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RESUMEN

Una alternativa empleada para combatir enfermedades causadas por hongos
fitopatdgenos como Botrytis cinerea y el oomiceto Phytophthora cinnamomi, que
limitan fuertemente la produccién agricola, es el uso de microorganismos
promotores del crecimiento vegetal (PGPRs) que antagonicen a dichos agentes
infecciosos. Este trabajo de tesis se realizd con el objetivo de conocer si es posible
conferir resistencia a las plantas de alfalfa (Medicago sativa), tras su inoculacién
con A. agilis UMCV2 en condiciones in vivo, frente a diversos fitopatdgenos.
Por lo anterior, se establecieron diferentes tratamientos para co-inocular las
plantas de Medicago sativa con Arthrobacter agilis UMCV2, Botrytis cinerea,
Phytophthora cinnamomi y Pseudomonas aeruginosa, para conocer si es posible
dicho efecto. Dichas plantas se dejaron en condiciones de invernadero por 30 dias
y, posteriormente se midi6 la cantidad de clorofila, la altura, el niumero de hojas
trifoliadas, la biomasa aérea y de raiz, con la finalidad de monitorear los efectos
producidos por las diferentes co-inoculaciones.

Las condiciones ambientales in vivo, no fueron las adecuadas para que los
fitopatdogenos infectaran las plantas de alfalfa y adicionalmente, de forma
inesperada Botrytis cinerea favorecio el aumento de la cantidad de clorofila.

Sin embargo, la clorofila, la altura y el nimero de hojas trifoliadas, fueron los
parametros que mayormente se vieron favorecidos en las plantas de alfalfa, las
cuales fueron previamente inoculadas con A. agilis UMCV2 y después con los
fitopatdgenos, que al ser inoculadas con A. agilis UMCV2 y los fitopatogenos al

mismo tiempo.
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Adicionalmente, también se establecié un sistema in vitro, donde se demostrd que
A. agilis UMCV2 es una bacteria que tiene la capacidad de inhibir el crecimiento
de fitopatégenos, debido a compuestos organicos volatiles de dicha bacteria.

Palabras clave: PGPRs, Arthrobacter agilis, conferir resistencia, co-inoculaciones,

compuestos organicos volatiles.

U.M.S.N.H.
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ABSTRACT
An alternative used to combat diseases caused by pathogenic fungi as Botrytis
cinerea and the oomycete Phytophthora cinnamomi, which strongly limit
agricultural production is the use of plant growth promoting microorganisms
(PGPRs) that antagonize these infectious agents. This thesis was carried out in
order to know if it is possible to confer on alfalfa plants (Medicago sativa)
resistance after inoculation with A. agilis UMCV2 in vivo, against various
pathogens. Therefore, different treatments were established co-inoculated plants
Medicago sativa with Arthrobacter agilis UMCV2, Botrytis cinerea, Phytophthora
cinnamomi and Pseudomonas aeruginosa, to know if this effect is possible. These
plants were left in a greenhouse for 30 days and subsequently the amount of
chlorophyll was measured height, the number of trifoliate leaves, and root biomass,
in order to monitor the effects of the different co-inoculations. /n vivo environmental
conditions, it was not appropriate to infect phytopathogenic alfalfa plants and
additionally, Botrytis cinerea unexpectedly led to increases in the amount of
chlorophyll. However, chlorophyll, height and number of trifoliate leaves were the
parameters that were favored mostly in alfalfa plants, which were previously
inoculated with A. agilis UMCV2 and then with the pathogens, which when
inoculated A. agilis UMCV2 with phytopathogenic and simultaneously. Additionally,
an in vitro system, where it was shown that A. agilis UMCV2 is a bacterium having
the ability to inhibit the growth of pathogens due to volatile organic compounds

from the bacteria was also established.

