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RESUMEN
Uno de los problemas fitopatolégicos que afectan a los cultivos de la Comarca Lagunera
son los ocasionados por Fusarium. El uso de agentes biolégicos para controlar
fitopatdgenos representa una alternativa ecologica para inhibir las enfermedades. Se ha
demostrado que Bacillus megaterium actlia contra hongos fitopatdgenos, como el de la
cebolla causada por Sclerotium cepivorum, la soya por Rizoctonia solani y el arroz por
Fusarium roseum y Alternaria alternata. El objetivo del presente estudio fue determinar
el comportamiento antagénico in vitro de B. megaterium contra hongos. El estudio se
realizo en el Laboratorio de Agroecologia de la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio
Narro Unidad Regional Laguna. El ensayo in vitro se llevé a cabo en placas de agar
nutritivo inoculadas con tres porciones de agar de 0.5 cm de diametro del cultivo de
hongos de tres dias, utilizando un sacabocados, las pruebas fueron por quintuplicado.
Se llevaron a cabo estudios de cinética de crecimiento para hongos utilizando los medios
de cultivo de agar de papa dextrosa y agar nutritivo. Para el caso de B. megaterium, la
cinética se llevd a cabo en caldo nutritivo realizando lecturas de densidad 6ptica a una
logitud de onda de 400 nm. Del cultivo bacterial se realizaron diluciones decimales para
determinar la concentracion minima de antagonismo. Resultados, el medio de cultivo
sélido para el crecimiento de la bacteria, resulté apropiado para el crecimiento de hongos.
Cabe destacar que el comportamiento antagonico de B. megaterium fue de todo o nada,
donde la dilucién del cultivo de 103, fue la minima que inhibe al hongo. Asi miso, se
encontré que a una densidad 6ptica de 0.116, se inhibié el crecimiento de Fusarium

oxysporum.

Palabras Claves: Antagonismo, Bacillu megaterium, Fusarium oxysporum
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1. INTRODUCCION

El uso de agentes bioldgicos para proteger la planta contra patégenos representa una
alternativa ecoldgica a los pesticidas utilizados para controlar las enfermedades de las
plantas. Los éxitos de un agente de control biolégico en la supresion de las
enfermedades de las plantas dependen de establecer poblaciones metabdlicamente
activas que pudieran mediar la proteccion del hospedero y competir directa o

indirectamente con los patdgenos para los recursos de los nutrientes (Bashan, 1998).

Dentro de las alternativas para combatir esta problematica se encuentra el uso de las
bacterias conocidas Rizobacterias Promotoras del Desarrollo Vegetal (PGPR) las cuales
promueven incrementos en el crecimiento de las plantas asi como de la produccién y

algunas otras actian como agentes de control biolégico (Loredo- Ostil et al., 2004).

Entre los microorganismos mas usados en el control biolégico han sido bacterias y
hongos: en el caso de las bacterias, los géneros Pseudomonas spp., Bacillus spp. y
Paenibacillus son los mas comunes (Gonzales et al., 2004). Asi como también en
multiples estudios han publicado que dentro de las PGPR mas referenciadas son
Azospirillum sp., Bacillus sp., Rhizobium sp., Burkholderia sp., Enterobacter sp.,
Azotobacter sp., Erwinia sp., Herbaspirillum sp., Klebsiella sp., Pseudomonas sp. y

Xanthomonas sp. (Loredo- Ostil et al., 2004).

El género Bacillus es un microorganismo comun del suelo que a menudo se recupera del
agua, el aire y los residuos de la planta en descomposicion, en forma de bastén, bacterias
Gram-positivas. Estas células son de 0,5-2,5 ym de ancho y 1,2-10 um de largo (Reva
et al., 2004, citado por Amornrat, 2009). Algunas especies son estrictamente aerobias,
otras son anaerobias facultativas o micro aerofilicas, pero todas son catalasa positivas.
Las especies de Bacillus también producen endosporas ovales o cilindricas que son
resistentes a condiciones ambientales adversas y proporcionan una ventaja selectiva

para la supervivencia y la diseminacion.

Ademas, se ha demostrado que B. megaterium actia contra hongos patégenos de las
plantas, como la cebolla causada por Sclerotium cepivorum , la enfermedad de la soya



causada por R. solani vy el arroz enfermedades causadas por Fusarium roseum,

Alternaria alternata y R. solani.

1.1 OBJETIVO GENERAL.
Determinar la supresién de hongos fitopatbgenos mediante bacterias promotoras de

crecimiento vegetal para su aplicacion en cultivos agricolas.

Objetivo especifico.

Determinar la supresion de hongos con la cepa nativa de Bacillus megaterium.

1.2 HIPOTESIS.

Ho: Bacillus megaterium inhibe el crecimiento de hongos in vitro.

Ha: Bacillus megaterium no inhibe el crecimiento de hongos in vitro.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV)

Existen bacterias asociativas las cuales habitan en la rizosfera que ayudan a estimular
el crecimiento de diferentes plantas, también llamadas bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, estas estimulaciones son por medios de mecanismos como sintesis
de sustancias reguladoras del crecimiento vegetal, fijacion de nitrégeno, solubilizacion
de nutrimentos y el control de patdgenos del suelo (Loredo- Ostil et al., 2004; Laslo et
al., 2012), produccion de fitohormonas y sideréforos, la solubilizaciéon de fosfato y la

sintesis de enzimas que alteran los niveles de fitohormonas (Holguin et al., 2001).

En las ultimas décadas, se han hecho investigaciones sobre el papel de las bacterias de
la rizosfera o rizobacterias de diversas gramineas. Diversas bacterias asociadas son
consideradas bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV), por la capacidad
para estimular directamente el crecimiento de las plantas, por diversos mecanismos
como el incremento en el volumen de la raiz (Bowen y Rovira, 1999), ayudan también a
la induccion de resistencia sistémica a patégenos (Van Peer, et al., 1991), como también
a la interaccion sinérgica con otros microorganismos del suelo. El uso de estas bacterias
promotoras de crecimiento vegetal que colonizan la rizosfera de las plantas pueden ser
de vida libre, asociativas, aerobias, anaerobias facultativas (Bashan et al., 1996, citado
por Loredo et al., 2004).

El término PGPR incluye tres tipos de bacterias del suelo, en funcién de su estilo de vida:
i). las bacterias que habitan en la zona alrededor de la raiz (rizosfera) de vida libre, ii).
los que colonizan la superficie radicular (rizoplano), vy iii). las bacterias endofiticas que
viven dentro de las raices. Sin embargo, esta division no es exclusiva, ya que cualquier
cepa bacteriana individuo puede adoptar los tres estilos de vida, dependiendo de las

condiciones ambientales del suelo y la raiz que estan involucrados (Alavi et al., 2013).

