por Rhizoctonia mediante el antibidtico gelandamicina (Gottlieb,
et al., 1952; Howell and Stipanovic, 1979, 1980 y 1983).

Hiperparasitismo. Los términos hiperparasitismo, micoparasitismo, parasitismo
directo y parasitismo interfungoso, se utilizan indistintamente para referirse al
parasitismo de un hongo o bacteria sobre otro hongo, el microorganismo con esta
actividad se conoce como hiperpardsito (Boosalis, 1964},

Los hiperparasitos se clasifican en dos grandes grupos segun sumodo de accién
y sus efectos sobre el hospedante: el grupo bidtrofo obtiene sus nutrientes de céiulas
vivas, estos pardsitos pueden matar a sus hospedantes 0 una parte de ellos, o causar
poco daho y no ser perceptibies.

El segundo grupo de hiperpardsitos, es el necrotréfico, son los hongos o
bacterias que obtienen sus nutrientes de células muertas. Usualmente este tipo de
parasitos mata las céluias del hospedante antes de invadirlo.

Los 3 mecanismos de hiperparasitismo son diversos y complejos: a) cuando
forma haustorios dentro de las céiulas del hospedante; b} por la disolucién enzimatica
de las paredes del hospedante, y ¢} por la formacidn de pequenas células de contacto
llamadas "buffer” en la punta de la hifa parasitica, en este contacto se aumenta la
permeabilidad de la membrana plasmatica y se facilita el paso de nutrientes del
hospedante hacia el hiperparasito (Boosalis, 1964; Mitchell & Alexander, 1963;
Morgan, 1963; Papavizas and Lumsden, 1980).

4.3. Condiciones para su actividad

Para que las bacterias antagénicas tengan una actividad dptima, las condiciones
ambientales son determinantes, hay una diferencia marcada, entre las bacterias
antagonicas de la rizosfera y las de ia filosfera. Hay caracteristicas especificas que
permiten la colonizacién de estos nichos, segun las condiciones microcliméticas vy
nutricionales que se establezcan (Andrews, 1992; Weller, 1988).

El microclima de la filosfera abarca unos pocos milimetros sobre la superficie de
ta hoja. El filoplano es un ambiente dindmico, que depende de variables ciclicas y no
ciclicas, incluye: temperatura, humedad relativa, rocio, lluvia, viento y radiacidn. Un
cambio de las variables anteriores puede ocurrir, por ejemplo: la temperatura
superficial puede diferir por algunos grados, cruzando la superficie de la hoja,
dependiendo del grosor de la capa limite y de las caracteristicas morfoldgicas
superficiales de la misma (Ayres, 1935; Barnett and Lilly, 1958; Burrage, 1971;
Burrage, 1976).

En contraste la raiz tiene un ambiente denso y poroso cuyo caracter "buffer”
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protege al rizoplano de los cambios ambientales bruscos, las raices y sus
microorganismos asociados, viven en un ambiente mucho mas estable que el de las
hojas; por tanto se puede tener un control mas efectivo {Box and Hammond, 1990).

En el filoplano los nutrientes se originan enddgena o exdgenamente y se
conforman por: carbohidratos, aminodacidos, acidos orgdanicos, azlcares, aicoholes,
elementos minerales traza, vitaminas y hormonas; asi como compuestos anti-
microbianos como fenoles y terpenos. Los nutrientes tienen un papel directo como
sustratos microbianos, y otro indirecto para la sintesis de antibidticos y/o siderdforos
sobre el filoplano (Fiala et al., 1990; Garber and Hutchinson, 1988; Tukey, 1970).

El ambiente nutricional del rizoplano es diferente al de la hoja, muchos exudados
radiculares se originan de tejido joven, en la region de crecimiento, y son
quimicamente mas complejos y profusos que los encontrados en el filoplano. Los
microorganismaos en esta zona, se desarrollan en un ambiente rico en energia, lo cual
facilita su colonizacién y supervivencia (Andrews, 1992).

Comparando el potencial de colonizacién de la filosfera y de la rizosfera, en las
raices es mucho mayor que en las hojas, pues las condiciones microcliméticas y
nutricionales son mejores que en el filoplano {Andrews, 1992; Blakeman and Fokkema,
1982).

4.4, Estado actual del control biolégico en México

La investigacion de control bioldgico en Fitopatologia en México esté en etapa
inicial, la mayoria de los trabajos son sobre el posible uso de microorganismos
antagonicos y la aplicacién de extractos y/o residuos vegetales, muchos de éstos se
han realizado en laboratorio e invernadero {Carrillo et a/., 1991; Casarrubias y Frias
1992; Fucikovsky et a/., 1989; Khalil, 1991; Lépez y Gonzdlez, 1990; Roncal et a/.,
1991; Salazar et a/., 1994; Samaniego, 1991; Tovar y Gaona, 1993; Zavaleta-Mejia,
et al., 1989; Zavaleta-Mejia et a/.,1993) y muy pocos a nivel de campo (Carrién et
al., 1992; Castrejon y Gonzédlez, 1994; Montes et a/., 1992; Torres-Barragén et a/.,
1994).

Carrién y colaboradores (1992) redujeron la infeccién por Hemileia vastatrix,
causa de la roya del cafeto, por la aspersiéon mensual de conidios de Verticilfium lecanii
a diferentes concentraciones, con resultados prometedores.

La aplicacidn de Bacillus subtilis a la semiila de sandia, redujo la infeccién por
Fusarium oxysporum (Virgen y Garcia, 1990).

La adicién de filtrado de He/minthosporium tritici-repentis, sobre plantas con
roya de ia cebada, Puccinia graminis redujo el desarrollo final de la enfermedad en un
40% e incrementd la produccién de grano.

La micorrizacidén de plantas de cebolla con Glomus sp., retardd el inicio de la
pudricidn blanca, por Sclerotium cepivorum, dando proteccidn significativa contra la
enfermedad durante las primeras semanas después del transplante. Castrején y
Gonzalez {1994), encontraron que la micorrizacién de la cebolla aumenta la produccidn
de los bulbos (Torres et a/. 1994),

El control de fitopatdgenos por la adicidn de residuos 0 extractos vegetales, se
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ha estudiado con mayor intensidad en los dltimos 10 afos. Hay diversos metabolitos
toxicos de plantas que actdan como antagonistas de fitopatégenos y plagas (Montes,
1997; Montes et al., 1992). Se puede explotar este potencial antimicrobiano de ciertas
plantas, por rotacién de cultivos, asociacién y/o incorporacion de sus residuos al
suelo, o por la preparacién de infusiones de sus tejidos. Destacan los trabajos de
Zavaleta-Mejia y colaboradores, que han demostrado que la rotacidn e incorporacién
de residuos de cempoaxdchitl al suelo, o su asociacién con chile o jitomate,
disminuyen significativamente: a) la cantidad de agallas en raiz por Nacobbus aberrans
y Meloidogyne incognita, b) se reducen los insectos vectores de virus, principalmente
acaros y mosquitas blancas, esto disminuye la virosis, en dichas hortalizas y c) reducir
el dafio causado por Alternaria solani en follaje y fruto {Rojas-Martinez et a/., 1994).

Hay pocos trabajos de investigacién sobre control bioldgico de fitopatdégenos
realizados en México, ya sea por uso de microorganismos o por la adicién de extractos
vegetales; se requiere mayor continuidad en los trabajos de laboratorio e invernadero,
para probar su potencial en campo y que {os resultados sean aplicados a nivel
comercial por los productores, en beneficio de a poblacidon (Zavaleta y Ochoa, 1992;
Zavaleta et a/. 1993 a,b).
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Il. OBJETIVOS

Buscar bacterias con capacidad antagonica contra Aspergiflus flavus.

Cuantificar el efecto antagénico contra A. flavus de bacterias aisladas de la
rizosfera y filosfera del maiz en condiciones de laboratorio.

Identificar los aislamientos bacterianos con actividad antagdnica contra A.
flavus.

Determinar el efecto fungicida 6 fungistético de las bacterias antagénicas sobre
A. flavus.

Conocerla accidn inhibitoria de las bacterias antagdnicas sobre diversos hongos
fitopatégenos.

Bioensayos a nivel laboratorio en mazorcas de maiz con granos en estado
lechoso para establecer la capacidad infectiva del hongo y protectora de las
bacterias.

Comprobar el efecto deletéreo o inocuo y cardcter saprofito de los aislamientos
bacterianos antagdnicos, sobre diferentes especies vegetales.

Determinar el grado de proteccion contra la infeccion de A. flavus en pruebas
de invernadero y campo.

Caracterizar el componente activo, producido por los aislamientos mas
eficientes.
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ill. MATERIALES Y METODOS.
3.1 Aislamiento de Aspergillus flavus.

Se aislé A. flavus, a partir de semilla de maiz contaminada, de la bodega rural
"Las Yescas", Estado de Tamaulipas, para ello se desinfestaron 50 semillas con
hipoclorito de sodio at 2% durante 5 minutos y se dieron dos lavados con agua
destilada esterilizada (Armentrout, 1988). Seis granos se distribuyeron simétricamente
en cajas de Petri con Papa Dextrosa Agar {PDA) (Apéndice 13} y se incubaron a 28°C
hasta la aparicidn de coionias fungicas tipicas de A. flavus.

Se identificd A. flavus, por las caracteristicas macroscdpicas y microscépicas
del hongo, segun las claves de Raper y Fenneli {1965).

3.2 Muestreo de suelo agricola de maiz.

El muestreo de suelo de rizosfera se efectud en tres parcelas dedicadas al
cultivo de maiz, dos de ellas localizadas en el Estado de México, y la tercera en el
Estado de Guanajuato, con la siguiente localizacién:

Parcela 1. Tezoyucan, Km 35 carretera Lecheria-Texcoco.
Parcela 2. Cocotitlan, carretera Cocotitldn-Juchitepec Municipio de Chalco.
Parcela 3. Bajio, carretera Celaya-lrapuato.

Para muestrear el suelo de ia rizosfera se tomaron de cada parcela, al azar, 15
plantas de maiz en estado fenoldgico de madurez completa; cada planta se extrajo con
todo y raiz, asi como de 500 a 1000 g de su suelo adherido. Las muestras se
depositaron en bolsas de plastico de 30 x 40 cm etiquetadas y se colocaron en un
refrigerador a 4°C para evitar alteraciones en la microflora bacteriana, por efecto de
la actividad metabdlica de microorganismos en el proceso de descomposicidn de la
materia organica.

Se muestred suelo dedicado al cultivo de maiz, para obtener colonias
bacterianas nativas adaptadas al cultivo y que puedan tener mejor éxito en
mecanismos de control contra A. flavus.

3.3 Aislamiento y seleccién de bacterias antagénicas.

La seleccidn de bacterias con actividad antagonica contra A. flavus se efectud
en dos etapas que fueron:

1a. Del total de bacterias aisladas del suelo en los puntos de muestreo.
2a. De las antagonicas probadas individualmente contra A. flavus.
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Primera etapa de seleccién

a. Del suelo

Se pesaron 10 g de suelo de rizosfera de cada punto de muestreo, y se
mezclaron con 95 mL de agua destilada esterilizada, agitando vigorosamente y sin
dejarlo sedimentar se hicieron una serie de diluciones, tomando 0.1 mL de la
suspension original, para adicionarle 0.9 mL de agua destilada esterilizada, hasta
obtener una dilucién de 1:107. A partir de esta dilucidon se pipeted 0.1 mL de la
solucién y se sembré en medio de cultivo B de King (King et a/., 1954) (Apéndice 1
d), distribuyéndose homogéneamente en la superficie del medio de cultivo con una
varilla de vidrio triangular. Las cajas fueron incubadas a 28°C hasta la aparicién de
colonias bacterianas (Garcia, 1981; Johnson et al., 1960; Leben et a/., 1965).

Se seleccionaron todas las colonias bacterianas que se desarroilaron en las
diferentes cajas, con base en su aspecto, color, tamafo y textura; teniendo cuidado
de no repetir la misma colonia.

Co hace referencia a las colonias obtenidas en parcelas de la localidad de
Cocotitldn, Tez a las parcelas de Tezoyucan y Ba a las del Bajio.

Para probar la capacidad inhibitoria de las colonias bacterianas seleccionadas
contra A. flavus se realizé siembra directa, es decir; las colonias desarrolladas en la
placa sembrada con la dilucién 107 se iban probando inmediatamente sin hacer
transferencia y conservacién (como normalmente se acostumbra), esto con el
propdsito de ahorrar medio de cultivo y tiempo. Con la punta de una aguja de
diseccidon se tocd una colonia de A. flavus de cinco dias de desarrollo, y una vez
impregnada de conidios, se tocd {a superficie del medio de cultivo en el centro de la
placa de PDA; se requirié cuidado para que la punta de la aguja no se impregnara en
exceso de conidios, ya que se hubieran desarrollado colonias por toda la placa y no
una sola colonia como se espera. Después de 48 horas de desarrollo de la colonia
fungosa, en torno a ésta, a una distancia de 2.5 cm se sembraron por punto los
aislamientos bacterianos, utilizando una asa bacteriana recta con el extremo en forma
de L, la punta hizo contacto con la colonia bacteriana y con la punta del asa
impregnada de bacterias se tocd la superficie del medio de cultivo en un punto
previamente marcado por la parte posterior de ia caja de Petri.

Se seleccionaron las bacterias que indujeron una zona de inhibicién del hongo.
En cada placa se probaron 12 colonias bacterianas diferentes (Figura 1).

Ya comprobada la actividad antagodnica de las bacterias, se procedid a la
transferencia de la colonia bacteriana original (de la placa con las colonias de la
dilucién 107} en medio de cultivo B de King para tenerla en cultivo puro, y conservarla
para lo cual se preparé por triplicado una suspensién bacteriana de 3 x 10% células/mL
en una solucién salina al 0.85% para su conservacién a 4°C hasta su utilizacién en
l0s ensayos de antagonismo propuestos.

Este método descrito, fue utilizado para el aislamiento y seleccién de bacterias
antagoénicas aisladas de los estigmas y bracteas de la mazorca de maiz.
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Figura 1. Placa con PDA marcada de acuerdo al patrén (izquierda) y patréon de

siembra de aislamientos bacterianos en puntos equidistantes, al centro
A. flavus (derecha).

b. De los estigmas

Se pesaron 10 g de estigmas de mazorcas de maiz, compradas en la Central
de Abastos de la Ciudad de México, para aislar ias bacterias. Los estigmas se molieron
a baja velocidad por 30 segundos con 95 mL de agua destilada esterilizada, en una
licuadora. De la suspensidn obtenida se elaboraron una serie de diluciones: se midié
0.1 mL de una concentracion de 10° y se sembré en medio B de King distribuyéndose
en la superficie mediante una varilla de vidrio triangular y se incubd a 28°C, hasta la
aparicion de colonias bacterianas. Se procesaron un total de 60 muestras. La seleccion
de bacterias y su capacidad antagénica fue probada de la manera descrita en la
seccidn 3.3 a.

cC. De las bracteas.

Se pesaron 10 g de bracteas externas de mazorca del maiz, cortadas en
fragmentos de 2 ¢cm?, se dejaron reposar con 100 mL de agua destilada esterilizada,
durante 30 minutos y después se agitd vigorosamente durante 1 minuto con una
varilla de vidrio. Con la suspensién se hicieron diluciones y de 1a 10°°, se sembré 0.1
mL en medio B de King, se distribuyd homogéneamente en la superficie con una varilla
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de vidrio triangular e incubd a 28°C hasta ia aparicidn de colonias bacterianas. Se
procesaron 60 muestras, La seleccion de bacterias y su capacidad antagdnica fueron
realizadas de la manera descrita en seccion 3.3 a.

d. Bacterias con capacidad antagénica comprobada.

Se usaron aislamientos bacterianos con capacidad antagénica conocida contra
diversos fitopatdgenos y se probaron contra A, flavus. Las bacterias eran del cepario
del Instituto de Edafologia del Colegio de Postgraduados y del Laboratorio de
Fitopatoiogia de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas y fueron:

Cepa 11 Ps. Proporcionada por el Dr. Ronald Ferrera del Colegic de
Postgraduados, Montecillos Estado de México. Esta cepa ha
probado tener actividad antagdnica contra hongos fitopatégenos
como: Rhizoctonia, Fusarium, Pythium y Sclerotinia.

Cepas B (1, 2 y 3) Proporcionadas por la Biél. Cristina Castro, de La Escuela Nacional
de Ciencias Bioldgicas del I.P.N. con actividad antagdnica contra
Rhizoctonia y Sclerotinia.

Cepa Bp-1. Proporcionada por el M.en C. {saac Luna actualmente Doctarante
en el Instituto de Biologja de Ia U.N.A.M. Esta cepa tiene actividad
antagénica contra ciertas bacterias fitopatégenas como:
Clavibacter michiganense, Xanthomonas campestris,
Pseudomonas solanacearum y Erwinia carotovora.

Cepa B-4 Proporcionada por el M.en C. Isaac Luna con actividad antagénica
contra Scleratinia y Fusarium.

La actividad antagdnica se realizé por el método descrito en la seccidon 3.3 a.
3.4 Cuantificacion de la capacidad antagénica sobre A. flavus
Segunda etapa de seleccidn

Para cuantificar la actividad antagdnica de los aislamientos bacterianos
seleccionados, tanto en la primera etapa como de aquellos con actividad antagénica
comprobada contra diferentes fitopatdgenas, se sembraron por separado vy triplicado
del siguiente modo:

Se sembrd cada aislamiento bacteriano, en la superficie del medio PDA,
siguiendo un circulo de 5.5 cm de didmetro. Después se sembro A. flavus al centro
segun la metodologia expuesta en la seccion 3.3 a. Las placas se incubaron a 28°C
y se registré el diametro de crecimiento de A. flavus, cada 24 horas por 8 dias, tiempo
suficiente para ver el efecto inhibitorio de las bacterias sobre este hongo; como testigo
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se sembrg sdélo el hongo por triplicado. Para evaluar diferencias significativas, entre
la capacidad de inhibicién de los diferentes aislamientos probados, se realizé un
analisis de varianza no paramétrico de Kruskall-Wallis (Zar, 1985).

Se seleccionaron aquellas bacterias que produjeron una reduccién menor al

50 % del diametro de la colonia de A. flavus respecto al testigo, cuando este alcanzo
SU maximo crecimiento.

3.5 Espectro de accién de las bacterias antagénicas sobre hongos fitopatogenos.

Para determinar el espectro de accién de las bacterias antagodnicas sobre
diferentes géneros de hongos fitopatégenos se seleccionaron los aislamientos
bacterianos con mayor capacidad antagénica: Co-47, Co-81, Tez-118, Tez-226, Ba-72
y Ba-252. Los hongos fitopatdgenos incluidos en este ensayo fueron: Colletotrichum
findemuthianum aislado de hojas de limén mexicano (Citrus aurantifolia}; Curvularia sp.
aislado de mancha foliar en hojas de cebolla (Allium cepa); Fusarium sp. aislado de
plantulas de jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.) con sintomas de damping-off;
Helminthosporium sp. aislado de hojas de maiz (Zea mays) con sintomas tipicos de
tizon; Penicillium sp. aislado de fruto de naranja (Citrus); Pestalotia sp. aislado de
mancha foliar del cafeto (Coffea arabica L.}, Phoma sp. aislado de mancha foliar de
platano {(Musa sapiens L..); Phytophthora cinnamomi aislado de raices de aguacatero
(Persea indica Mill.) con sintomas de "tristeza del aguacatero”; Rhizoctonia solani
aislado de sintomas de "costra negra” de la papa (Sofanum tuberosum L.); Sclerotium
cepivorum aislado de cebolla (A/fium cepa) con sintomas de pudricién blanca y
Sclerotinia sclerotiorum aislado del girasol (Helianthus annuus) con sintomas de
"Pudricién blanda del capitulo del girasol”, todos depositados en el cepario del
Laboratorio de Fitopatologia de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, del L.LP.N.

Cada aislamiento bacteriano se sembré de manera independiente, en uno de
ocho puntos en circunferencia de 2.5 cm de diametro, en medio PDA, siguiendo fa
metodologia aplicada en el punto 3.3 a, al centro del circulo se sembraron los hongos
con excepcion de Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum vy
Phytophthora cinnamomi, que fueron sembrados con un cilindro de la colonia fungosa
obtenida con sacabocado de 5 mm de didmetro. El ensayo se realizé por triplicado y
las cajas se incubaron a 28°C durante 10 dias, se midié el diametro final alcanzado
por cada hongo. Como testigos se sembraron, en PDA por triplicado, los hongos
fitopatdgenos. Se aplicd andlisis de varianza a los resultados.

3.6 Mecanismos de accion

a. Fungistatica 6 fungicida.

