UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA UNIDAD XOCHIMILCO

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD DEPARTAMENTO DE
SISTEMAS BIOLOGICOS

LICENCIATURA EN QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA
REPORTE DE SERVICIO SOCIAL

“Caracterizacion de actividades PGPR de bacterias rizosféricas aisladas de
Neobuxbaumia polylopha, provenientes del semidesierto de Querétaro”

Proyecto genérico: “Ecologia microbiana de procesos biotecnolégicos y ambientales:
un enfoque molecular”

ALUMNO
Diego Barajas Rodriguez

Matricula: 2192037748

ASESORES

7 ”
ASESOR INTERNO: Dr. Hugo César Ramirez Saad// f)/
N° econémico 8642

IGeu
N° identificador 900031 ey P

ASESORA EXTERNA: Dra. Maria Eugenia de la Torre Hernandez Ha ?

LUGAR DE REALIZACION: LABORATORIO DE ECOLOGIA MOLECULAR,
EDIFICIO N-105




Contenido

1. RESUMEN.......oooiiiiiitit ettt ettt eeeeeeeesseeseennes 3
2. INTRODUGCCION ........oooiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeteeee ettt 3
3. PLANTEAMIENTO DELPROBLEMA ........ .o 4
4. OBJETIVO GENERAL.......ccooiiiiiii e, 4
5. OBJETIVOS PARTICULARES ......... s 5
6. MARCO TEORICO ........cooviiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ene e 5
6.1. Zonas aridas y semiaridas (ZAS).......c...oeiiiiimiiiiiiiiiieeeee e 5
6.2. Familia Cactaceae..................ccooeiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 6
6.3. Neobuxbaumia polylopha (Organo dorado)..............c.ccceeveeueeeeeeeereneannnne. 6
6.4. Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR).........c..ccoovveiiiiiiiiiiiiiii, 6
6.5. Usos yaplicaciones de PGPR ... 7
6.6. Actividades PGPR.............o e 8
6.6.1. Solubilizacion de fosfatos..............coooeiiiiiiiiiiiiii 9
6.6.2. Produccion de fitohormonas .............cccccuuiiiiiiiiiiiiiiiii e, 10
6.6.3. Biocontrol contra hongos fitopatdgenos ................ccccoevvviiiiiiinininnn 11

7. METODOLOGIA ........ooooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 12
7.1. Recuperacion y reactivacion de cepas crio-preservadas......................... 12
7.2. Cuantificacion de indoles ... 12
7.3. Prueba semicuantitativa de solubilizacion de fosfato .............................. 13
7.4. Biocontrol vs el hongo fitopatégeno F. solani .................cccccooueeevnneennnnn.e. 14
8. DISCUSION Y RESULTADOS ........cooouiiiieiietieieeeeteeteeteeeee et eae e evenas 15
8.1. Recuperacion y reactivacion de cepas crio-preservadas......................... 17
8.2. Cuantificacion de indoles ... 19
8.3. Prueba semi-cualitativa de solubilizacién de fosfato ............................... 24
8.4. Biocontrol vs el hongo fitopatégeno F. solani ..............ccccccccoevvviieeennnnnnn.. 29
9. CONCLUSIONES ..........ootiiiiiiiiiitteee ettt e e e e e e ettt e e e e e e s e eaeeeeeees 34
10, ANEXOS ...ttt bttt e bttt bbbt et bnnnnnne 35
11. BIBLIOGRAFIA. ......c.coiiiiiiiiiieeeeeet ettt 48



1. RESUMEN

México es un pais con una amplia extension de zonas aridas y semiaridas (ZAS) que
cada vez se encuentran en aumento, una zona arida importante por su biodiversidad es
el semidesierto de Querétaro, en donde se encuentran una gran cantidad de especies
vegetales endémicas como la cactacea Neobuxbaumia polylopha, que actualmente se
encuentra en situacion vulnerable. Este estudio se enfoco en la recuperacion de cepas
bacterianas aisladas de la rizosfera de N. polylopha y la caracterizacion de sus
actividades PGPR, en las que se incluyeron la solubilizacion de fosfatos inorganicos,
produccion de indoles en presencia de triptéfano e inhibicion del crecimiento del hongo
fitopatdgeno Fusarium solani. La metodologia incluyé la recuperacion de cepas
criopreservadas en glicerol 50%, cuantificacion de indoles por métodos
espectrofotométricos, pruebas semicualitativas de solubilizacién de fosfatos inorganicos,
y evaluacion del biocontrol contra el hongo fitopatégeno Fusarium solani. Se recuperaron
45 cepas, de las cuales 7 fueron clasificadas como altas productoras de indoles (71.6 -
87ug/mL), 17 como productoras intermedias (36.03 - 69ug/mL), y 21 como bajas
productoras (0.27 - 31.47 ug/mL). Ademas, el 58% de las cepas exhibieron actividad
solubilizadora de fosfato, mientras que el 82% mostraron capacidad de biocontrol sobre
F. solani, con porcentajes de inhibicién de hasta 52.5%.

2. INTRODUCCION

México tiene una notoria diversidad ambiental y se encuentra entre los cinco primeros
paises a nivel mundial en términos de riqueza biologica (Lopez-Barrera, 2017). De los
ecosistemas que destacan en el pais son las zonas aridas y semiaridas (ZAS) que
abarcan alrededor de 57 millones de hectareas, y su extension tiende al aumento debido
a la creciente desertificacion que sufre el planeta por la degradacién de suelos,
principalmente debida a actividades humanas como la tala forestal no sustentable y las
practicas agricolas poco controladas (CONAZA, 2019).

En las ZAS podemos encontrar a la familia Cactaceae, conformada por plantas
endémicas del continente americano, encontrandose una gran diversidad de ellas en el
territorio mexicano (Miguel-Talonia, 2014). La UICN (2022) evalué casi en su totalidad a
esta familia vegetal, analizando la situacion de alrededor de 1500 especies, de las cuales
el 31% se encuentran amenazadas de alguna forma. Entre las especies vulnerables esta
Neobuxbaumia polylopha, comunmente Illamada organo dorado, endémica del
semidesierto de Querétaro, la cual se encuentra en riesgo debido a su colecta ilegal.

En la regidn del suelo que rodea las raices de las plantas, conocida como rizosfera, se
encuentra una abundante poblacidon de microorganismos, como bacterias, capaces de
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establecer relaciones mutualistas con plantas a las que se asocian, favoreciendo el
crecimiento vegetal mediante diversos mecanismos como la sintesis de nutrientes
esenciales, la solubilizacién de elementos del entorno, ademas de servir como protecciéon
contra organismos fitopatégenos (Beneduzi, 2012). A este importante grupo se le conoce
como bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en
inglés).

Previamente, en el laboratorio de Ecologia Molecular del Departamento de Sistemas
Biolégicos de la UAM Xochimilco, se hizo la caracterizacion taxonomica de diversas
bacterias aisladas de la rizosfera de Neobuxbaumia polylopha. El objetivo de esta
investigacion fue caracterizar algunas de las actividades PGPR que desarrollan las
bacterias de esta coleccion.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una de las zonas de mayor diversidad de cactaceas en México se encuentra en el
desierto Chihuahuense, que abarca del norte al centro del pais (Goettsch, 2018); esta
ultima region es conocida como semidesierto queretano. Ahi los cactus son amenazados
por diversos peligros derivados de actividades humanas, degradando y/o destruyendo la
biodiversidad existente. De todas las especies de cactus que se encuentran
amenazadas, el 47% de ellas se ven directamente afectadas por la recoleccion de
plantas vivas y semillas ya sea para el comercio horticola, o bien para ser depositadas
en colecciones ornamentales privadas (Goettsch, 2015). El drgano dorado,
Neobuxbaumia polylopha, no es la excepcion y esta clasificado desde 2012 como
vulnerable, presentando un habitat fragmentado, degradado, reducido a solamente
alrededor de 6 mil km? (UICN, 2022).

Por otro lado, la asociacion mutualista entre bacterias rizosféricas promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR) y plantas, les podria conferir ventajas a éstas para la
adaptacioén a los ambientes hostiles de las ZAS. Sin embargo, el conocimiento sobre las
actividades PGPR de las bacterias asociadas a Neobuxbaumia polylopha es limitado.
Por lo anterior, en el presente trabajo se caracterizaron algunas de las actividades PGPR
como, la produccién de indoles, solubilizacién de fosfato inorganico e inhibicién de
crecimiento de hongos fitopatdégenos, propias de una coleccién de bacterias aisladas
previamente de N. polylopha nativas del semidesierto de Querétaro. Esto podria
proporcionar una base soélida para desarrollar estrategias de conservacién para la
proteccion de cactaceas vulnerables o en peligro de extincién.

4. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar bacterias rizosféricas aisladas de Neobuxbaumia polylopha y evaluar su
capacidad como bacterias promotoras del crecimiento vegetal in vitro
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5. OBJETIVOS PARTICULARES

5.1.Recuperar y reactivar cepas bacterianas criopreservadas aisladas de la rizosfera
de Neobuxbaumia polylopha.

5.2. Cuantificar la produccién de acido indolacético de las cepas recuperadas.

5.3.Realizar un andlisis cualitativo de la capacidad para solubilizar fosfatos en las
cepas recuperadas.

5.4 Evaluar la eficacia de las cepas recuperadas como agentes de biocontrol en
contra el hongo fitopatogeno Fusarium solani.

6. MARCO TEORICO

6.1.Zonas aridas y semiaridas (ZAS)

Las zonas aridas y semiaridas (ZAS) son unidades geograficas definidas por su poca
vegetacion y la escasez extrema de agua (debido a precipitaciones irregulares y largos
periodos de sequia), con temperaturas que fluctian mucho entre el dia y la noche. De
acuerdo con Cervantes (2002) el 54% del territorio nacional estd compuesto por ZAS,
por su parte, SEMARNAT (2019) reportd un porcentaje similar de 54.3% con informacion
recopilada en 2013. Sin embargo, CONAZA (2019) menciona que la superficie de las
ZAS se acerca al 60% de la Republica Mexicana. Las regiones mas extensas de zonas
aridas se encuentran en los desiertos sonorense y chihuahuense, este ultimo se expande
desde el sur de Estados Unidos hasta las regiones norte y centro de México, en esta
ultima fraccién se conoce como semidesierto queretano (Fig.1), el cual es un nucleo de
diversidad y endemismo bioldgico (Salinas, 2019).
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Figura 1: Ubicacion geografica de semidesierto queretano (Hernandez-Magana et al., 2012).