El empleo de microorganismos (PGPR) en la agricultura es minimo; en el caso de los las

bacterias que controlan plagas y enfermedades su uso solo representa el 1.4% (380



millones de dolares) del mercado global. Los productos mas abundantes son los

generados a partir de Bacillus thuringiensis (Jiménez et al., 2001).

Estas bacterias pueden prevenir los efectos nocivos de uno o mas factores estresantes
al medio ambiente, Ademas con una identificacion seleccion y aplicacion de estos
microorganismos benéficos pueden aumentar las opciones para poder enfrentar

crecientes problemas causados al medio ambiente (Kilian et al., 2000).

2.2 Taxonomiay clasificacion
La taxonomia fue revolucionada en el siglo XIX por Charles Darwin, el fundador de la
taxonomia evolutiva. Darwin explico porque ciertas especies estan relacionadas entre si.

También discutid6 métodos y dificultades de clasificacién (Drews, 2000).

Las bacterias forman parte de los microorganismos que se caracterizan por carecer de
membrana nuclear y por tener ribosomas 70s por lo cual se clasifican en el reino
Procariotae (Pisabarro, 2009), pro de primitivo y cariota de nucleo, todos los organismos
vivos se pueden dividir en dos tipos de células: eucariotas y procariotas (Piréz y Mota,
2000).

Cohn (1875), noto que las especies y géneros de bacterias tenian significado diferente
gue aquellos de organismos superiores, porque la generacion propagativa no fue
conocida. La clasificacion de las bacterias tenia que iniciar por la caracterizacion de
"género forma" y "especie forma". Desde sus inicios, Cohn estaba convencido que el
reino de las bacterias consistia de especies con caracteristicas inherentes. El defendia
este concepto contra el de Theodore Billroth (1829-1894) y muchos otros
contemporaneos quienes consideraban que todas las bacterias esféricas o de baston
pertenecian a la misma especie de plantas y tenian Unicamente una forma de vida, la
cual se puede adaptar a diferentes ambientes y puede cambiar de acuerdo con ellos
(pleomorfismo): Micro-, Meso-, Megacoccus y Micor-, Meso- y Meganacterias. Billroth

combiné todos los géneros propuestos por Cohn y las especies polimorficas



Coccobacteria septica, excepto para Spirillum y Spirochaete, las cuales €l no considero.
Joseph Lister defendia la idea de que las bacterias son generadas de conidias de hongos
y que éstas pueden cambiar su morfologia durante el cultivo en diferentes medios
(Drews, 2000).

Otra de las formas en las que las bacterias pueden clasificarse es en dos grupos
diferenciales por medio de una prueba llamada tincion Gram, las bacterias Gram-
positivas y las Gram-negativas estas se diferencian porque las positivas carecen de
membrana externa, tienen una gruesa capa de peptidoglicano y presentan acidos
teicoicos en su superficie, por otro lado las Gram-negativas tienen membrana externa
portadora de lipopolisacarido y una capa de peptidoglicano mas fina. Las bacterias Gram-
negativas presentan mayores problemas de permeabilidad a ciertos antibiéticos que las
Gram-positivas; sin embargo muchas bacterias Gram-positivas presentan otros
mecanismos de resistencia (esporas) de las cuales carecen las Gram-negativas, y una
mayor resistencia a antisépticos. Desde su morfologia las bacterias Gram-negativas
suelen ser bacilos, comas (Vibrio) o espirilos, dentro de las Gram-positivas encontramos

cocos y bacilos (Pisabarro, 2009).

Las bacterias que interaccionan con las plantas, de acuerdo al efecto que producen se
clasifican en (Glick et al., 1999):

Bacterias benéficas (simbiontes y de vida libre).
Bacterias dafiinas (patégenos que atacan a la planta).

Bacterias neutrales.

Mientras la especie Bacillus megaterium ha sido clasificada en el reino Procaryote
division Bacteria, orden Cytophagaceae, Family Bacillaceae y género Bacillus (Cowan,
1974). De acuerdo con Raikumar et al., (2013), presentan las caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas y bioguimicas en el Cuadro 1, para la cepa de B. megaterium
SR28C, asi como su descripcion de pruebas bioquimicas, se sefialan por Munjal et al.
(2016).



Cuadro 1. Caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas y bioquimicas de la bacteria Bacillus
megaterium SR28C.

CARACTERISTICA Bacillus megaterium SR28C
Tincién Gram +
Morfologia celular Bacilo

Morfologia colonial Redonda, lisa y blanca
Esporas +
Métilidad

Crecimiento en/sobre

52C -

40 °C +

6 % Na Cl +
Oxidasa -
Catalasa +

Produccién de indol -
Produccion de H2S -
Prueba de Voges Proskauer -
Utilizacion de
Arabinosa

Manitol

Maltosa

Glucosa

Citrato

Butirato

Lactato

Produccidn de acido de
Glucosa

Manitol

Xilosa

Sorbitol
Descarboxilacidn de ornitina -
Descarboxilacion de Lisina -
Reduccion de nitratos +
Hidrolisis de

Caseina +
Almidon -
Gelatina +
Esculina +

+ 4+ + + + + +

+ + + +




2.3 Aislamiento de Bacillus megaterium

En la naturaleza, los microorganismos generalmente se encuentran en poblaciones,
formando parte de comunidades de gran complejidad. El aislamiento de bacterias a partir
de muestras naturales se realiza, en la mayoria de los casos, mediante la técnica de
estria cruzada para producir colonias aisladas en cultivos sdlidos y asi, obtener un cultivo
puro. Cuando la técnica por estria se aplica para aislar un microorganismo de interés a
partir de mezclas donde se encuentra en pequefias cantidades, generalmente se
obtendran las bacterias dominantes. En este caso, se utilizan medios selectivos o de
enriquecimiento, los que contienen nutrientes especiales, antibidticos, altas
concentraciones de sales y/o condiciones de pH, luz o temperatura que incrementaran
la poblacién del microorganismo de interés y asi se facilitard su aislamiento (Aquiahuatl
et al., 2012).

