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Q.F.B. Alistair Hernandez Izquierdo

“El antagonismo de rizobacterias y su potencial para
controlar los microorganismos causantes de la pudricién
peduncular del fruto de aguacate (Persea americana Mill.)”

Resumen

El aguacate (Persea americana Mill) es un fruto socioeconémicamente importante
para México, ya que ocupa el primer lugar a nivel internacional en su produccion y
exportacion. En post-cosecha, puede ocurrir una merma del fruto de hasta un 40%
debido a dafos fisicos, fisiolégicos y bioldgicos, principalmente por
microorganismos patoégenos, dentro de las cuales destacan los hongos que
provocan la pudricion peduncular del aguacate (PPA) y que son muy resistentes a
tratamientos quimicos. Por lo anteriormente expuesto, en este proyecto se propone
una alternativa de origen bioldgico, que consistente en el uso de bacterias aisladas
de la raiz de plantas del desierto de Chihuahua que son inocuas para el ser humano
y el medio ambiente y podrian ser utilizadas como agentes de control biolégico
(ACB). Los resultados muestran que cuatro bacterias inhiben el crecimiento in vitro
de 11 hongos relacionados con la PPA, destacandose el antagonismo frente a
Colletotrichum acutatum 10, un patégeno de alta incidencia en la PPA de aguacate.

Los resultados en conjunto, permiten concluir que el microbioma de la raiz de
plantas de un ambiente desértico incluye especies de bacterias con posibilidades
de utilizacion en el control de hongos responsables de la pudricion peduncular del
fruto de aguacate a través de la emision de compuestos bioactivos.

Palabras clave: aguacate, rizobacterias, antagonismo, control, volatiles.
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"The antagonism of rhizobacteria and its potential to
control the microorganisms that cause stem-end rot of
avocado fruit (Persea americana Mill.)"

Abstract

The avocado (Persea americana Mill) is a socio-economically important fruit for
Mexico, since it occupies the first place internationally in its production and export.
In post-harvest, a reduction of the fruit of up to 40% can occur due to physical,
physiological and biological damage, mainly by pathogenic microorganisms, among
which the fungi that cause stem-end rot (SER) and that are very resistant to chemical
treatments. Due to the above, in this project an alternative of biological origin is
proposed, consisting of the use of bacteria isolated from the roots of plants in the
Chihuahuan desert that are harmless for humans and the environment and could be
used as biological control agents (BCA). The results show that four bacteria inhibit
the in vitro growth of 11 fungi SER fungi, highlighting the antagonism against
Colletotrichum acutatum 10, a high incidence pathogen in avocado SER.

The results as a together, allow us to conclude that the microbiome of the plant roots
of a desert environment includes species of bacteria with possibilities of use in the
control of fungi responsible for the stem-end rot of the avocado fruit through the
emission of bioactive compounds.

Key words: avocado, rhizobacteria, antagonism, control, volatile.
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1. Introduccion

El estudio de los microorganismos extremdofilos y su relacién con su entorno ayuda
en la comprension de su sobrevivencia en ambientes hostiles, ya que pueden crecer
en condiciones limitantes para otros seres vivos, un ejemplo es la escasa
disponibilidad de agua, ya que optimizan su uso y controlan la pérdida de este
recurso. Otro ejemplo es la adquisicion eficiente de nutrientes como el hierro, azufre
y potasio. Las estrategias adoptadas por estos microorganismos para su
supervivencia son motivo de diversos estudios y podrian incluir cambios en el
metaboloma extracelular, por lo que una meta de esta investigacion es la utilizacion
de recursos microbiologicos disponibles a partir de trabajos previos en que se
aislaron bacterias rizosféricas de plantas del desierto de Chihuahua (Jiménez-
Vazquez et al., 2020; Palacio-Rodriguez et al., 2017). La identificacién de la mayor
parte de este grupo de microorganismos y su potencial en el control de patégenos
son actividades pendientes de realizar.

En una investigacion paralela se aislaron hongos relacionados con la pudricidon
peduncular del fruto de aguacate (Persea americana Mill. var. Hass) (PPA). Los
cuales exhibieron resistencia a los fungicidas convencionales (Espinoza Madrigal et
al., 2021). El aguacate es un fruto socioeconomicamente importante para
Michoacan y un aspecto relacionado con la vida en anaquel de los frutos de
aguacate que se cosechan es la PPA, por lo cual en este trabajo se explorara la
posibilidad de encontrar una bacteria antagdnica cuyo metaboloma sea capaz de
suprimir a los patégenos relacionados con el decaimiento del fruto. Las alternativas
de origen bioldégico resultan promisorias ante el uso de plaguicidas, ya que la
evidencia disponible sugiere la factibilidad de controlar patdgenos de cultivos
mediante la secrecion de sideréforos, antibidticos y diversas enzimas (Sengar y
Singh, 2018).

Los microorganismos que inhiben el crecimiento de patégenos se conocen como
agentes de control biologico (ACB). Dentro de los cuales, las bacterias de la raiz,
(rizobacterias) destacan por su capacidad de sintetizar antibiéticos, asi como
compuestos organicos volatiles (COVs) (Tofazzal Islam et al., 2019). Una mencién
relevante de los ACB es que deben ser inocuos para el ser humano, animales
silvestres o de granja, y amigables con el medio ambiente (Montesinos, 2003).

Los hongos de los géneros Colletotrichum, Diaporthe, Phomopsis y Oligoporus
ocasionan la pudricion peduncular del aguacate (PPA). La acciéon antagonica de
bacterias rizosféricas frente a estos hongos ocurre por la produccién de sustancias
bioactivas, e.g. Arthrobacter agilis UMCV2 produce dimetilhexadecilamina,

molécula que controla a Botrytis cinerea, Phytophtora cinnamomi, Hypocrea spp. y
(
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Fusarium spp. (Velazquez-Becerra et al., 2013; Orozco-Mosqueda et al., 2015). El
dimetil disulfuro es un producto de las cepas E25 de Pseudomonas stutzeriy CR71
de Stenotfrophomonas maltophilia el cual reprime el crecimiento del patdégeno
Botrytis cinerea (Rojas-Solis et al., 2018).

En un ecosistema, los microorganismos que lo componen se comunican mediante
metabolitos de origen y naturaleza quimica diversa que son liberados al entorno.
Por su tamafo y estructura pueden clasificarse como volatiles inorganicos u
organicos. La comunicacion célula-célula determina varias funciones intra vy
extracelulares mediante un esquema simple de comportamiento y respuesta;
estimulacién-reaccioén. Por lo que, la identificacidon y comprension de estos sistemas
microbianos de comunicacion nos ayudarian no solamente a descifrar el proceso de
comunicacién, también nos da la posibilidad de utilizar estas moléculas para el
control de patdgenos, muy deseable en la biotecnologia agricola.

En el marco tedrico de esta tesis, se describira la importancia de la pudricion
peduncular del aguacate, su relacién con la comunicacién célula-célula, el tipo de
bacterias de interés con potencial para el biocontrol, el impacto de la metaboldémica
y sus herramientas de investigacidn y algunos ejemplos de metabolitos con
capacidad antifungica. Asimismo, en esta investigacién se establece que una
bacteria rizosférica es capaz de controlar el crecimiento fungico y se plantea la
posibilidad de encontrar un metabolito bacteriano capaz de controlar el crecimiento
de patégenos fungicos de la PPA, influyendo sobre la comunicacién célula-célula.

LFC/lIQB/ UMICH
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2. Antecedentes

2.1. Aguacate: el fruto del arbol Persea americana Mill.

La familia Lauraceae pertenece al orden Laurales e incluye especies de importancia
cultural y econémica. Esta familia se constituye de 50 géneros y 3 000 especies. El
arbol del aguacate (Persea americana Mill.) pertenece a esta familia. Las
civilizaciones americanas iniciaron el cultivo del aguacate hace al menos 9 000 afios
(Pérez-Jiménez, 2008). El nombre es de origen azteca (ahuacatl), y la denominaciéon
para arbol es quahuitl, por lo que el término para el arbol de aguacate es
ahuacaquahuitl (Storey, Bergh y Zentmeyer, 1986).

P. americana es una especie cuyo origen se situa desde el centro y oriente de
México, Guatemala y hasta la costa del pacifico en América Central (Pérez-Jiménez,
2008). De acuerdo al Cédice Florentino, existen tres razas ecoldgicas diferentes: la
Mexicana (P. americana var. drymifolia), Guatemalteca (P. americana var.
guatemalensis) y la Antillana (P. americana var. americana) (Hurtado-Fernandez et
al., 2018). El arbol de aguacate (Persea americana Mill.) es frondoso y de hoja
perenne, con recambio anual (SAGARPA, 2017), presenta una altura de hasta 15
m con una propagacion y crecimiento acelerado de 1 m por ano bajo condiciones
favorables y disponibilidad de agua (Fig. 1; Schaffer y Bruce, 2012).

El fruto de la variedad Hass es de una importancia creciente en el mundo (Fig. 2),
el cual reemplazé a la var. Fuerte en los 60s y se ha convertido en un estandar de
excelencia en areas subtropicales (Bill et al., 2014; Secretaria de Economia, 2016).

Figura 1. Arbol de aguacate (Persea americana Mill.). El arbol adulto puede llegar a medir hasta 15
m de alto y su follaje llega a cubrir un area de mas de 9 metros de diametro. Modificado de
Schaffer et al., 2012.
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/ Pedunculo

Mesocarpio

Semilla
Endocarpio
Caracteristicas Exocarpio (Epicarpio) Usos
- Forma: ovoide . )
-Peso: 120-500 g Propiedades Elr:\ r:ioc?r:g::z como:
- Tamaifio: 7.7 a 33 cm (longitud) x farmacolégicas - Pulpa (guacamole)
15 cm (ancho) . Ace?te g
- golor: ve:rd_e palido a pscuro Decrementa el riesgo de
- M:c;?)i;prloi-c) Qtjreesn;’o);:Spem enfermedades: - Promotor del crecimiento
pio: - coronarias de cabello

- Sabor: similar a la nuez

- cataratas
. o - diabetes
Contiene v|t_am|na - hipertrofia prostatica
A, By C; asi como benigna
minerales K, P, Mg y Fe - disenteria
- diarrea

Figura 2. Caracteristicas, usos y propiedades farmacoldgicas del aguacate. Se destaca el uso del
fruto en la elaboracién de alimentos por sus propiedades nutritivas y nutraceuticas, cuya
incorporacion en la dieta disminuye el riesgo de enfermedades. Por otra parte, su aplicacién en la
industria cosmética se encuentra en auge. Modificado de NOM-128-SCFI-1998; Schaffer et al.,
2012; Bill et al., 2014; SAGARPA, 2017.

La floracion y los frutos de este cultivar son menos sensibles a bajas temperaturas,
pero las hojas son sensibles a esta condicion (por debajo de -1.1 °C) (Schaffer y
Bruce, 2012).

2.1.1. Importancia del aguacate en México

El aguacate es uno de los productos exitosos de la exportacion agroalimentaria
nacional. De las 400 variedades de este fruto existe una predileccién por la variedad
Hass debido a su tamafio, apariencia y sabor (Schaffer et al., 2012). El aguacate se
produce en Chile, Israel, Espana, Sudafrica, Peru, Kenia, Estados Unidos,
Republica Dominicana y México (Bill et al., 2014). Nuestro pais se posicioné como
lider mundial en la produccién con 2 394 042.44 toneladas en el 2020, lo que generd
una derrama economica de alrededor de 50 mil millones de pesos (Secretaria de
Economia, 2016; Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP),
2020). Ademas, se cuenta con un mercado de exportacion creciente hacia Estados
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Unidos, Francia, Japon, Canada, China, Chile, y Australia, lo que significa una
derrama economica de 2 744 millones de dolares (SAGARPA, 2018; SIAP, 2019).
Para el afno 2030 se estima que aumente la demanda mundial del fruto de 2.84 a
4.84 mil millones de toneladas, lo que representaria un aumento de 48.98% en la
produccion (SAGARPA, 2017). Los estados mexicanos con mayor volumen de
produccion son Michoacan (75.17%), Jalisco (10.36%), Estado de México (4.94%),
que en conjunto suman 90.47% de la produccién total del pais (Fig. 3; SIAP, 2020).

De forma sobresaliente en Michoacan se producen unas dos mil toneladas que se
cultivan en alrededor de 200 mil hectareas (SIAP, 2019) lo que hace de esta entidad
federativa la regién productora de aguacate mas importante del mundo.