La determinacién del efecto fungistatico 6 fungicida, producido por las bacterias
antagonicas, incluidos aislamientos de rizosfera, filosfera y de actividad comprobada,
se estudié con tres diferentes ensayos:

1} El primer ensayo consistié en la preparacion de suspensiones bacterianas y
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del hongo. Se hicieron suspensiones con cada aisiamiento bacteriano antagénico (Co-
47, Co-81, Co-165, Ba-205, Ba-72, Ba-53, Ba-252, Ba-118, Tez-226, Tez-227, Es-
169, Es-383, Br-576, 11Ps y B-4} a una concentracién de 3 x 107 células/mL; por otro
lado, se prepard una suspension de A. flavus a una concentracién de 3.5 x 10°
conidios/mL. Las suspensiones de bacterias y del hongo se mezclaron en proporcidn
1:1, con la mezcla resultante se sembré 0.1 mL al centro de una caja de Petri con
PDA. Como testigo se sembré A. flavus de la suspensién original del hongo diluida 1:1
con agua destilada estéril. Las cajas se incubaron a 28°C durante 6 dias. Todo el
ensayo se hizo por triplicado. Si las bacterias tenian capacidad fungicida no dejarian
crecer al hongo, y si tenian actividad fungistatica iban a permitir st desarrolio en
menor grado respecto al testigo.

ii) En el segundo ensayo, se sembré 0.1 mL (concentracién de 3.5 x 10°
conidios/mL) de A. flavus, al centro de 48 cajas de Petri con PDA (3 repeticiones de
cada uno de los 15 aislamientos bacterianos, mas 3 del testigo), se incubaron 48
horas. Cuando la colonia fungosa crecié a 2.5 cm de didmetro, se inundé cada placa
con una suspension de 3 x 10’ bacterias/mL de cada cepa antagdnica por separado,
el exceso de suspensién fue decantado vy eliminado, se incubaron las placas otras 48
horas a 28°C. Al término de este periodo, con una aguja de diseccién curva, se hizo
un corte en herradura de 3 cm, en nuevas cajas de Petri con PDA, se tevantd cada
lengleta de medio, y se colocd por abajo en el vidrio del fondo, un cuadrito de PDA
con parte de la colonia fungosa y bacteriana, se cubrié con la lenglieta de PDA para
que el hongo creciera a través del medio y se purificara de bacterias que no crecen a
través de él. De este modo, en las placas donde logre crecer el hongo més lentamente
que el testigo, se considera un efecto fungistatico, y en caso de gque no crezca por
haber sido destruido por |las bacterias antagdnicas habra un efecto fungicida.

iii) Para el tercer ensayo se consideraron séto 5 aislamientos bacterianos con el
mejor efecto antagdnico. Se hicieron microcultivos, en una placa de vidrioc con nueve
cavidades, de 2 cm de diametro x 0.5 cm de profundidad, y se les puso PDA. En el
50 % de la superficie de cada cavidad con PDA, se sembrd, por estria y por separado,
cada bacteria con actividad antagodnica: Co-47, Co-81, Tez-118, Tez-226, y Ba-72
(Figura 2) y se incubaron a 28°C por 48 horas. En la otra mitad de cada cavidad con
PDA, se puso una gota de conidios de A. flavus, a una concentracién de 3 x 10°, vy
se volvieron a incubar 72 horas. Para conocer el efecto de las bacterias antagénicas
sobre los conidios, se tomd una parte del PDA del sitio donde fue colocada la gota de
suspension de conidios, y se transfirid a otra caja de Petri con PDA y se incubé a
28°C por 6 dias para checar su viabilidad.

Como testigo se sembré al hongo en toda la superficie de una cavidad completa
con PDA, por triplicado, y se tomd una parte del medio con conidios con una aguja de
diseccidn, se depositd en una caja con PDA y se incubé.
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Figura 2. Siembra de bacterias antagdnicas en microcultivo en placa de vidrio.

b. Efecto del aislamiento Co-47 sobre el micelio, conidios y esclerocios de
A. favus.

Micelio. Para conocer la posible actividad micolitica del aislamiento bacteriano
antagonico Co-47 sobre el micelio de A. flavus se hizo un microcultivo en porta
objetos biexcavados; se sembrd A. flavus en medio de cultivo PDA al centro de cada
excavacion. Cuando las colonias tuvieron 1 cm de diametro, se inoculd una con una
suspensién de 3 x 107 del aislamiento Co-47, inundando con ella toda la colonia
fungosa, la otra colonia quedd como testigo sin inocular. Se observaron los cambios
en la estructura del micelio cada hora bajo el microscopio dptico, durante 12 horas.

Conidios. Para determinar el efecto antagdénico de la cepa Co-47 sobre los
conidios de A. flavus, se colocé PDA en cada cavidad de un portaobjetos biexcavado,
en el 50% de la superficie de una cavidad se sembrd por estria el aislamiento Co-47,
se incubd a 28°C por 48 horas. Posteriormente, a 3 mm del drea de crecimiento
bacteriano se colocd una gota de suspensién conidial de A. flavus {3 x 10°
conidios/mL}. En la otra cavidad del portaobjetos, se colocé al centro una gota con
conidios del hongo a la misma concentracién, ambas gotas se dejaron secar y se
coloc6 un cubreobjetos en el drea que ocupd la gota de conidios, y se observd al
microscopio 6ptico cada 4 horas durante 16 horas asi como a las 24 y 48 horas, el
ensayo se hizo por cuadriplicado.
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Esclerocios. Paraproducir esclerocios en medio PDA seincubd A. flavus durante
15 dias a 28°C, vy se cosecharon 700 esclerocios {Figura 3) para probarse con cada
aislamiento bacteriano {Co-47, Co-81, Tez-118, Tez-226 y Ba-72). Hubo 2 testigos,
uno donde se sembraron sdlo esclerocios y otro con esclerocios tratados con la
bacteria no antagénica Erwinia carotovora var. carotovora. Se pusieron 100
esclerocios en 20 mL de una suspension {3 x 10® bacterias/mL) de cada aislamiento
bacteriano, durante 20 minutos; se colocaron 20 esclerocios por caja de Petri con
PDA, se incubaron por 10 dias a 28°C y se registré el numero de esclerocios
germinados.

:..-.;..,:N: 1
$ - .
J
Figura 3. Esclerocios de Aspergillus flavus producidos en medio de cultivo PDA.

c. Efecto sinérgico entre bacterias antagdnicas.

Para ello se seleccionaron los aislamientos: Co-47, Co-81, Tez-118, Tez-2286,
Ba-72 y Ba-252, que tuvieron la mejor capacidad antagdnica de acuerdo a los valores
registrados en ensayos previos. Los aislamientos Ba-53 y Ba-205 fueron eliminadas
porque perdieron efecto antagdnico después de 10 transferencias.

El estudio sobre efecto sinérgico se hizo de dos maneras:

i) Mezcla de suspensiones bacterianas, e inoculacion en medio sdlido.

i) Inoculacidn directa por pares y de manera alternada en medio PDA de
acuerdo a metodologia de la seccién 3.3 a.
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i) Mezcla de suspensiones bacterianas.

Con cada aislamiento bacteriano antagénico se prepard una suspension a una
concentracién de 3 x 10° bacterias/mL segun !a escala de Mc Farland, para elaborar
mezclas en proporcidn 1:1, conforme al siguiente diagrama:

Combinaciones entre aislamientos bacterianos y su efecto sobre A.flavus.

A B Cc D E F

A A-A

B A-B B-B

C A-C B-C C-C

D A-D B-D C-D D-D

E A-E B-E C-E D-E E-E

F A-F B-F C-F D-F E-F F-F
A= Co-47 C= Tez-118 E=Ba-252 G=Es-383
B= Co-81 D= Tez-226 F=Ba-72

Se sembraron 0.01 mL de cada mezcla en suspensién en 18 puntos en una
circunferencia de 5.5 cm de didmetro, al centro se sembrd A. flavus segun
metodologia aplicada en la seccién 3.3a. Las cajas se incubaron a 28°C durante 10
dias, después se midié el didmetro alcanzado por A. flavus. El ensayo se realizé por
triplicado, como testigo las placas sembradas sdlo con A. flavus.

ii) Inoculacién directa por pares.

Los aislamientos con mejor actividad antagodnica se sembraron en forma directa
y alternada por pares, en 18 puntos equidistantes, en una circunferencia de 5.5 cm
de diametro segun seccidén 3.3 a.

En este ensayo se omitid el aislamiento Ba-252 por haber perdido actividad
antagonica. Las cajas se incubaron a 28°C durante 10 dias, al término de este periodo
se midi6 el didmetro alcanzado por la colonia de A. flavus. La prueba se corrié por
triplicado teniendo como testigo cajas inoculadas Unicamente con A. flavus. Se realizd
analisis de varianza a ambos ensayos para su interpretacion.
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Combinaciones entre los aislamientos bacterianos para la siembra directa.

A B C D E

A A/A

B A/B B/B

C A/C B/C C/C

D A/D B/D C/D D/D

E AJE B/E C/E D/E  E/E
A = Co-47 C = Tez-118 E = Ba-72
B = Co-81 D = Tez-226

3.7 ldentificacion de las bacterias en biocontrol.

A las bacterias que mostraron buena capacidad para inhibir el desarrollc de A.
flavus, se les aplicaron las pruebas bioquimicas y morfoldgicas para identificarlas
segun el Manual de Bergey (Holt et a/., 1994).

Las pruebas bioquimicas seleccionadas y aplicadas para la identificacién de las
bacterias antagdnicas fueron: tincién de Gram y de flagelos {(método de Pepler),
oxidacion/ fermentacién de glucosa, reduccién de nitratos a nitritos, actividad
lipolitica, produccién de: fluorescencia en medio de cultivo B de King y en medio FN,
indol, levana, acido sulfdrico, oxidasa, dihidroiasa de arginina; hidrélisis de almidén y
gelatina; produccién de dcido a partir de: arabinosa, celobiosa, glucosa, maltosa,
manosa, sacarosa, trealosa, xilosa, adonitol, inositol, dulcitol, manitol, sorbitol y
propionato; crecimiento a 5°C y 41°C,

Los aislamientos Co0-47, Tez-118 y Co0-81 fueron observados bajo el
microscopio electrénico de transmisién para determinar la presencia, ubicacién y
numero de flagelos, segun la siguiente metodologia:

En una rejilla de cobre de 3 mm de didmetro previamente cubierta con
polipropileno se colocé una gota de la suspensién (3 x 10® bacterias/mL) de cada cepa
bacteriana, y dejé secar al ambiente, después se le anadid una gota de dcido
fosfotungstico al 1%, se dejo secar y observd.

a) Tincidn de Gram y reacciéon con hidréxido de potasio.

La tincién de Gram separa las bacterias en dos grandes grupos Gram +
positivas y Gram - negativas, segun la compaosicion quimica de su pared celular, las
bacterias Gram + con un 80% de lipoproteinas y las Gram - con alrededor de un
20%. Debido a esta caracteristica las bacterias Gram + retienen colorantes lipofilicos
como el cristal violeta, en tanto que las bacterias Gram - no lo retienen (Koneman et
al., 1985).
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Rye desarrollé una prueba analoga a la reaccion de Gram, que se realiza en un
minuto y define con seguridad cuando una bacteria es Gram + & Gram -, para ello se
mezcla una gota de hidréxido de potasio al 3 %, y una asada de masa bacteriana con
movimientos rotatorios, se forma un compuesto mucilaginoso, que al separar el asa
formard un hilo muy fino, esto indicard que la bacteria es Gram -, si no se forma el
hilo, serd Gram + (Apéndice 1 b).

b) Tincidn de flagelos.

Los flagelos son organelos de locomocién de las bacterias y ciertos
protozoarios, su presencia y ubicacion es un cardcter taxondmico importante para
definir los géneros bacterianos. Para su deteccién se emplea un método de tincién, o
la observacion directa bajo el microscopio electrénico de transmision.

La tincién con colarantes requirié la preparacién de una suspensién bacteriana
(3 x 107 bacterias/mL), de la que se colocé una gota, en un extremo del portacbjetos
ligeramente inclinado para que se desplazara al extremo opuesto; después se secd la
gota al medio ambiente y se adicionaron 4 gotas de cristal violeta a lo largo del frotis
bacteriano, se dejé actuar el colorante durante cinco minutos y posteriormente se lavd
Su exceso con agua de la llave, y se adicionaron 4 gotas de mordente que se dejé
actuar durante 10 minutos, finalmente fue lavado con agua de fa llave y secado al
medio ambiente para su observacién al microscopio éptico con el objetivo de inmersién
(100 x) (Apéndice 1 ¢) {Clark, 1976}.

c) Fluorescencia.

La produccién de un pigmento fluorescente (fluoresceina) en medio de cultivo
B de King o FN (Apéndice 1d, 1e) caracteriza a aigunas especies de Pseudomonas,
Impurezas de fierro en el medio de cultivo reprimen la formacién del pigmento e
inhiben la fluorescencia.

Cada aislamiento antagodnico fue sembrado, por el método de estria, en medio
B de King y en medio FN en tubo de ensaye inoculado por puncién y estria, se
incubaron a 28°C durante 72 horas; después cada caja y tubos se sometieron a luz
ultravioleta de onda larga, de ldmpara Black-Ray, Black Light Lamp, Long Wave UVL-
22, 115 volts, 60 ciclos y 17 ampers (King et al., 1954, Pikett and Petersen, 1970).

d) Oxidacion/fermentacidn,

Las bacterias metabolizan los carbohidratos, por procesos de oxidacion o de
fermentacion. Algunas bacterias metabolizan un carbohidrato, sélo bajo condiciones
aerdbicas; mientras que otras producen &cido, aerdbica y anaerdbicamente. Las
bacterias anaerdbicas facultativas pueden crecer, metabolizar y reproducirse bajo
condiciones aerdbicas y anaerdbicas.

La fermentacién es un proceso anaerébico, donde un carbohidrato produce dos
triosas y sus productos finales varian segun el sistema enzimatico y las condiciones
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ambientales para cada especie bacteriana.

Se empled el medio base de Hugh and Leifson {Apéndice 1 f) con alta
concentracién de glucosa y baja de peptona. Las condiciones anaerdbicas se
establecieron adicionando a cada tubo inoculado, 2.0 mL de aceite mineral
esterilizado. En la condicién aerdbica, los tubos se inocularon sin aceite mineral. Los
testigos fueron tubos sin inocular en condiciones aerdbicas y anaerdbicas. Un cambio
en la coloracidon del medio de verde a amariilo, indica la produccién de acido para
ambas condiciones, lo cual sera interpretado con O/F {Hugh and Leifson, 1953).

e) Produccién de acidos a partir de carbohidratos.

Se empled otra vez el medio base de Hugh and Leifson {Apéndice 1f}; sélo que
se substituyé la glucosa por el carbohidrato que se necesitaba probar {Apéndice 1g).
Un cambio en la coloracién del medio de verde a amarillo, indica la produccion de
acido. Se probaron los carbohidratos presentados en la Tabia 18 (Hugh and Leifson,
1953).

f) Reduccion de nitratos a nitritos.

La reduccion de nitratos a nitritos y produccién de gas usualmente sucede bajo
condiciones anaerdhicas, donde un microorganismo deriva su oxigeno a partir de un
nitrato. El oxigeno sirve como un receptor de hidrégeno. Muchas bacterias aerébicas
son anaerobicas facultativas y sélo pueden reducir nitrato en ausencia de oxigeno. La
respiracion anaerdbica es un proceso de oxidacién por sustancias inorgénicas,
principaimente nitrato y sulfato y raramente es utilizado el carbonato.

La desnitrificacién es reduccidn de nitrato a gas u éxido nitroso. Cada molécula
de nitrato al reducirse acepta cinco electrones.

La reduccidn de nitrato a nitrito es una prueba importante en el proceso de
identificacién bacteriana. Dependiendo del pH, el nitrato toma el hidrégeno liberado en
los procesos metabdlicos y se produce nitrito o0 amonio y puede continuar hasta la
formacién de gas.

Se colocaron 4 mL del medio base de nitrato de potasio (Apéndice 1h) en tubos
de ensaye y cada uno tenia introducido un tubo de Durham para detectar la
produccion de una burbuja de gas. Se inoculd cada aislamiento antagénico e incubd
a 28°C durante 72 h, después se adicionaron 4 gotas de los reactivos A y B
(Apéndice 1 h) para detectar la reduccién de nitratos a nitritos, manifestada por un
viraje en la coloracién del medio, de ambar a rosa o rojo y la produccidén de una
burbuja de gas en caso de que la produzcan (Mac Faddin, 1976).

g) Produccidn de acido sulfhidrico.

Algunas bacterias heterétrofas liberan sulfuro a partir de aminoacidos (peptona,
cisteina, cistina y tiosulfato) que contienen azufre, y se produce sulfuro de hidrégeno
{H,S) en presencia de la enzima cisteina desulfhidrasa. Asi, un microorganismo
productor de dcido sulfhidrico cultivado en un medio organico como la peptena, reduce
el azufre por hidrogenacién produciendo H,S.
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Para identificar bacterias antagdnicas se usé medio liquido a base de peptona,
utilizando acetato de plomo como indicador, este método es sensible para detectar
trazas de acido sulfhidrico (Apéndice 1 i). También se puede usar el medio de Kligler-
fierro-agar en tubo inclinado.

Matraces de 50.0 mL recibieron 20.0 mL de medio de cultivo a base de
peptona, cada aislamiento antagdnico se sembrd por triplicado y en la boca de cada
matraz se coloco papel filtro impregnado con acetato de plomo, sin tocar las paredes
del matraz, nifa superficie del medio liquido inoculado, para no matar las bacterias por
toxicidad con el acetato de plomo.

h) Hidrélisis de gelatina.

Algunas bacterias rompen motéculas de proteina en péptidos de bajo peso
molecular 0 en aminodcidos mediante enzimas proteoliticas. Estas enzimas licdan la
gelatina y esta capacidad las identifica.

Cada aislamiento bacteriano antagdnico se inoculé de 1 a 2 cm de profundidad,
por puncion mediante una asa recta, en 4 mL de medio de caldo nutritivo con gelatina
al 10% {Apéndice | j} en tubos de ensaye. Los tubos inoculados fueron incubados a
28°C durante 8 dias, después a 5°C durante 20 minutos; de esta manera las bacterias
con capacidad para licuar la gelatina, disuelven el medio sélido a liquido; mientras que
con bacterias que no producen enzima proteoiitica el medio se mantiene sdélido
{Blazevia, 1975).

i) Produccidn de dihidrolasa de arginina.

El sistema enzimatico de la dihidrolasa de arginina, permite crecer a ciertas
Pseudomonas en condiciones anaerdbicas. El sistema consiste de dos enzimas:

a. La arginina desaminasa que degrada la arginina a citrulina mas amonio.

b. La ureidasa, convierte |a citrulina a ornitina mas biéxido de carbono y amonio.

Se inoculd cada aislamiento antagdnico, por separado, en tubos de ensaye con
4 mL de medio de Thornley (Apéndice 1 k) vy se les afiadieron 2.0 mL de aceite mineral
esterilizado para tener condiciones anaerdbicas. Los tubos inoculados se incubaron a
28°C hasta ver cambios de color del medio de dmbar a rojo en el caso de las bacterias
con capacidad para producir dihidrolasa de arginina {(Shaad, 1980}.

i Hidrélisis de almidén.

Esta prueba identifica los microorganismos que hidroiizan almiddn, porla accién
enzimatica de la amilasa. Polisacaridos como el almiddén y las dextrinas al hidrolizarse
producen méas de 6 moléculas de monosacaridos. Hay dos tipos de amilasa, la alfa-
amilasa o endoamilasa excretada por muchas bacterias y la beta-amilasa o exoamilasa,
presente en las plantas superiores.

Ei medio de cultivo es a base de almiddn soluble al 2% (Apéndice 1 1} en cajas
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de Petri. Las bacterias antagdnicas se sembraron tocando la superficie del medio en
cinco puntos equidistantes; las placas se incubaron a 28°C durante 5 dias, después
se anadid solucion de Lugol (Apéndice 1 b) a cada placa. La hidrélisis def almidén
aparece como una zona clara alrededor dei desarrollo bacteriano (Koneman et a/.,
1985).

k) Produccién de oxidasa.

La enzima oxidasa se produce intracelularmente por un sistema citocromo-
oxidasa que activa la oxidacién de citocromo reducido mediante oxigeno molecular,
el cual actia como aceptor de electrones en estado terminal.

Todas las bacterias aerébicas obtienen su energia de la respiracién, proceso que
oxida varios sustratos.

La produccién de oxidasa, es Gtil en la taxonomia bacteriana. Con una asa
bacteriolégica de platino o varilla de vidrio fina, se deposité masa bacteriana en la
superficie de un papel filtro impregnado con una solucién al 1% de tetrametil-para-
fenil-enediamina-HCI; las asas bacterioldgicas de alambre comun no se recomiendan,
ya que la oxidacidn de fenil enediamina puede ser catalizada por trazas de fierro. La
solucién de la amina debe conservarse frascos color dmbar; el reactivo puede perder
sensibilidad y cambiar de color al almacenarse por mucho tiempo.

Cada aislamiento antagdnico se depositd con una asa de vidrio en tiras de papel
filtro impregnado con la amina tetrametilada y 1 minuto después se leyd el cambio de
coloracién {(Apéndice 1 m} (Weaver et a/., 1968).

1] Produccion de levana.

La levana es un polisacérido producido por ciertas bacterias que al crecer en un
medio rico en sacarosa forman colonias convexas, por las grandes cantidades de
levana producida y esto las identifica.

El medio de cultivo fue agar nutritivo con sacarosa al 5% (Apéndice 1 n). Cada
cepa antagdnica, se sembrd tocando la superficie del medio en cinco puntos
equidistantes, las cajas se incubaron a 28°C durante 5 dias. Colonias cénvexas
indican la produccién de levana y colonias planas se consideran levana negativas.

m]} Produccién de catalasa.