B. megaterium, es una bacteria Gram-positiva ubicua que puede encontrarse en diversos
ambientes. Es un organismos modelo para estudiar una diversidad de procesos celulares
inlcuyendo morfologia, replicacion y esporulacion (Fierro-Romero et al., 2016). Asi
mismo se ha caracterizado por altos niveles de resistencia intrinsica a condiciones
hostiles incluyendo 20% de salinidad y exposicion de metales (Rajkmur et al., 2013).
Cepas de B. megaterium MNSH1-9K-1 (con clave de acceso en GenBank KM654562.1),
se han utilizado para estos estudios y para su aislamiento, se describe el procedimiento
por Isaac G. (Comunicaciéon personal) se emplean medios liquidos para su aislamiento
PHGII (Fierro-Romero et al., 2016).

Por otra parte, se ha puesto de manifiesto la necesidad de aislar cepas candidatas como
probidticas, entre las cuales se encuentra B. megaterium presente en gansos silvestres.
Una cepa de ésta fue aislada BHG1.1 a partir de muestra fecal de gansos (Wang et al.,
2016).

Asi mismo, se ha ailado, identificado y secuenciado el genoma completo de especies de

Bacillus de tejidos internos de una planta medicinal empleada Costus igneus en Puerto



Rico. Dentro de las especies identificadas, se reportd a B. megaterium RIT381 (Polter et
al., 2015).

De igual forma, se aisl6 una cepa de bacteria degradante del herbicida quinclorac de
raices de la planta de tabaco cultivada en un suelo contaminado éste producto. El aislado
fue identificado como cepa Q3 de B. megaterium. Para ello, se lavaron y desinfectaron
raices de plantas de tabaco y 0.3 g de tejido fresco fue molido en agua ultrapura
empleando un mortero estéril. Se distribuy6 el fluido molido (50 L) sobre cajas petri con
agar de sales minerales que contenian 20 mgL?' del herbicida. Las colonias que
presentardn zonas claras se seleccionaron como degradantes del compuesto (Liu et al.,
2014).

2.3.1 Efectos de promocidn de crecimiento vegetal.
Los efectos de las bacterias en las plantas se muestran de dos formas:

e Por medio de una acci6n directa.

En la cual proveen a la planta de nutrimentos sintetizados por las bacterias o la ayudan
facilitdndola en la captura de nutrientes provenientes del medio. Este tipo de PGPR se
considera como biofertilizantes y fitoestimuladores, dentro de las cuales se encuentran
las bacterias fijadoras de nitrégeno, las cuales brindan una ayuda al desarrollo de la

planta cuando existe poco nitrégeno en el suelo (Glick et al., 1999).

e Por medio de una accién indirecta.
Disminuyen o previenen los efectos negativos de agentes patdogenos, estas bacterias
gue protegen a la planta del ataque de patogenos se le denominan agentes de control

biologico (Glick et al., 1999).

Se ha estudiado que las bacterias que promueven el crecimiento de las plantas

contienen la enzima | aminociclopropano-I-carboxilato de metilo (ACC) deaminasa la cual



ayuda a facilitar el crecimiento y desarrollo de las plantas por la disminucién de los niveles
de etileno en la planta ya que alteran la expresion de genes y modulan positivamente el

crecimiento de las plantas (Glick et al., 2007).

Algunas especies de Bacillus, como B. subtilis, producen antibiéticos y son consideradas
rizobacterias promotoras del crecimiento, debido a que ejercen control biolégico sobre
algunos patégenos del suelo. Otras especies, como B. megaterium, B. polymyxa y B.
circulans , tienen mecanismos para promover el crecimiento de las plantas, diferentes al
control de patégenos, como fijacion de nitrogeno y solubilizacién de fosfatos, haciendo
més disponibles los nutrimentos en la rizosfera, en beneficio de las plantas (Bashan et
al., 1996).

2.3.2 Eventos de colonizacién

La colonizacién de la raiz comprende la capacidad de las bacterias para establecerse
sobre o0 en la raiz de la planta, para propagarse, sobrevivir y dispersarse a lo largo de la
creciente raiz en la presencia de la microflora indigena. Las rizobacterias son
considerados como competidores microbianos eficientes en la zona de las raices (Bakker
et al., 2007).

En el suelo existen bacterias que pueden disminuir la concentracién de etileno en la
planta, mediante la degradacion del precursor del etileno, que es el 1-aminociclopropano-
1- carboxilato (ACC). Las bacterias llevan a cabo este proceso a través de la deaminasa
de ACC, enzima microbiana no presente en tejidos vegetales, que rompe la molécula de
ACC y genera productos como: amonia y a- cetobutirato. Las bacterias con actividad de
deaminasa de ACC colonizan las raices y utilizan como fuente de carbono y nitrégeno al
ACC, presente tanto en la parte interna de las raices como en exudados radiculares. El
consumo del ACC por las bacterias induce la difusion del ACC hacia afuera de las raices
y provoca que disminuya la concentracion interna de ACC, lo que reduce a su vez la

concentracion de etileno (Glick et al., 1999).
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2.4 Los géneros bacterianos

Entre los microorganismos mas estudiados permanecen a los géneros Azospirillum,
Azotobacter, Klebsiella, Beijerinckia, Pseudomonas y Bacillus; algunos de los cuales
sobreviven en condiciones de estrés (Loredo- Ostil et al., 2004), los cuales son utilizados

como control biolégico.

La mayoria de los estudios sobre la interaccion de estas bacterias con las plantas se han
realizado en condiciones in vitro o en invernaderos, sin embargo; aun cuando los
beneficios de estas bacterias estan documentadas, la informacién en campo es escasa
(Loredo-Ostil et al., 2004).

2.4.1 El género Bacillus

El género Bacillus incluye a las bacterias Gram positivas, phylum Firmicutes, clase Bacilli,
especies con baja relacion G+C, capaces de colonizar un amplio rango de ambientes.
Unas pocas especies de Bacilos son conocidas como patégenas al hombre. Entre éstas
B. anthracis y B. cereus, que son especies completamente relacionadas (Pueyo et al.,
2014). Su secuencia gendémica consta de 5.7 Mpb de la cepa tipo ATCC 14581 (Arya et
al., 2014). B. thuringiensis, una especie patogénica de insectos, también esta relacionada
con B. anthracis y B. cereus (Han et al., 2006). De manera general, el género Bacillus no
es patogénico al hombre. Esta es una forma contrastante con otros Firmicutes Gram (+),
con baja relacién G+C pertenecientes al género Staphylococcus. Estos son peligrosos al

humano por lo general (Pueyo et al., 2014).