2.1.2. El fruto de aguacate en post-cosecha

En esta etapa, los frutos deben cosecharse sin dafio mecanico como cortaduras,
golpes o rasguios. Después, de forma cuidadosa se tienen que transferir las bolsas
de colecta a las cajas de distribucion del producto para evitar dafios mecanicos
como las magulladuras. Estas lesiones inducen infecciones por microorganismos
fitopatégenos en la etapa de almacenamiento y transporte (Bill et al., 2014). De
consideracion se destaca que existe una restriccién en la exportacion del producto
debido a aspectos fitosanitarios (SAGARPA, 2017), para ello existen disposiciones

Michoacan 75.17%

Estados que aportan el 9.53% de la produccion total

Figura 3. Produccion nacional de aguacate en porcentaje (%). Modificado de SAGARPA, 2018.
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oficiales para la exportacion del fruto. Dentro de las cuales destacan: los frutos
deben de estar enteros, limpios, exentos de humedad externa, libres de cualquier
olor y/o sabores extrafios, tener un pedunculo no superior a 10 mm, aunque su
ausencia no se considera un defecto. El lugar de insercion en el fruto debe estar
seco e intacto con un corte limpio. Los frutos que son colectados del arbol con
pedunculo corto o con ausencia del mismo, son susceptibles a enfermedades en
post-cosecha (Galsurker et al., 2018). En paises productores de aguacate se estima
que el intervalo de pérdidas es del 2 al 23%, en tanto que en paises desarrollados
llega hasta un 50% (Marquez et al., 2014; Hurtado-Fernandez et al., 2018;
Carmona-Hernandez et al., 2019). Las pérdidas en post-cosecha por hongos
fitopatdgenos es del 40% (CODEX STAN 197-1995; Berini et al., 2018; Rahman et
al.,, 2018). Esto afecta la vida del fruto, el valor y destino comercial del mismo
(Obianom y Sivakumar, 2018). Dentro de los hongos fitopatégenos que ocasionan
estos problemas, se encuentran especies del género Colletotrichum los cuales son
responsables de un gran porcentaje de pérdidas de los frutos en almacenamiento
(Dean et al., 2012).

2.2. Enfermedades presentes en el aguacate en post-cosecha

La vida del aguacate en post-cosecha se afecta principalmente por patdégenos
fungicos dentro de los que destacan los que producen la antracnosis y la pudricion
peduncular del aguacate (PPA) (Darvas y Kotze, 1987; Hartill, 1991; Bill et al., 2014)
(Tabla 1). Ambas enfermedades representan un serio problema en la exportacién
del fruto debido a las normas de inocuidad alimentaria de los diferentes paises de
destino.

El factor comun de estas enfermedades es que se presentan cuando el fruto
comienza su ablandamiento durante la maduracioén (Galsurker et al., 2018).

En tanto el fruto esta verde, las infecciones se mantienen en quiescencia, pero
pueden ser activadas cuando existe algun cambio bioquimico o fisioldgico. Los
frutos infectados pueden pasar inspecciones de calidad (Ochoa, 2009; Twizeyimana
et al., 2013). Por lo cual, el productor es obligado a producir frutos de excelente
calidad que estén libres de infecciones latentes en post-cosecha.
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2.2.1. Pudriciéon peduncular del aguacate

Esta enfermedad es de distribucién amplia en zonas productoras y puede ser severa
si las condiciones de almacenamiento son inadecuadas (Ploetz, 2003). Esta inicia
en el periodo de cosecha, al colectar el fruto y trozar su pedunculo en lugar de
cortarlo directamente con instrumento adecuado. También, la falta de medidas
antisépticas en el momento de la cosecha da lugar a la infeccion del fruto (Hartill y
Everett, 2002; Pérez-Jiménez, 2008).

La enfermedad se presenta en el extremo del pedunculo, en la zona de insercion al
fruto (apice) a través del cual el hongo ingresa y se desarrolla a medida que el fruto
madura (Darvas y Kotze, 1987). Los hongos que causan el chancro de las rama en
aguacate pueden ser una fuente de indéculo (Twizeyimana et al., 2013). Sin
embargo, los patdgenos de la PPA pueden estar presentes en ramas vivas,
muertas, en hojas y pedicelos vivos 0 a veces en el suelo (Demoz, 2005; Guarnaccia
et al., 2016).

Especies del género fungico Colletotrichum viven como saprofitos y cambian a
hemibiétrofos cuando las plantas o frutos enfrentan condiciones de estrés o se
encuentran en periodo de maduracion. El proceso de infeccion del huésped
comienza con la germinacion de esporas, la emision del primordio y la formacién
del apresorio, una estructura que le permite fijarse al huésped (el aguacate en este
caso) y penetrar la cuticula e inyectar la hifa secundaria (parecido al haustorio).
También, la penetracién del huésped se da por aberturas naturales o heridas en el
fruto (Guarnaccia et al., 2017).

La evolucion del dano ocurre desde el interior del fruto, avanza con el tiempo y se
presenta como areas de putrefaccion café obscuro y margenes definidos con
encogimiento alrededor del punto de insercion y el micelio se evidencia en la cicatriz
que se forma al retirar el pedunculo (Fig. 4; Ploetz, 2003; Lim et al., 2019; Espinoza-
Madrigal et al., 2021). El tejido necrético se encuentra bajo la cuticula y avanza
gradualmente hacia el centro del fruto hasta invadirlo totalmente y causar una
pudricion interna de la pulpa. Esta se torna café claro e incluso puede llegar a
colonizar la semilla si las condiciones ambientales lo favorecen.

En la pulpa se observan rayas marrones que se extienden longitudinalmente, ya
gue la descomposicion inicia en los haces vasculares. Las lesiones superficiales se
agrandan gradualmente conforme el fruto envejece y se vuelven de color negro,
ocurre marchitamiento y la superficie negra puede cubrirse con micelio y esporas
color marrén grisaceo. La descomposicion se extiende a lo largo del fruto, haciendo
que la pulpa se ponga marron y acuosa, con un olor desagradable.
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Figura 4. Aguacates con pudricion peduncular (PPA). En la parte interna del fruto la pudricion
exhibe un color café claro a obscuro que se localiza alrededor de la union al pedunculo y se
extiende a lo largo de él con margenes ondulados. Modificado de Guarnaccia et al., 2016.

Tabla 1. Enfermedades fungicas mas frecuentes que se presentan en el fruto de aguacate y sus
tratamientos.

Precosecha

Enfermedad Patégenos Tratamiento Cita
Costra en el fruto Sphaceloma perseae Fungémdas a base Ploetz, 2003
e cobre
Clorpirifés
Fumagina Capnodium spp. Fung(ljcgdca:)sb?ebase Ploetz, 2003
Hipoclorito de calcio
Mancha por Pseudocercospora Azoxystrobin Darvas y Kotze, 1987; Pérez-
cercospora purpurea Oxicloruro de cobre Jiménez, 2008
, Etazol
La tristeza del Phytophthora cinnamomi Fenaminosulf Pérez-Jiménez, 2008

aguacate Sulfato de cobre

Colletotrichum acutatum _Hidroxido de cobre

C. gloeosporioides Oxido de cobre

Antracnosis Ochoa Ascencio, 2009

Dothiorella aromatica

Poscosecha

Pudricion del . X Benomilo + Captafol
fruto por Botryosphaeria dotidea — Pérez-Jiménez, 2008
Dothiorell Neofusicoccum parvum Fungicidas a base '
othiorelia N. ribis de cobre
c ¢ Azoxystrobin
Pudricion C. glosos itifé’}'des Benomilo Hartill y Everstt, 2002;
eduncular .gli o oﬁ;us s Captafol Demoz, 2005;
P gop P- Oxicloruro de cobre Guarnaccia et al., 2016;
(PPA) Diaporthe spp. Procloraz Espinoza Madrigal et al., 2018
Phomopsis spp. : v
Tiabendazol

LFC/lIQB/ UMICH



Q.F.B. Alistair Hernandez Izquierdo

2.2.2. Agentes etioldgicos de la pudricién peduncular del aguacate

Figura 5. Imagenes de cultivos de diferentes agentes etioldgicos de la pudricion peduncular de
aguacate (PPA). A. Colletotrichum acutatum. B. C. gloeosporioides. C. Botryosphaeria parva. D. B.
dothidea. Las fotos evidencian el crecimiento y la morfologia colonial en placa de algunos hongos
de la PPA. C. acutatum al igual que C. gloesporioides presentan un color naranja, sélo que este
Ultimo tiene un crecimiento mas acelerado. B. parva tiene un crecimiento uniforme de color blanco
y B. dothidea tiene un aspecto aterciopelado blanco. Modificado de Lim et al., 2019.

La virulencia de los hongos patdégenos aislados de frutos de aguacate con
asociacion a la pudriciéon del pedunculo se demostré al aplicar los postulados de
Koch, al reproducir los sintomas en frutos sanos (Mendoza-Vazquez et al., 2019;
Espinoza Madrigal et al., 2021).

Los agentes etioldgicos de la enfermedad varian con respecto a la zona productora.
En Michoacan, se identificé un consorcio de hongos fitopatégenos que provocan la
PPA (Fig. 5): Colletotrichum spp., Oligoporus sp., Diaporthe spp. y Phomopsis spp.
(Vidales-Fernandez y Sanchez-Pérez, 1991; Ochoa, 2009; Mendoza-Vazquez et al.,
2019; Espinoza-Madrigal et al., 2021). En Nueva Zelanda, Africa y Estados Unidos
de América (California) se reportaron a: Colletotrichum acutatum, C.
gloeosporioides, Botryosphaeria parva, B. dothidea'y Phomopsis sp. (Hartill, 1991;
Hartill y Everett, 2002; Pérez-Jiménez, 2008; Twizeyimana et al., 2013; Bill et al.,
2014). En ltalia a los géneros fungicos Colletotrichum spp., Neofusicoccum spp., y
Diaporthe spp. (Guarnaccia et al., 2016). De lo anterior, el patégeno C. acutatum
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destaca del resto, ya que es la especie fungica categorizada como principal
causante de la antracnosis y la PPA (Damm et al., 2012).

En la lista de los diez patégenos fungicos de mayor prevalencia y relevancia en
cultivos de interés econémico, Colletotrichum spp. se situ6 en el octavo lugar. Este
género fungico se conforma de aproximadamente 29 hasta mas de 700 especies en
dependencia a la interpretacién taxondémica. Ademas, el hongo es hemibidtrofo con
un corto estadio biotréfico en el que se ramifica por todos los tejidos vegetales para
crecer y reproducirse, lo que da lugar a necrosis del tejido donde esté presente
(Damm et al., 2012; Dean et al., 2012; Udayanga et al., 2013; Guarnaccia et al.,
2017; Fuentes-Aragon et al., 2018).

2.3. Tratamientos de la pudricion peduncular de aguacate

Uno de los tratamientos habituales para el control de enfermedades fungicas en
post-cosecha del fruto de aguacate es el control fisico, el cual consiste en la
refrigeracion del producto. No obstante, temperaturas inferiores de los 4 a 6 °C
incrementan la ocurrencia de enfermedades como la PPA y a largo plazo, al dafo
del mesocarpo (Hopkirk et al., 1994). Algunos de los productos usados para
controlar a los hongos incluyen procloraz benomil, mancozeb, carbendazima,
ortiabendazol azoxystrobin y compuestos a base de Cu (Sarkhosh et al., 2017). Este
ultimo se aplica para combatir a Colletotrichum gloeosporioides, aunque, de forma
frecuente no es efectivo frente a otros patégenos de la PPA (Schaffer et al., 2012).

El azoxystrobin es usado de forma habitual y no es rotado con otros fungicidas, por
lo cual los patégenos desarrollan resistencia. Por el uso extendido de este
compuesto, se presentan impactos negativos en la salud y en ecosistemas
terrestres y acuaticos; inclusive dafian a microorganismos benéficos para los
cultivos (Sarkhosh et al., 2018) y generan efectos adversos a la salud humana
(Shimshoni et al., 2020).

El Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria de México
(SENASICA) y la Asociacion de Productores y Exportadores de México (APEAM)
publicaron una lista de fungicidas recomendados para el cultivo del aguacate.
Algunos de ellos son: azoxystrobin, azoxystrobin+fludioxonil, piraclostrobina, sulfato
de cobre y tiabendazol (Herrera-Gonzalez et al., 2017).