6.2.Familia Cactaceae

Es la poblacion vegetal mas abundante y caracteristica de las ZAS. La cantidad de
especies pertenecientes a ella varia segun el autor que lo reporta, pero va de 1600
(Wallace, 2002) a 3500 (Schafer, 2023), de las cuales aproximadamente el 45% se
distribuyen en México (Navarro Carvajal, 2007). Son consideradas xerofiticas,
presentando caracteristicas como alta resistencia a la sequia y al calor como
consecuencia de su adaptacion a las condiciones aridas de su habitat natural (Carpena
et al., 2023).

6.3. Neobuxbaumia polylopha (Organo dorado)

Es una especie endémica del semidesierto de Querétaro, aunque también puede ser
encontrada en regiones de Hidalgo, San Luis Potosi y Guanajuato (Guzman, 2003). Se
trata de un cactus columnar que se puede encontrar con forma de tallo simple o con
minimas ramificaciones, con un gran potencial de crecimiento de hasta 20 metros de alto.
El tallo es su rasgo mas distintivo y puede alcanzar un diametro de entre 30 y 35 cm. Las
areolas son redondas y de color amarillento-dorado, dispuestas a lo largo del tallo y con
lana blanca amarillenta caracteristica que las recubre, protege y ayuda a la retencion de
humedad. El color dorado la hace una planta llamativa, por lo que es muy utilizada como
planta ornamental (Guzman, 2003).

De acuerdo con el Red List de UICN (2022), se encuentra en un estado vulnerable (VU)
correspondiendo al criterio B1ab(iii), lo que significa que su area de distribucién abarca
alrededor de 6000 km?, caracterizandose por una fragmentacién severa y una
disminucién continua en el tamafo y calidad de su habitat. Sin embargo, la informacion
fue recabada en 2009 y en el Red List de UICN (2022) no se actualizd, por lo que las
cifras actuales pueden ser aun mas criticas.

6.4.Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR)

La rizosfera es la zona de suelo que rodea directamente el sistema de raices de las
plantas y es un espacio que alberga una comunidad diversa de microorganismos
(Suryatmana, 2022). En ese nicho se ubican las rizobacterias, un grupo de bacterias
capaces de colonizar el entorno y contribuir al bienestar de las plantas, mejorando el
crecimiento vegetal y la absorcién de nutrientes, ademas de aliviar el efecto de la sequia,
fijar nitrbgeno atmosférico y solubilizar fésforo, potasio, hierro y zinc presentes en el suelo
(de-Bashan, 2007). Su influencia no se limita a la nutricién puesto que también pueden
sintetizar moléculas que funcionan como fitohormonas, contribuir a la eliminacion de
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radicales de oxigeno mediante enzimas antioxidantes, asi como controlar el crecimiento
de algunos microorganismos fitopatogenos (Ahemad, 2014).

Dweipayan (2016) clasifica los mecanismos PGPR en directos e indirectos. Los primeros
afectan el metabolismo dentro de la planta, influyendo sobre el equilibrio de los
reguladores del crecimiento y mejorando la capacidad adaptativa vegetal. En contraste,
los mecanismos indirectos requieren la activacién de procesos metabdlicos defensivos
de la planta en respuesta a sefales enviadas por las PGPR. Dos mecanismos
importantes en este grupo son la induccién de resistencia a patégenos y la proteccién
contra condiciones ambientales adversas.

A medida que los enfoques biotecnoldgicos ganan terreno en la busqueda de soluciones
agricolas sostenibles, las rizobacterias emergen como actores clave en el sistema
integrado de manejo de nutrientes de las plantas (Ahemad, 2004).

6.5.Usos y aplicaciones de PGPR

De acuerdo con Bhattacharyya, et al. (2012) la relacion entre las PGPR y sus hospederos
puede clasificarse en dos niveles de complejidad, rizosférico y endofitico. En el nivel
rizosférico, las PGPR colonizan la porcion de suelo directamente en contacto con el
sistema radicular de las plantas (rizosfera), la superficie de las raices e incluso los
espacios intercelulares superficiales de las mismas, influyendo sobre las propiedades
fisicoquimicas del suelo. A nivel endofitico, las PGPR residen dentro de los espacios
apoplasticos de las plantas hospederas, lo que puede afectar significativamente su
desarrollo.

McCully (2001) menciona que, una de las principales aplicaciones de las PGPR en el
campo es su utilizacion como biofertilizantes, puesto que son elaborados a partir de
microorganismos vivos y representan una herramienta fundamental en la promocién del
crecimiento vegetal. Es importante distinguir el término “biofertilizante” de otros métodos
de fertilizacidon, como el abono o los fertilizantes quimicos. Algunas especies de PGPR
actuan como biofertilizantes y biopesticidas, promoviendo tanto el crecimiento de las
plantas como su resistencia a enfermedades.

La aplicacion de cepas PGPR en la agricultura tiene el potencial para aumentar la
produccion de alimentos a nivel mundial y mejorar la calidad ambiental. De acuerdo con
Backer et al. (2018) la inoculacién de especies de PGPR puede mejorar atributos de
crecimiento como el area foliar, el contenido de clorofila y la biomasa total de las plantas.
Ademas, se ha observado un aumento en la resistencia a enfermedades en plantas
inoculadas con este tipo de bacterias. Estudios como el de Wang et al. (2024) han
demostrado que algunas cepas de PGPR presentan resistencia frente a enfermedades
comunmente causadas por fitopatdgenos, especialmente hongos como el que provoca
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la antracnosis (enfermedad que genera lesiones en diversas partes de las plantas).
Diferentes cepas de Pseudomonas sp. han mostrado capacidad de inhibir varias
especies del hongo fitopatdgeno Fusarium (Jian et al., 2024). No obstante, en algunos
casos, las enfermedades pueden ser causadas no solo por hongos fitopatdgenos, sino
también en conjunto con poblaciones bacterianas antagonistas, como las de la familia
Xanthomonadaceae, que en conjunto con el hongo fitopatégeno Verticillium contribuyen
a la enfermedad de replantaciéon del manzano (Qiao et al., 2024).

La utilizacion de cepas PGPR de los géneros Agrobacterium, Bacillus o Pseudomonas,
puede inducir la formacion de raices mediante la produccion de auxinas, la inhibicidon de
la sintesis de etileno o la mineralizacion de nutrientes. Estos microorganismos tienen el
potencial de alterar diversas vias hormonales en las plantas, lo que se traduce en un
aumento en la tasa de elongacion de las raices laterales, conduciendo a una mayor
ramificacion del sistema radicular y contribuyendo asi a un mejor desarrollo de las plantas
(Esitken et al., 2003).

6.6. Actividades PGPR

Es aceptado que los microorganismos presentes en el suelo tienen una variedad de
efectos beneficiosos que mejoran significativamente el crecimiento de las plantas a
través de diferentes mecanismos (Fig. 2) y con resultados diversos (Tabassum et al.,
2017; Agrawal et al., 2018).
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Figura 2: Red de interacciones funcionales de las PGPR que apoya a la salud y el rendimiento de las
plantas en respuesta a factores de estrés ambiental y amenazas abidticas (Khoso et al, 2023).

6.6.1. Solubilizacion de fosfatos

Alori et al. (2017) explican que el fésforo es un elemento esencial para el desarrollo de
las plantas se encuentra en ellas en aproximadamente 0.2% de su peso seco, mientras
que en el suelo el promedio de disponibilidad es de 0.05%, existiendo tanto en formas
inorganicas como organicas. Sin embargo, las raices enfrentan dificultades para
absorber cualquiera de estas formas, ya que solo entre el 0.1 y el 5% de ellas son
solubles. De acuerdo con Jindo et al. (2023) los microorganismos PGPR desempefian
un papel crucial en la solubilizacion y mineralizacion del fosforo (Fig. 3). Estos
microorganismos llevan a cabo funciones como la producciéon de acidos organicos de
bajo peso molecular, como el acido glucénico, lo que reduce el pH del suelo y hace que
el fosforo inorganico sea soluble. También producen sustancias quelantes de los cationes
unidos al fosfato, lo que, a su vez, facilita la absorcion de los iones mono y dibasicos por
parte de las plantas.

Por otro lado, Dhole et al. (2023) mencionan que ciertas PGPR producen enzimas
fosfatasas y fitasas, que catalizan la hidrdlisis de ésteres de acido fosforico, permitiendo
la mineralizacién del fésforo organico. Cuando los microorganismos solubilizadores de
fosfato hacen accesible suficiente fosforo para las plantas, se reduce la necesidad de
utilizar fertilizantes quimicos. Es importante destacar que existen diversas cepas de
PGPR capaces de solubilizar formas insolubles de fosfato, la mayoria de ellas
pertenecen a los géneros Pseudomonas, Bacillus y Rhizobium (Muresu et al., 2008).

Investigaciones como la de Tang et al. (2020) han demostrado que la utilizacién de PGPR
con alta capacidad de solubilizacion de fésforo puede mejorar significativamente el
crecimiento de las plantas y aumentar el rendimiento de los cultivos. Este impacto
positivo se evidencia no solo en las raices, que estan intrinsecamente vinculadas con las
bacterias, sino también en otros componentes de la planta, como las hojas.



i r’-l-»~“ r"’--..~
Soil Phosphorus 2 Bitnasiam . Enterobasrey s . .
P . L ¥ Bioavailable
lnmgmc Mineralization / Solubilization > Phosphorus
"y "
Organic “\ Bacillus ," ‘\‘ Pseudomonas /
- - *s ,'l '\ ’

~ -
-
N

Figura 3: Representacidon esquematica de la mineralizacién y solubilizacion de fésforo en el suelo por
rizobacterias (Khan et al., 2009).

6.6.2. Produccion de fitohormonas

El término hormona deriva del concepto de hormona mamifera que viene del griego
impetus y es utilizado en fisiologia animal para mensajeros quimicos. De acuerdo con el
Comité de la Sociedad Americana de Fito-fisidlogos, una fitohormona es aquella
molécula reguladora producida por la planta que, en bajas concentraciones, permite
regular procesos fisioldgicos de las mismas, y se transporta dentro de la planta del sitio
de produccidn al sitio de accion (Ueda, 2016).

