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RESUMEN

La actividad antagonica de tres cepas de Bacillus sobre el hongo fitopatogeno Sclerotinia
sclerotiorum fue probada en ensayos in vitro y en el invemadero.

En el laboratorio, se tomaron medidas de los halos de inhibicion producidos al confrontar a
las cepas bacterianas contra el micelio de S. sclerotiorum en placas con PDA, hallando
diferencias significativas entre las cepas asi como entre los tiempos probados. La cepa B1,
en comparacion a las cepas B2 y B3, presento una mayor actividad antagénica al inocularla
dos dias antes de sembrar S. sclerotiorum.

Los extractos crudos bacterianos esterilizados de las cepas de Bacillus fueron probados en
dos concentraciones y tres tiempos, hallando diferencias significativas en su actividad
antagonica sobre S. sclerotiorum. Las tres cepas bacterianas tuvieron su mayor efecto con
los extractos crudos de concentraciones altas provenientes de crecimiento bacteriano de 48
horas.

En el suelo, las cepas bacterianas no tuvieron ningun efecto sobre la severidad de la
enfermedad causada por S. sclerotiorum en las plantas de girasol.

Las cepas bacterianas denominadas B1 y B2 correspondieron a Bacillus subtilis, mientras
que la cepa B3 se identifico como B. amyloliquefaciens.

TESIS CON
FALLA DE CRIGEN




1. INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por la especie Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary
(=Wheitzelinia sclerotiorum), se encuentran distribuidas a escala mundial. Principalmente
ocurren en las areas frescas y humedas del mundo aunque también pueden hallarse en éreas
calidas y secas

A 8. sclerotiorum se le cataloga dentro de los hongos fitopatogenos mas omnivoros y
exitosos que se conocen, reportindose en mas de 380 especies de plantas susceptibles
(Purdy, 1979). Tales especies se ubican dentro de 64 Familias, algunas de importancia
agricola como las Compuestas, Leguminosas, Cruciferas y Solaniceas.

Entre sus hospederas se hallan plantas de omato (begonia, crisantemo, petunia, y otras),
arbustos y malezas (eneldo, hinojo y otras) y principalmente hortalizas como lechuga, col,
zanahoria, frijol, alcachofa, esparrago, brocoli, rabano, papa, calabaza, sandia y otras
(Romero, 1993). También se han reportado plantas silvestres como hospederas de S.
sclerotiorum. Fucikovsky (1987) encontré en el Estado de Sinaloa, México, varias plantas
llamadas Iztafiate (Parthenium sp) afectadas por Wheitzelinia sclerotiorum cerca de los
canales de riego. Las plantas mostraban marchitez y con esclerocios en sus tallos, que eran
ademas distribuidos por el agua a cultivos de importancia como la papa y el jitomate. Otra
planta silvestre hospedera de S. sclerotiorum es una hierba mala, Argemone alba (Lestib.f.)
de la Familia de las Papaveraceas, que fue hallada cerca del pueblo de Techuchulco en
Tenango del Valle, Edo. de México (Fucikovsky, 2002).

Farr ez al. en 1989 reportan por géneros las hospederas de S. sclerotiorum (= Whetzelinia
sclerotiorum (Lib.) Korf & Dumont), = Sclerotinia libertiana Fuckel.

Ademas de las ya anotadas, considera como de importancia a: Allium, Amaranthus,
Ambrosia, Arachis, Aralia, Camellia, Capsicum, Carthamus, Chenopodium, Citrus,
Dahlia, Euphorbia, Ficus, Hedera, Helianthus, Iris, Malus, Medicago, Nicotiana, Persea,
Prunus, Ranunculus, Senecio, Sorghum, Tagetes, Trifolium, Vicia y Vitis entre otros.

En 1979, Purdy publico que las pérdidas econdOmicas ocasionadas por S. sclerofiorum en
diversas hospederas, tan solo en los Estados Unidos, iban de un cero a un 100% y que
dichas pérdidas se llegaban a valorar en millones de délares al afio.

Recientemente la enfermedad conocida como pudricion del tallo causada por Sclerotinia
sclerotiorum en el cultivo de la soya, ha llegado a afectar de manera importante las zonas
agricolas del norte de los Estados Unidos y del sur de Canada (Kim y Diers, 2000) y la
marchitez causada por S. sclerotiorum en girasol resulta ser la enfermedad mas importante
del cultivo en Manitoba y Alberta (Huang y Kozub, 1990).

Sin embargo, para considerar los porcentajes de pérdidas econémicas causadas por este
hongo fitopatogeno habria que tener en cuenta el tipo de cultivo, las practicas agricolas y las
condiciones ambientales en las que la enfermedad se presenta. Todo esto influird en la
incidencia de la enfermedad en un afio determinado (Buzzell ez al., 1993).
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Existe una gran variedad de nombres para referirse a la enfermedad causada por S.
sclerotiorum en sus plantas hospederas, como por ejemplo: la pudricion blanda acuosa del
cacahuate y la zanahoria, la marchitez de la col, el ahogamiento del apio, el tizon de las
inflorescencias del narciso, la cancrosis del tallo y pudricion de la raiz del trébol (Agrios,
1997), la pudricion del tallo de la papa (Huang y Hoes, 1980) y otros muchos nombres mis.
Sin embargo, 1a "caida” de la lechuga (Romero, 1993), la "pudricion del cuello, del tallo y
capitulo” del girasol y el mismo “"moho blanco” del tallo y de la vaina del frijol (Mendoza,
1993) son los nombres mas comunes y que generalmente se asocian rapidamente con la

especie.

En todas las hospederas de S. sclerotiorum se observan comunmente sobre el micelio
blanco, los esclerocios oscuros en las partes aéreas de las plantas o en la base de sus tallos
frecuentemente después de que aparecen los brotes.

En México, varios son los cultivos que han sido gravemente afectados por S. sclerotiorum.
En el frijol, por ejemplo, el denominado "moho blanco”™ causo y sigue causando importantes
dafios en los estados de Puebla (De la Torre, 1991), Sinaloa (Montoya-Angulo et al., 1993)
y Veracruz (Becerra y Lopez Salinas, 1994), mientras que la marchitez causada por S.
sclerotiorum en papa se ha reportado en Coahuila y Nuevo Leon (Guigon, 1992).

1. Ciclo de vida de Sclerotinia sclerotiorum

Por lo que respecta al ciclo de vida de Sclerotinia, la infeccion de hospederas susceptibles
puede ocurrir por el micelio que se origina de la germinacion de esclerocios pequeilos en el
suelo. Este tipo de germinacion que proviene del micelio, se le conoce como miceliogénica.
La infeccion inicial ocurre sdlo cuando la materia organica existente en el suelo previamente
es invadida por el micelio. Esta condicion es necesaria para que se de la infeccion.

El segundo tipo de germinacion es la carpogénica, en la que los esclerocios desarrollan
apotecios en el suelo. Estos apotecios, de color anaranjado claro y originados de esclerocios
localizados en la superficie del suelo o enterrados en el mismo, producen ascosporas que son
llevadas por el viento hasta los tejidos senescentes de sus hospederas. Cuando las
condiciones de humedad y temperatura son adecuadas, las ascosporas germinan y
desarrollan micelio que invade rapidamente plantas sanas.

En condiciones naturales, cuando los factores ambientales le son favorables, la especie S.
minor (con esclerocios pequefios de 2 milimetros de diametro en promedio) muestra
principalmente ¢l tipo de germinacion miceliogénica (rara vez la carpogénica) mientras que
las especies S. trifoliorum y S. sclerotiorum (con esclerocios mayores a 2 mm) presentan el
tipo de germinacion carpogénica, la germinacion miceliogénica en este caso, contribuye
minimamente en el desarrollo de la enfermedad (Abawi y Grogan, 1979).

L TESIS CON
FALLA DE QRIGEN




3

Las ascosporas de S. sclerotiorum pueden mantenerse viables hasta seis dias; pasado este
tiempo, pocas son las que sobreviven en el campo. Durante ese lapso pueden germinar si las
condiciones ambientales les son favorables y estas son menores a 25°C y a 35% de humedad
relativa (Caesar y Pearson, 1983).

Al germinar las ascosporas, se desarrolla abundante micelio blanco y, en consecuencia, se
producen esclerocios externamente sobre las partes de las plantas afectadas ¢ internamente
en cavidades del tallo (médula) o cavidades de los frutos. También pueden desarrollarse en
otras partes de las plantas tanto en las cortezas y sistemas vasculares como en el xilema.

Los escleraocios ocasionalmente alcanzan la superficie del suelo donde permnanecen por un
tiempo o son enterrados durante las labores del campo que desnivelan tal superficie.
Después de que los esclerocios han sido acondicionados se pueden desarrollar apotecios o
puede formarse micelio directamente, completando de esta manera el ciclo biologico.

En el Hamado ciclo de la enfermedad, la penetracion a l1a hospedera puede ocurrir con la
formacion de apresorios simples o complejos (dependiendo de la dureza de la superficie de
la hospedera), segin los estudios realizados por Tariq y Jeffries en 1984 utilizando
microscopia electronica de barrido. La formacion de apresorios por S. sclerotiorum ocurre
sobre tejidos sanos, donde tales estructuras somaticas especializadas ejercen presion sobre la
cuticula hasta que la rompen, con la subsecuente formacion de hifas cuticulares y
subcuticulares que coadyuvaran al establecimiento del hongo en cuestion (Lumsden y Dow,
1972). Segin Lumsden y otros autores (Lumsden, 1979), es mas frecuente la via de
penetracion directa que la via de penetracion a través de estomas.

El mismo autor reporta que los sistemas enzimaiticos de las especies de Sclerotinia no
difieren mucho de los de otros fitopatogenos. Por ejemplo, el acido oxailico que produce, es
un metabolito comin de muchos otros hongos. Sin embargo, también se han reportado
nuevas formas moleculares de pectinasas, B-xilosidasas y celobiosidasas producidas por
S.sclerotiorum. De hecho, la gran diversidad de enzimas producidas por este hongo
fitopatogeno lo coloca dentro de aquéllos organismos con un alto potencial comercial dentro
de la microbiologia industrial (Riou e al., 1991).

Para que la infeccion se establezca exitosamente se requiere una compleja combinacion de
factores que permitan invadir rapidamente los tejidos del hospedero antes de que éste pueda
responder.

Dentro de estos factores se podrian citar: la produccién de apresorios que le permite al
hongo la penetracion mecanica, la formacion de hifas de rapido desarrollo intercelular entre
la corteza y la cuticula del hospedero, la formacion de enzimas pectinoliticas y de acido
oxadlico que degradan la lamina media, cambios en el pH para favorecer la accion
enzimatica, la susceptibilidad de las células del hospedero haciéndolas menos resistentes a la
invasion y la produccion de enzimas capaces de hidrolizar la pared celular y elementos
protoplasmiticos que proveen abundante y constante cantidad de nutrientes para el
crecimiento de las hifas infectivas.
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Sclerotinia se disemina por el viento frecuentemente, por medio de sus ascosporas. Otra
manera de diseminarse de un campo de cultivo a otro, es por medio del suelo adherido a las
plantulas, por equipo de trabajo, por animales o inclusive por el hombre, en forma de
esclerocios o micelio en los tejidos enfermos de su hospedero (Adams y Ayers, 1979).

2. Sintomatologia

Los sintomas causados por S. sclerotiorum dependen mayormente de las hospederas y de
las condiciones ambientales en las que se presenta la enfermedad. Sin embargo, existen
algunas similitudes entre ellos. Los sintomas mas comunes son las manchas irregulares de
aspecto acuoso sobre frutas, tallos, hojas o peciolos. Estas manchas a manera de puntos se
alargan mostrando micelio algodonoso sobre la lesidon. Posteriormente se extiende formando
una masa suave y con apariencia acuosa. El micelio generalmente produce en este momento
gran cantidad de esclerocios negros, los que son signos diagnosticos de Sclerotinia. Sin
embargo, también pueden presentarse lesiones secas en tallos o ramas con una obvia
separacion entre la porcion de tejido sano y enfermo. Estas lesiones se alargan y circundan la
parte de planta afectada. Las zonas apicales de la planta se tornan de amarillas a cafés y
posteriormente mueren. Las lesiones en el cuello de la planta generalmente causan su
muerte. Los esclerocios se desarrollan dentro de la médula del tallo cercano a la superficie
del suelo, en las cavidades de los frutos o entre los tejidos (corteza y xilema). (Purdy, 1979),
(Ferreira y Boley, 2001).

La continua actividad fangica resulta en una destruccion casi total del tejido del parénquima
y en una apariencia deshilada de los elementos vasculares y estructurales de los tallos, ramas
y ramitas de las plantas afectadas.

La infeccion de las plantas antes de la cosecha resulta en enfermedades de postcosecha, en
donde el hongo se extiende de plantas enfermas a sanas tanto en almacenes como en
contenedores de transporte.

El signo en casi todas las plantas hospederas es el micelio blanco algodonoso y copioso
cuando las condiciones son estables y la subsecuente produccion de esclerocios negros de
variadas formas y tamaifios sobre la superficie de los tejidos afectados.

3. Taxonomia

El género Sclerotinia (Discomycetes Inoperculados) incluye solamente tres especies: S.
sclerotiorum, S. trifoliorum y S. minor, en las que destacan, como caracteristicas comunes,
la formacion de esclerocios que no incorporan tejido del hospedero en su médula, el
desarrollo de un excipulo ectal del apotecio compuesto de células globosas y la ausencia de
un estado conidial. (Kohn, 1979a)
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Los esclerocios de esta especie crecen superficialmente sobre micelio blanco y denso,
globosos a cilindricos pero muy variables en forma, de 5-15 x 2-8 mm , con una corteza
negra externa y un contexto blanco interno; en cultivo se desarrollan en los margenes de la
colonia, frecuentemente formando anillos concéntricos, lineas radiales y otros patrones. La
médula del esclerocio, de textura oblita y hialina, compacta y entretejida, con células de S -
10 pm de ancho con paredes fuertemente gelatinizadas de 2 - 3 pym de grosor. La corteza
del esclerocio de una capa de 2 - 6 células de apariencia prismitica, de color café oscuro,
globosas y de 5 -15 um de diametro. Apotecios desarrollindose de uno a varios en un
esclerocio (Figura 1), de ocraceos a canela en la copa, frecuentemente mas oscuros en la
base del estipite; recepticulo de 2 -8 mm de ancho, aplanado a ligeramente concavo cuando
inmaduro, y de aplanado a convexo cuando maduro, frecuentemente con una depresion
central y margen ondulado, disminuyéndose a formar un estipite de 3 -20 mm de largo y de
1 -2 mm de ancho. Con un excipulo ectal, excipulo medular y subhimenio caracteristicos
(Figura 2). Ascas en grupos, con 8 ascosporas cada una, cilindricas, de 110 - 160 x 6 - 10
um, con un dpice grueso y una pared del canal del poro J + (Figura 3).

Ascosporas uniseriadas, hialinas, elipsoidales, bigutuladas, binucleadas, de 10 - 14 x 4 -5
micrometros, la relacion del radio largo-ancho generalmente mayor de 2. Pardyfisis hialinas,
filiformes, de 2 um de ancho, septadas, simples o escasamente ramificadas. Estado
microconidial (Myrioconium) con microconidios globosos, hialinos, de 2 - 4 um de
diametro, producidos de fialides en esporodoquios o en fialides formadas lateralmente en la
hifa, sobre la superficie del himenio o del cultivo (Kohn, 1979b).