U.M.S.N.H.
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1. INTRODUCCION

Uno de los factores que limitan fuertemente la produccién agricola son las
enfermedades causadas por hongos fitopatbgenos como Botrytis cinerea y el
oomiceto Phytophthora cinnamomi. Por lo cual, una alternativa para combatir las
enfermedades causadas por estos fitopatdgenos es emplear microorganismos
promotores del crecimiento vegetal que antagonicen a los agentes infecciosos.
Existen una gran variedad de bacterias capaces de antagonizar hongos por
diversos mecanismos, como son la produccién de sideréforos (Santoyo et al.,
2010) la produccién de antibidticos (Valencia-Cantero et al, 2005) y la
competencia por espacios de colonizacién en las raices (Handelsman y Stabb,
1996). Recientemente se ha demostrado que algunas bacterias producen
compuestos organicos volatiles (VOCs) con un fuerte efecto antifungico (Xu et al.,
2004; Zou et al., 2007). Particularmente, la bacteria Arthrobacter agilis UMCV2, la
cual fue aislada de la rizésfera de plantas de maiz, se caracteriza por su efecto
promotor del crecimiento vegetal en plantas de frijol y de alfalfa, (Valencia-Cantero
et al., 2007). Asi como también se demostré6 que dicha bacteria, es capaz de
producir compuestos volatiles que pueden inhibir el crecimiento de B. cinerea in
vitro (Velazquez-Becerra et al., 2013).

El objetivo del presente trabajo fue conocer si es posible conferir resistencia a las
plantas de alfalfa (Medicago sativa), tras su inoculacion con A. agilis UMCV2 en

condiciones in vivo, frente a diversos fitopatégenos.

U.M.S.N.H.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Bacterias Promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs)

En afios recientes se ha retomado interés en el uso de las rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal o PGPRs por su siglas en inglés (Plant
Growth Promoting Rhizobacterias), las cuales, habitan en la rizésfera de las
plantas, pueden penetrar al interior de las raices como poblaciones enddfitas
(Gray y Smith, 2005) y pueden tener un efecto positivo sobre los cultivos (Kloepper
y Schroth, 1978). Un amplio nimero de géneros bacterianos estan considerados
dentro de esta clasificacion: Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus, Azospirillum,

Herbaspirillum, Enterobactery Azotobacter, entre otros (Kennedy et al., 2004).

Las rizobacterias pueden promover el crecimiento por al menos dos grupos de
mecanismos que no son mutuamente excluyentes: los mecanismos directos y los

mecanismos indirectos.

Los mecanismos directos se denominan asi porque influyen directamente sobre el
metabolismo de las plantas, promoviendo el aumento de la toma de agua y
nutrientes, el desarrollo del sistema radical y otros érganos, asi como también la
estimulacion del funcionamiento de otros microorganismos benéficos presentes en
la riz6sfera. Mientras que los mecanismos indirectos de promocién del crecimiento
consisten fundamentalmente en la supresién de organismos fitopatégenos por la
produccién de metabolitos inhibitorios o por la induccién de resistencia natural en
la planta, por lo que se considera que ejercen un papel de biocontrol de patégenos

(Hernandez-Rodriguez et al., 2006).

U.M.S.N.H.
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Las PGPRs reportadas hasta el momento han sido aisladas de las raices de una
amplia gama de especies, tales como la cebada, el arroz, la col, el maiz y el frijol

entre muchas otras (Garcia-Juarez et al., 2010).
2.1.1 Mecanismos directos de accion de las PGPRs

Los mecanismos directos empleados por bacterias, son muy diversos y en
algunos casos poco estudiados (Ahmad et al., 2006). Sin embargo, se pueden
diferenciar claramente dos procesos directos esenciales. El primero consiste en la
produccién de sustancias organicas, producto del metabolismo secundario de las
bacterias e inclusive enzimas, que son capaces de promover respuestas
fisiolégicas especificas en las células vegetales (Ahmad et al., 2006) a esto se le
denomina fitoestimulacién (Ortiz-Castro et al., 2013). Dentro de estas sustancias
se cuentan las fitohormonas como auxinas, giberelinas y citocininas y de vitaminas
(Garcia de Salamone et al., 2005), pero también se considera como mecanismo
directo la regulacion bacteriana de los niveles de etileno de la planta que al

disminuir permiten un mayor desarrollo de la raiz (Muhammad et al., 2007).