Wang et al. (2024) mencionan que las fitohormonas juegan un rol importante en el control
del crecimiento y del desarrollo de las plantas a muy bajas concentraciones. Existen 7
tipos principales de sustancias endégenas (fitohormonas) involucradas en el crecimiento
de las plantas: auxinas, giberelinas, citoquinas, acido abscisico, etileno,
brasinoesteroides, acido jasmoénico, y sus derivados, ademas de ser importantes para la
regulacion de la senescencia y la respuesta de defensa contra agentes patdégenos.

6.6.2.1. Acido indol-3-acético

El acido indolacético (IAA) es una molécula crucial en el desarrollo vegetal y su sintesis
es fundamental para la interaccion PGPR-planta. Mas del 80% de las bacterias
asociadas a la rizosfera tienen la capacidad de producir IAA, incluyendo especies como
Azospirillum, Azotobacter, Enterobacter, Pseudomonas y Staphylococcus (Bag et al.
2022).

El IAA actua como una molécula sefalizadora que facilita las interacciones entre
bacterias y plantas, promoviendo asi el crecimiento y desarrollo vegetal (Wagi & Ahmed,
2019). Las plantas pueden producir IAA tanto por sintesis de novo como por la secrecion
de IAA a partir de conjugados de IAA, con aminoacidos, mioinositol o glucosa (Mano,
2012).
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Existen dos principales rutas de biosintesis de IAA, una dependiente y otra independiente
de triptéfano. La produccion de IAA en el suelo varia segun la fertilidad y el contenido de
materia organica, siendo las rizobacterias un factor importante en esta sintesis. La
presencia de L-triptéfano, el cual es un aminoacido que sirve como precursor fisiolégico
de las auxinas, es encontrado en la microflora de la rizosfera como parte de sus
exudados de raices, lo que puede mejorar la biosintesis de auxinas en la rizosfera. Es
muy probable que estas moléculas de origen microbiano en la rizosfera generen una
respuesta fisioldgica en la planta hospedera (Abdelwahed et al, 2023).

6.6.3. Biocontrol contra hongos fitopatégenos

De acuerdo con Santos et al. (2024) los agentes de control biolégico (ACB), se trata de
microorganismos vivos, extractos o compuestos derivados de estos, que se emplean
para combatir plagas y enfermedades que afectan la produccion agricola. Es importante
destacar que estos agentes representan una alternativa sostenible y respetuosa con el
medio ambiente para el control de plagas y enfermedades en la agricultura.

Las PGPR pueden actuar como ACBs suprimiendo el crecimiento de microorganismos
fitopatogenos de diversas maneras. Estas bacterias compiten por nutrientes y espacio
con los fitopatdégenos, limitan el suministro de hierro disponible mediante la produccion
de siderdéforos, enzimas liticas y por mecanismos de antibiosis (Y. Jing et al., 2007) Un
ejemplo de ello es Pseudomonas fluorescens, reconocida por su actividad antagonista
de amplio espectro contra diferentes fitopatégenos (Bakker et al., 2017)

Un estudio hecho por Santos et al. (2024) demostr6 cémo algunas cepas de
Pseudomonas sp. y Bacillus sp. pueden suprimir el crecimiento de hongos fitopatégenos
como Alternaria sp., Fusarium sp. Boftryitis sp. y Stemphylium sp. La aplicacion de
Pseudomonas aeruginosay Paecilomyces Lilacinus con la siembra de la planta medicinal
Launaeae Nudicaulis muestra promesas en el control eficaz de hongos que infectan las
raices de Vigna radiata comunmente conocido como frijol mungo (Mansoor, et al., 2007).
La actividad de biocontrol que ejercen las PGPR se atribuye principalmente a la
competencia por nutrientes, la exclusion de nichos y la producciéon de metabolitos
antifungicos. Muchas PGPR producen metabolitos antifungicos, como fenazinas,
pirrolnitrina, diacetilfloroglucinol, pioluteorina, viscosinamida y tensina (Tarana et al.,
2024).

6.6.3.1. Fusarium spp.
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De acuerdo con Martinez-Garnica (2014) Fusarium es un género de hongos
fitopatogenos devastadores, conocido por su capacidad para infectar una amplia
variedad de cultivos; de los cuales existen muchas cepas y subtipos que muestran una
gran variabilidad genética, patogénica y morfolégica. En particular, el género Fusarium
comprende hongos que se transmiten por el suelo causando marchitez, mancha foliar,
cancro del cuello y muerte regresiva de las plantas. Sin embargo, diversas especies
cuentan con capacidad toxigénica, produciendo micotoxinas, las cuales son compuestos
quimicos diversos que pueden inducir algun tipo de dafio a las personas o animales que
los consumen (Rangel-Mufioz, 2023). De acuerdo con Tang (2024), las especies mas
patdgenas para las raices de plantas como Camellia sinensis son Fusarium oxysporum
y F. solani, en las cuales infectan el tallo y causan grietas, descamacion de la corteza,
crecimiento de moho blanco y eventual muerte de las ramas. En México, la alta
frecuencia de Fusarium puede ser atribuida al reuso de semillas, la cual es una practica
habitual entre granjeros (Ruiz-Nieto, 2024).

7. METODOLOGIA

7.1.Recuperacion y reactivacidon de cepas crio-preservadas

7.1.1. Retirar y descongelar cultivos crio-preservados del ultracongelador

7.1.2. Tomar alicuotas de 50 — 100 pL de las cepas crio-preservadas en glicerol
50% para inocular 5 mL de medio TY (Anexo )

7.1.3. Incubar durante 24 horas a 30 - 32°C con agitacién orbital constante de 220
rom o hasta que se observe turbidez en los tubos

7.1.4. Rotular tubos criogénicos con nombre de cepa y fecha de realizacion

7.1.5. Tomar un volumen de cada cultivo y su equivalente de glicerol al 50%

7.1.6. Hacer los gliceroles por duplicado

7.1.7. Guardar tubos criogénicos en una caja y guardar en el ultracongelador a -
80°C

7.1.8. Inocular cajas de medio sdlido TY con una asada de cada una de las cepas
crio-preservadas

7.1.9. Incubar durante 24 horas a 30 - 32°C o hasta que se observen el
crecimiento de colonias

7.1.10. Hacer frotis con las colonias cultivadas para tefiir con Gram las
cepas recuperadas
7.1.11. Analizar microscopicamente las muestras y comparar los resultados

con los resultados obtenidos con la caracterizacion inicial de las cepas (antes
de la crio-preservacion) para determinar el éxito de la recuperacién

7.2.Cuantificacion de indoles
12
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7.2.1. Tomar alicuotas de 50 — 100 uL de los gliceroles para inocular 5 mL de
medio TY.

7.2.2. Incubar durante 24 horas a 32°C con agitacion orbital constante de 220 rpm
0 hasta que se vea turbidez en los tubos.

7.2.3. Lavar células con NaCl 0.9% estéril.

7.2.4. Preparar e inocular medio liquido Burk 1 (Anexo |) con las suspensiones
bacterianas previamente preparadas.

7.2.5. Incubar durante 5 dias a 28°C con agitacion orbital constante de 220 rpm

7.2.6. Ajustar las suspensiones bacterianas a una densidad optica (DO) de 0.6 a
600nm

7.2.7. Preparar medio Burk 2 (Anexo |) suplementado con triptéfano e inocularlo
con los indculos ajustados.

7.2.8. Incubar en obscuridad durante 6 dias a 28°C y 220 rpm

7.2.9. Centrifugar 2 mL a 8’000 rpm por 2 minutos

7.2.10. Tomar 1 mL de sobrenadante y agregar 1 mL de reactivo de
Salkowski

7.2.11. Hacer un blanco para el espectrofotometro con 1 mL de etanol 96%
y 1 mL del reactivo de Salkowski

7.212. Incubar en obscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos

7.2.13. Leer en espectrofotdmetro a longitud de onda de 530nm

7.2.14. Hacer una curva patrén de acido indolacético (Anexo Il)

7.2.15. Interpolar absorbancias obtenidas con curva patron, consiguiendo la
concentracion de produccion

7.2.16. Clasificar a las cepas por niveles de produccion:

7.2.16.1. Baja (de 1 a 35 pg/mL)
7.2.16.2. Media (de 36 a 70 pg/mL)
7.2.16.3. Alta (>70 pg/mL)

7.3.Prueba semicuantitativa de solubilizacion de fosfato

7.3.1. Preparar e inocular medio sélido NBRIP (Anexo |) con cada suspension
bacteriana

7.3.2. Dividir cajas en 3 partes iguales e inocular en medio de cada tercio de la
caja correspondiente con 20 uL de cada suspension

7.3.3. Incubar las cajas de 3 a 5 dias a 28°C

7.3.4. Medir el tamano de las colonias y de halos de solubilizacion a las 72 y 120
h de incubacion.

7.3.5. Clasificar a las bacterias como “solubilizadoras tempranas” (formacion del
halo a las 72 h), “solubilizadoras tardias” (formacién del halo a las 120 h) y
“no solubilizadoras” (no formaron halo)
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7.3.6. Calcular indice de solubilizacion utilizando:
7.3.6.1. La férmula:

/s Diametro del halo (mm)

~ Didmetro de la colonia (mm)
7.3.7. Clasificarlas por capacidad de solubilizacién

7.4.Biocontrol vs el hongo fitopatégeno F. solani

7.4.1. Preparar medio PDA (Anexo |) y sembrar en el centro de las placas con 20
uL de suspensién de esporas del hongo fitopatogeno [2.1 x107 esporas/mL]
(Anexo II)

7.4.2. Incubar durante 24 horas a temperatura ambiente

7.4.3. Sembrar en ellas por estria 20 uL de las cepas bacterianas recuperadas
utilizando suspensiones ajustadas (DO 0.6 a 600nm) a 2.5 cm de distancia
del centro de la caja (hacerlo por triplicado)

7.4.4. Incubar cajas durante 7 dias o hasta que el hongo haya crecido hasta el
extremo opuesto de la caja en el cual se sembro con la cepa bacteriana
7.4.5. Calcular porcentaje de inhibicién (%l) midiendo la distancia entre el
crecimiento del hongo al centro de la caja y la estria bacteriana (a), asi como
la distancia entre el hongo al centro de la caja y el extremo donde no hay

crecimiento bacteriano (b) (Anexo V)
7.4.5.1. Utilizar la formula:

%l = (1 — (%))xlOO



8. DISCUSION Y RESULTADOS

En el laboratorio de Ecologia Molecular de la UAM Xochimilco se contaba con una
coleccién original de 37 cepas bacterianas criopreservadas, aisladas de la rizosfera de
la cactacea Neobuxbaumia polylopha, nativa del semidesierto queretano; fueron
identificadas taxondmicamente a través de la secuenciacion Sanger del gen 16S rRNA,
asignandolas a los géneros Arthrobacter, Bacillus, Enterobacter, Klebsiella, Lelliottia,

Pseudomonas, Rhizobium y Serratia.

