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RESUMEN

La papa es el cuarto cultivo alimenticio en el mundo. Al igual que otros cultivos, es
hospedero de diversos agentes fitopatdbgenos como el agente causal del moho
blanco Sclerotinia sclerotiorum, el agente causal de la sarna negra que afecta a
tubérculos y cancro en los tallos Rhizoctonia solani, y de Sclerotium rolfsii que
provoca podredumbre blanda en la papa. Estos hongos forman estructuras de
resistencia denominadas esclerocios. El control quimico tiene repercusiones en el
ambito ambiental y salud, mientras que el control biolégico es una alternativa
sustentable. El objetivo del presente trabajo es seleccionar cepas bacterianas
aisladas la rizosfera del cultivo de papa en el Norte de Sinaloa, con potencial para
el control de S. sclerotiorum, S. rolfsii y R. solani. Se obtuvo una coleccion de 54
aislados bacterianos, posteriormente como resultado de un escrutinio se seleccioné
el asilado no hemolitico D02 con potencial antagénico in vitro contra los tres
patdgenos. D02 inhibié del 50.2 al 55.8 % el crecimiento micelial de S. sclerotiorum
(Ss1, Ss2 y Ss3), del 21.9 al 28.5 %, a S. rolfsii (Srl, Sr2'y Sr3) y de 44.3 al 54.49%
a los aislados de R. solani (Rs1, Rs2 y Rs3). En la evaluacion in planta se observé
0% de incidencia en los tratamientos Ss1 + D02 y Ss2 + D02, y 6.25 % en el
tratamiento Ss3 + D02. Por otro lado, D02 redujo a 33.33 % y 10 % la incidencia y
la severidad de Rs3. El aislado D02 presento la capacidad de producir compuestos
volatiles como mecanismo de antagonismo contra los hongos fitopatégenos, con
inhibicion de 61.51, 51.49 y 60.3 % en los asilados de Ss1, Ss2 y Ss3, asi como del
80.13, 74.88 'y 75.46 % en Srl, Sr2 y Sr3, y el 53.21, 38.32 y 42.41 % sobre los
aislados Rs1, Rs2 y Rs3 respectivamente. Este aislado produce sideréforos y acido
indol acético (AlA). El asilado D02 se identific6 molecularmente con base a la region
16S del ADN ribosomal como Pseudomonas sp. Se sugiere realizar estudios en

campo con el aislado D02.



ABSTRACT

Potato is the fourth food crop in the world. Like other crops, it is host to various phyto-
pathogenic agents such as the causal agent of the white mold Sclerotinia
sclerotiorum, the causal agent of black scab that affects tubers and stem canker
Rhizoctonia solani, and the soft rot in the potato Sclerotium rolfsii. These fungi form
resistant structures called sclerotia. Chemical control has repercussions in the
environment and health, while the biological control is a sustainable alternative. The
objective of this work is to select bacterial strains isolated from the rhizosphere of
potato crops in northern Sinaloa, with the potential to control S. sclerotiorum, S. rolfsii
and R. solani. A collection of 54 bacterial isolates was obtained, later, as a result of
a screening, the non-hemolytic isolate D02 with antagonistic potential in vitro against
the three pathogens was selected. D02 inhibited from 50.2 to 55.8 % the mycelial
growth of S. sclerotiorum (Ss1, Ss2 and Ss3), from 21.9 to 28.5 %, of S. rolfsii (Sr1,
Sr2 and Sr3) and from 44.3 to 54.49 % the isolates of R. solani (Rs1, Rs2 and Rs3).
In planta test, 0 % incidence was observed in treatments Ss1 + D02 and Ss2 + D02,
and 6.25% in treatment Ss3 + D02. On the other hand, D02 reduced the 33.33 %
and 10% the incidence and severity of Rs3. The isolate D02 had the ability to
produce volatile compounds as a mechanism of antagonism against phyto-
pathogenic fungi, inhibiting 61.51, 51.49 and 60.3 % the isolates of Ss1, Ss2 and
Ss3, and 80.13, 74.88 and 75.46 % of Srl, Sr2 and Sr3, as well as 53.21, 38.32 and
42.41 % of the isolates Rsl, Rs2 and Rs3 respectively. This isolate produces
siderophores and indole acetic acid (IAA). Isolate D02 was molecularly identified
based on the 16S region of ribosomal DNA as Pseudomonas sp. It is suggested to

carry out field studies with isolate D0O2.



1. INTRODUCCION
La papa (Solanum tuberosum L) se origin6 hace aproximadamente 8000 afios en

las montafias de los Andes (Greenfiel y Southgate, 2009), es una herbacea anual
gue puede crecer hasta 100 cm de altura. El tubérculo semilla es producido por
propagacion vegetativa, en paises en desarrollo se seleccionan del 5 al 15 % de los
tubérculos con mejor calidad para la siembra del siguiente ciclo, en cambio, los
agricultores de paises desarrollados utilizan semilla certificada libres de
enfermedades (CIP, 2021). En México la papa es una de las principales hortalizas
producidas, sus proteinas tienen un elevado valor biolégico, es rica en vitamina C y

minerales como potasio, fosforo y calcio (Camire et al., 2009).

La papa es el cuarto cultivo alimenticio en el mundo después del maiz, trigo
y arroz (SIAP, 2019). La superficie destinada a este cultivo a nivel nacional es de
61,532.44 hal, con una produccién de 1,943,910.46 t y un rendimiento de 31.94 t
ha. Los estados de Sonora y Sinaloa son los mayores productores de papa, siendo
Sinaloa el segundo lugar con una superficie total cosechada de 13,249.52 ha, con
una produccion de 462,094.41 t y un rendimiento de 34.88 t ha* (SIAP, 2020).

El cultivo de papa en México es el que mas fungicidas requiere para prevenir
y controlar diversas enfermedades, estimandose que en este cultivo se aplican el
21.3% del total de los fungicidas disponibles (Hernandez et al., 2008). El cultivo de
papa en el estado de Sinaloa es afectado por diversas enfermedades causadas por
hongos. Entre las enfermedades fungicas se encuentra el moho blanco provocado
por Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, que ha aumentado su incidencia en los
cultivos debido a las estrategias de riego por aspersion empleadas (Félix-Gastélum,
2021). Otras enfermedades fungosas son la sarna negra que afecta a tubérculos y
cancro en los tallos, provocado por Rhizoctonia solani Kiihn (Felix-Gastélum, 2021).
Otro padecimiento importante es la podredumbre blanda en la papa o tizén surefio
causando por Sclerotium rolfsii (telomorfo: Athelia rolfsii (Curzi) C.C. Tu & Kimbr),
causante de grandes pérdidas en este cultivo en regiones célidas y humedas (Fiers
et al. 2012).



Los fungicidas sistémicos como los triazoles son ampliamente utilizados por su
eficacia contra hongos fitopatégenos en los cultivos. En Estados Unidos de América
aumento un 434 % de 2006 a 2016, a 2,880 toneladas métricas (Toda et al., 2021).

Por otra parte, la rizosfera es una zona estrecha de suelo sujeta a la
influencia de las raices vivas, donde los exudados de las raices estimulan o inhiben
las poblaciones microbianas y sus actividades (Lynch y Leij, 2012). Algunos
microorganismos que habitan en la rizosfera tienen la capacidad de promover el
crecimiento de la planta y ejercer control sobre los fitopatégenos. Dichos
microorganismos pueden ser aislados y utilizados en pro de los sistemas agricolas
(Syed Ab Rahman et al., 2018). Una alternativa para reducir el uso de agrogquimicos
es la implementacion de cepas bacterianas nativas, asociadas a la rizosfera de las

plantas de papa, para el control biolégico de diversos hongos fitopatdgenos.

Por lo tanto, el objetivo general del presente trabajo es aislar y evaluar la
efectividad de cepas nativas de bacterias de la rizosfera de papa para el control

bioldgico de Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum y Rhizoctonia solani.

2. ANTECEDENTES

2.1 El cultivo de papa; su importancia en México y en Sinaloa

La papa, es el cuarto cultivo alimenticio en el mundo después del maiz, trigo y arroz
(SIAP, 2019). La papa proporciona diversos beneficios nutricionales; Garcia (1992)
reporta que, por cada 100 g de papa cocida, esta contiene 1.5 g de proteinas, 20 g
de carbohidratos y 350 mg de potasio, ademas de vitaminas A, B y C. En México,
la papa es considerada un cultivo de alto valor agregado, que genera fuentes de
ingreso de manera directa o indirecta durante la cosecha (Mejia y Castellanos,
2018).

Las plantas de papa tienen una alta demanda de nutrientes; requieren mas
de 14 elementos minerales esenciales a lo largo de su ciclo, principalmente
nitrogeno, fésforo y potasio (Whithe et al., 2007). Es una planta de clima templado-
frio, las temperaturas optimas estan entre los 13 y 18 °C (SIAP, 2021). En México,
la papa se cultiva en dos ciclos agricolas, el primero durante la época de lluvias
(primavera-verano) y el segundo en la época de sequia (otofio-invierno), el cual esta
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asociado a riegos. Las principales variedades que se siembran en México para el
mercado de consumo fresco son: Alpha, Atlantic, FL1867, Fianna, César, Giant y
Mundial, que pertenecen al grupo de cascara lisa y de color blanco o amarillo
(SADER, 2020).

México aporta el 0.5 % del volumen mundial de produccion de papa. Los
principales estados productores del pais son Sonora y Sinaloa, con ingresos en
conjunto de 7,646,549.15 de pesos. En la region norte de Sinaloa distrito Los Mochis
(Ahome, El Fuerte, Guasave y Sinaloa), se produjeron 415,201.21 t con un
rendimiento de 34.48 t ha en el 2020 (SIAP, 2020).

2.2 Clasificacion taxonomia de Solanum tuberosum

La clasificacion taxondmica de la papa (Solanum tuberosum) se presenta en el

Cuadro 1, de acuerdo a Spooner y Salas (2006).

Cuadro 1. Clasificacién taxonémica de la papa (Solanum tuberosum)

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género Solanum
Especie Solanum tuberosum L.




2.3 Enfermedades en el cultivo de papa

La papa es afectada por una gran variedad enfermedades tanto en campo como en
almacenamiento, lo que dificulta la produccion sostenible y rentable de este
alimento. Por lo tanto, es necesario ejecutar ciertos manejos especificos para cada
agente causal con el fin de reducir el dafio en la planta y disminuir pérdidas

econdmicas (Secor y Gudmestad, 1999).

Histéricamente una de las enfermedades mas devastadoras de este cultivo
es el tizon tardio causado por Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, que provoca
manchas irregulares de un color verde palido a oscuro rodeadas por un halo
amarillento en el apice de los peciolos, que se desarrollan hasta provocar lesiones
necréticas de color marron a negro (Méndez y Intostroza, 2009). Cuando estas
manchas abarcan la superficie de la hoja puede ocasionar la muerte de la planta,

en un periodo de 10 a 15 dias posteriores a la pérdida del follaje (Torres, 2002).

Otro padecimiento importante que afecta a tubérculos, es la caspa
plateada de la papa, una enfermedad cosmética provocada por el hongo
Helminthosporium solani (Dur. Y Mont.) Sacc., el nombre se debe a lesiones con
brillo plateado y metéalico presente en la superficie del tubérculo, los sintomas del
padecimiento sélo se presentan en tubérculo (Errampalli et al.,, 2001). Este
padecimiento se presenta con frecuencia en papa almacenada, donde los
tubérculos infectados con el hongo sirven como indculo para los siguientes ciclos
de infeccién (Mérida y Loria, 1994). Sin embargo, alun se desconoce la manera en
que transmite el padecimiento a la progenie, segun Jellis y Taylor (1977), el hongo
es transferido de la semilla madre infectada a los tubérculos descendientes debido

al contacto directo o su cercania con el indculo.

Los tubérculos almacenados por periodo largo representan una gran
vulnerabilidad ante el ataque de enfermedades como la pudricién seca de la papa,
sobre todo si la piel del tubérculo ha sufrido golpes durante la cosecha (Nelson et
al., 1981). El agente causal pertenece al género Fusarium y las especies depende
del area geografica en donde se encuentre. Gachango et al. (2012) reporta el

aislamiento e identificacion de 11 especies de Fusarium en cultivos de papa en



Michigan, EE. UU. De las cuales Fusarium oxysporum Schltdl es la especie
mayormente aislada, seguida de F. equiseti (Corda) Sacc., F. sambucinum Fuckel

(teleomorfo Giberella pulicaris) y F. avenaceum (Fr.) Sacc.

Las enfermedades provocadas por bacterias en la papa son una seria
amenaza para el cultivo. La pudricion blanda (Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum (Jones, 1901) Hauben y la sarna comun Streptomyces scabiei Lambert
y Loria, una vez introducidas pueden mantenerse y propagarse en un area agricola
inadvertidamente y causar serios dafios en tubérculo (Liu et al., 1995; Garcia et al.,
1999). Ralstonia solanacearum (Smith 1896) Yabuuchi, el agente causal de la
marchitez bacteriana de la papa, produce enormes cantidades de polisacaridos
extracelulares que provocan la obstruccion del sistema vascular, lo que
desencadena una serie de problemas en el tréafico de fluidos incluyendo el paso del
agua. Se considera que las enzimas encargadas de la desintegracion de la pared

celular estan involucradas en el colapso del tejido vascular (Garcia et al., 2019).

Los virus son causantes de enfermedades con dafios significativos en el
cultivo de papa, €l impacto puede variar dependiendo de la presion del vector hacia
la planta, inéculo del virus, condiciones climéticas, caracteristicas de planta
huésped, como el genotipo y etapa de desarrollo. La mayoria de los virus afectan el
desarrollo de la planta, modifican la pigmentacion, provocan necrosis en tubérculo
y area foliar, sus principales vectores son afidos (Anderson et al., 2004). El Potato
virus x (PVX), Potato virus y (PVY), Potato virus s (PVS) y Potato leafroll virus
(PLRV) son virus limitantes en la produccion de papa, rara vez pueden ser letales,
aunque reducen el vigor de la planta y el rendimiento del tubérculo (Hooker, 1981).
Los virus pueden realizar infecciones mixtas en la planta aumentando la dificultad

de su identificacion (Baldauf et al., 2007).

Otros vectores reportados son la nematodo aguja Longidorus spp. y el
nematodo daga Xiphinema spp., estos no muestran sintomas propios, su presencia

es identificada por los sintomas que causan los virus (Agrios, 2005)

Los nematodos fitopatbgenos provocan la reduccién del 10 al 15 % del

rendimiento y afectan la calidad del tubérculo, son causantes de una pérdida
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econOmica anual en el mundo de 78 billones de doélares (Mustafa, 2018). Las
especies de nematodos reportadas como patogeénicas en el cultivo de papa son el
nematodo del quiste de la papa (Globodera arenaria Cizhov, Udalova y Nasonova,
2008 y Globodera pallida ((Stone, 1973) Behrens, 1975), el nematodo del nudo de
la raiz (Meloidogyne spp.), el nematodo de la lesion radicular (Pratylenchus spp.),
el nematodo de la pudricion de la papa (Ditylenchus destructor Thorne, 1945), el
nematodo del tallo (Ditylenchus dipsaci (Kiihn, 1857) Filipjev, 1936), estas especies
tienen en comun que se alimentan de raices, tubérculos o ambos (Jalata, 1986;
Mustafa, 2018).

2.4 Estrategias de control de enfermedades fungicas

La eleccidén de una estrategia de control de enfermedades o el disefio de alguna,
esta basada y justificada en la informacion obtenida a partir del estudio cientifico de
los sintomas, causas y los mecanismos que favorecen la proliferacion de las
enfermedades en las plantas (Lopez, 2001). La diferencia entre los métodos de
control de enfermedades radica en la amplia variacion de las mismas y la interaccion
planta-patégeno. Los métodos de control son empleados antes que la enfermedad
se presente, por lo que cumplen una funcién protectora, aunque es posible controlar
enfermedades infecciosas en campo con el uso de tratamientos terapéuticos. Los
métodos de control biolégicos y ciertos métodos culturales son empleados en el
fortalecimiento del hospedante o facilitan el desarrollo de microorganismo
antagonicos del patégeno. Por otro lado, la quimioterapia tiene la capacidad de

proteger y curar infecciones que yacen en las plantas (Agrios, 2005).