El segundo mecanismo se puede encontrar en la intervencién directa de los
microorganismos en los ciclos biogeoquimicos, en los cuales pueden hacer
disponibles compuestos organicos e inorganicos que son aprovechados por las
plantas (Ahn et al., 2007). Ejemplo de esto son la fijacidn simbidtica de nitrégeno y
reduccion bacteriana del hierro (Valencia-Cantero et al.,, 2007; Onofre-Ortega

2013).

U.M.S.N.H.
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2.1.2 Mecanismos indirectos de accion de las PGPRs

En cuanto a los mecanismos indirectos, las rizobacterias promueven el
crecimiento vegetal antagonizando patégenos mediante la produccion de
sideréforos, antibidticos, acido cianhidrico, enzimas degradantes de pared celular,
por la producciéon de lipopéptidos y péptidos no ribosomales, compuestos que
reducen el crecimiento o actividad de patégenos o causan su muerte segun se ha

probado bajo condiciones de invernadero y de campo (Kloepper et al., 1980).

La produccién de sideréforos constituye un mecanismo dual de promocién de
crecimiento vegetal, ya que ademas de aumentar la disponibilidad de hierro a las
plantas, coadyuva en el control biol6gico de agentes fitopatdgenos. Al secuestrar
el hierro del suelo y hacerlo aprovechable para si mismos y para las células
vegetales que son capaces de asimilar el complejo bacteriano sideréforo-hierro,
los microorganismos estimuladores de crecimiento limitan de este modo la
cantidad disponible de este elemento en el suelo para otros microorganismos

(O’Sullivan y O’'Gara, 1992).

Por su parte, la sintesis de antibiéticos es el mecanismo mas comunmente
asociado con la capacidad de una PGPR para inhibir fitopatégenos (Chet y Inbar,
1994; Whipps, 1997). La habilidad de algunas bacterias de suprimir hongos
patdgenos depende de su habilidad de producir antibiéticos como pioluteorina,
pirronitrina, acido fenacin-1-carboxilico y 2,4-diacetilfloroglucinol (Picard et al.

2000). Otros compuestos son el cianuro de hidrégeno (HCN) y/o enzimas liticas,

U.M.S.N.H.
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que incluyen quitinasa, B-1,3 glucanasa, proteasas y lipasas (Friedlender et al.,

1993).

El género Bacillus se encuentra entre los agentes mas adecuados para el control
biolégico debido a cualidades tanto morfolégicas como fisiolégicas que permiten
su ubicuidad en la naturaleza (Chatterjee et al., 2007). La mayoria de los Bacillus
spp. producen muchas clases de antibidéticos como bacilomicina, fungimicina,
micosubtilina y zwittermicina, que son efectivos en suprimir el crecimiento de

patdgenos in vitro y/o in situ (Leelasuphakul et al., 2008).

Numerosos estudios sugieren la utilizacion de B. subtilis para controlar
bioldgicamente diversos hongos fitopatdgenos, tales como Cercospora kikuchii
(Soldano et al., 2010), Rhizoctonia solani (Montealegre et al., 2003), Botrytis

cinerea 'y Penicillium digitatum (Leelasuphakul et al., 2008).

Recientemente, se ha demostrado que algunas bacterias producen compuestos
organicos volatiles (VOCs) con un fuerte efecto antifungico (Xu et al., 2004; Zou et

al., 2007).

Los VOCs producidos por las especies pertenecientes a los géneros Bacillus,
Burkholderia, Stenotrophomonas y Pseudomonas, entre otros, han demostrado su
capacidad para inhibir o antagonizar el crecimiento de patégenos de las plantas
(Carreras, 2011) pero la identificacion de estos compuestos y el estudio de su
actividad antifangica cuando se suministra como compuestos puros no siempre es

posible (Kai et al., 2007).