Al respecto del uso de plaguicidas en cultivos, el consumidor prefiere frutos sin
tratamiento con plaguicidas y que sean seguros para su consumo por el riesgo a la
salud humana que representan (Campos-Martinez et al., 2016). Por lo anterior, las
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investigaciones se centran en buscar alternativas para reemplazar el uso de
fungicidas en post-cosecha, a tal grado que en algunos paises ya no se permite el
uso de fungicidas (Bill et al., 2014).

2.3.1. Compuestos quimicos en la agricultura

Los plaguicidas son compuestos bioactivos disefiados para eliminar y/o controlar
patogenos de cultivos. En la agricultura, horticultura y la salud publica se usan para
el control de plagas como insectos, roedores y microorganismos causantes de
enfermedades (OMS, 2010).

El término plaguicida se refiere a los compuestos desinfectantes del suelo,
atrayentes, repelentes, defoliantes, reguladores fisioldgicos, herbicidas, acaricidas,
nematicidas, molusquicidas, rodenticidas, insecticidas y lo que le da sentido a este
proyecto, los fungicidas (NOM-082-SAG-FITO/SSA1-2017). El empleo de estas
sustancias se hace conforme a normas de inocuidad, las cuales establecen limites
maximos permitidos de residuos, para que el riego a mediano y corto plazo sea
menor para los consumidores, pero es frecuente que esto no se siga, por lo que se
hace un abuso de estos productos (NOM-003-STPS-1999).

Los fungicidas son moléculas sintéticas, disefiadas para inhibir o controlar el
crecimiento de hongos fitopatdégenos en cultivos de interés econémico como lo es
el aguacate. El uso de estos productos se extendié por su selectividad, propiedades
biocidas y se intensifico en la segunda mitad del siglo XX (Pérez et al., 2013). En la
actualidad, se busca disminuir su uso debido a la accién directa que tienen en la
flora y fauna.

Algunos fungicidas son degradados por la luz solar que llega y entra en el suelo,
pero es frecuente que estos persistan y se filtren al subsuelo, por lo que la capacidad
para degradarse disminuye y estos alcanzan los cuerpos de agua. A su vez, los
fungicidas pueden ser toxicos para los organismos acuaticos y presentan
potenciales efectos carcinogénicos (Stoate et al., 2001).

2.3.2. Efectos de los fungicidas en la salud humana y el medio ambiente

Una gama amplia de sustancias se aplica para el control de plagas y patégenos que
comprometen el rendimiento de los cultivos. Algunos se catalogan como peligrosos
por la FAO/OMS y para reconocerlos existen algunas caracteristicas y/o efectos que
pueden producir en el ser humano: toxicidad aguda, mutagenicidad y toxicidad
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consideran, riesgos para el ganado, el propio cultivo y para la fauna terrestre y
acuicola. Debido a que esta clase de moléculas afectan a microorganismos
rizosféricos benéficos encargados de fijar nutrientes y a mantener alejados a
algunos patdégenos potenciales, por tanto, se pierde el balance ecoldgico (Pérez et
al., 2013).

Las vias principales de entrada de los plaguicidas al organismo son por via dérmica
o por inhalacién y esto es contraproducente, porque su forma de aplicacidon es por
aspersion. Después de la cosecha, si los alimentos (hojas, semillas y frutos) no son
descontaminados, a largo plazo pueden existir efectos deletéreos por ingestion de
pequefas cantidades (Curl et al., 2020; Sapbamrer y Thammachai, 2020).

2.3.3. Resistencia de los patégenos a los fungicidas

La efectividad de un plaguicida se compromete con el uso recurrente y prolongado.
La resistencia del patégeno a un producto ocurre por cambios en el material
genético que son heredables y estables, ya que confieren una ventaja adaptativa y
a que permite la sobrevivencia del individuo y su reproduccion. Algunos de los
factores que favorecen el desarrollo de resistencia son:

. Bioldgicos: tamano de la poblacion resistente, dispersién, potencial
reproductivo, numero de sitios de accién del fungicida.

Il. Genéticos: presencia y frecuencia de genes de resistencia, numero de
mecanismos de resistencia.

. Operacionales: espectro de actividad del compuesto, dosis, cobertura de
aplicacion y numero de plagas secundarias (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), 2012).

En nuestro grupo de trabajo Espinoza Madrigal et al., (2021) evalud el efecto de
cuatro fungicidas usados para el control de la PPA (Tabla 2). Los hongos de los
géneros Diaporthe, Phomopsis y Oligoporus presentaron sensibilidad frente a los
compuestos evaluados (sobre todo el ultimo hongo ya que se inhibié su crecimiento
con tres de los cuatro compuestos). En cambio, el grupo de cepas pertenecientes a
Colletotrichum acutatum mostraron una tendencia a la resistencia. La cepa 10 fue
la mas resistente frente a tres de cuatro tratamientos, por lo que se hace necesario
la busqueda de alternativas eco-amigables e inocuas para el ser humano en el
control de la PPA. En este proyecto se propone el uso de rizobacterias como
agentes de control biologico (ACB).
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Tabla 2. Sensibilidad de los hongos pudricion peduncular de aguacate (PPA) a fungicidas
convencionales representado como el indice de crecimiento (IC) fungico. Los datos son promedio
de tres experimentos independientes + EE con n=9. Tukey Q (0.05). El indice de crecimiento se
reportd al cuarto dia. Modificado de Madrigal-Espinoza, 2019.

IC
_ _ Bankit® Benlate® CuSO,® Tecto 60®
Aislado fungico
(250 pg/ul) (200 pg/ul) (200 pg/ul) (500 pg/ul)
C. acutatum 5446 0.65+0.01a 0.83+0.02b 0.57 £0.09a 0.81 +0.02b
C. acutatum 10 0.74+£0.02a 0.90+0.03b 0.85+0.04b 0.85%0.02b
C. acutatum 21 0.61+0.08a 0.87+0.03b 0.91+0.03b 0.73+0.03a
C. acutatum 25 0.73+0.03a 0.94+0.02b 0.83+0.04a 0.83+0.04a
D. phaseolorum 5185 0.44 + 0.09b 0.0 £0.0a 1.15+£ 0.08c 0.0 £0.0a
D. phaseolorum 4461 0.93+0.01b 0.0+0.0a 0.12+0.08a 0.0+0.0a
Oligoporus sp. 0.61+£0.04b 0.29+£0.072a 0.96+0.05¢c 0.36 £ 0.05a
P. viticola 5120 0.81+0.04b 0.0+0.0a 0.80x0.06b 0.0+0.0a
P. viticola 5480 063+0.09p 0.0+0.0a 0.79 0.03b 0.00£0.0a

2.4. Interaccién microbiolégica célula-célula: antagonismo

El control biolégico con un enfoque microbiolégico; es decir, microorganismos
antagonistas de otros se remonta a 1928. Aho en el cual Alexander Fleming
identificd que un “exudado de hongo” identificado como Penicillum digitatum tenia
la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias Gram positivas. El descubrimiento
de la Penicilina dio origen a la era de los antibioticos (Tan y Tatsumura, 2015). El
primer concepto registrado de control biolégico hace referencia a la reduccion de la
enfermedad ocasionada por patégenos por accion de uno 0 mas microorganismos
provenientes del mismo huésped o inoculados por un agente externo (Stern et al.,
1959).

Actualmente, existen alternativas de naturaleza biolégica al uso de compuestos
sintéticos con el objetivo de inhibir el crecimiento de fitopatdgenos al secretar
sustancias antagonicas (Sengar y Singh, 2018). Las enfermedades vegetales se
necesitan controlar para mantener la calidad y abundancia de alimentos producidos
por agricultores en todo el mundo. Los microorganismos que antagonizan el
crecimiento de patdégenos se conocen como agentes de control biolégico (ACB) (Pal
y Gardener, 2006; Abdallah et al., 2018).

LFC/lIQB/ UMICH




Q.F.B. Alistair Hernandez Izquierdo

Figura 6. Interaccion del metaboloma bacteriano antifungico (MBA) de bacterias rizosféricas frente
a microorganismos patégenos. Aqui se ilustra la interaccion existente entre compuestos
procedentes de microorganismos patégenos y sus ACB bacteriano. Modificado de Lastochkina et
al., 2019; Tilocca et al., 2020.

ACB de origen fungico y bacteriano existen, los cuales presentan efectos
antagonicos, en el caso de las bacterias, por su por su metaboloma bacteriano
antifungico (MBA) (Fig. 6) frente a fitopatégenos. Esto porque en el mundo bioldgico
existe una interaccibn quimica continua entre patdogenos potenciales y sus
antagonistas, los cuales contribuyen a que no se desarrollen enfermedades y lo
hacen por diferentes mecanismos (Orrieta-Fernandez y Larrea-Vega, 2001; Yang y
Hong, 2018). Los ACB de forma popular han sido los hongos. En este proyecto se
plantea la alternativa del uso de rizobacterias, ya que tienen capacidad de sintetizar
diferentes componentes que potencialmente inhiben el crecimiento de patégenos
(Tofazzal-Islam et al., 2019). Para esto, es muy deseable que los ACB sean inocuos,
confieran proteccion aun después de la cosecha bajo un rango muy amplio de
condiciones como pH, temperatura y diferentes concentraciones de iones disueltos
en el medio ((Montesinos, 2003; Lugtenberg y Kamilova, 2009).
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Una alternativa viable en la busqueda de ACB bacterianos es la rizésfera, ya que
se considera un microambiente extremo y microbiolégicamente supresivo y una
primera linea de defensa de la planta a través del sistema radicular en simbiosis con
microorganismos. El primero en definir lo que es la rizésfera fue Hiltner (1904) para
referirse a la zona influenciada por las raices en que los microorganismos proliferan
gracias a las sustancias que son secretadas por las plantas, principalmente
carbohidratos. Por estas caracteristicas, la cantidad de bacterias esta en el intervalo
de 1 x 108 hasta 1 x 108 células/centimetro cuadrado. Mientras que, el nimero de
especies desde un par de millones hasta inclusive billones de células/gramo de
suelo (Brahmaprakash et al, 2017). Los ACB bacterianos se aplican en
concentraciones que van desde 1 x 107 hasta 1 x 108 UFC/ml cuando se busca
prevenir la pudricion por hongos en frutos y vegetales (Sharma et al.,, 2009;
Wisniewski et al., 2016).

2.4.1. Mecanismos de accién de los agentes de control biolégico

Un ACB ideal no produce metabolitos toxicos para los humanos, los animales y al
medio ambiente. Los efectos directos de control se evidencian como una interaccién
directa Unica, especifica y de alta afinidad con el patégeno, ya que la interaccion de
ACB-patdgeno es un contacto fisico. Los mecanismos directos se clasifican como
hiperparasitismo y la predacién (Hernandez-Rodriguez et al., 2006). Algo importante
que destacar es que un prerrequisito para que un ACB bacteriano tenga buena
actividad en el control de enfermedades fungicas es su capacidad de colonizar los
tejidos vegetales (Salvatierra-Martinez et al., 2018).

Otros efectos son los indirectos, en donde el ACB no interactua con el fitopatégeno
y la interaccion se lleva a cabo por medio de la competencia por espacio o
nutrientes, la induccién de resistencia al huésped, secrecion de sideréforos o por un
mecanismo mixto. Los ACB tienen la capacidad de secretar enzimas liticas que
degradan la pared celular de hongos fitopatégenos. También, la antibiosis se
encuentra dentro de esta clasificacion (Fig. 7 y 8).
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[Agentes de Control Biolbgico (ACB)J

Compuestos

» organicos volatiles
Predacion (COVs)
Compuestos difusibles

Figura 7. Mecanismos de accion de los agentes de control biolégico (ACB) en la inhibicion de
patoégenos. El tipo de mecanismo adoptado por los ACB para inhibir a un patégeno es diverso y
puede involucrar mas de uno. Modificado de Gupta et al., 2015; Mohanram y Kumar, 2019; Moreno
Reséndez et al., 2018.