La catalasa es una enzima con hematina como grupg prostético, descompone
el peréxido de hidrégeno (H,0,) en agua (H,0) y oxigeno (O,) y su funcién es eliminar
el H,0, tdxico resultante del proceso de oxidacion-reduccidn acoplado.

Para la prueba, se cultivé cada cepa antagdnica en medio B de King {Apéndice
1 d). Después de 48 h de incubacién a cada caja se le anadieron 2.0 mL de H,0, al
10%, la formacién de burbujas indica el desprendimiento de oxigeno, por las cepas
capaces de producir catalasa (Taylor and Achanzer, 1972).
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n) Produccion de indol.

Ei triptofano es un aminodcido que puede ser oxidado por ciertas bacterias para
formar tres metabolitos inddlicos: indol, escatol y &cido indolacético. Varias enzimas
intracelulares involucradas se llaman triptofanasas, nombre del complejo sistema de
enzimas mediador de la produccién de indol. El 4cido indol pirdvico es el mayor
intermediario en la degradacién del triptofano, y de é! se puede formar indol por
desaminacion, y el escatol por descarboxilacion del acido indolacético.

La presencia de indol identifica a ciertas bacterias. La prueba se realizd en tubos
de ensaye con 4 mL de medio de cultivo base, donde se inocularon las cepas
antagoénicas por separado y triplicado, después de 48 h de incubacién a cada tubo se
le adicionaron 5 gotas de reactivo de Kovak {Apéndice 1 ‘0 ") (Vracko and Sherries,
1963).

o) Actividad lipolitica.

Ciertas bacterias producen enzimas que rompen las cadenas de grasas, esta
caracteristica sirve para taxonomia. La prueba se realizd en cajas de Petri con medio
a base de Tween 80 y cloruro de calcio (Apéndice 1 p).

3.8 Identificacion del aislamiento bacterianc Co-47.
a. Por kits de identificacidn.

Al aislamiento Co-47 se le aplicaron las pruebas bioquimicas tradicionales, y
ademas fue analizado con API 20 E vy APl 20 NFT de Chemical Labs que comprenden
40 pruebas bioquimicas estandarizadas y miniaturizadas y una base de datos, como
testigo se manejé Pseudomonas aureoginosa. La galeria 20 E y 20 NFT estédn
compuestas cada una por 20 microtubos conteniendo medios y/o sustratos
deshidratados (Figura 4} (BioMérieux, 1990).

Las pruebas convencionales se realizaron con una suspensidn bacteriana en
solucidn salina. Las reacciones producidas durante la incubacion a 28°C, dan virajes
espontaneos coloreados o revelados por la adicidn de reactivos. Las pruebas de
asimilacién constan en la inoculacién de las bacterias en un medio minimo, y aquellas
capaces de usar el sustrato creceran dptimamente,

Estas reacciones se leen con 1a tabla de lectura (Apéndice 2 a, 2 b} y la
determinacién con la tabla de identificacién APl 20 E index y 20 NFT index o el
programa informatico para la identificacidn, para esto, del conjunto de reacciones debe
obtenerse un nimero de la siguiente manera {Codebook Analitab Products Inc, 1985).

En la hoja de resultados las pruebas estdn separadas en grupos de {res y un
valor de 1, 2 6 4 para cada una; a las reacciones positivas les correspondera el valor
asignado y la suma de cada grupo de tres representara un valor que permite gbtener
un cddigo de siete cifras, el cual establecerd la identificacién precisa de la cepa en
cuestion (Figura 5).
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Kit de pruebas bioquimicas API 20 E: P.putida (arriba), el aislamiento Co-
47 (abajo).

é[i_u_u
QQPI 20E Origirw/ Hource £ Herkunlt/ Origen / Prasews bloMérleux
I
11
!
|
Aulres tsars. 7 Olher tasih / Wirders Tauis 7 Aflrl tests / Olros Wsie - ident. :
T '6
- [ S L - =
Bﬂfﬂl NFT g/ Source /Herkurt £ Qg { Preievo bloMeneux
s
2 MO Q ) ; |
U a i ' TRINE U ?
rn,--m nuc ﬂ-mmeJm_ﬁlemlmm&m ";:i

L—o e e e]

Auves ity / Other WH13 7 Wedare Tesis J Alir isis / Otros lidls e,

Cddigo numérico para la identificacién de bacterias.



»

»

35
b. Por homologia del ADN.

En afos recientes la molécula 16 S ribosomal (rRNA) ha adquirido un papetl
importante en el conocimiento de las relaciones filogenéticas entre bacterias, y es un
conocimiento universal relevante para la identificacién de bacterias en las que no hay
una identificacion precisa mediante métados convencionales (Young et a/., 1991). Con
el advenimiento de la reaccién de fa polimerasa en cadena {PCR) y las técnicas de
secuenciacion directa del dcido desoéxirribonucleico (ADN) amplificado, pueden ser
obtenidas secuencias confiables radpidamente. La determinacidn parcial de la homologia
del aislamiento Co-47 se realizé mediante 1a secuenciacion de 16 S rRNA.

El ADN del aislamiento Co-47 se obtuvo mediante lisis de las células con sulfato .
de dodecil sédico, extraccidén con fenol y precipitacién con etanol, el ADN obtenido
se amplificé mediante PCR, posteriormente se clond con un plasmido (vector). El
plasmido vector introdujo lainformacidn en células de E. co/fi, estas bacterias clonadas
se sembraron en un medio a base de carbicidina, las colonias que incorporaron la
informacidn por la clonacidn se desarrollaron de color blanco. Después de incrementar
las poblaciones de las colonias bacterianas blancas, fueron sometidas a lisis alcalina,
para la obtencién de plasmidos, que fueron tratados con las enzimas Eco y R1 Pst.
Posteriormente, se aplicd una electroforesis utilizando un primer que contenia
fluoresceina para obtener la secuenciacidén. Los resultados de secuenciacidn se
introdujeron en el banco de datos para determinar la homologia con especies de
Pseudomonas fluorescens (Caetano-Anollés and Gresshoff, 1977; Davin-Regli et a/.,
1995; Innes et a/., 1988; Winship, 1989; Yi-Wei and Persing, 1999; Young and
Wexler, 1988).

3.9 Efecto de la siembra de aislamientos antagénicos a diferentes tiempos respecto
a A. flavus.

En este ensayo se buscd conocer el tiempo en que se produce la mayor
inhibicidn, por los aislamientos Co-47, Co-81, Ba-72, Ba-252, Tez-118 y Tez-226,
sobre A. flavus en medio de cultivo PDA, sembrado a diferentes tiempas respecto al
hongo. Los tiempos de incubacién para cada aislamiento bacteriano y la siembra
posterior de A. flavus fueron: O h, 24 h, 48 hy 72 horas. En el tiempo O h, se sembré
el aislamiento bacteriano en ocho puntos equidistantes, formando una circunferencia
de 2.5 cm de diametro en medio PDA, al centro fue sembrado A. flavus segun
metodologia de la seccion 3.3 a. El ensayo se hizo por triplicado para cada aislamiento
bacteriano en estudio. Para los tiempos de 24, 48 y 72 h, se siguid el mismo
procedimiento, después de 24 horas de incubacién a 28°C, se sembré A. flavus al
centro de la circunferencia. Como testigos para cada tiempo, Unicamente el hongo fue
sembrado en medio PDA, en los tiempos estudiados. Se midid el diametro de la colonia
de A. flavus a los 10 dias de sembrar al hongo, cuando el testigo cubre el 100% de
la superficie del medio PDA.
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Hipersensibilidad en tabaco. Se prepararon suspensiones (3 x 107, 3 x 108y 3 x 10°
células/ml.) de cada aislamiento bacteriano antagdnico, seguin la escala de Mac Farland
(Apéndice 3). Cada suspensidn se infiltrd, con jeringa de insulina, en diferentes 4reas
intervenales de hojas de tabaco variedad xanthi, y se observaron por 72 horas, bajo
condicicnes de laboratorio (Kiement and Goodman, 1967). Como testigo positivo se
inoculé una suspension de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola y como testigo
negativo se infiltr6 Xantomonas campestris pv. phaseoli.

Pudricidn de tubérculos de papa. Tubérculos de papa variedad alfa, desinfestados y
flameados con alcohol, se cortaron en rodajas de 1 cm de grosor, y se colocaron en
cajas de Petri con papel filtro humedecido a modo de cdmara hdmeda, al centro de
cada rodaja de papa se hizo una incisién de 3 mm de profundidad por 3 cm de largo,
donde fue depositado 1 mL de suspensién (de 3 x 10° células/mL) de cada bacteria
antagdnica por separado {Shaad, 1980). Como testigo positivo se inocuid una rodaja
de papa con una cepa de Erwinia carotovora y un testigo negativo con Xanthomonas
campestris pv. phaseoli, ambas cepas de la coleccidén del Laboratorio de Fitopatologia
de la ENCB del IPN. Todos los tratamientos y sus testigos se incubaron a 28°C y se
registraron por 72 horas.

3.12 Efecto de las bacterias antagénicas sobre la germinacién de semillas de
diferentes especies vegetales.

El efecto de los aislamientos Co-47, Tez-226 y Ba-72 se probd sobre la
germinacién en semillas de: maiz, frijol, jitomate, calabaza, chicharo y coliflor. Se
prepararon suspensiones (3 x 107 y 3 x 10° bacterias/mL) con cada aislamiento
bacteriano antagdnico. Para asegurar la adhesién de las bacterias a la superficie de la
semitla, a cada una de las suspensiones bacteriana, se les anadié carbonato de calcio
al 40% vy cola vegetal {fécula de maiz + hidréxido de sodio} al 1%. Con esta
suspensién se bacterizaron 100 semillas de cada especie vegetal y se colocaron sobre
papel himedo, 10 hileras de 10 semillas cada una. El papel con las semillas se enrollé
y selld, todos los rollos se colocaron en una caja de piastico (de 30 cm por 20cm vy
7.5 de altura), se mantuvo la humedad constante y las cajas se incubaron a 28°C por
ocho dias. Como testigo se seleccionaron el mismo nimero de semillas de especies
vegetales pero sin inocularse con suspensidn bacteriana. Se aplicé Andlisis de
Devianza a los resultados, que es similar al andlisis de varianza pero adaptado a datos
sin distribucién normal {(Mc Gullagh & Nelder 1983; Crawley, 1993).

3.13 Antagonismo en invernadero a cielo abierto y en campo.

a. Pruebas de antagonismo en invernadero a cielo abierto.

Con el propdsito de establecer el grado de proteccidn que las bacterias
antagdnicas Co-47, Co-81, Tez-118, Tez-226 y Ba-72 podrian proporcionar a los
estigmas de la mazorca de maiz, contra la infeccién de A. flavus, se disend el
siguiente experimento en invernadero a cielo abierto:
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En una drea de 4 x 4 m se prepararon 8 surcos, con 50 cm de separacién entre
elios, se sembraron 5 semillas de maiz a lo largo, a lomo de surco, cada 40 cm.
Cuando las plantas germinaron y alcanzaron 40 ¢m de altura, se hizo un aclareo
dejando las tres plantas mas vigorosas, el resto fue eliminado; se tuvieron 30 plantas
por surco, un total de 240 plantas, para aplicarles los siguientes tratamientos de
inoculacién por aspersién:

Surco 1. 2 mL de suspension de A. flavus.

Surco 2. Co-47 + A. flavus.

Surco 3. Co-81 + A. flavus

Surco 4. Tez-118 + A. flavus.

Surco 5. Tez-226 + A. flavus.

Surco 6. Ba-72 + A. flavus.

Surco 7. Testigo con aspersién de agua destilada esterilizada.

Surco 8. Aspersidén de suspensién bacteriana de cada aislamiento por separado.

Las bacterias se inocularon a una concentracién de 3 x 10° bacterias/mL y los
conidios de A. flavus a una concentracién de 3 x 10° conidios/mL. En cada uno de los
tratamientos, la inoculacién de las bacterias y del hongo sobre ios estigmas se efectud
asperjando primero la suspensidn bacteriana en el momento que los estigmas se
encontraban expuestos en el dpice de ta mazorca y comenzaban a tomar una
coloracién café; una vez inoculados con las bacterias, fueron asperjados con la
suspensién de conidios de A. ffavus (Jones et al.,, 1980; Rambo et a/., 1974). Cada
una de fas mazorcas fue etiquetada y cubierta con una bolsa de pldstico y una bolsa
de papel durante cinco dias. Las mazorcas se cosecharon al término de 1a madurez
fisioldgica y se deshidrataron a 36°C hasta que el grano llegé de 10 a 12 % de
humedad. Se escogieron al azar cinco mazorcas de cada tratamiento, que fueron
desgranadas completamente y se seleccionaron 100 granos, que se desinfestaron con
hipociorito de sodio al 2% y se sembraron seis en cajas con PDA (Armentrout, 1988)
para recuperar A. flavus y determinar el porcentaje de infeccidn, asi como el efecto
protector de las bacterias antagdénicas .

b. Pruebas de antagonismo a nivel de campo

Las pruebas de campo para estudiar el comportamiento de las bacterias
antagodnicas: Co-47, Co-81, Tez-118, Tez-226 y Ba-72 se realizaron en una parcela
ejidal del Sr. Benito Juarez localizada en la carretera libre a Juchitepec, Estado de
México. El maiz fue sembrado a lomo de surco a una distancia de 40 cm con 50 cm
entre surcos y tuvo las practicas culturales tradicionales hasta el fin de la cosecha. La
inoculacion de cada bacteria antagénica se hizo por aspersidn de una suspensién
bacteriana (3 x 10° bacterias/mL) y otra de A. flavus (3 x 10° conidios/mL)} segun los
siguientes tratamientos:

Surco 1 Co-47 Surco 5 Tez-226 Surco 9 Ba-72
Surco 2 Co-47 + A. flavus  Surco 6 Tez-226 + A. flavus Surco 10 Ba-72 A. flavus
Surco 3 Co-81 Surco 7 Tez-118 Surco 11 A. flavus

Surco 4 Co-81 + A. flavus Surco 8 Tez-118 + A, flavus Surco 12 Agua destilada
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Se seleccionaron 15 plantas, con mazorcas bien formadas, por surco, las
inoculaciones tanto de las bacterias como del hongo se realizaron cuando los estigmas
estaban expuestos y comenzaban a ser café rojizos, de acuerdo a los tratamientos
sefalados. Una vez inoculadas, las mazorcas fueron etiquetadas y cubiertas con una
boisa de plastico y otra de papel que se quitaron cinco dias después.

Las mazorcas se cosecharon cuando la planta habia concluido su madurez
fisiolégica y colocadas por separado en bolsas de papel bien etiquetadas, se
trasladaron al laboratorio y se colocaron en un cuarto a 36°C para su deshidratacion,
hasta alcanzar 10-12% de humedad. Se seleccionaron, al azar, cinco mazorcas de
cada tratamiento, para su evaluacién en el laboratorio. Para determinar €l porcentaje
de infeccidén por A.flavus vy la proteccién dada por las bacterias, de cada mazorca se
separaron 100 granos de maiz que fueron desinfestados con hipoclorito de sodio al
2% durante 2 minutos y seis se colocaron en cajas con PDA e incubaron en el
laboratorio durante 8 dias. Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente por
Andlisis de Devianza.

3.14 Caracterizacion del principio activo.

Las pruebas para ia caracterizacidn del principio activo de los aislamientos Co-
47, Tez-118, Tez-226 y Co-81 fueron orientadas, hacia identificacion de sider6foros
excretados por las bacterias y que son compuestos de bajo peso molecular con aita
afinidad por el i6n férrico, los cuales se han reportado como responsables de la
inhibicién de un gran nimero de microorganismos fitopatdgenos, siendo principalmente
bacterias del género Pseudormonas las responsables de procesos de antagonismo
mediado por sideréforos.

La capacidad de los aislamientos bacterianos antagdénicos para producir
sideréforos como un mecanismo para inhibir a A. flavus, fue probada de dos maneras:

a. Utilizacién de un medio minimo y

b. Desarrollo del aislamiento bacteriano en un medio universal a base de Cromo
azurol {CAS) para la deteccidn de siderdforos (Schwyn and Neilands, 1987;
Shenker et a/., 1995).

a. Medio minimo. Para saber si un microorganismo produce sideréforos se utilizan
medios de cuitivo deficientes en idn ferrico, bajo estas condiciones se estimula a la
bacteria para que produzca estos compuestos, siempre y cuando tenga capacidad para
hacerlo. En un medio de cultivo sélido deficiente enion férrico (Apéndice 4}, se colocéd
una gota de suspension de conidios de A. flavus y se distribuyd en la superficie del
medio con una varilla de vidrio triangular, y después se colocd una gota de suspensién
bacteriana que habia sido desarrollada previamente en un medio base con &cido
giutamico (Apéndice 4). A los testigos se sembré el hongo y después la bacteria en
un medio con i6n férrico. Todos los tratamientos se realizaron por cuadriplicado y se
midid el hato de inhibicidén del hongo, después de 48 horas de incubacién a 28°C. La
presencia de un halo de inhibicién de A. flavus en torno a la cepa bacteriana crecida
en el medio deficiente en idn ferrico indicara la produccidn de siderdforos, comparado
con el testigo en el qgue no se manifestard dicho halo.
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b. Medio universal para la deteccidn de sider6foros Cromo Azurol {CAS). Schwyn vy
Neilands (1987) desarrollaron un medio altamente sensible para detectar sideréforos
(Apéndice 5) a base de cromo azurol que es un quelante débil del i6n férrico, y ha sido
aceptado como un método cualitativo confiable y sequro para determinar la produccién
de siderdforos por microorganismos. Los aislamientos Co-47, Co-81, Tez-118 y Tez-
226, se sembraron en medio Universal (CAS), para ello se prepard una suspension
bacteriana (3 x 10% células/mL), y una gota de ella se colocs en la superficie del medio
universal; como testigo en la misma caja fue sembrada una cepa de Rhizobium melliloti
CP 98; se incub6 durante 48 horas a 28°C.

La presencia de un halo amarillo o naranja en torno a los aislamientos
sembrados indica una respuesta positiva para la produccidon de siderdforos, por
cualquiera de los aislamientos con capacidad para producirlos.

3.15 Constitucién proteica del componente activo del aislamiento Co-47.

Para determinar el cardcter proteico del componente activo se efectud el
siguiente experimento:

a) Busqueda del mejor extracto para la produccién del componente activo en
medio de cultivo.

b) Extraccién del componente activo.

c) Efecto de la temperatura sobre el componente activo.

d) Determinacidn del caracter proteico del componente activo.

a} Bdsqueda del mejor extracto para la produccién del componente activo. Con
el mejor aislamiento bacteriano antagénico, en las pruebas de laboratorio y campo, y
que ademads did prueba de siderdforos positiva, se efectud un ensayo para obtener et
medio de cultivo para la produccién del componente activo en medio sélido, para ello
se probd el comportamiento de varios extractos:
De levadura, carne y de papa, cada uno de eilos alas concentraciones 0.25%, 0.50%,
1%, 1.5% vy 2%. Cada uno de los aislamientos bacterianos fueron sembrados en torno
a una circunferencia de 5.5 cm de didmetro en ocho puntos y el hongo se inoculd al
centro segun metodologia aplicada en la seccidn 3.3 a. Como testigo se sembré al
hongo en cada extracto y concentracion, se incubaron las cajas a 28°C por 8 dias,
tiempo en que el hongo cubrid el 100% de la superficie del medio, en cada extracto.
El ensayo se corrié por triplicado.

b) Extraccion del componente activo. El extracto crudo con el componente
activo se obtuvo sembrando ia bacteria Co-47 en medio de cultivo con el extracto que
tuvo la mayor actividad antagoénica sobre el hongo. Para obtener el extracto crudo se
siguid la metodologia de Shannahan et a/. (1992) {(Apéndice 7).

c) Efecto de la temperatura sobre el componente activo. Se determind la termo-
resistencia del componente activo del extracto crudo al medir ocho volimenes de 30
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mL del extracto crudo, colocados en ocho vasos de precipitados de 50 mL, y puestos
en una estufa previamente calibrada a las temperaturas de evaporacién (70°C, 65°C,
60°C, 55°C, 50°C, 45°C, 40°C y 35°C) llevando el volumen original a 6 mL. Se
centrifugé a 8000 rpm el volumen final obtenido en cada vaso, y el sobrenadante se
filtraron con filtros Millipore (0.25 u) esterilizados. El filtrado se sometié a bioensayo
en placa, para medir la actividad antagénica del componente activo o su pérdida por
efecto de las temperaturas de evaporacién aplicadas.

d) Determinacién del caracter proteinico del componente activo. Se usé el
meétodo colorimétrico de Lowry et a/. (1951) que es altamente sensible para cuantificar
las proteinas existentes en el extracto crudo. Para ello se elaboré una curva tipo con
albimina a las concentraciones 0, 100, 200, 300, 400 y 500 u/mL. Para evitar un
efecto aditivo del contenido proteico de las bacterias, una vez producido el
componente activo, las células fueron eliminadas de la superficie del medio por tres
lavados con H,0 d esterilizada. El extracto crudo vy las soluciones de albdmina a
diferentes concentraciones, fueron sometidas a la misma técnica (Apéndice 6) y se
leyé la absorbancia a 600 nm en un espectrofétometro marca Spectronic® 20
Genesys™. Debido a que el extracto crudo se obtuvo de medio sdlido PDA, se
cuantificaron las proteinas del medio sin crecimiento bacteriano, para restar este valor
a la concentracién de proteinas del extracto, que es el valor real de la proteina
existente en el extracto crudo problema.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Aislamiento e identificacion de A. flavus

En varias placas de PDA sembradas con los granos de maiz, se desarrollaron
colonias de hongos con micelio blanco y produccién de pigmento color rosa. En otras
placas hubo crecimiento de colonias flingicas de color verde amarillento.