Figura 1. Apotecios de S. sclerotiorum en el suelo.
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Figura 2. Corte de apotecio de S. sclerotiorum mostrando el excipulo ectal (ee), excipulo
medular (em), subhimenio (sh) e himenio (h).
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Figura 3. Asca con ascosporas de S. sclerotiorum (Pared del canal del poro J+).

4. El cultivo de Helianthus annuus
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4. El cultivo de Helianthus annuus

4.1. Origen

El origen del girasol se remonta a 3000 aifios a.C., en el norte de México y Oeste de los
Estados Unidos, ya que fue cultivado por las tribus indigenas de Nuevo México y Arizona.

El girasol era uno de los principales productos agricolas empleados en la alimentacion por
muchas comunidades americanas antes del descubrimiento de América.

La semilla de girasol fue introducida en Espaila por los colonizadores de América y después
se extendio al resto de Europa.

El girasol fue cultivado durante mas de dos siglos en Espafia y en el resto de Europa por su
valor ornamental y no fue sino hasta el siglo XIX cuando comenzo la explotacion industrial
de su aceite destinado a la alimentacion.

4.2. El cultivo del girasol en México

En un programa a nivel nacional, el cultivo de esta oleaginosa se inicio en el afio de 1971
con una superficie sembrada aproximada de 53, 000 Ha. Las principales regiones donde se
cultive girasol se encontraban en los estados de Querétaro, Guanajuato, Durango y
Zacatecas. Desgraciadamente el programa pronto se vino abajo por la falta de organizacion
y desconocimiento del cultivo, ademas de problemas con plagas, lo que trajo como
consecuencia su drastica caida en el afio de 1972 (Velazquez-Cagal, 2002).

Un nuevo auge se presenta en los ciclos estivales de 1985 a 1987 con una superficie de
20,000 Ha en el Centro-Sur de Tamaulipas.

Actualmente, el promedio nacional anual de siembra es de aproximadamente 2,000 Ha en
estados como Chihuahua y Durango (Velazquez-Cagal, 2002).

En fecha reciente, el Programa Nacional de Oleaginosas publicé que tiene dentro de sus
principales metas consolidar la produccion nacional de cartamo, canola, ajonjoli y girasol,
para tratar de reducir el déficit de aceites que se tiene en el pais (Ortegon - Morales, 2002).
4.3. Importancia economica y distribucion geogrifica

El girasol es una planta tipicamente oleaginosa que tiene un papel fundamental en la
alimentacion humana y ademas como planta forrajera.
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Es también una de las plantas herbaceas de extraccion de aceite para consumo humano mas
cultivadas en el mundo.

Las mayores areas productoras de esta oleaginosa se encuentran en la antigua URSS, EUA,
Argentina, China, Australia, Francia, Espafia, Rumania, Hungria, Yugoslavia, Sudifrica y
Canada. Dentro de otras regiones se encuentran América Central, América del Sur, Africay
Asia (Seiler, 1992).

La superficie cultivada de girasol a escala mundial ha ido en constante aumento en los
ultimos afios. En Argentina por ejemplo, dada la superficie cultivada, es uno de los cultivos
mas importantes de ese pais. Su produccion se procesa totalmente para la industrializacion y
comercializacion interna o externa tanto como aceite o subproductos, siendo dicho pais el
primer exportador mundial de ambos. Como cualquier cultivo extensivo, la produccion esta
frecuentemente afectada por problemas fitosanitarios que causan pérdidas en cantidad y
calidad del producto obtenido. :

En la Tabla 1 se muestran algunos datos de superficies, producciones y comercio
internacional en diferentes paises y regiones del mundo.

Tabla 1. Regiones de produccion del girasol a escala mundial.

Mundo y Superficie Producciin Comarcio Intemacional
principsles Modia 1989-91 1996 miles deo Modia 1989-91 Irmp 3 E.

Paisea miles de Ha Ha miles det® 1996 milea de1* 1996 miles de1® 1996 miles de t*
MUNDO 16.384 20.785 22.263 24.786 3.967 4.563
EUROPA 3.778 4.654 6.374 6.958 2.978 2.000

Unidn Europes 2.421 2.449 4.069 3.878 2.812 4.784

Espafia 1.083 1.118 1.088 1138 533 90

Francia 1.042 391 2.389 1.996 441 473
Paiscs con

solicitud de
adhesidn
Bulgaris 263 300 427 330 - 98
Hungris 366 473 732 868 30 220
Rumania 435 917 608 LO96 2 19
OTROS PAISES
Australis 139 22 132 68 1 L)
Argantina 2370 3.233 3.664 5.556 4 583
Brasil 60 60 41 30 k4 -
Canadé 67 42 104 36 14 28
Estados Unidos 851 1.01} 1156 1.637 21 108
México 1 - 1 - 163 -
Noruaga - - - - [3 -
Turquia 6832 EL L] 970 780 640 1
*t = toncladas
Fuente: hitp://www.infoagro.com/herth /oleagi /girasol2.asp 13/03/02
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Las principales causas de pérdidas que sufre el cultivo estén relacionadas con infecciones
producidas por hongos patogenos. Entre ellos, las infecciones producidas por S.
sclerotiorum, conocida comunmente como "pudricion o podredumbre del capitulo”,
representa actualmente la enfermedad mas importante que sufre el cultivo en el Sur y
Sureste de 1a Provincia de Buenos Aires.

Esta enfermedad es especialmente temida por los productores de girasol, si se tiene en
cuenta las pérdidas tan severas que causa en cantidad y calidad, ya que origina importantes
descuentos por cuerpos extrailos y/o aumento de la acidez del producto entregado. Aan se
recuerda la campaila de 1987/88, donde en ese pais se perdieron totalmente 50,000
hectareas del cultivo y se registraron pérdidas de rendimiento del 50 por ciento en otras
100,000 hectareas.

En Canada, la "marchitez” causada por S. sclerotiorum en girasol, viene a ser la enfermedad
mas importante en ese cultivo (Huang y Kozub, 1990).Y lo mismo puede decirse de la
"pudricion del tallo” en la grosella en el mismo pais (Teo ef al., 1989).

Las condiciones de clima fresco y humedo, favorecen el desarrolio del hongo en muchos
cultivos en el mundo.

La superficie cultivada de girasol en México, como se ha visto, dista mucho de paises
productores como Argentina o los de la Union Europea. En 1997 la SAGAR reporta la
siembra de 3276 Ha de las que se cosecharon 2424 Ha (74 por ciento); produccion
insuficiente para las necesidades ael mercado, por lo que se recurre a la importacion.

Por estas razones, se requiere incrementar las areas dedicadas al cultivo y al rendimiento del
mismo, mediante la busqueda, generacion y difusion de estrategias, por lo que en nuestro
pais la investigacion sobre este cultivo se justifica (Vega-Mufioz e al., 2001).

En Meéxico, uno de los problemas fitosanitarios a los que se enfrenta normalmente el
productor de girasol es precisamente el hongo S. sclerotiorum, causante de la "pudricion del
cuello, del tallo y del capitulo del girasol” (Mendoza, 1993) considerado muy importante en
la disminucion de la calidad y produccion de aceite vegetal.

Sin embargo, en el afto 2001 se presento en el pais una grave infecciéon por Plasmopara en
esta oleaginosa, superando los daiios producidos por S sclerotiorum (Velazquez-Cagal,
2002).

Las variedades utilizadas para producir aceite en México son principalmente del tipo de
semillas negras y mas pequefias que las confiteras, que son rayadas. Las principales son:
variedad Peredovick, var. Talinay, var. VNIIMK (de la que descienden otras tres lineas), y la
var. Cernianka de la que procede la var. Victoria (Velazquez-Ciégal, 2002).
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5. Medidas de Control

El éxito de las especies de Sclerotinia como patégenas de muchos cultivos radica
precisamente en su respuesta casi inmediata a condiciones favorables para su desarrollo,
ademas de la habilidad de sus esclerocios para resistir a condiciones adversas.

En el caso especifico de S. sclerotiorum en girasol, como ejemplo, las condiciones que
favorecen su establecimiento y desarrollo en el cultivo son muy similares a las que favorecen
altos rendimientos del cultivo (Pereyra ez al., 2002).

Las condiciones ambientales favorables y la formacion de esclerocios que pueden
permanecer viables en el suelo por tres aflos, hacen a este hongo omnivoro muy dificil de
combatir. Sin embargo, varios métodos de control han resultado ser eficientes en el control
de S. sclerotiorum.

Dentro de los métodos de control que han sido utilizados con diferentes grados de éxito se
encuentran: 1) los productos quimicos preventivos o los que inhiben la germinacién o que
destruyen esclerocios, 2) las practicas agricolas como medidas de control, 3) la utilizacion
de microorganismos antagonicos y 4) actualmente, la utilizacion de variedades de algunos
cultivos que son medianamente resistentes al patogeno.

5.1. Control quimico

En los ultimos cuarenta aflos, varios han sido los productos quimicos utilizados para el
combate de las enfermedades causadas por S. sclerotiorum. Este control se ha enfocado
principalmente a la destruccion de sus esclerocios que pueden permanecer en el suelo
durante muchos afios antes de iniciar una nueva infeccion en un cultivo susceptible.

Los trabajos realizados en ese campo han tenido un éxito relativo cuando se ha tratado de
resultados de laboratorio y de invernadero. Sin embargo los resultados que en el campo se
han producido no han sido del todo satisfactorios debido a que interfieren gran numero de
variables, como 1a humedad del suelo, la temperatura, las condiciones de dosel en el campo,
la luz; afectando todos ellos en la formacion y germinacion de esclerocios, apotecios y
ascosporas.

Por ejemplo, la destruccion de los esclerocios de S. sclerotiorum en el suclo con productos
como el Vapam, la Cloropicrina y el Mylone fue efectiva en condiciones de laboratorio,
mientras que el producto Terraclor tuvo un efecto fungistatico mas que fungicida en el
campo, por lo que este altimo resulta ser poco efectivo.

La humedad del suelo (92.6%) fue de importancia en el movimiento lateral del producto
Vapam. Dicho movimiento disminuyé a humedades por debajo de 78% (Partyka y Mai,
1962).
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En otra de las investigaciones sobre fungicidas, el producto Iprodione inhibié el crecimiento
micelial en medio sélido y liquido a una concentracion de 3uM (Reilly y Lamoureux, 1981).

Por su parte, Casale y Hart en 1986 reportaron la inhibicion del crecimiento micelial de S.
sclerotiorum en agar con el producto Metribuzin y el Diuron a una concentracion de
SOug/ml, y a concentraciones mas altas (100ug/ml) se redujo el namero de esclerocios que
desarrollaron estipites. Otros dos productos también fueron estudiados: la Atrazina y la
Simazina los que resultaron ser menos inhibitorios del crecimiento micelial y no tuvieron
efecto sobre el numero de esclerocios que produjeron estipites. Sin embargo, los apotecios
que se formaron no se desarrollaron normalmente.

Como la germinacién carpogénica es decisiva para la formacién de ascosporas, Radke y
Grau en 1986 estudiaron el efecto de nueve herbicidas sobre dicha germinacién. Sélo el
Linuron y el DNBP inhibieron la germinacion y el desarrollo del apotecio que también se vio
afectada por factores como la profundidad a la que se entierra el esclerocio, 1a humedad y la
temperatura del suelo, la luz, la transicion de componentes metalicos y los aziicares.

Por otra parte, las combinaciones de productos como el Benomyl y el Thiram han resultado
ser eficientes en la reduccion de la germinacion de los esclerocios y la produccion, velocidad
de formacion y emergencia de los apotecios en el suelo (Yarden ef al., 1986).

Por altimo, dentro de los herbicidas que han resultado ser eficaces en la disminucion de las
lesiones causadas por S. sclerotiorum se tiene al producto conocido como Lactofen
("Cobra") que ha reducido de un 40% a un 60% la enfermedad (Dann et al., 1999).

5.2. Practicas agricolas

En el establecimiento de pricticas culturales para disminuir los dafios producidos por
S.sclerotiorum en sus hospederas, se ha mencionado que el cambio en la época de siembra
(Teo er al., 1989), el colocar a las plantas con mayor espacio entre ellas (Huang y Hoes,
1980; Grau y Radke, 1984; Buzzell er al., 1993), el arado profundo (Merriman e¢ al., 1979),
el tipo de suelo (Merriman, 1976), la temperatura y humedad del suelo (Cook ez al., 1975;
Abawi y Grogan, 1975; Caesar y Pearson, 1983; Teo e7 al., 1989; Nelson ez al., 1991,
Buzzell er al., 1993), y sobre todo la irrigacion y la estructura de dosel del cultivo (Weiss ez
al., 1980; Grau y Radke, 1984), resultan ser medidas muy efectivas para combatir la
enfermedad ya que todas ellas interfieren de alguna manera en el ciclo biolégico del hongo
en cuestion.
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5.3. Control biolégico

El control biolégico, definido como la destruccion parcial o total de poblaciones de
patégenos por otros organismos (Agrios, 1997), y como generalmente se comprende en la
actualidad, se inicié en el siglo XIX, cuando se fusionan los conocimientos biologicos de la
humanidad con el desarrollo tecnologico de la agricultura. Sin embargo, se tienen reportes
que desde la antigiiedad el hombre utilizo6 depredadores para reducir el nimero de
organismos considerados plaga que dailaban los cultivos (DeBach, 1979).

El concepto de control biolégico se ha empleado generalmente desde dos puntos de vista:
uno es el economico, en el que se involucran actividades del hombre; y el otro, es el
ecologico. En el primero, el control biologico considera la regulacion de la abundancia de un
organismo debajo del nivel en que causa daflos economicos; en el segundo, el control
biologico se expresa como la accion de parasitos, predadores o patdégenos para mantener la
densidad de poblacion de otro organismo a un promedio mas bajo que el que existiria en su
ausencia.

5.3.1. Control biolégico de hongos con otros hongos

Por otra parte, el control biologico de hongos fitopatogenos utilizando microorganismos
antagonistas, se ha desarrollado rapidamente a escala mundial. En la actualidad, se cuenta
con hongos micoparasitos como Trichoderma sp., combatiendo a algunos de los hongos
fitoparasitos habitantes del suelo mas importantes como Pythium, Phytophthora,
Rhizoctonia (Elad et al., 1980), Sclerotinia (Dos Santos y Dhingra, 1982; Zazzerini y Tosi,
1985; Anas y Reeleder, 1987; Boland e Inglis, 1989; Trutmann y Keane, 1990; Budge y
Whipps, 1991; Knudsen y Eschen, 1991) y Sclerotium (Cooper, 1961; Wells et al., 1972;
Elad et al., 1980). Otros micoparasitos comunes son: Sporidesmium sclerotivorum (Ortiz,
1985; Bullock er al., 1986), Gliocladium virens (Tu, 1980; Anas y Reeleder, 1987) y
Coniothyrium minitans (Zazzerini y Tosi, 1985; Huang y Kokko, 1987; Budge y Whipps,
1991; Whipps er ail., 1992), todos ellos controlando eficazmente algunas de las
enfermedades producidas por Sclerotinia.

5.3.2. Control biologico de hongos con bacterias

Al igual que los hongos, las bacterias de los géneros Bacillus, Enterobacter y Pseudomonas
han demostrado ser parisitas o inhibir a hongos fitoparasitos como Sclerotium cepivorum
(Utkhede y Rahe, 1980, 1983), Plytophthora sp., Pythium sp. o Gaeumannomyces tritici,
este ultimo causante de la enfermedad conocida como "pietin del trigo” o "foot rot of
wheat" (Romero, 1993).

