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RESUMEN

El presente trabajo se efectud en el Laboratorio de Ensayos de Semillas del Centro
de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas, perteneciente al
Departamento de Fitomejoramiento de la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro, en conjunto con el Centro de Desarrollo de Productos Bidticos del Instituto

Politécnico Nacional de Yautepec, Morelos, México.

Fue evaluado el efecto bactericida de los acidos fulvicos con bacterias saprofitas del
suelo facultativamente fitopatogénicas y simbidticas. La cepa de la bacteria
fitopatogena fue aislada a partir de semillas de acelga, fue identificada como
fitopatogénica mediante sus caracteristicas morfolégicas y patogénicas, a través de
pruebas para la identificacion de bacterias fitopatogenas a nivel género, dando
positivo para el género Clavibacter.

En el caso de la bacteria fitopatdogena, se utilizaron concentraciones de 0, 500, 1500,
2500 y 3500 ppm de acidos fulvicos concentrados al 14%, probadas a diferentes
diluciones de indculo: 2,093,077; 1,113,694; 557,425 y 95,496 ufc/mL, expuestas a
los acidos fulvicos a 30, 60 y 90 minutos.

El andlisis estadistico de los resultados indicé que los resultados obtenidos revelaron
gue existen diferencias significativas entre todos los tratamientos experimentados.
Por lo que los &cidos falvicos poseen efecto bactericida en bacterias fitopatégenas,

en la dosis de 3500 ppm de acidos fulvicos, y a una concentracion de inoculo de



95,496 ufc/mL, y a los 30 minutos de exposicion, se obtuvo un 99.19% de control,
aunque también el efecto bactericida fue consistente cuando se utilizaron dosis de
2500 ppm que s6lo permitio sobrevivir el 0.44% de 282,926 ufc/mL.

La cepa de Rhizobium se obtuvo a partir de nédulos de raices de frijol colectadas en
el vivero experimental del Departamento de Interacciones Planta-Insecto,
perteneciente al Laboratorio de Fitopatologia del CeProBi.

En este caso se utilizaron concentraciones de 0, 500 y 3500 ppm de &cidos fulvicos,
con diluciones de inoculo de 1,252; 1,044 y 348 ufc/mL, con tiempos de exposicion
de 30 y 90 minutos.

Sin embargo en Rhizobium sp. el dato mas revelador indico que existe un control de
60% al tiempo de 30 minutos, y por el contrario existe un incremento del inéculo en
un 58.62% en la dosis de 500 ppm.

Con esto se asegura la actividad bactericida que poseen los acidos fulvicos en una
bacteria fitopatogena y el efecto que causa hacia la microbiota benéfica, al menos en

las pruebas microbioldgicas realizadas en esta investigacion.

Palabras clave: Bacterias saprofitas, acidos fulvicos, Clavibacter, Rhizobium.
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INTRODUCCION

El manejo de la produccién agricola ha exigido técnicas eficientes de
proteccion vegetal que contribuyan a un incremento sustancial en el rendimiento de
los cultivos y que sean inocuos al medio ambiente. El uso de materiales inorganicos
como fertilizantes ha estado unido a la actividad agricola desde sus origenes, y su
empleo estad relacionado integramente desde una perspectiva historica, con el
mantenimiento de la productividad de los suelos de cultivo.

Debido al efecto de la residualidad de los pesticidas sintéticos, se ha
intensificado la blsqueda y el uso de pesticidas organicos para contrarrestar dicha
residualidad. Es por esto, que la agricultura organica se concentra en utilizar
materiales organicos como las sustancias humicas, formados a partir de la
degradacién biologica y quimica de plantas y animales, y las cuales se dividen en
tres fracciones: los acidos humicos, los acidos fulvicos y las huminas. Las sustancias
hamicas de bajo peso molecular como los &cidos fulvicos, han revelado generar baja
residualidad en el suelo cuando han sido aplicados; ademas poseen un alto
contenido de grupos fendlicos con actividad antimicrobiana es bien conocida.

Los compuestos fendlicos son ampliamente utilizados como biocidas
industriales para la proteccion de agentes fungosos e incluso no se descarta la
posibilidad de que también tengan accion bactericida, por lo que este trabajo se
realiza con el fin de determinar la actividad bactericida de los acidos fulvicos contra

bacterias saprdfitas facultativas, especialmente contra bacterias fitopatégenas.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

» Determinar el efecto bactericida de los &cidos fulvicos en bacterias saprofitas

facultativas con el proposito de desarrollar tratamientos de proteccion fitosanitaria a

las semillas organicas sin dafiar al medio ambiente.

Objetivos especificos:

o Evaluar in vitro el efecto bactericida de los acidos fulvicos sobre bacterias

fitopatdgenas asociadas a semillas.

e Evaluar in vitro la inocuidad de los &acidos fllvicos con bacterias simbidticas

asociadas a cultivos agricolas.

15



HIPOTESIS

Los acidos fulvicos tienen un efecto biolégico diferencial cuando se aplican a
bacterias saprofitas facultativas, actuando como bactericida en bacterias

fitopatdbgenas y como un agente inocuo en bacterias simbidticas.

16



REVISION DE LITERATURA

1.1 La agricultura ecoldgica y el cuidado del medi o ambiente.

La tendencia del mercado global ha estado encaminado a tomar
preferentemente los productos organicos con calidades especiales, que son
producidos en un contexto de conservacion local y fomenta la sociedad y culturas
rurales, provocando el rechazo hacia aquellos productos contaminados vy
contaminantes que atentan contra la salud humana y el bienestar ecoldgico del

planeta (Altieri y Nichols, 2000).

Los sistemas en agricultura se basan en el mantenimiento de la productividad
del suelo y su estructura, la aportacion de nutrientes a las plantas y el control de los
insectos, malas hierbas, plagas y enfermedades, en la rotacién de cultivos, los
abonos animales, las leguminosas, los abonos verdes, la utilizacion de residuos
orgénicos y aspectos del control biologico de plagas (Labrador, 1996; Lampkin, 2001,
Buol et. al, 2004; S.I.C.C.F.A., 2004). Todas estas practicas tienden a favorecer la
alta productividad a corto plazo y es cada vez mas evidente que las condiciones
necesarias para sostener la productividad se estd erosionando. Los recursos
agricolas como el suelo, el agua y la diversidad genética han sido usados
excesivamente, degradando los procesos ecolégicos globales sobre los que se

inclina la agricultura (Gliessman, 2002).
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Dicha aseveracion se basa en alcanzar aquellos objetivos que la agricultura
convencional establece: la maximizacion de la produccion y de las ganancias,
desarrollando préacticas que no consideran las consecuencias a largo plazo ni la

dinamica ecoldgica de los agroecosistemas (Gliessman, 2002; Lampkin, 2001).

Es por esto, que surge una nueva modalidad de agricultura: la agricultura
ecologica, que se manifiesta como respuesta a los problemas derivados de la
agricultura convencional intentando abrir un camino de futuro, considerando un
sistema que trata de evitar el uso directo o rutinario de los productos quimicos muy
solubles y todo tipo de biocidas, sean o no de origen natural (Lampkin, 2001; Félix et
al., 2008), reforzando con la opcién de preservar la productividad de la agricultura
requiriendo sistemas sostenibles de produccion de alimentos; cuyo alcance se logra
mediante practicas de cultivo basadas en el conocimiento adecuado y profundo de
los procesos ecolégicos que suceden tanto en las parcelas de produccion como en el
contexto de las cuales ellas son parte, enfocado hacia cambios sociales y
econdmicos que promueven la sostenibilidad en todos los sectores del sistema

alimentario (Gliessman, 2002).

Cualquier planteamiento ecolégico para el control de plagas y enfermedades
gue no dependa del empleo de productos quimicos, requiere el reconocimiento de
gue no existe un unico factor responsable de una plaga o enfermedad determinada y

se basard en la aplicacion de diversas practicas agricolas que fomenten la

18



estabilidad y el equilibrio entre los cultivos y sus plagas (Lampkin, 2001; De la Cruz,

2002).

1.1.1 Impacto ambiental de los pesticidas sintético  s.

El uso de plaguicidas de origen quimico ha sido en los ultimos afos la
estrategia mas empleada en el control de plagas, por lo que ha causado al ambiente
alteraciones a las plagas, debido a la resistencia desarrollada (Bautista y Diaz,
2001), con lo que se concatenan una serie de problemas debido a su uso
inadecuado, y destacan aquellos relacionados a la alteracién del medio ambiente, y
el potencial de afectar una amplia gama de ecosistemas, comenzando desde el suelo
y sus microorganismos, hasta los animales superiores. Este trastorno puede ser
provocado por la toxicidad directa, consecuentemente a la ruptura de las cadenas
alimentarias en los ecosistemas y el debilitamiento de los sistemas inmunolégicos en

seres vivos. (Lampkin, 2001; Odum, 1971; Pimentel, 1980).

Los plaguicidas que incluyen a insecticidas, fungicidas y herbicidas, son
productos que tienen una elevada actividad biolégica y por lo regular afectan
organismos a los que no van dirigidos o sobre procesos biolégicos. Los efectos
nocivos secundarios son habituales, incluyendo la resistencia a pesticidas por parte

de los patogenos o la exacerbacion de enfermedades ya presentes (Lampkin, 2001).
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1.1.2 Residualidad de los pesticidas sintéticos.

Una gran cantidad de agroquimicos aplicados termina en rios, lagos y otros
acuiferos, donde pueden lixiviarse hacia los mantos acuiferos de donde se extrae
agua potable, con la consecuente amenaza para la salud humana (Cremlyn, 1982;

Gleissman, 2002; Altieri y Nicholls, 2000).

En el proceso de fabricacion de los plaguicidas que contamina el medio
ambiente, sea por accidente o por emisiones rutinarias (Lampkin, 2001; Cremlyn,
1982). Como una consecuencia cada vez mayor de los plaguicidas surge el problema
de los residuos que los productos dejan en los alimentos. Todos los plaguicidas son
toxicos en alguna medida y es inevitable que su aplicaciéon de lugar a la formacion de

depositos y de residuos (Costa et al., 1974).

1.1.3 Tratamientos de proteccién a semillas.

Es importante recalcar que las semillas son estructuras vivas, las cuales se
hallan expuestas a las transformaciones fisiol6gicas de su naturaleza biolégica, como
el envejecimiento y la muerte. Ahora bien, ese deterioro natural puede ser acelerado
o frenado de alguna forma, dependiendo si se le da 0 no un tratamiento adecuado en

poscosecha (Agrios, 1996).
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El tratamiento de semillas en un sentido amplio envuelve la aplicacion de
diversos procesos y/o sustancias a las semillas con el objetivo de preservar o
perfeccionar su desempeiio y aumentar la productividad de las plantas. En el sentido
estricto y mas tradicional, el tratamiento de semillas esta orientado, exclusivamente,
para controlar a los agentes que ocasionan enfermedades que interfieren en la

productividad de las plantas cultivadas (Agrios, 1996; Vasquez, 2008).

El tratamiento de semilla puede servir a numerosas funciones: erradicar
patogenos de semillas, proteger las semillas en la siembra contra hongos de suelo
gue causan “damping-off” en pre y post emergencia y posteriormente, cuando la
plantula emerge, la protege por un tiempo limitado contra hongos que ocasionan
enfermedades foliares. Ademas de eso, el tratamiento garantiza la obtencion de un
buen establecimiento del cultivo, disminucion de las pérdidas y evita la diseminacion

de organismos patogenos (Dhingra et al., 1980; Messiaen et al., 1995).