Al microscopio compuesto, el hongo blanco presenté microconidios y
macroconidios del tipo de Fusarium sp., también se desarroilé Rhizopus y Aspergillus
niger. Estos hongos son parte de la microflora normal de granos almacenados y
también son responsables de danos fisicos, deteriorando la calidad del producte y por
tanto su precio de comerciaiizacién {Duffus, 1985).

Las colonias del hongo verde-amarillento, se transfirieron para tener cultivo puro
y con base en las claves de Raper y Fennell {1965}, se observaron las caracteristicas
macroscdépicas y microscopicas gque correspondieron a A. flavus que ya fueron
descritas en la seccién 1.1 de Taxonomia de este trabajo. A los 10 dias de desarrollo

-de la colonia fungosa, se formaron esclerocios de 2-3 mm de didmetro. Con base en

lo anterior quedd identificado el hongo como Aspergiflus flavus Link {Figura ©6}.

Figura 6. Colonia tipica de Aspergillus flavus, con esclerocios maduros.

4.2 Muestreo de suelo agricola de maiz.

De la recoleccion de muestras realizadas en las dos localidades dedicadas al
cuitivo de maiz localizadas en el Estado de México, Cocotitlan y Tezoyucan se
obtuvieron 90 muestras del suelo de rizosfera, el cultivo de maiz ain estaba en pie y
en etapa final de madurez.
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En la regién del Bajio se obtuvieron 120 muestras de suelo de rizosfera en
reposo de invierno, de 8 parcelas. Esta diferencia de suelos de rizosfera del Bajio y del
Estado de México, permitié conocer la capacidad de supervivencia de ciertas bacterias
antagoénicas, sometidas a condiciones adversas de invierno.
F \ )
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.
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Figura 7. Localidades de muestreo del suelo de rizosfera, Cocotitlan (derecha),
Tezoyucan (centro), y Bajio {izquierda).
4.3 Aislamiento y seleccién de bacterias antagénicas.
» Primera etapa de seleccidn.

a. Del suelo de rizosfera

Las bacterias sapréfitas, aisladas de los diferentes lugares se desarrollaron bien
en medio B de King; se optd por usar medio PDA para las pruebas de antagonismo,
® porque crecen bien tanto las bacterias como el hongo A. flavus.
De un total de 2168 colonias bacterianas puras, 10 aislamientos {(Co-47, Co-81,
Tez-118, Tez-226, Tez-227, Ba-53, Ba-72, Ba-205 y Ba-252) tuvieron antagonismo
variable en su actividad inhibitoria sobre el hongo, mostrada con un halo de inhibicidon
de A. flavus en la zona cercana a la colonia bacteriana. '

b. De los estigmas.

Se usaron estigmas frescos, que no estén en proceso de descomposicién, pues
se comprobd que a medida que los estigmas se oscurecen, hay mas bacterias
sapréfitas necrotréficas, que los destruyen y aumentan sus poblaciones y que
desplazaran, por competencia de espacio y nutrientes a las bacterias antagdnicas.

Se probd la actividad antagdnica de 571 colonias bacterianas aisiadas de las

@ cuales 7 resultaron con ligera actividad antagdnica. Estos aislamientos bacterianos,

»
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a diferencia de los obtenidos de la rizosfera dei maiz, produjeron un efecto inhibitorio
menor; el desarrollo del hongo se reduce respecto a la zona de avance, formandose
un pequefio halo de inhibicién que desaparece con el tiempo; el hongo no crece sobre
la colonia bacteriana, como sucede con otros aislamientos bacterianos sapréfitos.

c. De las bracteas.

De 686 colonias bacterianas de bracteas de mazorca de maiz aisladas se probd
su antagonismo, y 5 aislamientos (Br-253, Br-276, Br-345, Br-365 y Br-576) resultaron
con poca actividad inhibitoria sobre A. flavus, muy similar a la observada con las
bacterias obtenidas de los estigmas.

d. Bacterias de actividad antagdnica comprobada

Hubo poco efecto de las cepas con actividad antagdnica comprobada contra
otros fitopatdgenos, del Instituto Politécnico Nacional y el Colegio de Posgraduados;
el crecimiento del hongo se retrasé respecto al testigo, pero con el tiempo cubrié las
colonias bacterianas. Sin embargo, estas cepas se siguieron considerando para la
segunda fase de seleccidn, donde se probaron individualmente.

En la Tabla 1 se presentan los resultados obtenidos del total de bacterias
aisladas de las localidades y de diferentes partes de la planta del maiz; asi como de
los aislamientos bacterianos que resultaron con actividad antagénica.

Tabla 1: Bacterias con capacidad antagénica de suelo de rizosfera, estigmas y
filosfera de plantas de maiz.

Muestra Localidad N° de Bacterias con actividad antagdnica
colonias

Rizosfera  Cocotitladn 455 Co (47, 81).

Rizosfera  Tezoyucan 475 Tez (118, 226, 227).

Rizosfera Bajio 1238 Ba (53, 72, 205, 252).

Estigmas C. A. 571 Es (127, 288, 371, 169, 294, 383, 349).

Bracteas C. A, 686 Br (576, 253, 365, 276 y 345)

Cepas aap CP e IPN 6 B(1,2 3, 4),11-PS y BP-1.

Total 3431 27

aap = actividad antagénica probada; CP = Colegio de Posgraduados; ENCB = Escuela
Nacional de Ciencias Biolégicas, IPN; Co = Cocotitlan (Estado de México); Ba = Bajio
(Guanajuato); Tez = Tezoyucan {(Estado de México); C. A. = Central de Abastos, D.F.
Es = Estigmas; Br = Bracteas; B = Bacillus; Bp = Bacteria del poro; 11 Ps =
Pseudomonas sp.
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El mayor nimero de bacterias con potencial antagonico se encontré en la
rizosfera del maiz (Tabla 1), de la filosfera no se lograron aislar bacterias con
verdadero potencial inhibitorio, en algunos casos sélo se expresé una inhibicidn
incipiente donde e! hongo logré crecer rodeando la colonia bacteriana; este
comportamiento las hace poco atractivas para el control de A. flavus. Aungue las
bacterias de la rizosfera no estdn adaptadas a los estigmas, conviene probar su
capacidad de adaptacién a estos sitios dada su alta actividad inhibitoria sobre el
hongo. Estas poblaciones, con bajo potencial antagénico, presentes en la filosfera,
hace que los estigmas sean vulnerables y susceptibles de infectarse por A. flavus
(Payne, 1987).

4.4 Cuantificacién de la capacidad antagdnica de los aislamientos bacterianos sobre
A. flavus.

2a. etapa de seleccidn.
a. Suelo de rizosfera.

El antagonismo de cada aislamiento obtenido en la 1a. etapa de seleccidn sobre
A. flavus, se obtuvo midiendo el didmetro (cm) de la colonia del hongo. Se presenta
la inhibicién por cada aislamiento bacteriano {Tabla 2} en medio PDA (Figura 8).

La capacidad antagdnica de las diferentes bacterias aisladas fue variable, se
registraron datos cada 24 horas por aislamiento (Tabla 3). Los aislamientos Co-47, Co-
81, Tez-226, Tez 118, Ba-53, Ba-205, y Ba 252 tuvieron un buen efecto (Figura 9);
con Tez-227 no obstante que se inhibié el desarrollo del hongo, éste ultimo cubrié las
colonias bacterianas y la placa de PDA. Aun cuando algunos aislamientos bacterianos
de la rizdsfera tuvieron una actividad antagénica aceptable, hay que considerar su
comportamiento /in vivo 0 sea su posible adaptacién al medio aéreo (estigmas) del
contorno de la mazorca, que es el sitio de mayor riesgo de infeccidn para el maiz, a
nivel campo.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la eficiencia de
las cepas para inhibir al hongo (H= 85.16, P= 0.0001}. Los aislamientos Co-47, Co-
81, Tez-118, Tez-226, Ba-53, Ba-205 y Ba-252 fueron los més efectivas reduciendo
en mas del 50% el didmetro promedio de la colonia del hongo y 1a Ba-72 con un 52%,
son los mas recomendables, si se mantiene su actividad antagénica, por el contrario
el aislamientos Tez-227 no logré inhibir al hongo (Figura 9).
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Figura 8. Efecto de los aislamientos bacterianos de la rizosfera de maiz, sobre
Aspergillus flavus en medio PDA.
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Figura 9. Efecto de las bacterias antagdnicas de la rizosfera sobre Aspergillus
®) flavus.
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Diametro de las colonias de A. flavus con bacterias antagénicas de suelo

de rizosfera,

Tabla 2:

Diametro (cm) de colonias de A. flavus a diferentes tiempos.
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Tabla 3. Resumen de promedios de inhibicién de la colonia de Aspergillus flavus
por efecto de bacterias de suelo de la rizosfera.

Aislamientos Diametro (cm) alcanzado por A.flavus en diferentes
tiempos.
24h 48h 72h 96h 120h 144 h 168h
Testigo 0.8 2.5 4.1 5.6 7.2 8.5 8.5
Co-47 0.9 2.4 3.4 3.4 3.5 3.5 3.5
Co-81 0.9 2.4 3.4 3.4 3.5 3.5 3.5
Ba-53 0.9 2.4 3.6 4.0 4.0 4.0 4.0
Ba-72 0.8 2.4 3.6 4.2 4.4 4.5 4.50
Ba-205 0.8 2.4 3.5 3.8 3.8 3.8 3.8
Ba-252 0.9 2.4 3.6 3.0 3.8 3.8 3.8
Tez-118 0.8 2.5 3.7 3.7 3.7 3.7 3.7
Tez-226 0.9 2.5 3.6 3.8 3.8 3.8 3.9
Tez-227 0.9 2.4 3.6 3.8 3.8 3.8 3.8
Co = Cocotitlan, Tez = Tezoyucan, Ba = Bajio, h = horas
b. De estigmas

Las bacterias aisladas de los estigmas probadas individualmente contra A. flavus
retardaron algo el crecimiento del hongo respecto del testigo (Tabla 4), pero el hongo
acabd cubriendo completamente la placa. Con los aislamientos Es (288, 294, 127 y
383) e hongo no crecid sobre las colonias bacterianas sino que las roded,
comportamiento observado desde el primer aislamiento en la primera prueba de
seleccién; con los aislamientos Es {169, 343 y 371} al igual que con Tez-227 y Co-
165 el hongo crecié sobre ellas {Figura 10).
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Figura 10: Aislamientos bacterianos antagdnicos contra Aspergillus flavus
obtenidos de los estigmas y probados en forma independiente.
o

Se presentan los promedios registrados en los diferentes tiempos para cada

@ aislamiento (Tabla 5 y Figura 11), las cepas Es-288, Es-349 y Es-383 tienen el mejor
comportamiento inhibitorio, sin embargo, el hongo crecié sobre éstas, por lo cual no

son buenos candidatos para el control biolégico de A. flavus, especialmente si son

comparados con los aislamientos de la rizosfera que mostraron buena efectividad.

Las bacterias aisladas de la filosfera (parte aérea) tienen importancia por poder
estar adaptadas al sitio de los estigmas de la mazorca, lugar de entrada de ios conidios
del hongo, cualquier efecto antagdnico efectivo cobraria mayor relevancia por la
localizacién y adaptacién natural de las bacterias a esta zona. Las bacterias de los
estigmas trabajadas, dieron resuitados donde se aprecia que el antagonismo fue
minimo por lo que no se recomienda su uso para el control de A, flavus.

)
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Diametro de las colonias de Aspergillus flavus por efecto de bacterias

antagonicas aisladas de estigmas de mazorca de maiz.

Tabla 4:

»

Diametro {cm) de colonias de A. flavus a diferentes tiempos.
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® Tabla 5. Promedio de inhibicién del crecimiento (en cm) de Aspergillus flavus por
' efecto de bacterias de los estigmas de la mazorca de maiz.

Aislamientos Diametro alcanzado por A.flavus en diferentes tiempos.
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 168 h
Testigo 0.9 2.6 4.4 6.0 7.5 8.5 8.5
Es-383 0.9 2.6 3.6 4.1 5.3 6.4 7.4
Es-288 0.9 2.4 3.5 4.5 5.6 6.7 7.9
) Es-371 09 26 39 51 64 74 85
Es-127 0.9 2.5 3.9 5.2 6.4 7.4 8.5
N Es-294 0.9 2.5 3.9 5.2 6.5 7.6 8.5
* Es-169 09 26 39 51 64 75 85
Es-349 0.9 2.5 3.5 4.7 5.5 6.5 7.7
9
L
8 -
7 -
) 6 —G— Testigo
L ] 5 l —O—Es-383
.3_, ° Es-288
g 4 —¢—Es-371
o 3} —xt—Es-127
—-Es-204
2¢ ——Es-169
;] ——E5-349
—— Co-47
0 i . . . . ‘ , S—n
24, 8. 72. 9. 120. 144 168
Tiempo {horas}
® Figura 11. Efecto de las bacterias aisladas de los estigmas, sobre el desarrollo de

2 Aspergillus flavus en pruebas de laboratorio.
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c. De las bracteas

Cuando se probaren los cinco aislamientos bacterianos, seleccionados vy
aislados de las bracteas, de manera independiente contra A, flavus, se comportaron
de modo simiiar a algunos de los aislamientos bacterianos de los estigmas, se observé
también un crecimiento del hongo alrededor de las colonias bacterianas pero no sobre
éstas (Tabla 6, Figura 12).

Estos aislamientos presentaron menor efecto antagénico respecto a los de la
rizésfera (Tabla 7 y Figura 13). El sitio de infeccién por el hongo en la naturaleza es
cercano, por eso era importante probarlos.

Tabla 6: Diametro de las colonias de A. flavus con bacterias antagdnicas de
bracteas de la mazorca del maiz.

Cepas de  Diametro (cm) de colonias de A. flavus a diferentes tiempos.
bacterias

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 168 h
0.9 2.6 4.0 5.9 7.0 8.5 8.5
Testigo 0.9 2.6 4.0 5.9 7.0 8.5 8.5
0.9 2.6 3.9 5.9 7.0 8.5 8.5
Promedio 0.9 2.6 4.0 5.9 7.0 8.5 8.5
0.9 2.5 3.6 4.1 4.4 5.4 7.2
Br-576 0.9 2.4 3.6 4.1 4.4 5.4 7.3
0.9 2.3 3.6 4.2 4.5 5.5 7.3
Promedio 0.9 2.4 3.5 4.1 4.4 5.4 7.3
0.9 2.4 3.4 4.0 4.3 5.4 6.6
Br-253 0.9 2.5 3.6 4.1 4.3 5.5 6.8
0.9 2.5 3.6 4.3 4.3 5.5 6.9
Promedio 0.9 2.3 3.6 4.1 4.3 5.5 6.8
0.9 2.5 3.6 4.2 5.4 6.7 7.4
Br-365 0.9 2.5 3.6 4.0 5.4 6.3 7.3
0.9 2.5 3.7 4.2 5.4 6.5 7.4
Promedio 0.9 2.5 3.6 4.1 5.4 6.5 7.4
0.9 2.5 3.6 4.7 5.6 6.9 8.2
Br-276 0.9 2.4 3.5 4.6 5.8 6.7 8.3
0.9 2.5 3.6 4.7 5.7 6.7 8.3
Promedio 0.9 2.5 3.7 4,7 5.7 6.8 8.3
0.9 2.4 3.6 4.7 5.9 6.8 7.9
Br-345 0.9 2.5 3.7 4.8 6.1 7.0 7.7
0.9 2.5 3.7 4.8 6.0 7.0 7.8
Promedic 0.9 2.5 3.7 4.8 6.0 6.9 7.8
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Figura 12. Aislamientos bacterianos antagénicos contra Aspergiflus flavus aislados
de las bracteas.
Tabla 7. Promedio de lainhibicién del didametro (en em) de A. flavus con bacterias
» de las bracteas de la mazorca de maiz.
Diametro (cm) de las colonias de A.flavus en diferentes tiempos
) Aislamientos
L4 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 168 h
Testigo 0.9 2.6 4.0 5.9 7.0 8.b 8.5
Br-576 0.9 2.4 3.5 4.1 4.4 5.5 7.26
Br-253 0.9 2.5 3.5 4.1 4.4 5.5 6.76
Br-365 0.9 2.5 3.6 4.1 5.4 6.5 7.36
Br-276 0.9 2.5 3.6 4.7 5.7 6.8 8.26
Br-345 0.9 2.5 3.7 4.8 6.0 6.9 7.80
N Br = Bracteas, h = horas
®)
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Figura 13. Efecto de las bacterias aisladas de las bracteas sobre el desarrollo de
Aspergiflus flavus en pruebas de laboratorio.

d. Bacterias con actividad antagdnica comprobada.

Las bacterias con actividad antagdnica comprobada contra diferentes
microorganismos fitopatégenos, inhibieron poco a A. flavus comparadas con los
aislamientos de rizosfera (Co-47,Co0-81, Tez-118 y Tez-226) que inhibieron més del
50% el desarrolio del hongo. El hongo crecidé sobre las colonias bacterianas hasta
cubrir totalmente la placa de PDA (Figura 14). Los aistamientos: Tez-227, Es (169,
343 y 371) se comportaron igual.

La Tabla 8 presenta el comportamiento antagénico de los aislamientos al
probarse individualmente contra A. flavus.

En la Tabla 9 se aprecia una tendencia similar a la de los aislamientos
bacterianos de la filosfera {(estigmas y bracteas) donde ninguno inhibidé como para ser
seleccionado para bioensayos de antagonismo posteriores, l0s resultados muestran
pocas posibilidades de éxito.

En la sequnda etapa se seleccionaron las bacterias antagonicas Co-47, Co-81,
Ba-205, Ba-72, Ba-b3, Ba-252, Tez 118 y Tez-226, para bioensayos subsecuentes.
Los aislamientos de la filosfera (estigmas y brécteas) tuvieron actividad antagdnica
baja y no fueron considerados.
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Aislamientos bacterianos con actividad antagénica comprobada, contra
otros fitopatdgenos, probados contra Aspergillus flavus.
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Tabla 8: Diametro de las colonias de A. flavus inhibidas con aislamientos
bacterianos de capacidad antagénica comprobada contra ciertos hongos
y bacterias fitopatdgenos.
Cepas de  Diametro (cm) de colonias de A. flavus crecidas a diferentes
bacterias  tiempos.
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 168 h
0.9 2.6 4.3 6.2 7.3 8.5 8.5
Testigo 0.9 2.6 4.5 6.4 7.4 8.5 8.5
0.9 2.6 4.3 6.4 7.4 8.5 8.5
Promedio 0.9 2.6 4.4 6.3 7.4 8.5 8.5
0.9 2.4 3.3 4.4 5.5 6.8 7.6
B-1 0.9 2.4 3.2 4.1 5.3 6.6 7.5
0.9 2.4 3.3 4.4 5.6 6.7 7.6
Promedio 0.9 2.4 3.1 4.3 5.5 6.7 7.6
0.9 2.3 3.1 3.9 5.5 6.2 7.3
B-2 0.8 2.3 3.2 4.0 5.3 6.1 7.0
0.9 2.3 3.2 4.0 5.3 6.2 7.2
Promedio 0.9 2.3 3.2 4.0 5.4 6.2 7.2
0.9 2.5 3.6 4.5 5.7 6.6 7.5
B-3 0.9 2.6 3.7 4.6 5.7 6.5 7.5
0.9 2.6 3.8 4.6 5.7 6.6 7.6
Promedio 0.9 2.6 3.7 4.6 5.7 6.6 7.5
0.9 2.5 3.4 4.5 5.7 6.5 7.4
B-4 0.9 2.4 3.3 4.4 5.6 6.5 7.4
0.9 2.4 3.3 4.3 5.6 6.4 7.4
Promedio 0.9 2.4 3.3 4.4 5.6 6.5 7.4
0.9 2.6 4.1 5.5 6.7 7.6 8.5
Bp-1 0.9 2.6 4.0 5.5 6.7 7.6 8.5
0.9 2.5 4.0 5.4 6.7 7.5 8.5
Promedic 0.9 2.6 4.0 5.5 6.7 7.6 8.5
0.9 2.4 3.1 3.9 4.9 6.2 7.4
11-Ps 0.9 2.5 3.0 3.9 5.0 6.3 7.5
0.9 2.4 3.1 4.1 5.2 6.3 7.5
Promedio 0.9 2.4 3.1 4.0 5.0 6.3 7.5
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Tabla 9. Promedio de inhibicién del crecimiento de A.flavus por efecto de
bacterias con capacidad antagénica comprobada contra otros
fitopatdgenos a diferentes tiempos.

