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RESUMEN

Los microorganismos que causan diversos tipos de dafos a las plantas son
denominados fitopatégenos, causando enfermedades y por ende pérdidas en
cultivos agricolas. Causan dafios tales como putrefaccion, deformaciones,
manchas en hojas y tubérculos, necrosis, muerte de las plantas, etc. En
México, las pérdidas en los cultivos debido a bacterias y hongos fitopatdgenos
varian entre un 20 y un 100 %, y se calcula que en el mundo se pierden
alrededor de un 10 % de la produccion de alimento por las enfermedades de
los cultivos agricolas. El control bioldgico, representa una estrategia innovadora
para el manejo de enfermedades de plantas de importancia agricola. El
propoésito del presente trabajo de investigacion fue realizar formulaciones a
base de extractos bacterianos, utilizando 4 cepas del género Pseudomonas, 2
cepas de Lactobacillus y 4 cepas de Enterococcus y evaluarlos contra bacterias
fitopatdgenas del tipo Erwinia, Xanthomonas, Curtobacteria y Clavibacter.
Primero se reactivaron las cepas a utilizar, se procedié a obtener el Extracto
Libre de Células (ELC) de las cepas de Pseudomonas, Lactobacillus y
Enterococcus, se utilizd el ELC y Concentrado Celular (CC), se identificaron
las cepas con mayor promedio de halo de inhibicibn sobre las bacterias
fitopatdbgenas, se procedid a realizar combinaciones, se identificaron las
mejores combinaciones y se diseflaron formulaciones, en cada estudio se
realizaron pruebas de antagonismo. Se obtuvo que las dos cepas utilizadas de
Lactobacillus fueron capaces de inhibir el crecimiento de las bacterias
fitopatdgenas del tipo E.carotovora, X. axonopodis y C. michiganensis
evaluandose Unicamente en ELC. El tratamiento 3 (3:1); 0.75 mL (1a): 0.25 mL
(MIl -2) a base de ELC inhibi6 a las bacterias fitopatégenas E.carotovora con
un halo de 3.13 mm, X. axonopodis con un halo de 3.81 mm y C. michiganensis
con un halo de 3.94 mm y se obtuvo una formulacion a base de ELC; 15 mL
(1a) 5 mL (MII-2), la cual inhibi6 a las bacterias fitopatégenas E.carotovora con
un halo de 2.56 mm, X. axonopodis con un halo de 3.25 mm y C. michiganensis

con un halo de 2.38 mm.

Palabras Clave: bacterias antagonistas, Pseudomonas, Lactobacillus,

Enterococcus, inhibicion, bacterias fitopatégenas.
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1. INTRODUCCION

El continuo crecimiento de la poblacion humana requiere la busqueda de
nuevos caminos para incrementar la produccion de alimentos. Una forma de
conseguir este objetivo es la reduccion de las pérdidas en cultivos agricolas
provocadas por varios factores entre los que se encuentran el clima, la
temperatura, la humedad, el tipo de suelo, pero uno de los factores mas
importantes es el deterioro de vegetales, el cual es causado por una variedad
de microorganismos ocasionando dafios como podredumbres, manchas
foliares, degradacion de la pared celular, deformaciones, necrosis, etc. (Quiroz,
2010). Las bacterias como patdgenos vegetales pueden causar enfermedades
graves y son econ6micamente dafiinas, ocasionando desde manchas,
mosaicos 0 pustulas en hojas y frutos, o podredumbres malolientes de
tubérculos hasta la muerte de las plantas. Algunas causan una distorsion de las
hojas y tallos relacionada con hormonas, llamada fasciacion, o agalla de
corona, una proliferacion de células vegetales produciendo un abultamiento en

el cuello de las plantas y sus raices (Vidaver, Lambrecht 2004).

En México, las perdidas en los cultivos debido a bacterias y hongos
fitopatégenos varian entre un 20 y un 100 %, y se calcula que en el mundo se
pierden alrededor de un 10 % de la produccion de alimento por las

enfermedades de los cultivos agricolas (Cruz, 2010).

La agricultura convencional requiere del uso de gran cantidad de agroquimicos
y algunos causan dafio al ecosistema ya que son de elevada toxicidad, por eso
es necesario introducir criterios de sustentabilidad en las practicas agricolas
(disminuir impactos en el medio ambiente). Debido a ello se derivd una
investigaciéon cientifica basada en la ecologia- orientada a conocer mejor, por
una parte, nuestros agrosistemas y, por otra, a aumentar la eficacia de

métodos de control distintos al uso de plaguicidas (Alomar et al., 2005).

Por lo tanto se ha considerado la necesidad de desarrollar nuevos métodos de
control de enfermedades, y una solucibn que se plantea es el uso de
microorganismos antagonistas de las bacterias fitopatdgenas, que tengan la
capacidad de disminuir dafilos ocasionados por fitopatdgenos, pero sin producir

1



efectos adversos a las plantas y a los humanos. El control biolégico, representa
una estrategia innovadora para el manejo de enfermedades de plantas de
importancia agricola, que se basa en la capacidad de un organismo para inhibir

el crecimiento o destruir a un fitopatégeno (Quiroz et al., 2008).

El presente trabajo evalué el grado de antagonismo de diferentes cepas de:
Pseudomonas, Lactobacillus y Enterococcus, sobre bacterias fitopatdgenas del
tipo Xanthomonas axonopodis pv. Phaseoli (Xap), Clavibacter michiganensis
subsp. Michiganensis (Cmm), Erwinia carotovora spp. carotovora (Ecc) Yy

Curtobacteria flacumfasciens pv. flacumfasciens (Cff) en condiciones in vitro.

De cada grupo de microorganismos antagonistas utilizados se manejaron
cepas diferentes. Por parte de Pseudomonas estan las cepas M6a, M6b, Méc,
M1f; de los Enterococus son MIl -2, MIIl -2, MIV -2, MIV -4 y por parte de los

Lactobacillus estan 1a, 4b.



1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

Realizar formulaciones a base de extractos de bacterias benéficas de los
géneros de Pseudomonas, Lactobacillus, Enterococcus para la produccién de
bioinsumos que permitan el control de bacterias fitopatdgenas en cultivos de

importancia horticola.

1.1.2. Objetivos especificos

e Evaluar cepas del género Pseudomonas, Enterococcus y Lactobacillus
como inhibidores del desarrollo de bacterias fitopatégenas del tipo

Erwinia, Xanthomonas, Curtobacterium y Clavibacter.

e Desarrollar y disefiar formulaciones a partir de mezclas de bacterias
antagonistas con potencial para el control especifico de las principales

bacterias fitopatdgenas.

e Evaluacion In vitro de la efectividad biolégica de las formulaciones

propuestas contra bacterias fitopatdgenas.



1.2. HIPOTESIS

Los extractos bacterianos de las cepas de Pseudomonas fluorescens,
Lactobacillus spp., Enterococcus. Pueden ser utilizados para el diseiio de
formulaciones eficaces contra bacterias fitopatogenas del género Erwinia

Xanthomonas, Clavibacter, Curtobacterium.



1.3.  JUSTIFICACION

La necesidad de insumos organicos para el sector agricola es un tema que hoy
por hoy esta teniendo una gran demanda, ya que los mismos vienen a sustituir
los productos quimicos actualmente empleados. Ademas de que es importante
y necesario reducir las pérdidas en los cultivos agricolas provocados por
insectos, bacterias y hongos patégenos de vegetales.

En la mayoria de los casos las pérdidas de cosechas son causadas
principalmente por bacterias fitopatdgenas y esto implica pérdidas en el
rendimiento e incluso en la comercializaciéon. En México las pérdidas varian
entre un 20 y un 100 %, y se calcula que en el mundo se pierden alrededor de
un 10 % de la produccion. Los principales sintomas producidos en las plantas
son agallas, marchitamientos, secreciones, pudriciones suaves o0 blandas,
pudriciones secas, chancros, quemazones, manchas de las hojas, frutos y

tallos, rofias, etc.