Los principales objetivos de la lucha contra la enfermedad son la aplicacion de
medidas profilacticas directas enfocadas a impedir la infeccion y la inmunizacion del
huésped mediante creacién de nuevas variedades por otros procedimientos. Muchas
de las medidas profilacticas implican la aplicacion de fungicidas a las semillas, follaje

u otras partes de las plantas (Walker, 1973).
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Aunque tradicionalmente, las semillas y plantulas de varios cultivos agricolas,
se han protegido contra el ataque de patdgenos que se encuentran en el suelo, por

medio de fungicidas, bactericidas y antibioticos (Taylor y Harman, 1993).

Sin duda, hacen falta bactericidas adecuados para las plantas y hay un
considerable campo para la introduccion de toxicos completamente nuevos en esta
area. El problema parece ser la dificultad para encontrar materiales que sean lo
suficientemente persistentes como bactericidas y que no dafien a la planta
hospedera. Por ejemplo, la estreptomicina y otros antibioticos son activos contra
ciertas enfermedades bacterianas de la planta, sin embargo son caros y existe un
margen muy pequefo entre la concentracion que proporciona el control adecuado de

loa enfermedad y la que ocasiona dafio por la fitotoxicidad (Cremlyn, 1982).

2.1 Las sustancias humicas.

Los principios de la agricultura ecologica se remontan hacia los elementos del
suelo, asi como la materia organica presente en productos de restos organicos en
avanzado estado de descomposicion y productos sintetizados por microorganismos,
como sustancias semejantes a proteinas, acidos organicos, hidratos de carbono,
gomas, ceras, grasas, taninos, ligninas, etc.; hasta sustancias humicas, como los
acidos fulvicos, acidos humicos y huminas, que por lo general son resistentes a una

descomposicién posterior por los seres vivos (Guerrero, 1996; Lampkin, 2001).
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El papel de la materia organica en la proteccion de los cultivos frente a las
enfermedades se puso en evidencia al constatar las mejoras en el rendimiento
debidas a la aplicacion de abonos organicos y composta eran mayores en cuanto al
contenido de nutrientes (Porta et al., 2003). Posteriores investigaciones muestran
gue este “efecto humus” se encuentra asociado al incremento de la actividad
microbiana, una reduccion de la agresividad e infestacion de patdégenos, un aumento
a la resistencia a los virus y una disminucién de la toxicidad del suelo (FitzPatrick,
1985; Lampkin, 2001). Ademas, el empleo de abonos organicos permite que las
plantas absorban directamente moléculas quimicas especificas, tales como fenoles,
considerablemente Utiles para el desarrollo de su sistema inmunolégico. Es por esto,
gue la aplicacién de materias organicas contribuye al potencial anti-fitopatogénico de
los suelos; en particular, en enfermedades de podredumbre de los semilleros

causada por hongos como Rhizoctonia, Fusarium y Pythium (Lampkin, 2001).

Se conocen ciertos elementos quimicos de suelo que contribuyen a su
potencial anti-fitopatogénico. La descomposicion de abonos organicos, provoca la
liberacion de didxido de carbono que en concentraciones elevadas resulta perjudicial
para ciertos patdégenos. Al mismo tiempo, las sustancias aleloquimicas producidas
por ciertas plantas y por microorganismos que generan el fendmeno de fatiga del
suelo, pueden ser degradadas por una microflora activa o ser absorbidas por

coloides humicos, quedando inactivadas (Costa et al., 1974).
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La resistencia de la planta individual se ve apoyada por la absorcion de
fenoles y otros compuestos como el acido salicilico que tienen un efecto antibiético,

actuando directamente sobre los gérmenes patogenos (Lampkin, 2001).

En los ultimos afios ha aumentado el interés por los mecanismos implicados
en la resistencia del suelo y en la contribucién del abonado organico al potencial anti-
fitopatogénico del suelo (Costa et al., 1974; Lampkin, 2001; Dhingra et al., 1980), y
se ha pensado en los compuestos a base de fenoles, o bien el benceno y sus
derivados que forman sustancias tales como farmacos y empleados como
conservadores de alimentos y como antisépticos (Bloomfield, 2001; De la Cruz,
2002). Cabe mencionar que los fenoles o también conocidos como acido fénico y
acido carbdlico, son utilizados también en la fabricacion de insecticidas y herbicidas,
sin embargo, a altas concentraciones se comportan como venenosos (Del Bosque,

2004).

Algunos fenoles relacionados con la resistencia a las enfermedades se
encuentran en las plantas ya sean sanas o enfermas, pero su sintesis 0 acumulacion
ocurre hasta después de haya ocurrido la infeccién, a estos fenoles se les puede
considerar como compuestos fendlicos comunes, sin embargo, otros compuestos
fendlicos no los producen las plantas sanas, excepto cuando son estimuladas por

algun patégeno o por algan agente mecanico o quimico (Agrios, 1996).
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Se sabe que los suelos con altos contenidos de materia organica y con una
actividad biolégica resisten a los patégenos de los vegetales, que por lo general se
debe a el mayor numero y complejidad de las relaciones plaga-depredador
mantienen la estabilidad del ecosistema suelo. Sin embargo, la accién de los suelos
resistentes también puede explicarse a partir de que para una nutricion equilibrada
es esencial una actividad microbiana elevada, y se aplica la teoria de la sintesis de

proteinas (Chaboussou, 1985: citado por Lampkin, 2001).

La materia organica no humificada o materia organica fresca para la formacion
de sustancias humicas, esta integrada por una biomasa vegetal senescente procede
de la parte aérea de la vegetacion y raices, y de restos de deyecciones y secreciones
de animales; y de una biomasa microbiana, constituida por una masa de
microorganismos, y se encuentra muy poco o nada alterada y no se encuentra a la
fraccion mineral, y es separada por procedimientos fisicos (Bohn et al., 1993;

S.I.C.C.F.A., 2004).

El humus se encuentra constituido por sustancias resultantes de la alteracion

de productos sintetizados por las plantas y los microorganismos (Félix, 2008; Bohn et

al., 1993).

Las sustancias humicas, humus en sentido estricto, suponen entre un 60 y un

80% de la materia organica del suelo. Son el producto de la alteracion de la materia
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organica por accién microbiana y por procesos abidticos (Bohn et al., 1993;

FitzPatrick, 1985).

El humus estéd formado por una cantidad enorme de distintos constituyentes,
muchos de los cuales recuerdan perfectamente los compuestos, presentes en los
tejidos bioldgicos de los que derivan. (Buol et al., 2004; Labrador et al., 1996).
Haciendo uso de las distintas caracteristicas de solubilidad, han podido diferenciarse
en las materias hamicas, ciertos grupos de sustancias mas o menos distintos entre

ellos, los acidos humicos y los acidos falvicos (Buol et al., 2004).

Los acidos humicos corresponde a la fraccidbn de las sustancias humicas
soluble en medio alcalino e insoluble en medio &cido (Bohn et al., 1993; Labrador
1996). En tanto que los &cidos fulvicos es la fraccién de las sustancias humicas
soluble, tanto en medio alcalino como en medio acido (FitzPatrick, 1985). Cabe
sefalar que ni los acidos hamicos ni los acidos fulvicos son un compuesto quimico
definido. Cada grupo engloba multitud de compuestos diversos mas o menos

relacionados entre ellos (Garcia, 2005).

Por su parte, los &cidos humicos y fulvicos, son macromoléculas aromaticas
complejas, muy estables, con estructura polimérica en forma de circulos, cadenas y
racimos (FitzPatrick, 1985; Dorronsoro, 2008), y ciclos aromaticos condensados, con

aminoacidos, amino-azucares, péptidos y compuestos alifaticos (Félix et al., 2008).
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2.2.1 Los acidos fulvicos.

Las sustancias humicas tienden a formar compuestos mas complejos como
los acidos fulvicos que constituyen una serie de compuestos soélidos o semisolidos,
amorfos, de color amarillento y naturaleza coloidal, facilmente dispersables en agua y
no precipitables por los acidos, susceptibles en cambio de experimentar floculacion
en determinadas condiciones de pH y concentracion de las soluciones de cationes no

alcalinos (FitzPatrick, 1985).

2.2.1.1 Efectos de los acidos fulvicos en el desarr  ollo vegetal.

Los acidos fulvicos aportan nutrientes y funciona como base para la formacion
de multiples compuestos que mantienen la actividad microbiana, que al incorporarla
ejercera distintas reacciones en el suelo como mejorar la estructura del suelo,
facilitando la formacion de agregados estables con lo que mejora la permeabilidad de
éstos, aumenta la fuerza de cohesion a suelos arenosos y disminuye en suelos
arcillosos (Guerrero, 1996), mejoran la retencion de humedad del suelo y la
capacidad de retencion de agua, estimula el desarrollo de plantas, mejora y regula la
velocidad de infiltracion del agua, disminuyendo la erosion producida por el
escurrimiento superficial, eleva la capacidad tampén de los suelos, su accion
guelante contribuye a disminuir los riesgos carenciales y favorece la disponibilidad de

algunos micronutrientes (Fe, Cu y Zn) para la planta, aportan elementos minerales en
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bajas cantidades, y es una importante fuente de carbono para los microorganismos

del suelo (Guerrero, 1996; Buol et al., 2004).

Debido a los grupos carboxilos e hidroxilos fendlicos y alcohdlicos de los
acidos fulvicos, intervienen en la raiz de los hipocotilos, como un resultado de su
actividad quelatante con el hierro (Labrador, 1996). Los compuestos de bajo peso
molecular intervienen en la solucién de iones metélicos e influyen en el transporte

hacia las raices de las plantas (Garcia, 2005).

2.2.1.2 Propiedades de los &cidos falvicos.

Las plantas fertilizadas organicamente no pueden infectarse con bacterias
patégenas, porque el calor y la microflora benéfica controlan esas poblaciones
patogenas (De Bauer, 1987). Adicionalmente, los acidos fulvicos contenidos en la
materia organica humificada aumentan la capacidad de retencion de agua y la
aireacion del suelo, mejoran la agregacion del suelo y evita su encostramiento. En la
planta los é&cidos fulvicos estimulan el desarrollo de raices y tallos, mejoran la
absorcion de nutrientes, estimulan y aumentan la absorcion de nitrégeno, entre otros

(Porta et al., 2003; Félix et al., 2008).
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2.2.1.3 Constituciéon molecular de los acidos fulvic 0S.

Los acidos fulvicos son de color amarillo claro a café-amarillento, de bajo peso
molecular (de 170 a 2000 Kda), 45 % de carbén y 48 % de oxigeno (12 % mas que
los AH). Los acidos fulvicos tienen alto contenido de oxigeno, pero bajo contenido de
carbon; contienen mas grupos funcionales de naturaleza &cida, particularmente
carboxilos (COOH). La acidez total es de 900 a 1400 meqg/100g Yy
considerablemente mas altos que los acidos humicos (400 a 870 meq/100gq)
(Stevenson, 1982) que se debe béasicamente a un alto contenido en grupos
funcionales oxigenados COOH, OH fendlico, OH alcohdlico y C = O quindnico,

hidroxiquinonico y de cetonas ce-f insaturadas (FitzPatrick, 1985; Bohn et al., 1993).