2.4.1 Control cultural o preventivo

Existen diversas estrategias de transmision empleadas por hongos fitopatdégenos,
la transmision por suelo tiene un grado de dificultad mayor de manejo, ya que en el
suelo se encuentra un ecosistema multiple. La solarizaciéon es un método eficiente
para controlar este tipo de patdgenos, principalmente en zonas tropicales y

subtropicales. La solarizacion emplea un manto de polietileno transparente capaz



de cubrir el suelo previamente humedecido, el manto captard la luz solar y

aumentara la temperatura del suelo (Katan et al.,1976; Katan, 1981).

Raj y Sharma (2005) reportan un 100 % de mortalidad de esclerocios
procedente de S. rolfsii Sacc a una profundidad de 7 cm con temperaturas
registradas de 39.6 °C durante los 40 dias que duro el proceso de solarizacion. Sin
embargo, el porcentaje de mortalidad disminuyé a 80 y 70 % en esclerocios
colocados a 15 cm de profundidad. Elad (1979) reporta un 100 y 80 % de mortalidad
de esclerocios de S. rolfsii a 5y 20 cm de profundidad respectivamente. Tyagi y
Raj (2021) reportan 88.7 % de la pérdida de viabilidad de esclerocios provenientes
de Rhizoctonia solani Kiihn en plantas de crisantemo, a una profundidad de 5 cm

alcanzado una temperatura de 45.9 °C durante 40 dias.

2.4.2 Control quimico

El control quimico es un método empleado tanto en campo, invernadero y
almacenes. Se emplean sustancias téxicas que inhiben la germinacion, el
crecimiento o la fase reproductiva del patdégeno. Algunos compuestos quimicos
tienen la caracteristica de ser téxicos para la mayoria de los patdégenos y otros son
especificos para un organismo (Agrios, 2005). El carbendazim es un fungicida que
ha sido ampliamente utilizado en el norte de Sinaloa contra Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary en frijol, aunque al igual que otros benzimidazoles el uso prolongado
por mas de 30 afos en la region ha disminuido la sensibilidad, una alternativa
empleada es el uso de fluazinam, boscalid + pyraclostrobin, fludioxonil + ciprodonil

y el procloroaz (Ayala et al., 2015).

El uso de fungicidas sistémicos como hexaconazol y tebuconazol en
ensayos in vitro contra S. rolfsii mostro alta inhibicién del hongo, asi como el uso de
propiconazol y mycobutnil en concentraciones de 1 a 100 ppm (Das et al., 2014).
Resultados similares han sido reportados por Madhavi y Bhattiprolu (2011), quienes
evaluaron el crecimiento micelial y la germinacion de esclerocios de S. rolfsii aislado
de Capsicum annum L. in vitro contra los fungicidas hexaconazol, tebuconazol,

propiconazol y difenconazole, con porcentajes de inhibicion de hasta 82.2 %.



Otros fungicidas sistémicos como el pencicuron y flutolanil en combinacién
con Verticillium biguttatum, W. Gams han demostrado ser eficientes en el control de
la costra negra en papa provocada Rhizoctonia solani (Van de Boorgert et al., 2004).
Djébaliy Belhassen (2010) reportan la efectividad de pencicuron y azoxystrobin para
el control de R. solani en diversas variedades de tubérculos semillas sembradas en
suelos infestados con el patdgeno. Para el control R. solani y Colletotrichum
coccodes (Wallr.) S. Hughes en campos mexicanos, Rodriguez-Campos (2008)
recomienda una mezcla de tiofanato metilico con thifluzamida o azoxistrobina, lo

que reduce el nimero de agroquimicos empleados de hasta 5 productos a solo dos.

2.4.3 Control biolégico
El control biolégico agricola tiene como principio basico controlar plagas por medio

del empleo de enemigos naturales, ya sean insectos benéficos, depredadores,
parasitoides o0 microorganismos como bacterias y hongos, sin causar dafios en los
cultivos ni a enemigos naturales presentes. El control biologico tiene la ventaja que,
al ser un método racional y amigable con el medio este no deja residuos en las
plantas (Montenegro y Osorio, 2019). El primer método de control bioldgico con fines
comerciales, para controlar la agalla de la corona en plantas, fue introducido por
New y Kerr en 1972, empleando una bacteria antagdnica (Agrios, 2005).

Diferentes autores han reportado el potencial antagonico de
microorganismos como hongos y bacterias contra fitopatégenos de importancia
agricola. Algunos de los hongos con capacidad antagénica reportados son
Trichoderma spp. (Hoyos et al., 2008; Infante et al., 2009; Mohamed et al., 2021),
Coniothyrium minitans C.K.Campb, Pythium oligandrum Drechsler y Talaromyces
flavus (Klocker) Stolk y Samson (Madi et al., 1997). El efecto antagonico de estos
organismos radica en la variedad de mecanismos que emplean durante el

micoparasitismo y la competencia interespecifica (Naraghi et al., 2012).

Se han reportado el uso de bacterias con cualidades antifungicas,
Fernando et al. (2006) reportaron a Pseudomonas chlororaphis (Guignard y
Sauvageau) Peix, Bacillus amyloliquefaciens (Fukomoto) Priest (BS6),

Pseudomonas sp. (DF41) y Bacillus megaterium (de Bary) (E16) con actividad
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antagonica in vitro contra S. sclerotiorum, la cepa PA-23 inhibi6 la germinacion de
las ascosporas en pétalos de canola, ademas, de aumentar los niveles de enzimas
hidroliticas como la quitina y 8-1,3-glucanasa. En pruebas en campo, las cepas PA-
23 y BS6 mostraron diferencias estadisticas significativa con control (patégeno
inoculado). Mohamed et al. (2021) realizaron pruebas de antagonismo in vitro e in
planta contra R. solani y S. sclerotiorum, con aislados de Bacillus subtilis (Cohn)
(Bsly Bs2), dos aislados de B. megaterium (de Bary) (Bm1y Bm2), un aislado de
Paenibacillus polymyxa (Prazmowski) Ash y dos aislados de Pseudomonas
fluorescens (Migula), (Pfl y Pf2). Los aislados Bm1, Bm2 y Bs2 inhibieron hasta el
70 % de crecimiento micelial de R. solani en pruebas in vitro, los aislados Bs1, Bm1l

y Bm2 mostraron hasta el 50 % de inhibicidon micelial contra S. sclerotiorum.

En pruebas de biocontrol in planta en condiciones de invernadero, P.
polymyxa y P. fluorescens (Pf2) contra R. solani mostraron un bajo porcentaje de
severidad, 22.8 y 23.4 % respectivamente. En las pruebas contra S. sclerotiorum, el
aislado Bm1 obtuvo el 38.1 %.

2.5 Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum, es un hongo fitopatégeno que se encuentra distribuido en
todo el mundo, principalmente en zonas templadas del hemisferio norte, aunque,
también esta presente en algunas regiones desérticas o tropicales, durante las
épocas frias (Apodaca, 2012), con temperaturas moderadas y periodos de elevada
humedad (Campa et al., 2009).

Este patdégeno afecta a mas de 500 especies de plantas (Saharan y Mehta
2008; Campa et al., 2009). Chang y Kim (2003) reportaron la identificacién del
patdgenos en las siguientes especies: Adenophora remotiflora (Siebold & Zuccarini)
Miquel, Armoracia rusticana Schur P.Gaertn., B.Mey. y Scherb, Angelica acutiloba
(Siebold & Zucc.) Kitag, Angelica archangelica L., Aster tataricus L.fil., Beta vulgaris
L var. cicla, Brassica campestris L. var. marinasa, Brassica juncea L. Czern var.
laciniata, Cichorium intybus L., Lactuca indica L. var. dracoglossa, Lactuca sativa L

var. crispa, Petroselinum crispum (Mill.) Fuss y Phyteuma japonicum Migq.



El sintoma caracteristico de S. sclerotiorum es la aparicion de un micelio
velloso y blanco en el que en poco tiempo se desarrollan grandes estructuras de
resistencia compactas llamadas esclerocios, los cuales son blancos al principio,
pero posteriormente se ennegrecen y endurecen superficialmente, con diametro de
2 a 10 mm, aplanados y largos (Agrios, 2005). Sclerotinia sclerotiorum puede
sobrevivir durante mas de 5 afios en el suelo (Adams y Ayers, 1979).

El moho blanco causado por S. sclerotiorum es una enfermedad presente
en los cultivos de papa en el norte de Sinaloa (Felix-Gastelum, 2021). Este se
desarrolla en temperaturas entre 1 a 32 °C, con una temperatura éptima de infeccién
para algunos hospedantes de 19 a 24 °C, mismas que son coincidentes con las
lluvias que proporciona la humedad necesaria para el desarrollo del hongo (Reichert
y Palti, 1967).

Este padecimiento suele presentarse en campos con un sistema de
irrigacion aérea que aumenta los niveles de humedad en la planta. Los primeros
sintomas se presentan en la parte inferior de la planta en el cultivo de papa, estos
sintomas suelen pasar desapercibidos para los agricultores, la planta infectada
presenta marchitez en las semanas finales de la etapa de crecimiento (Ojaghian y
Davoudi, 2019). Los tubérculos alcanzan su mayor desarrollo durante las semanas
finales de la temporada donde no se aplican métodos de control contra la
enfermedad, lo que lleva a una pérdida significativa en el rendimiento (Ojaghian,
2011).
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2.5.1 Taxonomia
El Cuadro 2 se presenta la clasificacion taxondmica de S. sclerotiorum de acuerdo

a Purdy (1979).

Cuadro 2. Clasificacion taxondmica de S. sclerotiorum

Super reino Eukaryota
Reino Fungi
Filo Ascomycota

Clase Leotiomycetes
Orden Helotiales
Familia Sclerotiniaceae
Género Sclerotinia
Especie Sclerotinia sclerotiorum

(Lib.) de Bary

2.5.2 Ciclo de vida

En condiciones adversas el hongo es capaz de sobrevivir en forma de esclerocio en
el suelo, cuando las condiciones climéticas son favorables, en los esclerocios se
presenta germinacion de apotecios, estos forman ascas que contienen ascosporas
que son liberadas hacia el medio. Las ascosporas germinan e infectan pétalos
senescentes y zonas axilares del tallo iniciando el proceso de infeccién en la planta
de papa. Los primeros sintomas son lesiones acuosas en tallo y ramas,
posteriormente las lesiones son cubiertas de micelio blanco de aspecto algodonoso
(Ojaghian, 2009; Kurt et al., 2017). Sobre el tejido infectado se forman esclerocios,

éstos terminan en el suelo o restos de plantas (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Sclerotinia sclerotiorum (Negrillo et al., 2009). Fase
asexual; 1. Sobrevivencia del patégeno en el suelo, 2. Germinacién y proliferacion del
hongo, 3. Infeccion en el tallo de la planta, 4. Formacion de esclerocios en el tejido
infectado. Fase sexual; 5. Germinacion y formacion de apotecios, 6. Liberacion de
ascosporas al ambiente, 7. Infeccion de en tallo y pétalos senescentes en el suelo, 8.
Proliferacion del micelio y ataque a la planta

2.6 Sclerotium rolfsii

Sclerotium rolfsii (teleomorfo: Athelia rolfsii) un hongo fitopatégeno, habitante del
suelo, con alrededor de 500 hospederos, en los que causa podredumbres de raiz 'y
cuello. La enfermedad que produce recibe diferentes denominaciones en la
literatura: pudricion basal de tallo y raiz, mal del esclerocio, afiublo surefio o tizon

surefio, son algunas de ellas (Fernandez et al., 2013).

Los esclerocios de S. rolfsii se propagan facilmente en suelo adherido a
zapatos, herramientas manuales, vehiculos neumaticos, maquinaria o salpicaduras
de agua (Billah, 2017). Sclerotium rolfsii secreta acido oxalico que es corrosivo para
numerosos tejidos de plantas susceptibles, este reacciona con el calcio presente en
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los tejidos vegetales, posterior a esta reaccién, el calcio es disociado de los
compuestos peptidicos de las paredes celulares de las plantas, lo que favorece a
las enzimas del hongo que degradan la celulosa vy tejidos de la pared celular

(Bateman y Beer, 1965; Punja y Damiani, 1996).

El tizén del sur causado por el hongo S. rolfsii, es una de las enfermedades
mas importantes de los cultivos de hortalizas, incluida la papa, que causa grandes
pérdidas economicas en las regiones calidas y humedas (Fiers et al., 2012).
Pequefias lesiones de color amarillo-tostado ligeramente hundidas (2-3 mm) se
presentan en las lenticelas de la papa. El micelio y los esclerocios se desarrollan
abundantemente en los tejidos en descomposicion. En ocasiones, las bacterias

ingresan a los tejidos previamente dafiados y se nota un olor agrio (Mullen, 2001).

Este patdgeno forma esclerocios por lo que es dificil de controlar a través
de précticas culturales o tratamiento quimico tradicional. Se ha utilizado mezcla de
compuestos quimicos para el tratamiento de semillas, que en ocasiones suele ser
eficaz para controlar a los patdgenos transmitidos por el suelo, sin embargo, la
aplicacion ha favorecido el desarrollo de la resistencia de patdgenos a fungicidas y

contaminado el medio ambiente (Rubayet et al., 2017).
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2.6.1 Taxonomia

La clasificacién taxondmica de S. rolfsii se presenta en el Cuadro 3, de acuerdo a
Schouch et al. (2020).

Cuadro 3. Clasificacion taxondmica de S. rolfsii

Super reino Eukaryota
Reino Fungi
Filo Basidiomycota
Clase Agaricomycetes
Orden Atheliales
Familia Atheliaceae
Género Athelia
Especie Athelia rolfsii (Curzi)
C.C. Tu & Kimbr.

2.6.2 Ciclo de vida

El patdgeno es capaz de sobrevivir en forma de esclerocios por varios afos en el
suelo o en restos vegetales, cuando las condiciones ambientales son éptimas los
esclerocios germinan e inicia el desarrollo micelial y el proceso de infeccién, el cual
se lleva cavo en el cuello de las plantas de papa, o que provoca manchas de color
marron grisadceo, necrosis cortical y pudricion de tubérculo. En la superficie de los
tubérculos infectados se desarrolla micelio blanco en forma de abanico, en este se
desarrollan los esclerocios con una tonalidad blanca que posteriormente torna a
marron oscuro con didmetros de 2 a 4 mm, estos permanecen en el suelo o en tejido
vegetal (Kibria, 1975; Garibaldi et al., 2006; Roca et al., 2016). El clico de S. rolfsii

en el cultivo de papa se aprecia en la Figura 2.
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Figura 2. Ciclo de vida Sclerotium rolfsii (Aycock, 1966). Fase asexual; 1. El
patégeno sobrevive en forma de esclerocio o micelio en restos vegetales, 2. Dispersion
de esclerocios en el suelo, 3.Germinacion de esclerocios en condiciones 6ptimas, 4.
Proceso de infeccién en 6rganos inferiores de la planta, 5. Propagacion de micelio y
formacion de esclerocios. Fase sexual; 6. Formacion y dispersion de basidiésporas

2.7 Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani (teleomorfo: Thanatephorus cucumeris) es un hongo
fitopatbgeno comun en los cultivos de papa en todo el mundo, es responsable de
causar enfermedades econémicamente importantes como la costra negra y cancros
en el tallo de la papa (Banville, 1989). Este hongo esta clasificado en grupos de
anastomosis (GA) y subgrupos, se han reportado 13 GA. El grupo AG3PT ha sido
reportado como el causante de enfermedades en papa (Carling y Leiner, 1986;
Balali et al., 1995; Woodhall et al., 2008).