Otros hongos como Rhizoctonia, causante de “damping-off” en remolacha, fue inhibido por
Bacillus subtilis (Dunleavy, 1955; Olsen y Baker, 1968) y especies de Bacillus aisladas de la
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rizosfera de plantas de papa, fueron halladas ser antagonicas a Rhizoctonia solani (Jiménez,
1996).

También B. subtilis inhibio el desarrollo de Fusarium roseum en esquejes de clavel (Aldrich
y Baker, 1970) y un aislamiento de la Familia Pseudomonadaceae resulto ser antagonica a
Fusarium roseum (Michael y Nelson, 1972).

En 1986, Mc.Keen y colaboradores descubrieron que algunas de las sustancias antibidticas
de una cepa de B. subtilis resultaron ser fungistaticas a Mownilinia fructicola.

Por lo que respecta a S. sclerotiorum, aunque varios han sido los estudios con hongos para
reducir el indculo en el suelo, poco es conocido acerca del uso de antagonistas bacterianos.
Solo algunas especies bacterianas de Bacillus, dentro de ellas B. subtilis, se han reportado
como eficientes "in vitro” (Zazzerini ez al., 1987) sobre dicho hongo u otros hongos como
Fusarium oxysporum, Alternaria sp y Botrytis sp. (Lopez y Virgen, 1994). También se ha
reportado a B. subtilis con efecto fungistatico (Fucikovsky ez al., 1989) y con reduccién de
1a enfermedad en el campo (Oedjijono y Dragar, 1993).

A escala comercial, sin embargo, ya se tienen productos biologicos que se afirma que
pueden ser utilizados para el control de S. sclerotiorum en el campo. Tal es el caso de cepas
de B. subtilis y Coniothyrium minitans.

Las cepas de B. subtilis registradas con los nombres QST 713 (serenade, rhapsody y thegro)
de las compailias AgraQuest y Taensa, se reportan como fungicidas de amplio espectro con
control sobre Botrytis, cenicillas, mildias, tizon temprano y con uso potencial en hortalizas
principalmente.

La compailia alemana Prophyta también sacé al mercado el producto Contans WG que
prevé las enfermedades causadas por Sclerotinia spp. El contenido de dicho agente
protector es de 1 X 10 ? esporas viables por gramo. Una vez aplicado al suelo, C. minitans
ataca y destruye a los esclerocios del hongo en el suelo, por lo que el indculo es
notablemente disminuido.

5.4. Utilizacion de variedades resistentes

Aunque pocas han sido las variedades que han mostrado un grado apreciable de resistencia
al patogeno S. sclerotiorum (Agrios, 1997), gran cantidad de investigacion se ha realizado
en la busqueda de genotipos resistentes en cultivos particulares.

Como ejemplo, la seleccion de variedades resistentes de soya, (Grau y Radke, 1984; Boland
y Hall, 1986; Chun et al., 1987; Teo et al., 1989; Nelson er al., 1991; Buzzell, er al., 1993,
Pennypacker y Risius, 1999; Kim y Diers, 2000) ha sido una de las principales
preocupaciones en Estados Unidos y Canada en los altimos afios, debido a la severidad y
daiios producidos economicamente por el hongo S. sclerotiorum. Dentro de las causas de tal
decremento en la produccion, se encuentran: los cambios en las practicas agricolas, como la
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disminucion de la distancia entre las plantas para incrementar la produccion, la rotacion con
cultivos susceptibles y el uso de semillas no certificadas.

Genotipos de soya parcialmente resistentes a S. sclerotiorum fueron identificados en los
trabajos de Grau y Radke en 1984; Bolland y Hall, 1986 y Kim y Diers, 2000.

Por altimo, las variedades de soya, Maple Presto, Maple Ridge y Maple Artow fueron las
variedades mas resistentes de 19 variedades evaluadas contra S. sclerotiorum (Nelson et al.,
1991).

Con relacion al cultivo del girasol, se puede mencionar que a pesar de que las enfermedades
causadas por hongos son factores limitantes en la produccion a escala mundial, el grado de
control genético hacia Sclerotinia no se encuentra todavia a un nivel aceptable, aunque se
han realizado algunos progresos. Han tenido mayor éxito los estudios de control de Ia
enfermedad causada por Phomopsis incorporando fuentes de resistencia genética de especies
silvestres de girasol a especies cultivadas del mismo (Seiler, 1992).
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II. OBJETIVOS
Objetivo general

Determinar el efecto antagonico de tres cepas de Bacillus sobre S. sclerotiorum en
condiciones de laboratorio e invernadero.

Objetivos especificos
Utilizar diferentes medios de cultivo con el fin de seleccionar el mas adecuado para el
crecimiento del hongo y de las cepas bacterianas.

Determinar cuantitativamente el efecto antagonico de las cepas bacterianas sobre S.
sclerotiornm midiendo los halos de inhibicion formados en placa.

Realizar pruebas de antagonismo en placa, exponiendo el micelio y los esclerocios de
S. sclerotiorum a las colonias de Bacillus.

Comprobar el efecto fungicida o fungistatico de las cepas bacterianas en S.
sclerotiorum.

Determinar el efecto del extracto crudo sobre el desarrollo de S. sclerotiorum in
vitro.

Analizar el efecto inhibitorio de las cepas bacterianas sobre los esclerocios de S.
sclerotiorum en cultivo estacionario.

Probar el efecto antagonico de las cepas bacterianas sobre S. sclerotiorum en
condiciones de invernadero para ver si hay proteccion de la planta de girasol, H.
annuus.

Realizar curvas de crecimiento de las cepas bacterianas utilizadas.

Identificacion a nivel de especie de las cepas de Bacillus.
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1. MATERIALES Y METODOS

1. Procedencia de los aislamientos

Dos de las cepas de Bacillus (denominadas B, y B:) utilizadas en este ensayo fueron
proporcionadas por el Dr. Leopold Fucikovsky Zak del Instituto de Fitosanidad del Colegio
de Postgraduados en Montecillos, Estado de México, y la tercera cepa (B3), proviene de un
aislamiento del nopal (Opuntia sp) del Estado de México, realizado por el Dr. Isaac Luna
del Laboratorio de Fitopatologia de la EN.C.B. del I.LP.N.

El aislamiento inicial de S. sclerotiorum fue obtenido de esclerocios de este hongo
localizados en la médula de tallos de girasoles cultivados en campos del Colegio de
Postgraduados, Montecillos, Estado de Meéxico. El segundo aislamiento de Sclerotinia
sclerotiorum, provino de esclerocios hallados en un cultivo de lechuga, en San Luis
Tlaxialtemalco, D. F.

2. Evaluacién de Ia patogenicidad de los aislamientos de S sclerotiorsm

Para comprobar el caracter patogénico de los dos aislamientos de S. sclerotiorum se
prepararon tres macetas de 33 X 25 X 13 cm con 2 Kg de suelo cada una. EIl inéculo e
inoculacion fueron hechos de la siguiente manera: A partir de cada una de las cepas de S.
sclerotiorum de cinco dias de crecimiento (en medio PDA) por medio de un sacabocados de
4 mm de diametro, se obtuvieron cilindros del hongo que fueron colocados al centro de cada
placa con PDA para tener un total de ocho placas para cada cepa de S. sclerotiorum. Lasl6
placas fueron incubadas a 28°C durante cinco dias, tiempo en que el desarrolio del hongo
habia cubierto toda la superficie de la placa y se iniciaba la formacion de esclerocios.

Inmediatamente después del periodo de incubacion, el medio con el hongo fue fragmentado
en porciones de 1 cm®. El total de fragmentos resultantes de cada una de las ocho placas
fueron inoculados en el suelo a una profundidad de 5 cm en cada una de las macetas
designadas para el ensayo, la tercer maceta correspondiod al testigo.

Por ultimo, en cada una de las tres macetas se sembraron SO semillas de girasol a 3 cm de
profundidad con riego a capacidad de campo y mantenidas bajo condiciones de invernadero.

Cabe hacer notar que de las semillas no germinadas, se hicieron reaislamientos de S.
sclerotiorum en PDA y los esclerocios obtenidos en las placas, fueron guardados en
refrigeracion a 3°C para su posterior uso.

Durante todo este trabajo se prepararon placas de PDA de S. sclerotiorum en cultivo
axénico, que se utilizaron como testigos en las diferentes pruebas. De estas placas también
se recuperaron los esclerocios que fueron guardados g 3°C en refrigeracion, para ser

utilizados en otros ensayos.
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3. Medios de cultivo utilizados
3.1. Medios Sélidos

Para seleccionar el medio de cultivo para el mejor crecimiento de las bacterias en las pruebas
de antagonismo en placa, fueron probados los medios: Caldo nutritivo-Extracto de levadura-
Agar (NBY), Casaminoicidos-Glucosa-Peptona (CPG), B de King (BK) (Schaad er al.,
2001) y Papa Dextrosa Agar (PDA), mientras que para el aislamiento del hongo Sclerotinia
sclerotiorum se probaron los medios: Extracto de Malta Agar (EMA), Jugo Vs Agar (V3 A)
y Papa Dextrosa Agar (PDA) (Ulloa y Hanlin, 1978) (Ver Apéndice 1 para los ingredientes).

3.2. Medios Liquidos

Tanto para las cepas bacterianas, como para S. sclerotiorum, el caldo Papa Dextrosa (PD)
fue utilizado como medio liquido (Apéndice 1).

4. Preparacién y andlisis del suelo

El suelo utilizado en las pruebas de invernadero de este estudio contenia 60% de tierra negra

y 40% de tierra de hoja. En la Tabla 2 se presentan las caracteristicas fisico-quimicas del
mismo:

Tabla 2. Estudio fisicoquimico del suelo utilizado para la siembra del girasol.

Analisis mecanico de suelo migajon-limoso
Humedad 9.8%

pH 6.2
Materia organica 13.8

CaCOs 03

N> Total 8.95%

E! suelo fue homogeneizado y distribuido en cuarenta bolsas de polipapel con 2 Kg de suelo
en cada una. Posteriormente, se tindalizo® en una autoclave a 10 libras de presion por 60
minutos. Después de 24 horas se repitio el mismo procedimiento.

* La tindalizacion, proceso donde existe calentamiento repetido en dias sucesivos (Atlas,
1990), se utilizo con el propdsito de disminuir la carga microbiana que pudiera interferir en
el estudio realizado, sin afectar en gran medida la estructura del suelo.
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5. Prueba de germinacién

A las semillas de girasol (/. annuus) de la variedad Peredovick proporcionadas por el Dr.
Fucikovsky (Colegio de Postgraduados) que serian empleadas en el invernadero, se les
realiz6 la prueba de viabilidad. Cien semillas se colocaron en hileras de diez en papel estraza
humedecido con agua destilada, enrollandolo y etiquetandolo adecuadamente. Los rollos asi
formados se mantuvieron en camara humeda por tres dias (Christensen y Lopez, 1962).

6. Antagonismo en placa

6.1. Antagonismo entre S. sclerotiorum y las cepas bacterianas. Mediciones de los halos de
inhibicion

En un primer ensayo se colocaron sobre placas de PDA, por un lado, un pequeio cilindro
(5 mm de altura y 4 mm de diametro) de medio de cultivo con micelio de Sclerotinia
sclerotiorum vy por el otro, en linea y a tres centimetros de distancia, una de las colonias
bacterianas sembrada por picadura; de tal suerte que quedaran, el hongo y la bacteria, en los
extremos de un diametro de tres centimetros.

Las tres cepas bacterianas, posibles antagonicas de Sclerotinia sclerotiorum, fueron
inoculadas en las placas de PDA a tres diferentes tiempos. Asi, en un primer caso Bacillus 1
se sembro dos dias después de haber sembrado Sclerotinia (t = 2+), en un segundo caso
Bacillus 1 se sembréd al mismo tiempo (mismo dia) en que se sembro Sclerotinia (t = 0) y
por ultimo Bacillus 1 se sembrd dos dias antes de sembrar Sclerotinia (t = 2-). Lo mismo se
realizo para las cepas Bacillus 2 'y Bacillus 3.

Cada una de las cepas bacterianas se ensayo por triplicado por cada tiempo.

A los siete dias de iniciada la prueba, se midio la distancia entre las colonias (halos de
inhibicion) para posteriormente realizar el analisis estadistico de varianza (ANDEVA)
utilizando el programa Statygraphics Versiéon 5.0 correspondiente.

6.2. Efecto fungicida o fungistatico de las bacterias contra S. sclerotiorum

El siguiente ensayo comprobaria el efecto fungicida o fungistatico que poseian los tres
diferentes aislamientos bacterianos. Para ello, de las placas de Bacillus sembrado dos dias
antes de Sclerotinia del ensayo anterior, se extrajo un fragmento de micelio de la porcion
mas cercana a la cepa bacteriana (I) y otro fragmento del micelio mas distante de la bacteria,
a la orilla de la placa (E) y cada uno se coloco en una misma placa y a una distancia entre
ellos de ocho centimetros (Figura 4). Se prepararon tres repeticiones con testigos. Las
placas se incubaron a 28°C durante cinco dias y se observaron los resultados.

Por otra parte, una técnica para saber si las cepas bacterianas tienen un efecto realmente
fungicida, es la de colocar micelio mas cercano a la colonia bacteriana y micelio mas distante
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de la bacteria (Figura 4) sobre la misma zona de inhibicion formada por las bacterias y,
después de 5 dias, transferir esos fragmentos de micelio a nuevas placas de PDA. Observar
si existe crecimiento micelial o este esta ausente.

=
<>

Figura 4. Transferencia de micelio mas cercano al halo de inhibicion (I) y de micelio mas
alejado del halo (E) a otra placa con medio PDA..

6.3. Antagonismo entre los esclerocios de S. sclerotiorum y las tres cepas bacterianas.
Utilizacion de un anillo metalico para la inoculacion de las bacterias

En un tercer ensayo, se hicieron pruebas de antagonismo en placa con esclerocios de §.
sclerotiorum. :

Esclerocios obtenidos de placas de S. sclerotiorum de siete dias de crecimiento, se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3 por ciento por 3 minutos, se lavaron con agua
destilada dos veces y fueron colocandose, uno por uno, en el centro de placas con el medio
PDA. R

Para evitar el exceso de agua sobre el esclerocio en el momento de la siembra, se absorbio
ésta con un triangulo de papel filtro estéril para evitar posibles contaminaciones.

La inoculacion de las bacterias se realizé con un anillo metalico de 53 mm de diametro al
que se le adapté un mango metalico para poder ser manipulado. El anillo metalico fue
utilizado a manera de un sello. Para la inoculacion, el anillo desinfectado con alcohol etilico
96° y flameado, se colocd sobre una cepa bacteriana de 48 horas e inmediatamente se
transfirié a una placa con un esclerocio en el centro de la misma.

En este ensayo también se probaron diferentes tiempos de inoculacion de bacterias en
relacion al tiempo de inoculacion del hongo. De esta manera, el espacio de tiempo (en dias),
entre la inoculacion de Bacillus y Sclerotinia fue de: 2 (t = 2+) y un dia (t = 1+) después de
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sembrar Sclerotinia, de O (t = 0) cuando Bacillus se sembré el mismo dia que el hongo y de
1 dia (t = 1-) cuando Bacillus se sembré un dia antes de sembrar Sclerotinia.