Aislamiento Diametro {cm) de colonias de Aspergillus flavus a diferentes

tiempos

24 h 48 h 72 h 96 h 120h 144 h 168 h
Testigo 0.90 2.60 4.36 6.33 7.36 8.50 8.5
B-1 0.90 2.40 3.26 4.30 5.46 6.70 7.56
B-2 0.86 2.30 3.16 3.96 5.36 6.16 7.16
B-3 0.90 2.56 3.70 4,56 5.7 6.56 7.53
B-4 0.90 2.43 3.13 4.40 5.63 6.46 7.40
Bp-1 0.90 2.56 4.03 546 6.70 7.56 8.50
11-Ps 0.90 2.43 3.06 3.96 5.00 6.26 7.46

B = Bacillus, Bp = Bacteria del poro, 11-Ps = Pseudomonas sp. h = horas

El meétodo usando medio sdlido empleado para cuantificar la capacidad
antagonica de las bacterias sobre Aspergillus flavus es mas preciso que el utilizado por
Jiménez (1996} quien usé medio liquido para determinar la biomasa producida por
Rhizoctonia solani desarrollado en el mismo medio con bacterias antagénicas del
género Bacillus sp., sin embargo la condicién liquida no es iddénea para el desarrollo
del hongo, quien estaria en desventaja con las bacterias antagénicas.

La ventaja de cuantificar el potencial antagdnico en medio sélido midiendo el
didmetro alcanzado por el hongo en cultivo dual con las bacterias antagénicas, permite
tener una medida mas precisa derivada de las condiciones de cultivo que son mas
cercanas a las naturales, éste método es similar al empleado por Qedjijono (1983)
quien cuantificé la antibiosis midiendo halos de inhibicién. Askew y Laing {1994)
propusieron un método de cuantificacién antagdnica en medio sdélido, en el que
establecen cuatro niveles segun el crecimiento de Trichoderma sp. en cultivo dual con
Rhizoctonia; este método es semicuantitativo y no refleja con precisiéon la capacidad
antagénica de un microcorganismo. El método aplicado en el presente trabajo es mas
preciso peroc no es aplicable a antagonistas que producen compuestos inhibitorios
volatiles.
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4.5 Espectro de acciéon de las bacterias antagOnicas sobre diferentes hongos
fitopatégenos.

El aislamiento bacteriano Co-47 mostréd 100% de inhibicién, sobre los hongos
fitopatdgenos: Helminthosporium, Penicillium, Phytophthora cinnarmomi (Figura 15),
Sclerotium cepivorum y Sclerotinia sclerotiorum, en un 98.8% Pestalotia; el resto de
los hongos fue inhibido de un 88 % a 82% respecto al testigo. Siguid el Tez-118, en
capacidad para inhibir hongos fitopatégenos, con un 100% de inhibicién sobre
Penicillium, Phytophthora cinnamomi y Sclerotium cepivorum; en un 93.4 %
Helminthosporium; en un 92.6 Sclerotinia sclerotiorum; en un 85.2 % Phoma vy
Rhizoctonia sofani. Los aislamientos Co-81, Tez-226 y Ba-72 inhibieron total o
parcialmente el desarrollo de los hongos probados, en un rango de 58.8% a 100%,
con excepcion de Fusarium, que no se inhibid (0%) con ninguna de las tres cepas.

El aislamiento Ba-252 no inhibié ninguna de las cepas de hongos fitopatdgenos,
ya sea porque perdié capacidad inhibitoria contra los hongos probados, o en general,
incluso contra A. flavus.

Hubo efectos estadisticamente significativos tanto de los aislamientos
antagénicos, como de los hongos fitopatégenos. Los aislamientos Co-47, Co-81y Tez-
118 fueron los que inhibieron mejor a la mayoria de los hongos; mientras que el
aislamiento Ba-252 fue que inhibié menos a los hongos probados {Tabla 10y 11;
Figuras 16 y 17). Asimismo, Sclerotium cepivorum es el m4s susceptibie a la mayoria
de los aislamientos bacterianos antagdnicos, el que inhibid menos fue Co-81 (58.5%)
respecto al testigo.

Phvtophthora

Figura 15. Inhibicién del desarrolio de Phytophthora cinnamomi por bacterias
antagdnicas en medio PDA.
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Figura 16. Inhibicién del desarrollo de Fusarium por bacterias antagdnicas.

En control biolégico, una caracteristica deseable es que los microorganismos
antdgonicos posean un amplio espectro de actividad inhibitoria contra hongos
fitopatégenos, pero esto no es frecuente en la naturaleza (Broadbent and Baker,
1975).

Se obtuvieron resultados interesante con hongos de importancia fitopatoldgica
cuya accién danina se centra en la raiz de las plantas, como Phytophtora cinnamomi
que afecta las raicillas del arbol de aguacate y produce una muerte lenta del arbol;
Rhizoctonia sofani que afecta tubérculos y raiz de papa produciendo papas de infima
calidad; Sclerotinia sclerotiorum que produce "pudricidn del pie"” en plantas de girasol
y lechuga; Sclerotium cepivorum que pudre el bulbo de la cebolla. Estos hongos se
consideran de suelo y su accién infectiva sobre las plantas dependerd de factores
ambientales, asicomo de las poblaciones de microorganismos benéficos o antagdnicos
presentes en el suelo. '

Phytophthora cinnamomi y Sclerotium cepivorum fueron totalmente inhibidos
por los aislamientos bacterianos Co-47, Co-81, Tez-118 y Tez-226. Segun Cook
{1991}, la inhibicién observada en el laboratorio, puede tener 1a misma efectividad al
suelo que en plantas. Esta capacidad de inhibicion tan efectiva en placa, debe tomarse
en cuenta para realizar bioensayos y pruebas de campo para determinar si ese
potencial inhibitorio se incrementa, mantiene o si disminuye cuando las bacterias se
encuentran actuando en un medic natural, Tomando en cuenta que las bacterias
trabajadas provienen de suelo de rizosfera, estas tienen grandes posibilidades de
adaptarse a un sistema rizosférico, como el de las plantas que son atacadas por estos
hongos, lo que dependerd de las condiciones de humedad, temperatura, pH,
poblaciones microbianas presentes en la rizosfera del aguacate y la cebolla.
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Inhibicion por bacterias antagénicas sobre hongos fitopatégenos.

Tabla 10.

'\

Didmetro de colonias de hongos fitopatdgenos con accién de las

bacterias antagdnicas.
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Tabla 11.  Antibiosis promedio por bacterias antagdnicas sobre el desarrollo de
hongos fitopatégenos en medio PDA.

Hongos Promedio del didAmetro de crecimiento (cm) de los hongos
fitopatégenos con accién de las bacterias antagdnicas.

Co-47 Co-81 Tez-118 Tez-226 Ba-72 Ba-252 Testigo

A. flavus 1.5 1.6 1.7 1.8 1.8 7.2 8.6
Colletotrichum 1.2 1.3 1.3 3.5 4.5 8.5 8.5
Fusartium 0.8 8.5 3.1 85 8.5 8.5 8.5
Helminthosporium 0.0 1.2 0.6 1.3 3.0 8.5 8.5
Peniciflium 0.0 0.5 0.0 1.3 1.6 8.5 8.5
Pestalotia 0.1 2.1 2.2 3.5 8.5 8.5 8.5
Phoma 0.3 1.5 1.3 1.2 0.5 8.5 8.5
Phytophthora cinnamomi 0.0 0.0 0.0 0.0 4.5 8.5 8.5
Rhizoctonia solani 1.0 0.8 1.3 4.5 0.8 8.5 8.5
Sclerotium 0.0 3.5 0.0 0.0 0.0 8.5 8.5
Sclerotinia sclerotiorum 0.0 1.2 0.6 2.2 1.2 8.5 8.5
2]
[ 1 ] [T] 1
8] O A.flavus
7 H 0O Colletotrichum
O Fusanum
g% O Helminthosporium
25 | 3 Penicifiiurn
o .
= [l Pestalotia
E 4 BPhoma
B ] O Phytophthora
3 g 11 . )
f : : E1 Rhizoctonia
2 4 : 1 O Sclerotivm
§ T 1 01 Sclerotinia
i AL
0 } JE

Testigo Co-47 Co-81 Tez-118 Tez-226 Ba-72 Ba-252
Bacterias antagbnicas

Figura 17. Antibiosis de los aislamientos bacterianos sobre el crecimiento de hongos
fitopatdgenos.
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Se han realizado trabajos de control bioldgico con bacterias, contra Phytophthora
megasperma y Phytophthora cactorum {Tu, 1978; Utkhede, 1984; Utkhede and Gaunce,
1983) y contra Phytophthora cinnamomi (Broadbent and Baker, 1975; Linderman et a/.,
1994, Malajczuk et a/., 1977). En relacion con Sclerotium cepivorum se ha intentado su
control mediante Bacillus subtilis (Utkhede and Rahe, 1980}, pero no mediante
Pseudomonas fluorescens donde el aislamiento Co-47 inhibi6 a este hongo
efectivamente.

Los porcentajes de inhibicidn sobre Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotiorum
fueron altos por efecto del aislamiento Co-47, Co-81, Tez-118 y Ba-72, su control
también se ha intentado mediante el uso de Trichoderma y bacterias antagénicas (Elad
et al., 1987, Hadar et a/., 1979; Howel and Stipanovic, 1979; Meshram and Jager,
1983; Rothrock and Gottlieb, 1984; Merriman et a/., 1974) con resultados prometedores
al igual que los obtenidos en el presente trabajo. El comportamiento antagdnico de las
bacterias puede variar en el campo, sin embargo existen posibilidades de éxito por la
procedencia de los aislamientos, cuya accién estd dirigida para proteger el sistema
radicular de las plantras de papa, girasol y lechuga.

Respecto a los hongos que afectan las partes aéreas de las plantas de limén, maiz,
hortalizas y frutales como son Colletotrichum gloeosporicides, Helminthosporium,
Pestalotia sp. y Phoma sp. éstos fueron inhibidos con efectividad por los aislamientos Co-
47, Co-81 y Tez-118. Sin embargo, las posibilidades de éxito para el control de estos
hongos son minimas debido a que estas cepas proceden del sistema rizosférico cuyas
condiciones son diferentes a las que se presentan en la superficie de las plantas, por lo
que su adaptacién a la filésfera es poco probable (Andrews, 1992; Blakeman and
Fokkema, 1982; Weller, 1988}; sin embargo convendria no descartarlas y realizar
experimentos para probar si se adaptan o no y logran inhibir a los hongos del follaje en
los cultivos correspondientes. '

Los hongos Aspergillus flavus y Penicillium sp., considerados anteriormente de
almacén, fueron inhibidos parcialmente por todos los aislamientos, excepto por el Ba-
252, en este caso hay que considerar el comportamiento de estos aislamientos en
condiciones de campo; asi como {as condiciones en que se almacenan los granos y
determinar si se mantiene la efectividad de inhibicién de las bacterias observada in vitro,
lo cual seria benéfico, debido a que hasta el momento no se cuenta con sistemas de
control bioldgico para hongos en granos almacenados.

Fusarium es considerado un género heterogéneo y versatil por su capacidad de
adaptacién al ambiente (Booth, 1971), lo podemos encontrar produciendo ‘Damping off *,
pudriciones radiculares, germinacion prematuray contaminacion de granos almacenados.
Fusarium manifestd la mayor resistencia a ser inhibido por los aislamientos bacterianos,
donde solo se observd inhibicién efectiva con el aislamiento Co-47, parece que el hongo
tiene mecanismos que contrarrestan el efecto inhibitorio de las bacterias como una
resistencia a las condiciones adversas. El hecho de haber encontrado sélo un aislamiento
con efecto antagdnico sobre Fusarium indica ta capacidad del hongo para neutralizar el
efecto inhibitorio o bien de que existen pocas poblaciones bacterianas con capacidad
para inhibirlo.
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La Tabla 13 muestra una inhibicién total (0%) de germinacién de los conidios
tratados con la cepa Co-47, contra 91.9% de germinacién de los conidios no tratados,
a las 8 horas. A las 24 horas los conidios no tratados tuvieron 100% de germinacion, y
los conidios tratados se mantuvieron en 0% de germinacion. No hubo desintegracién de
las paredes conidiales al microscopio compuesto y no hubo desarrollo del tubo
germinativo, lo que significa una inhibicién total de la germinacién (Figura 18).

c. Esclerocios. El aislamiento Co-47 inhibié un 99% la germinacién de los
esclerocios, los aislamientos Co-81, Tez-118, Tez-226 y Ba-72 no la inhibieran, el hongo
se desarroll; pero finalmente fue inhibido hasta su muerte. Los esclerocios testigos con
100% de germinacién al igual que los esclerocios tratados de igual forma pero con
Erwinia carotovora. La inhibicién total de la germinacion de los esclerocios de A. flavus,
por accién del aislamiento Co-47 es importante por ser éstos estructuras de resistencia
y fuente de indculo primario presente en el suelo, para iniciar la infeccion. Los resultados
de esta tesis ofrecen un microorganismo capaz de inhibir no sélo la fase vegetativa y
reproductiva del hongo, sino que ademas inhibe los estados de resistencia, esto implica
un control total de A. flavus.

Los diferentes ensayos realizados para establecer el mecanismo que opera en el
proceso de inhibicion, indican claramente una antibiosis con cada uno de los aislamientos
bacterianos antagodnicos probados, en la que existe un componente inhibitorio difusible
en el medio. Esto comprueba que la antibiosis es el mecanismo mas ampliamente
reconocido que inactiva y/o destruye propagulos (Papavizas and Lumsden, 1980). Fue
interesante el efecto fungicida del aislamiento Co-47 sobre conidios y esclerocios.
Thompson {1991) probd el efecto del butilato de hidroxinasol sobre la germinacion de
conidios de Aspergillus flavus y A. parasiticus y encontré inhibicién parcial (21%) cuando
fueron sometidos a 100 mg/mL y una inhibicién total cuando se sometieron a 200
mg/mL. La diferencia con el aislamiento Co-47 es que no se observa pérdida gradual de
la actividad fungicida como sucedié con el trabajo de Thompson cuando empleé el
butilato a una concentracion de 100 mg/mL en el que después de 24 horas perdid
actividad en un 75%.

Debido a que los esclerocios representan el estado de resistencia del hongo y son
los responsables de las infecciones primarias en el campo (Diener and Davis, 1986), la
destruccion de éstos reducird en buena medida las posibilidades de infeccién a nivel de
campo. El efecto del aislamiento Co-47 sobre la inhibicién de esclerocios {100%) fue
superior al obtenido por Will et a/. {1994} quienes obtuvieron el 16% de inhibicién de ia
germinacion de los esclerocios mediante el uso de Paecelomyces lilacinus, quitina y
celulosa. Estos resultados comparativos ponen de manifiesto el potencial inhibitorio del
aislamiento Co-47 y brinda una buena aiternativa para la inactivacion de propagulos de
A. flavus, de alto riesgo para el desarrollo de infecciones primarias.

c. Efecto sinérgico.

a. Mezcla de suspensiones bacterianas en proporcién 1:1.
La Tabla 14 muestra el promedio del diametro alcanzado por A. flfavus cuando se
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Tabla 12: Efecto de las bacterias antagénicas contra Aspergillus flavus en mezcla de
suspensiones 1:1 v/v.

Cepa Crecimiento Cepa Crecimiento
Testigo + Tez-118 -
Co-47 - Tez-226 -
Co-81 - Tez-227 +
Co-165 + Es-169 +
Ba-205 - Es-383 +
Ba-72 - Br-576 +
Ba-53 - 11Ps +
Ba-252 - B-4 +

Concentracién de 3 x 107 bacterias/mL y 3 x 10° conidios/mL.

Co = Cocotittdn Tez= Tezoyucan Br = Bracteas B-4= Bacillus
Ba = Bajio Es = Estigmas 11 Ps = Pseudomonas sp.
b. Efecto del aislamiento Co-47 sobre el micelio, conidios y esclerocios de A. flavus.

i. Micelio. No se observd efecto micolitico con el aislamiento bacteriano antagonico
Co-47 sobre A, flavus, bajo el microscopio 6ptico se vid una ligera pérdida de turgencia
respecto al testigo, y un detenimiento del desarrollc del hongo, pero no se observd
desintegracion del micelio por efecto de alguna enzima.

ii. Conidios. No se detectaron cambios morfoldgicos drasticos en los conidios
(desintegracién de las paredes) bajo microscopio dptico; no hubo desarrolio del tubo
germinativo, y hubo una inhibicidn total (0 %) de germinacidn de los conidios tratados
con la cepa Co-47 (Figura 18), en comparacion con una germinacion del 91.9 % de los
conidios no tratados a las 8 horas {Tabla 13). A tas 24 horas, el 100 % de los conidios
no tratados germinaron, mientras que los tratados se mantuvieron complietamente
inhibidos (0 %]).

El comportamiento del aislamiento Co-47 sobre el micelio y conidios de A, flavus
indica una antibiosis donde posiblemente esté involucrado un antibidtico o compuesto
similar con muy buen potencial antagoénico.
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. Tabla 13. Efecto de la bacteria antagénica Co-47 sobre la germinacién de conidios
de Aspergillus flavus.
Microcultivo Numero de conidios observados bajo el microscopio
Conidios Germinados  Conidios Germinados
A.f./Co-47
1 38 35 45 0
. 2 55 49 36 0
3 41 40 59 0
4 52 47 48 0
L A.f.= Aspergillus flavus.
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Figura 18. Efecto del aislamiento Co-47 sobre la germinacién de conidios de
-» A. flavus a diferentes tiempos de incubacion.
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La Tabla 13 muestra una inhibicién total {0%) de germinacién de los conidios
tratados con la cepa Co-47, contra 91.9% de germinacién de los conidios no tratados,
a las 8 horas. A las 24 horas los conidios no tratados tuvieron 100% de germinacidn, y
los conidios tratados se mantuvieron en 0% de germinacién. No hubo desintegracion de
las paredes conidiales al microscopio compuesto y no hubo desarrolio del tubo
germinativo, lo que significa una inhibicién total de la germinacién (Figura 18).

iii. Esclerocios. El aislamiento Co-47 inhibié un 99% la germinacion de los
esclerocios, los aislamientos Co-81, Tez-118, Tez-226 y Ba-72 no la inhibieron, el hongo
se desarrollé; pero finaimente fue inhibido hasta su muerte. Los esclerocios testigos con
100% de germinacién al igual que los esclerocios tratados de igual forma pero con
Erwinia carotovora. La inhibicién total de la germinacién de los esclerocios de A. flavus,
por accién del aislamiento Co-47 es importante por ser éstos estructuras de resistencia
y fuente de inéculo primario presente en el suelo, para iniciar la infeccién. Los resuitados
de esta tesis ofrecen un microorganismo capaz de inhibir no sdlo la fase vegetativa y
reproductiva del hongo, sino que ademas inhibe los estados de resistencia, esto implica
un control total de A. flavus.

Los diferentes ensayos realizados para establecer el mecanismo que opera en el
proceso de inhibicién, indican claramente una antibiosis con cada uno de los aislamientos
bacterianos antagénicos probados, en la que existe un componente inhibitorio difusible
en el medio. Esto comprueba que la antibiosis es el mecanismo mds ampliamente
reconocido que inactiva y/o destruye propagulos (Papavizas and Lumsden, 1980}. Fue
interesante el efecto fungicida del aisiamiento Co-47 sobre conidios y esclerocios.
Thompson {1991) probé el efecto del butilato de hidroxinasol sobre la germinacion de
conidios de A. flavus y A. parasiticus y encontré inhibicidn parciai {21%) cuando fueron
sometidos a 100 mg/mL y una inhibicién total cuando se sometieron a 200 mg/mL. La
diferencia con el aislamiento Co-47 es que no se observa pérdida gradual de {a actividad
fungicida como sucedid con el trabajo de Thompson cuando empieé el butilato a una
concentracién de 100 mg/mL en el que después de 24 horas perdié actividad enun 75%.

Debido a que los esclerocios representan el estado de resistencia del hongo y son
los responsables de las infecciones primarias en el campo (Diener and Davis, 1986}, la
destruccién de éstos reducird en buena medida las posibilidades de infeccidn a nivel de
campo. El efecto del aislamiento Co-47 sobre la inhibicién de esclerocios {100%) fue
superior al obtenido por Will et a/. (1994) quienes obtuvieron el 16% de inhibicidn de la
germinacién de los esclerocios mediante el uso de Paecelomyces lilacinus, quitina y
celulosa. Estos resultados comparativos ponen de manifiesto el potencial inhibitorio del
aislamiento Co-47 y brinda una buena alternativa para la inactivacion de propagulos de
A. flavus, de alto riesgo para el desarrollo de infecciones primarias.

c. Efecto sinergético.

i. Mezcla de suspensiones bacterianas en proporcién 1:1.
La Tabla 14 muestra el promedio del didmetro alcanzado por A. flavus cuando se
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desarrollé con las diferentes mezclas de bacterias antagonicas. En la maycria de las
mezclas estudiadas hubo diferencias estadisticamente significativas negativas, esto es
gue el hongo crecid mas cuando fue puesto a desarrollar con los aislamientos bacterianos
mezclados, que cuando se desarrolld sélo con uno de ellos. La mezcla Tez-118 + Tez-
226 tuvo una diferencia significativa positiva respecto a Tez-118, es decir el didmetro
de la colonia del hongo fue menor al crecer con la combinacién bacteriana; el mismo
efecto se observd con la mezcia Co-47 + Tez-118 y con la Co-81 + Tez-118, la
combinacién de éstas fue mejor que cuando se tratd al hongo solo con el aislamiento
Tez-118. Asimismo, la combinacién Co-47 + Tez-226 tuvo una diferencia
estadisticamente significativa positiva respecto a Tez-226 solo (Tabla 15).