Las fuentes de infeccién son tubérculos infectados con esclerocios e hifas
y suelos contaminados con el hongo (Jager et al., 1991). Se transmite por medio

de tubérculo semillas infectados, siendo estos el principal indculo. Los sintomas
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pueden presentarse en partes subterraneas y aéreas de las plantas. La costra negra
es provocada por la formacion de esclerocios negros irregulares en la parte
superficial del tubérculo, en lesiones severas el tubérculo puede presentar
deformacion y agrietamiento. El cancro del tallo provoca lesiones necréticas en la
punta de los brotes lo que puede causar el retraso del crecimiento o la inhibicién de
la planta en etapa de emergencia. En tallo se puede apreciar cancros de color
marron, secos y hundidos, provocando retraso en desarrollo de la planta al atacar a
raices y estolones, en casos severos pueden desarrollarse tubérculos aéreos de

color verde en la superficie del suelo (Banville, 1989; Carling et al., 1989).

2.7.1 Taxonomia
La clasificacion taxonémica de R. solani (teleomorfo: Thanatephorus cucumeris) se

presenta en el Cuadro 4, de acuerdo a Schouch et al. (2020).

Cuadro 4. Clasificacion taxondmica de R. solani

Super reino Eukaryota
Reino Fungi
Filo Basidiomycota
Clase Agaricomycetes
Orden Cantharellales
Familia Ceratobasidiaceae
Genero Rhizoctonia
Especie Rhizoctonia solani
Kihn
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2.7.2 Ciclo de vida

El patdgeno sobrevive en forma de esclerocios sobre tubérculos semilla o como
micelio en residuos de cosechas de manera saprofitica (Figura 3). Cuando los
tubérculos semilla infectados son plantados, el hongo se desarrolla desde la
superficie de la semilla hasta el desarrollo del brote ocasionado la infeccion de la
raiz primordial, estolones primordiales y de los primordios foliares. El indculo
presente en los restos vegetales necesita tener cercania con los 6rganos de la
planta para realizar el proceso de infeccion, este puede ser igual de perjudicial para
el hospedero (Wharton et al., 2007).

La planta puede presentar el proceso de infeccion en cualquier etapa de
cultivo. Los sintomas del complejo patoldégico Rhizoctonia son observados en
partes aéreas y subterraneas de la planta en dos fases, la infeccion de las plantas
en crecimiento (cancro de tallo) e infeccion de tubérculos por formacion de
esclerocios (costra negra). El cancro del tallo se presenta en etapas tempranas
causando lesiones en las puntas de los brotes, lo que puede inhibir o retrasar la
etapa de emergencia. Por otro lado, cuando la severidad de la costra negra es alta,

los tubérculos pueden presentar deformaciones y agrietamientos (Tsror, 2010).

17



El  hongo produce cancros Yy

& 5O ~
) estrangulamiento en tallos y estolones,
f NN .2 2
=)  provocando la formacion de tubérculos
O /1 NN aéreos y afectando el desarrollo de

‘(\\ tubérculos.

El hongo causa lesiones en la punta de
los brotes, lo que puede retrasar o
simplemente impedir la emergencia de
estos.

Al final de la temporada se
produce el desarrollo de
esclerocios sobre los
tubérculos.

Cuando los  tubérculos .\

semilla son plantados, el
hongo que esta sobre el
tubérculo o en el suelo »
germina infectandolos brotes,

estolones y tallos. 1

PR

El hongo sobrevive en restos de plantas como
micelio o como esclerocios en suelo y tubérculos
enfermos.

Figura 3. Ciclo de Rhizoctonia solani (Acufia et al., 2015). 1. El patégeno sobrevive
en esclerocios y en restos de las plantas, 2. Germinacion del hongo e infeccién brotes
estolones y tallos, 3. Retraso o impedimento del desarrollo de brotes, 4. Desarrollo de
cancros y estrangulamiento en tallos y estolones, 5. Desarrollo de esclerocios sobre los
tubérculos, 6. Los tubérculos son almacenados para ser usados como tubérculo semilla
o con fines comerciales.
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2.8 Interaccion microorganismo planta

La rizosfera es el campo de accion o influencia de una raiz, una zona estrecha de
suelo sujeta a la influencia de las raices vivas, donde los exudados de las raices
estimulan o inhiben las poblaciones microbianas y sus actividades (Lynch and Leij,
2012). En el suelo se encuentra una concentracion de bacterias, pero, la
concentracion es mayor en la rizosfera, esto se debe a las condiciones
proporcionadas por las plantas, un amplio rango de sustratos como fuentes de
carbono o nitrogeno (Lynch, 1990; Glick, 1995). Sin embargo, la temperatura, el pH
y la cantidad de fésforo disponible en el suelo pueden ser determinantes en el

desarrollo de poblaciones microbianas (Calvo, 2008).

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) son un grupo
al que pertenecen algunas especies de bacterias que aportan a la planta ventajas
directas e indirectas en el desarrollo y salud ante condiciones adversas tanto
abioticas como bidticas, el término fue empleado por primera vez por Kloepper y
Schroth (1980). Estos autores en pruebas in planta bajo condiciones de invernadero
midieron el efecto de aislados de RPCV en plantas de papa, reportaron un 100 %
en el incremento del peso de las plantas y un aumento de crecimiento estolonifero
del 25 a 550 %.

Dentro de los géneros reportados como RPCV se encuentran aislados de
los géneros Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillium, Azotobacter,
Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium,
Rhizobium y Serratia (Bashan y de-Bashan, 2005; Santoyo et al., 2012).

2.9 Mecanismos de antagonismo empleados por bacterias

Los mecanismos de antagonismo empleados por agentes bacterianos son diversos
y pueden presentar mas de uno (Ahmad et al., 2008). Algunos mecanismos
reportados para bacterias del del género Bacillus, Burkholderia, Streptomyces y

Pesudomonas son el uso de enzimas liticas, produccion de polipetidos, produccion
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de sideroforos, solubilizacion de fosfatos y produccion de acido indolacético
(Valencia et al., 2005; Truijillo et al., 2007; Arcos y Zufiiga, 2015).

El hierro es un elemento que controla el crecimiento de microorganismos
endofitos (patdgenos o no patdgenos) y rizosféricos (Aguado-Santacruz et al.,
2012). La sintesis de sideréforos por aislados bacterianos se lleva a cabo en
ambientes deficientes de hierro y se ha relacionado con la promocion de crecimiento
vegetal y como factor limitante de crecimiento de patdégenos (Kloepper et al., 1980).
Los sideréforos actiian como sustancias quelantes de hierro en el entorno, lo que
reduce la cantidad de hierro disponible para los microorganismos, las plantas que
son capaces de asimilar el hierro proveniente de sideréforos aumentan sus
posibilidades de supervivencia y adaptacion a diferentes condiciones de suelo
(Wang et al., 1993).

Las bacterias tienen la capacidad de producir diferentes compuestos
volatiles relacionado con una respuesta sistemética inducida (RSI), lo que activa los
sistemas de defensas de la planta contra patégenos (Rojas-Solis et al., 2008).
Rudrappa et al. (2010), reportan a Bacillus subtilis FB17 como productor de acetoina
(3-hidroxi-2butanona), un compuesto volatil con la capacidad de activar la RSI en
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Ryu et al. (2003) reportaron los aislados
bacterianos B. subtilis GB03 y B. amyloliquefaciens IN937a como productores de 2-
3 butanediol y acetoina, compuestos volatiles responsable de la sefalizacion

guimica entre las bacterias y la estimulacion en el desarrollo de A. thaliana.
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3. JUSTIFICACION

Sinaloa ocupa el segundo lugar en produccién de papa (S. tuberosum) a nivel
nacional, en 2020 se sembraron un total de 61,532.44 ha. Sin embargo, las
enfermedades de origen fangico causadas por S. sclerotiorum, S. rolfsii y R. solani
ocasionan dafos significativos al cultivo afectando la produccion y calidad del
producto, esto reduce el valor final del tubérculo lo que resulta en menores

ganancias para el agricultor.

La aplicacion de fungicidas reduce o inhibe el crecimiento fungico, aunque,
el uso indiscriminado de productos quimicos contribuye con la contaminacién de los
suelos y afecta a la salud de los usuarios que manejan el producto. El proteger a las
plantas de patdogenos o aumentar la produccion, trae consigo consecuencias

negativas tanto para el ambiente como para la salud humana.

Una alternativa para disminuir la aplicacién de productos quimicos es el
uso de estrategias bioldgicas como es el empleo de cepas bacterianas nativas como
control biolégico de diversos hongos fitopatdgenos. EIl uso de estas cepas con
potencial antagénico, tiene como beneficio la capacidad de adaptacion adquirida a
través del tiempo a las condiciones climaticas del norte de Sinaloa
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la efectividad antagonica en cepas endémicas de bacterias de la rizosfera
de papa para el control biologico de S. rolfsii, S. sclerotiorum y R. solani in vitro e in

planta.

4.2 Objetivos especificos

1. Obtener una coleccion de aislados bacterianos de rizosfera de plantas de
papa y de hongos fitopatdgenos, recolectados en diferentes lotes del norte
de Sinaloa.

2. Evaluar el potencial antagonico in vitro de los aislados bacterianos
endémicos contra los hongos fitopatégenos S. sclerotiorum, S. rolfsii y R.
solani.

3. Evaluar la efectividad biolégica in planta de los aislados bacterianos
seleccionados in vitro contra los hongos fitopatégenos.

4. Determinar los mecanismos de antagonismos de los aislados bacterianos
con mayor potencial antagénico.

5. Identificar molecularmente los aislados de S. sclerotiorum y bacterias con

actividad antagodnica contra los tres hongos fitopatdgenos.

5. HIPOTESIS
Al menos uno de los aislados bacterianos nativos presenta actividad antag6nica
contra Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum y Rhizoctonia solani in vitro e in

planta en papa en condiciones de invernadero.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Estrategia de trabajo

La Figura 4 muestra el esquema general de trabajo para la presente investigacion.

Muestreos en rizosfera en el cultivo
de papa en el norte de Sinaloa

Generacion de coleccién bacteriana

Generacion de la subcoleccion y-
hemolitica

entificacion de mecanismos
antagonicos:

- Produccién de auxinas

Evaluacion in vitro del potencial

antagonico bacteriano

|

Evaluacion de eficacia in planta
del aislado antagonico
seleccionado in vitro

- Solubilizaciéon de fosfatos

- Produccién de sideroforos

Identificacion molecular del aislado
bacteriano con potencial
antagonico

Identificacion molecular
aislados de S. sclerotiorum

Figura 4. Estrategia general de trabajo
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6.2 Obtencidn de aislados bacterianos

Se realizaron muestreos en cinco lotes comerciales de papa del municipio de
Ahome y siete lotes del municipio de El Fuerte (Cuadro 5). En cada lote se recolecto
suelo de la rizosfera de las plantas, utilizando el método de cinco de oros, que
consiste en obtener cinco sub muestras (cuatro en orillas y una central del area
seleccionada), las muestras se colectaron con una pala de jardin. En cada punto de
muestreo se obtuvieron aproximadamente 300 g de suelo de diferentes plantas.
Estas 60 submuestras se transportaron en bolsas de plastico de forma inmediata al
Laboratorio de Fitopatologia y Medio Ambiente de la Universidad Auténoma de
Occidente (UAdeO) para su procesamiento.

6.3 Procesamiento de las muestras

Se separod, con un pincel, el suelo adherido a las raices de cada submuestra
por lote, posteriormente se mezclé todo el suelo obtenido de las cinco submuestras

para formar una muestra representativa de cada lote, dando un total de 12 muestras.

6.4 Creacién de colecciéon de bacterias de la rizosfera de papa

Se pes6 1.3 g de suelo por muestra en una balanza analitica (modelo AR2140) y se
coloco en tubos Eppendorf de 1.6 ml, posteriormente se le agregd 1 ml de agua
destilada estéril (ADE) y se agit6 por un minuto en un agitador vortex tipo mx-s
(DLAB, LB2000). Se realizaron diluciones seriadas hasta 10* de cada una de las
diez muestras compuestas. Se colocaron 100 pl de las ultimas diluciones en cajas
Petri con medio agar nutritivo (Anexo 1) por duplicado y se plaqueo con varilla de
cristal bajo condiciones asépticas en campana de flujo laminar (ESCO Laminar Flow
Cabinet). Las cajas Petri se colocaron en una incubadora (Binder, BD 115) a 24 °C
durante un tiempo de 24 a 48 horas. Posteriormente las colonias de bacterias, se
purificaron mediante estrias en cajas Petri con medio agar Luria Bertani (LB; Anexo
2) en condiciones asépticas y se incubaron a 24°C por 24 horas finalizando el

proceso de purificacion.

Las colonias purificadas en agar LB, se cultivaron en 1 ml medio LB liquido en tubos

Eppendorf de 1.6 ml a 25 °C, con agitacién (220 RPM) por 40 h. Una vez que los
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aislados crecieron en el medio liquido, se tomaron 780 pl del medio con bacteria y

se colocaron en tubos con 520 pul de glicerina al 50 %, quedando asi un medio al 20

% de glicerina, posteriormente se rotularon y se conservaron a -20 °C (Cuadro 5).

Cuadro 5. Cddigo de los aislados bacterianos, ubicacion y su fecha de recoleccion

en el norte de Sinaloa.

Aislado  Municipio Localidad Coordenadas Fecha
A01 El Fuerte Huepaco 25°56'42.9"N 108°49'39.8"W 05/01/2021
A02 El Fuerte Huepaco 25°56'42.9"N 108°49'39.8"W 05/01/2021
A03 El Fuerte Huepaco 25°56'42.9"N 108°49'39.8"W 05/01/2021
A04 El Fuerte Huepaco 25°56'42.9"N 108°49'39.8"W 05/01/2021
AQ5 Ahome 5 de Mayo 25°51'05.0"N 108°56'37.2"W 31/12/2020
A06 Ahome 5 de Mayo 25°51'05.0"N 108°56'37.2"W 31/12/2020
AQ7 Ahome 5 de Mayo 25°51'05.0"N 108°56'37.2"W 31/12/2020
A08 Ahome 5 de Mayo 25°51'05.0"N 108°56'37.2"W 31/12/2020
A09 Ahome 5 de Mayo 25°51'05.0"N 108°56'37.2"W 31/12/2020
A10 Ahome 5 de Mayo 25°51'05.0"N 108°56'37.2"W 31/12/2020
BO1 Ahome 5 de Mayo 25°51'05.0"N 108°56'37.2"W 31/12/2020
B02 Ahome Km 19 25°55'14.5"N 108°50'21.3"W 07/01/2021
B03 El Fuerte Km 19 25°55'14.5"N 108°50'21.3"W 07/01/2021
B04 El Fuerte Km 19 25°55'14.5"N 108°50'21.3"W 07/01/2021
B05 El Fuerte Km 19 25°55'14.5"N 108°50'21.3"W 07/01/2021
B06 El Fuerte Km 19 25°55'14.5"N 108°50'21.3"W 07/01/2021
BO7 El Fuerte Km 19 25°55'14.5"N 108°50'21.3"W 07/01/2021
B08 Ahome Plan de Ayala 25°46'15.1"N 109°02'44.8"W 11/01/2021
B09 Ahome Plan de Ayala 25°46'15.1"N 109°02'44.8"W 11/01/2021
B10 Ahome Plan de Ayala 25°46'15.1"N 109°02'44.8"W 11/01/2021
co1 Ahome Plan de Ayala 25°46'15.1"N 109°02'44.8"W 11/01/2021
Cco2 Ahome Plan de Ayala 25°46'15.1"N 109°02'44.8"W 11/01/2021
Cco3 Ahome Plan de Ayala 25°46'15.1"N 109°02'44.8"W 11/01/2021
Co4 Ahome Ejido Mochis 25°48'56.0"N 109°02'53.9"W 04/01/2021
C05 Ahome Ejido Mochis 25°48'56.0"N 109°02'53.9"W 04/01/2021
Co06 Ahome Ejido Mochis 25°48'56.0"N 109°02'53.9"W 04/01/2021
cov7 Ahome Ejido Compuertas 25°49'35.5"N 109°01'33.1"W 04/01/2021
cos8 Ahome Ejido Compuertas 25°49'35.5"N 109°01'33.1"W 04/01/2021
C09 Ahome Ejido Compuertas 25°49'35.5"N 109°01'33.1"W 04/01/2021
Ci10 Ahome Ejido Compuertas 25°49'35.5"N 109°01'33.1"W 04/01/2021
Do1 Ahome Ejido Compuertas 25°49'35.5"N 109°01'33.1"W 04/01/2021
D02 Ahome 5 de Mayo 25°49'57.1"N 108°56'57.7"W 31/12/2021
D03 Ahome 5 de Mayo 25°49'57.1"N 108°56'57.7"W 31/12/2021
D04 Ahome 5 de Mayo 25°49'57.1"N 108°56'57.7"W 31/12/2021
D05 Ahome 5 de Mayo 25°49'57.1"N 108°56'57.7"W 31/12/2021
D06 El Fuerte Ejido 2 de Abril 25°54'23.0"N 108°56'50.8"W 31/12/2021
D07 El Fuerte Ejido 2 de Abril 25°54'23.0"N 108°56'50.8"W 31/12/2021
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D08
D09
D10
EO1
EO02
EO3
EO4
EO05
EO6
EO7
EO8
EO9
E10
FO1
FO2
FO3
Fo4

