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RESUMEN

Para la realizacion de este trabajo se usaron 2 bioconsorcios a base de
bacterias enddfitas para lo cual se establecid el experimento bajo un disefio de
bloques al azar con un total de siete repeticiones por tratamiento; cada repeticion
contd con dos plantas de frijol por maceta. La inoculacion de las macetas se realizé
depositando 20 ml de una suspensién con propagalos de R. solani (1 x 10° ufc). La
primera aplicacion de los bioconsorcios se realizé directamente al suelo al momento
de la siembra, mientras la segunda aspersion se realiz6 después de la emergencia,
cuando las plantas alcanzaron alrededor de 10 cm de altura lo que ocurri6é a los 15
dias después de la siembra y la tercera aplicacion se realizé a intervalo de 15 dias

posteriores a la segunda aplicacion.

Los resultados indican que los prototipos experimentales, denominados
Bioformulados de endéfitos 1 y 2 no disminuyen la incidencia y severidad de
Rhizoctonia solani en las plantas de frijol, pero si promueve un mayor desarrollo de
plantas de frijol que el desarrollo obtenido en los tratamientos inoculados con
Rhizoctonia solani. El bioformulado 1 incrementa el 58% el diametro de tallo y el
contenido de clorofila; lo anterior sugiere que las bacterias endéfitas mejoran el

desarrollo de las plantas enfermas.

Palabras clave: Frijol, Bacterias enddfitas, R. solani
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INTRODUCCION

El frijol es dentro de las leguminosas de grano la especie mas importante para
el consumo humano. Se cultiva en todo el mundo, en 129 paises de los cinco
continentes, segun la (FAO, 2010). América latina es la zona de mayor produccion y
consumo, se estima que mas del 45% de la produccibn mundial proviene de esta
region, donde es considerado como uno de los productos basicos de la economia

campesina.

De acuerdo a la produccién acumulada de 2000-2010, los mayores paises
productores de frijol en el mundo son: Brasil con 16%, seguido de la India con 15.9%,
Myanmar con 10.5%, China con 8.9% ocupando el quinto lugar México con 5.8% y

en sexto lugar Estados Unidos con 5.6%.

El cultivo de frijol en México, es de gran importancia en la economia rural, es
definido en la Ley de Desarrollo Rural Sustentable (LDRS, 2001) como un producto
basico y estratégico para el desarrollo rural del pais que se siembra en todas las
regiones agricolas; ocupa el segundo lugar en superficie a nivel nacional, con un
promedio de 1.87 millones de hectareas cosechadas, una produccion de 1.3 millones
de toneladas y con un valor de 7.5 mil millones de pesos (SIACON, SAGARPA). No
obstante lo anterior, la principal limitante es su produccion, la constituyen sin duda la
escasa disponibilidad de agua, fendmeno que se agudiza en regiones con bajo

régimen pluvial como Zacatecas, Durango y Chihuahua.

De los diversos microorganismos que atacan al cultivo del frijol, como pueden
ser los virus, hongos, bacterias, nematodos, fitoplasmas y viroides, son los hongos
el grupo que mas enfermedades ocasionan. Algunas enfermedades mas

importantes en este cultivo son ocasionadas por Rhizoctonia solani.

La importancia de los hongos fitopatdgenos del suelo que atacan la raiz, no

se limita s6lo al dafio que ocasionan en las plantas hospedantes, si no también



debe considerarse el papel que juegan dentro de las cadenas troficas y en las

diversas relaciones que establecen con otros microorganismos del suelo.

La utilizacion extensiva de compuestos quimicos para el control de
enfermedades, la emergencia de patégenos resistentes a fungicidas, y el deterioro
en la salud de productores y consumidores, han promovido la busqueda de
alternativa viables que garanticen un mayor sostenibilidad en la produccion agricola,

minimizando el impacto sobre el medio ambiente.

Las bacterias endofitas son aquellas aisladas de tejidos de las plantas o de su
interior, y no causan sintomas visibles de enfermedad en la planta (Pérez et al.,
2010). Sessitch (2002) indica que las bacterias endofitas ejercen control biolégico
sobre fitopatdgenos, promueve el crecimiento en las plantas hospederas
(Tsavkelovaet al., 2007), aumentan la resistencia a enfermedades, contribuyen a la
fijacion biologica de nitrogeno, solubilizacion de fosfato y brindan proteccion contra
patégenos mediante la produccién y sintesis de metabolitos secundarios.

Los microorganismos enddfitos han sido reportados como agentes de control
para fitopatégenos en diversos cultivos, se ha comprobado que los mecanismos de
control biolégico mediado por bacterias endéfitas estan basados en diferentes
mecanismos los cuales incluyen antibiosis, la competencia por los nutrientes y nichos
(CNN) y la resistencia sistematica incluida (ISR). Hasta ahora, solo el papel de la ISR
en el control biolégico mediado por enddfitas ha sido confirmado en planta (Berg et
al., 2013).



Justificacién

Se considera que el control biolégico utilizando bacterias enddfitas constituye hoy en
dia una alternativa que podria sustituir el control quimico que ademés de su elevado
costo, trae como consecuencia el desarrollo de resistencia en el hongo, y problemas

de contaminacion y toxicidad.
Objetivos
a) Determinar la actividad antifingica de las Bacterias Endoéfitas Bioformuladas
en R. solani y su efecto en desarrollo y crecimiento del cultivo de frijol bajo
condiciones de invernadero.
Hipodtesis
a) Se espera que al menos uno de los tratamientos reduzca la incidencia y

severidad de R. solani en el cultivo de frijol y ademéas mejore el crecimiento

y desarrollo de la planta.



REVISION DE LITERATURA

Origen del Frijol

Nuestro pais es considerado como uno de los centros de origen de diversos
tipos de frijol, siendo la especie mas importante Phaseolus vulgaris (Delgado —
Salinas, 2012). EIl frijol en México se considera un producto estratégico en el
desarrollo rural y social del pais, cumpliendo diversas funciones tanto de caracter
alimentario como para el desarrollo socioeconémico. A lo largo de la historia, se ha
convertido no solo en un alimento tradicional, sino también en un elemento de
identificacion cultural, comparable con todos productos como el maiz y el chile, que
son basicos para explicar la dieta alimentaria de la poblacion mexicana (Secretaria
de Economia, 2012).