El oxigeno de los &cidos fulvicos puede ser considerado de gran manera,
como grupos funcionales (-COOH, OH. C = O), unidos a cadenas alifaticas y ciclos
aromaticos, mientras que en los acidos humicos, la mayor porcion de oxigeno,
parece estar presente como un componente estructural del nucleo y/o ciclos

aromaticos (Bohn et al., 1993).

El contenido en carbono de los &cidos falvicos es de 40 a 50%
respectivamente. El contenido en nitrdgeno generalmente es de 0.8% a 3%. El
contenido en oxigeno es de 44 a 50%, es por esto que el contenido en grupos

funcionales oxigenados en los &cidos flulvicos parece ser mayor que en cualquier otro
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polimero organico presente en la naturaleza (Labrador, 2008; Bohn et al., 1993.;

Lampkin, 2001; Del Bosque, 2004).

3.1 Bacterias saprofitas facultativas asociadas con la agricultura.

La mayoria de las bacterias asociadas con la agricultura son saprofitas
estrictas, y por lo tanto benéficas al hombre porque intervienen en la descomposicion
de la materia organica. Las bacterias fitopatdbgenas son saprofitos facultativos
(Agrios, 1994; De la Garza, 1999), denominados parasitos no obligados, que pueden
desarrollarse sobre hospedantes vivos o muertos, Yy viven gran parte o todo su ciclo
de vida como pardsitos pero, en ciertas condiciones pueden desarrollarse de manera
saprofita sobre la materia organica muerta (Agrios, 1994), desarrollando una relacién
fitopatdbgena causando dafio o atacando a los procesos bioldgicos de las plantas e
incluso también manifestandose como organismos simbiéticos que actian sobre la
integracion de un mismo habitat en una poblacion viva de manera mutua y benéfica

(Dickinson y Lucas, 1987).

3.1.1 Bacterias fitopatégenas.

Se ha reportado que las bacterias son microorganismos patégenos de gran
importancia econdmica, éstas son organismos unicelulares de aproximadamente 3
micras de longitud, de pared celular rigida y no forman esporas. Segun las especies,

tienen uno o mas flagelos que utilizan para su movimiento. Se reproducen por fision

30



binaria o de multiplicacion asexuada (Bigre et al., 1987) y en condiciones calidas y
hiumedas se puede producir gran cantidad de células nuevas. Ademas, en
condiciones particulares, producen esporas formadas por aquellas bacterias que se
hallan en condiciones ambientales desfavorables (Anaya, 1999; Agrios, 1996). La
sustancia que forma las células de las bacterias se condensa, se empobrece de
agua; se circunda de robustas membranas, y asi la bacteria asume la forma de
espora duradera. Las bacterias esporigenas, resisten afios en el terreno o resisten
mas que las otras a las altas temperaturas y a otras condiciones desfavorables

(Guirau, 1985).

Los principales géneros de bacterias asociados a las enfermedades de las
plantas  son:  Agrobacterium,  Corynebacterium,  Streptomyces, Erwinia,
Pseudomonas, Xanthomonas y Xilella (Agrios, 1996; De Bauer, 1987; Garcia, 1971;

Diaz, 1993).

3.1.1.1 Caracteristicas generales de los géneros de  bacterias fitopatégenas.

Todas las bacterias fitopatdgenas son aerobias, alun cuando existen
anaerobias facultativas, actividad que ejercen dentro del tejido vegetal en donde en
ocasiones prevalecen condiciones anaerobias (De Bauer, 1987). Los agentes
patdgenos bacterianos de las plantas a excepcion de las distintas especies de
Streptomyces, son bastoncillos que carecen de la facultad de formar esporas

(Walker, 1973). Sin embargo, los caracteres generales mas utilizados incluyen los
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distintos tipos de desarrollo sobre agar en placas y en estrias; la reaccion al método
de tincion de Gram; licuacién de gelatina; reduccion de nitratos; produccion de indol,
acido sulfhidrico y amoniaco, tipo de desarrollo en leche; produccion de acidos y
gases con distintas fuentes de carbono (Walker, 1973). No obstante, aun asi, se
dificulta la posibilidad de realizar cualquier identificacion precisa, debido a la
capacidad de mutacién de los cultivos, dificultad de separar cultivos mixtos, distincion
entre mutaciones y mezclas (Rodriguez, 1991). En el Cuadro 1 se resumen las
caracteristicas mas esenciales de las bacterias que tienen importancia fitopatogénica

(Messiaen et al., 1995).

Es importante considerar, el hecho que otros caracteres taxonomicos también
pueden cambiar, lo que dificulta la caracterizacion y clasificacion de las bacterias

fitopatdgenas (Walker, 1973), por lo que es necesario su constante revision.

La sistemética natural basada sobre caracteristicas morfolégicas es
insuficiente por que las formas bacterianas son poco numerosas y pueden variar
para una misma especie segun las condiciones del cultivo (Bigre et al., 1987). La
caracterizacion e identificacion de las bacterias fitopatdgenas incluyen la
sintomatologia del hospedero, la morfologia celular y de la colonia medio de cultivo,
especificidad de hospederos y la reaccion a una amplia variacion de pruebas

seroldgicas y bioquimicas (Diaz, 1993).
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Los sintomas de las enfermedades bacterianas no son tipicos y pueden
confundirse con los sintomas de las enfermedades criptogamicas, de las virosis, de
los ataques de insectos o de alteraciones fisiolégicas (Agrios, 1976; de Bauer, 1987);
ademas de que su tamafio es pequefio y no contrastan con los tejidos afectados y es
necesario lograr una purificacion absoluta para conocer sus caracteristicas (Sosa-

Moss et al., 1997).

Las bacterias patégenas de las plantas en los tejidos enfermos estan
embebidas en abundantes polisacaridos de los cuales, la bacteria individual puede
separarse y liberarse en el aire con dificultad. Para efecto de dispersién es necesario
factores como gotas de lluvia, heridas, agua, insectos y el mismo hombre (Agrios,

1976; Lépez, 1994).

La duracion del periodo de incubacion esta gobernado por varios factores de
la bacteria patdgena, como son: la especie, modo de entrada, densidad de inoculo y
tipo de enfermedad; y los factores como la temperatura y la humedad (Bigre et al.,

1987).

La temperatura condiciona la actividad de estos patégenos. En mayoria las
bacterias necesitan un calor de 20 a 35°C, donde s e experimenta una multiplicacion
intensa que unida a las posibilidades parasitarias mas agudas provoca la muerte

rapida de las plantas atacadas (L6pez, 1994), por lo que estan especializadas y se
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conservan en los vegetales en la parte de éstos que presentan o han presentado

sintomas de la enfermedad (Bigre et al., 1987).

La identificacion por medio de la evaluacion de las caracteristicas morfolégicas
de las bacterias fitopatogenas, no son suficientes, para identificarlas debido a
semejanzas entre los distintos grupos de estos microorganismos (Agrios, 1996; De
Bauer, 1987). La aparicion de sintomas depende de la resistencia de la planta a la
enfermedad, la virulencia de la bacteria, y las condiciones ambientales (Lopez,

1994).

El ataque bacteriano incluye sintomas como pudriciones blandas, manchas
foliares, amarillamientos, tizones, enfermedades vasculares y agallas (De Bauer,
1987). La transmision por semillas también suele ser frecuente, donde las bacterias
unicamente afectan el tegumento o invaden los cotiledones (Messiaen et al., 1995).
Estos dafios se proyectan hacia la invasion de tejidos vasculares, destruccion del
tejido parenquimatoso y la estimulacion de la divisiéon celular sin diferenciacion
(hiperplasia) (Garcia, 1971) asi como sintomas de desecacion y necrosis en tejidos
de las hojas, como resultado de la destruccién de las membranas celulares (Agrios,

1994).

Las bacterias fitopatdgenas entran en relacion con sus huéspedes de muy

distintas maneras a través de heridas, estomas, lenticelos y nectarinos (Ledn, 1987)

y los efectos en las plantas varian considerablemente (Walker, 1973).
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Cuadro 1. Caracteristicas fundamentales de los géneros bacterianos parasitos de las hortalizas®.

Especie Categoria GRAM  Desarrollo  Color de las Pigmentos Metabolismo Prueba de
colonias difusibles de glucosa oxidasa de
Kovacs
Corynebacterium* + Lento Amatrillo _ Débil o nulo _
anaranjado
+
Pseudomonas Fluorescentes _ Rapido Incoloro (Fluorescente) Oxydativo +

No fluorescentes

Xanthomonas Desarrollo rapido _ Rapido Amarillo A veces + Oxydatif _
Desarrollo lento (pardo)
Lento
Erwinia No pectoliticos _ Rapido Incoloro _ Fermentativo +
Pectoliticos Rapido
Sapréfitos Muy rapido Amarillo

' Cuadro tomado de Messiaen et al., 1995
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La presencia de agua liquida suele ser necesaria para permitir que el
patdogeno se multiplique y se desplace hasta un punto donde la entrada sea
posible, posteriormente multiplicandose en los espacios intercelulares de la
planta, y asi secretar enzimas pectoliticas permitiendo agrandar el espacio donde
se encuentran y moverse a través de los tejidos, finalmente reproduce la muerte

celular (Manners, 1986).

3.1.1.2 Clasificaciéon del género  Clavibacter.

Comprende aquellas bacterias consideradas en grupo complejo llamado
“bacterias coryneformes” dentro de las cuales estaba el género Corynebacterium
(actualmente Clavibacter) (Sosa-Moss et al., 1997), tienen forma de bastones
rectos o ligeramente curvos, presentan segmentos irregularmente tefidos o
granulos e hinchamientos en forma de masa, provocando tragueobacteriosis
transmisibles a las semillas (Messiaen, 1995). Por lo regular, estas bacterias son
inmaviles, pero algunas especies se desplazan por medio de uno o dos flagelos
polares y son Gram negativas (LOpez, 1987; Agrios, 1996). Ademas son
tipicamente Gram (+) pero pueden decolorar facilmente y exhibir una tincion
irregular, son estrictamente aerobias, catalasa positivas, oxidasa negativas, no
forman &cidos rapidamente, llegan a formar agregados en forma de “V” y “Y”

(Sosa-Moss et al., 1997; Schaad, 1988).
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Las especies de este género inducen una gran variedad de sintomas en las
plantas susceptibles, incluyendo agallas, gomosis y marchitez (Sosa-Moss et al.,

1997).

En México la incidencia de enfermedades causadas por Clavibacter es muy
escasa, por citar alguno, la papa es uno de los cultivos mas propensos al ataque
por bacterias fitopatdgenas y en el caso de Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus, aun no se existian registros en México. Por el contrario, en el cultivo
de cebolla, identificado en Montecillo, Estado de México, la pudricion del bulbo
ocasionada por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis se presento

hasta en un 30% de incidencia (Anaya, 1999).

Aunque actualmente se describe la clasificacion de las bacterias en uno de
los tres dominios que incluyen a los organismos vivos, descrito en el Arbol de la
vida propuesto por Freeman (2005), se presenta la siguiente clasificacion

taxondmica sujeta a que la bacteria estudiada es una bacteria fitopatégena.

Clavibacter sensu George Agrios (1997).