El Fuerte
El Fuerte
El Fuerte
El Fuerte
El Fuerte
El Fuerte
El Fuerte
El Fuerte
El Fuerte
El Fuerte
El Fuerte
El Fuerte
El Fuerte
El Fuerte
El Fuerte
El Fuerte
El Fuerte

Ejido 2 de Abril
Ejido 2 de Abril
Ejido 2 de Abril

Km 19

Km 19

Km 19

Km 19
Santa Blanca
Santa Blanca
Santa Blanca
Santa Blanca
Santa Blanca
La Genoveva
La Genoveva
La Genoveva

Km 19
Santa Blanca

25°54'23.0"N 108°56'50.8"W
25°54'23.0"N 108°56'50.8"W
25°54'23.0"N 108°56'50.8"W
25°55'14.0"N 108°50'45.6"W
25°55'14.0"N 108°50'45.6"W
25°55'14.0"N 108°50'45.6"W
25°55'14.0"N 108°50'45.6"W
25°55'03.9"N 108°54'39.2"W
25°55'03.9"N 108°54'39.2"W
25°55'03.9"N 108°54'39.2"W
25°55'03.9"N 108°54'39.2"W
25°55'03.9"N 108°54'39.2"W
25°52'41.1"N 108°55'38.9"W
25°52'41.1"N 108°55'38.9"W
25°52'41.1"N 108°55'38.9"W
25°55'14.0"N 108°50'45.6"W
25°55'03.9"N 108°54'39.2"W

31/12/2021
31/12/2021
31/12/2021
07/01/2021
07/01/2021
07/01/2021
07/01/2021
05/01/2021
05/01/2021
05/01/2021
05/01/2021
05/01/2021
02/01/2021
02/01/2021
02/01/2021
07/01/2021
05/01/2021

6.5 Obtencidn de hongos fitopatégenos

Se obtuvieron 3 aislados (P114, P115 y P19) de Rhizoctonia solani proporcionados

por el Dr. Juan Manuel Tovar Pedraza del Centro de Investigacion en Alimentacion
y Desarrollo (CIAD), y 3 aislados de Sclerotium rolfsii (SrP16, SrP4 y SrP17)
donados por M.C. Gabriel Herrera Rodriguez de la Junta Local de Sanidad Vegetal
del Valle del Fuerte (JLSVF).

Los aislados de Sclerotinia sclerotiorum se obtuvieron por cuenta propia

utilizando el método de muestreo de 5 de oros en 3 lotes de papa ubicados en el

municipio de Ahome Sinaloa (Cuadro 6), durante el ciclo agricola 2020-2021. Se

colectaron los esclerocios presentes en el interior del tallo de las plantas de papa,

las muestras se transportaron en bolsas de papel al laboratorio de Fitopatologia de
la UAdeDO.
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Cuadro 6. Cadigo de los aislados de S. sclerotiorum, ubicacién y su fecha de
recoleccion en el norte de Sinaloa

Aislado Municipio Localidad Coordenadas Fecha
Ss1 Ahome La Genoveva  25°50'39.4"N 108°53'39.1"W  14/03/2021
Ss2 Ahome La Genoveva  25°50'28.8"N 108°53'25.6"W  14/03/2021
Ss3 Ahome La Genoveva  25°50'02.6"N 108°53'48.6"W  14/03/2021

Las muestras se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1 % por dos minutos bajo
condiciones estériles, posteriormente los esclerocios obtenidos de cada lote se
sumergieron en agua destilada estéril y se colocaron en papel absorbente estéril
para eliminar el exceso de humedad. Cada esclerocio se coloco en cajas Petri con
medio papa dextrosa agar (PDA; BD Bioxon®; Anexo 3), a una temperatura de 25

°C durante 5 dias para la posterior preservacion.

6.6 Preservacion de hongos

Todos los aislados fangicos se reactivaron en cajas Petri con medio PDA, cuatro
dias posteriores a la reactivacion se transfirieron a tubos de ensayos con medio
PDA (inclinado) y se incubaron por 3 dias a 25 °C, después se les afiadio aceite

mineral estéril y conservaron a 4 °C (Humer, 1997).

6.7 Pruebas de antagonismo in vitro

Se realizé un escrutinio de la coleccién de bacterias para determinar el potencial
antagonico contra los tres aislados diferentes de las tres especies de hongos

fitopatdégenos.

En cajas Petri con PDA, se coloco en el centro de la placa un disco de
micelio del aislado fungico con crecimiento activo de 6 dias de edad y en cuatro
puntos equidistantes se coloc6 una asada de cada aislado bacteriano. Como
testigos se usaron cajas Petri con medio PDA con el asilado fangico sin bacteria. El
experimento se desarroll6 a una temperatura de 25°C y finaliz6 cuando el

crecimiento micelial del testigo llego al borde de la caja.
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Para confirmar el potencial antagonico de las bacterias, se realizaron
nuevamente pruebas in vitro. Para estas pruebas se seleccionaron aquellos
aislados que mostraron inhibicién de crecimiento micelial de los patdgenos en el
experimento anterior. Cada cepa bacteriana se colocd en los cuatro puntos
equidistantes de caja Petri con medio PDA y en el centro un disco de PDA con
crecimiento activo del hongo. Se emplearon tres réplicas por tratamiento, en un
arreglo completamente al azar. El experimento se realizo por duplicado, para todos
los aislados fungicos con incubacion a 25 °C hasta el llenado de las cajas Petri de

los testigos.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (PICM) se evalué de acuerdo a
los métodos de Kumar et al. (2011), PICM = (R1-R2 / R1) multiplicado por 100,
donde R1 es el crecimiento radial del patégeno sin presencia de la bacteriay R2 es

el crecimiento radial del patdgeno que interactia con las bacterias.

6.8 Prueba de hemodlisis

La prueba de hemdlisis es un método utilizado para identificar y clasificar aquellos
organismos que tienen la capacidad de secretar toxinas proteicas como alfa-
hemolisina, una proteina presente durante la lisis de celular. Esta actia sobre
diversos tipos de células como glébulos rojos, fibroblastos embrionarios y adultos,

granulocitos, linfocitos y macrofagos (Bakas et al., 2013).

Para esta prueba se utilizaron placas con medio agar sangre, las cuales
se dividieron en ocho secciones iguales, y en cada seccion se realizaron dos
perforaciones de 5 mm de diametro. Por otra parte, los aislados bacterianos se
cultivaron a 25 °C en tubos de 15 ml con 5 ml de medio LB, sobre un agitador orbital
(SCI-L330-Pro) a 220 RPM durante 24 h. Posteriormente se transfiri6 1 ml de cada
aislado bacteriano a tubos de 1.5 ml, se centrifug6 a 13,000 RPM por 10 min. Una
vez centrifugado se extrajeron 50 ul del sobrenadante, este se vertié por duplicado

en las perforaciones.

Las cajas se incubaron por 20 h a 37 °C. Se utilizaron los criterios de

pruebas de hemdlisis reportados por Forbes et al. (2002):
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e Hemodlisis alfa (a-hemdlisis) o hemdlisis parcial, cuando se presentd un
oscurecimiento verdoso en el medio de cultivo alrededor de las perforaciones
conteniendo el sobrenadante.

e Hemolisis beta (B-hemdlisis), o hemdlisis total, cuando de observo un halo claro
del medio de cultivo por el efecto de lisis total de los eritrocitos

e Hemdlisis gama (y-hemodlisis), o no hemolitico, si el medio de cultivo no

presentaba ningun tipo de aclaramiento.

Como control hemolitico positivo se utilizd la cepa p-hemolitica Bacillus
velezensis Ruiz-Garcia, proporcionada por el Laboratorio de Ecologia de la rizosfera
del Departamento de Biotecnologia Agricola del Centro Interdisciplinario de
Investigacion para el Desarrollo Integral Regional CIDIR-IPN Unidad Sinaloa del

instituto Politécnico Nacional. La prueba se realizé por duplicado.
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6.9 Pruebas para la deteccion de posibles mecanismos de actividad

antagonica

Para las pruebas de deteccion de posibles mecanismos de actividad antagonica y
como resultado de las pruebas de antagonismo in vitro, se seleccion6 aquel aislado
bacteriano con potencial para inhibir los tres aislados de las tres especies de
hongos fitopatégenos.

6.9.1 Produccién de sider6foros

La produccion de sideréforos se determiné de acuerdo con la metodologia reportada
por Schwyn y Neilands (1987) con pequefias modificaciones. Los aislados
bacterianos se reactivaron y crecieron en tubos de ensayo de 15 ml que contenian
5 ml de medio LB, los tubos se incubaron por 24 h a 25 °C con una agitacion de 220
RPM. Posteriormente se trasfiri6 1 ml del aislado bacteriano a tubos de 1.5 mly se
centrifugd a 13,000 RPM por 10 min. Una vez centrifugado, se extrajeron 50 ul del
sobrenadante y se colocaron en las perforaciones de 5 mm previamente realizadas
a cajas Petri con medio CAS, estas se incubaron a 25 °C por una semana. Un halo
de color amarillo-naranja indica positivo a la producciéon de sider6foros. Como
control positivo se utilizé el aislado Pseudomonas plecoglossicida Nishimori,
proporcionado por el Laboratorio de Ecologia de la rizosfera del Departamento de
Biotecnologia Agricola del Centro Interdisciplinario de Investigacion para el
Desarrollo Integral Regional CIDIR-IPN Unidad Sinaloa del instituto Politécnico

Nacional. La prueba se realiz6 por duplicado.
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6.9.2 Antagonismo mediante compuestos orgénicos volatiles (COV) por el
método de placa dividida.

La actividad antifangica de compuestos organicos volatiles se analiz6 mediante una
modificacion de los métodos descritos por Fernando et al. (2005), en placa Petri
dividida, en donde una mitad contenia PDA y el otro agar LB. Para este ensayo se
reactivo el aislado bacteriano y se estrié en la division de la placa Petri con medio
LB. En la division con PDA se coloco un disco de micelio en crecimiento activo de
un cultivo de 6 dias de edad, después se sellaron las cajas con Parafilm para
asegurar en dado caso de la produccion de compuestos volatiles, estos se
conserven dentro de la caja. El crecimiento radial del micelio se evaluo al llenado
de caja del testigo (cajas con hongo y sin bacteria), el porcentaje inhibicion se estimé

con la férmula anteriormente descrita.

6.10 Pruebas para deteccion de posibles mecanismos de promocion

de crecimiento vegetal

Con el propésito de identificar posibles mecanismos de promocién de crecimiento
vegetal el aislado bacteriano se sometio a pruebas de solubilizacion de fosfatos y la

produccion de acido indolacético (AlA).

6.10.1 Capacidad de solubilizacion de fosfatos

El aislado fue reactivado y puesto en crecimiento en tubos de ensayo de 15 ml con
5 ml de medio LB por 24 h a 25 °C con una agitacion de 220 RPM. Posteriormente
se trasfirid 1 ml del aislado bacteriano a tubos de 1.5 ml y se centrifugd a 13,000
RPM por 10 min. Una vez centrifugado se extrajeron 50 ul del sobrenadante y se
vertid6 en las perforaciones de 5 mm realizadas a cajas Petri con medio Agar
Pikovskaya, se incubaron a 25 °C por 7 dias. Segun Pikovksaya (1948) la aparicion
de un halo claro en el medio de cultivo alrededor de la colonia, indica que la
positividad de solubilizar fosfatos. Se utilizé la bacteria Pseudomonas aeruginosa
(Schroeter) Migula, (95N) como control positivo, proporcionada por el Laboratorio
de Ecologia de la rizosfera del Departamento de Biotecnologia Agricola del Centro
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Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional CIDIR-IPN

Unidad Sinaloa del instituto Politécnico Nacional. La prueba se realiz6 por duplicado.

6.10.2 Produccién de acido indolacético (AlA).

La capacidad para producir auxinas se evalu6 por el reactivo Salkowski, el cual
consiste en cloruro de hierro Il (FeCl3) disuelto en un acido oxidante concentrado,
este método se desarrollé originalmente para la determinacion de indol (Salkowski
1885; Szkop et al., 2012).

Primero se realizé una curva de calibracién con la absorbancia registrada
de 12 concentraciones de AIA (100, 90, 80, 70, 60, 50, 40,30, 20, 12, 10,5y 0
MM/mL) en medio LB mezclado con reactivo Salkowski (20 g de FeCI3.6H20 por
litro de H2S04 7.9 M), incubadas a temperatura ambiente por 30 min. La densidad

optica (DO) de las distintas concentraciones se midié a 530 nm.

El aislado bacteriano se cultivd en caldo LB durante 24 h, después se
centrifug6 a 13,000 rpm por 10 min. Se tomaron 100 L del sobrenadante bacteriano
y se mezclaron con 100 uL del reactivo Salkowski, se incubaron durante 30 min a
temperatura ambiente en ausencia de luz (Pilet y Chollet 1970) y se llevé a cabo
una lectura de DO s30. El criterio de seleccidn se realiz6 de manera visual al evaluar
si los sobrenadantes bacterianos presentaban coloracion rosada y se compararon
las lecturas espectrofotométricas con las obtenidas en la curva de calibracion.

6.11 Pruebas de antagonismo in planta

Se selecciono el aislado bacteriano no hemolitico, que mostré actividad antagénica
in vitro contra las tres cepas de los tres hongos fitopatdgenos. Previo a la evaluacion
de este aislado en condiciones de invernadero, se llevo a cabo la estandarizacion

para preparar tanto el indculo fungico como bacteriano a utilizar.
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6.11.1 Estandarizacion de la metodologia para la produccion de
inéculo bacteriano.

Para la produccion de inoculo bacteriano se realizé una curva de crecimiento de la
bacteria seleccionada con la finalidad de determinar la fase de crecimiento
exponencial para utilizar células viables y en crecimiento constante. Para la
reactivacion del aislado, se sembro por estria en placas Petri con medio agar LB,
se incubd por 24 h a una temperatura de 25°C. Se realiz6 la transferencia de una
colonia bacteriana reactivada en medio agar LB, se incub6 por 24 horas a 25 °C.
Posteriormente en tubo de ensayo de 15 mL que contenian 5 mL de caldo LB, se le
sembrd una asada del aislado reactivado y se incub6 a 25 °C, con agitacion de 220
RPM por 18 horas. Enseguida se agregaron 4 mL de este cultivo a una botella de 1
L que contenia 200 mL de medio liquido LB y se incub6 en un agitador orbital a 25
°Cy 200 RPM. De este indculo se tomaron lecturas de DO sg5 cada dos horas hasta
llegar a la fase estacionaria del cultivo. Durante el ensayo se estimaron las unidades
formadoras de colonias (UFC/mL) con el método de diluciones seriadas por

duplicado durante la fase exponencial.

6.11.2 Produccién de inéculo fangico

Para la produccion de in6culo fungico, se reactivaron los siguientes aislados: S.
sclerotiorum (Ss1, Ss2 y Ss3), S. rolfsii (Sr1, Sr2 y Sr3) y Rhizoctonia solani (Rs3),
en cajas Petri, de 90 x 15 mm, con medio PDA y se incubaron a 25°C. Posterior a
la formacién de esclerocios, se recolectaron 120 esclerocios por aislados de los
diferentes hongos. Los esclerocios se desinfestaron en remojo en una solucién de
NaOCI al 1 % (p/v) durante 1 minuto, posteriormente se enjuagaron en ADE y se
elimind el exceso de humedad con papel absorbente estéril en condiciones de

asépticas.
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6.11.3 Bioensayo de antagonismo in planta

El experimento se llevo a cabo a nivel invernadero, se seleccion6 el aislado que
mostréo efecto antagonico contra los tres aislados fungicos evaluados en

condiciones in vitro, se utilizaron tubérculos semilla de la variedad Fianna.