Casi todas las variedades cultivadas en Europa, Estados Unidos y en México
son especies y variedades del genero Phaseolus (Halfacre, 1992). La judia o frijol es
el nombre comun aplicado de forma amplia a diversas plantas de origen americano
de la familia de las leguminosas. Las semillas y las vainas de estas plantas se usan
como alimento y en la produccién de forraje. Es un alimento muy apreciado por su

elevado contenido proteinico (Sanchez, 2002)



Clasificaciéon Taxondmica

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabacea
Género: Phaseolus

Especie: vulgaris

Descripcion del Frijol

El frijol es una planta originaria de Mesoamérica (incluye México), que se cultiva
desde hace alrededor de 8 mil afios, desarrollandose durante ese tiempo una
diversidad de tipos y calidades de frijoles (Parsons, 1981)

Por la preferencia del consumidor el frijol se clasifica en muy preferente:
Azufrado, Mayo coba, Negro Jamapa, Peruano, Flor de Mayo y Flor de Junio;
preferentes son las variedades Garbancillo, Manzano, Negro San Luis, Negro
Querétaro y Pinto. Y por ultimo los no preferentes que son: Alubia Blanca, Bayo

Blanco, Negro Zacatecas, Ojo de Cabra y Bayo Berrendo (Meza, 1995).

En la zona norte de México se consume las variedades azufradas, que se
cultivan principalmente en Sinaloa, mientras que una gran parte de frijol negro se
cultiva en Nayarit y Zacatecas, con una demanda mayormente concentrada en las

zonas centro y sur del pais (FAO, 2010).



Por su gran importancia econémica y social, el frijol es un producto estratégico
dentro del desarrollo rural de México, ya que ocupa el segundo lugar en cuanto a
superficie sembrada nacional y representa ademas la segunda actividad agricola
mas importante en el pais por el nimero de productores dedicados al cultivo. Es asi,
que como generador de empleo es relevante dentro de la economia del sector rural
(FIRA, 2001).

Asimismo, es un alimento fundamental en la dieta de la poblacién mexicana,
sobre todo para las clases mas desprotegidas del pais, ya que constituye la fuente
principal de proteinas para dicho sector, siendo un alimento que no puede sustituirse
con el consumo de algun otro. Adicionalmente, la importancia ancestral de su cultivo
en el campo mexicano radica también en que forma parte de la cultura gastronémica
de México, de ahi la amplia aceptacion del producto en la cocina mexicana, por lo
gue posee una gran demanda a nivel nacional (Montes, et al., 1990).

Especies del Frijol

El frijol es una leguminosa que constituye una rica fuente de proteina e
hidratos de carbono, ademas es abundante en vitaminas del complejo B, como
niacina, riboflavina, acido félico y tiamina; también proporciona hierro, cobre, zinc,
fésforo, potasio, magnesio y calcio, y presenta un alto contenido de fibra. Existen
multiples variedades de frijol que se caracterizan por su tamafio, forma, color y tipo

de crecimiento (Halfacre, 1992).

En México se cultivan cerca de 70 que, de acuerdo con la norma, se divide en:

negro, amarillos, rosados, bayos, pintos y mas.



Caracteristicas Morfoldgicas

La planta es anual, herbacea, arbustiva y bastante abundante en hojas; de
estacion célida, con ramas que proceden del tallo principal, las que dependen de las
condiciones ambientales, siendo de gran importancia la densidad poblacional, pues
también incide en la altura y dureza del tallo; tiene hojas, tallos y vainas
pubescentes.

Raiz

El sistema radical esta formado por la raiz primaria o principal que se
desarrolla a partir de la radicula del embrién. Sobre esta y en disposicion de corona
se forman la secundaria, terciarias y otras subdivisiones; Los pelos absorbentes,
organos epidémicos especializados en la absorcibn de agua y nutrimentos, se
localizan en las partes jovenes de las raices laterales donde viven en simbiosis con
la planta bacterias del género Rhizobium fijadoras del nitrégeno atmosférico. Aunque

el sistema radical presenta variacion se considera fibroso (Soria, 2000).

Tallo

El tallo joven es herbaceo y semilefioso al final del ciclo; es una sucesion de
nudos y entrenudos donde se insertan las hojas y los diversos complejos axilares, el
tallo o eje principal es de mayor diametro que las ramas laterales, de color verde rosa
0 morado, glabro o pubescente, determinado si termina en inflorescencia o
indeterminado si su yema apical es vegetativa. Se indica en la insercién de las raices
y el primer nudo corresponde al de los cotiledones, esta primera parte del tallo se
denomina hipocotilo, en el segundo nudo se presenta el primer par de hojas

verdaderas, las cuales son simples y opuestas y reciben el nombre de epicatilo, en el

7



tercer nudo emerge la primer hoja compuesta las cuales son trifoliadas y alternas
(Soria, 2000).

Hojas

Son de dos tipos: simples y compuestas. Los cotiledones constituyen el primer
par de hojas, proveen de sustancias de reserva a la planta durante la germinacion y
emergencia y elaboran los primeros carbohidratos a través de la fotosintesis en sus
cloroplastos, son de poca duracién, el segundo par y primeras hojas verdaderas, se
desarrollan en el segundo nudo, son simples, opuestas y cortadas. A partir del tercer
nudo se desarrollan las hojas compuestas, las cuales son alternas, de tres foliolos,
un peciolo y un raquis. Presentan variacion en cuanto a tamafo, color y pilosidad,
esta variacion esta relacionada, con la variedad y con las condiciones ambientales de
luz y humedad (Soria, 2000).

Flores

Las flores de frijol desarrollan en una inflorescencia de racimo, la cual puede
ser terminal como sucede en las variedades de habito determinado o lateral en las
indeterminadas. La inflorescencia consta de pedunculo raquis, bracteas y botones
florales. Los botones florales se desarrollan en las axilas de las bracteas. Pueden ser

blancas, rosada o de color parpura (Camargo, 1999).