Al hacer el proceso de recuperacion de dichas bacterias se obtuvieron finalmente 45
cepas bacterianas capaces de realizar actividades promotoras del crecimiento vegetal
como solubilizar fosfatos, producir indoles y ejercer biocontrol sobre el hongo
fitopatdogeno Fusarium solani. Los resultados obtenidos respecto a las pruebas hechas a

las diferentes cepas recuperadas se enlistan en la Tabla 1.

Nombre de | Identificacidn por secuencia % de
la cepa 16S rRNA identidad Acceso Gen Bank

Np 21 Pseudomonas sp. 99 MK070018
Np 2l Pseudomonas sp. 99 MK070018
Np 211l Pseudomonas sp. 99 MKO070018
Np 3 Pseudomonas moraviensis 99 MK070019
Np 4 Pseudomonas sp. 99 MKQ070020
Np 6l Pseudomonas sp. 99 MKQ070022
Np6llla Pseudomonas sp. 99 MKO070022
Np 6 lllba | Pseudomonas sp. 99 MK070022
Np 6 lll bb | Pseudomonas sp. 99 MK070022
Np7I Klebsiella michiganensis 90 MK070023
Np 71l Klebsiella michiganensis 90 MK070023
Np 8 Pseudomonas sp. 99 MK070024
Np 1011 Enterobacter sp. 100 MKQ070026
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Np 111l Paenibacillus catalpae 99 MK070027
Np 121 Pseudomonas sp. 99 MK070028
Np 1211 Pseudomonas sp. 99 MKO070028
Np 12111 Pseudomonas sp. 99 MKO070028
Np 131 Pseudomonas fluorescens 99 MK070029
Np 131l Pseudomonas fluorescens 99 MK070029
Np 14 Bacillus sp. 100 MKO070030
Np 151 Lysinibacillus fusiformis 100 MK070031
Np151la Lysinibacillus fusiformis 100 MK070031
Np 151l b Lysinibacillus fusiformis 100 MK070031
Np 151l Lysinibacillus fusiformis 100 MK070031
Np 161 Rhizobium sp. 99 MK070032
Np 171 Klebsiella oxytoca 99 MK070033
Np 171l Klebsiella oxytoca 99 MK070033
Npiglla | Scudemonas 99 | MK070034
brassicacearum
NpigIp | Scudemonas 99 | MK070034
brassicacearum
Np 19 Arthrobacter defluvii 90 MKO070035
Np 211 Pseudomonas koreensis 99 MKO070037
Np2llla Pseudomonas koreensis 99 MKO070037
Np 211l ba | Pseudomonas koreensis 99 MKO070037
Np 211l bb | Pseudomonas koreensis 99 MKO070037




Np 22 Pseudomonas sp. 99 MKO070038
Np 231l Enterobacter sp. 99 MKO070039
Np 241 Arthrobacter nicotinovorans 100 MKO070040
Np 2411 Arthrobacter nicotinovorans 100 MKO070040
Np 24 111 Arthrobacter nicotinovorans 100 MKO070040
Np 241V Arthrobacter nicotinovorans 100 MKO070040
Np 24V Arthrobacter nicotinovorans 100 MKO070040
Np 251 Lelliotia amnigena 99 MK070041
Np 2511 Lelliotia amnigena 99 MK070041
Np 261 Serratia sp. 99 MKO070042
Np 2611 Serratia sp. 99 MKO070042

En diversos articulos se sefiala individuos de los géneros bacterianos Pseudomonas,
Enterobacter o Bacillus como responsables de gran parte de las actividades promotoras
del crecimiento vegetal (Tabassum et al.,2017; Abdelwahed et al., 2023; Ahemad et al.,
2014; Al-Fadhal et al., 2019; Backer et al., 2018; Cochard et al., 2022; Dhole et al., 2023;
Habibi et al., 2019); la coleccion estudiada en este trabajo esta constituida en un 48%
por representantes del género Pseudomonas.

8.1. Recuperacion y reactivacion de cepas crio-preservadas

Durante la reactivacion de las 37 cepas crio-preservadas se observaron mas de un
morfotipo en los cultivos sélidos de las cepas Np 6l11l, Np 15ll, Np 1811 y Np 21ll, por lo
qgue se aislaron nuevamente, resultando en la recuperaciéon de 45 cepas en total. Se hizo
tincion de Gram para la caracterizacion celular de las cepas recuperadas, de las cuales
fueron 40 Gram negativas (89%) y 5 Gram positivas (11%).

De estas 45 cepas, las denominadas como 7 |, 7 Ill y 19 tuvieron una identificacion
taxondmica ambigua al presentar porcentajes de similitud del 90% en la secuencia del
gen 16S rRNA con Klebsiella michiganensis, Np 7 | y Np 7 lll, y con Arthobacter defluvii,
Np 19. Se requiere que el porcentaje de similitud sea >97% para tener una identificacion
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precisa a nivel de género y >99% para identificar a nivel de especie (Drancourt et al.,
2004).

De igual forma, nueve de las cepas recuperadas mostraron caracteristicas celulares que
no correspondian con las identificaciones taxonémicas basadas en la secuenciacion del
gen 16S rRNA:

La cepa 2l identificada por secuencia como Pseudomonas sp., por tincion se
observé como bacilo Gram positivo, siendo que las especies del género de
Pseudomonas son Gram negativas (Prasad et al., 2018).

La cepa 11 |l, caracterizada por secuencia como Paenibacillus catalpae (bacilos
rectos Gram positivos), fue identificada por tincibn como bacilo Gram negativo
(Zhang et al., 2013). La diferencia entre la identificacion se puede observar en la
Figura 4.

Paralas cepas 151, 15 llay 15 lIb, identificadas por secuencia como Lysinibacillus
fusiformis especie que se caracteriza por ser un bacilo Gram positivo, fueron
identificadas por tincion como bacilos y cocobacilos Gram negativos (Sari et al.,
2019; Jinka, 2020).

De la cepa 24 se tenian cinco aislados: I, Il, lll, IV y V, identificados por secuencia
como Arthrobacter nicotinovorans, para las cepas Il, lll, IV y V su identificacién por
tincion fue de bacilos Gram negativos, por lo que solo 24 | se parece a esta
especie, descrita como cocobacilos Gram positivos (Kodama et al., 1992).
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Figura 4: Morfologia celular de Paenibacillus catalpae. A) Paenibacillus catalpae tefiida de Gram positivo
(Podstawka, s.f.). B) Cepa 11 Il tefida de Gram negativo identificada como Paenibacillus catalpae.

El analisis de los resultados se hizo por cada actividad y por cada género bacteriano
presente en la coleccion de cepas recuperadas, esto para poder hacer un analisis
estadistico entre cepas del mismo género y determinar diferencias o similitudes
estadisticas.
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8.2. Cuantificacion de indoles

La capacidad de produccidn de indoles de las cepas en estudio se detalla en la Tabla 1,
donde puede verse que las concentraciones producidas por las diversas cepas fueron
variadas. Se establecieron 3 categorias de produccion: baja, media y alta. Diecinueve de
las 45 cepas estudiadas tuvieron una produccion baja de indoles (de 1 a 35 pyg/mL); 17,
una produccién media (de 36 a 70 pg/mL) y 7, una produccién alta (>70 pg/mL). Dos
cepas (2 I y 13 1) que tuvieron una produccion menor a 1 pg/mL, por lo que quedaron
fuera de nuestra clasificacion.

El método espectrofotométrico es el mas comun para detectar la presencia de indoles,
dentro de los cuales el IAA es de particular interés; se basa en la reaccién del cloruro
férrico con una fraccion de indoles en un ambiente acido, desarrollando un color entre
anaranjado y rosa. La limitante de esta técnica es que el reactivo de Salkowski no es
especifico para IAAy reacciona igualmente con otros indoles. (Goswami, et al. 2015).

8.2.1. Pseudomonas spp.

En general, se observé una produccion variada de indoles entre las diferentes cepas del
geénero Pseudomonas (Figura 5). Se obtuvieron valores que van desde 0.27 pg/mL, valor
que esta por debajo de la clasificacion de productoras bajas de indoles (1 a 35 pg/mL),
hasta 84.2 ug/mL producidos por la cepa 22. Estos resultados reflejan una amplia
variabilidad en la capacidad de produccion de indoles dentro de este género bacteriano.

Cuatro cepas fueron identificadas como Pseudomonas koreensis (21 1, 21 lla, 21 llba y
21 llbb) y tuvieron una produccion de indoles de 40.5, 61.7, 17.4 y 52.7ug/mL,
respectivamente. De acuerdo con estos resultados, tres cepas son productoras medias
y una es una baja productora de indoles. Segun lo reportado por Srivastava et al. (2019)
y Bejaoui et al. (2024), Pseudomonas son buenas productoras de indoles, obteniendo en
este estudio resultados consistentes con lo esperado.

Las cepas 18 lla y 18 IlIb fueron identificadas como Pseudomonas brassicacearum. La
produccion de indoles de estas cepas fue de 37.5 y 50.1ug/mL, respectivamente, lo que
las clasifica como productoras medias de indoles. Segun D. Jing et al. (2023), una cepa
de P brassicacearum denominada X123 presentd una alta produccion de indoles.
Comparativamente, los resultados obtenidos en este estudio no alcanzaron niveles tan
altos como los reportados por Jing (217.56 ug/mL). Sin embargo, es importante senalar
qgue el método utilizado para la cuantificacion de indoles en el estudio mencionado difiere
del método empleado en este trabajo, por lo que no es posible hacer una comparacién
directa de los resultados.

Las cepas 13 | y 13 ll, clasificadas como Pseudomonas fluorescens, mostraron una
produccién de indoles notoriamente diferente entre si: 0.27 y 83.4pg/mL,
respectivamente. Segun lo reportado por Chen et al. (2017), se esperaba una produccion
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de indoles de entre 15 a 50ug/mL por parte de P. fluorescens. La produccion de indoles
de la cepa 13 | fue menor que el rango esperado, mientras que la produccion de la cepa
13 Il fue mayor. Estas diferencias pueden deberse a factores genéticos especificos que
influyan en la capacidad de produccion de indoles en diferentes cepas de P. fluorescens.