Se utiliz6 como sustrato una mezcla de tierra y arena (2:1), el cual se
sometidé a pasteurizacion a 100 £ 5 °C durante 5 h. Las macetas se desinfestaron
con hipoclorito de sodio (NaOCI) al 3 %, se enjuagaron seis veces con ADE y se
dejaron secar antes de la siembra. Antes de la siembra, los tubérculos semillas se
colocaron en una solucién de NaClO al 1 % (p/v) durante 3 minutos, luego se

enjuagaron con ADE y se dejaron secar en papel absorbente estéril.

Se montd el experimento de acuerdo a la metodologia reportada por
Adams y Ayers (1979) con pequefias modificaciones. A cada maceta se le
agregaron 4 kg de suelo, se le coloco un tubérculo semilla a una profundidad de 15
cm y 10 esclerocios de los aislados fungicos a una profundidad de 2.5 cm. En los
tratamientos con bacteria, ésta se asperjo en el tubérculo y en la superficie del suelo
a una concentracion de 1.83 x 107 UFC/mL. Se regaron con agua de grifo segun el
requerimiento de la planta y se fertilizaron cada 7 dias. Los tratamientos se
distribuyeron en un arreglo completamente al azar; se utilizaron 6 repeticiones por

tratamiento, el experimento se realiz6 dos veces.

Se emplearon los siguientes tratamientos: Control absoluto (CA; sin
bacteria ni patdégeno), plantas con bacteria (D02), plantas con bacteria y S.
sclerotiorum aislado 1 (D02 + Ss1), plantas con bacteria y S. sclerotiorum aislado 2
(D02 + Ss2), plantas con bacteria y S. sclerotiorum aislado 3 (D02 + Ss3), plantas
con bacteriay S. rolfsii aislado 1 (D02 + Srl), plantas con bacteria y S. rolfsii aislado
2 (D02 + Sr2), plantas con bacteria y S. rolfsii aislado 3 (D02 + Sr3) y plantas con
bacteria y Rhizoctonia solani aislado 3 (D02 + Rs3).

A los 53 dias de la siembra se indujo humedad montando una camara
humedad, se coloco papel tipo peridédico entre las macetas y las plantas se rociaron
por las tardes (5:30 PM a 6:30 PM) con agua del grifo durante 3 minutos,

posteriormente se cubrieron y sellaron con plastico negro, este ultimo se retiraba en
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la mafiana (7:00AM a 7:30 AM). El experimento culminé a los 100 dias posteriores
a la siembra. Se registr6 el numero de plantas germinadas, la incidencia y la

severidad causada por los diferentes hongos fitopatogenos.

El porcentaje de incidencia de las enfermedades (PIE) se obtuvo
dividiendo el numero de plantas enfermas entre el ndmero de plantas por

tratamiento, el resultado fue multiplicado por 100.

En los tratamientos con los aislados de S. sclerotiorum se estimo la
severidad con la escala propuesta por Dueck et al. (1993). Donde: y1 = sin lesion
(con valor numero 0); y2 = pequefias lesiones en el tallo sin formacién de anillos y
esclerocio (con valor nimero 1,25); y3 = lesiones anilladoras del tallo sin formacién
de esclerocio (con valor de 2,5); y4 = lesiones anilladoras con un esclerocio maduro
o inmaduro (con valor numero 3,75); y5 = lesiones que rodean el tallo con mas de
un esclerocio maduro o inmaduro (con valor nimero 5). El indice de enfermedad

(I.E.) fue calculado para cada maceta segun la formula:

[(1,25 X ¥2) + (25 X y3) + (3,75 x y4) + (5 x y5)] 1
IE = XX —
Total de plantas .05

Los tratamientos con S. rolfsii se evaluaron con la escala de severidad de
0 a 4 empleada por Rubayet y Bhuiyan (2016), donde 0 = sin sintomas, 1 = 1-25 %,
2 =26-50 %, 3=51-75% y 4 = 76-100 % de estolon de papa cubierto con lesiones.

La evaluacion de costra negra causada por R. solani se llevo a cabo con
la escala de 0-5 propuesta por Bewer y Larkin (2005), de la siguiente manera: 0=
esclerocios no visibles; 1= los esclerocios cubren 1 % de la piel superficial del
tubérculo; 2= los esclerocios cubren 2-5 %; 3= los esclerocios cubren 5-10 %; 4=
esclerocios cubren 10-15%; y 5= esclerocios cubren mas del 15%.
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6.12 Identificacion molecular

Para la identificacion molecular del aislado bacteriano y de los aislados de S.
sclerotiorum, se parti6 de ADN gendémico extraido por el método del Bromuro de
Cetil Trimetil Amonio (CTAB; Doyle, 1990).

Se creci6 la bacteria en un tubo con capacidad de 2 mL que contenia 1 mL
de medio LB liquido a una temperatura de 25 °C en un agitador orbital a 200 RPM
durante 18 horas. Posteriormente, se centrifug6 (Centrifuge 5415 R, eppendorf®) el
medio liquido con bacteria (13,000 RPM por 20 min), se decant6 el liquido y
posteriormente quedo solo una pastilla.

Para los aislados fungicos (Ss1, Ss2 y Ss3), se realiz6 un raspado micelial

(50 — 100 mg) de una colonia fangica de 7 dias de crecimiento en PDA.

En la extraccion de ADN, se agregaron 500 pL de buffer de CTAB al 2 %
a cada muestra y se maceré con pistilo. Las muestras se incubaron a 65 °C por 10
min y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Se afiadieron 150 pL de cloroformo
y se agitd mecanicamente por 3 min. Después se centrifugd por 10 min a 13,000
RPM, se recupero el sobrenadante (450 pL aproximadamente) en un tubo nuevo y
se les afiadieron 225 pL de etanol absoluto (0.5 V por sobrenadante recuperado),
se agit6é vigorosamente, se centrifugaron por 10 min a 13,000 RPM, y se decanté.
Se realizé un lavado con 300 pL de etanol al 75 %, se centrifugé 5 min a 10,000
RPM y se decant6 nuevamente. Las muestras se secaron colocando el tubo boca
abajo en papel absorbente, en condiciones asépticas. Posteriormente se
resuspendioé en 50 uL de agua ultra pura, Se estimé la concentracion de ADN con
NanoDrop™ One/OneC en el laboratorio de la Junta Local de Sanidad del Valle del

Fuerte, las muestras se almacenaron a -20°C.

EL ADN se utiliz6 como templado para amplificar un fragmento de ~1400
pb del gen 16S rADN por PCR, con los iniciadores F2C/C (5"-AGA GTT TGA TCA
TGG CTC-3" /5- ACG GGC GGT GTG TAC-3’; Shi et al., 1997) para el caso de la
bacteria. Para los aislados fungicos, se utilizaron los oligonucleétidos ITS4/1TS5 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ /| 5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’; White
et al., 1990), que amplifican la region ITS (~ 600 pb). La mezcla de reaccion de PCR
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con 1 pL ADN (de una dilucién 1:10), 3 yL de buffer 10X, 1 puL (50 mM) de MgClI2,
1.0 pL (10 pM) de cada primer, 1.0 pL (10 nM) de dNTP mix, 0.1 yL (0.5 U) de ADN
polimerasa (Invitrogen, USA) y agua libre de nucleasas para un volumen final de 30
pL. La reaccion se efectud en un termociclador C1000 Thermal Touch de Bio-Rad,
el cual se configurd con las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial de 95
°C durante 5 min, seguido por 30 ciclos a 95 °C durante 40 s, 60 °C por 40 sy 72

°C por 1.30 min, una extension final a 72 °C durante 5 min.

Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis en un gel de
agarosa al 1.0 % (p/v) en un foto-documentador (Universal Hood IlI). Estos se

enviaron a Macrogen (Corea del Sur) para la purificacion y secuenciacion.

En ambos casos, tanto para las secuencias obtenidas para los aislados de
Ssl, Ss2 y Ss3 como para D02, estas se editaron en BioEdit version 7.0.5.3. (Hall
1999) y compararon en la base de datos GenBank de NCBI, con el software BLAST
y el algoritmo Mega BLAST-N. Los alineamientos multiples y las reconstrucciones
filogenéticas se realizaron en MEGA 11 (Tamura et al., 2021), se utiliz0 MUSCLE

(Edgar 2004) para el alineamiento.

La secuencia de D02 se compard con secuencias del gen 16S del ADN
ribosomal de especies de la seccion putida de Pseudomonas, de acuerdo a lo
reportado por Gomila et al. (2015). Se utilizé la secuencia de Cellvibrio japonicus
Uedal07 como grupo externo. La reconstruccioén filogenética se realizé conforme al
método de Maxima Verosimilitud y el modelo de 3 pardmetros de Tamura (Tamura
1992), con distribucibn Gamma discreta para modelar las diferencias de tasas
evolutivas entre sitios (4 categorias [+G, parametro = 0.7039]), con sitios invariables
([+1]; 70.44). El analisis involucré 28 secuencias nucleotidicas. Hubo un total de
1009 posiciones en el conjunto final de datos.

Las secuencias de Ssl, Ss2 y Ss3 se compararon con secuencias
reportadas para la region ITS de especie de Sclerotinia, se utilizo la secuencia de
Magnaporthe oryzae Ar2 (KJ850437) como grupo externo. El alineamiento se
sometié a una prueba de ajuste de modelo de sustitucién nucleotidica de acuerdo

al Akaike Information Criteria (AIC). El analisis filogenético se realizé conforme al
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método de Mé&xima Verosimilitud y el modelo de 2 parametros de Kimura (Kimura
1980), se utilizé una distribucion Gamma discreta para modelar las diferencias de
tasas evolutivas entre sitios (4 categorias (+G, parametro = 1,7470)). Este analisis
involucré 19 secuencias de nucledtidos. Hubo un total de 794 posiciones en el

conjunto final de datos.

El soporte de las topologias se evalu6 mediante 1000 réplicas bootstrap.
Ambos filogramas se editaron en FigTree 1.4.0 (Rambaut, 2012).

6.13 Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos se sometieron a pruebas de normalidad Kolmogorov-
Smirnov. Los datos de los experimentos de antagonismo por confrontacion dual y
por compuestos volatiles, se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) con
un valor a de 0.05 en el paquete estadistico SAS (version 9.4). A excepcion del
ensayo de antagonismo por confrontacién en S. rolfsii, el cual se analiz6 mediante
Kruskal-Wallis (a=0.05).

Para los experimentos in planta, los porcentajes de severidad e incidencia
obtenidos en con los aislados de S. sclerotiorum y R. solani se analizaron mediante
el analisis estadistico no paramétrico Kruskal-Wallis, con un valor a de 0.05, éstos
mostraron diferencias significativas entre tratamientos, asi que se empleé la prueba

de Conover en el paquete estadistico InfoStat (version 2008).
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7. RESULTADOS

7.1 Generacion de una coleccion de 54 aislados bacterianos de la

rizosfera de papa

Se obtuvo una coleccion microorganismos de la rizosfera de papa en 5 lotes de
Ahome y 7 de El Fuerte (Cuadro 5). La coleccion estd formada por 54 aislados
preservados a -20 °C en medio LB con glicerol al 20 %, en el laboratorio de

Biotecnologia de la Universidad Autonoma de Occidente UR Los Mochis.

7.2 Escrutinio de aislados con antagonismo in vitro y conformacién
de una sub-coleccién y-hemolitica con potencial antagénico contra
Sclerotinia sclerotiorum

Se realiz6 un escrutinio en donde se evaluaron los 54 aislados bacterianos contra
tres cepas de S. sclerotiorum. Los porcentajes de inhibicién in vitro presentaron un
rango de 0 a 55.9 % (Cuadro 7). Solamente tres aislados (D02, D03 y D04)
obtuvieron un porcentaje cercano o superior al 30% contra los aislados de S.
sclerotiorum. Estos aislados se sometieron a pruebas de hemolisis, donde solo el
aislado D02 mostro caracteristicas no hemoliticas (y), los aislados D03 y D04

presentaron hemdlisis total ().
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Cuadro 7. Inhibicion in vitro del crecimiento micelial de tres cepas de Sclerotinia
sclerotiorum con aislados bacterianos de la rizosfera del cultivo de papa,
colectados en los Municipios de Ahome y El Fuerte, Sinaloa, México.

Aislado % Inhibicion Hemolisis  Ajslado % Inhibicion Hemolisis
Ssl Ss2 Ss3 Ssi Ss2 Ss3

A0l 453 079 2.23 co8  6.16 1.07 21.28

A02 0 113 261 co9 873 1.07 17.35

AO3 227 087 7.15 Cl10 6.14 043 15.27

A04 0 055 34 D01 1445 21  7.05

A05 0 098 846 D02 312 961 33.32 v

A06 0 124 5098 D03  29.04 29.66 34.6 B

AO07 0 0 2285 D04  11.84 5594 36.34 B

A08 0 023 39 D05 0 7.33  22.99

A09 0 0 11.65 D06 0 1236 7.38

A10 0 055 9.27 D07  3.89 0 15.4

BO1 0 059 15.83 D08  3.21 0 1145

BO2 0 081 11.73 D09 512 053 21.97

BO3 037 085 O D10 1056 0.7 16.74

BO4 467 1.07 3.95 EO1 1.67 349 15.01

BO5  0.37 0.62 10.97 E02 364 169 14.56

BO6 062 0.36 0.96 EO03 1.88 6.56 11.17

BO7 0 1.58 27.87 EO4 0 1.15 8.57

BO8 825 0.27 4256 EO5 3392 386 25

BO9 1267 1.17 6.28 E06 3 051 14

B10 0 0.38 18.33 EO7 3444 102 233

co1 1.62 085 4.04 EO08 257 023 1.92

C02 1835 0.87 22.72 EO9 5366 0  16.67

CO3  20.83 8.62 21.89 E10 4065 0.46 21.54

Co4 395 0 2042 FO1 4645 094 12.19

COo5 38 137 2213 FO2 3233 027 9.74

Co6 097 0 21.63 FO3 2526 091 134

co7 3.01 113 29.52 FO4 19.26 341 16.77




7.3 Escrutinio de aislados con antagonismo in vitro y conformacion
de una sub-coleccién y-hemolitica con potencial antagonico contra

Sclerotium rolfsii

Se realiz6 un escrutinio en donde se evaluaron los 54 aislados de bacterias contra
tres cepas de S. rolfsii, los porcentajes de inhibicién in vitro presentaron un rango
de 0 a 69 % (Cuadro 8). Solo nueve aislados (A04, A09, B02, B0O3, BO7, C02, C03,
C10 y D02) obtuvieron un porcentaje cercano o superior al 30 % en los aislados de
S. rolfsii. Estos aislados fueron sometidos a pruebas de hemolisis, donde los
aislados A04, B02 y D02 mostraron caracteristicas no hemoliticas (y), mientras que
A09, B03, B07, C02, C03 y C10 presentaron hemdlisis total (B).

41



Cuadro 8. Inhibicidon in vitro del crecimiento micelial de tres cepas de Sclerotium
rolfsii con aislados bacterianos de la rizosfera del cultivo de papa, colectados en los

Municipios de Ahome y El Fuerte, Sinaloa, México.