ReiN0........coooviviiiiiin, Procaryotae
Bacterias
Division.........ccccevvvvvnnnnnne. Firmicutes
Clase......cccociiiviiiiiiiiinnns Thallobacteria
GENero.......oviiiiiiie e, Clavibacter
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Cabe destacar, que ninguna de las bacterias corineformes fitopatolégicas
pertenecen al género Corynebacterium sensu estricto, representado por el bacilo
de la difteria habiéndose creado el género Clavibacter, basandose en la estructura
de los peptidoglucanos de la pared celular. La especie Clavibacter michiganensis
esta dividida en subespecie, que se diferencian segun los resultados de la
hibridacion de ADN, de la electroforesis de las proteinas y de los tests
bioquimicos. Sin embargo, dicho cambio taxonémico no esta reconocido por todos
los fitopatologos, ya que algunos prefieren clasificar a estos organismos en
especies que se basan en la especificidad del huésped. El analisis de los acidos
grasos parece confirmar dicho reagrupamiento en especies. Por mencionar un
ejemplo, el huésped natural de Clavibacter michiganensis es la patata, aunque la
bacteria haya sido aislada en remolachas azucareras y en campo sobre una
especie de mala hierba, Solanum sarachoides. Numerosas especies de
Solanaceas, entre ellas la berenjena y el tomate, pueden ser infectadas

artificialmente, asi como de forma natural (Rousselle y Crosnier, 1999).

Algunas incluso, pueden dispersarse a través de suelo contaminado
arrastrado por el viento como se ha demostrado para Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, causante de cancro bacteriano del tomate, una de las
principales enfermedades en este cultivo (Ledn y Arosemena, 1980; Agrios,
1996). Su principal forma de transmisiébn es dentro y fuera de la semilla

(Dhanvantari, 1989; Ledn y Arosemena, 1980).
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Para el control de este patdégeno aparece como una medida fundamental el
asegurarse de la calidad fitosanitaria de la semilla que se emplee, ya que esta
puede constituir la principal fuente de indculo inicial. En caso de no estar seguros,
se puede recurrir a la desinfeccion de ésta con hipoclorito de sodio al 1% (lejia)
por 20 a 25 minutos, o tratamientos con agua caliente a 56 C por treinta minutos

(Ledn y Arosemena, 1980; Agrios, 1996).

En cuanto a control quimico, se puede recurrir a aplicaciones preventivas
de productos cupricos como oxicloruro de cobre, 6xido de cobre o hidréxido de
cobre. Una vez que el problema esta presente, estas ayudaran a reducir la
velocidad de diseminacion de la enfermedad (Cremlyn, 1982). Sin embargo, la
lucha quimica es en general muy decepcionante, solamente dos tipos de materias
activas pueden aconsejarse el uso de cobre anteriormente mencionado, que
tiene un efecto bacteriostético frena el crecimiento de la poblacion bacteriana pero
no las mata, Unicamente Uutil como accién preventiva; y los antibiéticos que tienen
una accion bactericida, y que actualmente estan prohibidos en Francia, debido al
riesgo de aparicion de razas resistente en las bacterias y el riesgo a la

fitotoxicidad en particular con la estreptomicina (Bigre et al., 1987).

Es sin duda el uso de semillas saludables la condicibn mas importante
para controlar la enfermedad. Deben usarse solo semillas que han sido extraidas
(Thyr et al., 1973). Una reduccién sustancial de infeccion puede lograrse por el

tratamiento quimico de la semilla (Dhanvantari, 1989).
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Una vez que la enfermedad aparece en una cosecha, la higiene estricta se
mide en el desarraigo de plantas infectadas y aislamiento de filas infectadas que
puede minimizar la pérdida del rendimiento. Las medidas profilacticas (la
destruccion de residuos de la cosecha, desinfeccion de estructuras y equipo) son
esenciales para la prevencion de dafios y asi promover la proteccion de las
cosechas. Las fuentes de resistencia estan disponibles (Van Steekelenburg,
1985) pero no se ha incorporado todavia a cualquier grado significante en los

cultivos comerciales.

3.1.2 Bacterias fitopatégenas asociadas a semillas.

Las plagas y fitopatégenos causantes de enfermedades pueden ser
transportados por recursos fitogenéticos o materiales vegetales destinados para

uso y consumo humano y pecuario (Vasquez, 2008).

Entre los organismos fitopatdgenos que pueden ser transportados por las
semillas es el grupo de los hongos en primer lugar, seguido de bacterias, virus y
algunos nematodos (Agrios, 1997; De Bauer, 1987; Vasquez, 2008). Por lo tanto,
la semilla puede ser infectada externa o internamente por una bacteria patdgena
de plantas durante el curso de desarrollo y maduracién de frutos y vainas (Agrios,

1996).

Las bacterias que sobreviven en la semilla (Cuadro 2) permanecen viables

por mucho tiempo entre 10 y 20 afios. Asi, la semilla puede infectarse o
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contaminarse por varios caminos (Lopez, 1994). La infeccion de la semilla puede
0 no presentar sintomas que la distingan. Por ejemplo en el tizon de halo del frijol
causado por Pseudomonas syringae p.v. phaseolicola, cerca del 50% del total de

la enfermedad es transmitido por semillas con sintomas (L6pez, 1994).

La sobrevivencia saprofitica significa la capacidad de la bacteria
fitopatdgena para mantener en el suelo en ausencia de plantas o en plantas
muertas 0 en residuos de las mismas (De Bauer, 1987). Las fitobacterias
sobreviven en la fase saprofitica en un estado hipobidtico con una marcada

reduccion de su actividad metabdlica (Agrios 1996; Lépez, 1994).

3.1.3 Bacterias simbiéticas en cultivos agricolas.

Las legumbres (Leguminosaceae o Fabaceae) incluyen unas 18,000
especies distribuidas en aproximadamente 750 géneros entre las que se cuentan
la soja, la alfalfa, el trébol y las que producen las arvejas o0 porotos. Las
legumbres constituyen la fuente mas importante de alimentos vegetales tanto para
los seres humanos como para el ganado. Las legumbres ademas son esenciales
para mantener el balance de nitrégeno del suelo debido a su capacidad de
albergar bacterias que utilizan nitrdgeno gaseoso que proporcionan a las plantas
la fuente de este elemento sin consumir los compuestos nitrogenados presentes

en el suelo (Fernandez, 2005).
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Cuadro 2. Fitobacterias que sobreviven en semillas®.

Bacteria

Nombre de la enfermedad

Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis

Clavibacter michiganensis subsp.

nebraskensis

Curtobacterium flaccumfaciens p.V.

flaccumfaciens

Pseudomonas avenae
Pseudomonas glumae
Pseudomonas syringae p.v. glycinea

Pseudomonas syringae p.v. lachrymans

Pseudomonas syringae p.v. pasheolicola
Pseudomonas syringae p.v. pisi

Xanthomonas campestris v.p. campestris

Xanthomonas campestris p.V.

malvacearum

Xanthomonas campestris p.v. phaseoli

Cancer bacteriano del tomate

Marchitez bacteriana de Goos y
tizon del maiz

Marchitez bacteriana del frijol

Rayado café del arroz

Pudricion del grano del arroz
Tizén bacteriano de la soya
Mancha angular de la hojas de
las cucurbitaceas

Tizén de halo del frijol

Tizén bacteriano del chicharo
Pudricion negra de las cruciferas

Tizén bacteriano del algodén

Tizdn comun del frijol

' Cuadro tomado de Lopez, 1994

Esta condicion se puede definir mediante el término de simbiosis, usado

para designar la relacion entre dos organismos que viven juntos. En algunos

casos no tienen efectos unos sobre otros ni siquiera en cuanto a alimentacion; en
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este caso se llama simbiosis neutral (comensalismo). En otros casos ambos
organismos pueden obtener sus nutrimentos uno del otro sin ocasionarse dafos,
este caso se denomina simbiosis mutua (mutualismo) como en el caso de la
bacterias noduladoras de las leguminosas (De Bauer, 1991). Aqui las bacterias
obtienen nutrimentos de las células radicales de las leguminosas, y éstas a su vez
utilizan el nitrogeno fijado del aire por las bacterias. Se considera que bajo
condiciones criticas especiales, las bacterias noduladoras pasan a una fase

patogénica (Agrios, 1996).

Finalmente, hay casos en que el organismo vive en asociacion con otro
ocasionandole dafios, como parasito o patdogeno lo cual constituye una simbiosis

antagonica, categoria donde se ubican los fitopatdgenos (De Bauer, 1991).

Un ejemplo de simbiosis es la fijacion simbidtica de nitrégeno. En ella se
establece una relacién de este tipo entre bacterias heterotrofas de los géneros
Rhizobium y Bradyrhizobium (denominados colectivamente rhizobios) y plantas
leguminosas. Los microorganismos son albergados por raices o tallos y asi
logran, mediante sistemas enzimaticos especificos, que el nitrégeno gaseoso (N,)
que no es aprovechable por las plantas se transforme en amonio que puede ser
utilizado por ellas. La asociacion es mutuamente beneficiosa porque permite que
las bacterias obtengan hidratos de carbono del vegetal mientras que este se
beneficia incorporando nitrogeno del aire. Esto a su vez impide que el suelo

pierda sustancias con nitrégeno (Fernandez, 2005).
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La funcidn clorofilica en las plantulas resulta poderosamente influida por el
nitrogeno existente en el suelo: cuanto mas asimilable sea la forma en que
aparezcan sus compuestos, tanto mas favorecida se vera la planta. Las
necesidades de nitrégeno son muy variables en esta etapa, dependiendo no sélo
de la especie cultivada, sino de otros muchos factores (humedad, temperatura,
inoculacion, reaccién del suelo, etc.). Conforme la simbiosis con Rhizobium va
proporcionando a las plantas nitrégeno asimilable en forma de compuestos del
suelo por parte del sistema asimilador de las mismas; solamente en el caso de
una interrupcion de la actividad simbiotica, por ejemplo, por la accion de un
bacteriéfago, la planta puede necesitar una aportacion nitrogenada del suelo

(Mateo, 1961).

Por lo tanto, la fijacion biologica de nitrdgeno es la conversion enzimatica
de nitr6geno gaseoso a amonio; es una caracteristica exclusiva de procariontes y
se encuentra distribuida en muchos géneros de bacterias (Young, 1992). Ademas
de las bacterias fijadoras de nitrégeno en vida libre, existen bacterias del suelo
que se asocian a plantas y, en particular, un grupo de éstas (de los géneros
Rhizobium y otros relacionados) se asocian a leguminosas (Mateo, 1961). La
asociacion Rhizobium-leguminosa contribuye entre un 1/3 y un 1/2 del nitrégeno
fijado de la atmoésfera y se basa en el intercambio de carbono por nitrégeno entre
ambos simbiontes ya que para las plantas el nutriente mas limitante es el

nitrogeno (Nufez, 2009).

44



3.1.3.1 Caracteristicas generales de las bacterias simbidticas

asociadas a cultivos agricolas.

Existe una estrecha relacion simbidtica entre vegetales superiores y
colonias de bacterias nitrificantes, este género de bacterias se alojan en las raices
creando nodulos bacterianos (Pérez, 2006). Las cuales fijan el nitrogeno
atmosférico y con los azucares que obtienen de la planta, fijan el nitrégeno dentro
de la biomasa bacteriana. Si las bacterias satisfacen sus necesidades de
nitrogeno, entonces, el nitrdgeno pasa a la planta, y pueden observarse niveles
elevados de proteina en la planta. Este nitrégeno elevado no se libera al suelo
hasta que muere parte de la planta, o se exuda al suelo en la rizosfera (Lopez,

1994; Mateo, 1961).