Cada cepa bacteriana fue probada en los tiempos anotados y para cada tratamiento, se
realizaron tres repeticiones.

Después de siete dias se midieron los diametros de las colonias fungicas de todas las placas.
Una vez realizado lo anterior, las placas fueron guardadas en el refrigerador para ser
utilizadas posteriormente.

6.4. Antagonismo entre el micelio de S. sclerotiorum y las tres cepas bacterianas.
Utilizacion del anillo metalico para la inoculacion de las bacterias

El micelio de Sclerotinia sclerotiorum se obtuvo de placas con el hongo de siete dias de
desarrollo.

Fragmentos de micelio con medio PDA, de 4 mm de didmetro y 5 mm de altura, se
colocaron, uno a uno, en el centro de placas con el mismo medio.

Las cepas bacterianas se inocularon de la misma forma que en el ensayo anterior.

Fueron probados los mismos tiempos que en el ensayo anterior: 2 (t = 2+) y un dia (t = 1+)
después de sembrar Sclerotinia, de 0 (t = 0) cuando Bacillus se sembro el mismo dia que el
hongo y de 1 dia (t = 1-) antes de sembrar Sclerotinia.

Cada cepa bacteriana fue probada en los tiempos anotados y cada tratamiento tuvo tres
repeticiones.

De la misma manera que en el ensayo anterior, después de siete dias se midieron los
diametros de las colonias fungicas de los diferentes tratamientos.

7. Antagonismo utilizando extractos bacterianos

Los extractos crudos bacterianos de las tres cepas en estudio fueron obtenidos de la
siguiente manera:

Cada cepa bacteriana fue sembrada por estria cruzada en tres placas de PDA e incubada a
28°C por 48 horas.

Después de la incubacion, se tomaron dos asadas de cada placa y se transfirieron a tubos de
ensaye con 3 mililitros de solucion salina al 0.85%. Cada tubo se homogeneizé
perfectamente para obtener una suspension bacteriana con 1.5 X 10* células segun la escala
de Mac Farland (Kiraly, 1974). (Apéndice 3)
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De cada suspension bacteriana se tomaron 0.2 ml, los que se transfirieron a un matraz
Erlenmeyer de 250 ml que contenia 100 ml de medio Papa Dextrosa (PD). Este paso se
realizé en dos ocasiones, inoculando 0.2 mililitros en otro matraz con 100 ml de PD.

Los medios asi inoculados se pusieron en agitacion a 150 rpm y a una temperatura de 28°C
por 12, 24 y 48 horas.

Los matraces se fueron sacando de la agitadora de acuerdo con los tiempos anotados y
enseguida se colocaron en la autoclave a 15 libras de presion por 15 minutos.

En relacion con la termotolerancia que poseen algunos antibioticos de Bacillus, Dunleavy
(1955) reportd que el antibiotico subtilina de Bacillus subtilis no perdia su actividad
antagoénica en el proceso de esterilizacion a pH de 4 y que su mayor produccion ocurrié
cuando en el medio existian carbohidratos.

Ademas de los diferentes tiempos (12, 24 y 48 horas), también se probaron en este ensayo
dos concentraciones distintas. Para ello, se vaciaron 15 ml de extracto crudo esterilizado en
un matraz Erlenmeyer que contenia 69 ml de PDA (concentracion baja) y, por otro lado, se
vaciaron 69 ml de extracto crudo esterilizado en un matraz Erlenmeyer que contenia tan solo
23 mi de PDA (concentracién alta). Los matraces asi obtenidos se volvieron a colocar en el
autoclave a 15 libras de presion por 15 minutos.

Una vez transcurrido ese tiempo, el contenido de cada uno de los matraces se vacio en tres
cajas de Petri estériles desechables dejandolas en reposo hasta la solidificacion del medio.
Tres placas con medio PDA para cada uno de los tiempos anotados sirvieron como testigos
en este ensayo.

Las tres cepas bacterianas fueron probadas en cada uno de los tiempos y concentraciones
anotadas y para cada tratamiento se hicieron tres repeticiones.

Finalmente, en cada una de las placas solidificadas, se coloco centralmente un fragmento de
medio con micelio de S. sclerotiorum de 4 mm de diametro y 5 mm de altura.

Se realizaron las mediciones de los diametros de las colonias de S. sclerotiorum a los cinco
dias de inoculacion del hongo.

Se aplicé el anilisis estadistico de varianza (ANDEVA), correspondiente a los cinco dias de
crecimiento de Sclerotinia.

8. Viabilidad de los esclerocios en el laboratorio

Para este ensayo fueron utilizados esclerocios de S. sclerotiorum de 10 dias de desarrollo.
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Se prepararon también matraces Erlenmeyer conteniendo 100 ml de PD cada uno,
esterilizando a 15 libras durante 15 minutos.

De cada cepa bacteriana fue preparada una suspension con 1.5 X 10° células para inocular
0.2 ml de la misma en dos matraces con PD.

Enseguida, a cada uno de los matraces inoculados se le agregaron cinco esclerocios
desinfectados con hipoclorito de sodio 2% y se dejaron en cultivo estacionario por 2 meses.

El testigo consistio de 2 matraces con PD, inoculados tan solo con esclerocios de S.
sclerotiorum.

De 1a misma manera se prepararon cultivos estacionarios de las cepas de Bacillus para
observar sus efectos sobre los esclerocios de S. sclerotiorum a thora, 12h, 24h, 48h, 7dias y
1 mes.

Transcurrido el tiempo anotado, los esclerocios eran sustraidos de los matraces con unas
pinzas y desinfectados con hipoclorito de sodio 2%. Se enjuagaban con agua destilada
esterilizada y se colocaban en placas con medio PDA. A los 7 dias se observaron y anotaron
los resultados.

9. Antagonismo de las cepas bacterianas sobre S sclerofiorum en condiciones de
invernadero

9.1. Efecto antagénico de las cepas bacterianas sobre S. sclerotiorum en la germinacion de
las semillas de girasol

Las tres cepas de Baciillus fueron consideradas para realizar las pruebas a nivel de
invernadero para comprobar su capacidad antagdonica in vivo.

En este ensayo se utilizaron 80 kg de suelo repartidos en 40 bolsas de polipapel de 5 kg de
capacidad, cada una con 2 kg de suelo y tindalizados a 15 libras de presion por una hora.

Por otra parte, de una suspension bacteriana de la cepa B1, a una concentracion de 1.5 X
10° células, se tomaron 2 mililitros para repartir dicho volumen en diez matraces Erlenmeyer
con 100 ml de PD cada uno. De Ila misma manera se inocularon en otros 20 matraces con
PD, las cepas bacterianas B2 y B3. Los 30 matraces asi inoculados se colocaron en la
agitadora a 150 rpm a 37°C por 48 horas.

De acuerdo con el disefio experimental previamente establecido (Tabla 3) y después de 48
horas, los contenidos de los matraces se vaciaron sobre el suelo tindalizado, y aun caliente,
en las bolsas de polipapel para ser transportadas al invernadero.
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TESTIGO B1 B2 B3
S/Scl 1-5 11-15 21-25 31-35
C/Scl 6—-10 16 - 20 26 - 30 36—-40

S/Scl = Sin Sclerotinia  C/Scl = Con Sclerotinia Nameros del 1 al 40 = Numeros de macctas

Tratamiento 1 = Testigo sin Sclerotinia
Tratamiento 2 = Testigo con Sclerotinia
Tratamiento 3 = Cepa Bl sin Sclerotinia
Tratamiento 4 = Cepa Bl con Sclerotinia

Tratamicnto S = Cepa B2 sin Sclerotinia
Tratamiento 6 = Cepa B2 con Sclerotinia
Tratamiento 7 = Cepa B3 sin Sclerotinia
Tratamiento 8 = Cepa B3 con Sclerotinia

En el invernadero se colocaron completamente al azar 40 macetas (Tabla 4),
correspondiendo a los ocho tratamientos con sus cinco repeticiones y se vacid en ellas el
suelo segun el disefio experimental.

Los tratamientos correspondieron a la inoculacion o no del hongo Sclerotinia y a la
inoculacion de las tres cepas bacterianas ademas del tratamiento testigo.

Después de una semana, se inoculé el micelio de S. sclerotiorum en las macetas
correspondientes. Para cada maceta, fueron utilizadas cuatro placas con micelio del hongo
de cinco dias de crecimiento en PDA. En cada maceta, se retird con cuidado el suelo
superficial necesario para inocular los fragmentos del micelio de 1 cm? de S. sclerotiorum de
una manera homogénea y a una profundidad de dos centimetros aproximadamente. Al final,
se volvid a colocar el suelo superficial para evitar la desecacion del micelio.

Para asegurar la presencia de gran cantidad de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en
cada maceta, se inoculd por segunda vez y de la misma forma, con las cepas bacterianas B1l,
B2 y B3 una semana después de haber inoculado el hongo.

Finalmente, en cada una de las 40 macetas se sembraron 2S5 semillas de girasol a dos
centimetros de profundidad. Se regd con agua corriente cada tercer dia y se esperaron
resultados.

9.2. Efecto antagonico de las cepas bacterianas sobre S. sclerotiorum en plantas de girasol
maduras

Diez dias después del registro de la germinacion de las semillas, se procedié a eliminar las
plantulas que habian crecido tardiamente y las que estaban demasiado altas, de tal manera
que solo quedaran diez plantulas del mismo tamaifio aproximadamente.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




24

Tabla 4. Diseilo experimental. Colocacion de las macetas dentro del invernadero.

o] T
T

LELLLLLL
LEELLLERE
LRLLLLGE

B1, B2, B3 = Ccpas Bacterianas; T = Testigo; Numeros del 1 al 40 = macetas colocadas al azar.

Realizada esta primera seleccion, se efectiio una nueva de otras cinco plantulas ahora
completamente al azar, quedando asi, al final, las cinco plantulas restantes en cada
palangana.

Durante todo el experimento las plantas fueron regadas con agua corriente cada tercer dia,
procurando mantener un ambiente humedo dentro del invermadero.

Aproximadamente al mes de iniciado este ensayo, se comenzaron a desarrollar los apotecios
del hongo inoculado. Se procedié entonces a contar su nimero por maceta y registrarlo
mensualmente.

Al final del ensayo se retiraron las plantas para registrar el nimero de plantas marchitas.
También se registro el numero de esclerocios presentes en las plantas.

TESIS CON
FALLA DL ORIGEN-




25

10. Curvas de crecimiento de las cepas bacterianas

Las curvas de crecimiento de las tres cepas bacterianas se realizaron utilizando el método de
recuento de células viables, con la siembra en placa por extension (Brock y Madigan, 1993).

De una dilucion bacteriana de 0.2 ml / 100 ml de PD esterilizado (muestra), se hicieron
diluciones decimales. La primera de cllas (10?), se realizé con 1ml de la muestra mas 9 ml
de agua destilada esterilizada contenida en un tubo de ensaye. De la misma manera se
prepararon las demas diluciones hasta la ultima dilucién de 10°. Los tiempos en los que se
hicieron las diluciones fueron t = 0, 3, 6, 9,12, 24 y 48 horas. Finalmente, de cada dilucién
se tomaron por triplicado y en cada tiempo, 0.1 ml que fueron vaciados con una pipeta sobre
la superficie de una placa con medio PDA y esparcida de modo uniforme con una varilla
estéril de vidrio. Se incubaron las placas a 28°C por 24 horas y se procedio a hacer el conteo
de las colonias o UFC después de ese tiempo.

11. Identificacién de las cepas bacterianas

Para la identificacion de las especies de Bacillus utilizadas en esta investigacion, se aplicaron
diversas pruebas bioquimicas y morfologicas (Wolf y Barker, 1968, Graber, 1970; Kiraly,
1974; Mac Faddin, 1984; Koneman er al., 1985; Brock y Madigan, 1993; Schaad et al.,
2001) ademas de utilizar el sistema comercial APl 49, que consta del mismo numero de
pruebas bioquimicas estandarizadas constituyendo un kit de identificacion. Las pruebas
llevadas a cabo se anotan a continuacion:

Cabe mencionar que para cada prueba bioquimica y por cada cepa, se realizaron tres
repeticiones.

11.1. Crecimiento anaerdbico en caldo glucosado

Colonias aisladas de las cepas en estudio fueron inoculadas en caldo glucosado (Apéndice2),
haciendo crecer a las bacterias en condiciones anaerobicas. Para ello fueron utilizados dos

métodos: con aceite mineral y con frasco GasPak.

El aceite mineral (2 ml) se agrego a cada tubo de ensaye inmediatamente a la inoculacion de
Ia bacteria en caldo glucosado.

En un frasco GasPak fueron colocados los tubos inoculados con las tres cepas bacterianas y
un catalizador quimico que consume las trazas de O, que hayan quedado en la campana o en
el medio de cultivo.

Después de 48 horas, se revisaron los tubos para comprobar el crecimiento bacteriano.
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11.2. Crecimiento a 45° C

Placas de PDA con las cepas bacterianas en estudio fueron colocadas en la estufa a 45°C
durante 5 dias. Se observo si existia 0 no crecimiento.

11.3. Crecimiento a pH de 5.7

El medio PDA se ajustd al pH de 5.7 utilizando soluciones de NaOH 1M y HCl IM, para
posteriormente vaciarlo en cajas de Petri. Las placas asi obtenidas se inocularon con las
cepas bacterianas en estudio y se pusieron a incubar a 30°C por 48 horas.

11.4. Crecimiento en NaCl 3% y NaCl 7%

Se prepard caldo nutritivo para obtener medio con 3g de NaCl /100 ml de agua y 7g de
NaCl/ 100 ml de agua (Apéndice 2). Se incubo a 30°C por 2 dias.
La turbidez del medio indica el crecimiento bacteriano.

11.5. Hidrélisis de almidon

Las cepas bacterianas en estudio se inocularon en placas de agar-almidon (Apéndice 2) y se
incubaron a 30°C por 5 dias. Después de este tiempo, se inundaron con una solucion de
lugol e hidroxido de potasio. Una prueba positiva se demuestra por la presencia de zonas sin
color alrededor de la colonia, lo que indica la hidrolisis del almidon.

11.6. Posicion de la endospora

Se resuspendieron las colonias bacterianas en agua destilada. Una gota de cada suspension
fue colocada sobre un extremo del portaobjetos, el cual se inclindé hasta que la gota se seco
al aire. Para si observacion se hizo la tincion del extendido usando el verde de malaquita
durante 10 minutos, y como colorante de contraste la safranina por 15 segundos (Apéndice
2). Luego se lavo con agua y se dejo secar al aire.

Los cuerpos bacilares se tifien de rojo-anaranjado y las esporas de verde.

11.7. Reduccion de nitratos

Se inocularon las tres cepas bacterianas en estudio en un medio a base de extracto de carne y
peptona en tubos de ensaye que contenian a su vez tubos de Durham. Después de incubar a
30°C por 24 horas, se afiadieron 4 gotas de los reactivos A y B a cada tubo (Apéndice 2).
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El desarrollo de un color rojo tras agregar los reactivos sefialados indica la presencia de
nitritos y representa una reaccion positiva para la reduccion de nitratos.