Una de las herramientas que actualmente estan teniendo un crecimiento
acelerado es la biotecnologia; la cual permite desarrollar procesos y productos
para el control de bacterias y hongos fitopatogenos de follaje que producen
sintomas que van desde manchas foliares hasta plantas cloréticas, provocando
pérdidas que pueden alcanzar desde el 20 % hasta 100 % de cultivos: tales
son los casos de patdégenos foliares bacterianos como Xanthomonas,
Pseudomonas, Erwinias, asi como los procariotas de suelo del tipo
Agrobacterium, Streptomyces, Corynebacterium y Ralstonia, causantes de
necrosis de tallos, raices, pudriciones y metastasis cancerigeno de tallo y raiz 'y
ademds, aquellos causantes de daflos vasculares como Clavibacter
michiganensis, bacteria que causa serios estragos en la producciéon de tomate

para exportacion.

Erwinia carotovora causa dafos estimados entre 10 y 60 % en frutos de chile.
Las plantas se enferman aproximadamente a los 40 dias de su plantacion
(Osorio et al., 2011), es uno de los patégenos de plantas de mayor importancia
econdmica, especialmente en cosechas recolectadas, causa una podredumbre
blanda de los tejidos vegetales. Las pérdidas anuales se estiman en 50-100
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millones de ddlares. La patogeneicidad parece depender en gran parte de la
produccion en grandes cantidades del enzima péctico endopoligalacturonato

transeliminasa (PGTE).

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli provoca en la produccion de frijol la
bacteriosis o tizén comun del frijol y el dafio puede ser severo, con perdidas

mayores a 45 % de la produccion de grano.

El control biologico posee muchas ventajas, como: (1) Poco o ningun efecto
nocivo colateral; (2) casos raros de resistencia; (3) control de largo plazo; (4)
elimina por completo o sustancialmente el uso de insecticidas; (5) relacion
beneficio/costo muy favorable; (6) evita plagas secundarias; (7) no provoca
intoxicaciones; y (8) se puede usar como parte del Manejo Integrado de Plagas
(MIP).

El propdsito del presente trabajo de investigacion es realizar formulaciones a
base de extractos bacterianos (Pseudomonas, Lactobacillus, Enterococcus) y
evaluarlos contra bacterias fitopatégenas del tipo Erwinia, Xanthomonas,

Curtobacterium y Clavibacter.



2. REVISION DE LITERATURA

Las enfermedades en las plantas han llegado a ser de gran importancia en la
agricultura por las grandes pérdidas que ocasionan al disminuir, tanto la
cantidad como calidad del producto cosechado, y por ende su valor comercial
(Toledo, 2004).

Actualmente la tendencia mundial es hacia la disminucién del uso de
plaguicidas quimicos, en el control de plagas y enfermedades que atacan los
cultivos agricolas; por lo que se buscan métodos alternativos, entre los que se
encuentran los biologicos, con el empleo de microorganismos y/o sus
metabolitos para el tratamiento de enfermedades provocadas por
fitopatdgenos, con vistas a la proteccion ambiental y aumentar la productividad

en la agricultura (Frias et al., 2001).

Las enfermedades bacterianas de las plantas comunmente son muy dificiles de
controlar. Con frecuencia, se requiere de una combinacion de varios métodos

de control para combatirlas (Agrios, 1996).

2.1. BACTERIAS FITOPATOGENAS

2.1.1. Curtobacterium flaccumfaciens pv. Flaccumfaciens

Sinénimos:  Corynebacterium  flaccumfaciens  subsp. flaccumfaciens,
Corynebacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, Corynebacterium
flaccumfaciens. Taxonomia: "Actinobacteria"; Actinobacteria; Actinomycetales;
Microbacteriaceae. Descripcion: Bacteria pleomoérfica, Gram—positiva, no
motil. No produce esporas. Estrictamente aerdbica y quimio—organoheterotrofa.

De crecimiento lento en medios de cultivo.

Esta bacteria provoca la marchitez bacteriana de la judia, ademas de que es
huésped en otras especies de leguminosas. Sus sintomas son marchitez de
plantulas con coloracion rojiza del tallo. En planta, lesiones rojizas en los nudos
del tallo y marchitez generalizada, hojas de color pardo. Manchas hidrépicas en
fruto y coloraciones anormales en semillas. Transmision: Semilla, restos

vegetales, técnicas culturales y nematodos. Distribucion geografica: Australia
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y algunos paises de Africa, América del Norte y Europa. En Espafia, se ha

citado en Almeria (Melgarejo et al., 2008).

2.1.2. Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis

Sinonimos: Corynebacterium michiganense, Corynebacterium michiganense
pv. michiganense. Taxonomia: "Actinobacteria”; Actinobacteria;
Actinomycetales; Microbacteriaceae. Descripcion: Bacteria pleomorfica,
Gram—positiva, no métil. No esporulada. Estrictamente aerdbica y quimio—
organoheterotrofa. Contiene acido 2, 4 diaminobutirico en su pared y forma

colonias amarillas en medios de cultivo con glucosa (Melgarejo et al., 2008).

Es el agente responsable del cancro bacteriano del tomate (Lycopersicon
esculentum), enfermedad sistémica que produce marchitez vascular, chancros
en tallo, manchas oscuras y quemaduras marginales en hojas, manchas en
frutos en forma de ojo de pajaro y muerte de las plantas (Melgarejo et al.,
2008). Es la principal bacteriosis a nivel mundial de este cultivo (Milagros et
al., 2009). Ademas de causar esta misma enfermedad en pimientos. En papas
causa necrosis o0 podredumbres anular bacteriana, asi como el trigo, maiz y
alfalfa. Si la bacteria no encuentra hospedadores, sobrevive poco tiempo en el

suelo y es de lento crecimiento (Quiroz, 2010).

2.1.3. Xanthomonas axonopodis pv. Phaseoli

Sin6bnimos: Xanthomonas phaseoli, Xanthomonas phaseoli var. fuscans,
Xanthomonas campestris pv. phaseoli. Taxonomia: "Proteobacteria”;
Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae. Descripcion:
Bacteria con forma bacilar, Gram-negativa, motil, con un flagelo polar. No
esporulada. Estrictamente aerbbica y quimio-organoheterotrofa. Produce
pigmento amarillo caracteristico (xanthomonadina) y polisacarido extracelular.
Algunas cepas producen pigmentos pardos, tipo melanina, en medios de cultivo
con tirosina y se han agrupado en la var. fuscans, que presenta también

diferencias genéticas (Melgarejo et al., 2008).



Esta bacteria es la causante de la quema bacteriana o tabaquera de la judia.

Sintomatologia: se caracteriza por inducir una amplia combinacion de
sintomas: manchas angulares en las hojas, afiublo (quemazodn),
marchitamiento, exudados en el tallo, lesiones en el tallo y muerte. Las
manchas en las hojas aparecen como areas angulares humedas, claramente
distinguibles en la cara inferior de las hojas. El afiublo o quemazén de la hoja
puede deberse a una toxina (acido 3-metiltiopropionico) producido por

Xanthomonas (Ramirez et al., 2001).