Aislado

AO01
A02
A03
AO4
AO5
AO6
AO07
AO8
A09
Al10
BO1
B02
BO3
BO4
B0OS5
B0O6
BO7
BO8
B09
B10
Cco1
Co02
Co03
Cco4
CO05
CO06
Cco7

% Inhibicién
Srl Sr2 Sr3
20.61 20.38 2541
37.38 20.09 26.00
31.36 26.61 26.06
33.50 39.59 2354
30.56 15.21 9.70
35,50 13.77 12.79
32.03 11.77 17.24
37.48 17.42 12.22
39.74 45.65 69.09
4544 2515 60.24
27.46 29.37 23.65
4324 46.87 52.21
50.75 37.33 34.34
35.20 14.75 13.88
36.05 22.06 6.77
35,51 17.42 11.99
4759 38.46 27.10
39.70 2196 14.06
29.85 12.34 1.67
35.76 21.35 3.35
10.18 23.94 23.19
3495 4150 43.61
41.85 4452 42.70
19.84 3251 28.91
4.20 13.14 1.20
5.77 13.34 5.98
9.73 31.35 9.73

Hemolisis Aislado

co8
C09
C10
Y D01
D02
D03
D04
D05
B D06
D07
D08
\" D09
B D10
EO1
EO2
EO3
B E04
EO5
EO6
EO7
EO8
B EO9
B E10
FO1
F02
FO03
FO4

% Inhibicién

Srl Sr2 Sr3

7.64 16.72 6.82

4.87 4092 13.83
40.77 39.61 52.58
1477 25.81  31.93
48.77 50.12 50.72
23.60 12.19 47.27
20.04 24.67 41.60
24.11 1474 4551
4.97 4227  29.97
6.58 21.02 13.99
8.00 18.46  16.60
8.55 20.52  16.65
2.70 18.76  10.96
3.23 1494  6.87

3.03 3549  38.25
1.96 12.62  14.09
5.16 13.11 7.36

27.94 36.04 31.28
3.50 6.56 16.30
4.56 7.78 12.67
7.77 14.75 19.01
9.63 17.41 4.64

6.72 0.00 5.88

7.83 10.58 10.80
8.35 13.28 6.12

3.99 6.48 22.32
28.73 1212 40.21

Rhizoctonia solani

Hemolisis

7.4 Deteccion de aislados con antagonismo in vitro y conformacién

de una sub-coleccidon y-hemolitica con potencial antagénico contra

Se realizé un escrutinio en donde se evaluaron los 54 aislados de bacterias contra

tres cepas de R. solani, los porcentajes de inhibicidén in vitro presentaron un rango
de 0 a 69 % (Cuadro 9). Solo 3 aislados (C02, D02 y D03) obtuvieron un porcentaje

cercano o superior las tres cepas de S. rolfsii. Estos aislados se sometieron a
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pruebas de hemolisis, donde el aislado D02 mostro caracteristicas no hemoliticas
(y), el resto presentaron hemolisis total (). El objetivo de los ensayos de escrutinio
fue evaluar aquellas cepas bacterianas no hemoliticas que ejercen antagonismo
contra tres asilados de cada uno de los hongos Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium
rolfsii y Rhizoctonia solani. Solo uno de los 54 aislados de la coleccién bacteriana
(D02), presentd caracteristicas no hemoliticas y actividad antagonica contra los
aislados fungicos. Por esta razon, se selecciond a dicho aislado para las siguientes
evaluaciones.

Cuadro 9. Inhibicion in vitro del crecimiento micelial de tres cepas de Rhizoctonia

solani con aislados bacterianos de la rizosfera del cultivo de papa, colectados en los
Municipios de Ahome y El Fuerte, Sinaloa, México.

Aislado % Inhibicion Hemdlisis  Aislado % Inhibicion Hemodlisis

Rs1 Rs2 Rs3 Rs1 Rs?2 Rs3

AO01 14.38 21.08 22.52 Cco8 1.26 0.21 0.00

A02 5.75 8.25 28.27 C09 3.14 0.00 0.23

AO03 203 733 054 c10 12.42 21.59 0.00

A04 209 208 1.31 D01 1.92 4.69 0.00

A05 0.00 0.00 o0.00 D02 4354 53.96 37.51 Y

A06 0.00 0.09 0.00 D03 29.92 31.61 38.14 ¢]

AQ07 0.00 0.07 o0.10 D04 0.00 454 0.14

A08 0.00 0.00 0.00 D05 2.86 0.27 0.00

A09 20.66 25.19 33.91 D06 1.37 0.00 0.12

Al10 436 0.00 1.89 D07 2.36 0.00 0.19

BO1 407 0.00 0.06 D08 2.46 0.00 3.48

B02 2.28 0.00 0.05 D09 2.81 0.00 2.63

BO3 396 0.68 0.00 D10 1.89 4.41 0.67

B04 219 1.09 0.00 EO01 2.48 0.00 2.05

B05 254 153 0.32 E02 2.10 16.26 1.24

B06 0.00 091 0.00 EO3 1.49 0.65 0.39

BO7 0.70 0.00 1.74 E04 1.62 0.52 0.00

B08 401 000 1.62 EO05 2.73 0.68 0.04

B09 3.71 000 1.85 EO06 1.76 1.55 0.02

B10 564 0.00 0.25 EOQ7 3.02 0.00 0.00

co1 570 148 0.00 E08 3.00 0.00 1.29

Cc02 4435 40.89 34.45 B E09 3.09 0.97 0.00

Co03 4219 434 311 E10 1.33 1.10 1.00

co4 244 132 0.60 Fo1 4.66 0.00 0.00

Co05 0.00 0.25 091 F02 1.26 0.37 0.00

Co06 061 0.09 0.17 FO3 0.00 1.12 0.00

co7 1.03 0.00 0.00 Fo4 0.88 0.50 0.00
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7.5 Bioensayo de antagonismo in vitro

En el escrutinio para la seleccion de antagonistas, se observé que Unicamente el
aislado D02 mostr6 antagonismo in vitro contra los asilados de S. sclerotiorum (Ss1,
Ss2 y Ss3), S. rolfsii (Srl, Sr2 y Sr3) y R. solani (Rs1, Rs2 y Rs3). Por lo que se
realizaron nuevamente ensayos de confrontacion in vitro solo con el aislado D02. El
aislado bacteriano inhibié 55.8, 50.2 y 55.3 % del crecimiento micelial de los aislados
Ssl, Ss2 y Ss3 de S. sclerotiorum, respectivamente (Cuadro 10; Figura 5).

Cuadro 10. Diametro micelial de colonias de tres aislados de S. sclerotiorum en
pruebas de antagonismo por confrontacion con el aislado D02.

Diametro de crecimiento (mm) Inhibicion (%)
Aislado
Ss1 Ss2 Ss3 Ssi Ss2 Ss3
D02 12.77 14.55 10.38 55.85+18.63a 50.29+16.56a 55.31+3.24a

Control 22.18 23.93 23.14 - - -

Los tratamientos agrupados con la misma letra no difieren estadisticamente (ANOVA, Tukey, P>
0.05), n=6.
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Figura 5. Antagonismo por confrontacion in vitro contra asilados de Sclerotinia
sclerotiorum. A) Ss1 B) Ss1 + D02, C) Ss2, D) Ss2 + D02, E) Ss3, F) Ss3 + D02.

Los ensayos de antagonismo con los aislados de S. rolfsii (Srl, Sr2 y Sr3) mostraron
porcentajes de inhibicion del 21.9, 24.9 y 28.5 %, respectivamente (Cuadro 11,
Figura 6).

Cuadro 11. Didmetros miceliales en cada tratamiento de la prueba de antagonismo
por confrontacion y su respectiva inhibicién en los aislados de S. roffsii.

Diametro ?rﬁrcr:]r)emmlento Inhibicién (%)
Aislado
Srl Sr2 Sr3 Srl Sr2 Sr3
21.93 (4.41%*)  24.99 (54.66*) 28.51(28.93%)

D02 27.93 24.99 28.51
a a a

Control 22.39 22.61 23.28 - - -

Comparacién de medianas entre tratamientos Srl, Sr2 y Sr3. Letras diferentes indican diferencias
significativas (Kruskal-Wallis, X2= 0.57, p=0.7508). Rango intercuartilico, n = 6.
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Figura 6. Antagonismo por confrontacion in vitro contra asilados de
Sclerotium rolfsii. A) Srl B) Srl + D02, C) Sr2, D) Sr 2 + D02, E) Sr3, F) Sr 3
+ D02.

Los aislados de R. solani, presentaron 44.3 % de inhibicion contra Rs1,
54.49 % para Rs2 y 46.98 para Rs3 (Cuadro 12, Figura 7).

Cuadro 12. Didmetro micelial de colonias de tres aislados de R. solani en pruebas
de antagonismo por confrontacién con el aislado D02.

Diametro de crecimiento Inhibicién (%)

Aislado (mm)
Rsl1 Rs2 Rs3 Rs1 Rs2 Rs3
D02 44.32 54.49 46.98 44.32 +12.57 a 449 +13.85a 46.98+13.34a

Control 2251 23.71 22.41 - - -

Los tratamientos agrupados con la misma letra no difieren estadisticamente (ANOVA, Tukey, P> 0.05),
n=o6.
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Figura 7. Pruebas de antagonismo por confrontacion in vitro contra asilados
de Rhizoctonia solani. A) Srl B) Rs1 + D02, C) Rs 2, D) Rs2 + D02, E) Rs3, F)
Rs3 + D02.

7.6 Bioensayo de antagonismo in planta

El bioensayo de antagonismo del aislado bacteriano DO2 contra los aislados de S.
sclerotiorum (Ss1, Ss2 y Ss3), S. rolfsii (Srl, Sr2y Sr3) y el aislado Rs3 de R. solani

in planta se realiz6 en condiciones de invernadero.

7.6.1 Produccion de indculo bacteriano para pruebas in planta

Con el objetivo de incrementar los niveles de indculo del aislado bacteriano D02 con
potencial antagonico contra los aislados de S. sclerotiorum, S. rolfsiiy R. solani para
pruebas in planta bajo condiciones de invernadero, se estandarizé una técnica de
monitoreo con el fin de obtener una curva de crecimiento para identificar la fase
exponencial del aislado D02 y determinar concentracion de unidades formadores de

colonias.
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La fase exponencial del asilado D02 mostré un rango de 2 h a las 8-10 h. La
concentracion obtenida a las 10 h fue de 1.83 x10” UFC/mL (Figura 8).

Curva de crecimiento del asildado D02
1.000

0.000
-1.000
-2.000
-3.000

-4.000

Ln de la Densidad o6ptica (595 nm)

-5.000 .
Tiempo (h)

Figura 8. Curva de crecimiento del aislado D02

7.6.2 Bioensayo de antagonismo in planta de aislado bacteriano D02

contra S. sclerotiorum, S. rolfsii y R. solani

A los 85 dias posteriores a la siembra, la parte aérea de cada planta por
maceta se corto al nivel de la base del tallo. Después de 15 dias del corte de follaje,
se realiz6 la cosechay la evaluacién de incidencia y severidad de las enfermedades
causadas por los hongos en los tubérculos. El experimento culminé a los 100 dias;
durante este periodo se observaron sintomas y signos de los patdégenos en los
tratamientos con S. sclerotiorum (Figura 9) y R. solani (Figura 10), sin embargo,

éstos no se observaron en los tratamientos con S. rolfsii.
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Figura 9. Experimento de antagonismo del aislado D02 contra S. sclerotiorum in
planta bajo condiciones de invernadero. A) Plantula de papa (Ssl1 + D02), B)
Senescencia de la flor, C) Planta de papa en etapa de desarrollo de tubérculos (Ss2+
D02), D) Follaje en testigo absoluto, E) Sintomas de amarillamientos en follaje (Ssl), F)
Germinacién de apotecios (Ss1), G) Micelio en tallo (Ss3), H) Formacion de esclerocios
en tallo (Ssl).

Al final de los experimentos, los porcentajes de incidencia en las plantas con los
tratamientos que contenian solo los diferentes aislados de S. sclerotiorum fue de
37.5, 50 y 58.3 para los aislados Ss3, Ss2 y Ssl. Pero, esta se redujo de manera
significativa por presencia del aislado bacteriano D02, donde se observo 0 % de
incidencia en los tratamientos Ss1 + D02 y Ss2 + D02, y 6.25 % en el tratamiento
Ss3 + D02. Se observé 0 % de incidencia en el tratamiento con solo bacteria y
control absoluto esta fue similar a la observada en los tratamientos con patdégeno
mas bacteria (Ss1 + D02, Ss2 y Ss3 + D02) (Cuadro 13).

Por otra parte, los tratamientos Ss1, Ss2 y Ss3 mostraron una severidad
de 29.1, 33.3y 25 %, respectivamente. Estos difieren estadisticamente del resto de
los tratamientos (Ss1 + D02, Ss2 + D02 y Ss3 + D02, D02 y control absoluto), donde

se observa que la severidad es del 0 % (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Efecto del aislado D02 contra S. sclerotiorum en plantas de papa

Tratamiento Incidencia (%) Severidad (%)
Ssl1 58.35 (25%) ¢ 29.17 (25%) b
Ss1 + D02 0 (0% a 0 (0*) (0*) a
Ss2 50 (41.67%) ¢ 33.33 (25%) a
Ss2 + D02 0 (0% a 0(0%) a
Ss3 37.50 (43.75*) bc 25 (30.75%) b
Ss3 + D02 6.2 (25*%) ab 0 (6.25%) a
D02 0 (0% a 0(0%) a
Control absoluto 0(0%) a 0(0%) a

Comparaciéon de medianas entre tratamientos. Letras diferentes indican diferencias significativas

(Kruskal-Wallis, incidencia, X2= 35.38, p=0.0001), (Kruskal-Wallis, severidad, X2= 40.66,
p=0.0001). Rango intercuartilico =*, n = 8.

El porcentaje de incidencia de la costra negra en tubérculo en el
tratamiento con el aislado Rs3 fue de un 94.38 %. Por otro lado, el tratamiento con
la bacteria (Rs3 +D02), redujo significativamente la incidencia a 33.33 % (Figura
10), misma que es estadisticamente similar al tratamiento con solo bacteria (D02) y
al control absoluto. Sin embargo, en las evaluaciones de severidad, el tratamiento
Rs3 mostré un porcentaje del 20 % y el tratamiento Rs3 + D02 de 10 %, no

observandose diferencias estadisticamente significativas entre estos (Cuadro 14).

Cuadro 14. Efecto del aislado D02 contra R. solani en plantas de papa.

Tratamiento Incidencia (%) Severidad (%)
Rs3 94.38 (20%) b 20 (60%) b
Rs3 + D02 33.33 (50%) a 10 (20%) b
D02 0(0%) a 0(0*) a
Control absoluto 00" a 0(0" a

Comparacion de medianas entre tratamientos. Letras diferentes indican diferencias
significativas (Kruskal-Wallis, incidencia, X2= 18.34, p=0.0001), (Kruskal-Wallis, severidad, x2=
10.06, p=0.0018). Rango intercuartil = *, n = 8.
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Figura 10. Tubérculo cosechado. A) Tubérculos con presencia de costra negra (Rs3).
B) Tubérculo sano (Rs3 +Bac)

Para cumplir con los postulados Koch, se colecté una muestra de tejidos
dafiados y esclerocios formados en las plantas, posteriormente se realizd
nuevamente el re-aislamiento de los patégenos. Para los tratamientos con S.
sclerotiorum y R. solani se obtuvieron nuevamente los aislados durante el proceso
de aislamiento y purificacion. En los tratamientos con S. rolfsii no se observo la
formacion de esclerocios, se recolect6 tejido de la planta (tubérculo y tallo) para el
aislamiento, sin embargo, las caracteristicas morfoldégicas del hongo aislado no eran
propias del patdégeno, por lo que los tratamientos con S. rolfsii no cumplieron con
dichos postulados.

7.7 Mecanismos de antagonismo y promocién de crecimiento vegetal

7.7.1 Produccién de sider6foros

El aislado D02 se someti6 a la prueba de produccion de sideroforos en medio
CAS. La caracteristica principal de una prueba positiva es la formacion de un halo
de color amarillo-naranja alrededor del pozo donde se colocé una suspension de la
bacteria con un periodo de incubacién de una semana. Se emple6 el aislado
Pseudomonas plecoglossicida (67) como control positivo, mostrando dicha
caracteristica en la prueba. El aislado D02 fue positivo a la produccion de
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sideroforos mostrando este cambio en el medio a las 24 horas de que inicio la
prueba (Figura 11).

Q
7,

Figura 11. Prueba de produccion de sideréforos en agar CAS. El asilado D02
presentd halos indicativos de esta capacidad. La bacteria Pseudomonas
plecoglossicida (67) como control positivo C (+), donde se observa un halo color
naranja. C (-) indica el control absoluto.