B. megaterium BmBP17 livera compuestos volatiles contra diversos patégenos como
son: Phitophthora capsici, Pythium myriotylum, Athelia rolfsii, Gibberella moniliformis,
Colletotrichum gleosporioides, Rhizoctonia solani, Magnaporthe oryzae, Ralstonia
solanacearum y Xanthomonas axanopodis pv punicae. El antimicrobiano que mas efecto
inhibitorio mostré fue Pirazina, 2-etil-3-metil, seguido de pirazina ,2-etil-; pirazina, 2,5-
dimetil y Pirazina, 2-metil, los cuales se pueden emplear para la proteccion de cultivos

(Munjal et al., 2016). Asi mismo, se ha reportado una cepa de B. megaterium que secreta
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una mezcla de lipopéptidos ciclicos con accion inhibitoria contra Bacillus cereus (Pueyo
et al., 2014).

Por otra parte, se ha reportado la cepa de B. megaterium (B69) con potencial
biotecnolégico por la produccién de proteasas y amilasas, mismas que actdan
sinérgicamente, generando diversos productos de degradacion de sustratos complejos
(Saxena y Singh, 2014), por otra parte, la cepa mjl212, tiene potencial por ser
solubilizadora de fésforo, con lo que se regula los carbohidratos endégenos y contenido
de aminoacido, promoviendo el crecimiento de las plantas de mostaza (Kang et al.,
2014).

Se ha reportado que una cepa de Bacillus co-productora de una diversidad de
lipopéptidos, los cuales representan una referencia para futuras investigaciones, entre
estos se encuentra las surfactinas ciclicas, lineales, esperina entre otros (Ma et al.,
2016). Asi mismo, la cepa de B. megaterium BOFC15 ha demostrado potencial para
incrementar la tolerancia a sequia, utilizando como modelo a Arabidiopsis thaliana y su

implementacion en agricultura sustentable (Zhou et al., 2016).

2.4.1.1 Aislamiento de Bacillus megaterium
La cepa de Bacillus megaterium fue proporcionada por la maestra en ciencias. Maria
Eduviges Valdez de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Juarez del

Estado de Durango Campus Gomez Palacios.

En aislamientos se ha obtenido la secuencia de una cepa de B. megaterium aislada de
gansos silvestres y se considera con aplicacion como probidtica y se ha depositado en
Genbank con clave LUCO00000000 (Wang et al., 2016). Asi mismo, se ha reportado un
fago de esta bacteria, siendo un miovirus, el cual consiste de 242 genes y es Unico si se
compara con los fagos reportados en GenBank (Reveille et al., 2016), de igual manera
se aisl6 un podofago Pavlov, el cual infecta acepas de B. megaterium industriales PV361
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y DSM337, la cepa fue aislada de suelos de College Station en Texas, USA (Burgos et
al., 2015).

2.4.1.2 Identificacion

Se realizaron pruebas bioquimicas como las indicadas por Munjal et al. (2016), que se
llevaron a cabo por la Maestra en Ciencias Maria Eduviges Valdez de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad Juarez del Estado de Durango campus Gémez
Palacios, quien gentilmente nos proporcioné la cepa de B. megaterium.

2.4.2 Caracteristicas metabdlicas de interés agrondmico

En los dltimos afnos, la ingenieria de plantas que son resistentes a una gran variedad de
patdgenos, incluyendo virus, bacterias y hongos se ha convertido muy popular. Pero
Desafortunadamente esto no es practico ya que se estan disefiando plantas contra todos
los patdégenos (y otros tipos de estrés) que pudieran encontrarse en el medio ambiente,
ya que estos pueden variar de un lugar a otro y de una estacién a otra. Alternativamente,
uno puede seleccionar bacterias de biocontrol que protegen a las plantas contra una

gama de diferentes agentes patdégenos (Glick et al., 2007).

2.4.3 Colonizacion de raices

La colonizacién de las raices es el proceso por el cual las bacterias que sobreviven a la
inoculacién en las semillas se multiplican en la espermosfera en respuesta a los
exudados de las semillas, se transfieren al sistema radical en vias de desarrollo y logra

multiplicarse en las raices (Beauchamp et al., 1991).

El proceso por el cual las bacterias se mueven hacia la raiz y la colonizan no es muy
claro, no obstante, se han encontrado algunos factores que favorecen este proceso como

lo son una mayor disponibilidad de carbono, condiciones favorables de humedad
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(Herman et al., 1994), tiempo de generacion y quimiotaxis y la capacidad de movimiento
(Beauchamp et al., 1991).

La quimiotaxis es el movimiento de los microorganismos hacia la raiz en respuesta a un
gradiente de concentracion de nutrimentos o de otros estimulos producidos por las
plantas. La quimiotaxis puede ser una respuesta a sustratos especificos y no especificos
de la raiz, asi como a los gradientes de dioxido de carbono (Elmerich et al., 1992). Si la
cantidad de sustrato producido por los exudados de la raiz de la planta es bastante
grande, los organismos que son capaces de utilizar este sustrato seran los cuales
obtengan una ventaja competitiva, una vez que el crecimiento microbiano activo
comienza alrededor de la raiz, es normal que las sustancias que estos microorganismo

requieran se metabolicen (Bowen y Rovira,1999).

Un factor importante para la movilidad de las bacterias a las raices es la presencia o
ausencia de flagelos, las bacterias de los géneros Pseudomonas, Herbaspirillum y
Campylobacter poseen flagelos polares, mientras que Azotobacter tiene flagelos
periféricos, Azospirillum puede presentar flagelos polares o flagelos laterales (Elmerich
et al.,, 1992), las bacterias del género Bacillus poseen flagelos peritricos (Koneman,
2001).

2.4.4 Mecanismos promotores de crecimiento vegetal
Segun (Glick et al., 1999) existen dos mecanismos utilizados por las bacterias para

estimular el crecimiento de las plantas estos son los mecanismos indirectos y directos.

Entre los mecanismos indirectos utilizados son:
e Produccion de antibidticos.
e Agotamiento del hierro procedente de la rizosfera.
e Induccion de resistencia sistémica.
e Sintesis de metabolitos antifungico.

e Produccion de enzimas que destruyen la pared celular de los hongos.
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e Competencia en la colonizacion de las raices y competencia de nutrientes

Entre los mecanismos directos utilizados por las PGPR para estimular el crecimiento de
las plantas son:
e Solubilizacion de fosforo.
¢ Fijacion de nitrogeno atmosférico.
e Captura y solubilizacion de hierro presente en el suelo por medio de los
sideroforos.
e Produccion de fitohormonas (auxinas, citoquinina, giberelinas, entre otras).

e Disminucién de la produccion de etileno.

Algunas especies de Bacillus, como B. subtilis, producen antibioticos y son considerados
rizobacterias promotoras del crecimiento, debido a que ejercen control biolégico sobre
algunos patogenos del suelo. Otras especies como B. megaterium, B. polymyxa y B.
circulans, tienen mecanismos para promover el crecimiento de las plantas (Lugtenbergy
Kamilova, 2009).