U.M.S.N.H.
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La competencia por espacios en la rizésfera es otro mecanismo de antagonizar
organismos patégenos (Haas y Keel 2003). Los sitios predilectos para el
crecimiento bacterial son las uniones de entre las células epidérmicas y los puntos
del origen de las raices laterales. Una vez que los microorganismos del suelo
colonizan las raices de las plantas ocupan espacios y consumen nutrientes que de
otra manera podrian ser aprovechados por agentes fitopatégenos (O’Sullivan y

O’'Gara, 1992).

Un mecanismo indirecto adicional resulta de la interaccién directa entre las PGPRs
y la planta hospedera. En este caso, se estimulan reacciones de defensa del
hospedero frente a la enfermedad, mediante un proceso denominado resistencia
sistémica inducida (ISR), contra multiples bacterias patégenas, hongos y virus en
una planta huésped, esta respuesta ha sido observada en el tomate, el pimiento y
el pepino entre otros cultivos. La ISR es desencadenado por la colonizacion de la
rizésfera por PGPRs, que conducen a la acumulacién de &cido jasmonico
endogeno (Pieterse et al. 2012). Hasta la fecha, la investigacién se ha llevado a
cabo para determinar si las cepas de PGPRs pueden provocar ISR en un rango

mayor de plantas hospederas (Camelo et al., 2011).

Las PGPRs también pueden ser inductores de los procesos de resistencia
sistémica adquirida (o SAR, por sus siglas en inglés) de las plantas a diferentes
agentes fitopatogenos como Blumeria graminis, Gaeumannomyces graminis,
Pseudomonas syringae y Fusarium culmorum (Ramos-Solano et al., 2008). En las
plantas, la SAR es una respuesta de resistencia globalizada de la planta que

ocurre después de que una planta es expuesta al contacto con un patégeno o un

U.M.S.N.H.
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producto derivado de éste. En un sentido amplio, la resistencia sistémica adquirida
de las plantas es equivalente a las respuestas del sistema inmune de los animales
al ataque de patdégenos. Después de una exposicion temprana y localizada a
ciertos organismos infecciosos, la SAR activa los mecanismos de resistencia a
nivel de planta completa contra una amplia variedad de patégenos. Se ha
demostrado que la colonizacidén endofitica de plantulas de cacao por Trichoderma
activa las cascadas de senalizacién de defensa vegetales. La SAR se asocia con
la induccion de una gran variedad de genes (genes PR’s o relacionados con la
patogénesis) y requiere la acumulacién de acido salicilico endégeno (Bailey et al.,

2006).
2.2 Uso de bioinoculantes para biocontrol en cultivos agricolas

Los Dbiofertilizantes, también conocidos como bioinoculantes, inoculantes
microbianos o inoculantes del suelo, son productos agrobiotecnolégicos que
contienen microorganismos vivos o latentes (bacterias u hongos, solos o
combinados) y que son agregados a los cultivos agricolas para estimular su
crecimiento y productividad (Aguado-Santacruz G., 2012). Los microorganismos
utilizados en los biofertilizantes, son todos aquellos que presentan la capacidad de
promover el crecimiento vegetal (PGPRs) y/o la capacidad de inhibir el crecimiento

de microorganismos fitopatdgenos (Lucy et al., 2004).

Los biofertilizantes pueden incluir microorganismos que tienen tanto la capacidad
de incrementar la captacién o disponibilidad de nutrientes como la de inhibir el

crecimiento de microorganismos patégenos (Manjula y Podile, 2001; Guo et al.,

U.M.S.N.H.
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2004). Por ejemplo, existen algunas bacterias versatiles que presentan diversos
mecanismos como es el caso de Bacillus subtilis que produce auxinas que
promueven el crecimiento de tomate e inducen resistencia sistémica contra
Fusarium oxysporum, el cual provoca marchitez y pudricidén de las raices (Gupta et
al., 2000). Finalmente, otra ventaja del empleo de microorganismos como un
medio para controlar enfermedades en las plantas es que (a diferencia de lo que
sucede con los pesticidas quimicos) es menos probable que los patdégenos
desarrollen resistencia ante los microorganismos debido a que muchos de ellos

poseen multiples mecanismos de biocontrol.