Induccidén de
resistencia al
huésped

Secrecion de
sideraforos

2.41.1. La Antibiosis

Es el antagonismo mediado por diferentes clases de substancias que incluyen
antifungicos de naturaleza volatil (denominados compuestos organicos volatiles o
difusible, como en el caso de los antibidticos, que son efectivos en bajas
concentraciones (Sharma et al., 2013; Brahmaprakash et al., 2017). La mayor parte
de estos compuestos son biodegradables, a diferencia de los fungicidas que estos
son dificiles de ser degradados y de los que se requiere aplicar grandes cantidades
para tener el efecto bioldgico deseado (Moreno Reséndez et al., 2018). La antibiosis
es la principal alternativa para el control de enfermedades fungicas (Devi et al.,
2018). Por lo que es de nuestro interés en este proyecto enfocarnos en la busqueda
de sustancias producidas por rizobacterias que afecten el crecimiento de hongos
fitopatdgenos de la PPA en post-cosecha.
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Figura 8. Representacion esquematica de efectos directos (promocion del crecimiento vegetal) e

indirectos (antagonismo) que exhiben bacterias rizosféricas frente a fitopatégenos. Las moléculas

antagonicas secretadas por agentes de control biolégico (ACB) pueden ser de naturaleza volatil o
difusible. Modificado de Brahmaprakash et al., 2017; Gouda et al., 2018; Rahman et al., 2018.

2.4.1.2. Compuestos organicos volatiles

Los COVs son compuestos a base de carbono con un peso molecular pequefio que
a temperatura ambiente (20 °C) y a una presién superior a 0.01 Kpa pasan a fase
gaseosa. Estos compuestos son producto del metabolismo primario y secundario
de microorganismos y plantas (Morath et al., 2012). La produccion bacteriana de
este tipo de compuestos esta influenciada por las dinamicas del ecosistema
completo en el que se encuentra. Los compuestos de esta naturaleza regulan
interacciones inter-especificas en la bidsfera: entre el mundo animal, microbiano y
vegetal. Por lo anterior, a los COVs se les denomina infoquimicos (Wheatley, 2002),
ya que se propagan a largas distancias por su naturaleza volatil y esto crea un
ambiente de quiescencia en comunidades antagénicas (Moreno Reséndez et al.,
2018).
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Los COVs reportados en la literatura pertenecen a: carbohidratos simples,
heterociclos, aldehidos, cetonas, alcoholes, fenoles, tioalcoholes, tioésteres vy
acidos organicos (Morath et al., 2012). Ademas, del uso de los COVs como
metabolitos de control biolégico de patéogenos fungicos, en la literatura se
encuentran descritas las capacidades de promover el crecimiento de plantas e
inclusive el control biolégico de nematodos fitopatégenos (Tilocca et al., 2020).

24.1.3. Compuestos difusibles

Los antibidticos secretados por bacterias rizosfericas son un grupo de moléculas
heterogéneas de bajo peso molecular que afectan el crecimiento de patégenos al
ocasionar una disrupcion en la pared celular del microorganismo patégeno, alteran
la estructura de su membrana, o inhiben la replicacion del ADN o la sintesis de
proteinas (Lastochkina et al., 2019).

Algunas de éstas moléculas son péptidos lineales o ciclicos que contienen una
cadena lipofilica hidrocarbonada en el sitio N-terminal e incluyen a las polimixinas,
octapeptinas, polipeptinas, lipopéptidos cationicos lineales y los mas conocidos, los
lipopéptidos catidnicos ciclicos (ciclolipopéptidos) pertenecientes a las familias de
las iturinas, fengicinas y surfactinas (Cochrane y Vederas, 2014; Yanez-Mendizabal
y Falconi, 2018; Tofazzal Islam et al., 2019; Mohanram y Kumar, 2019). Ejemplos
de este tipo de compuestos son: butirolactonas, 2-4-diacetilfloroglucinol, oligomicina
A, oomicina A, acido fenazina-1-carboxilico (PCA), pioluterina (PIt), pirrolnitrina
(PIn), xantobacina, zwittermicina A, kanosamina, pioluteorina, pirrolnitrina, tensina,
tropolona y ciclo lipopéptidos como la fengicina, iturina y surfactina (Whipps, 2001;
Gupta et al., 2015). En conjunto, a la capacidad de producir compuestos difusibles
y/o COVs representa el metaboloma bacteriano antifungico (MBA).

2.5. Bacterias extremofilas

La distribucion de los microorganismos no se limita a ambientes especificos, y éstos
pueden encontrarse en condiciones diversas de temperatura, presion, salinidad y
pH. En su conjunto, a este tipo de microbios se les denomina extremdfilos. La
mayoria pertenecen al dominio Archaea. Sin embargo, otros dominios son
relevantes en el estudio de extremofilos, tales como, Eukarya y Bacteria (Van den
Burg, 2003). Algunas de las categorias representativas en las cuales se clasifican
los extremofilos son (Fig. 9):
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= Haléfilos: Manifiestan crecimiento en altas concentraciones de sal, ya que
poseen la capacidad de mantener un balance osmoético (NaCl = 0.2 M)
(Waditee-Sirisattha et al., 2016).

= Terméfilos: crecimiento en temperaturas = 50 °C (Bowers et al., 2009).

= Alcaléfilos: pH > 9. Acidéfilos: pH < 2-3. Microorganismos que tienen la
habilidad de mantener neutro su pH interno, por lo que sus proteinas
intracelulares no necesitan adaptarse a estas condiciones. Los rizésfera
contienen la mayor biodiversidad microbiana del planeta. Sin embargo,
investigaciones continuan sobre el estudio del potencial biotecnoldgico de los
microorganismos (Flores-Fernandez et al., 2010). Los extremofilos tienen
potencial biotecnoldgico, ya que son capaces de producir biomoléculas
organicas protectoras (extremolitos) y enzimas (extremozimas).

Estas son capaces de resistir la protedlisis y subsistir en presencia de agentes
desnaturalizantes, asi como, el gran contenido de sales, son termoestables y se
adaptan facilmente al frio (Chen y Jiang, 2018). Los beneficios del uso de estas
biomoléculas es que disminuyen el riesgo de contaminacién, disminuyen la
viscosidad e incrementan la solubilidad de sustratos. Las bacterias extremdfilas
usualmente se desarrollan en condiciones de escasez de agua y mejoran la
captacidén de este recurso en plantas que se encuentran bajo estrés hidrico, por
sequia (Raddadi et al., 2015).

Halofilicos
. NaCl0.2-5 M

Termofilos
245 °C

‘Alcalinofilicos pH28.5
Acidofilicos pH<5

Figura 9. Esquema de las caracteristicas principales de las bacterias extremofilas. Algunas de las
cualidades de microorganismos que habitan zonas limite es la capacidad de crecer en suelos con
concentraciones elevadas de sal, pH variable y temperaturas altas. Modificado de Bowers et al.,
2009; Chen y Jiang, 2018; Waditee-Sirisattha et al., 2016.
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3. Justificacion

La comercializacion del aguacate sin residuos de plaguicidas, la resistencia a
fungicidas convencionales y la considerable pérdida econdémica por fruto con
pudricion estan entre los factores por los que la pudricién peduncular del fruto de
aguacate (PPA) en anaquel es un problema no resuelto. El reto es encontrar
moléculas inocuas que sean efectivas en su control. Para tal fin, el antagonismo
entre bacterias extremdfilas y los hongos de la PPA es el ambito molecular de
estudio.

4. Hipotesis

Los metabolitos secundarios de bacterias aisladas de la rizésfera de plantas del
desierto controlan hongos que causan la pudricidon peduncular del fruto de aguacate
(Persea americana Mill. cv. Hass).

5. Obijetivo general

Determinar el potencial antagénico de rizobacterias frente a hongos causantes de
la pudricion peduncular del fruto de aguacate (Persea americana Mill. cv. Hass).

5.1. Objetivos particulares

1. Determinar las condiciones de crecimiento para la interaccion de las
bacterias frente a los hongos de la pudricién peduncular del aguacate.

2. Evaluar el antagonismo in vitro de rizobacterias frente a hongos de pudricién
peduncular de aguacate.

3. ldentificar los compuestos antifuUngicos que secretan las cepas bacterianas.
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6. Materiales y métodos

6.1. Hongos de la pudricién peduncular de aguacate

Figura 10. Frutos de aguacate (Persea americana Mill. var. Hass) con signos de pudricion
peduncular (PPA). Los sintomas de la enfermedad se pueden extender en todo el fruto
(mesocarpio), aunque, inicialmente se presenta en el pedunculo del mismo. Modificado de
Espinoza Madrigal et al., 2018.

En un estudio previo de nuestro grupo de trabajo, se colectaron frutos de aguacate
variedad Hass de diferentes regiones de Michoacan. Estos frutos presentaban
sintomas de la enfermedad de pudricién peduncular: manchas obscuras de color
negro-café en el area de insercion del pedunculo en el fruto. Al realizar un corte
transversal del mismo, por todo el fruto se extendian franjas de color café, lo cual
fue indicativo de la enfermedad en el mesocarpio del mismo (Fig. 10).

A partir de frutos con PPA, se cultivaron hongos presentes en la zona de infeccion
del pedunculo. Después, los hongos aislados se identificaron y se enlistaron (Tabla
3), con el proposito de asignar a cada uno un numero de aislado y una abreviaciéon
de su nombre respectivo para hacer mas facil su nomenclatura en los experimentos
subsecuentes y también, para conservarlos dentro de la coleccién del Laboratorio
de Fisiologia Celular. Los aislados se resembraron inicialmente en el mismo medio
de crecimiento en que se aislaron; es decir, agar papa dextrosa (APD; 39 g/l).
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El total de hongos de la PPA aislados fueron 11. Cuatro cepas diferentes de
Colletotrichum acutatum, una cepa de C. gloeosporioides, una especie desconocida
del mismo género (Colletotrichum sp.), dos cepas de Diaporthe phaseolorum, una
especie desconocida del género Oligoporus y por ultimo dos cepas de Phomopsis
viticola.

En las primeras cuatro cepas, aunque corresponden a la misma especie, su
morfologia es diferente. De estas destacd la cepa 10 ya que es multirresistente a
fungicidas; este hongo tiene una morfologia colonial algodonosa color naranja, con
crecimiento circular. El hongo C. gloeosporioides tiene un patron similar de
crecimiento, diferenciandose en que la tonalidad del naranja es mas intensa. El
crecimiento en placa de Colletotrichum sp. es de forma algodonosa de color blanco.
Las dos cepas de Diaporthe phaseolorum tienen un crecimiento laminar,
diferenciandose en el color de sus colonias, la cepa 5185 es de color naranja-café
y la de 4461 es blanca en cultivos jovenes llegando a ser verde en un estadio de
desarrollo mas longevo. El hongo Oligoporus sp. tiene un crecimiento circular, color
blanco-transparente, por lo cual, su crecimiento en placa es dificil de observar;
ademas, el crecimiento de este hongo es de forma fibrosa. Por ultimo, las dos cepas
de Phomopsis viticola crecen de forma irregular, con bordes redondeados, la cepa
5120 presenta un color verde intenso y la 5480 es blanca (Fig. 11).

Tabla 3. Listado de los aislados de hongos de la PPA ensayados en este proyecto.

No Hongos de la PPA Abreviacion
1 Colletotrichum acutatum 5446 Ca 5446
2 C. acutatum 10 Ca10
3 C. acutatum 21 Ca 21
4 C. acutatum 25 Ca 25
5 C. gloeosporioides Cg
6 Colletotrichum sp. Csp
7 Diaporthe phaseolorum 5185 Dp 5185
8 D. phaseolorum 4461 Dp 4461
9 Oligoporus sp. Ol
10 Phomopsis viticola 5120 Pv 5120
11 P. viticola 5480 Pv 5480
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Ca 5446

Dp 4461

Cg Csp Dp 5185

Ol Pv 5120 P

v 5480
Figura 11. Crecimiento en placa de los hongos de la pudricion peduncular del aguacate (PPA)
ensayados en este proyecto. En orden descendente se encuentran fotografias de cada uno de los
hongos de la PPA iniciando con las 4 cepas de C. acutatum, después la especie C. gloesporioides,
una especie no identificada del género (Colletotrichum sp.), dos cepas de D. phaseolorum, una
especie desconocida de Oligoporus y finalmente, dos cepas distintas de P. viticola.