2.5 Patdgenos fungicos de la Comarca Lagunera

La Laguna es una cuenca que abarca parte de los estados de Durango y Coahuila,
México. Se caracteriza por un clima seco desértico con una precipitacion anual que oscila
dentro de la region entre 80 a 250 mm por afio, y una temperatura maxima promedio de
33.7 °C. En La Comarca Lagunera se han establecido cultivos como el nogal (Carya
illinoiensis (Wangenh.) K. Koch), algodonero (Gossypium hirstium L.) y alfalfa (Medicago
sativa L.), desde hace méas de 50 afios, con un manejo agricola del suelo que incluye
irrigacion, fertilizacion e incorporacion de residuos de las cosechas entre los principales
hongos destacan Aspergillus, Penicillum y Fusarium como se muestra en el cuadro 2

(Samaniego-Gaxiola et al., 2007).
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Cuadro 2. Géneros de hongos registrados en los suelos de la Laguna, Coahuila-Durango,

México cuadro tomado de Samaniego-Gaxiola et al., (2007), con modificaciones.

Géneros No.colonias Valor indice de

importancia

Lugar Tierra Blanca (Cultivo nogal).

Drechslera 1 2.6
Neoscosmospora 1 2.6
Starkeomyces 1 2.6
Humicola 2 2.8
Chaetomium 3 3.0
Phoma 3 3.0
Stachybotrys 6 4.0
Ulocladium 3 4.0
Verticillum 3 4.0
tAscochyta 2 4.9
Curvularia 9 5.0
Scytalidium 8 5.8
Torula 16 7.0
Rhizoctonia 13 7.7
Alternaria 25 7.8
Trichoderma 32 9.6
Rhizopus 63 16.5
Mortierella 65 16.9
Aspergillus 84 17.9
Penicillium 108 21.2
Cladosporium 162 25.9
Glimaniella 342 44,7
Fusarium 623 71.7
El chupon (Cultivo nogal).

Stachybotris 1 2.3
Verticillum 1 2.3
Scytalidium 3 3.6
Alternaria 5 4.2
Scopulariopsis 14 5.3
Rhizopus 31 8.7
Mucor 87 18.7
Aspergillus 211 25.2
Doratomyces 108 27.1
Penicillum 1605 94.7
Fusarium 1703 98.8
Predio San Jorge (Cultivo Alfalfa).

Colletotrichum 2 2.9
Curvularia 7 5.5
Trichoderma 14 7.2
Alternaria 17 7.6
Mucor 22 8.7

Doratomyces 7 9.1
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Rhizoctonia 107 21.6
Cladosporium 97 21.6
Rhizopus 104 28.2
Aspergillus 357 50.7
Penicillum 471 65.2
Fusarium 576 71.4

2.6 Mecanismos antagoénicos para el control de fitopatégenos fungicos

Las PGPR ayudan indirectamente en el aumento del crecimiento de las plantas mediante
la supresion de los fitofarmacos mediante la produccion de productos quimicos que
inhiben el crecimiento de patégenos de las plantas, como lo son los sideréforos, los
antibidticos, las enzimas liticas y las enzimas detoxificantes son todos ejemplos de
compuestos quimicos lineales producidos por microbios del suelo (Saraf et al., 2013).

2.6.1 Produccion de antibidticos

La produccion de uno o mas antibidticos es el mecanismo mas comunmente asociado
con la capacidad de las bacterias promotoras del crecimiento de las plantas de actuar
como agentes antagonistas contra los fitopatégenos (Glick et al., 2007). La base de
antibiosis, actividad de biocontrol basada en la secrecién de moléculas que matan o
reducen el crecimiento del patdgeno objetivo, se ha comprendido mejor en las ultimas
dos décadas (Whipps, 2001). Los antibidticos abarcan un grupo heterogéneo de
compuestos organicos de bajo peso molecular que son perjudiciales para el crecimiento

0 actividades metabolicas de otros microorganismos (Duffy et al., 2003).

Segun Haas y Défago (2005), existen seis clases de compuestos antibioticos (para los
cuales estan mejor relacionados con el control biol6gico de enfermedades de las raices:
fenazinas, floroglucinoles, piroluteorina, pirrolnitrina, lipopéptidos ciclicos (todos ellos
difusibles) y cianuro de hidrégeno (HCN, que es volatil). Mas recientemente, los
biosurfactantes lipopeptidicos producidos por especies de Pseudomonas y Bacillus han

sido implicados en el biocontrol debido a su potencial efecto positivo en las interacciones
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competitivas con organismos, incluyendo bacterias, hongos, oomicetos, Protozoos,

nematodos y plantas (Raaijmakers et al., 2010).

2.6.2 Produccidén de enzimas liticas
Las enzimas liticas son ejemplos de compuestos quimicos lineales producidos por
microbios del suelo, los cuales degradan muchos compuestos organicos incluyendo la

quitina (paredes celulares de hongos).

Las enzimas liticas actian sobre grupos de compuestos quimicos particulares, Por
ejemplo, glucésidos pepsina y tripsina sobre los enlaces peptidicos y las esterasas sobe
los esteres. Un gran nimero de sustratos pueden ser atacados reduciendo asi, el nimero
de enzimas digestivas que de otro modo serian requeridas, este tipo de accion favorece
a las bacterias permitiéndoles evadir la respuesta inmune o profundizar mas el sitio de

accion, lo que hace que la infeccion se disemine.

2.6.3 Produccioén de enzimas detoxificantes

Estas enzimas previenen el dafio de las toxinas patégenas, ademas de las enzimas
digestivas, muchos patdégenos producen enzimas las cuales les permiten detoxificar las
sustancias antimicrobianas producidas por la planta, como la saponina glicosil hidrolasa,
gue degrada las saponinas y la hidratasa del cianuro, que detoxifica este compuesto,

entre estos tipos de enzimas esta la catalasa, peroxidasa, superoxido dismutasa.

2.6.4 Produccién de sideroforos
En el suelo, la actividad de produccion de sideréforos desempefia un papel muy
importante en la determinacion de la capacidad de diferentes microorganismos para

mejorar el desarrollo de la planta.

Los sideréforos microbianos mejoran La absorcion de hierro por las plantas que son

capaces de reconocer el complejo férrico-sideréforo bacteriano (Dimkpa et al., 2009) y
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son importantes en la captacion de hierro por las plantas en presencia de otros metales

como el niquel y el cadmio ( Dimkpa et al., 2008).