Gracias a sus simbiontes, capaces de fijar el nitrégeno atmosférico, las
leguminosas no requieren abonos nitrogenados. Posiblemente, los distintos
grupos de leguminosas tendrdn como simbiontes distintas especies del género

Rhizobium, pero esto no es seguro (Nufiez, 2009).

Todas las especies de rhizobia forman nédulos en las raices o tallos de las
leguminosas y se establecen dentro de estas estructuras en donde proliferan, se
diferencian y fijan nitrégeno. Existe especificidad en esta relacion, 1o que significa
gue una especie de leguminosa establece simbiosis con un limitado niamero de

especies de rhizobia (Mufioz y Serrato, 1995; Zavaleta, 1989).
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La simbiosis entre los rizobios y las leguminosas no es debida a una
especializacion de un nicho ecologico particular puesto que la distribucion de las
leguminosas es muy amplia, sino que se trata de una relacion debida a
caracteristicas genéticas particulares de las leguminosas que no se presentan en
otros grupos de plantas y que durante la evolucion no han aparecido mas de una

vez (Anénimo, 2008).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, conocidas como PGPR
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria), se caracterizan por ser rizobacterias que
colonizan las raices de las plantas y estimulan significativamente el crecimiento

vegetal tanto de forma directa como indirecta (Fernandez, 2005).

El empleo de rizobacterias en la produccion agricola de remolacha
azucarera, calabaza y tomate, resulta viable y beneficioso, no so6lo en el
incremento de la produccion agricola, sino también en el rendimiento global, ya
que posiblemente se abaraten los costos econdmicos. Ademas supone una
alternativa al uso de productos fitosanitarios, ya que en ocasiones se emplean de
forma abusiva. Estas técnicas de control biolégico resultan mas compatibles con
el desarrollo de una agricultura mas racional y sostenible (Pérez, 2006; Zavaleta,

1989).
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3.1.3.2 Clasificaciéon del género  Rhizobium.

Lépez (1994), propone la siguiente clasificacion taxondmica para el género

Rhizobium.
ReiN0........coovvvvviviiin, Procaryotae
Phyllum...................... Procariota
Clase.......c.ocovvvveinnnnn. Proteobacteria alfa
Orden........................ Rhizobiales
Familia....................... Rhizobiaceae
GENero......covvvveieninns Rhizobium

La diversidad genética de Rhizobium aislados de ndédulos de frijol
disminuye considerablemente en algunas variedades de frijol (Phaseolus
vulgaris), si se siembran éstas en presencia de fertilizantes nitrogenados (Mateo,
1961). El nitrogeno fijado afiadido como fertilizante quimico inhibe la formacion de
los nédulos vy la fijacion de nitrégeno cuando se afiade a plantas noduladas. El
proceso de fijacion de nitrbgeno es muy costoso energéticamente y esto tal vez
explique la facil pérdida de los genes de fijacion de nitrégeno (Mufioz y Serrato,

1995).
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3.1.3.3 Relacién simbidtica bacteria-planta en agro  ecosistemas.

El crecimiento de la mayoria de los vegetales depende de la presencia, en
el suelo, de nitrogeno en cantidad suficiente. Sin embargo, una familia de
vegetales, las leguminosas, suple parcialmente esta carencia, asociandose con
bacterias del suelo del género Rhizobium, capaces de captar el nitrogeno
presente en el aire. Cuando estas bacterias entran en contacto con su hospedero
vegetal, provocan a nivel de las raices la aparicion de ndédulos en los cuales se
refugian (Nufiez, 2009). Esta relacion estrecha llamada simbiosis favorece a
ambos organismos: la planta proporciona elementos nutritivos a la bacteria, y esta

altima le restituye a cambio el nitrégeno que almacené (Guirau, 2007).

Las bacterias viven dentro de nédulos en la raices de las leguminosas,
proporcionan a las plantas todo el nitrdgeno que necesitan para producir
compuestos nitrogenados como clorofilas, proteinas y acidos nucleicos, y las
leguminosas suministran a las bacterias, azucares y otras moléculas organicas

ricas en energia (Saenz, 2008).
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Ensayos de
Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas,
perteneciente al Departamento de Fitomejoramiento de la Universidad Autbnoma
Agraria “Antonio Narro”, ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México, en
conjunto con el Centro de Desarrollo de Productos Bioticos del Instituto

Politécnico Nacional de Yautepec, Morelos, México.

» Bioensayo con Bacterias Fitopatogenas.

Aislamiento. El in6culo fue aislado a partir de semillas de acelga (Beta
vulgaris var. cuspidata). Se utilizaron 100 semillas las cuales fueron sumergidas
en una soluciéon iso6tonica (Duveiller y Klaus, 1997), promoviendo el
desprendimiento de cualquier propagulo para obtener una suspension. Se tomo
una alicuota de 0.5 mL de la solucion madre para realizar diluciones seriadas de
10" hasta 10 en tubos de ensayo con 5 mL de agua destilada estéril, bajo
condiciones asépticas. De cada dilucién se transfirieron 0.2 mL. a placas Petri con
medio malta-sal-agar (MSA) elaborado como se ha descrito previamente (Sosa-
Moss et. al, 1997), depositando hacia al extremo de la placa para difundir con una
asa bacteriolégica previamente flameada., después se incubaron a 24 C durante

48 horas.
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Prueba de patogenicidad. A las cepas desarrolladas se les realizé la
prueba de patogenicidad con trozos de zanahoria y papa. La prueba de
patogenicidad se efectud colocando trozos de papa y zanahoria en cajas Petri
bajo condiciones asépticas. La papa y la zanahoria fueron lavadas y esterilizadas
superficialmente sumergiéndolas en alcohol etilico al 70%, para después flamear.
El cultivo bacteriano de 24 horas, fue inoculado asépticamente por puncién en
cada una de las rebanadas. Se incubaron a 25 C dur ante 72 horas y se revisaron
visualmente para detectar la presencia de tejidos de apariencia humeda o
reblandecida como indicio de la actividad fisiolégica de las bacterias
fitopatdogenas, seleccionando aquellas cepas que hubieran generado dicha

actividad.

Identificacion de la cepa. La cepa fitopatogena seleccionada se
analizé mediante pruebas fisiolégicas y quimicas, para identificarla y clasificarla a
nivel género, utilizando las siguientes pruebas consideradas en la literatura (Sosa-
Moss et al., 1997; American Phytopathological Society, 1980), tales como tincion
Gram, prueba de Ryu, prueba de catalasa, produccion de H,S y reacciéon de
patogenicidad. La cepa obtenida fue preservada en medios generales y semi-
selectivos como Papa Dextrosa Agar, Extracto de Levadura-Dextrosa-Carbonato
de calcio- Agar (YDC), Medio B de King, Peptona-Extracto de Levadura Agar
(PY), elaborados como previamente se ha reportado (Gilchrist et. al, 1995; Sosa-

Moss et. al, 1997; Schaad, 1988).
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Tincibn Gram. Se realiz6 un frotis de la cepa seleccionada en un
portaobjetos, después se aplico la solucion cristal violeta, dejandole actuar por un
minuto, lavando el frotis con agua y secando al aire el exceso de agua. Se aplico
una solucion de lugol dejando actuar por un minuto. El frotis se decoloré con
alcohol etilico, después se enjuagd con agua; posteriormente se cubrié con
safranina dejandola actuar por 30 segundos, lavando con agua y secando al aire.
Se observé al microscopio compuesto a un aumento de 100x (Benson, 1998;

Dhingra y Sinclair, 1995).

Prueba de Ryu. Esta prueba se realiz6 para corroborar los resultados
obtenidos en la tincion de Gram. Se realiz6 con cepas jovenes (18-28 hr) y una
solucion de hidroxido de potasio (KOH) al 3%. Se colocdé una gota de esta
solucion en un portaobjetos, adicionando una porcién de inéculo de la cepa con
un asa bacterioldgico, la cual fue suspendida en la gota. Dicha gota se reposo por
13 segundos y fue levantada ligeramente para observar si se formaba una
especie de hilo mucoide. Si se formaba dicho hilo se diagnosticaba como Gram

negativa y en caso contrario Gram positiva (Duveiller y Klaus, 1997).

Prueba de catalasa. Se utilizd peroxido de hidrégeno (H.O,) al 3%,
depositando una gota de esta solucion sobre un portaobjetos, mezclandola con
una pequefia porcion de la cepa cultivada por 24 horas; dicha mezcla se reposo
por algunos segundos para inducir una reaccion en la que se generaran burbujas.
La presencia de burbujas revelaba una reaccién positiva a la prueba de catalasa

(Schaad, 1988).
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Produccion de H,S. El medio de cultivo para la produccion de &acido
sulfhidrico, preparado como previamente se ha referido (Rodriguez, 1991).
Se tomdé una cantidad de cultivo bacteriano con una aguja de diseccion
previamente estéril, insertando hasta perforar el medio para después retirar de la
misma manera y finalizar con una estria simple. Los tubos fueron sellados e
incubados a temperatura ambiente (28 C + 4 ), pa ra ser monitoreados
diariamente y evaluar si se presentaba un cambio en la coloracion del medio, y

determinar el tiempo de la produccién de acidos.

Prueba de patogenicidad en plantas. Se utilizaron plantulas de acelga,
sembradas en Peet-Moss esterilizado. Se empleé una suspensiéon densa de la
cepa bacteriana pura en 5 mL de agua destilada estéril, hasta obtener una

suspensién con una turbidez dada (Fig. 1).

Figura 1. Suspension de

bacterias para efectuar

reaccion de patogenicidad.
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La suspension fue aplicada por inyeccion en la parte axial de los tallos.
Incubando la prueba en invernadero durante 24 horas. Al terminar dicho periodo
se registro la presencia o ausencia de sintomas asociados con parasitismo por
bacterias, como flacidez, clorosis y manchas de apariencia humeda (Agrios,

1996).

Desarrollo de Bioensayo con Acidos Fulvicos y la Ba cteria
Fitopatdgena Clavibacter spp. Los acidos fulvicos (AF) se obtuvieron al 14 % de
su concentracion, extraidos de composta de gallinaza, provenientes del
Departamento de Ciencias del Suelo de la UAAAN.

Se emplearon dosis de AF de 0, 500, 1500, 2500 y 3500 ppm, con 3
repeticiones, en los que se diluyeron concentraciones de indculo bacteriano de 10°
! hasta 10™. Dichas concentraciones de inéculo se expusieron a los AF durante
tiempos de 30, 60 y 90 minutos. Después de cada uno de los periodos de
exposicion se tomo una alicuota de 0.25 mL de cada repeticion por tratamiento,
depositando en cajas Petri con medio PDA, difundiéndolas asépticamente con
una varilla de vidrio. Las cajas se incubaron a 25 C durante 48 horas, después de
dicho periodo se realizé el conteo de las colonias viables por cada tratamiento,
mediante una plantilla milimétrica con la que se estimo el total de ufc viables en la
superficie de la placa, al multiplicar las colonias detectadas en promedio,
considerando los cinco centimetros cuadrados distribuidos en un sistema de
muestreo de 5 de oros, y cuya conversion a ufc/mL consistié en una regla de tres
simple, multiplicando el promedio de las ufc desarrolladas en cada tratamiento por

1 mL entre los 0.25 mL de muestra.
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Andlisis estadistico . Dicho andlisis se realiz6 bajo un disefio experimental
completamente al azar con arreglo trifactorial (AxBxC), donde los factores
principales fueron: A= Dosis de acidos fulvicos; B= Concentraciones de inoculo y
C= Tiempos de exposicion, co3 repeticiones; teniendo como variable el nimero

de ufc viables por tratamiento.