2.1.4. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

Sinénimos: Erwinia carotovora, Erwinia carotovora pv. carotovora, Erwinia
carotovora subsp. carotovora. Taxonomia: "Proteobacteria”;
Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae (Melgarejo, et al
2008). Descripcion: Esta bacteria pertenece a la familia enterobacteriacea,
son bastones rectos, con dimensiones de 0.5 a 1.0 por 1.0 a 3.0 micras, Gram
(-) y se desplazan por medio de flagelos peritricos, anaerébica facultativa. No
forma esporas. Utiliza una gama moderadamente amplia de fuentes de carbono
y energia. Las colonias son de color blanco, variando a un tono amarillento,
circulares, convexas, su consistencia varia de humeda a mucoide, el diametro

oscila entre 2 a 5 mm (Cortés et al., 2008).

Se caracteriza por ser una bacteria oportunista, es decir, una infeccion latente y
puede convertirse en activa cuando la planta se estresa bajo condiciones de
temperatura y humedad (Nissen, 2008). Esta bacteria es la causante de la
Podredumbre blanda, necrosis vascular y marchitez de la patata (Ventura,
2007) y es huésped en alcachofa, apio, cebolla, coliflor, haba y otras especies
horticolas y ornamentales. Sintomatologia: Los sintomas ocurren en cualquier
estado de desarrollo de la planta. Los tallos de las plantas infectados muestran
una pudricion de color negro, el cual, generalmente empieza con la pudricion
del tubérculo-semilla y se extiende hacia arriba en el tallo. Las plantas
afectadas detienen su desarrollo y son de crecimiento erecto y envarado. El
follaje se vuelve clordtico, los foliolos tienden a envolverse hacia arriba, luego

se marchita y muere. El tejido del tubérculo afectado por pudricion blanda es
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hamedo, de color crema o canela y de consistencia blanda, faciimente
separable del tejido sano, y a medida que avanza el dafio adquiere un olor
desagradable, debido a la presencia de organismos secundarios (Acuna et al.,
2010). Pueden aparecer también podredumbres en conservacion.
Transmision: Tubérculo madre en patata, lluvia, viento, agua, técnicas
culturales y material vegetal. Distribucion geografica: Mundial. En Espafa,
identificada en las zonas de cultivo de la patata y esporadicamente en otros

cultivos (Melgarejo et al., 2008).

2.2. INTERACCIONES HOSPEDERO-PATOGENO (VIAS DE
INFECCION)

Las bacterias penetran a las plantas generalmente a través de heridas. En
muchas de las infecciones de hojas y frutos, se introducen a través de
aberturas naturales (estomas), desde donde encuentran acceso a los espacios
intercelulares. Desde ahi, reducen en gran parte la resistencia de las células,
por asfixia y envejecimiento. También pueden introducirse en las plantas por
los hidatodos u Organos excretores de agua. Las lenticelas son también
aberturas sin proteccién, que a veces brindan a las bacterias una via de
entrada para su infeccion, ademas también pueden ser introducidas por
insectos (Toledo, 2004).

Las condiciones de nutricion de las plantas pueden favorecer la multiplicacion
en diferentes partes de la planta, por ejemplo, flores o raices. El indculo llevado
por la lluvia que es arrastrada por el viento puede ser muy efectivo. En
inoculaciones atrtificiales, las bacterias suelen introducirse en las plantas por
heridas, aerosoles aplicados con presion para imitar las lluvias llevadas por el
viento, infiltraciobn por vacio, o por inmersion de las semillas en el inoculo
(Vidaver & Lambrecht, 2004).

2.3. SINTOMATOLOGIA

Los sintomas mas comunes son las manchas en hojas o frutos, tizones o

muerte de tejidos en hojas, tallos o troncos de arboles, y podredumbres de
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raices o tubérculos o cualquier otra parte de la planta. También pueden ocurrir
marchitamientos debido al taponamiento del tejido vascular. Los sintomas
pueden variar con el fotoperiodo, variedad vegetal, temperatura y humedad, y
la dosis de infeccidon. En algunos casos, los sintomas pueden desaparecer o
volverse poco importantes al continuar el crecimiento de la planta (Vidaver &
Lambrecht, 2004).

2.4. DIAGNOSTICO

El diagndstico de las enfermedades causadas por bacterias no fastidiosas se
basa en la presencia de sintomas caracteristicos, el aislamiento del presunto
agente infeccioso, y de pruebas fisiol6gicas y/o moleculares. En plantas muy
infectadas, las poblaciones bacterianas en hojas o lesiones pueden alcanzar
las 102 6 10° UFC/gramo de tejido vegetal, y hasta pueden verse salir de hojas
y tallos (Vidaver & Lambrecht, 2004).

2.5. CONTROL BIOLOGICO

Los métodos de control biolégico son utilizados para proteger directamente a
las plantas de los patdgenos a través de la accion de microorganismos
antagonicos en el sitio de infeccion (Toledo, 2004). Con el empleo de la lucha o
control biologico se intenta restablecer el perturbado equilibrio ecoldgico,
mediante la utilizacion de organismos vivos o sus metabolitos, para eliminar o

reducir los dafios causados por organismos perjudiciales (Badii y Abreu, 2006).

El concepto de control biolégico abarca tanto el papel jugado por los insectos
auxiliares autdctonos de la zona, que ejercen en NnumMerosos casos un
importante control sobre los insectos plagas presentes en los cultivos, como la
suelta de insectos Utiles que se han criado artificialmente sobre un sustrato
alimenticio igual o distinto al que posee en el campo. Este trabajo de regulacién
de las plagas puede ser llevado a cabo, ademas de por los insectos predadores
y parasitoides, por microorganismos patogenos, por lo que de este modo
llegamos a una definicibn, comunmente aceptada que (De Bach, 1964) define

el control biolégico como “la accion de parasitos, predadores o patdgenos para

11



mantener la densidad de la poblacién de un organismo plaga a un promedio

menor del que ocurriria en su ausencia”.

En los medios de control bioldgico se pueden mencionar: 1) Parasitoides: que
son individuos que se alimentan de un huésped de la misma clase taxonémica
siendo su fase activa el estado larval, y pueden atacar huevos (Trichogramma 'y
Telenomus) larvas (Cotesia flavipes) o pupas (Spalangia cameroni); 2)
Depredadores: insectos polifagos que se alimentan de diferentes estados
biolégicos de sus presas que generalmente son otros insectos (Polistes
erythrocephalus y Chrysoperla carnea); 3) Entomopatdgenos: microorganismos
que enferman al insecto causandole la muerte y pueden estar formados por
hongos (Bauveria bassiana), virus (Baculovirus) o bacterias (Bacillus
thurigiensis); 4) Hongos antagonistas o micopatdégenos: son reguladores
naturales que impiden el desarrollo de ciertos hongos o0 nematodos

(Trichoderma); y, 5) Bacterias antagonistas (Chirinos et al., 2006).

2.6. ANTAGONISTAS

Se ha sefialado que los antagonistas microbianos no poseen un Unico modo de
accion, y no es facil determinar con precision los mecanismos que intervienen
en las interacciones entre los antagonistas y los fitopatdgenos. Los
mecanismos por los que los microorganismos antagonicos afectan a las
poblaciones de patdégenos no siempre son claros, pero en lo general se les
atribuyen los siguientes efectos: parasitismo directo y muerte del patdgeno;
competencia con el patdégeno por el alimento; efectos toxicos directos sobre el
patégeno por medio de sustancias antibidticas liberadas por el antagonista y
efectos toxicos indirectos sobre el patdgeno por sustancias volatiles como el
etileno, liberadas por las actividades metabdlicas del organismo antagonista
(Agrios, 1996).