Sin embargo, todavia no esta claro si los complejos bacterianos de sideréforo pueden
contribuir significativamente a los requerimientos de hierro de la planta. Las BPCV que
producen sideroforos bajo condiciones de limitacion de hierro pueden favorecer el
crecimiento de las plantas, suministrando directamente el hierro para que pueda ser
asimilado por las plantas y eliminando el hierro circundante en el ambiente para el
crecimiento de fitopatdégenos reduciendo asi su competitividad (Tank et al., 2012), La
produccion de sideroforos confiere ventajas competitivas a PGPR que pueden colonizar
raices y excluir a otros microorganismos de este nicho ecoldgico (Haas y Défago, 2005).
En condiciones altamente competitivas, la capacidad de adquirir hierro a través de
sideroforos puede determinar el resultado de la competencia para diferentes fuentes de

carbono disponibles como resultado de la exudacion radicular (Crowley, 2006).

3. MATERIALES Y METODOS
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3.1 Ubicacion del experimento

El experimento se realizé en el laboratorio de Agroecologia ubicada en la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna con las coordenadas (24° 22’ de Latitud
Norte y 102° 22’ de Longitud oeste con elevacion a 1120 msnm). El clima es semiarido,
con una precipitacion anual promedio de 224.6 mm y temperatura media anual de 21.11
°C.

3.2 Material biologico

Se empled la cepa de Bacillus megaterium la cual fue proporcionada por la Maestra en
Ciencias Maria Eduviges Valdez de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Juérez del Estado de Durango campus Gémez Palacios. La cepa fue sembraada en
placas con agar nutritivo y mantenidas en incubacion a 28°C durante 24-72 horas hasta
la aparicién de colonias. La cepa del hongo Fusarium oxysporum fueron recuperados en
agar de papa y dextrosa (PDA) mediante la transferencia de un pequefio fragmento de
micelio al medio de cultivo e incubado durante 7 dias a una temperatura de 28°C.

3.3. Medios de Cultivo
Agar papa-dextrosa (PDA). Es un medio sélido complejo de uso general para el cultivo

de hongos y su composicién es como sigue:

Ingredientes (g/L)
Glucosa 200
Extracto de papa 40
Agar 15.0
pH 5.6

Agar nutritivo (AN). Es un medio solido complejo de uso general para el cultivo de
bacterias.
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Ingredientes (g/L)
Peptona de caseina 50
NaCl 8.0
Extracto de carne 30
Agar 15.0
pH 6.5-70

a. Disolver cuidadosamente los ingredientes en el orden indicado y ajustar el pH.
b. Calentar a ebullicion durante 1 minuto.

c. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Los medios de cultivo deshidratados: agar nutritivo y PDA fueron comprados de marcas
comerciales (DIBICO, México). Se prepararon de acuerdo con las especificaciones del
fabricante y se esterilizaron en autoclave horizontal (Aesa de 25x50 cm). Prubas de
esterilidad de los medios se llevaron a cabo dejando los matraces con medio por 24-48

h afuera de la campana de flujo laminar (Telstar AH100. Barcelona,Espafia).

3.4. Técnica de estria cruzada para la siembra y selecciéon de cepa (Figura 1)
A. Dividir cada una de las cajas Petri por la parte de atras en cuatro cuadrantes.
Esterilizar el asa con calor en el mechero.

B. Dejar enfriar el asa y tomar la muestra de una colonia.

C. Inocular la muestra haciendo 4 o 5 estrias simples muy juntas de lado a lado sobre el
primer cuadrante de la caja, cerrar la caja. Flamear el asa de inoculacion y hacer girar la
caja Petri un cuarto de vuelta.

D. Abrir nuevamente la caja y con el asa de siembra esterilizada y fria, tocar la superficie
del de estrias recién hechas en un punto alejado del inicio. Hacer un segundo grupo de
estrias como en el caso anterior. Realizar el mismo procedimiento en el tercer cuadrante
y en el ultimo cuadrante, sin flamear el asa de siembra hara una estria mas abierta

(simple).

F. Las cajas con la base hacia arriba se incuban a 35°C durante 24-48 h.
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3.5. Siembra en tubos y condiciones de incubacién

A. Después de la incubacién de los cultivos, seleccionar, de las cajas Petri con AN, la
colonia mas aislada de cada cepa.

B. Transferir con el asa, previamente esterilizada y fria, una pequefia muestra de la
colonia a un tubo de CN.

C. Incubar los tubos a 35°C durante 24-48 h. Observar la aparicion de turbidez y proceder

a la preparacion de frotis para la tincion de Gram.

el

—

Figura 1. Técnica de siembra bacteriana por estrias en cajas Petri con medio sélido.

3.6. Siembra de hongos filamentosos
1. Para sembrar los hongos filamentosos, se separa una parte de micelio de los hongos

proporcionados correspondientes con asa bacterioldgica, previamente esterilizada en la
flama del mechero.

2. Se coloca el micelio en el centro de una caja de Petri con medio por inoculacion por

piquete.

3. Seincuban las cajas de Petri en forma invertida, envueltas en papel o en una bolsa de
plastico, a 28-30 °C durante 3-5 dias.
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3.7. Cinética de crecimiento de Bacillus megaterium

Se preparara un cultivo de B. megaterium en un matraz Erlenmeyer con CN. Este cultivo

(matraz A) se utilizard como inéculo.

El crecimiento se cuantificara, midiendo la turbidez del cultivo durante 12 horas de

incubacioén, con toma de muestra cada dos horas.

Preparacién de material y medios de cultivo
Se preparé 150 mL de caldo nutritivo en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y se

esterilizaron a 1.01 Kg cm? por 15 minutos en un autoclave horizontal.

Inoculacion de matraces y tratamiento de muestras (Figura 2)
a. En condiciones asépticas, inocular 10 mL del cultivo de B. megaterium (del matraz A)

en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 150 mL de caldo nutritivo (matraz B).

b. Homogeneizar el cultivo agitando suavemente y tomar de inmediato, con pipeta estéril,
3 mL que se pasan a un tubo de ensaye estéril. Esta muestra corresponde al tiempo cero
(t=0).

c. Colocar el matraz B en un agitador orbital a una velocidad de 120 rpm, incubando a la
temperatura correspondiente. De la misma forma, se tomaran muestras de 3 mL cada 60

min hasta completar 8 h de incubacién.

d. Leer la densidad optica (D.O.) de cada muestra en un espectrofotometro ultravioleta
visible (Velab, Modelo VE-5600UV) a 400 nm, previamente calibrado con medio de

cultivo estéril.
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e). Preparar una curva de crecimiento del tiempo de incubacidén contra la lectura de
densidad Optica y elaborar una ecuacion de regresion para la confiabilidad de la curva,

utilizando el programa de excel y seleccionando la opcion de valores logaritmicos.