Se realiz6 el ANOVA de los tratamientos y comparaciones apareadas de
medias utilizando la prueba de Tukey con el programa SAS (Statistical Analysis

System® version 8.0) bajo el siguiente modelo experimental:

Yikm = 1+ o + By + Y + (af) + (ay)i + (By)i + (aBY)ix + Sijam

Yim = NUmero de ufc viables en la ijkim-ésima unidad experimental

i = Efecto de la media general del experimento

a; = Efecto verdadero de la i-ésima dosis de acidos fulvicos (A)

B; = Efecto verdadero de la j-ésima dilucion de inéculo (B)

Yk = Efecto verdadero del k-ésimo tiempo de exposicion (C)

(ap); = Efecto verdadero de la interaccion de la i-ésima dosis de acidos falvicos
con la j-ésima dilucién de in6culo (AB)

(ay)ik = Efecto verdadero de la interaccion de la i-ésima dosis de acidos fulvicos

con el k-ésimo tiempo de exposicién (AC)
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(By)ik = Efecto verdadero de la interaccion de la j-ésima dilucion de inoculo con el
k-ésimo tiempo de exposicién (BC)

(aBy)ik = Efecto verdadero de la interaccion de la i-ésima dosis de acidos fulvicos
con la j-ésima dilucién de inoculo y el k-ésimo tiempo de exposicion (ABC)

Siwm = Error experimental en la ijkim-ésima unidad experimental

Antes de efectuar el analisis estadistico, se realizaron transformaciones
estadisticas, dados a la complejidad de los datos con la funcion logaritmo base 10
que se realizo con la finalidad de ajustar los datos a una distribucion estadistica

acorde al modelo utilizado en el experimento (Padron, 2003) y que consiste de:

Log a (b) =c

» Bioensayo con Bacterias Simbioticas.

Aislamiento. La cepa de Rhizobium fue aislada de nédulos de plantas de
frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculadas con la cepa caracterizada correspondiente
al cepario del CeProBi y colectados en el vivero experimental del Departamento
de Interacciones Planta-Insecto, perteneciente al Laboratorio de Fitopatologia. Se
obtuvieron 9 ndédulos desprendiéndolos de las raices de las plantas, éstos fueron
colocados en un vidrio siracuse para ser lavados con agua corriente quitando
excesos de suelo y desinfestandolos con una solucion de hipoclorito de sodio al

5% durante 90 segundos. Cada nodulo fue prensado con una pinza de diseccion
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asépticamente, hasta obtener inéculo bacteriano, cultivandolo en cajas de Petri

con PDA e incubandolas a 25 .

Desarrollo de Bioensayo con Acidos Flvicos y la Ba cteria Simbidtica
Rhizobium sp. Se tomd una porcion determinada de cultivo de 48 horas de
antigiiedad, suficiente para realizar una solucion madre con una turbidez que
eventualmente fue cuantificada. Posteriormente se realizaron 3 diluciones
seriadas de inoculo transfiriendo 0.5 mL en cada tubo de ensayo estéril con 5 mL
de agua destilada, se emplearon concentraciones de 0, 500 y 3500 ppm de AF,
con diluciones seriadas de inéculo de 10™, 102y 103, a 2 tiempos de exposicién,
30 y 90 minutos, con 4 repeticiones por tratamiento. Se aplicaron 10 pL del
in6culo procesado para cada tratamiento en placas Petri de 40 x 15 cm con medio
PDA, difundiendo con una varilla metalica bajo condiciones asépticas. Fueron
incubadas a 25° C, durante 48 horas, realizando conteos de las ufc viables
presentes en el area total de la caja Petri, como se mencioné anteriormente en las

bacterias fitopatogenas.

Andlisis estadistico. Se realizd el analisis bajo un disefio experimental
completamente al azar con arreglo trifactorial (AxBxC), donde los factores
principales fueron: A= Dosis de acidos fulvicos; B= Concentraciones de inéculo y
C= Tiempos de exposicion, con 4 repeticiones; tomando como variable el nimero
de ufc viables por tratamiento. Se realiz6 el ANOVA de los tratamientos y
comparaciones de medias utilizando la prueba de Tukey con el programa SAS

(Statistical Analysis System® versién 8.0). Antes de ejecutar el analisis
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estadistico, se realizaron transformaciones estadisticas de los datos a la funcion
de Logaritmo base 10, ajustandolo al procedimiento antes mencionado en el

ensayo de bacterias fitopatégenas y acidos fulvicos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El aislamiento del extracto de semillas de acelga generé 3 colonias que

fueron seleccionadas de acuerdo a su morfologia colonial. En el Cuadro 1.1 se

muestran las caracteristicas morfologicas que presentaron cada una de ellas.

Cuadro 1.1. Morfologia colonial de las cepas bacterianas aisladas de semilla de

acelga.
Morfologia colonial
Cepa* Color Configuracion Margen Elevacion
Acel-A Blanco Redonda Liso Plana
Acel-B1 Amarillo Redonda Entero Umbonada
Acel-C1 Gris Redonda Liso Plana

*Acel-A, B1 y C1 corresponden a los diferentes tipos de colonias bacterianas aisladas del

extracto de semilla de acelga de la misma muestra.

La cepa Acel-B1 resulté positiva a la prueba de patogenicidad en tejido de
papa, después de reaislar el tejido dafiado se comprobd que era la misma cepa,
considerando la morfologia colonial correspondiente, la cual se procedié a
caracterizar. Se utilizaron en total 6 pruebas, para identificar el género de la cepa
Acel-B1, las cuales son mencionadas en el Cuadro 1.2. En la prueba de Gram
aplicada a dicha cepa, fueron observadas células tefidas de color lilihceo ademas
que presentaban forma de baston y una ligera curvatura llegando a formar

agregados en forma de “V” y “Y”, comprobando con la prueba de Ryu, donde se
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observé que la presencia del hilo mucoide no se hizo evidente, dando una
reaccion negativa, corroborando asi que se trata de una bacteria Gram positiva.
Asimismo los subcultivos de la cepa Acel-B1 en medio PDA a medio YDC fue
persistente la coloracion amarilla de las colonias de dicha cepa (Fig. 2). Estos
resultados indicaron la posibilidad de que dicha cepa correspondiera al género
Clavibacter, los cuales concuerdan con la identificacion que se hiciera para el

género sindnimo Corynebacterium por Shaad (1988).

Figura 2. Cepa Acel B-1 cultivada en medio de cultivo Yeast Extract-Dextrosa-

Calcium carbonate-agar (YDC) (A). Tincion Gram de la cepa Acel-B1 (B).

En cuanto a la prueba de la catalasa, al transcurrir algunos segundos se
emanaron burbujas generando una reaccion positiva. En la produccién de H,S, la
reaccion obtenida concuerda con lo reportado por Sosa-Moss et al., (1997), en el
sentido de que la bacteria produce acidos lentamente, observando que el medio
de cultivo cambio de beige a café oscuro.

En la reaccion de patogenicidad realizada para comprobar los postulados
de Koch, se observé cambios en el tejido inoculado a las 24 horas, esta prueba

dio positivo al diagndstico (Fig. 3).
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Cuadro 1.2. Reacciones diferenciales® inducidas en pruebas determinativas para género por la cepa bacteriana

fitopatogénica Acel-B1.

Pruebas Reacciones en  Reacciones Reacciones en  Reacciones Reacciones en
Determinativas la cepa aislada  en Clavibacter Xanthomonas en Erwinia Pseudomonas
Gram + + - - -

Ryu + + - - -
Catalasa + +

Produccion de H,S +2 +2 40

Oxidasa * - - + +
Aerobiosis y * + - + -

anaerobiosis

Reaccion de + + + + +
patogenicidad

Colonia amarilla + + + - -
en YDC*

! Reacciones diferenciales reportadas por Sosa et al., (1997) y Duveiller et al. (1997)

a La produccién de H3S es lenta

b La produccién de HzS es dentro de los 21 dias segun el método de Dye (1962) (citado por Rodriguez, 1991)
¢ Reportado por Shaad (1988)

* Estas pruebas no se aplicaron a la cepa Acel-B1
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Se observaron sintomas como desecacion y necrosis de los tejidos de las
hojas, como resultado de la destruccion de todas las membranas celulares que se

encontraban en contacto con las bacterias inoculadas (Agrios, 1994).

Figura 3. Resultado de la reaccidén de patogenicidad en plantulas de

acelga, 24 horas después de la inoculacion con la cepa Acel-B1.

En base a los resultados obtenidos se considera que la cepa Acel-Bl
potencialmente corresponde al género Clavibacter; dichos resultados concuerdan
con lo reportado por Sosa-Moss et al., (1997) y Schaad (1988). No obstante la
realizacion de las pruebas para la identificacion de la cepa Acel- B1, se propone
continuar en futuras investigaciones con dicho proceso hasta confirmar todo el
rango de pruebas para identificar el género Clavibacter y si es posible determinar
la especie correspondiente. Dicho género se ha reportado en hortalizas tales
como jitomate, papa y pimiento pertenecientes a la familia Solanaceae (Messiaen,
1995), actualmente poco se sabe de su incidencia en el cultivo de la acelga,
aunque en Europa se ha reportado Corynebacterium betae en betabel

(Neergard, 1977).
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Bioensayo con Acidos Fulvicos y la Bacteria Fitopat ogena Clavibacter spp.

Los resultados obtenidos indican que los &cidos fulvicos (AF) tienen
actividad bactericida, considerando sus efectos en la bacteria Clavibacter spp. De
acuerdo a la comparacioén visual de medias generales de ufc viables/ml obtenidas
en la dosis de acidos fulvicos, la que resulté con mayor efecto fue la de 3500 ppm,

en comparacion con el resto de los tratamientos (Fig. 1.1).

ufc/ml viables {Log 10)

0 500 1400 2500 3500

Dosis de acidos filvicos (ppm)

Figura 1.1. Medias generales de los tratamientos

con acidos fulvicos en Clavibacter spp.

Cabe sefialar que todos los tratamientos probados fueron estadisticamente
diferentes que en relacion a las diferencias entre los tratamientos y considerando
a los factores: Dosis de AF, Concentracion de indculo y Tiempo de exposicion,
resultaron altamente significativas (P= 0.0001). Las interacciones que influyeron
en la eliminacion de ufc fueron Dosis de AF x Concentracion de inoculo; Dosis de
AF x Tiempo de exposicion siendo altamente significativas; sin embargo la

interaccién Concentracion de inéculo x Tiempo de exposiciéon (P= 0.0992) y la
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interaccion de los tres factores (P= 0.5677), no tuvieron un impacto sobresaliente
en la disminucion de ufc viables, ya que éstas resultaron no significativas (Cuadro

1.3).

Cuadro 1.3. Analisis de varianza para la variable viabilidad de ufc/mL de

Clavibacter spp. tratada con &cidos fulvicos.