6.2. Aislados bacterianos rizosféricos

En una investigacion previa de Palacio-Rodriguez et al., (2017) se aislaron bacterias
de la rizosfera de la planta Distichlis spicata (L.) E. Greene (Poaceae), cuyo nombre
comun es Pasto salado, microorganismos asociados a sus raices que se desarrollan
en estas condiciones extremas de vida (extremdfilos) y, en especifico de esta
especie vegetal resultan promisorias para la busqueda de agentes de control
bioldgico (ACB). Esto por la simbiosis que tienen con las plantas para permitir su
supervivencia a cambio de brindar nutrientes a las bacterias. La colecta se realizo
en el borde de una charca de agua salada, denominada “Poza Salada”, en el Valle
del Sobaco, localizado al sudeste del desierto de Chihuahua en Coahuila, México
(26°10°'54" Ny 102°42°24"" O) (Fig. 12).
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Figura 12. Prospeccion microbiana en el desierto de Chihuahua. A. Localizacion geografica del

sitio de muestreo en la Poza Salada en el Valle de Sobaco en Coahuila, México. B y C. Fotografias
de Poza Salada y del pasto salado (Distichlis spicata) que prolifera alrededor de la charca.

Modificado de (Palacio-Rodriguez et al., 2017).
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En nuestro grupo de trabajo se recibieron 16 aislados bacterianos y se le asigné a
cada una un numero diferente (Tabla 4), iniciando con B-1 hasta B-16.

Tabla 4. Listado de los aislados bacterianos rizosféricos ensayados en este proyecto.

B-1
B-2
B-3
B-4
B-5
B-6
B-7
B-8
B-9
B-10
B-11
B-12
B-13
B-14
B-15
B-16

16
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Las bacterias fueron inoculadas inicialmente en placas de Petri de 90 x 15 mm con
agar Mueller-Hinton (MH; 38 g/l) con dos finalidades: la primera para conservarlas
en la coleccion del Laboratorio de Fisiologia Celular a 4 °C en refrigerador con
glicerol al 20% (v/v) y como segunda finalidad para caracterizar la morfologia
bacteriana (Fig. 13).

B-13 B-14 B-15 B-16
Figura 13. Crecimiento en placa de cultivos bacterianos rizosféricos (n=16) ensayados en este
proyecto. Cada uno de estos aislados tienen diferente morfologia colonial variando de forma, borde
y consistencia, ya que, algunas de ellas son cremosas, otras secas y bacterias como B-2 0 B-6 son

mucoides.
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6.3. Curvas de crecimiento de aislados bacterianos
rizosféricos

En placas de 96 pocillos se evalué el crecimiento de los 16 aislados bacterianos
rizosfericos en cinco medios de crecimiento liquido distintos: Mueller-Hinton (MH),
papa dextrosa (PD), dextrosa Sabouraud (DS) y las mezclas de MH:PD (1:1; viv) y
MH:DS (1:1; v/v), esto con la finalidad de conocer la fisiologia de crecimiento y para
saber qué medio de interaccion hongo de la PPA-rizobacteria resultaba ser el mas
adecuado para no beneficiar a alguno de los dos tipos de microorganismos en la
interaccion 1 a 1. En cada pocillo se pipete6 100 pl de cada uno de los medios
liquidos propuestos, posteriormente, 50 pl de cada una de las suspensiones
bacterianas se inoculé de forma independiente en los pocillos con previo ajuste de
concentracion. Para lo anterior, un ajuste de concentracion inicial se realizdé con una
asada de las bacterias en tubos roscados con 10 ml de caldo MH con posterior
agitacion en un Vortex, después, la densidad 6ptica (absorbencia) se midié a 0.5
con una longitud de onda (A) de 600 nm. Esta D.O corresponde a 0.5 en la escala
de McFarland, que se traduce como una concentracion de 1.5 x 108
bacterias/mililitro. Finalmente, el experimento se incubd a 37 °C con lecturas de D.O
en espectrofotdmetro en las mismas condiciones antes descritas. Lo anterior se
llevo a cabo cada 2h hasta llegar a las 12 h. El experimento completo se realizé por
triplicado para cada aislado bacteriano.

6.4. Eleccion de las condiciones para la interaccidén bacteria-
hongo

Una vez teniendo en cuenta que las bacterias crecieron de forma satisfactoria en
los cinco medios liquidos se procedio a evaluar si este comportamiento se mantenia
en medios solidos. Esto se realizé de igual forma para los hongos de la PPA. El
objetivo del experimento fue dilucidar el comportamiento del crecimiento individual
de cada tipo de microorganismo de forma individual en diferentes medios de
crecimiento, pero ahora en fase solida (agar). Dos temperaturas de crecimiento
diferentes se evaluaron: la primera a 25 °C (ambiente) que es donde, generalmente
se desarrollan los hongos y la segunda a 37 °C que es donde generalmente se
desarrollan las bacterias (mesofilicas) en condiciones de laboratorio, para
finalmente seleccionar un medio y una temperatura éptima para las interacciones
microbianas.

En placas Petri de 90 x 15 mm con medios: MH, PD, DS y las mezclas de MH:PD

(1:1; v/v) y MH:DS (1:1; v/v) se inocul6 de forma independiente cada una de las 16
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bacterias. Las placas se incubaron con las dos temperaturas de forma
independiente (25 y 37 °C) por 48 h, después, el crecimiento satisfactorio o no se
reportd en cada uno de los medios de crecimiento. El experimento se realizd por
duplicado para cada condicién de temperatura en cada medio sdlido.

En el caso de los hongos se hizo de igual forma, solo que, a la vez se realizé una
evaluacion del crecimiento temporal de forma independiente. Para esto, se registro
fotograficamente el crecimiento radial y se midio el area de crecimiento cada dia por
un periodo total de 7 d. Con estos datos se construyé una curva de crecimiento
representada por las pendientes al trazar una linea recta desde el punto inicial al
punto final de la evaluacion del crecimiento fungico. Lo anterior, para clasificar a los
hongos con base en la velocidad de crecimiento.

6.5. Caracterizacion morfolégica de aislados bacterianos

La morfologia bacteriana se desconocia, por lo que se decididé realizar un
experimento para conocerla. Para esto, a partir del experimento anterior se
selecciond el medio inicial de crecimiento de estas bacterias; es decir MH, después,
la morfologia colonial de estas bacterias se reporté directamente; las caracteristicas
a considerar fueron: forma, borde, elevacion, consistencia, color, pigmento y
propiedad optica. A su vez, una tincion Gram se realizé para conocer con qué tipo
de bacterias estabamos trabajando; es decir, bacilos 0 cocos y en qué tipo de
asociacion se encuentran, pero principalmente para conocer si se trataban de
bacterias Gram positivas o negativas para de esta forma poder diferenciarlas.

6.6. Escrutinio antagénico de bacterias frente a hongos de la
pudricion peduncular del aguacate

Una vez determinadas las condiciones de interaccién: medio APD y temperatura de
25 °C se llevo a cabo un escrutinio de bacterias frente a hongos de la PPA. La
finalidad fue reducir el universo de estudio en cuanto a las bacterias y quedarnos
con aquellos prospectos a ser ACB bacterianos. El experimento se llevé a cabo en
placas Petri de 90 x 115 mm con medio APD, en el centro de las mismas se inoculo
un propagulo de 5 mm de @ (diametro) de cada uno de los hongos de la PPA de
forma independiente. Los hongos se dejaron crecer en condiciones ambientales (25
°C) hasta que alcanzé cada uno un diametro de 2 cm, después, a 1 cm de distancia
con respecto al diametro de crecimiento externo del hongo se inocularon 8 bacterias
diferentes por placa con un asa bacteriolégica no calibrada. Lo anterior se repitid
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dos veces ya que el total de bacterias fueron 16; el experimento se incubd a 25 °C.
Posteriormente, el crecimiento fungico en presencia de las bacterias se evalué por
un periodo maximo de 7 d. Las bacterias que lograron inhibir el crecimiento del
hongo al formar un halo de inhibicién alrededor del mismo se seleccionaron como
los mejores prospectos.

6.7. Interaccién in vitro 1 a 1 de prospectos de agentes de
control biolégico bacterianos frente a hongos de la
pudricion peduncular del aguacate

Con los 4 prospectos de ACB bacteriano seleccionados se determiné el grado de
sensibilidad sobre el crecimiento de los hongos de la PPA, para esto, en placas Petri
de 60 x 15 mm de APD se inocul6 un propagulo de 5 mm de diametro (®) de cada
uno de los hongos de forma independiente en el centro de las placas y, a 1.5 cm de
distancia se inoculd 4 pl de una bacteria (1.5 x 108 bacterias/mililitro) en forma recta
con un asa bacterioldgica calibrada de 1 yl (Fig. 14). El experimento se incubd a 25
°C por 4 d (periodo en el cual la colonia del hongo control llegd casi a los bordes de
la placa), después del tiempo transcurrido, el indice de crecimiento del hongo (IC)

se evalud de la siguiente forma:
IC = e
" Cc

Donde:
Ct es el area de crecimiento del hongo tratado.

Cc es el area de crecimiento del control (hongo sin tratamiento); teniendo en cuenta
que un IC < 1 indica la inhibicién del crecimiento del hongo, un IC=1 indica que no
existe algun efecto por parte de la bacteria y, finalmente, un IC > 1 indica una
promocioén del crecimiento fungico.

Figura 14. Guia para la inoculacion de la interaccién bacteria-hongo. En la parte central de la placa

se inocula un propagulo del hongo de 5 mm @, alrededor del mismo se inoculan cuatro micrali
/‘ o -
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de la bacteria ajustada a 15 mm de distancia, para asi establecer la interaccion directa 1 a 1 de
bacteria frente a hongos.

El area Ct y Cc se evalud a partir de fotos capturadas a los 4 d de incubacion, el
proceso de las mismas se hizo en el software Photoshop (21.0.3). Lo anterior se
repiti6 para cada uno de los 11 hongos de la PPA frente a las 4 bacterias
seleccionadas con una n=3 para cada tratamiento. El experimento global se repitio
tres veces de forma independiente.

Finalmente, para determinar si alguno de los prospectos de ACB bacteriano
seleccionados en el escrutinio fue mejor uno que otro, se establecieron los
siguientes criterios de seleccion:

1. Cada bacteria prospecto a ACB debe inhibir al menos el 70% de los
patdégenos ensayados.

2. EI IC de los hongos inhibidos debe ser < 1, evidenciando de esta forma su
inhibicion.

6.8. Evaluacion del antagonismo in vitro por compuestos
organicos volatiles de rizobacterias frente a hongos de la
pudricion peduncular de aguacate

Con los resultados de la interaccion 1 a 1 no se pudo concluir si el efecto observado
fue debido a compuestos difusibles unicamente, ya que los dos tipos de
microorganismos se encontraban en el mismo medio. Asi que, en placas divididas
con medio APD se inoculé de un lado 4 ul de una suspension bacteriana (1.5 x 108
bacterias/mililitro), del otro lado se inocul6 un propagulo de 5 mm ® de un hongo de
la PPA. El experimento se incubd a 25 °C por 4 d, después, el IC se evalud de igual
forma que el ensayo anterior. Lo anterior se repitié para cada uno de los 11 hongos
de la PPA frente a las 4 bacterias seleccionadas con una n=3 para cada tratamiento.
El experimento global se repitié tres veces de forma independiente.

Finalmente, con el propdsito de reducir nuestro universo de estudio en cuanto a los
hongos se establecieron los siguientes criterios:

1. De los hongos inhibidos, se selecciona el de crecimiento rapido.
2. El patégeno seleccionado debe ser inhibido (IC < 1) al menos por dos de los
cuatro tratamientos bacterianos.
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6.9. Analisis estadistico

Los resultados de los experimentos se analizaron con los programas STATISTICA
10y R (1.3.959), en los cuales se realizaron pruebas t-Student y, para otros analisis
se realizaron ANOVA con prueba post hoc de Tukey (p < 0.05), en el cual se usaron
diferentes letras para indicar los tratamientos que tienen significancia estadistica.
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7. Resultados

7.1. Curso temporal del crecimiento de aislados bacterianos
rizosféricos

Absorbencia
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Figura 15. Curso de crecimiento temporal de rizobacterias en medios de crecimiento liquido. A. B-
1. B. B-8. C. B-12. D. B-16. Los * indican diferencias significativas, na es que no existen diferencias
—*-MH —4—PD #-DS -“-MHPD -=MHDS | os datos son promedio de dos experimentos
independientes + EE n=2. Tukey (p < 0.05).