Una caracteristica fundamental en los organismos empleados como bioinoculantes
es que deben ser rizosfera-competentes para poder ejercer su efecto benéfico
sobre las plantas. Deben ser capaces de competir con otros microorganismos
presentes en la rizésfera por los nutrientes secretados por la raiz y por los
espacios fisicos disponibles en la raiz, de lo contrario serian paulatinamente
desplazados y eliminados por otros microorganismos independientemente de que

estos fueran benéficos, perjudiciales o comensales (O’Sullivan y O’'Gara, 1992).
2.3 Arthrobacter agilis UMCV2 como PGPR y agente de biocontrol

Arthrobacter agilis UMCV2 es una bacteria previamente aislada de la rizosfera de
maiz. Las propiedades de promocién del crecimiento vegetal de esta cepa,
incluyen su capacidad para solubilizar hierro bajo condiciones alcalinas, asi como
la produccién de senales similares a las hormonas y la produccién de VOCs, que

han sido caracterizados en el frijol, alfalfa, y en plantas de Medicago truncatula

U.M.S.N.H.
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(Valencia-Cantero et al., 2007; Velazquez-Becerra et al., 2011; Orozco-Mosqueda
et al., 2013). Por otra parte, estos recientes informes han demostrado que la
modulacién del crecimiento de la raiz y la capacidad de reduccion de hierro de las
plantas inoculadas con A. agilis UMCV2 esta relacionada con emisiones de
DMHDA o dimetilhexadecilamina (Velazquez-Becerra et al., 2011; Orozco-

Mosqueda et al., 2013) (Figura 1).

Figura 1. Efecto de A. agilis UMCV2 en el crecimiento de plantulas de Medicago sativa,
germinadas en cajas Petri divididas con medio Hoagland. A las 24 horas de su germinacion,
se colocé en el lado opuesto a) 50 pL de agua desionizada estéril y b) 50 pL de la
suspension bacteriana (1x109 CFUmL-1).

Velazquez-Becerra (2011), realizd un trabajo donde determind los efectos directos
de A. agilis en el crecimiento de leguminosas, colocaron semillas de M. sativa en
cajas Petri con medio Hoagland solidificado y un tratamiento de control o
inoculacién de A. agilis UMCV2 a 2.5 cm de la semilla, 10 dias después de la
inoculacién determinaron que la bacteria aument6 en un 40% el peso fresco de la

planta y la longitud del tallo en comparacion con los controles (Figura 2).

U.M.S.N.H.
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Figura 2. A. agilis UMCV2 promueve el crecimiento y desarrollo de plantulas de M. sativa, las cuales
fueron germinadas en placas de medio Hoagland. A. agilis UMCV2 fue inoculada (f) o no (e) a 2.5 cm de
distancia de las plantulas. Después de 10 dias de germinacion se determiné a) peso fresco de las
plantas, b) longitud del tallo, c) longitud de la raiz primaria y d) nimero de raices laterales, después de
10 dias de germinacion. Las barras de error representan el error estandar (n=24), los asteriscos
indican diferencia estadistica significativa, Student’s test (p<0.05).

Mostrando claramente, un efecto positivo sobre su desarrollo y demostrando que
A. agilis UMCV2 es una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal. Ademas,
también se ha demostrado que la bacteria tiene la capacidad de inhibir el
crecimiento de B. cinerea a través de emisiones de compuestos organicos

volatiles entre un 15% y 35%, al ser co-inoculado en placas de Petri divididas

donde se inoculd A. agilis antes de B. cinerea (Velazquez-Becerra et al., 2013).