La cepa 3, identificada como Pseudomonas moraviensis, tuvo una produccion de 55.3
pg/mL de indoles, lo que la clasifica como una productora media. Esta produccion es
mayor que la previamente reportada por Cochard et al. (2022) de 11.38 pug/mL. La
capacidad de la cepa 3 para producir niveles mas altos de IAA podria deberse a
variaciones en las condiciones experimentales o a diferencias genéticas entre las cepas
estudiadas. Este hallazgo sugiere que P. moraviensis tiene un potencial significativo para
aplicaciones en promocidon del crecimiento vegetal, aunque se requieren estudios
adicionales para entender mejor los factores que influyen en la produccién de indoles.
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Figura 5: Produccion de indoles por las bacterias del género Pseudomonas presentes en la coleccion en
estudio. Se probaron 22 cepas distintas de Pseudomonas. Obteniendo diferentes niveles de produccion
que se clasificaron en 3 grupos: produccion baja (de 1 a 35 pg/mL; azul), produccion media (de 36 a 70
pg/mL; naranja), produccion alta (>70 pg/mL; verde). Las diferentes letras sobre las barras significan
diferencias estadisticamente significativas segun las pruebas ANOVA 'y Tukey — Kramer (a = 0.05).

8.2.2. Arthrobacter sp.

Las cepas 24 |, 11, IIl, IV y V fueron identificadas como Arthrobacter nicotinovorans (Figura
6). Sin embargo, como se mencionoé previamente, morfolégicamente sélo la cepa 24 |
corresponde con la identificacion morfolégica. En cuanto a la produccion de indoles, 24
Il'y 24 V fueron clasificadas como altas productoras (71.6 y 77.5ug/mL, respectivamente),
mientras que 24 1, 24 Ill y 24 IV fueron bajas productoras (2.5, 6.3 y 5.8ug/mL,
respectivamente) como se muestra en la Figura 6. De acuerdo con Sun et al. (2024),
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Arthrobacter sp. es un buen productor de acido indolacético (IAA), por lo que los
resultados de 24 |, lll y IV esperaban ser mayores. Es necesario realizar pruebas precisas
de identificacion taxondmica para determinar el género y especie de 24 Il y 24 VV dado su
potencial como PGPR.
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Figura 6: Produccion de indoles por las bacterias del género Arthrobacter presentes en la coleccién en
estudio. Se probaron a las cepas cultivadas en medio Burk. Obteniendo diferentes niveles de produccion
que se clasificaron en 3 grupos: produccion baja (de 1 a 35 pg/mL; azul), produccion media (de 36 a 70
pg/mL; naranja), produccion alta (>70 pg/mL; verde). Las diferentes letras sobre las barras significan
diferencias estadisticamente significativas segun las pruebas ANOVA 'y Tukey — Kramer (a = 0.05).

8.2.3. Lysinibacillus sp.

Las cepas 15 1, 15 1l a, 15 1l b y 15 lll, identificadas como Lysinibacillus fusiformis,
presentaron una produccion de indoles de 36, 15.5, 43.7 y 41.7ug/mL, respectivamente
(Figura 7). Segun estos valores, tres cepas pueden considerarse productoras medias de
indoles y una como productora baja, como se muestra en la Figura 7. De acuerdo con la
bibliografia consultada, se ha reportado que esta especie tiene una capacidad para la
produccion de IAA de entre 32 y 70ug/mL. Los resultados obtenidos no son
particularmente altos, pero reflejan la capacidad de estas cepas para producir indoles
dentro del rango reportado en algunos estudios con excepcion de la cepa 15 Il a (Imran
et al., 2023; Rafique et al., 2017).
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Figura 7: produccion de indoles por las bacterias de la especie Lysinibacillus fusiformis. Se probaron 4
cepas de esta especie. Obteniendo diferentes niveles de produccidon que se clasificaron en 3 grupos:
produccion baja (de 1 a 35 pug/mL; azul), produccion media (de 36 a 70 ug/mL; naranja), produccion alta
(>70 pg/mL; verde). Las diferentes letras sobre las barras significan diferencias estadisticamente
significativas segun la prueba de t de student (a = 0.05).

8.2.4. Géneros varios

Esta clasificacion por géneros varios se hizo para agrupar a las cepas que contaban con
pocos ejemplares de su género o especie y poder asi hacer un analisis estadistico con
ellas (Figura 8).

Las cepas 10 Il y 23 Il, identificadas como Enterobacter spp., tuvieron una produccion
baja de indoles de 2.9 y 4.3ug/mL, lo cual no concuerda con lo reportado por Ghosh et
al. (2015), quienes mencionan que Enterobacter spp. son altos productores de IAA (77 a
155ug/mL). Sin embargo, el género de Enterobacter es bastante amplio y es probable
que la diferencia se deba a diferencias genéticas entre las cepas estudiadas.

La cepa 11 I, identificada como Paenibacillus catalpae, tuvo una produccion media de
indoles de 46.9ug/mL. Aunque este nivel es medio, se esperaba una produccién mayor
ya que Shokri et al. (2010) y Sun et al. (2022) identificaron a Paenibacillus spp. como alto
productor de IAA, sin embargo, los rangos reportados de produccion de IAA en estos
articulos son de 4 a 12.5ug/mL lo cual no concuerda con la clasificacién que nosotros
utilizamos, es posible que la diferencia se deba a variaciones en los métodos utilizados,
lo que dificulta la comparacién directa. Ademas, hay poca informacién especifica sobre
P. catalpae, por lo que las referencias disponibles se refieren al género en Paenibacillus
Sp. como género.

La cepa 14, identificada como Bacillus sp., produjo 36.1ug/mL de indoles, lo que se
considera una produccién media. Wagi y Ahmed (2019) mencionan que, como género
son altos productores de IAA alrededor de 36ug/mL, no obstante, el método y la
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clasificacion de produccion utilizada es diferente a los usados en este estudio, por lo que
las diferencias en los métodos de medicion limitan una comparacién directa.

La cepa 16 |, identificada como Rhizobium sp., tuvo una produccion de indoles de 84.2
Mg/mL, siendo la cepa con la segunda mayor capacidad de produccion en la coleccion
estudiada. Wulandari et al. (2024) sefalan que la produccion de IAA por Rhizobium
puede variar de 2.81 a 17.72ug/mL, sin embargo, los métodos y clasificaciones utilizadas
no son idénticos por lo que una comparacion directa no es posible. No obstante, Ghosh
et al. (2013) indicaron que suelen ser altos productores de IAA en un rango de 110 a 145
Mg/mL, por lo que los resultados obtenidos son diferentes con lo esperado.

Las cepas 17 | 'y 17 Il, identificadas como Klebsiella oxytoca, produjeron 16.6 y 9.1ug/mL
de indoles, respectivamente, clasificandose como de baja produccion. Segun Patel et al.
(2024), K. oxytoca posee caracteristicas PGPR destacadas, incluyendo la produccion de
IAA de alrededor de 1100ug/mL, por lo que los resultados obtenidos no son los
esperados.

Las cepas 25 | y 25 Il, identificadas como Lelliottia amnigena, mostraron una produccion
de indoles de 2 y 84.4ug/mL, respectivamente, siendo una de las productoras mas bajas
y otra de las mas altas en esta investigacion. Tatung & Deb (2024) reportaron una
produccion muy alta de IAA de 150ug/mL en un estudio con un método de cuantificacion
similar al utilizado en este trabajo de investigacion, lo que no se observé en ninguna de
las cepas analizadas.

Las cepas 26 | y 26 Il, identificadas como Serratia sp., produjeron 44.6 y 71ug/mL de
indoles, respectivamente. Martinez et al. (2018) mencionan que la produccién de I1AA por
Serratia sp. podria encontrarse en un rango de 10 a 81 pg/mL, cuantificados con un
meétodo similar al que utilizamos, lo que situa a estas cepas dentro del rango esperado.
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Figura 8: Produccion de indoles por las bacterias de géneros varios presentes en la coleccion en estudio.
Se probaron las cepas cultivadas en medio Burk. Obteniendo diferentes niveles de produccién que se
clasificaron en 3 grupos: produccion baja (de 1 a 35 pg/mL; azul), produccion media (de 36 a 70 pg/mL;
naranja), produccion alta (>70 pg/mL; verde); las diferentes letras sobre las barras significan diferencias
estadisticamente significativas segun las pruebas ANOVA y Tukey-Kramer (a = 0.05).

8.3. Prueba semi-cualitativa de solubilizacion de fosfato

En la prueba semi-cualitativa de solubilizacion de fosfato de las cepas recuperadas,
pudimos observar que 26 de las 45 cepas fueron solubilizadoras de fosfato inorganico,
presentando un halo de solubilizacién en el agar, con el cual se calcul6 el indice y la
capacidad de solubilizacién de cada cepa. Veintitrés de ellas tuvieron una capacidad baja
(IC 2>), 3 una capacidad media (IC >2 y 4>) y no hubo ninguna que la pudiéramos
clasificar como alta solubilizadora (IC >4). Otro parametro evaluado para las
solubilizadoras de fosfatos fue el tiempo en el que lo hicieron, 11 cepas lo hicieron de
forma temprana (formaron halo a las 72 h) y 15 cepas lo hicieron de forma tardia
(formaron halo a las 120 h). Sin embargo, hubo 2 cepas que crecieron en el medio, pero
no presentaron halo de solubilizacién, indicando que tienen la capacidad de utilizar los
fosfatos para su crecimiento, aunque no necesariamente los solubilizan.

8.3.1. Pseudomonas sp.

De manera general, se observé una solubilizacion variada de fosfatos entre las diferentes
cepas del género Pseudomonas. Se obtuvieron valores que van desde un indice de 0,
cepas consideradas como no solubilizadoras, hasta un indice de solubilizacion de 2.2
clasificadas como solubilizadoras medias (Figura 10).

Las cepas 21 |, 21 lla, 21 llba y 21 llIbb, identificadas como Pseudomonas koreensis
tuvieron un indice de solubilizacion de 1, 1.6, 1.6 y 1.8, respectivamente; se sabe que P.
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koreensis son solubilizadoras de fosfatos, sin embargo, no se menciona la cantidad
solubilizada, pero, por técnicas moleculares, se han identificado genes relacionados con
esta actividad (Crovadore et al., 2020).