El uso de Pseudomonas fluorescens como agente de biocontrol se debe a que
estas producen una gran variedad de antibiéticos y siderdforos (piocianina,
pirrolnitrina y derivados de indol) que pueden inhibir bacterias y hongos
fitopatdgenos in vitro. No es facil determinar con precision los mecanismos que

intervienen en las interacciones entre Pseudomonas y los fitopatégenos. Los
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mecanismos propuestos son: i) la produccién de sideréforos que, al secuestrar
el hierro, quedaria no disponible para los fitopatdgenos; ii) la produccion de
distintos antibidticos, como el 2,4-diacetilfluoroglucinol, la pyoluteorina, la
pyrrolnitrina y el acido fenazin-1-carboxilico que son capaces de suprimir el
crecimiento de hongos patégenos en cultivos agricolas. Ambos mecanismos
también incrementan la capacidad de Pseudomonas para competir

exitosamente en la rizésfera (Valencia et al., 2005).

Dentro del género Enterococcus existen numerosos estudios que demuestran
la produccién de bacteriocinas (también denominadas enterocinas). Diversos
estudios recientes sugieren que determinadas cepas de enterococos
productoras de bacteriocinas podrian ser de gran utilidad en el control de
microorganismos patdégenos en alimentos, tales como Bacillus cereus,
Clostridium  botulinum, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
(Moragues et al., 2003).

Muchos de los microorganismos antagonicos existen naturalmente en los
suelos de los campos de cultivo y ejercen cierto grado de control biolégico
sobre uno o muchos fitopatégenos, a pesar de las actividades humanas. Sin
embargo, el hombre ha hecho intentos por aumentar la efectividad de los
microorganismos antagonicos introduciendo poblaciones nuevas y mas
prolificas (Toledo, 2004).

2.7. BIOFERTILIZANTES

Los biofertilizantes son recomendados en la agenda 21 como resultado de la
llamada cumbre de la tierra, firmada en Rio de Janeiro en 1992. Son
considerados biotecnologias “apropiables”, que es un término creado para las
herramientas biotecnolégicas que contribuyen al desarrollo sostenible de un
pais y que proveen beneficios tangibles a los destinatarios y, ademas, por ser
ambientalmente seguras y socioeconomica y culturalmente aceptables (Aguirre
et al., 2009).

Los biofertilizantes tienen un costo para el consumidor final, para el productor,

de so6lo 10 % del costo de la fertilizacion quimica. Es decir, si para fertilizar una
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hectarea de maiz se tienen un costo de 3 mil pesos, el costo del biofertilizante
es inferior a 300 pesos. Otra parte importante en el uso del biofertilizante es el
poco volumen que representa su aplicacion; mientras que en el caso del
quimico se esta haciendo referencia a cientos de kilos por hectarea, aqui se
aplica apenas 1.5 kilos por hectarea, con el consecuente ahorro en fletes,
maniobras y aplicacion (Morales, 2010).

Los biofertilizantes o abonos biologicos estan basados en microorganismos que
promueven y benefician la nutricion y el crecimiento de las plantas. Se trata de
microorganismos del suelo generalmente hongos y bacterias, que se asocian
de manera natural a las raices de las plantas de una forma mas o menos
intima. Los microorganismos promotores del crecimiento y nutricion vegetal
facilitan de manera directa o indirecta, la disponibilidad de determinados
nutrientes para las plantas, tales como el nitrégeno, el fésforo o el agua,
aunque también los hay que producen sustancias (fitohormonas) promotoras
del crecimiento vegetal (Chirinos et al., 2006). Su uso constituye una forma de
aumentar la productividad de los cultivos, reduciendo al mismo tiempo los

efectos perversos de la fertilizacion quimica sobre el medio ambiente y la salud.

Ademas de las bacterias fijadoras de nitrdgeno como Azospirillum, Rhizobium,
Bradyrhizobium y los hongos micorrizicos que transportan P, otros nutrimentos
y agua, también se utilizan como biofertilizantes los microorganismos
Azotobacter, Anabaena, Frankia, Bacillus y Pseudomonas, entre otros (Aguirre-
Medina et al., 2009). Los efectos positivos que ejercen las Pseudomonas en las
plantas radican en que producen y segregan reguladores del crecimiento de
plantas como auxinas, giberelinas y citoquininas mejorando procesos como
germinacion de semillas, nutricibn mineral, desarrollo de raices, empleo del

agua, entre otros (Santillana, 2006).

2.8. ANTECEDENTES DE APLICACIONES DE MICROORGANISMOS
ANTAGONICOS.

Los mecanismos por los cuales los antagonistas limitan o impiden el
crecimiento de los fitopatdgenos son por medio de antibiosis, competencia, por

espacio o por nutrimentos, interacciones directas con el patégeno e induccion
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de resistencia (Quiroz, 2010) y efectos tdxicos sobre el patdgeno por medio de
sustancias antibidticas liberadas por el antagonista y efectos téxicos indirectos

por la actividad metabdlica del organismo antagonista (Agrios, 1996).

Las bacterias del grupo Pseudomonas fluorescens son consideradas eficaces
para controlar las enfermedades foliares y radiculares. Su eficacia ha sido
seflalada por Kim et al. (1997), quienes encontraron mayor emergencia y
control de patdégenos del trigo cuando utilizaron este género. Quiroz (2010)
realizé pruebas in vitro con cepas de P. fluorescens mostrando la capacidad
unas cepas de inhibir el crecimiento de bacterias fitopatdogenas. Trujillo et al.
(2007) determinaron la potencialidad de cepas de Pseudomonas fluorescens y
Burkholderia cepacia como antagonistas de los patégenos fungicos en cultivos
de arroz y maiz Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Curvularia sp. y

Fusarium sp.

La actividad antimicrobiana de las bacterias del acido lactico ha sido atribuida a
varios factores, incluyendo entre ellos a la produccién de bacteriocinas y
sustancias tipo bacteriocinas. Entre estas bacterias, los Enterococcos son
capaces de producir sustancias con actividad antimicrobiana, Moragues et al.
(2003) caracterizaron sobrenadantes antibacterianos obtenidos de tres cepas
de enterococos y comprobaron que ejercen actividad inhibitoria sobre cepas de
especies bacterianas Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
B. licheniformis, B. pumilus y B. subtilis) y Gram-negativas (Pseudomonas sp. y
Vibrio cholerae).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. OBTENCION DE LA MUESTRA.

Para el desarrollo de este trabajo de investigacion fueron seleccionadas 10
cepas de bacterias identificadas como antagonistas y 4 cepas identificadas
como bacterias fitopatdgenas. Las cepas utilizadas pertenecen a la coleccion
de microorganismos de la empresa Greencorp Biorganiks de México S.A de
C.V. Los microorganismos fueron proporcionados para la reactivacion en cajas
Petri para medio sdélido y en matraces con caldo en medio liquido, con medio

nutritivo y medio MRS para cada grupo de bacterias.

3.2. REACTIVACION DE CEPAS ANTAGONICAS.

De las 10 cepas seleccionadas 4 pertenecen al género de Pseudomonas, 4 al
género de Enterococcus y 2 son Lactobacillus, cada microorganismo fue

identificado con una clave como se presentan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Claves de las bacterias antagonistas analizadas.

Pseudomonas | Enterococus | Lactobacillus
M6a MIl -2 la

M6b Mill -2 4a

M6c MVI -2

M1f MVI -4

Para la reactivacion de las cepas de Pseudomonas, se tom6 una muestra, con
un asa bacteriologica, directamente del matraz y se sembraron por el método
de estria por agotamiento en cajas petri que contenian agar nutritivo (AN). En
el caso de las cepas de Enterococcus se sembraron en cajas con agar MRS.
Las cajas se incubaron a 30°C durante 24 horas para estos dos géneros.
Mientras que para la reactivacion de los Lactobacillus, se sembraron en cajas
con agar MRS, y se incubaron a 30°C durante 24 horas en condiciones de

anaerobiosis.
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3.3. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO NUTRITIVO.