11.8. Tincion de Gram

La tincion de Gram se realizo utilizando colonias bacterianas de 24 horas. Una o dos asadas
de las colonias crecidas en ese tiempo se suspendieron en 3 ml de agua destilada estéril en un
tubo de ensaye. Enseguida se procedio a colocar una gota de la suspension en un extremo de
un portaobjetos el cual se inclindé para que la gota fuera deslizandose a lo largo del mismo.
Se secO ligeramente a la flama. Una vez seca la extension se cubrié con cristal violeta
durante un minuto. Se enjuagd con agua corriente y se afladio lugol durante otro minuto. Se
enjuagd de nueva cuenta con agua. Posteriormente se decoloro con alcohol (30 segundos),
se lavo ligeramente y contrastd con safranina durante unos 10 segundos. Se terminé lavando
con agua y secando al aire (Apéndice 2).

Las células Gram-positivas adquieren un color purpura mientras que las células Gram-
negativas se tifien de anaranjado-rojizo.

11.9. Utilizacion del citrato

Para esta prueba fue necesario tomar colonias de las cepas en estudio e inocularlas en el
medio citrato de Simmons (Apéndice 2) contenido en tubos con agar inclinado. Se
incubaron a 30°C por 48 horas.

El desarrollo de un color azul intenso después del tiempo de incubacion indica una prueba
positiva y revela que el microorganismo en estudio ha sido capaz de utilizar el citrato
contenido en el medio.

11.10. Produccion de acidos a partir de carbohidratos

Para comprobar la formacion de acidos a partir de carbohidratos se preparo base de caldo
rojo fenol (Apéndice 2), vaciandose en tubos de ensaye con campanas de Durham para: la
produccion de gas. Por otra parte se elaboraron seis soluciones azucaradas de los
carbohidratos: lactosa, arabinosa, xilosa, ramnosa, celobiosa y manitol al 1% que fueron
pasadas por filtros milipore antes de vaciar a los tubos de ensaye con caldo rojo fenol.

El medio base rojo fenol cambia a color amarillo cuando la bacteria fermenta el azicar
probada.

11.11. Prueba de oxidacion-reduccion (OF) (medio de Hugh y Leifson)

La produccion de acidos a partir de la degradacion oxidativa de la glucosa se puede detectar
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con medios sensibles de éxidofermentacion como el de Hugh y Leifson. En éste la cantidad
de proteinas se encuentra disminuida y la de carbohidratos aumentada si se compara con
medios de fermentacion de hidratos de carbono comunes. Esta menor relacion proteinas-
carbohidratos reduce la formacion de aminas alcalinas que pueden neutralizar las pequeiias
cantidades de acidos derivados del metabolismo oxidativo. Por ultimo, la consistencia
semisolida del agar permite que los dcidos formados en la superficie se difundan por todo el
medio, facilitando la visualizacion del viraje del indicador de pH azul de bromotimol del azul
al amarillo.

Al medio de Hugh y Leifson se le agrego la solucion de glucosa (Apéndice 2) y se vacio en
tubos de ensaye esterilizados. Se inocularon dos tubos con cada cepa bacteriana y a uno de
ellos se le adiciondé inmediatamente 2 ml de aceite mineral para propiciar condiciones de
anaerobiosis en el medio.

Se incubaron los tubos a 30°C durante 48 horas.

11.12. Prueba de Voges-Proskauer (V-P)

En esta prueba se determina el acetilmetilcarbinol (acetoina) formado en el medio por la
accion del metabolismo bacteriano por el tratamiento con hidroxido de potasio y en
presencia de oxigeno atmosférico.

En tubos de ensaye con 3 ml de caldo V-P (Apéndice 2), se incubaron las cepas bacterianas
durante 48 horas a 30°C. Al finalizar este periodo, se transfirié un mililitro de cada tubo a un
tubo de ensaye limpio afiadiendo luego 0.6 ml de a—naftol al 5% y 0.2 ml de KOH al 40 5.

Se agitoé cuidadosamente para exponer el medio al oxigeno atmosférico y se dejo reposar
por 15 minutos.

Pasado el tiempo sefalado y en una prueba positiva, se observa un cambio del color propio
del medio al rojo, lo que revela la presencia de diacetilo, producto de oxidacion de la
acetoina.

11.13. Leche tornasolada (prueba de Litmus)

La fermentacion de la lactosa, la hidrélisis de la caseina y la reduccién del tornasol se
determinaron con esta prueba.

En tubos con leche tomasolada (Apéndice 2), se inocularon las tres cepas en estudio
dejandose incubar a 30°C por 48 horas. Después de este tiempo se revisaron los tubos y se
anotaron los resultados. En una prueba positiva la tonalidad tornasol cambia a un color rojo
rosado (fermentacion de la lactosa) e inclusive, puede presentarse como una leucobase
(reduccion del tornasol). La hidrolisis de la caseina se manifiesta por una aclaracion acuosa
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del medio causada por la digestion del precipitado formado y las proteinas de la leche, por
las enzimas proteoliticas.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Evaluacién de Ia patogenicidad de los aislamientos de 8. sclerotiorum

Para este ensayo fueron utilizadas semillas de girasol de la variedad Peredovick, que
alcanzaron un 96% de germinacion.

A los diez dias de haber sembrado 150 semillas de girasol en tres macetas, segun el Inciso
II1. 2. de Materiales y Métodos, se procedié a contar el namero de plantulas crecidas en
cada maceta. Se registro también el namero de semillas no germinadas.

En la primera maceta, en donde se habia inoculado S. sclerotiorum aislado del girasol, se
contaron 20 plantulas y 30 semillas sin germinar, lo que dio un porcentaje del 40% de
germinacion.

En la segunda maceta con S. sclerotiorum aislado de la lechuga, también se calculdé un 40%
de germinacion.

En la tercera maceta con 50 semillas de girasol y sin indculo fungico (testigo), el porcentaje
de germinacion fue del 92%.

Como se puede apreciar, tanto el aislamiento de S. sclerotiorum del girasol como el
aislamiento obtenido de la lechuga produjeron el mismo porcentaje de germinacion de las
semillas (40%). El porcentaje restante lo constituyeron las semillas no germinadas. Por los
resultados, se establecio que los dos aislamientos podian ser utilizados indistintamente en
este trabajo. Sin embargo, el aislamiento de S. sclerotiorum del girasol fue sustituido por el
aislamiento de la lechuga cuando se considero que el primer aislamiento tenia mayor tiempo
de ser manipulado en el laboratorio, por lo que podia representar mas adelante, un menor
grado de patogenicidad.

2. Crecimiento en diferentes medios de cultivo
2.1. Crecimiento de las cepas bacterianas en diferentes medios de cultivo

Cada una de las cepas bacterianas con potencialidad de ser antagonicas a S. sclerotiorum se
hicieron crecer en los medios: NBY, CPG, BK y PDA (Inciso III 3.1. de Materiales y
Meétodos).

Comparando el crecimiento de cada una de las cepas bacterianas en los cuatro diferentes
medios de cultivo, se establecié que el medio PDA resulto ser el de mayor utilidad para este
trabajo por permitir un crecimiento mas homogéneo de las colonias bacterianas, mientras
que en medios como el CPG (Fig. 5b) las colonias presentan un crecimiento arborescente,
semejante a una estrella.
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El crecimiento en los diferentes medios fue similar en las tres cepas. De ahi que en la Fig. §
se ilustra s6lo el crecimiento de Bacillus 2 (B2), en los 4 medios de cultivo.

\ Bacillus 2 en medio BK Bacillus 2 en medio PDA
©) @

Figura 5. Cepa bacteriana Bacillus 2 (B2) en diferentes medios de cultivo. 5(a) en NBY .-
5(b) en CPG.- 5(c) en BK y 5(d) en PDA.

2.2. Crecimiento de S. sclerotiorum en diferentes medios de cultivo

Fragmentos de micelio del hongo (de 4mm de diametro) fueron sembrados en los medios
VsA, EMA y PDA (Inciso 111 3.1. de Materiales y Métodos).

Después de 5 dias se comparo el crecimiento de S. sclerotiorum en los tres medios anotados
con los resultados siguientes: El hongo en EMA mostré un crecimiento micelial muy
pegado al medio de cultivo. En este medio se formaron muy escasos esclerocios y de
diferentes tamaiios; el crecimiento en general fue escaso, no llegando a cubrir la superficie
del medio. En VsA el crecimiento también fue escaso, sin llegar a abarcar el maximo
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diametro de 1a placa. En el centro de la colonia fungica se formo6 abundante micelio aéreo y
con escasos esclerocios.

En PDA el micelio abarcé el maximo diametro de la placa (9 centimetros) y con gran
numero de primordios de esclerocios en el borde de la colonia.

Como consecuencia de 1os resultados anotados se opto por utilizar en este trabajo, como
medio general el PDA para el crecimiento de S. sclerotiorum (Fig. 6).

-Figura 6. Sclerotinia sclerotiorum a los 5 dias (izquierda) y 7 dias (derecha) de crecimiento
en PDA. En esta segunda placa se observan primordios de esclerocios.

3. Antagonismo en placa

3.1. Antagonismo entre S. sclerotiorum y las cepas bacterianas, desarrolliandose halos de
inhibicion

A Jos siete dias de haber sembrado en placa a S. sclerotiorum con las tres cepas bacterianas
(Bacillus spp.)en diferentes tiempos (Inciso III 6.1.de Materiales y Métodos), se observoé la

formacion de halos de inhibiciéon (Figura 7) que fueron medidos en cinco puntos distintos
de confrontacion.

En la Figura 7 se muestra que hubo inhibicién del crecimiento de S. sclerotiorum con las
tres cepas bacterianas. Sin embargo, es mis notable la inhibicién con las cepas Bl y B2, en
todos los tiempos, comparada con la cepa B3. También se nota que la cepa Bl fue mas
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eficiente para producir los halos de inhibicién sembrandola dos dias antes de Sclerotinia, si
se compara con las otras dos cepas, probadas en ese tiempo.

A=Bacillus inoculado el mismo dia en el que se sembré Sclerotinia, B=Bacillus inoculado un dia antes de
sembrar Sclerotinia, C=Bacillus inoculado un dia después de sembrar Sclerotinia.

Figura 7. Halos de inhibicién formados con las cepas bacterianas B1, B2 y B3 a tres
diferentes tiempos. 7(a) Halos de inhibicion formados con la cepa Bl.- 7(b) Halos de
inhibicién formados con la cepa B2.- 7(c) Halos de inhibicion formados con la cepa B3.

En la Tabla 5 se anotan los resultados de las mediciones realizadas en los halos de
inhibicion de S. sclerotiorum frente a las tres cepas bacterianas, en diferentes tiempos.

Al realizar el analisis estadistico de varianza (ANDEVA) de los resultados anotados en la
Tabla 5, se demuestra que existen diferencias significativas entre las cepas bacterianas (P =
< 0.0001) y los tiempos de inoculacion probados (P = < 0.0001) (Apéndice 4).

La cepa bacteriana denominada B1, tuvo mayor efecto antagénico que las otras dos cepas
probadas en los tres tiempos anotados. Es decir, al sembrar Bl dos dias antes de
Sclerotinia, el mismo dia y dos dias después de sembrar al hongo.

La cepa B2 se desarrollo casi igual sembrada dos dias antes de Sclerotinia que sembrada al
mismo tiempo. Por lo que se podria considerar para el caso que, si se inoculara dos dias
antes o el mismo dia, esto no afectaria en su grado de inhibicion.
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Tabla 5. Mediciones de halos de inhibicion (cm) producidos entre S. sclerotiorum y las cepas
bacterianas B1, B2 y B3 en tres diferentes tiempos.

HALOS DE INHIBICION
Bacillus inoculado dos dias después de sembrar Sclerotinia (t = 2+)
Distancia antre La colania b y fungice (am) Promedio
(3 madiciones por placs))
Sci/B1 Placa 1 0.3 03 0.2 0.3 0.5 0.51(0.2726)
Placa 2 0.3 0.6 0.9 0.9 0.8
ScV/B2 Placal 0.4 0.3 0.3 0.2 03 0.24(0.0843)
Placa2 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2
Scl/B3 Placal 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2 0.14(0.0516)
Placa2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Bacillus moculado al mismo tlempo que Sclerotinia (t = 0)
ia antre la y fingics (am) Promsdio
(3 madiciona por place)
Sci/B1 Placa 1 1.3 1.1 0.6 1.0 1.4 0.99(0.2514)
Placa 2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7
Scli/B2 Placal 0.8 0.8 0.9 0.8 0.7 0.78(0.0918)
Placa2 0.8 0.9 0.8 0.7 0.6
Sci/B3 Placai 0.5 04 0.5 04 0.5 0.41(0.0875)
Placa2 0.3 0.3 0.5 0.4 0.3
Bacillus inoculado dos dias antes de sembrar Sclerotinia (t = 2-)
Di is aptre la v fungice (an) Promedio
(S madicianes por place)
Scli/B1 Placa 1 1.9 1.8 1.6 1.7 1.8 1.76(0.1264)
Placa 2 1.8 2.0 1.6 1.7 1.7
Scl/B2 Placal 0.8 1.0 0.9 0.8 1.0 0.81(0.1370)
Placa2 0.7 0.6 0.9 0.7 0.7
Scl/B3 Placal 0.7 0.6 0.7 0.7 0.7 0.77(0.2162)
Placa2 0.6 0.5 1.1 1.1 1.0

Scl/B1 = Sclerotinia vs Bacillus 1, ScV/B2 = Sclerotinia vs Bacillus 2; Scl/B3 = Sclerotinia vs Bacillus 3
EL1 valor entre paréntesis, corresponde a la desviacion estandar.

La cepa B3, fue la menos eficiente como antagonica de S. sclerotiorum; en los tres tiempos
probados fue la que presenté menor grado de antagonismo, por lo que no podria
recomendarse para subsecuentes estudios de control bioléogico.

La determinacion del antagonismo por la simple observacion de los halos de inhibicion
puede considerarse una prueba cualitativa (Jiménez-Delgadillo, 1996). La medicion, en
cambio, de los halos de inhibicion formados, se considera una prueba cuantitativa efectiva
(Utkhede y Rahe, 1983) para la determinacion de la actividad antagénica que poseen
algunos microorganismos. Los resultados obtenidos en este ensayo confirman que, en
realidad, pueden realizarse comparaciones de las actividades antagonicas de cepas
bacterianas utilizando los halos de inhibicién como parametros de medicion, y que las cepas
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de Bacillus probadas tienen grados diferentes de inhibicion sobre el crecimiento del hongo
fitopatogeno S. sclerotiorum.

3.2. Efecto fungicida o fungistatico de las bacterias sobre S. sclerotiorum

Después de transcurridos cinco dias de la inoculacion del micelio mas cercano a la colonia
bacteriana y del mas alejado de la misma (Figura 4), segin lo anotado en el Inciso I 6.2.
de Materiales y Métodos, se observd que las cepas bacterianas B1 y B2 tuvieron un efecto
fungistatico mas que fungicida sobre S. sclerotiorum, ya que hubo crecimiento del hongo,
aunque este fue realmente escaso. No sucedid lo mismo con la cepa B3, donde el
crecimiento del hongo fue mucho mayor si se compara con las otras dos cepas (Figura 8).
En los tres incisos de la Figura 8, la placa de la derecha corresponde siempre al testigo.

Por otra parte, es de notar que en la cepa B2 el mayor efecto fungistitico se observa sobre
el micelio mas cercano a la colonia fungica (I), que sobre el micelio mas alejado (E)
(Figura 8b).