U.M.S.N.H.
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Demostrandose que A. agilis puede actuar tanto como bacteria promotora del
crecimiento vegetal como agente de biocontrol de diversos fitopatégenos (Figura

3).
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Figura 3. Efecto de los VOCs de A. agilis UMCV2 sobre el crecimiento micelial de B. cinerea. a)
Control, b) A. agilis UMCV2 0 h, c) A. agilis UMCV2 48 h y d) inhibicion del crecimiento micelial,
después de 5 dias. Las barras de error representan el error estandar (n = 4). Las letras son utilizadas
para denotar diferencia estadistica segun la prueba de rango multiple de Duncan (p < 0.05).

2.4 Botrytis cinerea

B. cinerea (tabla 1) es uno de los hongos fitopatbgenos mas importantes y
ampliamente distribuidos en la naturaleza, debido a su ciclo infectivo y a su
naturaleza saprofita que le permite vivir sobre material vegetal muerto o

previamente infectado por otros patégenos (Staats et al., 2007). Después de la

U.M.S.N.H.
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infeccion y muerte de los tejidos vegetales, B. cinerea puede sobrevivir y esporular
produciendo estructuras de resistencia como los esclerocios, conidios vy
clamidosporas. Estas estructuras se forman en superficies y restos vegetales e
incluso en el suelo (Rosslenbroich y Stuebler, 2000). El género Botrytis afecta al
menos a 235 especies de plantas, incluyendo un rango de cultivos
agrondmicamente importantes como uvas, manzanas, peras, fresa, tomates vy

plantas ornamentales (Reis et al., 2005).

Tabla 1. Clasificacion taxonédmica de B. cinerea

Dominio | Eukarya Familia | Sclerotiniceae
Reino Fungi Género | Botrytis
Phylum Ascomycota Especie | cinerea

Clase Pezizomycotina

Subclase | Leotiomycetidae

Orden Heliotiales

http://www.sinavimo.gov.ar/plaga/botrytis-cinerea

2.4.1 Ciclo de infeccion de Botrytis cinerea

Cuando las esporas estan maduras se liberan y son transportadas por el viento o
por la lluvia (Holz et al., 2003). Una vez que las esporas han alcanzado la
superficie del huésped (adhesién y germinacion), se inicia el ciclo de infeccién. Su
penetracion en el tejido vegetal, puede ser a través de heridas o de aberturas

naturales, dando lugar a el establecimiento del patégeno en la zona de

U.M.S.N.H.

15



Efecto de la co-inoculacion de A. agilis UMCV2 y diversos fitopatégenos en plantas de M. sativa | 2015

penetracion, determinando la muerte de las células adyacentes y dando lugar a la
formacién de una lesién primaria como consecuencia de la expresion de los
mecanismos de defensa de la planta; en muchos casos se inicia entonces una
fase de latencia durante la cual los mecanismos de defensa de la planta parecen
controlar al patégeno que permanece localizado en la areas de necrosis
correspondientes a las lesiones primarias; transcurrido un tiempo, en algunas
lesiones primarias el patbgeno es capaz de vencer las barreras defensivas de la
planta e inicia su diseminacion en el tejido vegetal circundante a partir de aquéllas,
determinando la colonizacién y la maceracién del tejido infectado en un breve
periodo de tiempo. Sobre el tejido infectado el patdégeno produce una nueva
generacion de esporas que pueden iniciar un nuevo ciclo de infeccién (Benito et

al., 2000).
2.5 Phytophthora cinnamomi

El oomycete P. cinnamomi (tabla 2) es un fitopatdgeno que habita en el suelo,
capaz de inducir enfermedades destructivas a diversas especies de plantas
herbaceas, frutales, hortalizas y ornamentales, entre otras especies. Se le atribuye
un rango de hospederos de mas de 950 plantas (Hardham, 2005). La enfermedad
considerada de gran importancia en México, causada por este patégeno, es la
pudricién de raices de aguacate, conocida como “la tristeza del aguacatero” (Téliz
et al,, 1992.) P. cinnamomi ocasiona la destruccion de las puntas de las raices, las
cuales se necrosan y se desprenden facilmente. Ocasionalmente el hongo
coloniza raices gruesas, necesitando una herida para causar infeccion. Raras