3.3.1. Medio Sélido

Se prepararon cajas petri con agar nutritivo, agregando 13.8 g de agar en 600
mL de agua destilada dentro de un matraz Erlenmeyer con capacidad de 1000
mL, disolviendo en una parrilla con una temperatura de 200°C hasta observar
coloracién cristalina, posteriormente se esterilizé6 el medio en un autoclave a

121°C vy 15Lb de presion durante 15 minutos.

El medio esterilizado fue vaciado en cajas petri de plastico estériles de
aproximadamente 8cm de diametro, esto se realiz6 dentro de una campana de
flujo laminar y con previa desinfeccion del area de trabajo. Se dejo solidificar el
medio a temperatura ambiente, etiquetandolo y guardandolo para su posterior

uso.

3.3.2. Medio Liquido

Se prepararon matraces Erlenmeyer con 100 mL de caldo nutritivo, para lo
cual se pesaron 0.8 g del medio para cada matraz y se disolvié en 100 mL de
agua destilada colocando en una parrilla con una temperatura de 200°C hasta
observar coloracion cristalina y sin presencia de grumos. Los matraces con el
medio fueron esterilizados en autoclave a 121°C por 15 minutos a 15Lb de

presion.

Una vez estériles, el caldo nutritivo se dejé enfriar y con el empleo de una
micropipeta (200-1000uL) con puntillas estériles se inocularon 3 mL de cada

cepa en cada matraz.
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3.4. PREPARACION DEL MEDIO MRS.

3.4.1. Medio Sélido

De la misma manera que se prepararon las cajas petri con agar nutritivo, se
prepararon cajas petri con agar MRS, agregando la cantidad necesaria de cada

componente para 600 mL de agua destilada.

Cuadro 2: Componentes utilizados para elaboracion del medio MRS.

Compuesto g/L

Peptona de caseina 109
Extracto de carne 50
Extracto de levadura 549
D (+) glucosa 20 ¢
Fosfato dipotéasico 2¢

Sodium Citrate, Dihydrate Granular 29

Agar bacterioldgico 12 g
Acetato de sodio 50
Sulfato de magnesio 0.1g
Sulfato manganoso 0.05¢

3.4.2. Medio Liquido

Se prepararon matraces Erlenmeyer con 100 mL de caldo MRS, para lo cual
se pesoO cada componente a utilizar (Cuadro 2) para cada matraz y se disolvié
en 100 mL de agua destilada colocando en una parrilla con una temperatura de
200°C hasta observar coloracion cristalina y sin presencia de grumos. Los
matraces con el medio fueron esterilizados en autoclave a 121°C por 15

minutos a 15Lb de presion.

Para el caso de frascos especiales para condiciones de anaerobiosis con caldo
MRS. Se preparé un matraz Erlenmeyer con 400 mL de caldo MRS, para lo
cual se peso cada componente a utilizar (Cuadro 2) y se disolvié en 400 mL de
agua destilada colocando en una parrilla con una temperatura de 200°C hasta

observar coloracién cristalina y sin presencia de grumos. Se dejo enfriar el
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medio y se colocaron 100 ML en cada frasco. Posteriormente, se esterilizaron
los frascos que contenian el medio en autoclave a 121°C por 15 minutos a

15Lb de presion.

3.5. INCUBACION EN ANAEROBIOSIS.

3.5.1. Medio Sélido

Para favorecer el crecimiento de los microorganismos, se utilizé un bote de
vidrio con tapa de rosca, dentro del cual se colocaron las cajas petri ya
sembradas, se coloco cinta alrededor de la tapa la cual tenia dos orificios en
uno se le inyecto el nitrdgeno por 3 minutos y en el otro salia el oxigeno y se
incubaron a 30°C durante 24 horas. Obteniendo asi las condiciones para el

crecimiento de Lactobacillus.

3.5.2. Medio Liquido

Los frascos utilizados para crecimiento de Lactobacillus en medio liquido eran
de vidrio con tapa de rosca la cual tenia dos orificios, se colocé cinta alrededor
de la tapa cada frasco, se le inyecto nitrégeno por 3 min en un orificio y por el
otro orificio salia el oxigeno que era desplazado y se incubaron por 24 horas a
30°C.

3.6. PROPAGACION DE BACTERIAS ANTAGONICAS.

De cada cepa de Pseudomonas se tomé una asada y se inocularon en
matraces de 500 mL que contenia 100 mL de caldo nutritivo. Para el caso de
los Enterococcus, se inocularon en caldo MRS. Ambos matraces se incubaron

a 37°C con una agitacién de 180 RPM durante 24 horas.

Se tom6 una asada de cada cepa de Lactobacillus y se inoculé en 100 mL de

caldo MRS, se incubaron a 30°C por 24 horas en condiciones de anaerobiosis.

De las bacterias inoculadas anteriormente se tomaron 3 mL de cada una y se
inocularon en matraces de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo, para el

caso de los Lactobacillus estos fueron inoculados en frascos de anaerobiosis
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con 100 mL de medio. Estos reactores fueron incubados durante 16 horas a

30°C y agitacion de 180 rpm para las cepas de Pseudomonas y Enterococcus.

3.7. OBSERVACION DE LA MORFOLOGIA MICROSCOPICA.

A las cepas de cada grupo de bacterias se les realiz6 una tincion de Gram para
observar su morfologia microscépica. La cual se llevdé a cabo de la siguiente
manera: se tomé una asada del cultivo puro, se coloc6 en un portaobjetos y se
fijo la muestra con calor; Una vez fijada y seca la muestra, se cubrid por
completo la superficie, donde se encontraba la muestra, con cristal violeta
dejandolo reaccionar por 60 segundos y se enjuag6 suavemente al chorro del
agua; se cubrié de nuevo la superficie con una solucion de yodo (lugol) y se
dejé reaccionar por 1 minuto; se enjuagé suavemente y se decoloré con
alcohol-acetona dejandolo reaccionar por 30 segundos para después
enjuagarse de inmediato. Finalmente se cubrid la superficie de la preparacion
con una solucion de safranina y se dejo actuar por 1 minuto para finalmente
enjuagar con agua destilada (Fig. 1). Se dejo6 secar la preparacién por completo
para después observar los microorganismos tefiidos empleando un microscopio

Optico a 100X con aceite de inmersion.

Gram + Gram-
Fijacion

@ aE» i @ G
£

sl D @
=

Alcohol

Figura 1. Técnica de tincién de Gram.

Safranina
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3.8. REACTIVACION DE BACTERIAS FITOPATOGENAS.

Las bacterias fitopatdgenas Erwinia carotovora subsp. Carotovora, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, Xanthomonas axonopodis subsp.
Phaseoli y Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens fueron
sembradas por el método de estria por agotamiento en cajas con agar nutritivo,
y se incubaron a 30°C por un periodo de 24-48 horas hasta observar
crecimiento sobre el medio. Posteriormente cada bacteria se inoculd en un
matraz de 500 mL que contenian 100 mL de caldo nutritivo se incubaron con

agitacion de 180 rpm a tiempo y temperatura Optimas para cada una de las

bacterias.
Cuadro 3. Bacterias fitopatdgenas utilizadas en el estudio
Bacteria Clave de
identificacidon
Erwinia carotovora subsp. carotovora Ecc
Xanthomona axonopodis subsp. Xap
phaseoli
Curtobacterium  flaccumfaciens  pv. Cff

flaccumfaciens
Clavibacter michiganensis subsp. Cmm

michiganensis

3.9. OBTENCION DEL EXTRACTO LIBRE DE CELULAS (ELC) DE
PSEUDOMONAS, ENTEROCOCCUS Y LACTOBACILLUS.

En tubos coénicos con capacidad de 50 ml se colocaron las muestras inoculadas
de 16 horas y se centrifugaron a 4500 rpm durante 15 minutos, con una
temperatura de 5°C; se separo6 el boton celular del sobrenadante para realizar

diferentes pruebas.
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3.10. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DEL
EXTRACTO LIBRE DE CELULAS (ELC) Y CONCENTRADO
CELULAR (CC) DE PSEUDOMONAS, ENTEROCOCCUS Y
LACTOBACILLUS.