En las tres fotografias: La placade lad ha cor de al igo de S. .vclemnorum Laplacadela
izquierda muestra la mitad superior marcada con la letra L, que cc al mas al halode
inhibicién, y la letra E marcada con la mitad inferior, se refiere al mlcello mis alejado del halo.

Figura 8. Efecto fungistitico de las cepas Bl(a), B2(b) y B3(c) de Bacillus sobre S.
sclerotiorum.
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De las tres cepas, la cepa B3 fue la que presento el menor efecto fungistatico por el mayor
crecimiento del micelio de Sclerotinia en contacto con la colonia bacteriana (Figura 8c).

El efecto fungistatico en cepas de Bacillus y especificamente de B. subtilis, ha sido
reportado en trabajos como el de McKeen y colaboradores en 1986 sobre el hongo
fitopatogeno AMonilinia fructicola causante de la enfermedad conocida como "pudricion
café" y el de Fucikovsky y colaboradores de 1989, donde se reportan dos aislamientos de
Bacillus con efecto fungistiatico sobre varios hongos de importancia fitopatologica, dentro
de ellos S. sclerotiorum.

3.3. Antagonismo entre los esclerocios de S. sclerotiorum y las tres cepas bacterianas

Después de 7 dias de incubacion a 28°C, se midieron los diametros de las colonias fingicas
crecidas en las placas con PDA y en donde se habian inoculado las cepas bacterianas
utilizando un anillo metalico (Inciso III 6.3. de Materiales y Métodos) a diferentes tiempos.

Los resultados de esta prueba se anotan en la Tabla 6 donde se observa que los diametros de
las colonias fungicas, provenientes de esclerocios, varian dependiendo del tiempo
transcurrido entre la inoculacion de las cepas bacterianas y la inoculacion del hongo
fitopatogeno.

Asi, los diametros de las colonias de Sclerotinia en general son mayores cuando las bacterias
se inocularon dias después del hongo. Los diametros de las colonias fuingicas van
aumentando conforme van pasando los dias, sin observar un efecto de las cepas bacterianas
sobre dicho crecimiento.

El tiempo le permitié al hongo crecer y a la vez, disminuir el posible efecto antagonico que
podian tener las bacterias sobre el mismo hongo.

Sin embargo, cuando Bacillus se inoculd el mismo dia (al mismo tiempo) que Sclerotinia y
también cuando se inoculé un dia antes del hongo, se observa que Bacillus tuvo un efecto
antagonico sobre el hongo ya que éste no crecio. El valor dado de 0.4 cm corresponde al
diametro promedio del esclerocio inoculado inicialmente. Se obtuvo el mismo resultado con
las tres cepas bacterianas probadas.

En este ensayo no hubo un efecto antagonico significativo de Bacillus sobre el crecimiento
de Sclerotinia (P = 0.531) cuando las cepas bacterianas se inocularon dias después del
hongo. Sin embargo, cuando las bacterias se inocularon en la placa el mismo dia que
Sclerotinia o un dia antes, el crecimiento del micelio fue nulo. El tiempo de inoculacion de la
bacteria, antes de sembrar el hongo, fue un factor determinante para que se observara un
efecto antagonico sobre éste (P = < 0.001) (Apéndice 5a).
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Tabla 6. Diametros de colonias de S. sclerotiorum, proveniente de esclerocios, inoculando a

Bacillus a diferentes tiempos.

Sci/B Diametro de colonia fungica ( cm) Promedio
Bacillus inoculado dos dias de sembrar Sclerotinia (¢ = 2+)

P11 1.2 1.2 1.2

ScIB1 P12 1.4 1.4 1.4 1.36(0.1322)
M3 1.5 1.5 1.5
M1 1.1 1.1 1.1

Scl/B2 2 1.4 1.4 1.4 0.96(0.4344)
P13 0.4 0.4 0.4
P11 1.1 1.1 1.1

ScI/B3 P12 23 23 2.3 1.63(0.5291)
Pi3 1.5 1.5 1.5

Bacillus inoculado un dia después de sembrar Sclerotinia (t = 1+)

P11 0.4 0.4 0.4

Sci/B1 P12 0.7 0.7 0.7 0.50(0.1500)
PM3 0.4 0.4 0.4
Pl1 0.4 0.4 0.4

Scl/B2 P2 0.4 0.4 0.4 0.63(0.3500)
P13 1.1 1.1 1.1
P11 0.6 0.6 0.6

Sci/B3 P12 0.4 0.4 0.4 0.46(0.1000)
Pi3 0.4 0.4 0.4

Bacillus inoculado ¢l mismo dia de sembmr Sclerotinia (1 = 0)

Pitl 0.4 0.4

Sci/B1 P12 0.4 0.4 0.4 0.40(0.0000)
P13 0.4 0.4 0.4
M1 0.4 0.4 0.4

Sci/B2 M2 0.4 0.4 0.4 0.40(0.0000)
P13 0.4 0.4 0.4
Pl 0.4 0.4 0.4

Sci/B3 P2 0.4 0.4 0.4 0.40(0.0000)
P13 0.4 0.4 0.4

Bacillus inoculado un dia antes de sembrar Sclerotinia (¢ = 1-)

P11 0.4 0.4 0.4

Scli/B1 P12 0.4 0.4 0.4 0.40(0.0000)
P13 0.4 0.4 0.4
P11 0.4 0.4 0.4

Sc/B2 P12 0.4 0.4 0.4 0.40¢0.0000)
M3 0.4 0.4 0.4
M1 0.4 0.4 0.4

Scl/B3 P12 0.4 0.4 0.4 0.40(0.0000)
M3 0.4 0.4 o4

Scl/B1 = Sclerotinia vs Bacillus 1; ScU/B2 = Sclerotinia vs Bacillus 2: ScUUB3 = Sclerotinia vs Bacillus 3

P11 = placa 1; P1 2 = placa 2; P1 3 = placa 3.
3 de a la desviacion estindar.

E! valor entre pa:

cor

{2
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Al mes de mantener en refrigeracion a 3°C las placas donde aparentemente no habia crecido
el hongo (cuando Bacillus se sembrd el mismo dia y un dia antes de Sclerotinia), sobre el
fragmento inicial inoculado, se presento crecimiento de micelio aéreo. Con esta observacion,
se confirma el efecto fungistatico de Bacillus sobre Sclerotinia. Este crecimiento del
micelio, en muchas ocasiones, llego hasta la tapa de la caja de Petri, pero nunca sobrepaso el
diametro del fragmento (en este caso, del esclerocio) inoculado inicialmente.

3.4. Antagonismo entre el micelio de S. sclerotiorum y las tres cepas bacterianas

Con este ensayo, similar al anterior, se intentd conocer cual era la estructura fingica mas
idonea para la prueba; esto es, si era mejor utilizar el micelio de S. sclerotiorum o era mis
recomendable usar esclerocios.

Si se comparan los resultados de este ensayo (Tabla 7) con los resultados de la Tabla 6, se
evidencia que, en general, los diametros de las colonias fungicas producidas por el micelio,
tendieron siempre a ser mayores que los diametros de las colonias fingicas provenientes de
los esclerocios.

El analisis estadistico (Apéndice 5b) comprueba que el crecimiento del micelio en este
ensayo, no se vio influido por las cepas bacterianas probadas (P = 0.0079), y que existio un
efecto antagénico por Bacillus cuando las bacterias se inocularon un dia antes de S.
sclerotiorum (P = < 0.0001).

El analisis estadistico, donde se comparan el esclerocio y el micelio (Apéndice 6), establece
que el utilizar esclerocios es mejor que hacerlo con el micelio (P = < 0.0001) debido,
probablemente, a que el crecimiento del micelio a partir de estas estructuras es mas lento, lo
que daria a su vez mas tiempo para que los antibiéticos generados por las bacterias
antagonicas se difundieran en el medio de cultivo y asi observar con mayor claridad su
efecto antagoénico.

4. Antagonismo utilizando extractos bacterianos

Cinco dias después de haber incubado a 28°C a S. sclerotiorum en las placas, con dos
concentraciones del extracto bacteriano y a tres tiempos distintos (Inciso III 7. de Materiales
y Métodos), se procedié a medir el crecimiento de las colonias fingicas.

Los diametros de las colonias fungicas crecidas a diferentes concentraciones y tiempos se
anotan en la Tabla 8.

Se hace notar que a los cinco dias todas las placas consideradas testigo, presentaban buen
crecimiento del micelio de Sclerotinia (nueve centimetros de diametro) con el desarrollo de
primordios de esclerocios.
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Tabla 7. Diametros de colonias de S. sclerotiorum, proveniente de micelio, inoculando a

Bacillus a diferentes tiempos.

ScllB Diametro de la colonia fungica (centimetros’ Promedio
Bacillus inoculado dos dias de sembrar Scler t=2+)

P11 3.6 3.6 3.6

Sci/B1 Pl2 3.6 3.6 3.6 3.60(0.0000)
P13 36 3.6 36
Pl 1 4.0 4.0 4.0

Sci/B2 P12 4.2 4.2 4.2 4.10(0.0866)
P13 4.1 4.1 4.1
Pl 1 34 34 3.4

Scli/B3 P12 3.6 3.6 36 3.53(0.1000)
P13 3.6 36 3.6

Bactllus inoculado un dia después de sembrar Sclerotinia (8 = 1+H)

Pl 1 2.2 2.2 22

Sci/Bl P12 2.0 2.0 2.0 2.33(0.3605)
P13 28 28 28
Pl 2.4 2.4 2.4

Scl/B2 P12 2.8 2.8 28 2.53(0.2000)
P13 24 24 2.4
P11 1.9 1.9 1.9

Scl/B3 Pl2 2.2 2.2 2.2 2.03(0.1322)
P13 2.0 2.0 2.0

Bacillus inoculado al mismo tiem Sclerotinia (&t = 0)

P11 0.6 0.6 0.6

Sci/B1l P12 04 0.4 0.4 0.46(0.1000)
P13 0.4 0.4 0.4
Pl 0.8 0.8 0.8

Scl/B2 Pl 2 1.1 1.1 1.1 0.76(0.3041)
P13 0.4 0.4 0.4
Pl1 1.1 1.1 1.1

Scl/B3 P12 1.1 1.1 1.1 1.06(0.0500)
P13 1.0 1.0 1.0

Bacillus inoculado un dia antes de sembrar Sclerotinia (t = 1)

Pl 04 0.4 0.4

Sci/B1 P12 04 0.4 0.4 0.40(0.0000)
P13 0.4 0.4 0.4
P11 0.4 0.4 0.4

Scl/B2 P12 0.4 0.4 0.4 0.40(0.0000)
P13 04 0.4 0.4
Pl 0.4 0.4 0.4

Sci/B3 P12 0.4 0.4 0.4 0.40(0.0000)
Pl 3 0.4 0.4 0.4

Scl/B1l = Sclerotinia vs Bacillus 1; Scl/B2 = Sclerotinia vs Bacillus 2; ScI/B3 = Sclerotinia vs Bacillus 3
P11 = placa 1; P1 2 = placa 2; P1 3 = placa 3.

pry

El valor cntre paré

cor

a la desviacion estandar.
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Tabla 8. Diametros de colonias fungicas de S. sclerotiorum a diferentes concentraciones y
tiempos de los extractos bacterianos probados.

Diametro de colonia fungica (cm) (12 horas)
Cepas Concentracion baja Concentracion alta
7.5 34
B1 1.0 4.5
1.0 04
Promedio 3.1(3.7527) 2.7(2.1221)
9.0 2.7
B2 9.0 3.0
9.0 2.0
Promedio 9.0(0.0000) 2.5(0.513D
9.0 6.0
B3 9.0 9.0
9.0 9.0
Promedio . 9.0(0.0000) 8.0(1.7320)
Diametro de colonia fingica (cm) ( 24 horas)
Cepas Concentracion baja Concentracién alta
04 04
B1 0.4 0.4
0.4 04
Promedio 0.4(0.0000) 0.4(0.0000)
2.0 04
B2 6.0 04
7.0 04
Promedio 5.0(2.6457) 0.4(0.0000)
8.0 25
B3 8.0 25
6.5 1.0
Promedio 7.5(0.8660) 2.0(0.8660)
Diametro de colonia fungica (cm) (48 horas)
Cepas Concentracion baja Concentracion alta
35 0.4
B1 0.4 04
0.4 04
Promedio 1.4(1.7897) 0.4(0.0000)
04 04
B2 0.4 04
2.0 04
Promedio 0.9(0.9237 0.4(0.0000)
4.0 04
B3 04 0.4
0.5 04
Promedio 1.6(2.0502) 0.4(0.0000)
Bl = Bacillus 1; B2 = Bacillus 2; B3 = Bacillus 3
El valor cntre paré is, corresponde a la desviacion estindar.
-
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El analisis estadistico de varianza, indica que existieron diferencias significativas entre las
cepas bacterianas (P = < 0.0001), entre las concentraciones probadas (P = < 0.0001), asi
como entre los diferentes tiempos ensayados (P = < 0.0001) (Apéndice 7).

Las tres cepas bacterianas probadas presentan diferente efecto antagonico sobre S.
sclerotiorum. La cepa B1, como en los ensayos anteriores, fue la cepa con mayor grado de
antagonismo a S. sclerotiorum. En cuanto a la cepa B3, ésta tuvo el menor grado de
antagonismo en todos los casos.

Es de hacer notar que el menor efecto antagonico se dio, como era de esperarse, a las
menores concentraciones de los extractos bacterianos de las tres cepas. En general, en las
concentraciones bajas S. sclerotiorum crecié mas que en las concentraciones altas.

En relacion con los tiempos probados (12h, 24h y 48 horas) también existen diferencias
significativas. El efecto antagonico fue mayor (medido por el menor diametro de colonias
fungicas) a mayor tiempo de crecimiento bacteriano (48 horas de agitacion). Lo mismo
acontecio en las tres cepas bacterianas estudiadas.

Después de 10 dias de iniciado el ensayo, se observo un mayor crecimiento del hongo, sobre
todo en aquéllas placas rotuladas de 12 horas. El hongo a ese tiempo presento buen
crecimiento, con un micelio blanco cubriendo toda la superficie de la placa y, en general,
desarrollo de primordios de esclerocios. Solamente en las placas de mayor concentracion de
extracto de la cepa B1 no se formaron esclerocios (Figura 9).

Con estos resultados, nuevamente se enfatiza la accion fungistatica de las cepas probadas, al
menos, por lo que respecta a los extractos provenientes de cultivos de tan solo 12 horas de
crecimiento.

A los 10 dias, y en relacion con las placas de 24 horas, se observé el crecimiento de un
micelio escaso y ralo, pero sin formacion de esclerocios en las dos concentraciones de las
cepas B2 y B3. Por otra parte, la cepa B1 a este tiempo y en las dos concentraciones,
presenté efecto fungicida debido a que no hubo crecimiento de S. sclerotiorum (Figura 9).

Por ultimo, en las placas rotuladas de 48 horas, sOlo en las bajas concentraciones de extracto
de las cepas B2 y B3 se presenté un crecimiento ralo del micelio y sin formacion de
esclerocios. En la cepa Bl y en las altas concentraciones de extracto de las cepas B2 y B3, el
hongo no formoé micelio ni desarrollo esclerocios (Figura 9).

La accion fungicida de las tres cepas bacterianas estudiadas es muy notoria en las altas
concentraciones del extracto y al tiempo de 48 horas.