FV GL CM FC
Dosis de acidos fulvicos 4 13.67809951 256.82**
Concentracion de in6culo 3 32.28851372 606.25**

Tiempo de exposicién 2 0.26178200 4,92
Dosis x Conc 12 0.38588502 7.25%*
Dosis x Tiempo 8 0.25296981 4.75%*
Conc x Tiempo 6  0.09734387 1.83%°
Dosis x Conc x Tiempo 24 0.04929995 0.93"°

** Diferencia altamente significativa (0.01); “° Diferencia no significativa

Coeficiente de variacion= 4.928919 %

En el Cuadro 1.4 se observo la dosis de AF mas efectiva en relacion con el
tiempo de accion y la concentracion de inéculo que propiciaron a dicha efectividad
perteneciente a la dosis de 3500 ppm, a una concentracién de inéculo de 10* y a
un tiempo de accion de 30 minutos. Cabe sefialar que las medias B, C y D del
factor Dosis de AF presentaron incidencia minima comparadas con el grupo A.
Por otra parte, la tendencia en el factor Concentracion de inoculo presentd una
diferencia en todos los grupos, que por lo contrario en el Tiempo de exposicion,

los grupos A y B estan diferenciados por una minima referencia.
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Cuadro 1.4 Comparacién de medias’ de los factores principales en el bioensayo

de acidos fulvicos e inéculo de Clavibacter spp.

Dosis de ufc/mL Concentra-  ufc/mL Tiempo de ufc/mL
acidos viables cion de viables exposicion viables
falvicos in6culo (minutos)

(ppm) (ufc/mL)

0 5.08289 A 10" 4.96663 A 60 3.76055 A
500 3.70707 B 107 3.96663 B 90 3.65540 B
1500 3.27147 C 107 2.96663 C 30 3.61066 B
2500 3.23076 C 10 2.77559 D

3500 3.05215 D

' Tukey P=0.05

Medias con diferentes letras en la columna son estadisticamente diferentes.

En cuanto al porciento de inhibicion de las ufc/ml evaluadas a los 30
minutos de exposicion a diferentes dosis de AF, indican que aquellas
concentraciones de inéculo tratadas con AF comparadas con las no aplicadas, las
ufc se ven reducidas en todos los tratamientos aplicados; este efecto se logra
desde la dosis minima (500 ppm) al permanecer un 14.86% de la primera dilucion
de inéculo de un total de 311,068 ufc/mL, aunque en la dilucién de inéculo de 107
a la misma dosis permanecio el 95.27% de ufc viables, lo que indica que aun no
se ha manifestado el efecto de los AF sobre el inoculo bacteriano. No obstante,

conforme la dosis de AF se incrementa el porcentaje de ufc/mL viables disminuye
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gradualmente hasta llegar a obtener un porcentaje de control del 99.19% en la
dosis maxima de AF en las dilucién de 10 (Cuadro 1.5).

La tendencia de las ufc/mL viables expresada en porcentaje a los 60
minutos de exposicion, indica que el efecto de los acidos fulvicos aumenta, la
mayor efectividad se obtiene en la dosis maxima de AF con interaccion de las tres
primeras concentraciones de inodculo que responde a un porcentaje de hasta de
99.27% en la Ultima dilucién de 10* (Cuadro 1.6). Sin embargo, el méximo
porcentaje de control es mas notable ante la dosis de 1500 ppm en la ultima
dilucion, quedando como inéculo sobreviviente el 99.56%. No obstante la dilucion
de 10 muestra una fluctuacién en el porcentaje de indculo sobreviviente, es la
dilucién que mantiene un porciento por encima de la dilucién de 10 (Cuadro 1.6).

El intervalo de cada uno de los tratamientos, se ve conducido a la misma
tendencia de eliminacion de ufc, puesto que el efecto de los AF influye al
porcentaje de las ufc viables desde la dosis minima y al méximo tiempo de
exposicion (90 min.). La méaxima efectividad se obtiene en la dosis de 3500 ppm y
a las diferentes concentraciones de indculo. El efecto en la dilucién de 10 no
obtiene el mismo grado de certidumbre que los tratamientos donde si hubo
control, la fluctuacién en el porcentaje de las ufc/mL viables persiste, sin embargo,
el control mas efectivo en esta dilucion se presenta a la dosis de 3500 ppm,
donde el porcentaje de ufc/mL viables es de 0.42% en la dilucién de 10 (Cuadro

1.7).
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Cuadro 1.5. Porcentaje de sobrevivencia de inO0culo bacteriano en diferentes diluciones de ufc de Clavibacter spp. tratadas con

acidos fulvicos a diferentes dosis a los 30 minutos de exposicion®.

Dosis de acidos fulvicos (ppm)

0 500 1500 2500 3500
Diluciones ufc/mL % ufc ufc/mL % ufc ufc/mL % ufc ufc/mL % ufc ufc/mL % ufc
de ufc viables viables viables viables viables
101 2093077 100 311068 14.86 179901 8.59 133936 6.39 88761 4.24
10 2 1113694 100 1061018 95.27 170590 15.31 126405 11.35 84252 7.56
103 557425 100 84008 15.07 81280 14.58 60029 10.76 40345 7.23
10 95496 100 2096 2.19 889 0.93 1565 1.63 781 0.81

Tiempo de exposicion se refiere al tiempo del tratamiento de las ufc con los acidos fllvicos.

66



Cuadro 1.6. Porcentaje de sobrevivencia de inOculo bacteriano en diferentes diluciones de ufc de Clavibacter spp. tratadas con

acidos fulvicos a diferentes dosis a los 60 minutos de exposicion®.

Dosis de acidos fulvicos (ppm)

0 500 1500 2500 3500
Diluciones ufc/mL % ufc ufc/mL % ufc ufc/mL % ufc ufc/mL % ufc ufc/mL % ufc
de ufc viables viables viables viables viables
101 2334800 100 252024 10.79 190205 8.14 121652 5.21 84005 3.59
10 2 1609236 100 242908 15.09 145761 9.05 107980 6.71 74097 4.60
103 988594 100 119672 12.10 110848 11.21 47865 4.84 32533 3.29
10 282926 100 7533 2.66 1804 0.63 1269 0.44 2149 0.75

Tiempo de exposicion se refiere al tiempo del tratamiento de las ufc con los &cidos fulvicos.
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Cuadro 1.7. Porcentaje de sobrevivencia de inOGculo bacteriano en diferentes diluciones de ufc de Clavibacter spp. tratadas con

acidos fulvicos a diferentes dosis a los 90 minutos de exposicion®.

Dosis de acidos fulvicos (ppm)

0 500 1500 2500 3500
Diluciones ufc/mL % ufc ufc/mL % ufc ufc/mL % ufc ufc/mL % ufc ufc/mL % ufc
de ufc viables viables viables viables viables
101 4450865 100 137436 3.08 148597 3.33 123633 2.77 40417 0.90
10 2 2795262 100 155498 5.56 150577 5.38 108062 3.86 31304 1.11
103 633229 100 88564 13.98 77050 12.16 46808 7.39 11414 1.80
10 107646 100 4161 3.86 1102 1.02 1424 1.32 460 0.42

Tiempo de exposicion se refiere al tiempo del tratamiento de las ufc con los &cidos fulvicos.
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Los efectos bactericidas observados en Clavibacter spp. en el numero de ufc
eliminadas, fue notoria a partir de los 30 minutos de exposicion, en la dosis de 3500
en la que se eliminaron hasta un 99% de ufc (Fig. 1.2, Cuadro 1.5). Dicho efecto se
observo también en la méaxima concentracién de inoculo de 10, donde las ufc fueron
eliminadas en un 99.19% en comparacion con el tratamiento sin aplicacion (Fig. 1.2,
Cuadro 1.5). Sin embargo, el efecto que tuvieron los AF hacia las ufc durante los 30
minutos se expuso un tanto irregular en la dosis de 500 ppm con dilucién de 107
donde se observa un 95.27% de ufc viables, sin embargo, en todas las dosis se
conserva la tendencia de que la eliminacion de ufc aumenta de manera progresiva a
medida que la densidad de in6culo disminuye en las diluciones respectivas vy las

dosis de AF se incrementan (Fig. 1.2).
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Figura 1.2. Efecto de los acidos fulvicos en ufc de

Clavibacter spp. a los 30 minutos de exposicion.
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El efecto bactericida de los AF observado en Clavibacter spp. a los 60
minutos, persiste en cuanto a la presencia de eliminacion de las ufc comparando los
tratamientos de AF con respecto a los de no aplicacion. La dosis de 3500 ppm
permanece como la més efectiva y es la de 3500 ppm en tanto a la dilucién de 10™.
La carga microbiana se deriva también a factores de manipulacion, que pueden

interactuar en este tipo de bioensayos e influir en los resultados obtenidos (Fig. 1.3).

2450000 '|
2130000 -
1775000 4
1420000

1065000 -

710000 -

Numero de ufc/ml viables

Figura 1.3. Efecto de los acidos fllvicos en ufc de

Clavibacter spp. a los 60 minutos de exposicion.

La dosis menos efectiva ante el maximo tiempo de exposicion (90 minutos) fue
la de 500 ppm (Fig. 1.4), controlando en un 8.02% en la dilucién de 10°. El efecto
bactericida se expone desde la dosis de 1500 ppm que incluso de manera general se

aprecia una tendencia parecida a la dosis de 2500 ppm y en todas las
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concentraciones de in6culo. Por lo tanto, la dosis que mas efectividad mostro fue la
de 3500 ppm, lo que indica que a una dosis alta y aun tiempo de exposicion de 90

minutos, la concentracion de inoculo se ve disminuida en un 99.58% (Cuadro 1.6).

2450000

1420000 -

1055000+

710000 4

Namero de ufc/ml viables

Figura 1.4. Efecto de los acidos fulvicos en ufc de

Clavibacter spp. a los 90 minutos de exposicion.

Bioensayo con Acidos Fulvicos y la Bacteria Simbiot ica Rhizobium sp.

Los resultados indican que los &cidos fulvicos tienen un efecto bactericida
hacia la bacteria Rhizobium sp., sin embargo la comparaciéon de medias generales de
ufc/mL viables obtenidas en las tres dosis de &cidos falvicos empleadas, la que

resulté con un efecto mayor fue la de 3500 ppm; en cuanto a la dosis de 500 ppm la
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carga microbiana se ve incrementada incluso sobrepasando a la dosis del testigo (0

ppm) (Fig. 1.5).

24
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ufc/ml viables {Log 10)
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o a00 3500

Dosisde acidosfilvicos

Figura 1.5. Medias generales de los tratamientos

con acidos fulvicos en Rhizobium sp.

Todos los tratamientos probados fueron estadisticamente diferentes que en
relacion a las diferencias entre los tratamientos y considerando a los factores
(Cuadro 1.8) Dosis de AF (P= 0.0839) y Concentracion de indculo (P= 0.0016)
resultaron significativas, en cambio al factor Tiempo de exposicion, resaltdé una
diferencia altamente significativa (P= 0.0001). Aquellas interacciones que influyeron
en la eliminacién de ufc fueron Dosis de AF x Concentracion de inoculo (P= 0.0102) y
Dosis de AF x Tiempo de exposicion (P= 0.0086), siendo altamente significativas
(Cuadro 1.10). La interaccion Concentracion de indculo x Tiempo de exposicidn no

influyé en la disminucion de ufc viables, ya que ésta resultd no significativa (P=
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0.5321). La interaccion de los tres factores no produjo alguna influencia en la

eliminacion de las ufc, puesto que resultd no significativa (P= 0.7538).

Cuadro 1.8. Analisis de varianza para la variable viabilidad de ufc/ml de Rhizobium

sp. tratada con acidos fulvicos.