Fruto o Legumbre

El fruto es el ovario desarrollado en forma de vaina con dos suturas que unen
las dos valvas; las semillas se unen a las valvas en forma alterna sobre la sutura

plavental. Las divergencias laterales estan constituidas por los cotiledones y las dos
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hojas primarias verdaderas; los cotiledones forman la parte voluminosa de la semilla,
son hojas modificadas para el almacén de carbohidratos y proteinas y constituyen la

parte aprovechable de la semilla (Montes, 1990).

Enfermedades del Frijol

Tomando en consideracion el variado numero de ambientes en el pais donde
se cultiva el frijol, no resulta extrafio encontrar reportes de dafios econémicos
ocasionados por ataques de hongos, bacterias y virus (Danilo, 2011). Las
enfermedades comunes que se presentan son: roya, pudriciones de raiz, cenicilla y
antracnosis causadas por hongos y tizon comudn y tizén de halo causada por
bacterias (Martinez et al., 2008). Ocasionalmente otras enfermedades como moho
blanco o el virus del mosaico comun llegan a provocar epidemias severas (Mena et
al., 2010).

Antracnosis, Colletotrichum lindemuthianum

La enfermedad puede dafar todas las partes aéreas de la planta aun los
cotiledones pueden presentar pequefias lesiones de color café oscuro a negro. Sin
embargo es mas comun que las primeras lesiones se puedan descubrir en el envés
de las hojas o en peciolos como lesiones angulares o lineales de color oscuro o rojo
ladrillo o bien como pequefios canceres hundidos en las venas de las hojas. La
enfermedad es mas notoria en las vainas; las primeras lesiones aparecen como
lesiones de color naranja que se transforman en canceres hundidos limitados por un
anillo negro ligeramente elevado que a su vez se rodea por una franja de color café
rojizo. En el centro de esas lesiones puede observase el crecimiento del hongo de

color café claro a rosa durante periodos muy humedos (Mena y Velazquez, 2010).



Roya, Uromyces appendiculatus

El signo que caracteriza a la roya es la aparicion en todas las partes aéreas de
la planta pero principalmente en hojas y vainas verdes, de lesiones circulares de
color café rojizo aunque inicialmente aparecen pequefias manchas blancas
ligeramente levantadas que se transforman en las lesiones café rojizas mencionadas.
Estas lesiones toman una coloracion negra debido a la produccion de teliosporas

especiales para sobrevivir al invierno (Mena y Velazquez, 2010).

Tizén de Halo, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola

La bacteria puede afectar hojas, tallo, vainas y la semilla. Los primeros
sintomas de la enfermedad aparecen como pequefias manchas aguanosas en las
hojas. En el clima seco estas manchas toman una coloracion bronceada y mueren.
Alrededor de esas manchas se desarrolla un halo ancho de color verde amarillo y
aspecto grasoso. Los sintomas en las vainas consisten en manchas de color rojo o
café o franjas del mismo color en la sutura de la vaina que pueden tener un aspecto
aguanoso. El grano en formacién en esas vainas puede podrirse o “chuparse” y

decolorarse (Menay Veldzquez, 2010).

Tizédn Comun, Xanthomonas campestris pv. phaseoli.

Los primeros sintomas de la enfermedad aparecen como manchas aguanosas
que luego de agrandarse se marchitan o secan y finalmente toman una coloracion
negra. Estas lesiones, frecuentemente son rodeadas por una angosta zona de color

verde amarillo, pueden ser encontradas en el borde de las hojas o en tejido entre las
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venas. Una vez que estas lesiones crecen y se unen a las plantas afectadas toman
un aspecto atizonado o quemado. En las vainas enfermas se desarrollan manchas

circulares, ligeramente hundidas y de aspecto aguanoso (Mena y Velazquez, 2010).

Pudriciones de raiz, Fusarium, Rhizoctonia, Pythium, Thielaviopsis, Sclerotium,

Aphanomyces, Phymatotrichopsis y Macrophomina

Existen varios tipos de pudriciones de la raiz en diversas areas productoras de
frijol en el mundo. Algunos factores como el cultivo continto de frijol, rotaciones de
cultivo inadecuadas y compactacion del suelo han contribuido a hacer mas grave la
prevalencia y severidad de estas enfermedades. En general, la enfermedades
inducida por un complejo de hongos en el suelo, que ocasionan pudricion en
preemergencia o después de emergencia en las plantulas, los sintomas son una
pudricion café, rojiza o negra a la altura del cuello o nivel del suelo con marchitez y
secado de las plantas (Padilla, 2009). Inicialmente muestran un marchitamiento y
amarillamiento de las hojas inferiores; al transcurso del tiempo estos sintomas se
generalizan en toda la planta y finalmente el follaje se seca y las plantas adquieren
una apariencia de “quemadas”. Cuando el ataque ocurre en plantas adultas, las
vainas se marchitan y en muchas ocasiones no alcanzan a formar semillas (Martinez
et al., 2008).

Rhizoctonia solani

Es uno de los hongos mas importantes y mayor reconocido como patégeno de
plantas. Por lo general causa enfermedades en una amplia gama de hospederos,
afectado tanto partes aéreas como subterraneas. Usualmente se le conoce como

hongo de micelio estéril, debido a que durante muchos afios se pensd que era
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incapaz de producir algun tipo de espora, ya fuera sexual o asexual. Actualmente se
sabe que Rhizoctonia solani produce basiodiosporas en su etapa sexual, lo que
hacen que esta especie sea un basidiomiceto al que se le denomino Thanatephorus
cucumeris (Agrios, 2004).

La infeccion de R. solani en las leguminosas causa reducciéon en la densidad

poblacional y afecta en forma negativa los rendimientos.

Ubicaciéon Taxonémica

Reino: Fungi
Phylum: Basidiomycota
Clase: Basidiomycetes
Orden: Ceratobasidiales
Familia: Ceratobasidiaceae
Género: Thanatephorus
Especie: cucumeris

Anamorfico: Rhizoctonia solani

El género Rhizoctonia, fue definida por De Candolle 1815, sobre la base de la
produccion de esclerocios de textura uniforme con hilos hifales emanantes de estos,
y la asociacion del micelio con raices de plantas vivas. (Senh et al.,, 1991). La
especie mas conocida dentro del género Rhizoctonia es R. solani la que fue

originalmente descrita en 1858 por Julis Kuhn (Senh, et al., 1991).
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Dentro de las caracteristicas que permiten clasificar taxondmicamente
aislamientos de R. solani son: tendencias de pigmentacion hifal café, ramificacion
aproxima al septo distal de células en hifas vegetativas jovenes, estrechamiento de
hifa y formacion de septos a una distancia corta del punto de origen a la ramificacion
hifal, septo dolipora y células multinucleadas en hifa vegetativa joven (Parmeter y
Whtney, 1970).