Por lo que respecta al efecto de la temperatura sobre los extractos crudos se comprobé que
la sustancia o sustancias antagonicas que producen las cepas de Bacillus estudiadas, son
termotolerantes debido a que sus extractos crudos fueron esterilizados al calor antes de
confrontarlos con el hongo en cuestion. Ademais, esta esterilizacion se hizo en dos
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ocasiones, una, al esterilizar los cultivos despu¢s de haber cumplido los tiempos de 12h,
24h y 48 horas. La otra esterilizacion se realizé después de mezclar los extractos crudos
esterilizados con el medio PDA no solidificado, para posteriormente vaciar en las cajas de
Petri (Inciso 111 7. de Materiales y Métodos).

T = Testigos; 15B3 y 69B3 concentracion baja y alta del extracto crudo de 1a cepa B3; 15B2 y 69B2
concentracién baja y alta del extracto crudo de la cepa B2; 15B1 y 69B1 concentracion baja y alta del extracto
crudo de la cepa B1; 12h, 24h y 48h cosresponden al tiempo en homs del crecimiento bacteriano.

Figura 9. Diametros de las colonias fungicas creciendo en dos concentraciones de extracto
crudo bacteriano y tres diferentes tiempos.

S. Viabilidad de los esclerocios en ¢l laboratorio

En este ensayo, se probo el efecto de las cepas de Bacillus sobre la germinacion de los
esclerocios, a diferentes tiempos, segun la técnica anotada en el Inciso III 8. de Materiales y
Meétodos.

La viabilidad de los esclerocios después de mantenerlos en cultivo bacteriano sumergido
durante una hora, 12 h, 24h, 48h, 7 dias, 1 mes y 2 meses se anota en la Tabla 9.

Al transcurrir los tiempos anotados, la viabilidad de los esclerocios se determiné al
colocarlos en medio PDA para su germinacion.

Las cepas bacterianas estudiadas, se comportaron de manera similar en cuanto al efecto
sobre la viabilidad de los esclerocios. Las tres cepas inhibieron ¢l desarrollo de los
esclerocios desde las 48 horas. En los cultivos sumergidos por 7 dias, un mes y dos meses,
los esclerocios no presentaron desarrollo de micelio.
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Existieron diferencias con los testigos desde las 48 horas. En ese tiempo de exposicion los
esclerocios de los testigos si fueron viables, mientras que los esclerocios provenientes de los
cultivos sumergidos bacterianos ya no germinaron. Lo mismo acontecio con los esclerocios
de los testigos de 7 dias.

Tabla 9. Efecto de las cepas bacterianas Bl, B2 y B3 en cultivo sumergido sobre la
viabilidad de los esclerocios de S. sclerotiorum.

TIEMPO CEPAS BACTERIANAS TESTIGO
B1 B2 B3
1h Viables viables viables viables
12h Viables viables viables viables
24h Viables viables viables viables
48h no viables no viables no viables viables
7 dias no viables no viables no viables viables
1 mes no viables no viables no viables No viables.
Sélo viables los
esclerocios de la
2° generacién
2 meses no viables no viables no viables No viables.
Sélo viables los
esclerocios de 1a
2°generacién |

En los matraces que no tenian indculo bacteriano (testigo) con uno y dos meses, los
esclerocios llegaron a formar micelio que posteriormente dio origen a una segunda
generacion de esclerocios. Al transferir los esclerocios al medio PDA, los que fueron
inoculados inicialmente ya no germinaron (no fueron viables), mientras que los esclerocios
de la segunda generacion resultaron viables.

Desde las 48 horas se observo un efecto antagonico de las cepas bacterianas sobre’ la
viabilidad de los esclerocios.

Con este ensayo se demostro el efecto antagonico de las cepas B1, B2 y B3, sobre la
germinacion de los esclerocios de S. sclerotiorum a partir de las 48 horas. Se observé que el
tiempo de exposicion de las bacterias sobre los esclerocios es determinante en la viabilidad
de los mismos. En los cultivos bacterianos sumergidos de 48 horas, 7 dias, un mes y dos
meses, los esclerocios no germinaron, mientras que en los matraces testigo los esclerocios
germinaron, desarrollaron micelio y éste, a su vez, formo una segunda generacion de
esclerocios.
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El antagonismo de Bacillus, evidenciado por la falta de viabilidad en los esclerocios de S.
sclerotiorum, es atribuido a la produccion de antibiodticos desde las 48 horas del cultivo
bacteriano, que inhibieron la germinacion de los esclerocios.

En relacion con la produccion de antibidticos por Bacillus, Brathwaite, en 1978, reporta
que la inhibicion de la germinacion, crecimiento y produccion de los esclerocios de
Sclerotium rolfsii en el suelo, se atribuyo a antibioticos de Bacillus subtilis.

6. Preparacién del suelo para estudios de invernadero

La preparacion del suelo se realizé segun lo seilalado en el Inciso III 4. de Materiales y
Meétodos.

Como se indicd, el suelo antes de ser utilizado para el estudio de invernadero, se tindalizé a
115°C por 60 minutos, para disminuir la carga microbiana que pudiera interferir en dicho
estudio.

En este proceso, donde se utiliza el vapor como un tratamiento selectivo de calor, se
eliminan los fitopatogenos del suelo sin destruir algunos de los microorganismos saprofitos
antagonistas residentes (en particular las bacterias y actinomicetos) (Olsen y Baker, 1968).

7. Antagonismo de las cepas bacterianas sobre Sclerotinia sclerotiorsm en condiciones
de invernadero ’

7.1. Efecto antagénico de las cepas bacterianas sobre S. sclerotiorum en la germinacion de
las semillas de girasol.

A los ocho dias de haber sembrado las semillas de girasol (Inciso IITI 9.1. de Materiales y
Meétodos), se procedio a contar el nimero de semillas germinadas.

La germinacion de las semillas ocurriéo en todas las macetas a los ocho dias de sembrar;.el
numero de plantulas por maceta se reporta en la Tabla 10.

Al analizar los resultados se advierte que no existieron diferencias significativas entre los
tratamientos con y sin Sclerotiniia (P = 0.108), ni entre las cepas y el testigo (P = 0.206), por
lo que se puede afirmar que las cepas bacterianas no tuvieron ningun efecto en el desarrollo
de S. sclerotiorum; pero tampoco el hongo fitopatogeno influyé en la germinacién de las
semillas de girasol (Apéndice 8).
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Tabla 10. Numero de plantulas de girasol en las 40 macetas.

Maceta Plantulas Maceta | Plantulas Maceta Plantulas Maceta Plantulas
1 25 11 25 21 22 31 22
2 23 12 25 22 25 32 23
3 25 13 24 23 21 33 23
4 22 14 22 24 24 34 23
5 23 18 25 28 23 35 25
6 23 16 25 26 23 36 23
7 22 17 23 27 24 37 23
8 25 18 23 28 24 38 21
9 22 19 23 29 23 39 21

10 24 20 23 30 23 40 22

Los resultados del nulo efecto antagonico de las especies de Bacillus sobre S. sclerotiorum,
permite especular sobre la posibilidad de que dicho efecto quizas se podria haber observado
si se hubiera agregado al suelo mayor cantidad de indculo bacteriano, antes de sembrar las
semillas de girasol. De tal manera que cuando comenzara la germinacion de las semillas, las
bacterias ya hubieran tenido influencia en la viabilidad del hongo fitopatogeno, aunque esta
influencia se viera hasta la madurez de las plantas.

7.2. Efecto antagonico de las cepas bacterianas sobre S. sclerofiorum en la madurez de las
plantas de girasol

A los diez dias de registrar el namero de plantulas por maceta (Tabla 10), se eliminaron las
plantulas necesarias para dejar solo diez en cada maceta. De éstas, se eligieron por sorteo
cinco plantulas que se dejaron ahi hasta terminar el ensayo (Inciso III 9.2. de Materiales y
Meétodos). A partir de esa fecha, se fue observando el desarrollo de pequeflos esclerocios
oscuros y superficiales en las macetas inoculadas con S. sclerotiorum.

En una de las macetas testigo, inoculada tan solo con S. sclerotiorum, se hallé una pléntﬁla
caida e invadida con micelio y dos esclerocios. La plantula habia alcanzado 12 centimetros
de altura. Este fue el Gnico caso donde se observo crecimiento miceliogénico del hongo en
cuestion.

El desarrollo de apotecios sobre esclerocios superficiales o semienterrados en el suelo, se
inicio casi al mes de haber sembrado las semillas de girasol. Los apotecios crecian en grupos
o solitarios, llegando a medir tres centimetros en promedio.

Mensualmente se registraba el nimero de apotecios en las macetas inoculadas con S.
sclerotiorum. Ningun apotecio se desarrollé en las macetas de los tratamientos (Tabla 3) sin
Sclerotinia.

"
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En la Tabla 11 se anota el namero de apotecios por maceta registrado durante cuatro meses.

Como se puede observar, el numero de apotecios vario en el tiempo y segun el tratamiento.
En el mes de noviembre se produjo el mayor nimero de ascocarpos en todos los
tratamientos con S. sclerotiorum. En particular, fue en el tratamiento 2 (testigo) donde se
observé el mayor nimero de apotecios por mes, a excepcion del tratamiento 6 (cepa B2 con
Sclerotinia) (Tabla 3) donde, precisamente, en el mes de noviembre se presenté el mayor
nimero de apotecios.

Tabla 11. Registro mensual promedio del numero de apotecios por tratamiento.

Tratamiento Septicmb Octubre Noviemb Enecro
1 [} o [ [0
2 [1] 21 130 70
3 o (1] (1] (1]
4 o 15 96 37
£ [i} 1] (1) 0
6 o 18 171 30
7 o o (1] (1]
8 o 1 68 2s

Se hace notar gue en el tratamiento 8 (cepa B3 con Sclerotinia), se tuvo un menor namero
de apotecios en todos los meses, en comparacion con los demas tratamientos.

En la Figura 10 se observa como se fue presentando la marchitez en los girasoles a través
del tiempo, en los ocho tratamientos. Por ejemplo, desde el mes de octubre se inicié la
marchitez en plantas del tratamiento 2 (s6lo con Sclerotinia). Sin embargo, la marchitez
generalizada comenzo en el mes de diciembre, cuando macetas inoculadas con las cepas
bacterianas y Sclerotinia, ademas del testigo (tratamientos 2, 4 y 8) presentaron un gran
namero de plantas marchitas. La excepcion fue observada en el tratamiento 6 (B2 mas
Sclerotinia), donde hubo menor cantidad de plantas marchitas, si se compara con el testigo.

También se observé una cierta correlacion entre el nimero de apotecios y el grado de
marchitez presente en las plantas. Cuando el mayor nimero de apotecios se observaba en el
mes de noviembre, un mayor numero de plantas marchitas se presentaba justo al siguiente
mes. Se puede decir que las condiciones ambientales fueron adecuadas para la germinaciéon
de las ascosporas en las plantas, lo que fue causa de su marchitez. Esta correlacion no es
valida con el tratamiento 6 (B2 con Sclerotinia) porque aiun y cuando se presentan un gran
namero de apotecios, hubo solamente una planta marchita al siguiente mes.

En la Figura 11 se incluye el nimero de plantas marchitas por tratamiento para los dos
ultimos meses. Como se puede apreciar en ¢l mes de diciembre, el mayor nimero de plantas

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




47

- septiembre
& octubre

I noviembre
0 diciembre
B enero

Figura 10. Numero de plantas marchitas de girasol de septiembre a enero en los ocho
tratamientos.

2 diciembre
B enero

Figura 11. Numero de plantas marchitas en los dos ultimos meses en los ocho tratamientos.
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marchitas se presenté en los tratamientos con Sclerotinia. Sin embargo, al comparar el
tratamiento 2 (inoculado s6lo con el hongo) con los tratamientos 4 y 8, se observé un
aumento de plantas marchitas en estos ultimos, pero una disminucién del numero de plantas
marchitas en el tratamiento 6 correspondiente a las macetas inoculadas con la cepa B2 y el
hongo Sclerotinia.

En el mes de enero se extrajeron las plantas de las macetas y se procedi6é a analizar sus
raices, tallos y recepticulos florales.

Al revisar las raices se encontré pudricion seca y, en ocasiones, desarrollo de esclerocios en
el cuello de las plantas. Tales esclerocios fueron gruesos, oscuros y amorfos, pareciendo
formar en ocasiones una sola estructura rodeando la base del tallo.

Algunos de los tallos presentaban esclerocios en su interior, a la vez que un micelio blanco
y algodonoso. Los esclerocios en esta ocasion fueron muy largos (hasta 1 centimetro) y
delgados, del mismo grosor del tallo. Se ubicaban hasta 10 centimetros por arriba de la
superficie del suelo.

El nimero de esclerocios por tratamiento se anota en la Figura 12.

No. de esclerocios

1 2 3 4 5 6 7 8
Tratamisntos

Figura 12. Numero de esclerocios hallados en las plantas en los ocho tratamientos.

De los receptaculos florales se aislé a S. sclerotiorum, colocando pequefias porciones de los
mismos, previamente lavados y desinfectados, en placas de PDA.

No se realiz6 andlisis estadistico de la longitud de las plantas debido a que hasta el

momento de sacarlas de las macetas, casi todas presentaban la misma altura, siendo esta de
noventa centimetros aproximadamente.
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Al respecto, aunque se ha reportado que algunos aislamientos de Strepromyces y de Bacillus
spp. han funcionado como promotores de crecimiento (Utkhede y Rahe, 1980), en este
trabajo no se observo ninguna diferencia entre el tamafio de las plantas inoculadas con
Bacillus de las plantas sin inGculo bacteriano.

Como se puede apreciar por los resultados del ensayo en el invernadero, no se hallé efecto
antagonico de las cepas bacterianas sobre el hongo Sclerotinia sclerotiorum. Varias
pudieron ser las causas de tales resultados. Una de ellas consistié en la forma de inoculacion
de las bacterias; quizas si se hubiera realizado una bacterizacion de las semillas de girasol,
antes que integrar a las bacterias directamente al suelo, se podria haber estado con mayor
posibilidad de inhibir el desarrollo del hongo. Sin embargo, esto no se realizé para imitar las
condiciones en las que las bacterias se encuentran normalmente en la naturaleza.

Por la misma razén, no se prefirio la inoculacion del hongo utilizando esclerocios embebidos
en los caldos bacterianos, aunque esta técnica pudiera haber resultado efectiva considerando
los resultados de viabilidad de los esclerocios.

El tamaiio del indculo bacteriano agregado al suelo, pudo haber sido en mayor cantidad, lo
que debera considerarse en estudios semejantes. Al respecto, Aranda y Fucikovsky (1996)
reportaron que al aplicar B. subtilis (1.5 X 10 cel/m! ) semanalmente a una dosis de 100 ml
en macetas de 5 Kg con suelo esterilizado y sembrado con tubérculos de dos variedades de
papa e inoculadas con fitopatogenos (dentro de ellos Sclerotinia sp.), hallaron diferencias
significativas para los parametros evaluados; nimero de tubérculos producidos y peso de los
mismos. No asi para la variable talla de los tubérculos.

Al encontrarse las bacterias en desventaja en cuanto a la densidad de inoculo, la cantidad de
sustancias antibioticas producidas en el suelo quizas no fueron suficientes para inhibir el
crecimiento del micelio y el subsiguiente desarrollo de los esclerocios. Los esclerocios, a su
vez, formaron apotecios. Sin embargo, el numero de apotecios en los tratamientos
inoculados con B1 y B3 resulté menor que el nimero de apotecios en el tratamiento testigo.