Valores superiores a 1.000 indican que el hongo crecid mas que cuando se
sometié a un solo aislamiento, la combinacién fue menos efectiva (efecto negativo).

Ninguna de las mezclas superd el efecto antagdnico de la cepa Co-47 por si sola,
que inhibid el crecimiento de A. flavus permitiendo crecer |a colonia hasta un didmetro
de 2.63 cm; el valor méas cercano es el obtenido con la mezcla Co-47/Tez-226 con la que
se obtuvo un valor de 2.8 cm superando la actividad de la cepa Tez-226 por si sola que
fue de 3.4 cm pero no superé la actividad de la cepa Co-47.



)

68

4) Tabla 14. Efecto de las mezclas de bacterias antagonicas sobre el didmetro {cm) de
crecimiento de Aspergiflus flavus.

Mezclas de bacterias antagdnicas y su accién sobre A. flavus

Aislamientos Co-47 Co-81 Tez-118 Tez-226 Ba-72 Ba-253

2.6
Co-47 2.7
2.6
| Promedio 2.6
B
5.4 3.1
Co-81 5.0 3.1
5.5 3.0
N Promedio 5.3 3.1
3.9 3.4 4.0
Tez-118 3.9 3.4 4.7
, 4.0 3.5 4.8
Promedio 3.9 34 4.5
2.9 3.5 3.4 3.4
Tez-226 2.7 3.6 3.4 3.4
2.8 3.8 3.4 3.4
Promedio 2.8 3.6 3.4 34
4.0 4.0 4.8 4.3 3.7
WY Ba-72 4.0 3.8 4.8 4.5 4.3
4.0 3.8 5.0 4.3 4.4
Promedio 4.0 3.9 4.9 4.4 4.1
@ 4.9 5.1 53 5.1 6.5 4.5
‘ Ba-252 4.8 5.3 5.1 5.4 6.6 4.7
5.0 5.3 5.1 5.4 6.3 4.4
Promedio 4.9 5.2 5.1 5.3 6.5 4.5
m

b
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Tabla 16.Didametro alcanzado por Aspergillus flavus por efecto de la combinacién
alternada de bacterias antagénicas.

Aislamientos Co-47 Co-81 Tez-118 Tez-226 Ba-72
3.0
Co-47 3.1
1.6
Promedio 2.5
3.0 4.0
Co-81 2.9 4.0
2.6 4.0
Promedio 2.8 4.0
2.8 3.7 3.7
Tez-118 2.7 3.7 3.8
2.9 3.7 3.6
Promedio 2.8 3.7 3.7
3.2 3.7 3.7 4.5
Tez-226 3.0 4.3 3.8 4.2
3.8 3.7 3.6 4.5
Promedio 3.3 3.9 3.7 4.4
2.6 3.8 3.4 4.0 3.8
Ba-72 2.6 3.9 3.9 4.2 3.7
2.9 3.9 3.7 4.2 3.7
Promedio 2.8 38 3.6 4.1 3.7

Enlamayoria de las combinaciones alternadas no hubo diferencias significativas
con excepcidn de las combinaciones Co-47 + Co-81 respectoa Co-81; Co-47 + Tez-
118 respecto a Tez-118; Co-47 + Tez-226 respecto a Tez-226 y Co-47 + Ba-72
respecto a Ba-72; en estas combinaciones hubo diferencias significativas positivas,
esto significa que el diametro del hongo crecié menos que cuando fue tratado con los
aislamientos bacterianos solos {Tabla 17).

En ambos ensayos de sinergismo (mezcia de suspensiones e inoculacion
alternada), no se observd un efecto inhibitorio importante sobre el hongo, que es lo
gue se buscd al mezclar dos cepas con capacidad antagdnica para mejorar la actividad
que se obtiene al utilizar una sola cepa.
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Tabla 17. Comportamiento sinergético de 1os aislamientos bacterianos antagonicos
sobre el crecimiento de A.flavus.

Aislamientos bacterianos antagdnicos

Co-473 Co-81 Tez-118 Tez-226 Ba-72
Co-47 T + + + +
Co-81 ns T ns ns ns
Tez-118 ns ns T ns ns
Tez-226 ns ns ns T ns
Ba-72 ns ns ns ns T

T = Sdélo un aislamiento bacteriano contra A. flavus
ns = Estadisticamente no significativo (P< 0.05)
+ = Efecto estadisticamente significativo positivo (P< 0.05)

El mejor método para determinar un efecto sinergétice de las bacterias
involucradas, fue la siembra directa alternada; debido a que no hay competencia por
nutrientes, como cuando se siembran las bacterias mezcladas en suspensidn.

4.7. I|dentificacidn de las bacterias en biocontrol.

Todos los aislamientos bacterianos antagénicos se identificaron como
Pseudomonas fluorescens: la Ba-72 fue Biovar Il; Tez-118, Tez-226 y Co-81 fueron
Biovar lll y la cepa Co-47 fue Biovar IV {Tabla 18). '

Los cédigos de las lecturas de APl 20 E {de 1157455) y de 20 NFT (de
2206004) para el aislamiento Co-47, en la tabla de APl ubican al aislamiento Co-47
como Pseudomonas fluorescens (Figura 19). Las cepas de referencia P. putida y P.
aureoginosa dieron los resuitados correspondientes a la taxonomia establecida en el
Manual de Bergey.

Estos resultados coinciden con las pruebas bioquimicas tradicicnales donde se
identificd la cepa Co-47 como P. fluorescens con la particularidad de no producir
fluorescencia en medios de cultivo King A y B tampoco en FN especificos para
determinar la produccién de fluoresceina. Este fendmeno de pérdida de fluorescencia
ha sido observado en Pseudomonas del grupo fluorescens donde aislamientos que
fluorescian posteriormente perdieron dicha capacidad. Se desconoce la razén de
pérdida de esta actividad; quizd las presiones ambientales tan fluctuantes en algunas
regiones, hacen que muten los microorganismos para adaptarse a nuevos ambientes,
y modifican su metabolismo, ademas hay cambios producidos por los pesticidas en la
microfiora.
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Tabla 18. Pruebas para identificar a los aislamientos bacterianos antagdnicos.

Bioquimica Cepas bacterianas antagdnicas
Ba-72 Tez-118 Tez-226 Co-81 Co-47 P.f.
Fluorescencia: + + + + - +
King A, By FN

Tincién de Gram - - - - - -
O/F + /- + /- 4 /- + /- + /-

Produccién de:
& hidroxibutirato - - - - - -

Indal - - - - - -
Levana + - - - + + /-
Oxidasa + + + + + +
H,50, - - - - - -
Hidrdlisis de:
Almidén - - - - - -
Gelatina - - - - - -
Lipidos - + + /- + /- + /- +/-
_Arginina + + + + + -+
Acido a partir de:
Celobiosa - - - - - -
Manitol + + + + + +
Glucosa + + + + + +
Adonitol - - - - - -
Arabinosa + - - - + -
Xilosa + + + + + +
Manosa + + + “+ + -+
Manitol + + + + + +
Sacarosa - - - - - -
Inositol + + + + + +
Dulcitol - - - - - -
Maltosa + - - - - -
Sorbitol - - - - - -
Trealosa + + + 4 4+ 4+
Crecimiento a:
41° C + + + + + +

5° C - - - - - -

Q/F = Oxidaci6én fermentacién; P.f. = Pseudomonas fluorescens
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Figura 19. Pruebas de APl 20 E y 20 NFT de Pseudomonas aeruginosa, P. putida y
P.fluorescens (Co-47}, después de 48 horas de incubacién.

4.8 Identificacién del aislamiento C0-47 mediante la homologia de ADN.

Con base en la secuenciacién del gen 16s rARN para determinar la similitud del
aislamiento Co-47 con especies de Pseudomonas de! grupo flourescens, se encontrd
una homologia posicional con P. putida (80 %)} y P.fluorescens (90 %). Hay que
realizar pruebas de homologia con otras especies cercanas entre si para poder
establecer con mayor precisién la homologia al 100%.

La posibilidad de que el aislamiento Co-47 se pueda clasificar dentro del género
Burkholderia propuesto por Yabuuchi et a/. (1992) 6 Ralstonia {Yabuuchi et a/., 1995)
es nula debido a que estos nuevos géneros propuestos agrupan especies de
Pseudomonas relacionadas con Pseudomonas sofanacearum (Brett et al., 1998) sus
caracteristicas bioquimicas vy fisiolégicas son muy diferentes a las observadas en el
aislamiento Co-47. Los géneros Burkholderia y Ralstonia reunen especies patégenas
de plantas, animales y del hombre, por lo que considerando el origen del aislamiento
Co-47, a partir de la rizosfera de!l maiz, y su inocuidad comprobada en plantas y
semillas de diferentes especies vegetales, se considera una bacteria sapréfita. Por otra
parte, con excepcion de Burkholderia cepacia ninguna de las especies dentro de este
genero es capaz de crecer en cloruro de sodio al 5 %; mientras qu el aislamiento Co-
47 si logra desarroilarse en estas condiciones.

La produccion de pigmento azul y amarillo por el aislamiento Co-47 no permite
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ubicarlo dentro del género Burkholderia, debido a que las especies de este género no
son capaces de producir estos pigmentos.

Las caracteristicas anteriores sumadas a la diferencia en la utilizacion de
carbohidratos y la no produccién de R-hidroxibutirato definitivamente no permiten
agrupar al aislamiento Co-47 dentro del género Burkholderia o Ralstonia, pero si la
ubican dentro del género Pseudomaonas fluorescens.

4.9 Efecto de las bacterias antagénicas sembradas a diferente tiempo respecto a 4.
flavus.

El efecto de los aislamientos bacterianos sembrados a diferente tiempo respecto
a A. flavus, incrementd la actividad antagénica al aumentar el tiempo de incubacion
de las bacterias y la siembra posterior de A. flavus {Figura 20); sin embargo después
de 48 horas de incubacidn de las bacterias esta actividad tiende a estabilizarse y ya
no se percibe un aumento importante en el antagonismo.

Figura 20. Incubacion del aislamiento Co-47 a diferentes tiempos y su efecto sobre
el desarrollo de Aspergillus flavus.
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No aumentd significativamente la actividad inhibitoria entre los seis aislamientos
probados, no se requirié incubar més tiempo las bacterias para ensayos de inhibicion
in vitro, el comportamiento de los diferentes aislamientos fue similar, pero con
diferente actividad (Tabla 19).

El aislamiento Co-47 produjo més componente activo inhibitorio y requirio menor
tiempo para inhibir el crecimiento del hongo, le siguieron en efectividad los
aislamientos Tez-118 y Tez-226 (Figura 21). Con una incubacién de 48 horas de las
bacterias antagénicas y la siembra posterior de A. flavus, |a actividad inhibitoria de los
seis aislamientos no aumenta significativamente, no tuvo caso incubar mas tiempo las
bacterias para ensayos de antagonismo /n vitro.

Estos datos indican una alta eficiencia de los aislamientos antagonicos Co-47,
Tez-118, Tez-226 para producir el metabolito inhibitorio, y en poco tiempo (48 horas)
produjeron la inhibicién total del crecimiento del hongo. Estos datos son Utiles para el
analisis fisico-quimico y la produccién del metabolito.

O Testigo
OCo-47
DOCoB81
QTez-118
[1Tez-226
OBa-72
0 Ba-252

Didmetro (cm)

Tiempo (horas)

Figura 21. Inhibicién de Aspergillus flavus por efecto de las bacterias antagdnicas
a diferente tiempo de incubacidn.
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™ Tabla 19. Inhibicién de A.flavus sembrado a diferentes tiempos respecto a
las bacterias antagdnicas.

Bacterias Tiempo de incubacién de las bacterias
antagoénicas antagénicas respecto al diametro (cm) de la
colonia de A. flavus.
Oh 24 h 48 h 72 h
Testigo 8.5 8.5 8.5 8.5
8.5 8.6 8.5 8.5
8.5 8.5 8.5 8.5
Promedio 8.5 8.5 8.5 8.5
Co-47 .3 0.2 0.0 0.0
® 1.6 0.0 0.0 0.0
1.6 0.0 0.0 0.0
Promedio 1.5 0.6 0.0 0.0
Co-81 1.6 1.2 0.3 0.9
1.6 1.2 1.2 0.0
1.6 1.1 1.2 0.0
Promedio 1.6 1.2 0.9 0.3
Tez-118 1.7 1.4 0.0 0.0
1.7 0.2 0.0 0.0
1.6 0.9 0.0 0.0
Promedio 1.7 0.8 0.0 0.0
Tez-226 1.7 1.6 0.0 0.0
1.8 1.6 0.0 0.0
® 1.9 1.1 0.0 0.0
Promedio 1.8 1.4 0.0 0.0
Ba-72 2.1 1.5 1.4 0.4
2.3 1.8 0.6 0.4
2.4 1.6 0.6 0.4
Promedio 2.3 1.6 0.9 0.4
Ba-252 7.2 5.5 3.5 3.2
7.3 5.8 3.6 3.1
7.2 5.5 3.7 3.2
Promedio 7.2 5.6 3.6 3.2

{
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4.10 Bioensayos en mazorca de maiz con granos en estado lechoso, para determinar
el efecto protector de las bacterias antagdnicas.

En el ensayo preliminar para obtener un aito porcentaje de infeccidén, se
encontré que la inoculacidn del hongo en granos de maiz previa herida, tuvieron un
100 % de dafio; en los granos sin herida no se presentd infeccién, esto pone de
manifiesto la importancia que pueden tener los insectos o dafios ocasionados durante
la cosecha para crear condiciones propicias para la entrada del hongo.

El comportamiento de las bacterias antagdénicas a diferente concentracién enlos
granos de maiz en estado lechoso fue variable, dependié del aislamiento y
concentracidén. Conforme aumenté la concentracién de las bacterias antagdnicas
disminuyd el porcentaje de infeccién, y la cepa Co-47, redujo la infeccién de 35.8 %
(con concentracién de 3 x 107 bacterias/mL) a 3.2% {(al emplear una concentracién
de 3 x 10° bacterias/mL){Figura 22); con la cepa Co-81 {Figura 23) se redujo de 54.8
% a 15.6 %, con la cepa Tez-118 la reduccién fue de 54.4 % a 4.2 %; con la Tez-
226 se redujo de 69.8 % a 3.4y conlacepaBa-72de 61.4 % a 13.6 %. La cepa Ba-
252 perdié actividad, en las tres concentraciones probadas la infeccién fue de 97.2
%, 88.0 % y 82.0 %, el resultado de este aislamiento concuerda con los de
antagonismo a diferentes tiempos y con la pruebas de espectro de accién contra
diferentes hongos, en las que perdid actividad antagénica (Tabla 20, 21).

Los tratamientos con las bacterias antagdnicas y A. flavus redujeron lainfeccién
que fue directamente proporcional a la concentracidn de la suspensidn bacteriana, El
aislamiento Co-47 tuvo mayor capacidad antagénica a la concentracién de 3 x 10°
bacterias/mL al inhibir en un 96.8% la infeccién del hongo; sin embargo los
aislamientos Ba-72, Tez-226, Tez-118 y Co-81 a la misma concentracién redujeron la
infeccién en porcentajes de 85.4 %, 95.4 %, 94.8 % y 83.4 % respectivamente.
Hubo efecto estadisticamente significativo del aislamiento (F5,, = 57.23, P =
0.0001), concentracién (F;,, = 73.605, P = 0.0001)}, e interaccién entre ambos
factores (F 4,72

= 83, P = 0.0051). Esta claro que una mayor concentracion del inéculo bacteriano
disminuye la cantidad de grano infectado. Los aislamientos Co-81 y Ba-72 fueron los
menos eficientes para inhibir al hongo y el Ba-252 fue el menos util, se confirmé la
pérdida de actividad de este aislamiento y que no fue posible recuperar (Tabla 21},

A mayor concentracidn de la suspensidn de bacterias antagdnicas, hay mayor

actividad antagénica, la infeccidén de los granos inoculados se redujo. La cepa de
bacteria antagénica Co-47 dié mejor proteccion, seguida por la Tez-226 y Tez-118.
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Porcentaje de infeccidn por Aspergillus flavus en mazorca de maiz con

granos en estado lechoso previa proteccion con bacterias antagodnicas.

Tratamientos

Porcentaje de infeccién en granos de maiz

Concentracidn de la suspension bacteriana

10’ 10° 10°
17 24 7
45 25 3
Co-47 49 39 1
38 20 2
30 26 3
Promedio 35.8 26.8 3.2
94 22 16
43 16 6
Co-81 49 44 23
41 25 15
47 40 18
Promedio 54.8 29.4 15.6
64 46 1
35 45 4
Tez-118 73 60 7
46 49 5
54 51 4
Promedio 54.4 50.2 4.2
70 56 2
80 15 &6
Tez-226 78 35 1
76 33 5
45 28 3
Promedio 69.8 334 34
37 46 8
79 12 12
Ba-72 51 30 20
66 36 17
74 28 11
Promedio 61.4 304 13.6
90 82 45
100 80 92
Ba-252 100 94 94
96 a5 87
100 89 92
Promedio 97.2 88 82
2o TRUAS W TR
Vet e T - ry: ‘1[".5!-- ) [ak) "y



Tabla 21.

protegidas por bacterias antagdnicas.
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Porcentaje de infeccidn por Aspergillus flavus en mazorcas de maiz

Aislamientos
bacterianos

Concentracion de la suspension bacteriana

10’ 10° 10°

Co-47 + Af 35.8(sd 12.75) 26.8(sd 6.71) 3.2(sd 2.28)
Co-81 + Af 54.8(sd 22.14) 29.4(sd 12.03) 15.6(sd 6.19)
Tez-118 + Af 54.4(sd 14.88) 50.2{sd 5.97) 4.2(sd 2.17)
Tez-226 + Af 69.8(sd 14.35) 33.4(sd 14.84) 3.4 (sd 2.07)
Ba-72 + Af 61.4(sd 17.27) 30.4(sd 12.44) 13.8(sd 6.09}
Ba-252 + Afr 97.7(sd 4.36) 88.0{(sd 6.80) 82.0(sd 20.84)
Control Af 100

Control Af = Aspergillus flavus inoculado a 3.5 x 10° conidios/mL
sd = desviacion estandar.

4.11 Determinacién del efecto inocuo de las bacterias antagonicas sobre especies
vegetales.

Hipersensibilidad en tabaco. Ninguna de las bacterias antagénicas did positiva
la prueba de hipersensibilidad en tabaco a las concentraciones 107, 10% y 10°
células/mL, la zona del tejido de la hoja del tabaco infiltrada con la suspensién
bacteriana se mantuvo siempre turgente y sin cambio de color lo que no sucedid con
el tabaco testigo con Pseudomonas phaseolicola que en 12 horas comenzé a dar
positiva la reaccién de hipersensibilidad con necrosis oscura que mata al tejido. Las
bacterias antagénicas no producen dafio, son inocuas y se pueden utilizar para el
controi bioldgico.

Pudricién de tubérculos de papa. No se observé pudricidn de las rodajas de papa
por efecto de las cepas antagdnicas; mientras que cuando se usd como testigo
positivo a una rodaja de papa inoculada con Erwinia carotovora, alas 48 horas ya la
habia podrido completamente por las enzimas pectoliticas.

4.12 Efecto de las bacterias antagénicas sobre la germinacion de semillas de
diferentes especies vegetales.

Cuando se aumenté la concentracion, de 3 x 107 a 3 x 10° bacterias/mL, de ias
suspensiones Co-47, Ba-72, Tez-226, aument6 la germinacién de las semillas de maiz,
calabaza y coliflor. Con las semillas de frijol se observé el mismo comportamiento,
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excepto con la cepa Co-47 que redujo su germinacion de 69.5 % a 63.3 %. Los
porcentajes de germinacién de las semillas de chicharo disminuyeron respecto al
testigo, en todas las concentraciones manejadas, esto significa que estas semillas
presentan baja tolerancia a las bacterias antagdnicas (Tabla 22).

Tabla 22. Efecto de las bacterias antagdnicas sobre el porcentaje de
germinacion de semillas de diferentes especies vegetales.