El anamorfo es denominado Rhizoctonia solani y su teleomorfo Thanatephorus
cucumeris, es un basidiomiceto no productor de esporas asexuales (conidios) y
productor ocasional de basidiosporas (esporas sexuales). En la naturaleza se
producen asexualmente y se encuentra en forma de micelio vegetativo y/o
esclerocios (Agrios, 2004). Macroscopicamente las colonias jévenes de R. solani se
caracterizan por ser incoloras y algodonosas, aunque dependiendo de la especie,
puede llegar a tornarse cremosas o amarillentas. Al llegar a la maduracion, la colonia

toma una coloracion marrén (Ceresini et al., 1999).

Este hongo, parasiticamente no especializado forma esclerocios en el suelo
sobrevive por largos periodos de tiempo en ausencia de hospederos, mediante estas
estructuras o por medo de hifas de pared gruesa sobre residuos de plantas. Es un
buen competidor saprofitico, puede colonizar muchos sustratos y puede tolerar
cambios amplios de ambiente; esta condicién le favorece tanto para su supervivencia
como para su accién patogénica sobre tejidos juveniles o en estrés fisioldégico

inadecuado (Gonzélez et al., 1989; Contreras et al., 1996).

La especie fitopatégena Rhizoctonia solani ocasiona pérdidas importantes, en
la mayoria de plantas perennes y anuales, incluyendo casi todos los cultivos
horticolas que se desarrollan dentro o sobre el suelo. Entre las enfermedades mas
comunes causadas por este fitopatégeno ésta el llamado “damping-off” o caida de
las plantulas, como consecuencia del estrangulamiento y necrosis del tallo a nivel de
cuello en plantulas recién emergidas. Produce una reduccion significativa del vigor de
las plantas (Cedefio, 2001).
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Sintomas

En condiciones favorables ataca plantulas antes o poco después de la
emergencia, las lesiones son hundidas de tamafio variable, con coloraciones de café
canela a café rojizo. Las areas oscuras y necroticas son mas evidentes cuando el
tejido es atacado, puede llegar a cubrir toda la base del tallo y destruir raices
debilitando la planta o causandole un acentuado amarillamiento. En plantas de més
de 15 cm de altura ocasiona marchitez. Los sintomas en la parte aérea son mas
notorios después de la floraciéon como marchitamiento y muerte de la planta (Alvarez
y Delgadillo, 2004).

Control

Control Cultural

Paredes (1989) recomienda que para evitar la presencia del hongo en un
terreno es conveniente realizar rotacion de cultivos durante dos o cuatro afios
consecutivos, usar semilla sana y no utilizar como abono estiércol proveniente de

ganado no certificado.

Martinson y Rehiayani (1991) determinaron que el uso de estiércol animal
(pollo y cerdo) agregado a suelo infestado con R. solani puede reducir el potencial de
la enfermedad, ambos autores determinaron que este mucho menor en suelos
abonados con estiércol que en suelos no abonados, por lo que ellos consideran el

estiércol como un recurso para una estrategia del control de este patégeno.

Por su parte Schulte et al. (2008) mencionan que la aplicacion de composta en
suelos infestados con R. solani aumenta la poblacion microbiana benéfica

reduciendo la incidencia de este patdégeno.
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Ruiz et al. (2001) menciona que el encalado de suelo disminuye la incidencia
de esta patdégeno por el aumento que genera la cal en el pH del suelo, asi mismo
reportan que la solarizacion de suelo humedo aumenta la actividad biologica de

antagonistas y disminuye la accion de los fitopatdégenos.

Alvarez y Delgadillo (2004) recomiendan evitar exceso de humedad,

desinfectar el sustrato y las charolas germinadoras.

Control Quimico

El principal control de estos fitopatdgenos se realiza con la aplicacion de
agroquimicos entre ellos etridiazol, fosetil de aluminio, metalaxil, azoxystrobin, y
tiabendazol (Pérez et al., 2004).

Lopez et al. (2009) sefialan que R. solani ha adquirido resistencia a fungicidas
organicos asi como a fungicidas sistémicos como Carboxil y Benomil. Aunado a esto
Alvarez y Delgadillo (2004) mencionan que es recomendable tratar la semilla con
Captan o PCNB.

Control Biologico.

En un sentido amplio y segun la definicibn de Cook y Baker (1983) el control
bioldgico involucraria todas aquellas practicas tendientes a disminuir la incidencia de

enfermedades excluyendo el control quimico.

En la naturaleza existe una interaccidon continua entre los potenciales

patdgenos y sus antagonistas de forma tal que estos ultimos contribuyen a que no
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haya enfermedad en la mayoria de los casos; es decir, el control biol6gico funciona
naturalmente. (Cook y Baker 1983) En condiciones naturales los microorganismos
estan en un equilibrio dindmico en la superficie de las plantas. La disminucién de la
flora de competencia por practicas agricolas como lavado de frutos, aplicacion de
fungicidas, y desinfeccion de suelos entre otras, favorecen el desarrollo de los
patogenos (Rollan et al., 1998).

Demirci et al. (2009) mencionan que Verticillium biguttatum crece alrededor de
las hifas de R. solani estrangulando y penetrando las paredes de la célula del

huésped y creciendo dentro de ellas.

Hernandez et al. (2013) sefialan que diversas especies del genero Bacillus
subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens inhiben el desarrollo de R. solani hasta
en un 54% de su crecimiento micelial. Igualmente mencionan que la aplicacién de
estas especies de Bacillus en una presentacion microencapsulada reduce la
incidencia y severidad en plantas de tomate superando al control quimico, ademas

de mejorar la produccion del cultivo.