En cajas de agar nutritivo se sembraron las bacterias fitopatdgenas, por estria,
distribuyéndolas por toda la placa. Después se procedio a hacerle 4 pozos a la
caja con agar, los cuales se realizaron con un sacabocados de 5 mm de
diametro y cada orificio fue llenado con el extracto libre de células de las
bacterias antagonistas. Las cajas se colocaron en incubacibn a una
temperatura de 30°C y en un periodo de 24-48 horas, posteriormente se

midieron los halos de inhibicién en mm.

Para la determinacién de la capacidad inhibitoria del concentrado celular (CC)
se siguié el mismo procedimiento y los orificios fueron llenados con el

concentrado celular de las bacterias antagonistas inoculadas a 24 horas.

3.11. COMBINACIONES DEL EXTRACTO LIBRE DE CELULAS (ELC) Y
CONCENTRADO CELULAR (CC) DE PSEUDOMONAS,
ENTEROCOCCUS Y LACTOBACILLUS.

Se realizaron combinaciones entre los extractos libres de células y entre el
concentrado celular de las bacterias antagonistas que presentaron halo de
inhibicibn mayor. De los cuales se obtuvieron seis tratamientos o

combinaciones.

Cuadro 4. Tratamientos obtenidos de los extractos libres de células.

Tratamiento Combinacién de cepas
1(1:1) 0.5mL (1a): 0.5 mL (MIl -2)
2 (1:3) 0.25 mL (1a): 0.75 mL (Ml -2)
3(3:1) 0.75 mL (1a): 0.25 mL (Ml -2)
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Cuadro 5. Tratamientos obtenidos del concentrado celular.

Tratamiento Combinacién de cepas
4(1:1) 0.5 mL (M6a): 0.5 mL(MII -2)
5(1:3) 0.25 mL (M6a): 0.75 mL (Ml -2)
6 (3:1) 0.75 mL (M6a): 0.25 mL (MII -2)

3.12. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE LOS
TRATAMIENTOS SOBRE LAS BACTERIAS FITOPATOGENAS.

Las bacterias fitopatdgenas se sembraron en agar nutritivo por el método de
estria, distribuyéndolas por toda la caja. Después se procedid a hacerle 4
pozos a cada caja, realizados con un sacabocados de 5 mm de diametro, se
llenaron los orificios con cada uno de los tratamientos obtenidos anteriormente.
Se colocaron en incubacion a una temperatura de 30°C y en un periodo de 24-

48 horas, posteriormente se midieron los halos de inhibicion en mm.

3.13. FORMULACIONES DE BACTERIAS.

De acuerdo a los resultados obtenidos con las pruebas de inhibicién de los
tratamientos, se procedio a realizar formulaciones a partir del tratamiento que
presentd un halo de inhibicion mayor sobre las bacterias fitopatégenas.

Se obtuvieron 2 formulaciones, una a partir del extracto libre de células (T3) y

la otra a partir del concentrado celular (T5).

3.13.1. Formulacion 1y 2 (21 mL)

Cuadro 6. Formulaciones (21 mL).

Formulacion 1 Formulaciéon 2
ELC CcC
15 ml (1a) 15 ml (MII-2)
5 ml (MII-2) 5 ml (M6a)

Goma Xantana 0.15 g (disuelta en 1 mL de
alcohol)
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3.14. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE LAS
FORMULACIONES.

En cajas de agar nutritivo se sembraron las bacterias fitopatogenas, se tomaron
100 ul de muestra de cada matraz que contenian a las bacterias fitopatégenas
y se inocularon en cajas petri con agar nutritivo, se realizé un barrido de
bacterias, distribuyéndolas por toda la placa. Después se procedi6é a hacerle 4
pozos a la caja con agar, los cuales se realizaron con un sacabocados de 5
mm de didmetro y cada orificio fue llenado con las formulaciones de ELC y CC
obtenidas. Las cajas se colocaron en incubacion a una temperatura de 30°C y
en un periodo de 24-48 horas, posteriormente se midieron los halos de

inhibiciébn en mm.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. REACTIVACION DE CEPAS ANTAGONICAS

Para poder realizar las pruebas de antagonismo con cada una de las cepas de
los diferentes grupos de bacterias se tuvo que reactivar cada una de las cepas,

esto se hizo sembrando en cajas petri por el método de estria por agotamiento.

4.1.1. Pseudomonas

La evaluacién macroscoépica de las cepas de Pseudomonas indica que es una
colonia color amarillo-cremoso de forma irregular, con una consistencia suave
asi como un aspecto humedo presentando bordes ondulados (Fig. 2). La

descripcion anterior concuerda con lo mencionado por Vazquez (2011).

En cuanto a la evaluacion microscopica se observd que son bacilos Gram (-),
cortos y delgados estos resultados concuerdan con lo reportado por Quiroz
(2010).

Las cepas A, B y C son idénticas entre si y de acuerdo a la descripcion anterior,
pero la cepa D difiere a las anteriores ya que las colonias no presentan aspecto
hiamedo ademas del color blanco. Las cepas de Pseudomonas tienen la
capacidad de producir metabolitos de naturaleza antibiética como 2,4
dimetylphloroglucionol y pirrolnitrina, diferentes tipos de sideréforos, ademas,
de que ayudan a las plantas en la produccion de fitohormonas (auxinas,
giberelinas, citocininas y etileno) mismos que podemos utilizar en el
antagonismo microbiano y en la resistencia sistémica inducida (RSI) en

diferentes sistemas planta-patégeno.
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Figura 2. Crecimiento en placas con agar nutritivo de las cepas de
Pseudomonas. A) M6a, B) M6b, C) M6c, D) M1f

4.1.2. Enterococcus

Para las cepas de Enterococcus las colonias presentaron un color blanco-
cremoso, de forma circular y ovoide, con bordes enteros, elevacion convexa y

un aspecto humedo (Fig. 3).

Figura 3. Crecimiento en placas con agar MRS de las cepas de Enterococcus.
A) MII-2, B) MllI-2, C) MIV-2, D) MIV-4

Mediante la técnica de tincion de Gram se observaron cocos Gram (+),

agrupados en diplococos y otros solos.
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Las cuatro cepas crecieron de forma similar, con colonias pequefas. No hubo
diferencia alguna en cuanto a morfologia macroscoépica y microscoépica. Las
bacterias acido lacticas (BAL) tienen la capacidad de producir biocompuestos
que pueden inhibir el crecimiento de microorganismos como acidos organicos,
peroxido de hidrégeno, sustancias de bajo peso molecular, bacteriocinas
(Botina et al., 2008), y sustancias tipo bacteriocinas. Entre estas bacterias, los
Enterococcus son capaces de producir sustancias con actividad antimicrobiana,
algunas de las cuales poseen un amplio espectro inhibitorio (Moragues et al.,
2003).

4.1.3. Lactobacillus

Para las cepas de Lactobacillus las colonias presentaron un color blanco-
cremoso, algunas con forma irregular y forma circular, con bordes ondulados y

un aspecto humedo (Fig. 4).

Figura 4. Crecimiento en placas con agar MRS de las cepas de Lactobacillus.
A) 1a, B) 4b

Mediante la técnica de tincibn de Gram se observaron bacilos cortos y
delgados, Gram (+), algunos agrupados en diplobacilos, ordenados en pares y

otros solos.
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Cuadro 7. Evaluacién microscOpica y macroscépica de Pseudomonas,
Enterococcus y Lactobacillus.
Pseudomonas Enterococcus Lactobacillus
Evaluacion Bacilos Gram (-), Cocos Gram (+), Bacilos Gram (+) cortos

microscopica

cortos y delgados

agrupados en
diplococos y otros
solos.

y delgados, algunos
agrupados en
diplobacilos, ordenados
en pares y otros solos.