7.7.2 Inhibicidon por compuestos organicos volatiles en placa dividida

Se evalud la actividad antifingica mediada por la produccién de compuestos
organicos volétiles del aislado bacteriano D02 contra los aislados de S. sclerotiorum
(Ss1, Ss2 y Ss3; Figura 12), S. rolfsii (Srl, Sr2 y Sr3; Figura 13) y R. solani (Rs1,
Rs2 y Rs3; Figura 14), por el método de caja dividida.

Se observaron porcentajes de inhibicion de los aislados fungicos Ss1, Ss2
y Ss3 del 61.51, 51.49y 60.3 %, respectivamente. Los porcentajes de inhibicién del
aislado bacteriano D02 ante los aislados fungicos de S. sclerotiorum no presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre ellos (Cuadro 15).

Los porcentajes de inhibicion de los aislados Srl, Sr2 y Sr3 de S. rolfsii
fueron de 80.13, 74.88 y 75.46 %. Los porcentajes de inhibicibn no mostraron
diferencias significativas entre si (Cuadro 15).

En el ensayo contra R. solani, el aislado bacteriano D02 mostro
porcentajes de inhibicion de 53.21, 38.32 y 42.41 % sobre los aislados Rs1, Rs2 y
Rs3, los porcentajes de inhibicion del asilado bacteriano D02 no presentaron
diferencias estadisticas significativas entre los aislados fungicos de R. solani
(Cuadro 15.)
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Figura 12. Antagonismo in vitro mediante compuestos organicos volatiles. A) Ss1,
B) Ss1 + D02, C) Ss2, D) Ss2 + D02, E) Ss3, F) Ss3 + D02
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Figura 13. Antagonismo in vitro mediante compuestos organicos volatiles. A) Srl,
B) Sr1 + D02, C) Sr2, D) Sr2 + D02, E) Sr3, F) Sr3 + D02
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Figura 14. Antagonismo in vitro mediante compuestos organicos volatiles. A) Rs1,
B) Rs1 + D02, C) Rs2, D) Rs2 + D02, E) Rs3, F) Rs3 + D02
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Cuadro 15. Inhibicién de crecimiento micelial en la prueba de antagonismo in vitro
por compuestos organicos volatiles

Aislado Didmetro (mm) Inhibicién (%)

Ssl Ss2 Ss3 Ssl Ss2 Ss3
Ss+D02 7.32 9.00 7.39 61.51+19.04 51.48+13.13a 60.29+28.3 a

a

Ss 19.44 18.71 18.99 - - -

Srl Sr2 Sr3 Srl Sr2 Sr3
Sr+D02 352 422 433 80.13t5.60a 74.8745.23a 75.46+5.13 a
Sr 17.86 16.76 17.69 - - -

Rs1 Rs2 Rs3 Rs1 Rs2 Rs3
Rs+ D02 870 11.74 8.29 53.20+12.44a 38.31t4.18a 42.40+11.94a
Rs 16.88 18.73 18.75 - - -

Los tratamientos agrupados con la misma letra no difieren estadisticamente (ANOVA, Tukey, P>
0.05), n=6.

7.7.3 Pruebas de solubilizacion de fosfatos

La prueba de solubilizacion de fosfatos en medio Pikovskaya tiene como
caracteristica la formacion de un halo transparente en el medio. La prueba se realizé
por duplicado y se empled la bacteria Pseudomonas aeruginosa (95N) como control
positivo, mostrando estas caracteristicas alrededor del pozo. El aislado bacteriano
D02 no presentdé halo transparente alrededor del pozo donde se inocul6 la

suspension bacteriana, dando un resultado negativo a la solubilizacién de fosfatos.

7.7.4 Produccién de auxinas

El aislado bacteriano D02 resulté positivo a la prueba colorimétrica para la deteccion
de produccién auxinas, con una concentracion de AlA de 6.80 £ 0.13 pM/mL.

7.8 Identificacion molecular del aislado bacteriano D02

La secuencia se compar6 con secuencias depositadas en la base de datos del
Centro Nacional de Informacion Biotecnologica usando BLAST y algoritmos
MegaBLAST.

En cuanto al aislado D02, la comparacién de la secuencia del gen 16S del ADN
ribosomal mostr6 una identidad de 99.5 % con Pseudomonas sp. zw40
(MH337952), Pseudomonas sp. OIL2 (OM084003), diferentes aislados de
Pseudomonas vranovensis Tvrzova et al., 2006 (T26; HQ202851 y T16;
HQ202845), y el 95.4 % con Pseudomonas sp. R2 (CP019396) y Pseudomonas
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donghuensis Gao et al. 2015 (HYS; NR136501 y B21-042; CP877171). En el
filograma, el asilado D02 se agrupé con las diferentes especies del género
Pseudomonas (Bootstrap 98 %; Figura 15). Por lo que su identificacién no se pudo

resolver a nivel especie.

Cellvibrio japonicus Ueda107 16S (NR 028836)

Pseudomonas putida IAM 1236 (NR 043424)
Pseudomonas rhizosphaerae IH5 (NR 029063)
Pseudomonas japonica NBRC 103040 (NR 040992)
Pseudomonas cremoricolorata DSM 17059 (NR 104279)
0 | Pseudomonas parafulva DSM 17004 (NR 040859)
Pseudomonas fulva NRIC 0180 (NR 104280)
Pseudomonas mosselii CFML 90-83 (NR 024924)
Pseudomonas putida S16 16S (AY574282)
69| Pseudomonas taiwanensis DSM 21245 (NR 116172)
Pseudomonas putida ND6 (AY589689)
Pseudomonas plecoglossicida FPC951 (NR 024662)
Pseudomonas monteilii HI98 (LR135547)

Pseudomonas entomophila L48 (NR 102854)
- Pseudomonas alkylphenolica KL28 (NR 145644)
|~ Pseudomonas vranovensis DSM16006T (LT626251)
r D02

Pseudomonas sp. zw40 (MH337952)

Pseudomonas vranovensis T-26 16S (HQ202851)

Pseudomonas vranovensis T-16 16S (HQ202845)

Pseudomonas donghuensis HYS (NR 136501)

Pseudomonas vranovensis 15D11 (KT695810)

Pseudomonas sp. OIL2 (OM084003)

Pseudomonas donghuensis HYS 16S (NR 136501)
Pseudomonas sp. MAR9907 (KX155831)

Pseudomonas sp. R32 (KT890301)

Pseudomonas sp. B21-009 (CP087199)

Pseudomonas donghuensis B21-042 (CP087174)

8

0.03

Figura 15. Arbol filogenético generado con el método de maxima verosimilitud
usando secuencias de la regién 16S de ADN ribosomal de especies de
Pseudomonas. La secuencia de Cellvibrio japonicus Humphry et al. 2003 Uedal07
(NR 028836) se utiliz6 como grupo externo, el nimero en la rama indica el valor de
soporte dado por 1000 réplicas. El aislado caracterizado en este estudio se indica en
negrita.

7.9 Identificaciobn molecular de los aislados de Sclerotinia

sclerotiorum utilizados en el presente estudio

Las secuencias se compararon con secuencias depositadas en la base de datos del
Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica usando BLAST y algoritmos
MegaBLAST.

La comparacion de secuencias de la region ITS para los aislados Ss1, Ss2
y Ss3 revel6 una identidad del 100 % con diferentes aislados de S. sclerotiorum
(CBS 499.50; MH856725, SS1; ON823210, SS4 ON830716 y SS5; ON831560).
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El filograma mostré la agrupacion de nuestros aislados con S. sclerotiorum

en un clado bien definido (Bootstrap 53 %; Figura 16).

Magnaporthe oryzae Ar2 (KJ850437)
Sclerotinia nivalis KACC 45150 (HM746662)
Sclerotinia nivalis KACC 45151 (HM746663)
Sclerotinia asari CBS 139.91 (MF964313)

69 Sclerotinia spermophila CBS 219.46 (MF964316)
_|—— Sclerotinia sulcata CBS 303.31 (MH855222)
1 Sclerotinia trifoliorum CBS 171.24 (MF964318)

Sclerotinia trifoliorum 05WM21 (EU082465)

Sclerotinia trifoliorum 2413TA (KT986230)
L‘» Sclerotinia minor CBS 112.17 (MF964315)
9

- 98

Sclerotinia minor 7440-203 (MF964327)
<3| 7© Sclerotinia minor 240 (AY195574)
Ss1
Ss2
Ss3
Sclerotinia sclerotiorum CBS 499.50 (MH856725)
Sclerotinia sclerotiorum SS1 (ON823210)
Sclerotinia sclerotiorum SS4 (ON830716)
Sclerotinia sclerotiorum SS5 (ON831560)

0.03

Figura 16. Arbol filogenético generado con el método de Maxima Verosimilitud
usando secuencias de laregiéon ITS de especies de Sclerotinia. La secuencia de
Magnaporthe oryzae B.C.Couch (KJ850437) se utilizO6 como grupo externo, el
namero en la rama indica el valor de soporte dado por 1000 réplicas. Los
aislamientos caracterizados en este estudio se indican en negrita

8. DISCUSION

8.1 Coleccion bacteriana de aislados rizosféricos del cultivo de papa

La rizosfera representa un area de suelo adyacente e influenciado por las raices
vivas de las plantas, en ella la concentracién de microorganismo es mayor, dada a
las condiciones proporcionadas por las plantas (Lynch, 1990; Lynch y Leij, 2012).
El papel de las bacterias asociadas a la rizosfera ha aumentado su importancia en
la agricultura debido a las capacidades benéficas que presentan. La produccion de
fitohormonas es un mecanismo de la promocion de crecimiento vegetal causada por
la elaboracion de factores de crecimiento vegetal como AIlA, giberelinas y
citoquininas. Otra capacidad importante de las rhizobacterias es el control biolégico,
algunos mecanismos reportados son el antagonismo, interferencias de sefiales,

resistencia sistematica inducida, competencia por iones de hierro, interferencia con

58



la actividad, supervivencia del patdgeno, competencias por nutrientes y nicho

(Lugtent y Kamamilova, 2009).

Sin embargo, no todos los microorganismos presentan una alta viabilidad
para el control de enfermedades en cultivos agricolas, ademas, algunos son un
riesgo para el humano, por lo que es necesario un estudio a fondo de los aislados.
Un ejemplo es el género de bacterias Bacillus, el cual es usado ampliamente en la
agricultura por poseer gran diversidad metabdlica. Bacillus cereus Frankland y
Frankland, 1887 y Bacillus subtilis son dos especies de este género mayormente
usadas en control biolégico en campo y no son consideradas como patdgenos para
humanos. Sin embargo, Pavic et al. (2005) reporta que las especies de B. subtilis y
B. lincheniformis como agentes causantes de una serie de intoxicaciones en un
jardin de nifios por el consumo de leche en polvo donde se encontraban las
especies bacterianas mencionadas. Glasset et al. (2016) reportan que B. cereus fue
registrada como la segunda o tercera causa principal de brotes transmitidos por
alimentos en Francia, provocando dos tipos de enfermedades gastrointestinales,

sindromes eméticos y diarreicos.

Con el fin evitar riesgos a la salud y descartar aislados bacterianos con
propiedades hemoliticas, se realiz6 la prueba presuntiva de hemdlisis en agar
sangre, donde de los 10 aislados con potencial antagénico detectados, sélo los
aislados A04, B02 y D02 mostraron una hemolisis gama, lo que representa el 5.56
% del total de aislados de la coleccién bacteriana formada. Martinez-Alvarez et al.
(2020) reporta que de una coleccion bacteriana formada por 65 aislados obtenidos
de la rizosfera de frijol en los municipios de Ahome, Guasave y Angostura de

Sinaloa, México, el 4.61 % mostraron actividad antagonica y hemolisis- y.

8.2 Efecto antagdnico in vitro del aislado bacteriano D02

De los 54 aislados de la coleccién formada, sélo 3 aislados (A04, B0O2 y D02)
mostraron caracteristicas no hemoliticas, pero con diferente capacidad antagonica
contra los tres aislados de cada hongo fitopatdégeno (S. sclerotiorum, S. rolfsii y R.

solani). De este pequefio grupo se selecciond el aislado bacteriano D02 al tener un
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porcentaje antagonico superior al 30 % de inhibicion contra los tres patdgenos, a
excepto con el aislado Ss2 que mostro un 9.61 % de inhibicion en el escrutinio. Los
resultados de los ensayos de antagonismo in vitro del aislado bacteriano D02 contra
los aislados Ss1, Ss2 y Ss3 de S. sclerotiorum mostraron 55.85, 50.29 y 55.31 %
de inhibicion correspondientemente. Mohamed y colaboradores (2021) reportan tres
aislados bacterianos del género Bacillus con capacidad antagodnica in vitro contra
aislados fungicos de S. sclerotiorum colectados de plantas de papa, las cepas
bacterianas mostraron una alta reduccion de crecimiento micelial, estas fueron
identificadas como B. subtilis (Bs2), B. megaterium (Bm1) y B. megaterium (Bmz2)

con un porcentaje de inhibicion de 53.43, 52.8 y 51.6, respectivamente.

Mansour et al. (2008) reportan zonas de inhibicion en pruebas de
antagonismo in vitro de B. amyloliquefaciens contra un aislado de S. slcerotiorum,
durante el ensayo detectaron la ausencia de formacion de esclerocios. Ademas,
realizaron ensayos en medio de cultivo al que se le adicionaron filtrados de B.
amyloliquefaciens (cepa KucB001) de 3 y 7 dias de edad, las mayores
concentraciones del filtrado bacteriano mostraron 55 % de inhibicion del crecimiento

micelial con una produccion de 9 a 7 esclerocios.

Por otro lado, los resultados de antagonismo in vitro con el aislado
bacteriano D02 contra los aislados Srl, Sr2 y Sr3 de S. rolfsii mostraron un
porcentaje de inhibicion 21.93, 24.99 y 28.51 % respectivamente. Chanutsa et al.
(2014) reportan la capacidad de inhibicion micelial de tres aislados bacterianos
(KK1EBa-3, KK11EBa-3 y UD1EBa-2) contra un asilado de S. rolfsii, con un rango
de inhibicion de 45 a 60 %. El mayor porcentaje de inhibicién se registré con el
asilado KK11EBa-3, que inhibié el 60 %, y se identific6 Pseudomonas aeruginosa.
Resultados similares son reportados por Kishore et al. (2005), donde obtuvieron
cinco aislados bacterianos GRS 175 (Pseudomonas sp.), GPS 21, GSE 18, GSE 19
y GSE 30 (Pseudomonas aeruginosa) con la capacidad de inhibir por completo el
crecimiento micelial contra S. rolfsii en pruebas de actividad antagénica en cultivos
filtrados libres de células con concentraciones de 50 % (v/v). Al mismo tiempo los

aislados bacterianos se evaluaron contra un aislado de R. solani, solo las cepas
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GPS 21, GSE 18, GSE 19 y GSE 30 mostraron inhibicién del crecimiento micelial

bajo concentraciones de 50 % (v/v).

8.3 Efecto antagodnico in planta del asilado bacteriano D02 sobre los
aislados de S. sclerotiorum y R. solani

Los porcentajes de incidencias obtenidos en los tratamientos Ss1 + D02 y Ss2 +
D02 con respecto a los tratamientos controles Ss1 y Ss2, muestran diferencias
estadisticas significativas. Sin embargo, Ss3 + D02 con 6.2 % y Ss3 con 37.5 % de
incidencia, no muestran diferencias estadisticas entre si. Esto se puede deber a una
variabilidad en la capacidad de infeccion dada entre aislados diferentes de un mismo
patogeno.

Los tratamientos Ss1 + D02, Ss2 + D02 y Ss3 + D02 mostraron porcentajes
de severidad del O %, estos resultados muestran diferencias significativas con los
tratamientos Ss1, Ss2 y Ss3, donde se registré porcentajes de severidad del 29.1,
33.3 y 25 respectivamente. Los porcentajes de severidad obtenidos en los
tratamientos Ss1 + D02, Ss2 + D02 y Ss3+ D02 son similares a los reportados por
Mohamed et al. (2021), donde obtuvieron 31.2, 33.1, 38.16 y 31.26 % de severidad
utilizando a P. fluorescens (Pf2), B. polymyxa (Bp), B. megaterium (Bm1) y B. subtilis
(Bs2) como bacterias antagonicas contra S. sclerotiorum en cultivo de papa.