Mojica et al. (2009) estudiaron 64 cepas de Bacillus thuringiensis de la cuales
16 de ellas tuvieron efectos antagonistas en el crecimiento micelial de R. solani. Las
cepas GM-64 (66,66%) y HD-203 (65,99%) produjeron la mayor inhibicion de

crecimiento micelial.
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Bacterias Endofitas (BE)

Origen y Evolucion de las Bacterias Endofitas

Las primeras evidencias de asociacion entre microorganismos endofitos vy
plantas, se originaron de observaciones en tejidos y hojas fosilizadas, o que soporta
la inferencia de que la asociacion planta-endofito pudo haber ocurrido junto con la
aparicién de las primeras plantas en la tierra (Strobel, 2003; Huawei et al., 2006).
Como resultado de esa larga asociacidbn es posible que algunos de estos
microorganismos endofitos hayan adquirido un sistema genético para transferir
informacion desde la planta hospedera a ellos, o viceversa. Este, posiblemente seria
un mecanismo rapido y seguro de adaptacion a diferentes ambientes y a la planta
hospedera, a ejemplo de rutas bioquimicas que resultan en la produccion de
compuestos quimicos y metabolitos secundarios en las plantas asociadas a los
enddfitos (Germaine et al., 2004; Tsavkelova et al., 2007).

El concepto de que los enddfitos son microorganismos establecidos en los
tejidos internos de la epidermis (Kloepper et al.,, 1992) es actualmente conocido
como la asociacion bioldgica en que los microorganismos colonizan tejidos internos
vivos de las plantas, sin causar ningun efecto negativo inmediato o dafio aparente a
la planta (Bacon y White, 2000).

Las bacterias enddfitas son reconocidas como las aisladas de tejidos de
plantas desinfectadas superficialmente o, de su interior, y que no causan sintomas
visibles de enfermedad en la planta (Hallmann et al., 1997; Sakiyama et al., 2001).
Estas bacterias son encontradas principalmente en los espacios intercelulares de los
tejidos y, con menor frecuencia, intracelularmente y en tejidos vasculares, sin causar
sintomas de enfermedad (Hureket al., 1994; Bell et al.,, 1995). Las bacterias
endofitas se pueden tornar patdgenas sobre ciertas condiciones, e inclusive en
funcidn del genotipo de la planta hospedera (Misaghi y Donndelinger, 1990).Diversos
estudios también sefialan que las bacterias enddfitas interactian con patogenos

(Huang, 1991; Bacon y Hilton, 1997; Sessitch et al., 2002), promueven el crecimiento
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en las plantas (tsavkelova et al.,, 2007), aumentan la resistencia a enfermedades
(Chanway, 1998), contribuyen a la fijacion bioldgica de nitrégeno (Jiménez-Salgado
et al. 1997; Estrada et al., 2002) y brindan proteccion contra patégenos mediante la
produccion y sintesis de metabolitos secundarios (Brooks et al., 1995; Berg et al.,
2005; Tan y Zou, 2001; Long et al., 2003; Shiomi et al., 2006) y son utilizadas en
labiorremediacién (Newman y Reynolds, 2005).

Las discusiones sobre el origen de las bacterias enddfitas y la forma de
penetracion, ademas de los mecanismos de colonizacion, consideran la hipotesis de
gue se originaron de semillas, de la rizosfera, de filoplano o de material utilizado para
la propagacion vegetativa (Reinhold-Hurek Yhurek, 1998). La penetracién en la
planta puede ocurrir por los estomas, heridas, areas de emergencia de raices
laterales, siendo que éstas enddfitas pueden producir enzimas hidroliticas capaces
de degradar la pared celular de los vegetales (Mccully, 2002). Esta hipétesis fue
derivada del analisis de datos que demuestran la presencia de enzimas celuliticas y
pectinoliticas producidas por bacterias endofiticas, a ejemplo de Azoarcus sp.
(Hureket al., 1994), Azospirillum irakense (Khammas y Kaiser, 1991) y Pseudomonas
(Quadt-Hallmann et al., 1997). La colonizacioén y la distribucién de bacterias enddfitas
en la planta pueden ser influenciadas por la interaccion con otros organismos
asociados a la planta, a ejemplo de nematodos parasitos, 0 por caracteristicas
propias de su hospedero (Hirano y Hupper, 2002).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Experimento

El presente trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de fitopatologia e
invernadero del Departamento de Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria

Antonio Narro, ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila.

Aislamiento de Rhizoctonia solani

Se recolectaron plantas de frijol, con signos y/o sintomas de marchitez por
Rhizoctonia solani y se trasladaron al Departamento de Parasitologia. Los
aislamientos se realizaron bajo condiciones de asepsia, en medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar (PDA), para la desinfeccién se sumergieron areas de tejido enfermo
en hipoclorito de sodio al 3 % por 1 min y se enjuagaron tres veces con agua
destilada estéril para remover los residuos del desinfectante, posteriormente se
colocaron en papel de estraza para su secado, enseguida se depositaron encajas
petri con el medio de cultivo, se sellaron con cinta parafilm y se incubaron a 26+ 2 °C

por una semana.

Identificaciéon

En un microscopio estereoscopico se observo el crecimiento micelial en las
placas de petri colonizadas por el hongo. Para su identificaciobn se prepararon
laminillas por lo que con una aguja de diseccién se tomoO una pequefia porcion del
micelio y se colocd en un portaobjetos con lactofenol azul de algodon se cubrié con
el cubre objeto y se observd en el microscopio compuesto en aumento de 40 X para
observar las caracteristicas tipicas de Rhizoctonia solani de acuerdo a lo sefalado
por Sneh et al. (1991).



Purificaciéon

Para la purificacion de R. solani se empled el método por punta de hifa, se
tomo un fragmento de la punta de la hifa del hongo y se coloc6 en medio PDA, las

siembras se incubaron a 26+ 2 °C por una semana.

Obtencidn de los Microorganismos Endéfitos

Los microorganismos enddfitos fueron aislados y formulados por la empresa
Biofertilizantes Mexicanos, S. A. De C. V. en convenio con la Universidad bajo el
proyecto 30 32400 7374 coordinado con el Dr. Francisco Daniel Hernandez Castillo.
Los bioformulados contienen una mezcla de especies de Bacillus; la diferencia entre
los bioformulados consiste en diferentes acondicionadores en cada una de estas lo
que influye en la estabilidad y viabilidad bioldgica de los productos.