veces causa chancros o cancer en la base del tronco. Los sintomas en el follaje

U.M.S.N.H.
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son originados por la reduccién de la absorcion de nutrientes y agua que no
pueden ser transportados de forma ascendente. La falta de agua también reduce
la capacidad de las hojas para producir clorofila, que les da el color verde y esto
ocasiona clorosis o amarillamiento de las hojas (Téliz, 2000). Las condiciones que
facilitan la reproduccion y diseminacién del patégeno son las altas temperaturas
con abundancia de agua y mal drenaje, suelos arcillosos 0 arenosos con un

subsuelo rocoso o con capa de arcilla que interfieran con el drenaje del agua.

Tabla 2. Clasificacion taxonémica de Phytophthora cinnamomi

Dominio Eukarya Familia Pythiaceae
Reino Chromista Género Phytophthora
Phylum Oomycota Especie Cinnamomi
Clase Oomycetes

Orden Pythiales

http://www.sinavimo.gov.ar/plaga/phytophthora-cinnamomi

2.5.1 Ciclo de infeccion de Phytophthora cinnamomi

Phytophthora cinnamomi produce clamidosporas en las raices infectadas, las
cuales pasan al suelo donde pueden sobrevivir por varios anos. Las
clamidosporas germinan, producen esporangios que liberan zoosporas y éstas
alcanzan las raices ya que son atraidas por los exudados radicales. Sobre estas
raices las zoosporas se enquistan, germinan y penetran la raiz, colonizando el
tejido vegetal y causando necrosis o pudricion de la raiz. Uno de los mecanismos
indirectos de dispersion son los movimientos de tierra que se realizan para la

U.M.S.N.H.
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formacién de los viveros, principalmente los substratos, generalmente esta tierra

no se analiza para detectar la presencia de patbégenos.

Las mayores infecciones de las raices tienen lugar en épocas célidas del afno, ya
que este hongo forma sus esporangios cuando existen temperaturas de 25°C y
30.5°C y requiere ademas un pH de 6.5 para su buen desarrollo. En suelos donde
la cantidad y frecuencia de riego es alta, si existe el hongo en el suelo, la
dispersion e infestacidbn es mas rapida, y este efecto esta relacionado con las
zoosporas que estan rodeadas de flagelos que le permiten nadar y llegar a zonas

libres de la enfermedad (Hardham, 2005).
2.6 Pseudomonas aeruginosa

Es una bacteria Gram-negativa que comunmente se conoce como patégeno
oportunista de infecciones nosocomiales en humanos. Sin embargo, también se
considera como un patdégeno de plantas. Aunque existen pocos reportes de las
enfermedades que causa en las plantas, se ha encontrado que P. aeruginosa
(tabla 3) cepa PaO1, es un patégeno de plantas como Arabidopsis thaliana. Para
comprobar su patogenicidad en raices de Arabidopsis thaliana in vitro, se us6 un
medio liquido para infiltrar a PaO1 en las raices, mostrando sintomas
caracteristicos zonas negras necréticas principalmente en las puntas de las raices.
La infeccion fue aumentando progresivamente por las raices hasta afectar el
desarrollo total de las hojas ubicadas cerca de la base de la planta después de 2 o
3 dias de la inoculacién y su propagacion sistémica hacia la parte superior de la

planta continua aproximadamente después de 4 dias de la inoculacion. Después

U.M.S.N.H.