™ .
(2> )= ., — | —

(A (A § X
Matraz A Matraz B

Figura 2. Diagrama para la inoculacién y preparacion de la curva de crecimiento de B. megaterium en caldo de cultivo

durante 12 horas.

3.8. Tincion de Gram
Para la confirmacién de la bacteria objeto de estudio, se realizo la técnica rapida de cinco

minutos de tincion Gram.

Se prepararon tres frotis seco del cultivo en medio liquido, tomar una asada del cultivo y
distribuirlo homogéneamente sobre el portaobjeto, dejar secar al aire y fijar por calor
durante realizando pases rapidos a través de un mechero de alcohol sin que se
sobrecaliente el portaobjeto. Si es medio sélido, se realiza frotis hUmedo, se coloca una
gota de agua destilada estéril, se flamea el asa bacterioldgica, se enfria en el medio
sblido y se toma una asada del medio y distribuye homogéneamente sobre el
portaobjetos y procede como en medio liquido. Una vez fijado el frotis, se procede a la
tincion, utilizando el juego de colorantes de Gram (Sigma®, Gram staining Kit, Cat-77730,
USA) colocando con un gotero cristal violeta por un minuto, enjuagar con agua destilada
empleando un piceta. Enseguida, se coloca el lugo por un minuto y enjuagar, secar y
colocar alcohol decolorante por 10 segundos, enjuagar y finalmente colocar el colorante
de contraste Safranina por un minuto, enjuagar y secar al aire. Observar al microscopio

optico (Karl Seiz, Germany), en objetivo de 10 X para fijar el campo y posteriormente
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aplicar una gota de aceite de inmersion y observar a 100X utilizando el objetivo de

inmersion. Tomar fotografia con teléfono celular para guardar la evidencia.

3.9 Ensayos preliminares

Para la realizacion de los ensayos preliminares, se utilizd una cepa de Fusarium
oxysporum identificada gentilmente por el Dr. Vicente Hernandez Hernandez del
departamento de parasitologia de la UAAAAN Unidad Regional Laguna, la cual se cultivd
en cajas Petri con agar nutritivo (AN) y agar de papa y dextrosa (PDA), para observar en
gue se desarrollara en ambos medios mejor durante tres dias de incubacién a

temperatura ambiente 28 + 2°C.

Una vez determinado establecidos el crecimiento del hongo en ambos medios de
cultivos, se dispuso a realizar las pruebas de antagonismo con Bacillus megaterium,

utilizando el AN como medio de cultivo.

Se realizaron tres réplicas con el hongo y con Bacillus megaterium y como control se
utilizaron tres placas para F. oxysporum donde estos se encontraba solamente

incubando a 28 °C * durante tres dias, checando su crecimiento cada 12 h.

3.10 Ensayos antagoénicos in vitro

Para este trabajo la cepa de la bacteria B. megaterium se utiliz6 de dos maneras la
primera en donde con la ayuda de una micropipeta se tom6 100 ul de la bacteria y se
extendié en placas con Agar nutritivo (AN), enseguida se hacian diluciones de 101 hasta
10~°de esta concentracion con agua peptonada de las cuales se extendian en placas

con agar nutritivo.

Para las pruebas de antagonismo se hicieron tres repeticiones, todas estas se hicieron
en placas con agar nutritivo (AN). Se sembré B. megaterium a diferentes concentraciones
para evaluar las pruebas se utilizo la cepa de F. oxysporum, donde se tenia la caja Petri

con agar nutritivo y se le extendia la bacteria con la ayuda de un sacabocado de 3.8 mm
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de didmetro se ponia el cultivo del hongo fitopatégeno, se incubo durante 72 h a 28 +
2°C.

Para generar resultados confiables, es necesario que los laboratorios cumplan con los
requisitos de ensayo y calibracion de sus pruebas, con lo cual demuestran que son
técnicamente competentes y que son capaces de producir resultados técnicamente
validos. Para ello, es necesario tomar en cuenta los siguientes conceptos en el desarrollo

de cualesquier metodologia (NAS, 2016).

Reproducibilidad: La capacidad de un investigador para duplicar los resultados de un
estudio previo utilizando los mismos materiales. Un segundo investigador debera usar
los mismos datos crudos para construir los mismos archivos de andlisis e implementar
los mismos analisis estadisticos, generando los mismos resultados. La reproducibilidad

es una condicion minima necesaria para que un hallazgo pueda ser creible e informativo.

Repetibilidad. (también referida como reproducibilidad empirica), la capacidad de ver
los datos, ejecutar codigos y seguir los protocolos especificados y disefiados como se

describen en una publicacion cientifica.

Replicabilidad. La capacidad de un investigador para duplicar los resultados de un

estudio previo si se siguen los mismo procedimientos, pero nuevos datos son generados.

Robustez. La resistencia de las conclusiones cuantitativas o cualitativas a (ligeros o
moderadas) cambios en los procedimientos y supuestos del grupo experimental o
analitico.

Reproducibilidad estadistica. La nocién de como la estadistica y métodos estadisticos
contribuyen a la probabilidad de que un resultado cientifico sea reproducible y estudiar y
medir su reproducibilidad.
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Confiabilidad. La confiabilidad se refiere a la confianza que depositamos sobre el
instrumento de medicion para que nos proporcione un mismo valor numerico, cuando la

medicion se realiza sobre el mismo objeto.

Validez. La validez significa que el instrumento de medicion, realmente mide la propiedad

gue se supone es para medir. La confiabilidad de un instrumento no garantiza su validez.

4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion de Bacillus megaterium
El género Bacillus incluye a las bacterias Gram positivas, phylum Firmicutes, clase Bacilli,

especies con baja relacion G+C, capaces de colonizar un amplio rango de ambientes
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(Pueyo et al., 2014) y presenta pruebas caracteristicas que ya se han sefalado en
apartados anteriores. De acuerdo con las preparaciones realizadas, se observo que B.
megaterium tiene forma de una varilla o cadena en forma cilindrica (Amornrat, 2009), lo

gue se confirma en nuestros resultados y que se presenta como evidencia la Figura 2.

Figura b)

Figura 2. Caracterizacion de Bacillus megaterium, es una bacteria Gram-positiva, figura a en forma de
cadenas (Amornrat, 2009) y de barras caracteristicas (b) resultado del estudio.