Preparacién del Inoculo

El inoculo de R. solani se obtuvo al licuar el contenido de 10 cajas petri con el
medio de cultivo y el crecimiento del micelio y esclerocios de 14 dias de edad del
hongo en 1L de agua destilada estéril (Fig. 1 y 2). De este macerado se prepard una
suspension de propagulos a una concentracién de 1 X 10°ufc/ml, siendo esta la

suspension para inocular las macetas.
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Figura 1. Cajas con crecimiento activo
del patégeno

Figura 2. Obtencién del inoculo de R.
solani

Preparacién e Inoculacién de la Maceta

Se utilizé tierra organica del campo de la Universidad, la cual fue cribada,
mezclada y esterilizada, para uniformizar el suelo y asegurar que no existiera algun

microorganismo viable que pudiera alterar los resultados de la evaluacion.

La inoculacion de las macetas se realizé depositando 20 ml de la suspension
de R. solani (1 X10°%ufc/ml) (Fig. 3 y 4) en el area de siembra de la maceta
contaminando el suelo estéril con la semilla de frijol previamente desinfectada en una
solucion de cloralex al 2% durante 3 min y enjuagada por dos ocasiones en agua
destilada estéril y secada en papel estraza al ambiente bajo condiciones de

laboratorio.
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Figura 3. Macetas con dos semillas de frijol Figura 4. Inoculacion de R. solani
en macetas

Aplicacion de los Bioconsorcios

Primera Aplicacion de los Bioconsorcios

La aplicacion de los bioconsorcios se realizé directamente al suelo preparado
con la semilla e inoculo para cada uno de los tratamientos (fig. 5). Después de aplicar

los tratamientos las macetas se colocaron bajo condiciones de invernadero.

Figura 5. Primera aplicacion de los
bioconsorcios
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Segunday Tercera Aplicacion de los Bioconsorcios

Posterior a la emergencia de las plantas se realizaron dos aplicaciones mas; la
segunda aspersion se realiz6 después de la emergencia, cuando las plantas
alcanzaron alrededor de 10 cm de altura lo que ocurrio a los 15 dias después de la
siembra y la tercera aplicacion se realiz0 a intervalo de 15 dias posteriores a la
segunda aplicacion. La solucion se aplicdé con un aspersor manual, en la base de la

planta (Fig. 6).

Figura 6. Segunda aplicacion de los
bioconsorcios en la base de la planta

Disefio Experimental

El experimento se establecié en un disefio de bloques al azar con un total de
siete repeticiones por cada tratamiento, cada repeticion conté con dos plantas de

frijol. Los tratamientos realizados se muestran en la Tabla 1. Los resultados se
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procesaron por un andlisis de varianza y la prueba de Tukey para la separacion de
medias a un 0.05% de significancia.

Cuadro 1. Tratamientos establecidos para estudiar el efecto de Bioformulados
endofitos para el control de Rhizoctonia solani en Frijol bajo condiciones de
invernadero

TRATAMIENTO DOSIS EN 10 LTS. DE AGUA
T1. Rhizoctonia + Bioconsorcio 1 1x10°

T2. Rhizoctonia + Bioconsorcio 2 1x 10’

T3. Bioconsorcio 1 1x10°

T4. Bioconsorcio 2 1x 10’

T5. Rhizoctonia solani 1x10°

T6. Sin inocular (agua) --

La incidencia se determiné considerando el porcentaje de plantas enfermas y
la severidad de acuerdo a la escala de Muyolo et al. (1993) para R. solani. También
se midieron algunos parametros agronémicos como altura de planta, diametro de

tallo y contenido de clorofila en las hojas medidas como unidades Spad (Fig. 7 y 8).

Figura 7. Medicion de la altura de las Figura 8. Medicion de clorofila
plantas
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RESULTADOS

De acuerdo al estudio de la efectividad bioldégica de los bioformulados
endofitos para el control de la marchites de plantas de frijol causada por Rhizoctonia
solani bajo condiciones de invernadero y su efecto en el desarrollo de la planta, los

resultados fueron los siguientes:

Incidencia y Severidad de la Enfermedad a los 30 dias Después de la Siembra.

La incidencia de la enfermedad vario de 0% en los tratamientos 3, 4 y 6 a
78.57% en el tratamiento 1 (Tabla 2). La prueba de medias indica que la diferencia
estadistica observada en la incidencia de la enfermedad se presenta entre los
tratamientos 1 y 2 y el tratamiento 5, contra los tratamientos a los que no se le

inoculo este patdgeno.

La severidad de la enfermedad en los tratamientos con sintomas fue de 4.29
en los tratamientos 1, 2 y 5 (Tabla 2).La diferencia estadistica observada se aprecia
entre los tratamientos 5 contra los tratamientos 3, 4 y 6. De acuerdo a los resultados
obtenidos podemos indicar que los bioformulados no ejercen un control de la

enfermedad.

Cuadro 2. Efecto de bioformulados enddfitos en la incidencia y severidad de la
enfermedad en plantas de frijol a los 30 dias después de la siembra.

Tratamiento Incidencia en % Severidad
1. Bioformulado 1 + Rhizoctonia solani 78.57 A 429 A
2. Bioformulado 2 + Rhizoctonia solani 71.43 A 429 A
3. Bioformulado 1 0.00 B 0.00B
4, Bioformulado 2 0.00 B 0.00B
5.Rhizoctonia solani 71.43 A 429 A
6. Testigo Absoluto 0.00 B 0.00B




Altura de Planta a los 30 dias Después de la Siembra.

La altura de las plantas varié de 6.36 cm en el Tratamiento 1 a 59.21 cm en el
Tratamiento 3 (Tabla 3). El analisis de varianza detect6 diferencias entre los
tratamientos. La prueba de medias indica que los tratamientos 3 y 6 muestran una
altura de planta estadisticamente superior a los tratamientos con la inoculacion de
Rhizoctonia solani, afectando este hongo el crecimiento de la planta. Asi mismo se
puede indicar que los bioformulados no estimulan la altura de planta al ser similares

estadisticamente al Testigo Absoluto.