FV GL CM FC

Dosis de &cidos falvicos 2 0.12337129 2.60"°
Concentracion de indculo 2 0.34727372 7.31**
Tiempo de exposicion 1 1.17596408 24.74**
Dosis x Conc 4  0.17470332 3.68*

Dosis x Tiempo 2 0.24700000 5.20**
Conc x Tiempo 2 0.03034413 0.64N°
Dosis x Conc x Tiempo 4 0.02258569 0.48N°

**Diferencia altamente significativa (0.01); * Diferencia significativa (0.05);

NS Diferencia no significativa

Coeficiente de variacion= 9.645688 %

El Cuadro 1.9 revelo que en el factor de Dosis de AF no hubo diferencia entre

medias generales y que aun asi en términos numeéricos la dosis que afecta a la carga

microbiana del suelo es de 3500 ppm; en el caso del factor de Concentracion de

inoculo el grupo A representa a la cantidad de inoculo de mas baja concentraciéon. En

cuanto al factor de Tiempo de exposicion si existe una diferencia de medias

generales el grupo B representada por 30 minutos de exposicién resulta el tiempo en

el que se ven afectada dicha microbiota.
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Cuadro 1.9 Comparacién de medias® de los factores principales en el bioensayo de
acidos fulvicos e inoculo de Rhizobium sp.

Dosis de ufc/mL Concentra-  ufc/mL Tiempo de ufc/mL
acidos viables cion de viables exposicion viables
fulvicos inoculo (minutos)

(ppm) (ufc/mL)

0 2.23260 A 10 2.34154 A 30 2.13254 B
500 2.34176 A 1072 2.31733 A 90 2.38814 A
3500 220665 A 10° 2.12214 B

' Tukey P= 0.05

Medias con diferentes letras en la columna son estadisticamente diferentes.

El porciento de inhibicion de las ufc/mL evaluadas a los 30 minutos de
exposicion a diferentes dosis de AF, demuestra que en aquellas concentraciones de
in6culo tratadas con AF comparadas con las de no aplicacion, las ufc se reducen en
los tratamientos aplicados con dosis de 3500 ppm, este efecto demuestra que existe
una afectaciéon de un 49.89% para la dilucién de 10" y de un 55.56% para 107, si
embargo, la concentracién de indculo de 10 expone una tendencia diferente a las
anteriores, incrementando la carga microbiana hasta un 102.29%. Cabe sefialar que
para la dosis de 500 ppm las concentraciones de inéculo aumentaban llegando a

alcanzar en | de 10 un 158.62% de ufc/mL viables (Cuadro 1.10).
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Cuadro 1.10. Porcentaje de sobrevivencia de indculo bacteriano en diferentes
diluciones de ufc de Rhizobium sp. tratadas con &cidos falvicos a diferentes dosis a

los 30 minutos de exposicion®,

Dosis de &cidos fulvicos (ppm)

0 500 3500
Diluciones ufc/mL % ufc ufc/mL % ufc ufc/mL % ufc
de ufc viables viables viables
101 1252 100 640 51.11 500 39.93
10 2 1044 100 892 85.44 464 44.44
103 348 100 552 158.62 356 102.29

! Tiempo de exposicion se refiere al tiempo del tratamiento de las ufc con los &cidos fulvicos.

El porciento de ufc viables a los 90 minutos de exposicion, adquiere un sentido
diferente puesto que las ufc viables a una concentracién de indculo de 10, expuesta
a la dosis de 500 y 350 ppm permanece el 70% de la carga microbiana (Cuadro
1.11). En cuanto a la concentracién de in6culo de 10-2 a las 500 ppm la poblacion
aumenta abruptamente hasta alcanzar una viabilidad de un 403.16%. Asimismo para
la concentracién de 10 en ambas dosis la ufc/ml viables se ve duplicado el porciento
de la viabilidad de éstas, en tano que para la dosis de 500 ppm alcanza hasta un

206.03% y para la de 3500 ppm se obtiene un 279.31%.
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Cuadro 1.11. Porcentaje de sobrevivencia de indculo bacteriano en diferentes
diluciones de ufc de Rhizobium sp. tratadas con &cidos falvicos a diferentes dosis a

los 90 minutos de exposicion®,

Dosis de &cidos fulvicos (ppm)

0 500 3500
Diluciones ufc/mL % ufc ufc/mL % ufc ufc/mL % ufc
de ufc viables viables viables
1071 1424 100 1076  75.56 1012 71.06
10 2 632 100 2548 403.16 1068 168.98
103 464 100 956 206.03 1296 279.31

! Tiempo de exposicion se refiere al tiempo del tratamiento de las ufc con los &cidos fulvicos.

El efecto bactericida de los AF en las ufc de Rhizobium, fue evidente a los 30
minutos de exposicion en la dosis de 3500 ppm, donde el porcentaje de ufc viables
fueron afectadas en casi un 60%, tanto para las concentraciones de 10 y 107, sin
embargo en la dilucién de 1073, el porcentaje de ufc se ve incrementada hasta en la

dosis mas alta (Figura 1.6, Cuadro 1.10).
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Figura 1.6. Efecto de los acidos fulvicos en ufc de

Rhizobium sp. a los 30 minutos de exposicion.

Sin embargo, el nimero de ufc viables a los 90 minutos (Fig. 1.7) de
exposicion se incrementa abruptamente en la dosis de 500 ppm Unicamente a la
concentracion de inéculo de 10%, sobrepasa a la poblacion contenida en el
tratamiento de no aplicacion. La dosis de 3500 tampoco conserva la accién
bactericida contra las ufc, puesto que la poblacion se incrementa en la concentracion

de 107 sobrepasando en un 279.31% (Fig. 1.7).
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Figura 1.7. Efecto de los acidos fllvicos en ufc de
Rhizobium sp. a los 90 minutos de exposicion.

Con la aplicacion de los acidos fulvicos se han obtenido incrementos de
produccion de hasta de 50 por ciento en diferentes cultivos y zonas del pais y
Centroamérica. Se les atribuye el mejoramiento de la calidad de cultivos, como en
papa, donde mejora la distribucion de los almidones y el tamafio de la misma es mas
uniforme; en trigo aumenta los contenidos de proteinas; en el tomate, chile y otras
hortalizas aumenta el porcentaje de fruto de exportacion (Lampkin, 2001). En general
existen testimonios de que incrementan la resistencia al ataque de enfermedades,
las plantas soportan mejor cualquier tipo de estrés (sequia, heladas, inundaciones,
sobredosis de producto, por ejemplo). La recuperacion de cultivos es mas eficaz con

aplicaciones repetitivas de acidos fulvicos (Torres y Trapaga, 2000).
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Cabe destacar que de acuerdo a los resultados obtenidos en el bioensayo con
Rhizobium sp. la implicacion en la estimulacién para el incremento poblacional de
organismos benéficos, atribuido a una condicion de los AF en ser absorbidos por las
células bacterianas a un tiempo dado, que influyeron en su incremento poblacional

ya referido.

79



1)

2)

3)

4)

CONCLUSIONES

Se aislé una cepa bacteriana fitopatdgena identificada como Clavibacter spp.

Los acidos fulvicos poseen accidn bactericida contra bacterias fitopatégenas,
los cuales redujeron la poblacién de hasta un 99.58% aplicando una dosis de

3500 ppm.

Los &cidos fulvicos revelaron una tendencia de efecto bactericida diferencial
en bacterias simbioticas del suelo como Rhizobium sp., en base a las dosis
aplicadas, en la que a 500 ppm incrementé la poblacion y a 3500 ppm la redujo

de 1,252 a 500 ufc/mL sobrevivientes.

Los &cidos fulvicos poseen la condicion de inducir el incremento de la carga
microbiana de organismos benéficos del suelo como Rhizobium sp. creando un
equilibrio entre el ambiente del suelo y dicha poblacién de microorganismos. Por
lo que se considera que en futuras investigaciones se manejen dosis de equilibrio
para explorar posibles tratamientos a la semilla en el control de fitopatbgenos

asociados al suelo y por otro lado respetar a la microflora benéfica del suelo.
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Cuadro A.1. Concentracion de ufc/mL viables de Clavibacter spp. después de

tratarse a diferentes dosis de acidos fulvicos durante 30 minutos.

Dosis de &cidos fulvicos (ppm)

0 500 1500 2500 3500
Concentracién de
inoculo (ufc/mL) ufc/mL viables*
10 2093077 311068 179901 133936 88761
1072 1113694 1061018 170590 126405 84252
1073 557425 84008 81280 60029 40345
10 95496 2096 889 1565 781

Cuadro A.2. Concentracién de ufc/mL viables de Clavibacter spp. después de

tratarse a diferentes dosis de acidos fulvicos durante 60 minutos.

Dosis de &cidos fulvicos (ppm)

0 500 1500 2500 3500
Concentracién de
inoculo (ufc/mL) ufc/mL viables*
10" 2334800 252024 190205 121652 84005
1072 1609236 242908 145761 107980 74097
1073 988594 119672 110848 47865 32533
10 282926 7533 1804 1269 2149
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Cuadro A.3. Concentracién de ufc/mL viables de Clavibacter spp. después de

tratarse a diferentes dosis de acidos falvicos durante 90 minutos.

Dosis de &cidos fulvicos (ppm)

0 500 1500 2500 3500
Concentracion de
inoculo (ufc/mL) ufc/mL viables*
107 4450865 137436 148597 123633 40417
1072 2795262 155498 150577 108062 31304
103 633229 88564 77050 46808 11414
10* 107646 4161 1102 1424 460

Cuadro A.5. Concentracion de ufc/ml viables de Rhizobium spp. después de tratarse
a diferentes dosis de acidos fulvicos durante 30 minutos.

Dosis de &cidos falvicos (ppm)

0 500 3500
Concentracion de inéculo ( ufc/mL) ufc/mL viables*
101 1252 640 500
1072 1044 892 464
1073 348 552 356

Cuadro A.6. Concentracion de ufc/ml viables de Rhizobium spp. después de tratarse
a diferentes dosis de acidos fulvicos durante 90 minutos.

Dosis de &cidos fulvicos (ppm)

0 500 3500
Concentracion de inoculo (ufc/mL) ufc/mL viables*
101 1424 1076 1012
107 632 2548 1068
103 464 956 1296

* Para calcular la cantidad de ufc/ml se multiplico la media de los 5 cuadrantes de la plantilla por el area total de la caja  Petri.
La cantidad de cm2 de la placa se multiplicé por 1 ml entre los 0.25 ml depositados del inéculo procesado.

94



Cuadro A.6. Promedio de las ufc/ml viables de Clavibacter spp. de todos los tiempos

a diferentes dosis de acidos fulvicos.

Dosis de &cidos fulvicos (ppm)

0 500 1500 2500 3500
Concentracion de
inoculo (ufc/mL) ufc/mL viables
101 2959580 233509 172901 126407 71061
107 1839397 486474 155642 114149 63217
103 726416 97414 89726 51567 28097
10* 16022 4596 1265 1419 1130

Cuadro A.7. Promedio de las ufc/ml viables de Rhizobium sp. de todos los tiempos a

diferentes dosis de acidos fulvicos.

Dosis de &cidos fulvicos (ppm)

0 500 3500
Concentracion de
indculo (ufc/mL) ufc/mL viables
107 1338 858 756
107 838 1720 761
1073 580 754 826
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