8. Curvas de crecimiento de las cepas bacterianas utilizadas en el estudio

Esta parte del trabajo tuvo la finalidad de conocer principalmente el tiempo en el que las
bacterias en estudio llegaban a la fase estacionaria donde normalmente se producen los
antibioticos, metabolitos secundarios inhibidores de desarrollo microbiano.

Por otro lado, se conoce que las bacterias formadoras de endosporas (como es el caso de
Bacillus) producen toxinas que inhiben el desarrollo de otros microorganismos, y la
produccion de estas endosporas la hacen después de que el cultivo ha entrado a la fase
estacionaria (Brock y Madigan, 1993).

El realizar las curvas de crecimiento de las bacterias en estudio, permitié establecer los
tiempos apropiados de utilizacion de las mismas como antagonicas de S. sclerotiorum.

o
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En la Figura 13 se representan las curvas de crecimiento de las bacterias usadas durante el
estudio.
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Figura 13. Curvas de crecimiento de las cepas bacterianas Bl, B2 y B3.

Las tres cepas bacterianas de Bacillus presentaron curvas de crecimiento similares. Como
se observa, después de las 24 horas el crecimiento tiende a disminuir y a las 48 horas el
crecimiento bacteriano se encuentra en la fase estacionaria.

La formacion de los antibidticos responsables de la actividad antagénica de las cepas Bl,
B2 y B3 después de las 48 horas, se reafirma con los resultados obtenidos en los ensayos in
vitro de los halos de inhibiciéon, extractos bacterianos y viabilidad de los esclerocios en
donde, a las 48 horas, se observan efectos antagonicos sobre S. sclerotiorum.

9. Identificacién de Ias bacterias con propiedades antagdnicas
Para la identificacion de las bacterias utilizadas en este estudio fueron realizadas varias

pruebas bioquimicas, ademas de utilizar el sistema diagnoéstico de identificacion conocido
como API 49 segun lo establecido en el Inciso III 11. de Materiales y Métodos.
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Los resultados de las pruebas bioquimicas para determinar las especies de Bacillus se anotan
en la Tabla 12.

De acuerdo con la prueba de diagnostico API49 utilizada y los resultados de las pruebas
bioquimicas realizadas en el laboratorio, las cepas denominadas Bl y B2 corresponden a la
especie Bacillus subtilis mientras que la cepa B3 pertencce a la especie Bacillus
amyloliquefaciens.

Tabla 12. Pruebas bioquimicas para la identificacion de las cepas de Bacillus.

Bl B2 B3

Tincion de Gram + + +
Posicién de la espora

Central + + +

Crecimi a 45°C + + +

Crecimi apHS5.7 + + +

Crecimiento en NaCl 3% + + +

Crecimiento en NaCl 7% + + +

Red ion de nitratos + + +

Utilizacion de citrato + + -

Crec anaerdbico en caldo - - -

glucosado
Carbohidratos:

Arabi <+ + +

Celobiosa + + +

Lactosa + - +

Manitol + + +

Ramnosa + + +

Xylosa + + -

Prueba V-P + + +

Hidrdlisis de almidén + + +

Leche tomasolada (Litmus) + + +

Las pruebas bioquimicas utilizadas para la identificacion de las cepas de Bacillus fueron
obtenidas de los siguientes autores: (Wolf y Barker, 1968; Schaad, 1988, Harwood, 1989).
Para cada prueba y cada cepa se hicieron tres repeticiones. Los resultados concuerdan con
los citados en Ia bibliografia.
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V. CONCLUSIONES

Dos de los aislamientos de Bacillus fueron identificados como Bacillus subtilis y el tercero
como B. amyloliquefaciens

Las dos cepas de B. subtilis y la cepa de B. amyloliquefaciens probadas en este estudio,
presentaron actividad antagonica sobre S. sclerotiorum in vitro.

La cepa denominada Bl de B. subtilis tuvo el mayor grado de antagonismo en pruebas
especificas in vitro, como la medicion de halos de inhibicion y extractos crudos bacterianos,
comparandola con la cepa B2 de B. subtilis y 1a cepa B3 de B. amyloliquefaciens.

Las cepas de Bacillus subtilis tienen un buen potencial para ser consideradas en estudios de
control de S. sclerotiorum. No se considera 10 mismo para la cepa de B. amyloliquefaciens.

Las cepas de Bacillus estudiadas tuvieron un efecto fungistatico sobre S. sclerotiorum.

Los antibioticos producidos por B. subtilis resultaron ser termoestables, pues conservaron,
en los extractos crudos esterilizados, su actividad antagonica sobre S. sclerotiorum.

S. sclerotiorum causd marchitez en las plantas de girasol, produciendo ademas pudricion
basal seca con la formacion de esclerocios en la médula de la planta y fuera de ella.

Ninguna de las cepas de Bacillus en las concentraciones usadas y aplicadas al suelo,
resultaron ser efectivas en la disminucion de la marchitez causada por S. sclerotiorum en las
plantas maduras de girasol, bajo las condiciones experimentales de este estudio.
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APENDICE 1

MEDIOS DE CULTIVO

Medios de cultivo solidos:

Medio BK

Proteosa-peptona #3........................ 20g
KoHPOG3HO. .. ..o iiiieenee 1.5g
MBSO TH20. ...ttt e, 1.5g
ABAr. ..t 15g
Glicerol...... ...t 15mi
Aguadestilada..................... 1000 mi
Medio CPG

Glucosa..........ooiiiiiiiiiii i
Bacto-peptonNa. .. .......coocueiieiencnronaenns
Casaaminoacido

7 2 T
Aguadestilada........................

Medio EMA
Extractodemalta........................... 20g
Peptona............ccooiiiiiiiiiiiiiiiciiaiaaan, g
Dextrosa........ccovvviiiiiiiiiiiiiieieieaans 20g
AZAr. ... 20g
Aguadestilada....................... 1000 mi
Medio NBY

Caldo Nutritivo. .. ... .....iiiiieiiiiian 8g
Extractodelevadura......................... 2g
KoHPO. ... iiiiiiiiiiiciiieei i 2g
KHoPOu. ..ot iciiiiiieeane 0Sg
GlucoSa. ...t 25g
ABAI. ..ot 15g



Medio PDA

Medios de cultivo liquidos:

Medio PD
Trozosdepapapelada..................... 200g
DeXtrosa. . ..ottt ittt aaeaanan 20g
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APENDICE 2

Reactivos, soluciones y medios para la identificacion de las cepas bacterianas

Medio Agar-almidon

Papaspeladas............................. 250g
Almidon..........ooiiiiiii 10g
ABAI. .. i 20g
Aguadestilada......................... 1000 ml

Crecimiento anaerdbico en caldo glucosado
Medio caldo-glucosado

Caldo nutritivo............................
Glucosa 20%

Crecimiento en NaCl 3% y NaCl 7%

Caldo nutritivo. .. ... ........ooviininnt 08 g
NaCl. ... i 3 g
Aguadestilada ................... ... 100 ml
Caldo nutritivo............cooemiian 0.8 g
NaCl....... ettt eeeeeeeieiaraeeaanan 8
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Medio de Hugh y Leifson (OF)

Peptona................oooiiiiiiiieian 02g
Glucosa.................
Azul de bromotimol..

Aguadestiladacs.p.................... 100 ml
La glucosa (1g) se disuelve en 20 m! de agua destilada y se agrega al resto del medio estéril

(disuelto en 80 ml de agua) utilizando una jeringa y filtro milipore 25 mm en condiciones de
esterilidad.

Leche tomasolada (Litmus):

Leche descremada (10%6)................ 100 g
Tomasolazul.......................... ...075 g
Aguadestilada.......................... 1000 mil
Purpura de bromocresol sol. 0.2%........ 1 ml
Leche descremada 10%.................... 100 ml

Esterilizar a 10 Ib por 10 min

Para preparar sol 0.2% de purpura de bromocresol.

Parpura de bromocresol...................02 g
2 0L @ TN 50 mil
Metanol... ...ttt 50 ml

Posicion de la endospora

Verde de malaquita 5%..................... 10 min
Safranina sol. acuosa 0.5%................ 15 seg



Produccion de acidos a partir de carbohidratos:
Caldo Rojo Fenol

Base de caldo rojo fenol................... 3g
Aguadestilada.......................... 200 ml

Vaciar en 5 matraces, 40 ml de caldo rojo fenol y esterilizar a 15 libras por 15 minutos. Por
otra parte, preparar 10 ml de solucién azucarada al 1% de cada carbohidrato por probar y
pasar por filtro milipore. Vaciar las soluciones azucaradas en los respectivos matraces en
condiciones de esterilidad.

Los 50 ml de la solucion final (40 ml del caldo rojo fenol estéril mas los 10 ml de cada
solucion azucarada) repartir en tubos de ensaye estériles con campanas de Durham.

Para cada azucar, preparar 3 tubos (tubo testigo, con aceite y sin aceite mineral) con tres
repeticiones cada uno.

Reduccion de nitratos

Extractodecame................ccocceeeen... 3g
Bactopeptona. .. ...........ciiiiiiieraniinenn. Sg
KNOs ot iei et ceeriaacaanes 1 =
Aguadestilada.......................... 1000 ml

Reactivo A

Alfa-naftilamina...............................
Acido acético 5N 30%...

Reactivo B



Tincion de Gram
Diferenciar bacterias Gram + de Gram -
Soluciones:

Cristal violeta:
Solucién A

Cristal violeta...................c............ 2g
Alcohol etilico 95%..............coooiina. 20 mi
Solucion B
Oxalatodeamonio......................... 08g
Aguadestilada..................... ... 80 ml

Mezclar las soluciones A y B. Almacenar por 24 horas antes de su uso. Filtrar y vaciar en

frasco ambar.

Lugol:

Yodo. ... e s 10g
Toduro de potasio.......................... 20g
Aguadestilada............................ 100 ml
Alcohol-acetona:

Alcohol etilico 95%........c.cc.cccauunnnen. 100 ml

ACEtONA. ...ttt ittt 100 ml

Colorante de contraste:

Solucion stock
Safranina O......... ... ..ol 25g
Alcohol etilico 95%

Solucion de trabajo

Solucionstock.........ooooiiiiiiiiil... 10ml
Aguadestilada................. ... 90 ml
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Utilizacion del citrato

Medio de Citrato 4de Simmons

Fosfato diacido de amonio................. g
Fosfato dipotasico........................... 1g
NaCl.... ..., Sg

Fosfato dipotasico..........................5 g

Aguadestilada........................ 1000 ml
Reactivo 1

Alfa nafol 5%..........ccocieeiiiiiiiiniiinnnnnnen. Sg
Alcohol etilico absoluto............... 100 mi
Reactivo 2

KOH (40%)

Agua destilada....
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APENDICE 3

Escala de Mac Farland para la preparacion de suspensiones bacterianas.

TUBO BaClz 1% (ml) H:SO4 1% (ml) Bacterias/ml
1 0.01 9.99 3.0x 10’
2 0.05 9.95 1.5x 10*
3 0.10 9.90 3.0x 10*
4 0.15 9.85 4.5 x 10°
s 0.20 9.80 6.0 x 10*
6 0.30 9.70 9.0x 10°*
7 0.40 9.60 1.2 x 10°

La turbidez de la solucion formada por la mezcla de los reactivos en cada tubo, es
comparable con la que presentan las bacterias en suspension. La escala de Mac Farland es
entonces, un sistema indirecto y semicuantitativo que permite determinar aproximadamente
la concentracion de bacterias en suspension.




APENDICE 4
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ANALISIS DE VARIANZA (ANDEVA) PARA LOS HALOS DE INHIBICION.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados Valor F Nivel de
Variacién Cuadrados Libertad Medios Significancia
P
Efectos principales
Cepa 1.6081333 2 0.8040667 48.699 <0.0001
Tiempo 2.3409333 2 1.1704667 70.890 <0.0001
Interacciones
Cepa X Tiempo 0.6681333 4 0.1670333 10.116 0.0022
Residual 0.1486000 9 0.0165111
Total (corregido) 4.7658000 17
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APENDICE §

Sa. ANALISIS DE VARIANZA (ANDEVA) PARA LOS ESCLEROCIOS COMO INOCULO.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados Valor F Nivel de
Variacion Cuadrados Libertad Medios Significancia
P
Efectos principales
Tiempo 5.307 3 1.769 24.496 <0.001
Cepa 0.094 2 0.047 0.650 0.531
Interacciones
Tiempo X Cepa 0.628 6 0.108 1.450 0.237
Error 1.733 24 0.072

Sb. ANALISIS DE VARIANZA (ANDEVA) PARA EL MICELIO COMO INOCULOQ.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados Valor F Nivel de

Variacion Cuadrados Libertad Medios Significancia
P
Efectos principales
Tiempo 63.527 3 21.175 614.782 <0.0001
Cepa 0410 2 0.205 5.960 0.0079
Interacciones
Tiempo X Cepa 1.085 6 0.180 5.250 0.0014
Error 0.826 24 0.034

~o A TESIS NO SaLx
DE LA BIBLIOTECA
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ANALISIS DE VARIANZA (ANDEVA) PARA LOS ESCLEROCIOS Y MICELIO COMO

INOCULOS.
Fuente de Variacién Suma de Grados de Cuadrados Valor F Nivel de
Cuadrados Libertad Medios Significancia
P
Efectos principales
Tratamiento 70.04167 1 70.041667 1751.042 <0.000t
Cepa 0.31000 2 0.155000 3.875 0.0224
Tiempo 153.39000 3 51.130000 1278.250 <0.0001
Interacciones
Tratamiento X Cepa 1.203333 2 0.601667 15.042 <0.0001
Tratamiano X Tianpo 53.15000 3 17.705000 442.625 <0.0001
Cepa X Tiempo 1.590000 6 0.265000 6.625 <0.0001
TratamianoXCapaXTiempo 3.550000 6 0.591667 14.792 <0.0001
Residual 7.6800000 192 0.400000
Total (corregido) 290.88000 215




APENDICE 7
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ANALISIS DE VARIANZA (ANDEVA) PARA LOS EXTRACTOS BACTERIANOS.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados Valor F Nivel de
Variacién Cuadrados Libertad Medios Significancia
P
Pri < =
Cepa_ 571.37444 3 190.45815 106.674 <0.0001
Concentracion 52.70222 1 52.70222 29.518 <0.0001
Tiempo 167.68750 2 83.84375 46.960 <0.0001
Interacciones
Copa X Cancentraciin 42.82778 3 14.275926 7.996 0.0002
Cepa X Tiempo 105.39139 6 17.565231 9.838 <0.0001
ConomtracianXTiempo 10.34194 2 5.170972 2.896 0.0649
CepaXCanc.XTianpo 35.57472 6 5.929120 3.321 0.0081
Residual 85.700000 48 1.7854167
Total (corregido) | 1071.6000 71




APENDICE 8
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ANALISIS DE VARIANZA (ANDEVA) PARA LA GERMINACION DE LAS SEMILLAS DE

GIRASOL.
Fuente de Suma de Grados de Cuadrados Valor F Nivel de
Variacién Cuadrados Libertad Medios Significancia
P
Efectos principales
Indculo Scleroama 0.049 1 0.049 2.73 0.108
Capa Bacillus 0.087 3 0.029 1.61 0.206
Interacciones
Inéculo X Cepa 0.0216 3 0.007 0.397 0.756
Residual 0.5790 32 0.018
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