Las cepas 18 lla y 18 lIb identificadas como Pseudomonas brassicacearum tuvieron un
indice de solubilizacion de 2.1 y 2.2 respectivamente, siendo los indices mas altos
encontrados en toda la coleccion de bacterias utilizada; la prueba de la cepa 18 lla se
puede observar en la Figura 9. Segun Nelkner et al. (2019) reportaron la presencia de
genes relacionados con la solubilizacion de fosfato, sugiriendo que P. brassicacearum es
capaz de solubilizar fésforo, que, aunque no se observaron niveles tan altos de
solubilizacion en las cepas estudiadas, en la categorizacion utilizada se consideran como
solubilizadoras medias. Sin embargo, en el reporte de Habibi et al. (2019) en el que
analizaron 4 cepas de P. brassicacearum no se encontro ningun tipo de solubilizacion de
fosfatos.

Figura 9: Solubilizaciéon de fosfato en medio NBRIP por la cepa 18 Il a identificada como Pseudomonas
brassicacearum con un indice de solubilizacion de 2.1, clasificada como solubilizadora media.

Las cepas 13 1y 13 Il (Pseudomonas fluorescens) presentaron un indice de solubilizacion
de 1 y 0, por lo que, 13 | se clasifica como solubilizadora baja y 13 Il como no
solubilizadora, de acuerdo con Barin et al. (2022), Una cepa de P. fluorescens aislada de
suelos aridos en Iran, la cual tiene un origen similar al de las cepas utilizadas en este
estudio aisladas de suelos semiaridos, presentd una alta solubilizacion de fosfatos
inorganicos de 1684.4 mg/kg.

La cepa 3 (Pseudomonas moraviensis) no fue capaz de solubilizar fosfatos en las
condiciones en las que evaluamos esta actividad. De acuerdo con Ait-Ouakrim et al.
(2023), una cepa de P. moraviensis presenté un amplio espectro de solubilizacién de
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fosfatos que varia entre 5.34 a 227ug/mL dependiendo de la forma en que se encuentre
el fosfato a solubilizar.
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Figura 10: Capacidad de solubilizacion de fosfato de cepas de Pseudomonas sp. Se obtuvieron diferentes
indices de solubilizacion y se clasificaron en baja (IC 2>; azul), media (IC >2 y 4>; naranja) y alta (IC >4;
verde); las diferentes letras sobre las barras significan diferencias estadisticamente significativas segun
las pruebas ANOVA y Tukey-Kramer (a = 0.05).

8.3.2. Arthrobacter sp.

Las cepas de 24 | y 24 |V, identificadas como Arthrobacter nicotinovorans presentaron
indices de solubilizacion de fosfatos bajos o inexistentes (Figura 11). El mayor indice de
solubilizacion fue observado en la cepa 24 V, con un valor de 1.6. Por lo que, estos
resultados no fueron los esperados ya que, segun Benmrid et al. (2024), Arthrobacter
presenta una alta solubilizacion de fosfatos de alrededor de 80 a 100 mg/L, sin embargo,
la informacion existente de dicha especie es muy limitada, por lo que no existen
suficientes estudios para hacer una comparacion directa con las cepas de este estudio.
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Figura 11: Capacidad de solubilizacién de fosfato de cepas de Arthrobacter sp. Se obtuvieron diferentes
indices de solubilizacion y se clasificaron en baja (IC 2>; azul), media (IC >2 y 4>; naranja) y alta (IC >4;
verde); las diferentes letras sobre las barras significan diferencias estadisticamente significativas segun
las pruebas ANOVA y Tukey-Kramer (a = 0.05).

8.3.3. Varios

Esta clasificacion por géneros varios se hizo para agrupar a las cepas que contaban con
pocos ejemplares de su género o especie y poder asi hacer un analisis estadistico con
ellas (Figura 13).

Las cepas 10 Il y 23 Il (Enterobacter sp.) presentaron una nula capacidad de
solubilizacion, lo cual también contrasta con la bibliografia existente. Park et al. (2011)
encontraron que Enterobacter sp. puede solubilizar fosfatos bajando el pH de 7 a 3.8 en
condiciones in vitro, principalmente a través de la produccion de acidos organicos. En
este estudio, aunque la cepa 10 |l provocd un cambio de pH en el medio evaluado a partir
de la coloracién rojiza que desarrollaron las colonias, indicando un cambio de pH de
neutro a acido, no se aprecio un halo de solubilizacién medible (Figura 12). Esto sugiere
que la produccion de acidos organicos por parte de la cepa 10 Il es baja, suficiente para
tornar el color de las colonias bacterianas a una tonalidad asociada con un pH acido en
el medio utilizado, pero insuficiente para generar un halo de solubilizacion visible.
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Figura 12: Enterobacter sp. cepa 10 I, mostrando baja capacidad de solubilizacién de fosfatos.

La cepa 11 Il (Paenibacillus catalpae) tuvo un indice de solubilizacion bajo de 1.83. De
acuerdo con Brito et al. (2020) el género de Paenibacillus solubiliza fosfatos, sin
embargo, otros autores como Petrovic et al. (2023) mencionan que Paenibacillus no los
solubiliza, por lo que esta diferencia puede deberse a las diferentes caracteristicas
metabdlicas de diferentes especies dentro del género de Paenibacillus.

Las cepas 17 | y 17 Il, identificadas como Klebsiella oxytoca, presentaron indices de
solubilizacion de fosfatos de 2 y 1, respectivamente, considerados como de solubilizaciéon
media y baja. Segun Patel et al. (2024) y Faskhutdinova et al. (2024), Klebsiella oxytoca
es conocida por su alta capacidad de solubilizacion de fosfatos al utilizar el medio NBRIP;
Patel reporto una solubilizaciéon de alrededor de 900ug/mL de fosfatos, mientras que
Faskhutdinova reporté un indice de solubilizacién de 1.95.

Las cepas 25 | y 25 |l, identificadas como Lelliottia amnigena, tuvieron indices de
solubilizacion de fosfatos de 0 y 1.7, respectivamente. Por su parte, Bédalo et al., (2023)
reportaron que, mientras algunas cepas de L. amnigena son altas solubilizadoras de
fosfatos, otras no lo son, lo que permite sustentar los resultados obtenidos.

Las cepas 26 | y 26 Il, identificadas como Serratia sp., presentaron indices de
solubilizacion de fosfatos de 1.8 y 0, respectivamente. De acuerdo con Luduena et al.
(2016), el género Serratia tiene una alta capacidad de solubilizacion de fosfatos en medio
NBRIP. El indice de la cepa 26 | fue de 1.8 siendo de los mas altos de la investigacion,
a pesar de entrar en la clasificacién de bajo solubilizador.
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Figura 13: Capacidad de solubilizaciéon de fosfato de cepas de diferentes géneros bacterianos Se
obtuvieron diferentes indices de solubilizacién y se clasificaron en baja (IC 2>; azul), media (IC >2 y 4>;
naranja) y alta (IC >4; verde); las diferentes letras sobre las barras significan diferencias estadisticamente
significativas segun las pruebas ANOVA 'y Tukey-Kramer (a = 0.05).

8.4. Biocontrol vs el hongo fitopatégeno F. solani

Se evalué la capacidad de limitar el crecimiento del hongo fitopatdégeno Fusarium solani
a partir del porcentaje de inhibicion obtenido del crecimiento dual de las cepas
bacterianas recuperadas en funcion del crecimiento de F. solani. 37 cepas de las 45
cepas estudiadas presentaron algun porcentaje de inhibicion: 30 presentaron menos del
30% de inhibicion, 4 estuvieron en un rango entre 30 y 40% y 3 tuvieron porcentajes
mayores a 40.

La cepa que presentd el mayor porcentaje de inhibicion fue la cepa 8, clasificada
previamente como Pseudomonas sp. con un 52.5% de inhibicion de crecimiento de F.
solani, seguida de la cepa 23 Il clasificada como Enterobacter sp., la cual presentd un
50% de inhibicion.

8.4.1. Pseudomonas sp.

De manera general, se observo una inhibicion del crecimiento de F. solani variada entre
las diferentes cepas del género Pseudomonas. Se obtuvieron valores que van de un
porcentaje de inhibicién de 0, a valores de 52.5% (Figura 14).

Como se menciond previamente, 4 de las cepas en estudio fueron identificadas como
Pseudomonas koreensis (21 1, 21 Il A, 21 1l BAy 21 1l BB); fueron capaces de inhibir el
crecimiento de Fusarium solani en 3.3, 11.7, 8.3 y 27.5%, por lo que fue relativamente
baja su capacidad de inhibicién. De acuerdo con Rafikova et al. (2016), P. koreensis
puede inhibir el crecimiento de diferentes especies de Fusarium, y puede inhibir F. solani
en alrededor de 77.5%

29



Las cepas 18 Il ay 18 Il b identificadas como Pseudomonas brassicacearum provocaron
un porcentaje de inhibicidon de Fusarium solani de 32.5 y 15% respectivamente. De
acuerdo con Yang (2019), P. brassicacearum presenta alta actividad antifungica contra
Fusarium oxysporum. Por otro lado, Belimov et al. (2007), sugieren que se trata de
potenciales agentes de biocontrol, pero también pueden ser patdégenos de algunas
plantas como al tomate.

Las cepas 13 | y 13 Il identificadas como Pseudomonas fluorescens, presentaron un
porcentaje de inhibicién de 13.6 y 0%, respectivamente. De acuerdo con David, et al.
(2018) algunas cepas de P. fluorescens producen algunos antibiéticos (pirrolnitrina o
fenazina), HCN o siderdforos inhibiendo el crecimiento de hongos fitopatdégenos del
género Fusarium, sin embargo, sus resultados no mostraron una alta inhibicion del
crecimiento de Fusarium solani. De acuerdo con Al-Fadhal et al. (2019) algunas cepas
de P. fluorescens aisladas de granjas desérticas en Iraq, inhibieron el crecimiento de F.
solani en un 100%, aunque utilizaron un método diferente al del presente estudio, los
porcentajes de inhibicion fueron muy bajos, esperando que fueran mayores.

La cepa 3, identificada como Pseudomonas moraviensis presentd un porcentaje de
inhibicién de 15%, de acuerdo con Ramlawi et al. (2021) presentaron 2 cepas con
potencial para inhibir el crecimiento de Fusarium sambucinum en un 45 a 50%, datos
que respalda Hamane et al. (2023) cepas que presentaron un porcentaje de inhibicion
del crecimiento de Fusarium oxysporum de 23 a 40%.
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Figura 14: Inhibicion del crecimiento de Fusarium solani por cepas de Pseudomonas. Se obtuvieron
diferentes porcentajes de inhibicidn del crecimiento, y se clasificaron en baja (<30; azul), media (>30 y <40;
naranja) y alta (>40; verde); las diferentes letras sobre las barras significan diferencias estadisticamente
significativas segun las pruebas ANOVA y Tukey-Kramer (a = 0.05).
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8.4.2. Arthrobacter sp.