La incidencia del patégeno en el tratamiento Rs3 fue de 94.3 % pero se
redujo por efecto de la bacteria (Rs3+D02) hasta el 33.3 %. No obstante, no se

observo diferencia en la severidad del patdgeno en los tratamientos Rs3 y Rs3+D02.

Arcos y Zuiiga (2015), observaron en experimentos en parcelas infestadas
por R. solani, una incidencia del 12.5 % y una severidad del 30 % en tubérculos de
papa (Variedad Ccompis). Las cuales disminuyeron significativamente la
severidad/incidencia a 5 % en ambas variables por el tratamiento con B.

amyloliquefaciens. Esto difiere a lo observado en nuestros resultados.
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8.4 Deteccion de mecanismos antagonicos y de crecimiento vegetal

Las RPCV se caracterizan por la capacidad de estimular el crecimiento de las
plantas a través de mecanismos de tipo directo o indirecto. La produccion de
auxinas como el AlA es considerado como un mecanismo indirecto capaz de inducir
deformaciones y aumento de pelos radiculares en la planta, lo que tiene como
consecuencia una mayor captacion de nutrientes en la misma, logrando la
promocioén del crecimiento y el rendimiento en los cultivos (Okon y Vanderleyden,
1997). El aislado bacteriano D02 produjo una concentracion de 6.80 + 0.13 pyg/mL
de AIA, una de las auxinas comunmente producidas por organismo endofitos o
rizosféricos, implicada en la estimulacion de la division celular, la diferenciacion de
células y tejidos, elongacion celular y la formacion de raices laterales. (Okon y
Vanderleyden, 1997)

La sintesis de AIA por bacterias rizosféricas varia dependiendo de las
condiciones ambientales (Nieto-Jacobo et al., 2017) Se ha observado que la
concentracion de AIA producido por diferentes cepas de Bacillus (BA97, BN17,
BN20 y BR20) aislados de frijol es de 1.98-3.87 yg/mL. Estos aislados tuvieron la
capacidad de promover el crecimiento vegetal de plantas de frijol y disminuir la
severidad de Macrophomina phaseolina (Bojérquez-Armenta et al., 2021). La
presencia de AIA puede redisefiar la arquitectura de la raiz aumentando su masa y
como consecuencia adquiere una mayor area para la colonizacion microbiana
(Contreras-Cornejo et al., 2009; Nieto-Jacobo et al., 2017). La estimulacion del
desarrollo radicular en las plantas por la sintesis AIA de microorganismos como
RPCV podria estar relacionada con una proteccidén indirecta contra patégenos

(Bojorquez-Armenta et al., 2021).

La produccion de sideréforos es considerada como una estimulacion
indirecta, que tiene la capacidad de secuestrar el hierro disponible en el medio, lo
que limita el crecimiento de microrganismos fitopatogenos (Dowling et al., 1996;
Aguado-Santacruz et al., 2012). En esta investigacion el aislado bacteriano D02 fue
sometido a la prueba de produccion de sideréforos en medio CAS, obteniendo un

resultado positivo, sin embargo, es necesario realizar mas estudios para su
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cuantificacion y la clasificacion de las moléculas producidas. Santoyo et al. (2010)
utilizaron la cepa bacteriana ZUMB8O0 (P. fluorescens) aislada de rizosfera de papa
en pruebas de antagonismo in vitro en medio King B Agar contra los patdgenos
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. Y Magnus) Briosi y Cavara, Colletotrichum
gloesporioides (Penz.) Penz. Y Sacc y Phytophthora cinnamomi Rands, se utilizé la
cepa mutante ZUMB8O0 Sid- (incapaz de sintetizar siderdéforos) que fue construida a
partir de la cepa parental ZUMB8O0. Los porcentajes maximos de inhibicion por la cepa
ZUMB8O0 inoculada 24 horas de anterioridad a los patégenos fueron de 76, 72y 70
%, respectivamente mientras que la cepa mutante ZUM80 Sid~ no logré disminuir el
crecimiento de los patégenos. Por lo que es posible que la inhibicion observada en
el crecimiento de los patdgenos esté también dada por a la capacidad de D02 para

producir sideréforos.

Por otro lado, las propiedades fungistaticas de los compuestos volatiles
bacterianos es un area en desarrollo (Velazquez-Becerra, 2010). Los rangos de
porcentaje de inhibicion por compuestos volatiles del asilado bacteriano D02 contra
los aislados fungicos de S. sclerotiorum fueron del 51.4 a 61.5 %, S. rolfsii mostro
un rango de 74.8 a 80.1 % y R. solani de 38.3 a 53 %. Veldzquez-Becerra et al.
(2010) reportan una reduccién de 30 % en el crecimiento de Botrytis ciinerea cuando
se expone a los COV de Arthrobacter agilis (Ali-Cohen, 1889). Koch et al., 1995
UMCV2 en pruebas de antagonismo por compuestos volatiles en placas divididas
con respecto a testigo control. Resultados similares fueron obtenidos por Bojérquez-
Armenta et al. (2021) empleando las mismas pruebas de antagonismo in vitro,
utilizaron cuatro asilados bacterianos del género Bacillus contra el hongo
fitopatbgeno Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid agente causal de la
podredumbre de carbdn en frijol, observando porcentajes de inhibicion de 37.5 al 75
%.
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8.5 Identificacién molecular del aislado bacteriano D02

El aislado bacteriano D02 obtenido de la rizosfera de papa se identific6 como
Pseudomonas sp. mediante analisis moleculares con base al gen 16S del ADN
ribosomal. Se requiere de un analisis concatenado con distintos marcadores
molecular para tratar de distinguir la especie. Sin embargo, se ha documentado
ampliamente el aislamiento de especies del género Pseudomonas en la rizosfera
de plantas de interés econdémico como ajo, arroz, col, frijol, tomate, trigo y papa,
(Geels y Schippers, 1983; Bakthavatchalu et al. 2012; Martinez- Alvarez et al.,
2021). Diversos estudios concluyen que el género Pseudomonas presenta una
mayor frecuencia y densidad de poblacién en los aislamientos en plantas estudiadas
(Hallmann y Berg, 2006; Zahid et al., 2015; Sanchez-Bautista et al., 2018).

Dentro del género Pseudomonas se han reportado diversas especies como
P. aeruginosa, P. fluorescens, P. synxantha, P. putida y P. trivialis con la capacidad
de biocontrol contra diversos patdégenos de cultivos de interés econémico en
condiciones in vitro e in planta (Ganeshan et al., 2005; Scherwinski et al., 2008; Yu
y Lee, 2015; Sasirekha y Srividya et al., 2016; Aoello et al., 2019; Martinez-Alvarez
et al., 2020). En esta investigacion el aislado D02 mostrd inhibicion micelial en
pruebas de confrontacion in vitro contra los hongos fitopatégenos S. sclerotiorum,

S. rolfsii y R. solani.

Otro mecanismo de antagonismo del género Pseudomonas es la sintesis de
compuestos volatiles. Trivedi et al. (2006) reportan a P. corrugata con la capacidad
de producir compuestos volatiles antifiungicos inhibiendo el crecimiento micelial de
Alternaria alternata (Fr.) Keissl en un 58 % y F. oxysporum en 49 %. Khabbaz et al.
(2015) obtuvieron resultados similares evaluando la cepa Pf 9A-14 (P. fluorecens)
en pruebas de inhibicién micelial por compuestos volatiles empleando el método de
camara sellada contra los agentes fitopatogenos Phytophthora capsici Leonian y R.
solani. El aislado D02 en pruebas de antagonismos mediante compuestos volatiles

empleando el método de placa dividida, redujo el crecimiento micelial de los aislados
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de S. sclerotiorum (Ss1, Ss2 y Ss3), S. rolfsii (Srl, Sr2 y Sr3) y R. solani (Rs1, Rs2
y Rs3).

Otra de las caracteristicas reportadas en el género Pseudomonas, es la
capacidad de producir sideréforos. Khabbaz et al. (2015) reportan a P. fluorescens
Pf 9A-14 y Pseudomonas sp con capacidad para producir sideréforos. Estas

caracteristicas también por el aislado D02.

8.6 Identificacion molecular de los aislados de S. sclerotiorum

Los aislados Ssl1, Ss2 y Ss3 de S. sclerotiorum fueron identificados mediante
comparacién de secuencias de la regiéon ITS. Diversos autores han reportado
plantas de papa con lesiones acuosas, micelio largo y blanco, esclerocios
irregulares de color negros (3.5 — 6.0 mm de diametro) ubicados en el tallo o
alrededor de la corona y la germinacion de apotecios son sintomas son
caracteristicos de moho blanco en cultivos de papa (Ojaghian, 2009; Kurt et al.,
2017 Alam et al., 2021). Los aislados Ss1, Ss2 y Ss3, se colectaron en cultivos de
papa en forma de esclerocios, durante las pruebas in planta, se observé la
produccion de apotecios y posteriormente los sintomas caracteristicos de S.

sclerotiorum en las plantas de papa.

Muhammad et al. (2021) realizaron identificacion molecular en base
comparaciones de secuencias en la region ITS empleando los cebadores 1TS4 y
ITS5 (White et al., 1990), como resultado obtuvieron un 99 % de identidad con
respecto a secuencias de S. sclerotiorum (KT595415 y MT463540) obtenidas en el
banco de genes del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (CNIB). Kurt et
al. (2017) obtuvieron resultados similares en el aislamiento e identificacion
molecular de S. sclerotiorum, con un 100% homologia con respecto a otras

secuencias de S. sclerotiorum (KU375684) obtenidas del banco de genes del CNIB.

El alineamiento de los asilados Ssl1, Ss2 y Ss3 mostré una agrupacion bien
definida con las secuencias S. sclerotiorum (CBS 499.50; MH856725, SS1;
ON823210, SS4 ON830716 y SS5; ON831560) obtenidas y disponibles en el banco
de genes del CINB.
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9. CONCLUSIONES

Se formG una coleccion bacteriana de 54 asilados procedentes de la
rizosfera de papa del Norte de Sinaloa.

El asilado bacteriano D02 identificado molecularmente como
Pseudomonas sp. presenta la capacidad de producir sideréforos, AlA, compuestos
volatiles y potencial antagonico in vitro contra tres aislados de S. Sclerotiorum, S.
rolfsii y R. solani.

El aislado D02 se empled en experimentos in planta contra los hongos
fitopatdogenos. Este aislado mostré las capacidades de biocontrol contra S.
sclerotiorum y R. solani.

Los asilados Ss1, Ss2 y Ss3 de S. sclerotiorum fueron confirmados por

técnicas de biologia molecular.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Agar nutritivo

Ingredientes por litro:

=T 0] (0] 1 = N PR 59
EXIraCtO € CAIME ...oeeiiiiiiiie e e e e e e e e e e 39
e = | TP PP PRSP 159
AQUA AESLIATA. ......cuueiieii i 1 000 mL
Preparacion:

Se disuelven 23 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada, se deja

remojar de 10 a 15 minutos, se calienta agitando frecuentemente y se hierve durante

un minuto. Se esteriliza a 14.7 Ib de presién durante 20 min, se deja enfriar a 40-45

°C y se bacia en cajas Petri de 6 y 9 cm de didmetro, dependiendo la necesidad.

Anexo 2. LB-Agar-(LENNOX)

Ingredientes por litro:

Agar baCteriOlOQICO .........cceeiiiieiiece e 159
LI 0100 ] F= VOO PPPPPUPPPPPPR 10g
EXracto de [VadUIa ........cccoooeeiiiiieceeeee e 50
ClOrUrO 08 SOTIO ....eieiieiiiiiee et e e e e e as 59
AQUA AESHIATA. .......coeiiit s 1 000 mL
Preparacion:

Se disuelven 35 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada, se mezcla,

se calienta agitando frecuentemente y se hierve durante un minuto. Se esteriliza a

14.7 Ib de presién durante 20 min, se deja enfriar a 40-45 °C y se vacia en cajas

Petri de 6 y 9 cm de diametro, dependiendo la necesidad.



Anexo 3. Papa Dextrosa Agar (PDA)-BD Bioxon®

Ingredientes por litro:

Agar DACLErIOIOQICO .....coouieiiiiee et 15¢
F N [T To [0 T e L= == T o - S 200 g
DEXIIOSA ..evveiiieieeee e 209
Agua deStilada.......ccooeeiiii e ————— 1 000 mL
Preparacion:

Se disuelven 39 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada, se deja
remojar de 10 a 15 minutos, se calienta agitando frecuentemente y se hierve
durante un minuto. Se esteriliza a 14.7 Ib de presién durante 20 min, se deja
enfriar a 40-45 °C y se bacia en cajas Petri de 6 y 9 cm de diametro, dependiendo
la necesidad.

Anexo 4. Agar Pikovskaya

Ingredientes por litro:

P F=1 gl o= Tea (=] £ o] (o To | ol P 59
FOSTAtO € CAICIO ...t e 59
Sulfato de @MONIO ........coieeeiie e e s 59
(O [o gV T (o X o [N oT0] = 1] [0 1S UUURRPPRRN 0.2¢g
Sulfato de magnesio heptahidratado ..o 0.1g
Sulfato de manganeso dihidratado ............ccooooiviiiiiiiiiiii 0.0001 g
Sulfato ferroso heptahidratado .............cceeveiiiiiiiiiiiii e s 0.0001 g
(€] ¥ o0 13- TSP 10g
AQUA ESHIATA. ... 1000 mL
Preparacion:
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Se disuelven 35 g todos los componentes en un litro de agua destilada, se mezcla,
se calienta agitando frecuentemente y se hierve durante un minuto. Se esteriliza a
14.7 Ib de presion durante 20 min, se deja enfriar a 40-45 °C y se vacia en cajas

Petri de 9 cm de diametro.
Anexo 5. Medio O'CAS

Ingredientes para 200 mL:

0 = 101 7= PP UPPP 249
Piperazina-N,N'-bis(acido2-etanosulfonico) (PIPES)............ccccciiiiivvvviinnnnnn, 6.048 g
Acido clorhidrico (HCI)LO MM .......ccoooviiieeeeeeceeeeeee e, 10 mL
CromO AZUIOI S (CAS) ..ttt 30 mg
(O o U1 {0 I8 1= 1 o o T USSP 2.7 mg
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HDTMA)......ccoovviiiiiiieiiiiieeecieeee e, 36 mg
AQUA ESHIATA. ... e 200 mL

Preparacion:

Se esteriliza a 14.7 Ib de presion durante 20 min, se deja enfriar a 40-45 °C y se
vacia en cajas Petri de 6 y 9 cm de didmetro, dependiendo la necesidad.

Se realizaron dos soluciones:

1) La solucién de PIPES (6.048 g de PIPES-Sigma, Cat. P6757, en 180 mL de H20,
pH 5.8)

2) La solucion de colorante azul, esta solucion es una mezcla de tres soluciones
diferentes:

Solucién A: 30 mg de CAS (Pfaltz & Bauer, Cat. C21430) en 25 mL de H20;
Solucién B: 2.7 mg de cloruro férrico (Faga Lab, Cat. 2143) en 10 mL de &cido
clorhidrico 10 mM (J. T. Baker, Cat. 9535-02);

Solucién C: 36 mg de HDTMA (Sigma, Cat. H6269) en 40 mL de H20. Las tres
soluciones se mezclan en las siguientes proporciones: a los 25 mL de la soluciéon A,
se le afiaden 4.5 mL de la solucion B y 40 mL de la solucion C para un volumen final
de 69.5 mL). Ambas soluciones se esterilizaron a 121 °C, 14.7 Ib de presién por 20

min. Posteriormente, a la solucién de PIPES se le agregd 20 mL de la solucién de
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colorante azul, finalmente se afiadié agarosa al 1 % (p/v) (Nara Biotec, Cat. NR-

90125) como agente gelificante y se calent6 hasta disolverla.
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