Evaluacion Colonias color Colonias color Colonias color blanco-
macroscopica amarillo-cremoso, blanco-cremoso, cremoso, forma irregular
forma  irregular, forma circular y vy circular, bordes
consistencia ovoide, bordes ondulados y aspecto
suave, aspecto enteros, elevacion hamedo
himedo, bordes convexa, aspecto
ondulados hdmedo.

4.2.

PROPAGACION DE BACTERIAS ANTAGONICAS

De las cajas sembradas anteriormente se tomo6 una asada de cada cepa para
inocularla en 100 mL de caldo selectivo para cada uno de los diferentes grupos

de bacterias, y se incubaron a 24 y 16 horas (Figura 5).

Figura 5. Fotografia de cepas inoculadas: 1) Enterococus, 2) Lactobacillus, 3)
Pseudomonas.

4.3. REACTIVACION DE BACTERIAS FITOPATOGENAS

Las bacterias fitopatégenas utilizadas para las pruebas de antagonismos fueron
reactivadas sembrandolas en cajas con agar nutritivo, por el método de estria

por agotamiento.
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4.3.1. Erwinia carotovora subsp. Carotovora

La evaluacion macroscopica de la bacteria E. carotovora indica que las
colonias son de forma circular, bordes enteros, con elevacion convexa, de color
blanquecino a crema brillantes, presentando una consistencia mucoide (gel),
asi como un aspecto humedo (Fig. 6). Esta descripcion se asemeja con la

mencionada por Nissen (2008).

Esta bacteria se encuentra tanto en zonas templadas como en las de clima
tropical y ocasiona la pudricion blanda, necrosis vascular y marchitez en la
papa (Ventura, 2007). Los sintomas se presentan en cualquier estado de
desarrollo de la planta. El tejido del tubérculo afectado por pudricién blanda es
hamedo, de color crema o canela y de consistencia blanda, facilmente
separable del tejido sano, y a medida que avanza el dafio adquiere un olor
desagradable, debido a la presencia de organismos secundarios (Acuna et al.,
2010).

Figura 6. Colonias de E. carotovora en agar nutritivo.

En cuanto a la evaluacién microscopica se observé que son bacilos Gram (-),

largos y delgados (Nissen, 2008).

4.3.2. Xanthomona axonopodis subsp. Phaseoli

Las colonias de X. axonopodis son de color amarillo, brillantes, aspecto
hamedo, forma irregular, con bordes enteros, elevacion convexa y presenta
una consistencia de gel (Fig. 7). Su morfologia microscopica indica que son

cocos Gram (-).
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Figura 7. Colonias de X. axonopodis en agar nutritivo.

Esta bacteria es la causante de la bacteriosis del frijol, es una enfermedad
bacteriana de mayor impacto en este cultivo. Induce una amplia combinacion
de sintomas: manchas angulares en las hojas, afublo (quemazoén),
marchitamiento, exudados en el tallo, lesiones en el tallo y muerte (Ramirez et
al., 2001). También es la causante de la quema bacteriana o tabaquera de la
judia (Melgarejo et al., 2008).

4.3.3. Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis

La evaluacion macroscopica de la bacteria C.michiganensis indica que son
colonias color amarillo, brillante, de forma irregular, presenta bordes enteros,
con una consistencia suave asi como un aspecto humedo (Fig. 8). Su

morfologia microscopica indica que son bacilos Gram (+).

Esta bacteria produce el chancro bacteriano atacando a tomate y pimiento, los
sintomas varian mucho. Sobre tallos, brotes y pedunculos surgen manchas
alargadas, que acaban por romperse, saliendo por ellas un exudado
bacteriano. En frutos de tomate y pimientos pueden presentarse pequefias
manchas (“0jo”). En pimientos, se producen manchas cloréticas en las hojas
que dan lugar a pequefias pustulas con el centro marron. Suele haber
defoliaciones. En papas causa necrosis o podredumbres anular bacteriana, asi

como el trigo, maiz y alfalfa (Quiroz, 2010).
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Figura 8. Colonias de C. michiganensis en agar nutritivo.

4.3.4. Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

Las colonias de C. flaccumfaciens son de forma circular, de color amarillo a
anaranjado, presentan bordes enteros, elevacion plana o ligeramente
convexas, tienen aspecto humedo, semiopacas (fig. 9). Su morfologia

microscopica indica que es Gram (+).

Figura 9. Colonias de C. flaccumfaciens en agar nutritivo.

Es una bacteria de crecimiento lento que en medio con dextrosa produce un
crecimiento color crema o amarillo mantequilla; causa marchitez transmitida
por semilla, de importancia economica sobre soja (Smith et al., 1988), provoca
la marchitez bacteriana de la judia, ademas de que es huésped en otras
especies de leguminosas (Melgarejo et al., 2008). Las plantas afectadas se
enanizan y las hojas se marchitan; la marchitez puede aparecer en plantas de

todas las edades, desde plantula a madurez (Smith et al., 1988).
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Cuadro 8. Evaluacion microscopica, macroscopica y dafios ocasionados por
bacterias fitopatdgenas.

Bacteria Evaluacion Evaluacién macroscdpica Dafios que
microscoépica ocasiona
Erwinia Bacilos Gram Colonias color blanquecino a Pudricion blanda,
carotovorasubsp. () |argos y Ccrema brilantes,  forma necrosis vascular y
Carotovora delgados circular, bordes enteros, marchitez en Ia
elevacién convexa, papa.

consistencia mucoide (gel),
aspecto humedo

Xanthomona Cocos Gram Colonias  color  amarillo, Bacteriosis del frijol,
axonopodis (-) brillantes, forma irregular, quema bacteriana o
subsp. phaseoli bordes enteros, elevaciéon tabaquera de la

convexa, aspecto himedo y judia.
consistencia de gel.

Clavibacter Bacilos Gram Colonias  color amarillo, Chancro bacteriano

michiganensis (+) brillante, forma irregular, atacando a tomatey

subsp. bordes enteros, consistencia pimiento

Michiganensis suave, aspecto himedo.

Curtobacterium Gram (+) Colonias color amarillo a Marchitez

flaccumfaciens anaranjado, forma circular, transmitida por

pv. bordes enteros, elevacibn semilla sobre soja,

flaccumfaciens plana o] ligeramente marchitez bacteriana
convexas, aspecto humedo, de lajudia.
semiopacas.

4.4. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DEL
EXTRACTO LIBRE DE CELULAS (ELC) DE PSEUDOMONAS,
ENTEROCOCCUS Y LACTOBACILLUS.

Se ha sefialado que los antagonistas microbianos no poseen un Unico modo de
accion, y no es facil determinar con precision los mecanismos que intervienen

en las interacciones entre los antagonistas y los fitopatdégenos.

En las pruebas de determinacion de la capacidad inhibitoria del extracto libre
de células de Pseudomonas contra C.michiganensis, E. carotovora, X.
axonopodis y C. flaccumfaciens no se presenté efecto alguno, esto puede
deberse a que el mecanismo de accibn para inhibir a las bacterias
fitopatdgenas no es por medio de los metabolitos producidos por la célula. Es
por eso que no se muestra ninguna grafica. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos por Quiroz (2010), quien al realizar pruebas in vitro utilizando

extracto libre de células de cepas de Pseudomonas para inhibir bacterias
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fitopatdgenas sus resultados fueron negativos, ya que éste no es el modo de

accion de las Pseudomonas.