Para conocer la fisiologia de crecimiento de las rizobacterias se construyeron curvas
de crecimiento microbiano en diferentes medios liquidos. Lo anterior con dos
finalidades: la primera, para conocer el crecimiento de las bacterias y la segunda,
para seleccionar un medio de crecimiento bacteriano 6ptimo para llevar a cabo el
escrutinio y, posteriormente, la interaccion de bacterias frente a hongos de la PPA.
Para resolver esto se ensayaron cinco combinaciones de medios liquidos
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diferentes: caldo MH, caldo papa dextrosa (PD), caldo dextrosa Sabouraud (DS) y
las mezclas de MH:PD (1:1 v/v) y MH:DS (1:1 v/v).

La Fig. 15 contiene graficas representativas del curso temporal de crecimiento
bacteriano en donde B-1 y B-16 se comportaron de forma similar (Fig. 15.A y D).
Las bacterias B-8 y B-12 (Fig. 15.B y C) presentaron una fase de adaptacion de
hasta 4 h y una fase exponencial aguda a través del tiempo hasta las 12 h; este fue
el maximo intervalo de lectura de la densidad celular. En el caso del crecimiento
bacteriano en los medios DS y PD, la fase exponencial se prolongo, al igual que la
fase estacionaria, aunque no se pudo concluir que medio es mejor, ya que sélo se
tuvo un intervalo de lecturas cada 2 h hasta llegar a 12 h, por lo que se propuso
evaluar el crecimiento de las bacterias en los cinco medios, pero en estado sélido.

7.2. Condiciones 6ptimas en la interacciéon bacteria-hongo

Este experimento se hizo para seleccionar un medio sélido de interaccion para llevar
a cabo el escrutinio de rizobacterias frente a hongos de la PPA, ya que, con los
resultados del experimento anterior se establecié que las rizobacterias crecen de
forma distinta en diferentes medios liquidos. Ademas, desconociamos si los hongos
podian crecer en estos mismos medios, por lo que se evalud el crecimiento
microbiano de las 16 bacterias y los 11 hongos de la PPA de forma independiente
en medios sélidos: MH, APD, ADS, MH:APD (1:1 p/p) y MH:ADS (1:1 p/p).

Ademas de lo anterior, la variable temperatura se incluyé en el experimento: 25 ° y
37 °C para seleccionar la temperatura oOptima de interaccion. La primera
temperatura evaluada se debe a que la mayoria de los hongos ensayados en
laboratorio crecen a temperaturas ambientales, que aproximadamente es 25 °C. La
segunda temperatura seleccionada se debe a que la mayoria de las bacterias
mesofilas crecen a 37 °C y aunque estas bacterias son extremdfilas, tienen la
capacidad de crecer en las dos condiciones (Tabla 5). En la Fig. 16 se muestran
fotografias representativas de este experimento.

Las bacterias crecieron en casi todas las condiciones propuestas con excepcion del
aislado bacteriano B-10, el cual no crecié en el medio ADS y en la mezcla MH:ADS
en las dos condiciones de temperatura. Los hongos solo crecieron en APD a 25 °C.
Con lo anterior se concluyé que un factor limitante en nuestro escrutinio sera el
hongo, ya que, si este no se desarrolla de forma adecuada, podrian presentarse
falsos positivos, asi que, el medio APD vy la condiciéon de temperatura de 25 °C se
seleccionaron como variables Optimas en la interaccion bacteria-hongo de la PPA.

LFC/lIQB/ UMICH




Tabla 5. Eleccion de las condiciones de interaccidon microbiana: sustrato y temperatura.

Q.F.B. Alistair Hernandez Izquierdo

Medio
MH APD ADS | MH:APD | MH:ADS
Microorganismos
Temperatura (°C)

25 |37 | 25 |37 |25 |37 | 25 | 37 | 25 | 37

» | Ca 5446, Ca 10, Ca 21, Ca 25
’ ) 1 ’ /

S | Cg, Ol Pv 5120y Pv 5480 i e 1 et R HRa B B B
;E Csp, Dp 5185 y Dp 4461 x x | vV | x|V | % x x x x
0
=2 B-1aB-9yB-11 aB-16 V| vV I VIV I IV I IV IV |V |V VY
[
§ B-10 Viviv| v is|x| v |v]|sx]| «

APD

APD

Figura 16. Imagenes representativas de la evaluacién del crecimiento de crecimiento de hongos
(Ol, Dp5185 y Cg) y bacterias (B-1 a B-14) en diferentes medios sélidos de crecimiento (MH, APD,
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Tabla 6. Cuantificacion del crecimiento de hongos de la pudricidon peduncular del aguacate (PPA)
en placa. Los datos son promedio de tres experimentos independientes £ EE n = 3. Letras
diferentes en la misma fila representan diferencias significativas, Tukey (p < 0.05).

Velocidad de
crecimiento
Ca 5446 2.28 +0.09cb
Ca10 2.84 +£0.09c
Ca21 1.50£0.15a
Ca25 2.82+0.07c
Cg 5.63 £ 0.24e
Csp 4.28+0.15d
Dp 5185 1.59 + 0.11ab
Dp 4461 1.55 +0.09a
Ol 2.67 £ 0.14c
Pv 5120 4.11 +£0.29d
Pv 5480 1.54 £ 0.05a

Hongo

Finalmente, el crecimiento colonial de cada uno de los hongos se cuantificé en el
medio de cultivo previamente seleccionado. La pendiente de la curva de crecimiento
fungico linealizada se reporta en la Tabla 6, un valor de pendiente > 1 es crecimiento
rapido, mientras que < 1 es crecimiento lento. Entre los hongos de crecimiento
rapido en medio sélido destacé Colletotrichum gloeosporioides, asimismo, el grupo
de 4 cepas de Colletotrichum acutatum del cual Ca 10 fue el de crecimiento mas
rapido, al menos de forma numérica. Lo anterior nos sirvio para establecer un tiempo
adecuado para cuantificar posteriormente el grado de inhibicién de cada hongo.

7.3. La morfologia colonial y microscépica de los posibles
antagonistas bacterianos rizosféricos

Algunos aspectos del crecimiento de los aislados bacterianos se muestran en la
Tabla 7, por otro lado, en la Fig. 17 se esquematizan microfotografias de la tincion
Gram de cuatro bacterias, las cuales representan el universo de estudio de las 16
bacterias. La morfologia macro y microscépica se reporté a partir de los cultivos
bacterianos en medio MH, medio en el que se encuentran conservadas las bacterias
en el Laboratorio de Fisiologia Celular.

En cuanto a la morfologia colonial, todas las bacterias presentaron diferentes
caracteristicas de crecimiento, las formas bacterianas fueron irregulares, circulares,
puntiformes. El borde para algunas fue lobulado o filamentoso, pero, para la mayoria
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fue entero. La elevacion colonial sélo fue plana o convexa. El color en todas fue
blanco, aunque cada una presentd caracteristicas Opticas diferentes, ya que
algunas fueron opacas y otras brillantes.

Tabla 7. Caracteristicas morfolégicas en el crecimiento de cultivos bacterianos rizosféricos.

Clave Forma Borde Elevacion Consistencia  Color Pigmento Propiedad optica Tincion Gram Forma Asociacién
B-1 Irregular Lobulado Plana Cremosa Blanco Np Opaca + Bacilos| Cadenas
B-2 Circular Entero Convexa Mucoide Blanco Np Brillante - Cocos | Sarcinas
B-3 Irregular Lobulado Plana Cremosa Blanco Np Opaca + Bacilos| Cadenas
B4 Irregular | Filamentoso| Plana Cremosa Blanco Np Opaca + Bacilos| Cadenas
B-5 Irregular Lobulado Plana Cremosa Blanco Np Opaca + Bacilos| Cadenas
B-6 | Puntiforme Entero Convexa Mucoide Blanco Np Brillante - Bacilos| Irregular
B-7 Irregular Entero Convexa Mucoide Blanco Np Opaca - Bacilos| Irregular
B-8 Circular Entero Plana Cremosa Blanco Np Opaca + Bacilos | Diplobacilos
B-9 Irregular Lobulado Plana Cremosa Blanco Np Opaca + Bacilos| Irregular

B-10 | Circular Entero Plana Seca Blanco Np Brillante + Bacilos| Cadenas

B-11 | Circular Ondulado | Convexa Mucoide Blanco Np Brillante - Bacilos| Irregular

B-12 | Circular Ondulado Plana Seca Blanco Np Opaca + Bacilos| Irregular

B-13 | Circular Entero Convexa Mucoide Blanco Np Brillante - Bacilos| Cadenas

B-14 | Circular Ondulado | Convexa Cremosa [ Blanco-rojo | Blanco-rojo Brillante + Bacilos | Irregular

B-15 | lIrregular Ondulado | Convexa Cremosa Blanco Np Brillante - Bacilos| Irregular

B-16 | Irregular Lobulado Plana Mucoide Blanco Np Brillante - Bacilos| Irregular

B-1 B-8 B-12 B-16

4

féricas. A. Crecimie

o,

Mg i e
Figura 17. Morfologia colonial y microscépica de bacterias rizos nto en placa en

medio MH. B. Tincion Gram.

En cuanto a la morfologia microscépica, 9 de las 16 bacterias fueron Gram positivas
(G+), por otro lado 7 fueron Gram negativas (G-), las bacterias presentaron formas
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bacilares, conocidas actualmente como forma de bastones y otras bacterias tienen
forma de coco. Los dos tipos de formas bacterianas presentaron diferentes
asociaciones, la mas comun fue en cadenas, otras tantas en sarcinas o diplobacilos
y muchas otras su tipo de asociacion fue irregular.

7.4. Labusqueda de candidatos bacterianos que antagonicen
a hongos de la pudriciéon peduncular de aguacate

La seleccidon de los mejores antagonistas bacterianos de 11 hongos de la PPA se
hizo en el medio de interaccion y temperatura seleccionadas: APD a 25 °C, 8
bacterias por placa frente a 1 hongo.

En la busqueda del o los mejores prospectos como agentes de control biolégico
(ACB) bacterianos se seleccionaron aquellas que inhibieran el crecimiento colonial
de los hongos de la PPA al retrasar el crecimiento normal del patégeno (se comparé
con el control de crecimiento). Esto se manifesté mediante un halo de inhibicién,
como se puede observar en la Fig. 18.

Control B 1-8 B 9-16
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Figura 18. Determinacion de los prospectos de ACB bacterianos por un ensayo in vitro de
bacterias frente a los hongos de la pudricion peduncular de aguacate (PPA): A. Ca 5446. B. Ca 10.
C. Ol. D. Pv 5120. Los numeros en blanco indican las bacterias que presentaron mejor actividad
antagonica frente a los hongos. Los niumeros amarillos indican las bacterias que tienen menor

capacidad antagonica.

Dos bacterias del grupo ensayado cumplieron este criterio de seleccién (B-8 y B-
12), adicionalmente las cepas B-1y B-16 se incluyeron con la finalidad de contrastar
los efectos observados in vitro en la interaccion 1 a 1, por tanto, los prospectos de
ACB bacterianos fueron cuatro: B-1, B-8, B-12 y B-16.

7.5. Los prospectos de agentes de control biolégico
bacterianos antagonizan a hongos de la pudriciéon
peduncular de aguacate

El experimento de antagonismo bacteriano se realizé con la confrontacion 1 a 1 de
una bacteria prospecto a ACB bacteriano frente a un hongo en medio sélido. Este
patron experimental se repiti6 para cada uno de los 4 prospectos de ACB
bacterianos (B-1, B-8, B-12 y B-16) frente a cada uno de los 11 hongos de la PPA.
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Las cepas 5185y 4461 de D. phaseolorumy P. viticola 5480 no fueron inhibidos por
ninguna bacteria, D. phaseolorum 4461 fue inhibido de forma estadisticamente
significativa por B-16 con un IC de 0.85. Para D. phaseolorum 5185, Oligoporus sp.
y P. viticola 5120 se observdé un aumento en su IC: 1.95, 1.90 y 1.18,
respectivamente (Tabla 8), indicativo de que el tratamiento promovié su crecimiento.
Ocho de los once hongos de la PPA fueron inhibidos al menos por dos de los cuatro
tratamientos bacterianos, un caso de esto fue Oligoporus sp. frente a la bacteria B-
8, ya que tuvo un IC de 0.39 y de 0.33 frente a B-12, frente a B-1 su IC fue de 0.94.
Lo anterior lo clasifica como el hongo mas sensible, ya que se presentaron IC
cercanos a la inhibicién total por dos de los cuatro tratamientos bacterianos. P.
viticola 5120 fue inhibido por B-8 y B-12 con IC de 0.62 y 0.59, respectivamente,
con significancia estadistica.