4.2. Cinética de crecimiento de B. megaterium en caldo nutritivo

La cinética de crecimiento de B. megaterium se realiz6 en caldo nutritivo como medio de
cultivo, encontrdndose una ecuacion de regresion con coeficiente de correlacion de
r’=0.93, indicando la excelente correlacion para el estudio (Figura 3). Este resultado es
superior a los resultados de fermentaciones con especies de Lactobacillus lactis, los

cuales presentan valores de r’= 0.772 (Jurado-Gamez et al., 2015).
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Figura 3. Curva de crecimiento de Bacillus megaterium.

4.3 Cinética de crecimiento del Fusarium oxysporum en PDA

De la misma manera, se realiz cinética de crecimiento para el hongo F. Oxysporum, se
utilizé en PDA como medio de cultivo. En la Figura 4, se puede observar la cinética de
crecimiento del F. oxysporum durante 40 h a una temperatura de 28+ 2°C. Debido al
crecimiento radial de los hongos, se realizaron determinaciones longitudinales y
transversales, mostrando resultados similares, asi mismo se realiz6 la determinacién con

cinco repeticiones a fin de reducir errores en las determinaciones.

Asi mismo, la cinética del hongo se realizd en el AN y present6 un buen coeficiente de
correlacién r2 = 0.96, utilizando el modelo de crecimiento exponencial para la realizacion
de la regresion (Figura 5).

De acuerdo con los conceptos sefialados al final de la metodologia, es importante que
se tengan resultados de repetibilidad y reproducibilidad de los resultados y en el estudio,

se realizaron cinco repeticiones ( Figura 5).
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Figura 6. Reproductibilidad y repetitividad del crecimiento de F. oxysporum en dos medios (Agar nutritivo
y PDA).

Se puede observar claramente que el hongo crece en ambos medios y, los altibajos, se
deben a que los valores estan representando el crecimiento diario del hongo, restando
el valor final del valor anterior, por ello se observa que el maximo crecimiento se da a las
28 h en ambos medios de cultivo y dejan de crecer por falta de espacio a las 48 h, tiempo

gue duro el experimento en incubacion.

4.4 Resultados de antagonismos bacteriano contra Fusarium oxysporum

En la literatura, la metodologia para seleccionar antagonismo bacteriano contra
patégenos de Fusarium, se tuvo la necesidad de medir el halo de inhibicion (Song et al.,
2014), quienes utilizaron especies de Bacillus para el control bioldgico de la pudricion de
la raiz de ginseng causado por Fusarium cf incarnatum. En nuestro estudio, no hubo

necesidad de realizar mediciones, pues la inhibicién fue total (Figura 6).
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Figura 7. Comprobacion de la inhibicion del crecimiento de Fusarium oxysporum con B. megaterium y
sin este.

De la misma forma. Se realizaron diluciones decimales bacterianas y se inocularon para
conocer la dosis infectiva, encontrdndose que a dosis de 1073, se encuentra efecto
inhibitorio (Figura 7).

En la figura 8, se presentan los resultados en lo que se utilizé la minima densidad Optica
(A=400 nm) de 0.116 la cual es necesaria para que la bacteria pueda tener el efecto
inhibitorio contra F. oxysporum. Valores superiores a esta densidad, no se logra obtener
la inhibicién del crecimiento del hongo. Esto nos demuestra que en las etapas iniciales
del crecimiento bacteriano se presenta el efecto inhibitorio de B. megaterium contra F.

oxysporum.
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Figura 8. Efecto antagdnico de la concentracion decimal de B.megaterium sobre F. Oxysporum utilizando
AN como medio de cultivo del hongo. Las cajas petri de la parte duperior, representan la inhibicién con
dilucién 10-3, mientras abajo, son diluciones de 107, 108 y 10°.

Figura 9. Efecto inhibitoria de la densidad Optica (D.0.= 0.116) de B. megaterium sobre el hongo F.
oxysporum.
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5. DISCUSION

El género Bacillus incluye a las bacterias Gram positivas, phylum Firmicutes, clase Bacilli,
especies con baja relacion G+C, capaces de colonizar un amplio rango de ambientes.
Unas pocas especies de Bacilos son conocidas como patdgenas al hombre. Entre éstas
B. anthracis y B. cereus, que son especies completamente relacionadas (Pueyo et al.,
2014). En el caso de Bacillus megaterium, es una bacteria que no es patégena al hombre
y representa un microorganismos potencial de explotacion biotecnolédgica en el control

de enfermedades y como promotor de crecimiento vegetal.

Por otro lado las especies de Fusarium se encuentran en grandes cantidades en el suelo
y estos pardsitos no especializados tienen una gran variedad de huéspedes que pueden
causar enfermedades en plantas y humanos, mientras tanto las especies de Bacillus se
encuentran generalmente en diversos entornos naturales de suelo, agua y aire y tienen
efectos antifingico contra varios tipos de hongos patégenos de plantas (Zhang et al.,
2009), también muestran capacidad de control para la pudricién de las raices y la fiebre
Phytophthora del ginseng causada por Cylindrocarpon destructans, (Kim, 2004), otros
estudios han reportado especies de Bacillus que controlan a hongos como Pyricularia

grisea y Curvularia sp en el cultivo de arroz (Tejera et al., 2012).
En nuestro estudio, un aislamiento bacteriano identificado como B. megaterium tenia una

fuerte actividad antagonista contra el hongo Fusarium oxysporum presente en gran parte
de los cultivos de la Laguna, lo cual que confirma las propiedades del género Bacillus.

6. CONCLUSIONES
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Los resultados de este trabajo demuestran el potencial de B. megaterium como un
controlador biolégico, inhibiendo el crecimiento de F. oxysporum en condiciones in vitro
asi como también se han demostrado en otros trabajos el efecto de antagonismo con

otros hongos como Pyricularia grisea y Curvularia sp en el cultivo de arroz.

Cabe resaltar que para que B. megaterium demuestre esta inhibicion se debe tener una
densidad Optica (A=400 nm) de 0.116 la cual es necesaria para que la bacteria pueda
tener el efecto inhibitorio contra F. Oxysporum, destacandose que este hongo es uno de

los importantes en la Comarca Lagunera en los cultivos de alfalfa y nogal.

Por ello se debe de profundizar el conocimiento que tiene las interacciones que se
desarrollan en los suelos agricolas, permitiendo asi un manejo mas eficiente de los
sistemas, y asi tener una alternativa como biofertilizantes para los diferentes cultivos y
produccion de una agricultura sustentable, disminuyendo el impacto sobre el medio
ambiente como al igual del uso excesivo de fertilizantes quimicos por la fertilizacion

bacteriana.
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