Las cepas 24 |, I, lll, IV y V tuvieron una baja inhibicion del crecimiento de F. solani
(Figura 15), siendo la cepa 24 Il la que mostré el mayor indice con un porcentaje de 35.8.
En general, los resultados no fueron los esperados ya que Thion et al. (2012) reportaron
que el género Arthrobacter actua como agente de biocontrol contra F. solani.
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Figura 15: Inhibicién del crecimiento de Fusarium solani por cepas de Arthrobacter. Se obtuvieron
diferentes porcentajes de inhibicion y se clasificaron en baja (<30; azul), media (>30 y <40; naranja) y alta
(>40; verde); las diferentes letras sobre las barras significan diferencias estadisticamente significativas
segun las pruebas ANOVA y Tukey-Kramer (a = 0.05).

8.4.3. Lysinibacillus fusiformis

Las cepas 15 |, 15 1l a, 15 1l b y 15 lll, identificadas como Lysinibacillus fusiformis,
mostraron un porcentaje de inhibicidén del crecimiento de Fusarium solani de 2, 17.5, 20.8
y 27.5%, respectivamente (Figura 16). En la literatura consultada no se encontraron
referencias sobre pruebas de biocontrol de Lysinibacillus fusiformis sobre Fusarium
solani. Por lo que no existe informacion suficiente para comparar los resultados.

31



35

m <
30 <
25 &
. <
5 20
9
215
=
=z
< 10
aa]
5 ;
0
L
151 151l a 151 b 1511

-5
Nombre de cepa (Np)

Figura 16: Inhibicién del crecimiento de Fusarium solani por cepas de Lysinibacillus fusiformis. Se
obtuvieron diferentes porcentajes de inhibicion y se clasificaron en baja (<30; azul), media (>30 y <40;
naranja) y alta (>40; verde); las diferentes letras sobre las barras significan diferencias estadisticamente
significativas segun las pruebas de Wilcoxon y Kruskal Walis (a = 0.05).

8.4.4. Varios

Esta clasificacion por géneros varios se hizo para agrupar a las cepas que contaban con
pocos ejemplares de su género o especie y poder asi hacer un analisis estadistico con
ellas (Figura 18).

Las cepas 10 Il y 23 Il presentaron un porcentaje de inhibicién del 32.5 y 50% (Figura
17) contra F. solani, lo cual es consistente con lo reportado por Al-Mughrabi (2010). Este
autor menciona que el género Enterobacter presenta inhibicion de diferentes tipos de
Fusarium y puede ayudar a remediar algunas enfermedades causadas por este género
de hongos fitopatdgenos.
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i,
Figura 17: Inhibicion de crecimiento de cepa 23 |l (Enterobacter sp.) contra Fusarium solani con un

porcentaje de 50%.

La cepa 11 ll, identificada como Paenibacillus catalpae, mostré6 un porcentaje de
inhibicion de crecimiento contra Fusarium solani del 15%, lo cual entra dentro de lo
esperado, ya que, segun Petrovic et al. (2023), Paenibacillus ha demostrado una
capacidad de inhibicién del crecimiento de F. solani de 5 a 50%.

Las cepas 26 | y 26 Il, identificadas como Serratia sp., presentaron porcentajes de
inhibicion contra F. solani de 11.76 y 35%, respectivamente. De acuerdo con Banerjee et
al. (2020), Serratia sp. inhibe el crecimiento de F. solani mediante la produccion de
sider6foros y HCN. Por lo tanto, las cepas se presentan como buenos candidatos para
evaluar la produccién de estos compuestos.
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Figura 18: Inhibicion del crecimiento de Fusarium solani por cepas de diferentes géneros bacterianos. Se
obtuvieron diferentes porcentajes de inhibicion y se clasificaron en baja (<30; azul), media (>30 y <40;
naranja) y alta (>40; verde); las diferentes letras sobre las barras significan diferencias estadisticamente
significativas segun las pruebas ANOVA y Tukey-Kramer (a = 0.05).

9. CONCLUSIONES

Se recuperaron 45 cepas bacterianas a partir de la coleccién inicial de 36. Las 9 cepas
recuperadas adicionalmente necesitan una identificacion taxondémica precisa.

Las 45 cepas fueron productoras de indoles: 7 se clasificaron como productoras altas
(71.6 - 87ug/mL); 17 como productoras intermedias (36.03 - 69ug/mL); y 21 como bajas
productoras (0.27 — 31.47ug/mL).

El 58% de las cepas (26 de las 45) se clasificaron como solubilizadoras de fosfato
inorganico; no hubo ninguna alta solubilizadora (IC >4), 3 de ellas fueron solubilizadoras
medias (IC >2 y 4>) y 23 solubilizadoras bajas (IC 2>). De las 26 cepas identificadas
como solubilizadoras de fosfato, 11 fueron capaces de solubilizarlo de manera temprana
(formaron halo de solubilizacion a las 72h) y 15 fueron solubilizadoras tardias (formaron
halo de solubilizacién a las 120h).

Hubo 37 cepas (82%) ejercieron biocontrol sobre Fusarium solani; 2 tuvieron porcentajes
de inhibicién del crecimiento fungico entre 50 y 52.5%, 5 tuvieron entre 32.5y 39.17% y
30 tuvieron porcentajes de 1.1 a 27.5.
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10.

ANEXOS

ANEXO | - Medios de cultivo y soluciones

a) Medio NBRIP para solubilizadores de fosfato inorganico (Nautiyal, 1999)

Tabla 2: Composicién del medio sdlido
Reactivo Concentracion
(g/L)
Glucosa 10
MgCl2 5
MgSOs4 0.35
KCI 0.2
(NH4)2 SO4 0.1
Cas (POa4)2 5
Agar 1.2%
bacteriologico
Solucién de azul
de bromofenol 0.025
H20 cpb 1L

Preparacion:

35

. Pesar todos los reactivos en una balanza analitica.

Disolver los reactivos en agua desionizada con un agitador magnético y una parrilla
de agitacion, con excepcién del fosfato tricalcico y el agar bacterioldgico.

Ajustar el pH de la solucién a 7 con soluciones de acido clorhidrico 1M o hidréxido de
potasio 1N.

Disolver el reactivo Cas (POa)2 en la solucion con el pH ajustado.

Poner el agar en un frasco de vidrio y verter la solucion preparada previamente; y
esterilizar en autoclave por 15 minutos a 120°C y 15 psi.

Encender campana de flujo laminar y limpiarla con etanol 70%.

Atemperar el medio y verter 25 mL medio en cajas Petri, procurando que la superficie
de las cajas quede totalmente horizontal.

Etiquetar cada caja con el nombre del medio y la fecha de su elaboracion.

Dividir cajas Petri en 3 secciones del mismo tamafo, como se muestra en la
siguiente imagen



10.Dejar las cajas cerradas a temperatura ambiente sobre la mesa de trabajo durante 24

horas, para confirmar su esterilidad.

b) Medio PDA (Agar Papa-Dextrosa)

Tabla 3: Composiciéon del medio PDA*
Reactivo Concentracién
(g/L)
Almidon de papa
(infusién de papa 4.0
sélidos)
Dextrosa 20.0
Agar 15.0

*Composicion de reactivo comercial

Preparacion:

36

. Pesar 39 g de la preparacion comercial del medio deshidratado para 1 L de medio.

Disolver en agua desionizada con un agitador magnético lentamente en una parrilla
de agitacion

Verter el medio en frascos de vidrio y esterilizar en autoclave a 120 °C y 15 psi por 15
minutos

Atemperar el medio y verter 30 mL en cajas Petri dentro de la campana de flujo
laminar.

Esperar a que las placas se solidifiquen y etiquetar cada caja con el nombre del medio
y el dia de su preparacion.

Dejar las cajas cerradas a temperatura ambiente por 24 horas para confirmar su
esterilidad.

¢) Medio liquido Triptona-Levadura (TY) (Aguirre-Garrido, 2009)



Tabla 4: Composicién de medio TY
liquido
Reactivo Concentracion
(g/L)
Triptona 5
Extracto de 3
levadura
CaCl2 1

Método de preparacion:

1. Pesar cada uno de los reactivos y disolverlos en agua desionizada con un agitador
magneético, una vez que estén todos disueltos, aforar el volumen final.

2. Poner 5 mL de medio en tubos de ensayo con tapa rosca y esterilizar a 120 °C y 15
psi en autoclave por 15 minutos.

3. Atemperar el medio antes de usarlo.

d) Medio de cultivo y soluciones para la produccién y cuantificacion de indoles
(Park et al., 2005)
1. Burk 1

Preparar las siguientes soluciones con agua desionizada y esterilizar por separado a 15
psiy 120 °C por 15 minutos

1.1Glucosa 15 g/L
1.2 Solucién de Fosfatos 10X

KH2PO4 4.1g
K2HPO4 5.2g
H20 Cpb 1L
1.3 Solucién de Cloruros 10X
NaCl 0.5¢g
CaCl2 29
(NHa4) CI 19
H20 Cpb 1L
1.4 Solucioén de Sulfatos 20x
MgSO4 2
FeSO4 0.1
H20 Cpb 1L
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Composicion final del medio

Tabla 5: Volumenes utilizados
para formular el medio Burk 1
Solucién mL/L
1 666.67
2 100
3 100
4 50
H20 83.3

2. Medio Burk 2

Preparar las mismas soluciones descritas en el numeral anterior (1. “Medio Burk 17), a
excepcion e la solucion Cloruros 10X (1.3) que, para este medio, se compone
exclusivamente de NaCl y CaClz, 0.5y 2 g/L, respectivamente.

3. Solucién saturada de triptéfano
3.1.Pesar 11.4ug de triptéfano por cada mililitro de solucién que se vaya a preparar y
disolverlo en agua desionizada con agitacion y en ausencia de luz.
3.2.Esterilizar la solucion por filtracion en membranas (MILLEX GS filter unit, 0.22um)
3.3.Guardar la solucién en un frasco ambar estéril, y mantener en refrigeracion

4. Solucién de cloruro férrico 0.5M
4.1.Pesar 1.35 g de cloruro férrico y disolverlos en 10 mL de agua desionizada.

5. Reactivo de Salkowski

Tabla 10:
Composicién de
Reactivo de Salkowski
Reactivo | Volumen

(mL)
H20 606.25

H2S04 375
FeCls 18.75

(0.5 M)
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Es necesario agregar los reactivos en el orden en que estan listados.