Los metabolomas bacterianos en Ca 5446 (Fig. 19) modificaron el crecimiento
colonial con respecto al blanco. Las moléculas bacterianas de naturaleza difusible
y por COVs indujeron al hongo a crecer embebido en el medio de cultivo, por lo que
se infirid que las bacterias secretan sustancias inhibitorias del crecimiento fungico,
esto fue evidente frente al tratamiento con las bacterias B-8 y B-12.

En el caso frente a B-16, el efecto observado fue inhibicidon por secrecién de
compuestos difusibles en el medio y/o competencia por espacio, ya que, el
crecimiento del hongo rodea y evita la presencia de la bacteria. Los IC de este hongo
fueron de 0.57, 0.48, 0.60 y 0.67, respectivamente, para cada una de las bacterias.
Para la cepa 10 fue distinto, ya que el IC frente a B-1 fue 0.95 lo cual no representa
algun efecto, debido a que, con la desviacién estandar el IC llega a 1. Frente a B-8,
B-12 y B-16 los IC fueron de 0.61, 0.65 y 0.79, respectivamente, lo que significa una
restriccion en el crecimiento. El hongo C. acutatum 21 fue inhibido por B-1, B-8 y B-
12 con IC de 0.85, 0.66 y 0.62, frente a B-16 no se presento el efecto buscado (IC
de 1.02). Finalmente, la cepa 25 fue inhibida por B-8, B-12 y B-16 con IC de 0.59,
0.58 y 0.76, respectivamente, y no presentd efecto frente a B-1 (IC de 0.91). Los
hongos Cg y Csp fueron sensibles a los metabolomas bacterianos, en el caso de
Cg este crecid por encima de las bacterias. En los hongos Csp, Dp 5185, Dp 4461,
Pv 5120 y Pv 5480 se presentd un crecimiento fungico restringido del micelio aéreo
y el vegetativo crecié embebido en el agar frente a los tratamientos B-8 y B-12. El
género Colletotrichum (Ca 5446, Ca 10, Ca 21, Ca 25, Cg y Csp) fue inhibido por
completo por los cuatro aislados bacterianos (Tabla 8), el IC de los hongos Ca 5446,
Ca10 y Ca25 fue el mas bajo de forma significativa frente a los tratamientos de B-8
y B-12.
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Controles bacterianos
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Figura 19. Inhibicién del crecimiento de hongos de la PPA por accion del metaboloma extracelular
de bacterias antagonicas. Las inhibiciones de los hongos se registraron a los 4 d post-inoculacion.
La barra roja indica la escala de las fotos (1 cm).
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Controles bacterianos
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Figura 19 (Continuacion). Inhibicién del crecimiento de hongos de la PPA por accién del
metaboloma extracelular de bacterias antagonicas. Las inhibiciones de los hongos se registraron a
los 4 d post-inoculacién. La barra roja indica la escala de las fotos (1 cm).

En los hongos Diaporthe phaseolorum (5185 y 4461) y Phomopsis viticola 5480 no
se presentd un efecto inhibitorio. En el caso Pv 5120, este fue sensible a los
metabolomas de las bacterias B-8 y B-12.
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Tabla 8. Sensibilidad del crecimiento fungico en interaccién bacteriana representada con el indice
de crecimiento (IC) de hongos de la pudricién peduncular de aguacate (PPA). Los datos son
promedio de tres experimentos independientes + EE con n = 9. Letras diferentes en la misma fila
representan diferencias significativas, Tukey (p < 0.05). EI IC se reportoé a los 4 d post-inoculacion.

Hongo IC
B-1 B-8 B-12 B-16

Cab5446 0.57+0.04ab 0.48+0.03a 0.60+0.04ab 0.67+£0.04b
Ca10 0.95+0.03c 0.61+0.02a 0.65+0.03a 0.79+0.01b
Ca21 085+0.10ab 0.66+0.03a 0.62x0.01a 1.02+0.05b
Ca25 0.91+0.03c 059+0.01a 0.58+0.02a 0.76 +0.05b
Cg 0.89+0.02c 0.73+0.01b 0.66+0.02ab 0.62 +0.01a
Csp 0.99+0.03b 0.71+0.03a 0.70+0.03a 0.64 £0.02a
Dp5185 1.01+0.08a 091+0.07a 095+£0.092a 1.95+£0.11b
Dp 4461 1.01+£0.03b 0.99+0.02b 0.96+0.03ab 0.85*0.03a
ol 0.94+£0.03b 0.39+x0.02a 0.33+x0.01a 1.90 = 0.06¢c
Pv5120 095+0.02b 0.62+0.04a 059+0.02a 1.18+0.02c
Pv5480 1.03+0.02a 1.06+1.04a 1.05+0.03a 0.97 +0.04a

Para determinar qué candidato a ACB fue mas exitoso, un analisis ANOVA factorial
con post hoc Tukey (p < 0.05) se realizé (Fig. 20), el resultado fue que el efecto de
las bacterias B-8 y B-12 es similar, seguido de la bacteria B-1 y al final la bacteria
B-16. Aunque, el efecto antifungico que exhiben las bacterias es interesante,
desconocemos si hay un efecto diferencial debido a los metabolitos secretados; es
decir, que sean unicamente compuestos difusibles, COVs o ambos.

1.2

— O

B-1 B-8 B-12 B-16

ACB

Figura 20. Efecto antagonico diferencial de los prospectos de agentes de control biolégico (ACB)
bacterianos. Los datos son promedio de tres experimentos independientes + EE n = 9; letras
diferentes en las columnas representan diferencias significativas, Tukey (p < 0.05).
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Para saber si los prospectos de ACB bacterianos pertenecen a esta clase de
microorganismos se establecieron dos criterios de seleccion:

1. Cada bacteria prospecto a ser ACB debe inhibir al menos el 70% de los
patdgenos.
2. EI'IC de los hongos inhibidos debe ser < 1 (inhibicion).

Las bacterias B-8 y B-12 cumplieron con ellos, los hongos antagonizados con un IC
< 1 fueron Ca 10 y Ol, pero se decidi6é continuar el estudio con las cuatro bacterias,
ya que son Uutiles para contrastar el efecto antagdnico bacteriano sobre los
patégenos fungicos.

Una interrogante surgio: ¢ este efecto se debe también por compuestos organicos
volatiles (COVs) o unicamente por compuestos difusibles?, para responder a esto
se establecid un nuevo experimento debido a que, la confrontacion microbiana
sucede en la misma placa de agar papa dextrosa se realizé un experimento en
placas divididas para evaluar la respuesta a COVs.

7.6. Los compuestos organicos volatiles de los agentes de
control biolégico bacterianos inhiben el crecimiento de hongos
de la pudricién peduncular del aguacate

Los hongos Ca 5446, Ca 21, Ca 25, Cg, Csp, Dp 5185, Dp 4461, Ol, Pv 5120 y Pv
5480 fueron insensibles a los COVs bacterianos (Fig. 21). No se observaron
diferencias significativas entre COVs bacterianos ya que el valor de IC fue cercano
a 1 (Tabla 9). Dentro del grupo de cepas de C. acutatum, todos los aislados (Ca
5446, Ca 10, Ca 21 y Ca 25) fueron inhibidos numéricamente por al menos 3 de los
4 tratamientos. La cepa Ca 10 se destacd por su sensibilidad frente a los ACB
bacterianos B-8 y B-12 (IC de 0.71, 0.83). Con la finalidad de reducir nuestro
universo de estudio y quedarnos con un hongo para evaluar el efecto diferencial de
metabolitos bacterianos particulares sobre el patdégeno se establecieron dos
criterios:

1. El patégeno debe ser inhibido (IC < 1) al menos por dos de los cuatro
tratamientos bacterianos.
2. Dentro de los hongos inhibidos, se selecciona el de crecimiento rapido.
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Tabla 9. Sensibilidad del crecimiento fungico en interaccién por compuestos organicos volatiles
(COVs) de bacterias antagonicas representada como el indice de crecimiento (IC) de hongos de la
pudricién peduncular de aguacate (PPA). Los datos son promedio de tres experimentos
independientes + EE con n = 9. Letras diferentes en la misma fila representan diferencias
significativas, Tukey (p < 0.05). EI IC se report6 a los 4 d post-inoculacién.

Hongo IC
B-1 B-8 B-12 B-16
Ca5446 0.90 £0.02a 0.86 £ 0.03a 0.92+0.02a 0.85%0.03a
Ca10 0.84 £ 0.03b 0.71 £0.01a 0.83+£0.02b 0.83%0.02b
Ca 21 0.78 £ 0.02a 0.91 £0.07a 0.94 £0.06a 0.79+0.07a
Ca25 0.88%x0.03ab 0.84+0.02a 0.87+£0.03ab 0.99 + 0.03b
Cg 0.93 £ 0.01a 0.89 £ 0.03a 0.90+£0.02a 0.91+0.01a
Csp 0.98 £ 0.00a 0.97 £ 0.03a 1.01£0.00a 1.02+0.01a
Dp 5185 0.95+0.03a 1.19 £ 0.02c 1.05+0.01b 0.96 + 0.01ab
Dp 4461 0.87 +0.03a 0.96 £ 0.05a 0.98+£0.04a 1.01x0.06a
ol 0.91+0.04ab 0.85+0.05ab 0.80+0.04a 1.03 £0.06b
Pv 5120 0.84 £0.01ab 0.78 £0.02a 0.95+0.03b 0.87 £0.03ab
Pv 5480 1.13+0.07ab 1.17 £ 0.04b 0.92+0.06a 1.03 0.05ab

Los hongos Ca 5446 y Ca 10 cumplieron con los criterios de seleccién, ya que son
sensibles al menos a dos de las cuatro bacterias. El hongo de crecimiento rapido y
resistente Ca 10 se selecciond, ya que fue el hongo con inhibicion en confrontacién
1 a1y por COVs, ademas, de interés resultd que fuera inhibido ya que en los
antecedentes directos este fue el hongo mas resistente a tratamientos quimicos
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Controles bacterianos
B-1 B-8 B-12 B-16

Ca 5446

Ca 21 Ca 10

Controles fangicos

Ca 25
SAO9 Jod oueliajoeq owsiuobejuy

Cg

Csp

Figura 21. Control en el crecimiento fingico por compuestos organicos volatiles (COVs)
bacterianos. Las inhibiciones de los hongos se registraron a los 4 d post-inoculacién. La barra roja
indica la escala de las fotos (1 cm).
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Figura 21 (Continuacion). Control en el crecimiento fungico por compuestos organicos volatiles
(CQOVs) bacterianos. Las inhibiciones de los hongos se registraron a los 4 d post-inoculacion. La
barra roja indica la escala de las fotos (1 cm).
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8. Discusion

La pudriciéon peduncular del fruto de aguacate (Persea americana Mill. var. Hass)
se produce en post-cosecha por la penetracion de hongos fitopatégenos y la
promocién del crecimiento de hongos endofitos en el fruto. Los signos de
enfermedad inician como manchas de putrefaccion café oscuro a negro (Espinoza-
Madrigal et al., 2021) que se extienden al mesocarpio (pulpa) y con ello disminuye
su valor comercial (Ploetz, 2003; Guarnaccia et al., 2017; Espinoza-Madrigal et al.,
2018; Lim et al., 2019). Los agentes etiologicos reportados son diversos, en México
destaco un consorcio de hongos entre los que se encuentran: Colletotrichum spp.,
Oligoporus sp., Diaporthe spp. y Phomopsis spp. (Vidales-Fernandez y Sanchez-
Pérez, 1991; Ochoa, 2009; Espinoza-Madrigal et al., 2018; Mendoza-Vazquez et al.,
2019). Colletotrichum acutatum destaca del resto, ya que es una especie fungica
multirresistente categorizada como principal patégeno en enfermedades como la
antracnosis y la PPA (Damm et al., 2012); Espinoza Madrigal et al., 2021). El género
fungico Colletotrichum se conforma de alrededor de 700 especies, ademas, este fue
enlistado en el octavo lugar de una lista de diez patdgenos fungicos de mayor
prevalencia y relevancia en cultivos de interés econémico (Dean et al., 2012).