Cuadro 3. Efecto de bioformulados endofitos en la altura de plantas de frijol a los 30
dias después de la siembra.

Tratamiento Altura de planta en cm
1. Bioformulado 1 + Rhizoctonia solani 6.36 B

2. Bioformulado 2 + Rhizoctonia solani 10.64 B

3. Bioformulado 1 59.21 A

4. Bioformulado 2 39.43 AB
5.Rhizoctoniasolani 6.79 B

6. Testigo Absoluto 53.46 A

Diametro de Tallo alos 30 dias Después de la Siembra.

El diametro de los tallos vario de 0.45 cm en el tratamiento 5 a 3.10 cm en el
Tratamiento 4 (Tabla 4). Las diferencias estadisticas observadas indican que el
diametro del tallo de las plantas de los tratamientos 3 y 4 es estadisticamente
superior a los Tratamientos que fueron inoculados con Rhizoctonia solani. Lo anterior

implica que Rhizoctonia solani disminuye el diametro del tallo de las plantas que
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afecta y que ninguno de los Bioformuladosl y 2 promueve un mayor diametro de tallo

en plantas de frijol.

Cuadro 4. Efecto de bioformulados endofitos en el diametro de tallo de plantas de

frijol a los 30 dias después de la siembra.

Tratamiento

Diametro de tallo en cm

1. Bioformulado 1 + R. solani 0.64B
2. Bioformulado 2 + R. solani 0.96 B
3. Bioformulado 1 2.98 A
4, Bioformulado 2 3.10A
5.Rhizoctonia 0.45B
6. Testigo Absoluto 254 A

Contenido de Clorofila de Planta a los 30 dias Después de la Siembra.

El contenido de clorofila varidé de 4.71 unidades en el tratamiento 5 a 29.34

unidades en el tratamiento 4 (Tabla 5). Las diferencias estadisticas observadas

indican que el contenido de clorofila de las plantas de los tratamientos 3, 4 y 6 son

estadisticamente superiores a los Tratamientos que llevan la inoculacion de

Rhizoctonia. Lo anterior implica que Rhizoctonia disminuye el contenido de clorofila

de las plantas que afecta y que ninguno de los Bioformulados 1 y 2 promueve un

mayor contenido de clorofila de la planta.
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Cuadro 5. Efecto de bioformulados endofitos en el contenido de clorofila de plantas
de frijol a los 30 dias después de la siembra.

Tratamiento Unidades SPAD
1. Bioformulado 1 + Rhizoctonia solani 6.67 B
2. Bioformulado 2 + Rhizoctonia solani 8.01 B
3. Bioformulado 1 29.14 A
4. Bioformulado 2 29.34 A
5.Rhizoctonia 471 B
6. Testigo Absoluto 26.89 A

Incidencia y Severidad de la Enfermedad a los 60 dias Después de la Siembra.

La incidencia de la enfermedad vari6 de 0% en los tratamientos 3, 4 y 6 a
100% en los tratamientos 1, 2 y 5 (Tabla 6). La prueba de medias indica que la
diferencia estadistica observada en la incidencia de la enfermedad se presenta entre
los tratamientos con el bioformulado 1 y 2 méas Rhizoctonia solani y el testigo
inoculado con este hongo, contra los tratamientos a los que no se le inoculo este

patdégeno.

La severidad de la enfermedad en los tratamientos con sintomas fue de 4.43,
414 y 471 en los tratamientos 1, 2 y 5 (Tabla 6). La diferencia estadistica
observada se aprecia entre los tratamientos con la inoculacion de Rhizoctonia solani
contra los tratamientos que no lleva el hongo. De acuerdo a los resultados obtenidos

podemos indicar que los Bioformulados no ejercen un control de la enfermedad.
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Cuadro 6. Efecto de bioformulados endofitos en la incidencia y severidad de la
enfermedad en plantas de frijol a los 60 dias después de la siembra.

Tratamiento Incidencia en % Severidad
1. Bioformulado 1 + Rhizoctonia solani 100 A 443 A
2. Bioformulado 2 + Rhizoctonia solani 100 A 414 A
3. Bioformulado 1 0.0 B 0.00B
4. Bioformulado 2 0.0 B 0.00 B
5.Rhizoctonia solani 100 A 471 A
6. Testigo Absoluto 0.0 B 0.00B

Altura de Planta a los 60 dias Después de la Siembra.

La altura de las plantas varié de 0.0 cm en el Tratamiento 1 a 87.14cm en el
Tratamiento 3 (Tabla 7). El analisis de varianza detecté diferencias entre los
tratamientos. La prueba de medias indica que los tratamientos 3, 4 y 6 muestran una
altura de planta estadisticamente superior a los tratamientos con la inoculacién de
Rhizoctonia solani, afectando este hongo el crecimiento de la planta. Asi mismo se
puede indicar que los Bioformulados 1 y 2 no estimulan la promocién de la altura de

planta al ser similares estadisticamente al Testigo Absoluto.

Cuadro 7. Efecto de bioformulados enddfitos en la altura de plantas de frijol a los 60
dias después de la siembra.

Tratamiento Altura de planta en cm
1. Bioformulado 1 + Rhizoctonia solani 0.00 B
2. Bioformulado 2 + Rhizoctonia solani 11.43 B
3. Bioformulado 1 87.14 A
4, Bioformulado 2 65.50 A
5.Rhizoctoniasolani 10.86 B
6. Testigo Absoluto 74.71 A
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Diametro de Tallo de Planta a los 60 dias Después de la Siembra.

El diametro de los tallos oscil6 de 0.43 cm en el tratamiento 5 a 2.85 cm en el
tratamiento 3 (Tabla 8). Las diferencias estadisticas observadas indican que el
diametro del tallo de las plantas de los tratamientos 3, 4 y 6 son estadisticamente
superiores a los Tratamientos que llevan la inoculacion de Rhizoctonia solani. Lo
anterior implica que Rhizoctonia solani disminuye el didmetro de tallo de las plantas
que afecta y que ninguno de los Bioformulados 1 y 2 tiene efecto en promover un
mayor diametro del tallo de la planta.