6. Solucién stock de acido indolacético (IAA)
6.1. Preparar una solucién de acido indolacético a 100ug/mL, disolver en etanol.
6.2. Almacenar en refrigeraciéon (4°C) dentro de un frasco ambar.
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ANEXO Il - Curva de patron de IAA

Agregar volumenes crecientes de la solucion stock de IAA [100ug/pL] y volumenes
decrecientes de etanol para obtener diferentes concentraciones de IAA en cada tubo,
como se indica en la Tabla 11. Agregar 1 mL de reactivo de Salkowski (Anexo I, d5) a
cada tubo e incubar por 30 min en ausencia de luz (Figura 21). Leer en espectrofotdmetro
a 530nm. Graficar los puntos de la curva con la concentracion tedrica de IAA y las

absorbancias obtenidas (Figura 20).

Tabla 11: Soluciones para la curva patron de
IAA

Concentracion | Volumen Volumen

final IAA stock (uL) | EtOH (pL)
(mg/pL)

0 0 1000

2 20 980

4 40 960

6 60 940

8 80 920

10 100 900

15 150 850

20 200 800

30 300 700

40 400 600

50 500 500

60 600 400

80 800 200

100 1000 0
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Absorbancia

120

[1AA] (w)

Figura 20: Curva patron de IAA. Los valores presentados corresponden al promedio de 10 repeticiones
independientes; las barras de error indican la desviacién estandar.

Figura 21: Coloracién obtenida para la construccién de la curva patrén de IAA. La etiqueta en cada tubo

corresponde a la concentracion tedrica de 1AA.
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ANEXO Ill - Suspensidén de esporas de hongos fitopatégenos

42

1.

Preparar placas de medio PDA (Anexo |, b) y sembrar en el centro de ellas 20uL
de una suspensidn de esporas preservada en glicerol al 50%.
Sellar las cajas con Parafilm e incubarlas entre 28 y 30°C hasta que se observe
crecimiento del micelio
Cuando el micelio haya cubierto la superficie de las placas, agregar a cada caja
7.5 mL de NaCl 0.9% estéril y 10 perlas de vidrio también estériles; mantener en
agitacion horizontal constante entre 2.5 y 3 horas.

a. En caso de que la solucion de NaCl 0.9% se absorba en el medio PDA,

agregar 5 mL de solucién y continuar con la agitacion.

Una vez levantado el micelio de la superficie de las cajas, extraer todo el
volumen posible de la suspension de esporas obtenida y transferirla a tubos de
ensayo con tapa rosca, estériles.
Para cuantificar las esporas presentes en la suspension recién obtenida, poner
10 yL de ella en una camara de Neubauer y hacer la observacion
correspondiente al microscopio.
Contar las esporas en las 4 areas de cuadricula de mayor tamafio en la camara
y utilizar la siguiente férmula para determinar el numero de esporas por mL que
tiene la suspension recién obtenida:

# esporas  (#esporas contadas) X (factor de conversion de volumen)

mL Areas contadas (mm?) x (Factor de dilucién)

a. Cada area cuenta con 16 celdas (4x4) lo que equivale a un total de 4 mm?
de areas contadas.

b. Si hay mas de 45 esporas por celda, es necesario hacer una dilucion con
NaCl 0.9% y considerar en la formula el factor de dilucién.



ANEXO IV - Representacion esquematica del cultivo dual de una cepa bacteriana
+ Fusarium solani para evaluar el potencial de biocontrol de la coleccion de
bacterias en estudio

Para la prueba de biocontrol contra F. solani es necesario hacer un cultivo dual con la
cepa bacteriana que se vaya a probar, sembrada por estria en uno de los extremos de
la caja, y el hongo fitopatégeno sembrado en el centro de la caja (Figura 22), para
después medir el crecimiento del hongo hacia el lado en donde se sembro la cepa
bacteriana y hacia donde no, obteniendo asi un porcentaje de inhibicion del
crecimiento.

A) B)

Hongo

Jcm

Bacteria

Figura 22: Representaciéon esquematica del cultivo de un hongo y una bacteria para evaluar su relacion
antagonista. A) Siembra simultanea del hongo y la bacteria en estudio. B) Interaccion antagonista
esperada entre el hongo y la bacteria; a y b son las distancias medidas para calcular el porcentaje de
inhibicién (Salinas, 2019).

43



ANEXO V - Caracterizacion morfolégica colonial de las cepas bacterianas recuperadas

ID Cepa | Forma | Tamaiio | Superficie | Elevacion | Borde | Color | Opacidad | Consistencia
. . , . o, Trasllcida .
21 Circular Chicas Lisa Plana Continuo Crema S Viscosa
Pseudomonas .. . . , L, Crema- L .
21 Circular Medianas Granulosa Cobéncava Continué . Trasltcido Viscosa
Sp. amatrillento
Ondulad Crema-
2iii Irregular  Grandes Rugosa Plana . Opacas Dura
o] amarillento
Nuevas-
Pseudomonas ) ) ) ) traslucidas .
. ) 3 Circular Medianas Lisa Convexa Continuo Crema .. Viscosa
moraviensis viejas-
opacas
Nuevas-
Pseudomonas ) . . . traslucidas .
4 Circular Medianas Lisa Convexa Continuo Crema . Viscosa
sp. viejas-
opacas
.. . . . . Crema- . .
6i Circular Medianas Lisa Convexa Continuo . Traslicido Viscoso
amarillento
Pseudomonas
sp. 6iiia  Circular Chicas Lisa Convexa Continuo Crema Opacas Viscosas
6 iii ba - - - - - - - -
6 iii bb - - - - - - - -
. . Medianas . . .
7i Circular Lisa Convexa Continuo Blancas Opacas Viscosas
-grandes
Blancas
Klebsiella con el
michiganensis ) ) ) ) centro .
g 7 iii Circular Medianas Lisa Convexa Continuo . Opacas Viscoso
ligerament
e mas
obscuro
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Pseudomonas . Chicas- . : Amarillenta .
8 Circular . Lisa Convexa Continuo Oacas Gelatinosas
sp. medianas S
Enterobacter . . . . : Amarillenta .
10ii Circular Chicas Lisa Plana Continuo Opacas Gelatinosas
sp. S rosas
Paenibacillus . . : Umbonad : Traslucida .
11ii Circular Chicas Ondulada Continuo Crema Gelatinoso
catalpae a S
: : . . Crema- Traslucida .
12 Circular Chicas Rugosa Plana Continuo : Gelatinoso
amarillento S
. . Chicas- . Traslucida .
Pseudomonas 12ii Circular . Granulosa Plana Continuo Crema Gelatinoso
sp medianas S
| Umbonad Traslicida
12iii  Circular Chicas Rugosa a& Continuo Crema S Gelatinoso
convexas
: : . . : Opacas- .
13i Circular Medianas Lisa Convexa Continuo Crema P .. Viscoso
Pseudomonas traslicidas
fluorescens . Medianas : ,
13ii  lrregular Rugosa Plana Continuo Blancas Opacas Gelatinoso
-grandes
Ligerame
Bacillus sp. 14 Irregular  Grandes Rugosa Plana nte Crema Opacas Gelatinoso
ondulado
Circular-
. . . . . Crema- .
15i fusiform Chicas Lisa Convexa Continuo . Opacas Viscosa
o amarillento
. . . . . . . Traslucida .
Lysinibacillus | 15iia Circular Chicas Lisa Plana Continua Crema S Viscosa
fusiformis Medianas
15iib Irregular Rugosa Plana Lobulado Blancas Opacas Dura
-grandes
. . Umbonad . .
15iii  Circular Medianas Rugosa a Continuo Crema Opacas Gelatinoso
: : : . Chicas- . Umbonad . Traslucida .
Rhizobium sp. 16 Circular _ Lisa Continuo Crema Gelatinoso
medianas a S
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Puntifor

Trasllcida

46

Klebsiella 17 Chicas Lisa Plana Continuo Crema Viscosa
oxytoca me S
17ii Circular Medianas Lisa Convexa Continuo Crema Opacas Viscosa
. : . . Ondulad .
Pseudomonas | 18iia Circular Medianas Lisa Plana o Blancas Opacas Viscoso
brassicacearu Amarillenta  Opacas
m 18iib  Circular Chicas Lisa Plana Continuo p, . Gelatinoso
S traslucidas
Arthrobacter : Gelatinoso-
. 19 Irregular  Grandes Lisa Plana Lobulado Blancas Opacas
defluvii duro
. . . . . Trasllcida .
211 Circular Chicas Lisa Convexa Continuo Crema S Viscosa
2liia Circular Medianas Lisa Convexa Continuo Crema Opacas Viscosa
Pseudomonas 21 ii
koreensis - - - - - - - -
ba
21 i
bb
Pseudomonas . . . Umbonad . Traslicida .
sp 22 Circular Chicas Lisa a Continuo Crema S Viscosas
Enterobacter N . . . . ,
sp 231 Circular Chicas Lisa Convexa Continuo Crema Opacas Viscosas
. . . . Amarillenta .
24 i Circular Chicas Granuloso Convexa Continuo S Opacas Gelatinosas
24 ii Circular Chicas Lisa Convexa Continua Blancas Opacas Viscosa
Arthr r : . . Opacas- .
. t . obacte 24iii  Circular Chicas Granulosa Convexa Continua Crema p, . Viscosas
nicotinovorans traslicidas
24iv  Circular Chicas Lisa Convexa Continuo Crema Opacas Viscosas
. . . ., Amarillenta .
24 v  Circular Chicas Lisa Convexa Continda S Opacas Gelatinoso
Lelliottia . . . . Traslucida .
. 251 Circular Chicas Granulosa Plana Continuo Blancas Gelatinoso
amnigena s




25 Circular Chicas Lisa Convexa Continua Crema Opacas Viscosa
. . . . . Opacas- .
261 Circular Chicas Lisa Convexa Continuo Crema p, ) Viscosa
. traslicidas
Serratia sp. Opacas-
26 i Circular Chicas Lisa Convexa Continuo Crema p, , Viscosa
trasllcidas
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