Es de gran interés el control de la PPA ya que, la produccion nacional del fruto
aportd cerca de 50 mil millones de pesos para el 2020 (Servicio de Informacién
Agroalimentaria y Pesquera, 2020). Produccion en la cual, Michoacan contribuyo
con el 75% de la produccion (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion, 2018). De forma tradicional, se trata a la enfermedad con
fungicidas aplicados en pre-cosecha, pero, estos tratamientos generan efectos
adversos en la salud humana y al medio ambiente (Campos-Martinez et al., 2016;
Shimshoni et al., 2020). En nuestro grupo de trabajo Espinoza-Madrigal (2018)
demostré que dentro de los géneros fungicos que ocasionan la PPA, el grupo de
aislados de Colletotrichum acutatum destaco del resto: en especifico la cepa 10,
debido a que, al evaluar la accidon de compuestos quimicos comunmente empleados
en el tratamiento del patogeno, esta cepa presentd resistencia. Ademas, es el
patdgeno con mayor incidencia en la enfermedad de la PPA en aguacate (Espinoza
Madrigal et al., 2021). Por lo anterior, las investigaciones se han centrado en buscar
alternativas para reemplazar el uso de fungicidas en post-cosecha.

En busqueda de otra opcién al tratamiento quimico de patdégenos fungicos de
plantas se plante6 una alternativa de control bioldgico, especificamente con el uso
de bacterias (ACB: agente de control bioldgico) antagonistas y/o por su metaboloma
bacteriano antifungico (MBA) (Sengar y Singh, 2018).
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Los ACB de forma popular son los organismos o partes de ellos que controlan la
poblacién de otros organismos (plaga). En este estudio se planted el uso de las
rizobacterias, ya que tienen capacidad de sintetizar diferentes clases de
compuestos que potencialmente inhiben el crecimiento de patdégenos entre ellos a
los hongos (Tofazzal et al., 2019). Los ACB deben de ser amigables con el medio
ambiente e inocuos para el ser humano, animales y para microorganismos
benéficos (Montesinos, 2003). En este trabajo el universo de estudio fue el
metaboloma de rizobacterias extremdfilas y el mecanismo antagoénico de antibiosis,
que es la accion inhibitoria del crecimiento fungico por el MBA de naturaleza
difusible y por compuestos organicos volatiles (COVs) (Brahmaprakash et al., 2017).
Por lo anterior, el estudio partio de seleccionar rizobacterias prospectos de inhibicion
de patdgenos fungicos, las cuales se aislaron del desierto de Chihuahua en un
previo estudio (Palacio-Rodriguez et al., 2017).

Unas de las caracteristicas de las bacterias de esta zona extrema es que se
suponemos que se desarrollan en condiciones ambientales hostiles limites de pH,
temperatura, concentracion de sal, sequia y de nutrientes. Ademas, bacterias y
plantas establecen una interaccion de competencia por espacio y nutrientes
(Raddadi et al., 2015), por lo que, la capacidad de suprimir el crecimiento de
patdgenos debe de ser fuerte. Dado lo anterior, el interés fue buscar y caracterizar
un metaboloma extracelular rizobacteriano con capacidad antagénica en el control
de los hongos de la PPA, ya que no existen estudios al respecto de moléculas
particulares provenientes de bacterias que inhiban este tipo de patdgenos fungicos
del aguacate.

El medio de cultivo sdlido para el 6ptimo crecimiento microbiano en la confrontacion
es determinante. Ambos grupos microbianos crecieron adecuadamente en el medio
APD, por lo que el factor limitante en la interaccion de hongos frente a bacterias son
los hongos, ya que, estos solo crecieron de forma idénea en el medio de APD a 25
°C, por lo que decidimos optar por este medio y esta temperatura para llevar a cabo
los experimentos de confrontacion. En la literatura existen reportes de este tipo de
seleccion de medios, acordando en la mayoria en optar por el medio APD.
Confrontaciones como Bacillus subtilis frente Botryosphaeria dothidea (Fan et al.,
2017), la de B. amyiloliquefaciens B14 frente a Sclerotinia sclerotiorum (Lib) (Sabaté
et al., 2018), o frente a Botrytis cinerea (Salvatierra-Martinez et al., 2018) tienen en
comun esta eleccion de cultivo.

Posteriormente, el crecimiento en placa de cada uno de los 11 hongos de la PPA
se cuantifico, lo que resultdé en un crecimiento mas rapido con una pendiente de
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2.84 (de forma numérica) para C. acutatum 10, patégeno fungico con mayor
resistencia frente a tratamientos quimicos (Espinoza Madrigal et al., 2021).

En el ensayo de escrutinio, las bacterias con mejor capacidad antagdnica de hongos
fueron los aislados: B-8 y B-12, ya que inhibieron a la mayoria de los hongos de la
PPA, pero, también seleccionamos a B-1 y B-16 para continuar con la confrontacion
1a1.

En el experimento de interaccion bacteria-hongo se observé un control diferencial
de los metabolomas bacterianos en el crecimiento fungico: unos, lo promovieron,
otros no provocaron cambios y otros los inhibieron. Asimismo, variabilidad fungica
se observd en la respuesta a los metabolomas entre e intra especie.
Interesantemente, Colletotrichum spp. fueron sensibles a los metabolomas
bacterianos. Tanto C. gloeosporioides como Colletotrichum sp. fueron inhibidos por
tres de los cuatro tratamientos bacterianos: en especifico por B-8, B-12 y B-16. Con
IC para el primer hongo de 0.73, 0.66 y 0.62, respectivamente, y de 0.71, 0.70 y
0.64 para Colletotrichum sp. Mientras que el grupo de C. acutatum (5446, 10, 21y
25) se observé variabilidad en la respuesta a los metabolomas bacterianos. Lo
anterior resulta interesante y mas si lo contrastamos con los resultados que obtuvo
Espinoza Madrigal et al., (2021), ya que se demostro la resistencia tratamientos
quimicos sobre los hongos de la PPA. Estudio en el cual se destaco Oligoporus sp.,
debido a que fue sensible frente a los fungicidas Bankit, CuSO4 y Tecto 60 con IC
de 0.61, 0.29 y 0.36, respectivamente. La sensibilidad de esta especie fungica se
conservo, pero esta vez frente a tratamientos bacterianos. C. acutatum 10 exhibio
resistencia a Benlate, CuSOs4 y Tecto 60 con IC de 0.90, 0.85 y 0.85,
respectivamente, pero en la confrontacién 1 a 1 frente a bacterias, este hongo fue
sensible a 3 de los 4 tratamientos. Es un efecto directo de biocontrol por parte de
estas bacterias, de las cuales se conocen distintos mecanismos antagénicos de
accion. En la literatura existen reportes en el tratamiento de diversos patégenos
como: Fusarium oxysporum, D. phaseolorum, Rhizoctonia solani'y C. acutatum, los
cuales fueron antagonizados por la cepa UM96 de Bacillus sp. con porcentajes de
inhibicion de 22, 32, 35 y 46%, respectivamente (Martinez-Absalon et al., 2012). En
otro estudio se ensayaron siete aislados del género Bacillus, cuyo origen fue la
rizésfera de plantas del arroz (Oryza sativa L.). Estos se enfrentaron con los
patégenos fungicos del arroz Curvularia sp. (Boed) y Pyricularia grisea (Sacc.), que
fueron inhibidos por los tratamientos de los aislados bacterianos de Bacillus spp.
JRRB7 y JRRBY, con porcentajes de inhibicion de 80 y 90%, respectivamente frente
al primer patdégeno y de 85% por los aislados bacterianos JRRB2, JRRB3, JRRB7
y JRRB9 frente al segundo patdégeno (Tejera et al., 2012). En otra investigacion,
cuatro bacterias aisladas de la rizosfera de cana y arroz se identificaron
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molecularmente: Pseudomonas fluorescens PC4, Stenotrophomonas rhizophila
PC9, P. fragi PC11 y Azospirillum lipoferum PCJ2. Estas cepas se evaluaron frente
a Phytophthora capsici, un oomiceto que ocasiona la enfermedad de la pudricion de
la raiz, que es una patologia recurrente del pimiento morrén (Capsicum annuum).
Este patdégeno fue inhibido por un 54, 30 y 50% por las bacterias: P. fluorescens
PC4, S. rhizophila PC9 y A. lipoferum PCJ2 (Ramirez et al., 2015). Por otro lado, y
en busqueda de inhibir a patégenos fungicos del género Fusarium spp. que
ocasionan la marchitez del chile habanero (Capsicum chinense). El efecto inhibitorio
por 10 cepas de Bacillus spp. frente a F. equiseti ITCF1y F. solani ITCF2 se evalud
con resultados satisfactorios en todos los tratamientos y porcentajes de inhibicién
de 21.28 y 71.70% (Mejia-Bautista et al., 2016).

Los hongos Botrytis cinerea y Colletotrichum sp. son considerados como los
fitopatégenos de mayor incidencia y devastacion en cultivos de interés econémico.
Actualmente no existe un tratamiento que sea eco amigable, que no genere
resistencia entre patdégenos y sobre todo que sea inocuo para el ser humano, por lo
cual, el uso de bacterias en el tratamiento de patdgenos es una alternativa viable.
Bacillus spp. es uno de los géneros bacterianos que se utiliza como biofungicida, ya
que posee distintos mecanismos de accién, pero su principal caracteristica es que
son inocuas al ser humano. En un estudio realizado por Arroyave-Toro et al., (2017)
se evalué el efecto inhibitorio por parte de Bacillus subtilis EA-CB0015 frente a B.
cinerea y C. acutatum, los cuales fueron antagonizados con un 33.9 y 67.5%,
respectivamente.

En algunos casos de antagonismo se deben a competencia de espacio, ya que, el
hongo solo crece alrededor de las bacterias formando un halo de inhibicién
alrededor de sus colonias, mientras que, en otros casos se atribuy6 a la secrecion
de compuestos inhibitorios de naturaleza difusible y/o volatil, debido a que, el medio
de confrontacion fue el mismo. Por otro lado, algunas bacterias generan un efecto
de inhibicion en la formacién de micelio aéreo y disminucion del crecimiento en
general, lo que puede deberse a la secrecion de compuestos organicos volatiles
(COVs) bacterianos.

Hasta este punto evaluamos unicamente el efecto en interaccion directa; es decir,
en la misma caja Petri, por lo cual, no sabiamos si el fenémeno observado sélo fue
un efecto sinérgico entre compuestos difusibles y COVs. Para resolver esto se
realizd un experimento en placas divididas, en las cuales se inocul6 de forma
independiente un hongo en un lado de la caja y en el otro la bacteria, a su vez, dos
criterios de seleccidn se establecieron para identificar un aislado fungico con el cual
continuar el analisis con mayor profundidad. En el caso de Colletotrichum acutatum
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10 se presentaron IC de 0.84, 0.71, 0.83 y 0.83 frente a B-1, B-8, B-12 y B-16,
respectivamente, por lo cual, este hongo si fue inhibido por COVs bacterianos en
todos los casos y de forma sobresaliente frente a B-8 (IC de 0.71), dado lo anterior,
estos dos ultimos hongos cumplieron con nuestro primer criterio de seleccion, ya
que fueron inhibidos por al menos dos de los cuatro tratamientos por COVs
bacterianos. Pero el segundo criterio, el cual fue seleccionar el hongo de crecimiento
rapido entre los mejores candidatos. C. acutatum 10 tuvo un pendiente de
crecimiento de 2.84, en el caso de la cepa 5446 fue de 2.28. Por lo que se decidi
optar por la cepa 10, aunque, no se presento significancia estadistica con respecto
a la otra cepa.

Esto es interesante, sobre todo al contrastar los resultados con los de la
confrontacion directa, y mas aun, con los antecedentes ya que C. acutatum 10 se
reportdé como el patégeno con mayor incidencia en ser agente etiolégico de la PPA
en aguacate en Michoacan (Espinoza-Madrigal et al., 2018). Ademas de ser
resistente frente a tratamientos quimicos, por lo que esta alternativa eco amigable
de ACB bacterianos resulta promisoria en el tratamiento de esta enfermedad. Por lo
que este hongo es sensible a COVs bacterianos fue interesante y decidimos
continuar con un analisis detallado de los compuestos presentes en esta interaccion.
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9. Conclusion

Los metabolomas extracelulares difusibles y volatiles de las rizobacterias Bacillus
halotolerans B-8 y Bacillus sp B-12 antagonizaron el crecimiento micelial del hongo
resistente Colletotrichum acutatum, un agente causal de la pudricion del fruto de
aguacate.
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