Tipos de  Testigo Bacterias antagonicas
vegetales Co-47 Tez-226 Ba-72
10’ 10° 107 10° 107 10°
Maiz 83 80 71 93 89 86 83
87 70 85 85 91 75 78
75 78 81 87 90 80 92
80 72 87 89 85 79 87
Frijol 63 67 61 58 64 59 66
66 70 63 60 67 57 67
60 72 69 61 60 61 70
70 69 60 63 65 57 65
Calabaza 52 42 44 55 54 38 55
54 47 48 50 56 40 50
57 40 52 57 54 47 56
52 46 49 53 58 49 58
Chicharo 55 32 42 45 23 34 45
50 36 44 47 25 31 42
61 30 41 44 28 28 45
60 35 42 41 30 36 39
Jitomate 47 25 50 33 19 40 35
39 24 48 25 21 44 36
40 27 37 38 24 38 30
35 20 40 30 18 41 31
Coliflor 67 67 83 72 72 75 76
69 60 85 71 75 79 78
66 68 80 69 70 71 78
70 69 37 74 72 76 76
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La Tabla 22 muestra que las cepas Co-47 y Ba-72 no tienen un efecto deletéreo
sobre la germinacidn de las semillas de maiz, colifior, frijol y calabaza. A pesar de que
la semilla de chicharo disminuye su germinacidn respecto al testigo, hay un aumento
en el ndmero de semillas germinadas al aumentar la concentracidn de bacterias
antagdnicas. Esto indica que las bacterias antagénicas favorecen la germinacidn de las
semillas de maiz, coliflor, frijol y calabaza quiza debido a algun metabolito o proteina,
queda por estudiar si es a nivel de fitohormonas o no.

El efecto sobre la germinacién de las semillas de diferentes especies fue
variable, en ninguna se presentd pérdida total de la capacidad de germinar.

El tipo de cepa y la concentraciéon tuvieron un efecto significativo sobre la
germinacién de las especies probadas (X? = 42.43, P< 0.0001); X? = 6.91, P =
0.0086 respectivamente). Ei aislamiento Co-47 aumentd {a germinacién del frijol, pero
no del chicharo y tomate que disminuyeron su germinacién de manera importante a
una concentracién de 107; mientras que a la concentracién 10° este efecto fue menor.

El aislamiento Tez-226 afectd poco la germinacidn de las especies, excepto el
chicharo y el jitomate que aumentaron su germinacién a una concentracién de 107. Al
comparar especies, el maiz, la coliflor y el frijol no se afectaron por las bacterias;
mientras que el chicharo y el jitomate fueron los mas susceptibles. Altas
concentraciones del aislamiento Tez-226 disminuyeron las germinaciones de chicharo
y jitomate, y ayudaron a la germinacién de la coliflor (Tabla 23).

Tabla 23. Promedio del porcentaje de germinacién de diferentes vegetales por
efecto de aislamientos bacterianos a dos concentraciones.

Tipos de Control Porcentage de germinacién de semillas por efecto de

vegetales tres aislamientos bacterianos antagénicos
Tez-226 Ba-72 Co-47
10’ 10° 10’ 10° 10’ 10°
Maiz 81.3 88.5 88.7 80.0 80.0 75.0 80.0
Chicharo 56.5 44.2 240 32.2 427 33.2 42.25
Jitomate 40.3 31.5 201 40.7 33.0 24.0 43.75
Coliflor 68.0 71.5 72.2 75.2 77.0 66.0 71.25%
Frijol 64.8 60.5 64.0 58.5 67.0 69.5 63.25
Calabaza 53.8 53.7 55.5 43.5 54.7 43.7 48.25

Con base en los resultados negativos de reaccién de hipersensibilidad en tabaco
y pudricién de tubérculos de papa, asi como el aumento en la germinacién de las
semillas de algunas especies vegetales, las cepas Co-47, Ba-72 y Tez-226 no fueron
fitopatdgenas, si se pueden considerar como saprdfitas, lo que las hace
microorganismos apropiados para utilizarse como agentes de control biolégico.
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4.13 Pruebas de antagonismo en plantas de maiz en invernadero y campo.

a. Invernadero. Las mazorcas cuyos estigmas fueron inoculados sélo con
A. flavus dieron 8.8% de infeccidn, que fue baja comparada con el 100% de infeccién
producido en los bioensayos en mazorca de maiz con granos en estado lechoso, previa
herida en los granos antes de inocular al hongo; esto muestra la importancia de las
heridas producidas por insectos 0 por actividades de labranza, para crear sitios de
entrada del hongo e inducir |la infeccidn. Audn cuando la infeccién por inoculacidn de
estigmas fue baja, permitié determinar el grado de proteccién que los diferentes
aislamientos bacterianos dan ante la infeccién del hongo, y ademé&s comprobar que los
estigmas también son sitios de entrada para la infeccion natural de A. flavus, y quiza
el més importante, por estar los estigmas expuestos al ambiente y que no requieren
de heridas, para la entrada del hongo.

El aislamiento Co-47 fue el que mdas previno la infeccién por A. flavus al
penetrar por 10s estigmas, y les brindd una proteccién de 88.6 % respecto al testigo;
le siguié en capacidad de proteccidn el aislamiento Co-81 con 84.1 %; mientras que
el Tez-118 di6 61.4% y el Tez-226 di6 47.7% de proteccidn. El aislamiento Ba-72 fue
el menos efectivo con un 13.6 % de proteccién.

Los aislamientos Co-47 y Co-81 tuvieron efecto estadisticamente significativo
sobre la proteccién a la infeccién por A, flavus (X, = 184.8, P<0.0001) (Tabla 24).
No hubo diferencias significativas entre el testigo y el aislamiento Ba-72 + A. flavus
lo que muestra que es menos recomendable para el control bioldgico de A. flavus.

Tabla 24. Proteccidn por los aislamientos bacterianos antagdnicos contra la
infeccion de Aspergillus flavus en invernadero.

Porcentaje de infecciéon de mazorcas de maiz

Mazorcas Promedio
Tratamientos
1 2 3 4 5
A.flavus testigo 8.0 10.0 8.0 7.0 11.0 8.8
Cod7/Af 1.0 0.0 0.0 3.0 1.0 1.0
Co81/Af 1.0 3.0 0.0 1.0 2.0 1.4
Tez118/Af 4.0 3.0 2.0 3.0 5.0 3.4
Tez226/Af 5.0 7.0 4.0 3.0 4.0 4.6
Ba-72/Af 8.0 6.0 8.0 7.0 9.0 7.6
Af = Aspergillus flavus.
b. Campo. Las mazorcas inoculadas con A. flavus en los estigmas unicamente

dOieron 24.4% de infeccién, que fue mayor al 15.6% obtenido bajo condiciones de
invernadero, esto pone de manifiesto la importancia de las condiciones ambientales
naturales para el proceso de infeccién del hongo.
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Hubo efectos estadisticamente significativos de proteccién por los aislamientos
Co-47 (65.6 %), Co-81 (73.78 %), Tez-118 {32 %) y Tez-226 (24.6 %) (Tabla 25).

Los resultados de invernadero y campo muestran diferencias significativas en
la capacidad de infeccién. La infeccion por A. flavus en invernadero fue
significativamente mas baja al compararia con los valores de campo (X? =141.5,P<
0.0001), eninvernadero A. flavus sin bacteria antagdnicainfectd 8.8%; mientras que
en campo la infeccidn alcanzé casi 25% (Tabla 26). El aislamiento Co-47 mostrd la
mayor capacidad inhibitoria, en invernadero permitié 1% de infeccién de los granos;
el aislamiento Co-81 en invernadero (1.4 % de infeccion) y al campo (6.4%), mostré
una efectividad similar al Co-47; ios aislamientos Tez-118 y Tez-226 mostraron un
efecto antagdnico intermedio; y el aislamiento Ba-72 con A. flavus no difiri6
significativamente, en porcentaje de infeccion, del A. flavus testigo solo (Figura 24)
que produjo 8.8% de infeccién en invernadero y 24.2% en campo (Tabla 26}. Las
tasas de infeccidon en campo fueron alrededor de tres veces mayores que en
invernadero para todos los aislamientos probados.

517
.!
204 !
i O Testigo
g 154 i O Afavus
-§ OCo-47/A 1L
g OCo81AL
£ 101 [ Tez-118/A 1.
0O Tez-226/A.1.
5 OBa-72/A 1.
0 = L2
Invernadero Campo
Sitios de experimentacion

Figura 24. Inhibicién de lainfeccién de A. flavus por efecto de bacterias antagdnicas
en pruebas de invernadero y campo.

Los mejores aislamientos en las pruebas de campo fueron el Co-47 y Co-81,
esta capacidad de inhibicién sobre A. flavus quizé se debe a que se adaptaron mejor
al clima de la zona (templado subhtimedo) por ser nativas del lugar donde se realizé
el estudio de campo. Los aislamientos restantes fueron cepas introducidas de zonas
con clima diferente (semicalido subhdimedo), por lo que estan en desventaja con los
aislamientos nativos.

Lainfeccién del grano en mazorcas en invernadero y campo mediante aspersion
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de conidios de A. flavus sobre los estigmas, corrobora lo reportado por Jones et al.
{(1980) y comprueba la forma natural y capacidad que tiene Aspergillus flavus para
colonizar e infectar al maiz a través de los estigmas.

La infeccidn del testigo inoculado sélo con el hongo, fue baja en invernadero y
campo, pero suficiente como fuente de inécule y causar problemas graves cuando
estas granos infectados se almacenan y mantienen en condiciones inapropiadas de
humedad y temperatura, que permiten el desarrollo de hongo y la produccién de
aflatoxinas.

Cuando los estigmas se trataron con las bacterias antagdnicas para brindar
proteccion, la infeccion respecto al testigo se redujo de manera importante,
especialmente con los aislamientos Co-47 y Co-81, por o que se consideran como los
mas recomendables y prometedores para establecer un sistema biolégico, para el
cantrol de Aspergillus flavus, especialmente en regiones donde son originarios o con
condiciones ambientales similares.

Tabla 25. Proteccidn por bacterias antagdnicas sobre la infeccién por A. flavus en
mazorcas de maiz en campo.

Tratamientos Porcentaje de infeccién en mazorcas de maiz a nivel campo

Repeticiones

1 2 3 4 5 Promedio
A. flavus testigo 26 23 22 26 25 24.4
Co-47/Af 8.0 5.0 5.0 11.0 9.0 8.4
Co-81/Af 8.0 3.0 6.0 8.0 7.0 6.4
Tez-118/Af 18 15 14 17 19 16.6
Tez-226/Af 20 19 20 17 16 18.4
Ba-72/Af 24 22 24 28 27 25.0

Estos resultados son similares a los reportados por Cuero et a/. (1991) quienes
trabajando con Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum lograron inhibir
significativamente el desarrollo de A.flavus en mazorca de maiz antes de la cosecha.
Otros estudios de control bioldgico de A.flavus realizados ‘in vitro "~ mediante el uso
de Trichaderma (Calistru et a/., 1997) han tenido resultados prometedores.

La capacidad inhibitoria de Pseudomonas fluorescens ha sido comprobada
contra varios hongos fitopatégenos (Cook, 1991), sin embargo este es el primer
trabajo en el que se prueban bacterias del género Pseudomonas fluorescens como
agentes inhibidores para e! control biolégico de Aspergiflus flavus a nivel de
faboratorio, invernadero y de campo.
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Tabla 26. Resumen del efecto protector de las bacterias antag6nicas sobre el
porcentaje de infeccion por Aspergillus flavus en mazorcas de maiz.

Tratamientos Porcentaje de infeccién en mazorcas de maiz
Invernadero Error estandar Campo Error estandar
A. flavus testigo 8.8 0.735 24.4 0.81
Co-47 + A.f 1.0 0.55 8.4 1.17
Co-81 + A.f 1.4 0.51 6.4 0.93
Tez-118 + A.f 3.4 0.51 16.6 0.93
Tez-226 + A.f. 4.6 0.68 18.4 0.81
Ba-72 + A.f. 7.6 0.51 25 1.1

4.14 Caracterizacién del principio activo de la cepa Co-47.

a) Medio minimo. Los aislamientos bacterianos antagénicos Co-47, Co-81, Tez-
118 y Tez-226 produjeron un halo de inhibicién del crecimiento de A. flavus al
desarroilarse en medio adicionado de ién férrico; el mismo resultado se obtuvo cuando
los aislamientos bacterianos y el hongo fueron cultivados en medio carente de ion
férrico {Tabla 18, Figura 25).

En la Figura 25 no se observa halo de inhibicién con los aislamientos Co-81 vy
Tez-226 debido que las bacterias no estaban viables, por lo que se repitid y ya se
obtuvo el mismo resultado que con los aislamientos Co-47 y Tez-118 en ambos
medios.

La produccién de sideréforos se aprecia por 1a presencia del halo de inhibicién
en medio sin ién férrico, y ademas se infiere la presencia de otro componente (halo de
inhibicién en medio con ién férricol.

Como la prueba resultd positiva para sideréforos, para verificar y asegurar su
produccién, se carrié una prueba mas especifica y sensible con un medio Universal de
Cromoazurol.
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Figura 25. Inhibicion de Aspergillus flavus por bacterias antag6nicas en medio
minimo. M = Medio con ién férrico (derecha), M-Fe = medio sin
ion férrico (izquierda). 47 = Co-47, 226 = Tez-226, 81 = Co-81,
118 = Tez-118.

Tabla 27. Estimulacién de los aislamientos bacterianos para la produccién de
sider6foros en medio deficiente y adicionado de i6n férrico.

Diametro del halo de inhibicién de los aislamientos
Medio bacterianos sobre A. flavus.
Co-47 Co-81 Tez-118 Tez-226
1.6 1.4 1.5 1.6
M - Fe 1.6 1.5 1.5 1.5
1.6 1.5 1.5 1.5
1.7 1.4 1.6 1.5
Promedio 1.6 14 1.5 1.5
1.6 1.6 1.6 1.6
1.5 1.5 1.5 1.6
M + Fe 1.6 1.5 1.5 1.5
1.6 1.5 1.6 1.5
Promedio 1.6 1.5 1.5 1.5

M - Fe= Medio carente de i6n férrico; M + Fe= Medio con ién férrico.
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b} Medio Universal para la detecci6n de sider6foros Cromo-azurol (CAS).

Después de 48 horas de incubacién se observé un halo amarillo-naranja
alrededor de los aislamientos bacterianos Co-47, Co-81 y Tez-118, esto significa que
son capaces de producir sideréforos, mientras que los aislamientos Tez-226 vy el
testigo Rhizobium melliloti CP Mex-85 no manifestaron halo. El halo amarillo-narania
se forma porque los sideréforos capturan el i6n férrico ligado al cromo-azurol, que es
un quelante débil del ién férrico, este desplazamiento origina un cambio en la
coloracién del medio de azul a amarillo-naranja. Esta prueba se ha adoptado
universalmente por su alta sensibilidad, para la deteccién de sideréforos producidos
por microorganismos como bacterias y hongos. El testigo R. melfilotiy |a cepa Tez-226
no producen sideréforos ya que no formaron el halo amarillo naranja (Figura 26).

Con esta prueba se confirma que estén involucrados sideréforos dentro del
proceso de inhibicién de los aislamientos Co-47, Co-81 y Tez-118 sobre A. flavus
y con base en la prueba de medio adicionado de i6n férrico se establece la presencia
de otro componente con capacidad para inhibir el desarrollo del hongo.

SIDEROFOROS

Co-47

Tez-118

[

Figura 26. Deteccion de sider6foros en medio de cromoazurol. El halo amarillo
alrededor de las colonias bacterianas indica una reaccidn positiva, al
centro Rhizobium mellifoti.

4.15 Constitucién proteica del componente activo de! aislamiento Co-47.

a) Seleccion del extracto del medioc y concentracién para la produccion del
componente activo.

Los valores de inhibicion del hongo con cada extracto se presentan en la Tabla

19. El hongo testigo como control se desarrollé bien.
De acuerdo al anélisis de varianza se presentaron diferencias significativas entre
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los medios (F, 4, = 502.46, P < 0.0001), concentraciones {F, 5, = 130.77, P <
0.0001) asi como medios y concentracién (F(8,30) = P < 0.0001) lo que significa
que el mejor medio inductor de mayor produccidn del componente activo es el PDA
a 2% de concentracién. Los otros dos extractos fueron menos efectivos, aunque
mostraron buen comportamiento a una concentracién de 1.5% (Figura 27).

Fue seleccionado el medio PDA, donde se produjo mds componente activo,
indicado por el valor promedio méas bajo del desarrollo de A. flavus.

Tabla 28: Efecto de diferentes extractos sobre la produccién
del componente activo del aislamiento Co-47.

Extracto Didmetro final alcanzado por 1a colonia de A. flavus a
diferentes concentraciones de extractos.
0.25 % 0.5 % 1.0 % 1.5 % 20 %
Carne 4.3 4.0 3.8 3.0 3.8
4.3 4.0 3.7 3.0 3.9
4.2 4.1 3.7 3.2 3.6
Promedio 4.3 4.0 3.7 3.0 3.8
8.5 8.5 8.5 8.5 8.5
Testigo 8.5 8.5 B.5 8.5 8.5
8.5 8.5 8.5 8.5 B.5
Promedio 8.5 8.5 8.5 8.5 8.5
4.4 3.5 2.6 2.9 3.2
Levadura 4.2 3.5 2.6 2.8 3.0
4.2 3.2 2.6 3.0 3.3
Promedio 4.3 3.4 2.6 2.9 3.2
8.5 8.5 8.5 8.5 8.5
Testigo 8.5 8.5 8.5 8.5 8.5
8.5 B.5 8.5 8.5 B.5
Promedio 8.5 8.5 8.5 8.5 8.5
2.8 2.6 2.5 2.3 2.2
Papa 3.0 3.8 2.5 2.3 2.2
3.0 2.4 2.4 2.4 2.3
Promedio 2.9 2.6 2.5 2.3 2.2
B.5 8.5 8.5 8.5 8.5
Testigo 8.5 8.5 8.5 8.5 8.5
8.5 B.5 B.5 8.5 8.5
Promedio B.5 8.5 8.5 8.5 8.5
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Figura 27. Efecto inhibitorio del aistamiento Co-47 sobre A. flavus en diferentes extractos.

b} Extraccion del componente activo. Conforme al método de extraccién propuesto por
Shannahan (1992), fue obtenido un extracto acetona/agua de color ambar, con el cual se
realizaron bioensayos preliminares para comprobar y asegurar su actividad inhibitoria sobre A.
flavus. Estos ensayos de inhibicién resultaron positivos, por lo que el extracto fue almacenado
en frascos en volimenes de 200 mL a temperatura de 4°C (Apéndice 6).

c) Efecto de la temperatura sobre el componente activo. El componente activo
presente en el extracto crudo, tuvo importantes cambios en su actividad inhibitoria
sobre A. flavus al someterse a diferentes temperaturas, mostrando una pérdida total
de actividad inhibitoria a 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°Cy 70°C; pero esta actividad
se mantuvo cuando el extracto se sometié a temperaturas de 35°C y 40°C, esto
significa que el componente activo que produce el aislamiento Co-47 es termolabil,
debido a la temperatura tan baja de inactivacién. Este caracter termolabil fue el
responsable de que varios ensayos efectuados con diferentes aminodcidos en medio
liguido para tratar de obtener el componente activo fracasaran debido a que la
temperatura minima de evaporacién aplicada para concentrar el extracto fue de 50°C,
bajo estas circunstancias el componente activo perdia su actividad de inhibicion sobre
A. flavus.
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d) Determinacién del cardacter proteico det componente activo. Con la técnica
de Lowry (1951} se establecid el cardcter proteico del componente activo en el
extracto crudo, con una concentracién de 1073.33 ug/mL (Apéndices 7 y 8). Este
valor se obtuvo restando el valor del contenido proteico del extracto del medio PDA
sin haber cultivado el aislamiento Co-47; es decir las proteinas presentes en la papa
se restaron del contenido proteico del extracto obtenido del medio PDA en el que se
cuitivé la cepa Co-47, para asi obtener sélo el contenido proteico del metabolito
producido por la cepa bacteriana. Se hizo una curva de calibracion para la albimina
{Tabla 29).

Tabla 29. Calibracién para albimina y determinacién de proteina en el
extracto crudo. .

Albumina Absorbancia
100Hg/mL
(mL)
Observada Esperada Extracto crudo Extracto papa
0.0 0.0 0.0
0.1 0.167 0.1477 0.262 0.121
0.2 0.268 0.2697 0.479 0.253
0.3 0.427 0.3917
0.4 0.506 0.5137
0.5 0.621 0.6357

Varios investigadores han estudiado la capacidad de Pseudomonas fluorescens
para producir antibidticos {Shannahan et a/., 1992; Leisinger and Margraff, 1979) y
se ha comprobado la posibilidad para inhibir hongos de importancia fitopatégena
(Fravel, 1988}. Los ensayos de antagonismo realizados con el aislamiento Co-47
identificado como P. fluorescens, indican la produccidn de un antibiético capaz de
difundirse en el medio de cultivo y su actividad inhibitoria quedé comprobada contra
diversos hongos fitopatdgenos. Los antibidticos producidos por Pseudomonas del
grupo fluorescens han sido identificados como fenacinas, compuestos del tipo pirrol,
y derivados del indol {(Gerber, 1969; Thomashow et a/., 1990; Hashimoto et a/., 1966;
Wratten et a/., 1977), en el presente trabajo sélo se comprobd el caracter antibidtico
sin pretender caracterizar su estructura molecular.

Ademas de la produccién del antibidtico, se comprobd la capacidad para
producir sider6foros, en algunos aislamientos de Pseudomonas del grupo fluorescens,
estas bacterias tienen la capacidad de inhibir el desarrollo de microorganismos
fitopatdgenos y contribuyen a un buen crecimiento vegetal {(Leong, 1986); esto
significa que el aislamiento Co-47 promete ser un buen candidato no sélo por su
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caracter antagoénico, sino también por su posible efecto promotor de crecimiento que
requerird ser mas estudiada.