Cuadro 8. Efecto de Bioformulados endofitos en el diametro del tallo de plantas de
frijol a los 60 dias después de la siembra.

Tratamiento Diametro de tallo en cm
1. Bioformulado 1 + Rhizoctonia solani 0.68 B
2. Bioformulado 2 + Rhizoctonia solani 0.93B
3. Bioformulado 1 2.85 A
4, Bioformulado 2 2.83 A
5.Rhizoctoniasolani 0.43 B
6. Testigo Absoluto 253 A

Contenido de Clorofila de Planta a los 60 dias Después de la Siembra.

El contenido de la clorofila varié de 3.66 unidades en el tratamiento 5 a 28.99
unidades en el tratamiento 3 (Tabla 9). Las diferencias estadisticas observadas
indican que el contenido de clorofila de las plantas de los tratamientos 3, 4 y 6 son
estadisticamente superiores a los Tratamientos que llevan la inoculacion de

Rhizoctonia solani. Lo anterior implica que Rhizoctonia solani disminuye el contenido
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de clorofila de las plantas que afecta y que ninguno de los Bioformulados 1y 2

promueve un mayor contenido de clorofila de la planta.

Cuadro 9. Efecto de bioformulados endofitos en el contenido de clorofila de plantas
de frijol a los 60 dias después de la siembra.

Tratamiento Unidades SPAD
1. Bioformulado 1 + Rhizoctonia solani 579 B
2. Bioformulado 2 + Rhizoctonia solani 769 B
3. Bioformulado 1 28.99 A
4. Bioformulado 2 25.04 A
5.Rhizoctonia 3.66 B
6. Testigo Absoluto 2410 A

Peso seco de Raiz a los 60 dias Después de la Siembra.

El peso seco de la raiz vari6 de 0.027g en el tratamiento 5 a 0.226g en el
tratamiento 6 (Tabla 10). El andlisis de varianza detect6 diferencias significativas. El
mayor peso de raiz obtenido, se presenta entre los tratamientos que no fueron
inoculados con Rhizoctonia solani contra los que si se inocularon con este hongo.
También observamos que no hay diferencia estadistica entre los bioformulados vy el
Testigo Absoluto, por lo que podemos indicar que los bioformulados no tienen efecto

en promover el desarrollo de las raices.
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Cuadro 10. Efecto de Bioformulados enddfitos en el peso seco de la raiz de plantas

de frijol a los 60 dias después de la siembra.

Tratamiento

Peso secoeng

1. Bioformulado 1 + Rhizoctonia solani 0.037B
2. Bioformulado 2 + Rhizoctonia solani 0.055B
3. Bioformulado 1 0.212A
4, Bioformulado 2 0.193A
5.Rhizoctoniasolani 0.027B
6. Testigo Absoluto 0.226 A
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DISCUSION

Los resultados obtenidos con la aplicacion de los bioconsorcios a base de
bacterias enddfitas sobre el control de Rhizoctonia solani no fueron totalmente los
esperados. En general, los bioconsorcios no tuvieron un 100 % de control sobre R.
solani, pero si redujeron los sintomas de la enfermedad (Fig. 9). Dentro de los
factores que pudieron haber influido en los resultados son: las condiciones
ambientales no adecuadas para la interaccion de estas bacterias en el cultivo de
frijol, la especificidad del huésped, la dinamica poblacional, el patrén de colonizacion,
la capacidad de moverse dentro de los tejidos del huésped, y la capacidad de inducir
resistencia sistémica (Barka et al., 2002). En nuestro trabajo los bioconsorcios a base
de bacterias endofitas no causaron dafios o sintomas visibles de enfermedad al
cultivo del Frijol. En ese sentido, se sefala que las bacterias enddfitas actian como
asociaciones bioldgicas en los que los organismos colonizan tejidos internos vivos de
las plantas, sin causar ningun efecto negativo inmediato o dafio aparente a la planta
(Bacon y White, 2000). Considerando los datos obtenidos a los 60 dias después de
la siembra el prototipo experimental bioformulado 1 incrementa en un 17.6, 12.6 y
20% la altura de planta, didmetro de tallo y clorofila de la planta respectivamente
promoviendo un mejor desarrollo de plantas de frijol que el desarrollo obtenido en el
testigo absoluto. Analizando los resultados de los tratamientos inoculados con
Rhizoctonia solani el prototipo experimental bioformulado 1 incrementa en 58% el
diametro de tallo y el contenido de clorofila; lo anterior sugiere que las bacterias
endofitas mejoran el vigor y desarrollo de las plantas enfermas. De manera general,
las bacterias enddfitas cumplen con varias funciones dentro de la planta, éstas
incluyen la interaccién con patdgenos e incremento de la resistencia a enfermedades
(Pérez et al., 2009). Varios estudios también han sugerido que muchas asociaciones
de enddfitos no son neutrales en absoluto, sino que son beneficiosos para las plantas
(Barka et al., 2002; Bailey et al., 2006). También se sefiala que las bacterias
enddfitas promueven el crecimiento de las plantas y contribuyen a la fijacion biol6gica
de nitrogeno como ha sido citado por diversos autores (Jiménez et al., 1997). Estas

bacterias poseen diferentes mecanismos para la promocion de crecimiento,



dentro de estos se incluyen: la actividad solubilizadora de fosfato, la produccion de
fitohormonas (fijacion bioldgica de nitrégeno biosintesis de sideréforos) y el

suministro de nutrientes esenciales, entre otros (Puente et al., 2009).

Figura 9. Planta con tallos sanos (A) y enfermos con dafio minimo (B).
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en las que se desarrolld la presente
investigacion podemos concluir que: la altura de plantas, el didmetro de tallo, el
contenido de clorofila y el peso seco de raiz, los prototipos experimentales,
denominados Bioformulados de endofitos 1y 2 si promueven un mayor desarrollo de
plantas de frijol que el desarrollo obtenido en los tratamientos inoculados con

Rhizoctonia solani.

Los prototipos experimentales, denominados Bioformulados de endofitos 1y 2

no disminuyen la incidencia y severidad de Rhizoctonia solani en las plantas de frijol.

No fue posible medir el rendimiento debido a que al momento de la ultima

evaluaciéon aun no se formaban las vainas.
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