Para el caso de las pruebas de inhibicion realizadas con los Enterococcus sélo
la cepa MII-2 tubo poder de inhibicidn, la cual ejercié sobre dos bacterias

fitopatogenas E.carotovora y X. axonopodis (Figuras 10y 11).

Moragues et al. (2003) caracterizaron sobrenadantes antibacterianos obtenidos
de tres cepas de Enterococcus y comprobaron que ejercen actividad inhibitoria
sobre cepas de especies bacterianas Gram-positivas (Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, B. licheniformis, B. pumilus y B. subtilis) y Gram-negativas

(Pseudomonas sp. y Vibrio cholerae 01).

ELC Enterococcus
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@
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Figura 10. Promedio de halo de inhibicion del extracto libre de células de las
cepas de Enterococcus contra bacterias fitopatdgenas.

Figura 11. Halos de inhibicion del extracto libre de células de las cepas de
Enterococcus contra Xanthomona axonopodis y Erwinia carotovora.
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En las pruebas de inhibicion realizadas con los Lactobacillus las dos cepas
utilizadas tuvieron poder de inhibicion sobre tres bacterias fitopatdgenas las
cuales fueron: E. carotovora, X. axonopodis y C. michiganensis. La cepa la fue
la que tuvo mayor halo de inhibicidbn en promedio con respecto a la cepa 4b

(Figuras12y 13).

-
ELC Lactobacillus
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Figura 12. Promedio de halo de inhibicion del extracto libre de células de las
cepas de Lactobacillus contra bacterias fitopatdgenas.

Figura 13. Halos de inhibicion del extracto libre de células de la cepa 1la contra:
A) Erwinia carotovora, B) Xanthomona axonopodis y C) Clavibacter
michiganensis.
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4.5. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DEL
CONCENTRADO CELULAR (CC) DE PSEUDOMONAS Y
ENTEROCOCCUS.

Las cepas de Pseudomonas utilizadas en las pruebas de inhibicion nos dieron
como resultado que solo dos cepas actuaron inhibiendo a algunas bacterias
fitopatdgenas (Figuras 14 y 15), la cepa M6a inhibi6 a X. axonopodis, C.
flaccumfaciens y C. michiganensis y la cepa M1f solo inhibié a la bacteria
fitopatdgena X. axonopodis. Las demas cepas no inhibieron a ninguna bacteria

fitopatégena.

Quiroz (2010), demostré que 3 cepas diferentes de Pseudomonas inhibian

bacterias fitopatogenas (C. michiganensis, E. carotovora, X. axonopodis).

Trujillo et al. (2007) probaron que cepas de Pseudomonas ejercen efecto
antagonico e inhibitorio ante los hongos de cultivos de arroz Fusarium sp. y
Curvularia sp., también en los hongos de cultivos de maiz F. oxysporum y A.
alternata. La forma de inhibicibn es mediante la interaccion directa con el

patégeno e induccién de resistencia para este tipo de bacterias y hongos.

Es de enfatizar que aunque no se tienen muchos estudios del efecto de
Pseudomonas sobre bacterias fitopatogenas (E. carotovora, X. axonopodis, C.
flacumfasciens y C. michiganensis), Osorio et al. (2009) reportaron que se
presento inhibicion del crecimiento de las bacterias Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, Erwinia carotovora
subsp. carotovora y Pseudomonas cichorii con extractos de gobernadora
(Larrea tridentata Cov.), nuez (Carya illinoensis) y granada (Punica granatum) a
diferentes concentraciones. ElI mayor efecto inhibitorio se observd con el
extracto de hojas de gobernadora (0.77 ppm), seguida del extracto de nuez

(0.20 ppm) y por ultimo el extracto de granada (0.21 ppm).
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Figura 14. Promedio de halo de inhibicién del concentrado celular de las cepas
de Pseudomonas contra bacterias fitopatégenas.

Figura 15. Halos de inhibicién del concentrado celular de la cepa M6a contra:
A) X. axonopodis, B) C. flaccumfaciens.

En la pruebas de inhibicion realizadas con las cepas del concentrado celular de
los Enterococcus indican que las cuatro cepas utilizadas ejercieron poder de
inhibicion sobre la bacteria fitopatégena X. axonopodis, ademas, solo las cepas
MII-2 y MIII-2 inhibieron a E. carotovora y C. michiganensis. Y la bacteria C.

flaccumfaciens no fue inhibida por ninguna de las cuatro cepas de

Enterococcus.

La cepa MII-2 fue la que tuvo el promedio de halo de inhibicién mayor sobre las

bacterias fitopatégenas que inhibié de entre las demas cepas (Fig. 16).
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Figura 16. Promedio de halo de inhibicion del concentrado celular de las cepas
de Enterococcus contra bacterias fitopatdgenas.

Figura 17. Halos de inhibicion del concentrado celular de la cepa MII-2 contra:
A) E. carotovora, B) X. axonopodis, B) C. michiganensis.

4.6. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE LOS
TRATAMIENTOS SOBRE LAS BACTERIAS FITOPATOGENAS.

De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas de inhibicién realizadas
con el concentrado celular y el extracto libre de células sobre las bacterias
fitopatbgenas, se obtuvieron 6 combinaciones, a los que se les llamoé
tratamientos. De entre los cuales los tratamientos 1, 2 y 3 eran a base de
extracto libre de células y los tratamientos 4, 5y 6 a base de concentrado

celular.

Los tratamientos 3 y 5 fueron los que inhibieron mas bacterias fitopatogenas

las cuales fueron: E. carotovora, X. axonopodis y C. michiganensis (fig. 18).
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Ademas, de que tuvieron el mayor promedio de inhibicién de entre los demas

tratamientos.

Tratamientos
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1,50
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Figura 18. Promedio de halo de inhibicion de los tratamientos contra bacterias
fitopatogenas.
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4.7. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE LAS
FORMULACIONES.

Con base a los resultados obtenidos anteriormente se procedié a obtener dos
formulaciones una a base de extracto libre de células (ELC) y la otra a base de

concentrado celular (CC)

En las pruebas de inhibicién realizadas con las 2 formulaciones nos indica que
la formulacion a base de ELC inhibi6 a E. carotovora, X. axonopodis y C.
michiganensis mientras que la formulacion a base de CC solo inhibi6 a E.

carotovora y X. axonopodis.

De manera que la formulacién seleccionada como mejor fue la de ELC. Ya que
logro inhibir a 3 bacterias fitopatdogenas y ademas tuvo mayor promedio de halo

de inhibicion.

38



Formulaciones

3,50 3,25

Inhibicion en mm

Figura 19. Promedio de halo de inhibicion de las formulaciones contra bacterias
fitopatdégenas.

Figura 20. Halos de inhibicion de la formulacion a base de ELC contra: A) E.
carotovora, B) X. axonopodis, B) C. michiganensis.
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5. CONCLUSIONES

Las dos cepas utilizadas de Lactobacillus fueron capaces de inhibir el
crecimiento de las bacterias fitopatdgenas del tipo E.carotovora, X. axonopodis

y C. michiganensis evaluandose Unicamente en extractos libres de células.

El tratamiento 3 (3:1); 0.75 mL (1a): 0.25 mL (MIl -2) a base de extracto libre de
células inhibi6 a las bacterias fitopatdgenas E.carotovora con un halo de 3.13
mm, X. axonopodis con un halo de 3.81 mm y C. michiganensis con un halo de
3.94 mm.

Se obtuvo una formulacion a base de extracto libre de células; 15 mL (1a) 5 mL
(MII-2), la cual inhibi6 a las bacterias fitopatdgenas E.carotovora con un halo de
2.56 mm, X. axonopodis con un halo de 3.25 mm y C. michiganensis con un
halo de 2.38 mm.
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