—&—Observada
—{—Esperada

Absorbancia a 600 nm

0.1 /
0 $ } + % +

0o 04 02 03 04 05
Albdmina (Mg/mL}

Figura 28. Curva de calibracién de albamina observada y esperada.

Con estos estudios se completa el presente trabajo que fue una investigacién
desde el muestreo de las bacterias en diferentes zonas geogréficas y del cultivo del
maiz, hasta el control biolégico de A. flavus y la caracterizacidn general del metabolito
activo.

La presente tesis comprendié una investigacidn intensa sobre las bacterias que
pueden utilizarse para el control biolégico del mencionado hongo, estudios de
taxonomia, identificacidn bacteriana, bioquimicos y de biologia molecular.

Los datos aqui aportados pueden ser de utilidad para la produccion industrial
tanto de las bacterias, como del metabolito encontrado, una vez obtenidas ambas
patentes.

El presente estudio es una contribucién para tratar de sustituir el empleo de
fungicidas y reducir la contaminacién producida por los mismos.
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V. CONCLUSIONES

De un total de 3425 colonias bacterianas aisladas, fueron 2168 de la rizosfera
del maiz y se obtuvieron cinco con capacidad antagdnica contra A. flavus.

De los 1257 aislamientos de la filosfera del maiz (estigmas y bracteas), existen
poblaciones bacterianas con poco potencial para el control de A. flavus.

Los cinco aislamientos bacterianos antagoénicos de la rizosfera, fueron
identificados como Pseudomonas fluorescens; Ba-72 como Biovar ll, Tez-118,
Tez-226 y Co-81 como Biovar i, y Co-47 como Biovar V.

Se demostrd el cardcter sapréfito de los aislamientos bacterianos antagdnicos.

Los aislamientos Co-47 y Co-81 fueron los mas eficientes para inhibir A, flavus.

No hubo un efecto sinérgico de antagonismo con los aislamientos bacterianos
sobre A. flavus.

Los aislamientos Co0-47, Co0-81, Tez-118, Tez-226 y Ba-72 resultaron con
actividad fungicida para destruir micelio, esclerocios y conidios de A. flfavus.

La cepa Co-47 tuvo el mayor espectro de accién inhibitoria sobre los hongos
fitopatégenos, excepto contra Fusarium que fue mas resistente.

Los aislamientos Co-47 y Co-81 tuvieron potencial para el control de A. flavus
con base en las pruebas de laboratorio, invernadero y campo.

La capacidad de los aislamientos se debe al efecto de sideréforos y ademas a
un componente proteinico termolabil.

El componente antagdnico es soluble en agua y difusible en medio PDA sélido.
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VIi. APENDICES

Apéndice 1: Medios de cultivo para bacterias y hongos.

a)

b)

c)

Papa dextrosa agar

Trozos de PapPa . . . . v i i e e e e e e e e e 200 g
DEXITOSa . . . . i e e e e e e e e e e e 15 g
2 o - | 15 g
AQUE . o o e e e e 1000 mL

Utitlidad: Para pruebas de antagonismo entre hongos y bacterias.

Tincién de Gram
Solucién cristal violeta

Cristal violeta . . . .o i i e e e 0.5 g
Fenol . . . . e 25 g
Etanol 97 % . . . o . o e e e 20.0 mL
GHCBIING . . . o e e 80.0 mL
Aguadestilada . .. .. .. ... ... e 100.0 mL

Utilidad: Para teiiir ias paredes de las bacterias Gram +.

Solucién Lugol

YOO L e e e e e e e e e 1.0 g
Kl e e e e e e e e e e 2.0 g
Agua destilada ... ... .. e 100.0 mL

Utilidad: Forma un complejo con el colorante para contrastar la tincion.

Tincién de flagelos.

Mordente:

ACIdO tANICO . . . . i it e e e e e 200g
Fenol .. e e 25¢g
Etanol 97% . . . . o e e e 20.0 mL
GlCEIING .« v v vt e e e e e e e e 80.0 mL
Aguadestilada ... ... . ... 100.0 mL
Cristal Violata . . . . . . . e 05¢g

Utilidad: Tifie los flagelos por ta formacién del complejo mordente/colorante.
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Medio de cultivo B de King para la deteccion de fiuorescencia.
Proteosa peptona # 3 . . . . . . . e e e 20.0 g
K,HPO, BH,O . e 1.5 g
MgSO, 7H,0 . . . . e 1.5 g
Glicerol . . .. e e 15.0 mL
Agar bacteriolégiCo . . . . ... e e e 15.0 g
Agua destilada . . ... . L e 1L
Utilidad: Produce fluorescefna, en bacterias con capacidad para hacerlo.
Medio FN para fluorescencia.
Proteosa peptona #3 . . . . . . .. e 1.0 g
MgS0O, 7H,0 . .. . e 0.15 g
KaHPO, e 0.15 g
KNO, . e e 0.2 g
NaNO, . . . e 1.5 g
Aguadestilada . ... .. ... .. e 100 mL

Losingredientes se adicionan en el orden descrito, teniendo cuidado de disolver
cada uno conforme se van adicionando. Una vez mezclados, el medio se
esteriliza a 15 libras/pulgada cuadrada {Ib/plg?) de presién durante 15 minutos.

Utilidad: Permite determinar la produccidn de fluoresceina por las bacterias que
tienen capacidad para hacerlo.

Medio de Hugh and Leifson O/F.

GlUCOSA . . . . e 10.0 g
Peptona . . . . . e e e 20 g
NaCl . e e 50 ¢
KH, PO, .. 0.3 g
AGar . e e e 3.0 g
Bromotimol azul (solucidn acuosa al 1%) . ............... ... 3.0 mL
Aguadestilada .. ... . . ... e e 1L
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Produccidn de acidos a partir de carbohidratos.
=T ) o T T 20 g
Bromotimol azul . . . . .. . . e 003 g
Carbohidrato . . . . .. . . e e 10.0 g
AQUE . e e e 1.0 L

El medio se esteriliza a 15 Ib/plg? durante 15 minutos excepto el carbohidrato,
el cual se esteriliza por filtracién con membrana Millipore 0.45 i y adiciona al
medio en forma aséptica, y se distribuye en tubos de ensaye en volumen de 5
mL/tubo.

Cada ingrediente se disuelve, mezcia y ajusta a pH a 7.0, se esteriliza a 15
libras de presién por 15 minutos. El medio se deja enfriar a 60°C y se le
adiciona la solucién de glucosa filtrada para llevarla a una concentracién final
de 1 %.

Utilidad: Identifica las bacterias que son oxidativas, fermentativas u oxidativas/
fermentativas.

Reduccidn de nitratos a nitritos.

Nitrato de potasio . . . . . i i i i i i e e e e e e 1
Extracto de carne . . . . . . . i i i i e e e 3.
P DIONa . . e e e e e e e e e 5
Agua destilada . . . .. . ... e e e 1

Reactivos para la reduccién de nitratos a nitritos.

Reactivo A:

Acido acético glacial ... ..., .. .. ... 100.0 mL
Acido sulfanilico .. ... . ... e 2.8 g
Agua destilada . . ... . e e e e e e e 250.0 mL

Reactivo B:
Disolver 5 g de dimetil-alfa-naftilamina en 1 L de &cido acético 5 N.

Utilidad: Determinar la capacidad para producir enzimas nitrato reductasas por
las bacterias capaces de hacerlo.
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Produccidn de acido sulfhidrico.
NH, HoPO, e 0.5¢g
KoHPO, e 0.5¢g
MgSO, 7H, O . . . 0.2g
NaCl . e 50g¢g
Extracto de carne . .. .. . .. e 5.0g
Agua destilada . .. . ... . e 1L

Se esteriliza por separado y adiciona 0.5 g de peptona 6 0.5 g de tiosulfato de
sodio 0.1 g de clorhidrato de cisteina.

Las tiras de papel filtro se impregnan con una solucién saturada de acetato de
plomo y cuando se encuentran completamente secas son colocadas en los
matraces. En |as tiras de papel se adhiere el H,S y al ponerse en contacto con
el acetato de plomo se tornan negras por la formacion de sulfuro de plomo, esta
reaccién identifica la presencia de H,S.

Utilidad: Determina la capacidad de las bacterias para producir dcido sulfhidrico.

Deteccién de enzimas proteoliticas.

AQar NULTILIVO . . o . o o o e e e e e e e e e e e e 23 g
Gelating . . . . . e e 100 g
Agua destilada . .. .. .. . e e e e 1L

Utilidad: Determina la capacidad de las bacterias para producir enzimas que
licban la gelatina.

Medio de Thornley para la deteccidn de dihidrolasa de arginina.

Peptona . . ... 10 g
NaCl . e 50 g
KGHPO, 03 g
AGar e 30 g

Utilidad: Sirve para indicar la capacidad de las bacterias para la produccién de
dihidrolasa de arginina.
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Hidrélisis de almiddan.

Papa . .. e e 250 g
AlMidon . . e e e 10 g
AGar e e e e 20 g
Agua destilada . . . ... e e e e e 1L

Utilidad: Para detectar la produccién de enzimas que hidrolizan al almidan.

Produccion de oxidasa.

Solucidn de NNdimetil-p-fenilenediamina-monoclorhidro al 1%. Se impregnan
tiras de papel fiitro con esta solucidn, se pueden usar inmediatamente o
deshidratarlas para su uso posterior.

Utilidad: En un minuto es posible establecer si la bacteria es capaz de producir
la enzima oxidasa.

Produccién de levana.

Extracto de carne . . .. . . v e 1.0 %
AGar . e e e e 1.9 %
SaCAr05a . . . . e e e e e s 10.0 %

Produccién de indol.

Caldo triptofano . . . . .. . . e e 1.0 %
PeptONa . L e e e e e e 20g
N T 05¢g
Agua destilada . ... ... .. e 100 mt
Reactivo de Kovak

Alcohol isoamilico . . .. . ... . . . e e 150 mL
p-dimetilaminobenzaldehido . . . ... ... .. ... ... .. ... ... ... 10 g
HCI concentrado . . . . . . . i ittt e e e e e e 50 mL

Utilidad: Permite determinar fa capacidad de las bacterias para producir indol
mediante un sustrato adecuado.

Produccion de enzimas lipoliticas.

PeptoNa . . . o e e e 10.0g
NaCl . .. e 50g¢g
CaCl, - 2ZH,0 . . . e 0.1g
AGar . . e e e e e 15.0g
Aguadestilada . ... ... . 1000 mL

Se ajusta a pH 7.4 y se esteriliza a 15 Ib/plg? de presién durante 15 minutos,
por otro lado, se esterilizan 10 mL de Tween 80 y se adicionan al medio base.
Utilidad: Detecta la capacidad de las bacterias para producir enzimas capaces
que hidrolizan lipidos.



Apéndice 2: Tablas de lectura de resultados de: (A) APl 20 E y (B) 20 NE

(A).
APl 20 E
Prueba Substratos Reacciones/Enzimas Resultados
Negativo Positivo
ONGP orto-nitrofenol R-galactosidasa incoloro amarillo
galactésido
ADH arginina dihidrolasa de arginina amarillo rojo/naranja
LDC lisina lisina descarboxilasa amarillo naranja
QoDC ornitina ornitina descarboxilasa amarillo rojo naranja
CIT citrato sédico utilizacién de citrato verde/ azul-verde
amarillo
H,S tiosulfato sddico produccién de H,50, incoloro/ depdsito negro
grisaceo
URE urea ureasa amarillo rojo/naranja
TDA triptéfano triptofanc desaminasa Inmediato Inmediato
amarillo marrén
IND triptéfano produccidén de indol incoloro rosa
VP piruvato sédico produccién de acetoina incoloro rosado/rojo
GEL gelatina de Kéhn gelatinasa sin difusién difusién de
de pigmento pigmento negro
negro
GLU glucosa fermentacidn/oxidacién azul verdoso | amarillo
MAN manitol fermentacidn/oxidacién azul verdoso | amarillo
INQ inositol fermentacién/oxidacién azul verdoso | amarillo
SOR sarbitol fermentacidn/oxidacién azul verdoso | amarillo
RHA ramnosa fermentacién/oxidacién arul verdoso amaritlo
SAC sacarosa fermentacién/oxidacién arul verdoso | amarillo
MEL melobiosa fermentacién/oxidacién azul verdoso | amarillo
AMY amigdalina fermentacidn/oxidacién azul verdoso amarillo
ARA arabinosa fermentacidn/oxidacién azul verdoso | amarillo
18)4 en papel filtro citocromo oxidasa incoloro violeta
NO, tubo GLU Produccién de NQ, amarillo rojo rojo amarillo
NO, reduccién a gas N,
MOB APIM movilidad inmaovil amarillo
MCC - Mac Conkey crecimiento ausencia presencia
OF glucosa fermentacién/oxidacion verde amarillo
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(B).
APl 20 NE
Resultados
Pruebas Sustratos Reacciones/Enzimas ] N
Negativo Positivo

NO, reduccidn de nitratos a incoloro rosa/rojo

Nitrato de potasio | nitritos

reduccidn de nitratos a rosa incoloro
azoe
TRP tript6fano formacién de indol incoloro rosa
GLU giucosa fermentacién azul verde amarillo
ADH arginina dihidrolasa de arginina amarillo rosa rojo
URE Urea Ureasa Amarillo rosa rojo
ESC esculina hidrélisis amarilio gris negro
GEL gelatina hidrélisis licuefaccion sin
licuefaccién

PNGP p-nitrofenil B-galactosidasa incoloro amarillo

& D-galacto

pirandsido
GLU glucosa asimilacién transparencia turbidez
ARA arabinosa asimilacién transparecia turbidez
MNE manosa asimilacién transparencia turbidez
MAN manitol asimilacién transparencia turbidez
NAG acetil/ asimilacién transparencia turbidez

glucosamida
MAL maltosa asimilacién transparencia turbidez
GNT gluconato asimilacién transparencia turbidez
CAP caprato asimilacién transparencia turbidez
ADI adipato asimilacién transparencia turbidez
MLT malato asimilacién transparecia turbidez
ciT citrato asimilacion transparencia turbidez
PAC fenil-acetato asimilacidn transparencia turbidez
OX tetra fenil diamina | citocromo oxidasa incoloro/

violeta

11
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Apéndice 3: Escala de Mac Farland para la preparacion de suspensiones

bacterianas.

Se prepararon siete tubos de ensaye con [os volimenes y concentracién
de BaCl, y H,50,, establecidos en |a siguiente tabla:

Tubo | mL de BaCl, | mL de H,SO, Bacterias/mL
1% 1%
1 0.01 9.99 3.0 x 10’
2 0.05 9.95 1.6 x 10°
3 0.1 9.9 3.0 x 10°
4 0.15 9.85 4.5 x 10°
5 0.2 9.8 6.0 x 10°
6 0.3 9.7 9.0 x 10°
7 0.4 9.6 1.2 x 10°

La solucién formada por la mezcla de reactivos manifiesta una turbidez
similar a la que presentan {as bacterias en suspension. Esta escala de Mac
Farland se utiliza para preparar suspensiones bacterianas y es una manera
semicuantitativa para determinar la concentracidn de bacterias en suspensién.
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Apéndice 4: Medio minimo para la deteccidn de sideréforos.
Soluciones Stock:

L-Acido glutdmico al 10% disuelto con solucién de KOH 5M y ajustado a pH 6.5 con
agua deionizada.

Manitol al 10%

KH,PO, + Na,HPO, 3 g c/u en 100 mL de H,0
MgSO, - ;H,0 al 1%
CaCl, - 2H,0 al 5%

Solucién de elementos traza:

Se pesd 1 g de cada uno de los siguientes reactivos y se disolvieron por separado en
100 mL de agua desionizada: H,B80,, ZnSO, - 7 H,0, CuS0O, - 5 H,0, MnCl, - 4 H,0,
Na,Mo0, - 2 H,0

Solucidon final de elementos traza:

Adicionar a 88 mL de agua deionizada esterilizada 10 mL de solucién H,B80,; 1 mL de
ZnSO, * 7 H,0; 0.5 mL de CuSO, - 5 H,0; 0.5 mL de MnCl, - 4 H,0 y 0.1 mL de
Na,Mo0O, - 2 H,0.

Medio minimo final:

Adicionar a 900 mL de agua desionizada esterilizada 10 mL de cada una de las
soluciones Stock, asi como 10 mL de la solucidn final de elementos traza. Si se quiere
preparar menar volumen se hace una adicion proporcional de las soluciones al volumen
de agua original.
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Apéndice 5: Medic Universal de Cromo Azurol (CAS) para la deteccién de siderdforos.

Cromo azural . . . . e e 60.5 mg
FeCly - 6H20 (1 mM) . . .. e e 10.0 mL
HDTMA e 72.9 mg
MM 10X L e e 100.0 mL
AGAr . e 15.0 g
Pipes (Piperazine-N, N “-bis [2-ethanesulphonic acid] . ............ 30.24 mg
Casaminoacidos (10%) . ... . . . . i i e 10.0 mL

Preparacién de soluciones:
Solucion A.

Se disuelven 60.5 mg de CAS en 50 mL de agua desionizada y se mezclan con
10 mL de solucidn férrica (1mM - 6 H,0, 10 mM HCI). En agitacién constante se
adicionan 72.9 mg de HDTMA previamente disuelto en 40 mL de agua destilada
desionizada; ta solucidén resuitante deberd tener un color azul obscuro.

Solucién B.

Se colocan 750 mL de agua desionizada en un matraz y se afaden 100 mL de
sales MM9, 15 g de agar y 30.24 g de Pipes; asi como 12 g de una solucién de NaOH
al 50%, se esterilizan y dejan enfriar a 50°C y adicionan 30 mL de casaminoécidos
al 10 %.

La solucién A se adiciona a la solucién B teniendo cuidado de que resbale por
las paredes, para no formar burbujas. Un volumen aproximado de 30 mL de la mezcla
obtenida se distribuye en cada caja de Petri.
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Apéndice 6: Método de Lowry para cuantificar proteinas.

1. Pipetear 0.5 mL de solucién de albimina de cada una de sus concentraciones,
asi como de los extractos problema y del obtenido del medio solo.

2, Adicionar a cada tubo 0.5 mL de NaOH 1 N, incubar durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

3. Anadir b mL de reactivo C y dejar actuar durante 10 minutos.

4. Agregar 0.5 mL de reactivo D y mezclar vigorosamente e incubar durante 30
minutos a temperatura ambiente para un cambio de color {transparente a azul}.

5. Leer |a absorbancia a 600 nm contra el blanco de la curva tipo.

Reactivos

Todos los reactivos deben prepararse en el momento de ser utilizados.
Reactivo A. Na,CO, al 2%.
Reactivo B. CuSQO, - 5 H,0 al 5% en citrato de sodio al 1%.

Reactivo C. Preparado al momento de usarse. 50 mL de reactivo A + 1 mL de
reactivo B.

Reactivo D. Reactivo de Follin diluide 1:3 con agua destilada.
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Apéndice 7: Método de extraccién del componente activo en solucién acuosa.

1. Crecer el aislamiento bacteriano en medio de cultivo PDA e incubar durante 72
horas.

2. Eliminar las bacterias de la superficie del medio de cultivo, con agua destilada
esterilizada.

3. Fragmentar el medio de cultivo que contiene el componente activo y someterlo

a molienda en licuadora, durante 1 minuto, con la adicion de acetona at 80%.

4, Filtrar el agar con manta de cielo, para separarlo del componente acuoso.
b. Centrifugar el componente acuoso a 8000 rpm y conservar el sobrenadante.
6. Evaporar a2 40° C para eliminar el exceso de acetona o bien obtener el extracto

acuoso con el componente activo.
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Apéndice 8: Cailculos para la cuantificacién de proteinas presentes en el
extracto crudo.

El factor de concentracién proteica de una sustancia serd el inverso de ia
pendiente representado por 1/m por lo tanto:

H

m = pendiente

M = Y, -y, X3 - Xy,

y, = 0.6 absorbancia; y, = 0.2 absorbancia; x, = 490; x, = 140
m = 0.6 Abs - 0.2 Abs /480 - 140 = 0.001139601 Abs/ug

El inverso de la pendiente sera el factor de concentracién, por lo tanto:
1/m = factor de concentracién F = 1/0.001139601 = 877.5 ug/abs.
(F) (Absorbancia extracto crudo} = concentracién de la proteina

(F) {Absorbancia del extracto de papa) = concentracién de la proteina

Proteina extracto crudo - Proteina extracto de papa = Proteina real en el extracto crudo.

Para 0.1 mL de extracto:

(877.5 ug/Abs) {0.262 Abs) = 229.9 ug
(877.5 ug/Abs)(0.121 Abs) = 106.2 ug
229.2 ug - 123.7 ug = 123.7 ug de proteina

Para 0.2 mL de extracto;

{877.5 ug/Abs)(0.479 Abs) = 420.3 ug

{877.5 ug/Abs)(0.253 Abs) = 222.0 ug

420.3 - 222.0 = 198.3 g de proteina
123.7 + 198.3 = 322.0/3 mL = 107.33 ug/0.1 mL
{107.33 pg}(10 mL) = 1073.33 pyg/mL de proteina