18



Efecto de la co-inoculacion de A. agilis UMCV2 y diversos fitopatégenos en plantas de M. sativa | 2015

de 7 dias, el grado de los sintomas de la enfermedad se mantuvo sin cambios en
las raices en la planta que fueron cortadas en comparacion a las raices sin cortar,
a pesar de que los patégenos bacterianos de las plantas requieren de una herida o
abertura natural para penetrar el tejido. Una caracteristica interesante de la
patogénesis de P. aeruginosa en Arabidopsis thaliana es la perforacion de las
paredes celulares del meséfilo generando agujeros permanentes para obtener
acceso a los nutrientes, lo que sugiere que las paredes han sido sometidas a un

grado significativo de digestion enzimatica por enzimas hidroliticas antes de la

formacién de los agujeros (Plotnikova et al., 2000; Rahme et al., 1995).

Sin embargo, existe poca evidencia acerca de que esta bacteria puede sobrevivir

por largos periodos en el suelo como bacterias libres (Starr, 1983).

Tabla 3. Clasificacion taxonomica de P. aeruginosa

Dominio Bacteria Familia Pseudomonadaceae

Phylum Proteobacteria Género Pseudomonas

Clase Gamma Especie Aeruginosa
proteobacteria

Orden Pseudomonadales

http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50185-33092010000100001

U.M.S.N.H.
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2.7 Medicago sativa

La alfalfa, cuyo nombre cientifico es Medicago sativa, es una planta utilizada
principalmente como forraje, y que pertenece a la familia de las leguminosas. Las
plantulas de alfalfa emergen con dos cotiledones alrededor de los cuatro dias,
produce una hoja unifoliada, seguido por hojas alternas trifoliadas pinadas. La
planta varia en altura de 40 a 90 cm, y presenta de 5 a 20 o mas tallos erectos que
continuamente emergen de yemas basales y axilares de la corona conforme
maduran los tallos o son cosechados; aunque también pueden emerger algunos
tallos cortos durante todo el desarrollo de la planta, e inclusive durante la floracion
y llenado de vainas. El foliolo es oblongo de forma dentada con la nervadura
central proyectada en forma lanceolada en el 4pice. Cerca del 48% del peso de la
planta es de hojas. El sistema radical consiste de una raiz pivotante, que en
condiciones favorables puede penetrar hasta 9 metros de profundidad. La raiz
principal permanece durante toda la vida de la planta, y también presenta raices
laterales las cuales son mayores en suelos compactos y menos predominantes en
suelos porosos. Las flores de la alfalfa forrajera nacen en racimos oblongos
multifloros (~10 flores por racimo) sobre pedunculo no aristado, de color purpura,
amarillas o blancas, y de tipos variados. La alfalfa tiene una corola papilioneacea
que consiste de cinco pétalos: un estandarte largo, dos pétalos alados laterales, y
dos pétalos fusionados o quillas. El pistilo consiste de un carpelo simple que
desarrolla un ovario superior, un estilo fragil hueco en forma de lanza, y un
estigma bien definido. El ovario contiene entre 10 a 12 6vulos. El fruto es una

vaina doblada en espiral, que usualmente contiene de una a ocho semillas

U.M.S.N.H.
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pequenas de forma rinonada, de color verde olivo. Las semillas son de 1.5 por 2.5
mm, ovales, escotadas en el ombligo, y pesan en promedio 0.8 mg. A pesar de
que florece durante todo el afo, la mayor floracién se presenta entre marzo a julio

(Del Pozo, 1983; Alarcdn-Zuniga y Cervantes-Martinez, 2012).

Tabla 4. Clasificacion taxondmica de M. sativa

Dominio Eukarya Familia Fabaceae
Reino Plantae Tribu Trifolieae
Division Magnoliophyta Género Medicago
Clase Magnoliopsida Especie Sativa
Orden Fabales

Alarcon-Zuiiga B. y Cervantes-Martinez T., 2012

U.M.S.N.H.
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Vaina (envoltura de
semillas )

Sistema radical

Rebrote (tallo y hojas

en crecimiento).

Figura 4. Morfologia de la planta de Medicago sativa (Alarcon-Zuiniga B. y Cervantes-Martinez T., 2012).

U.M.S.N.H.
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2.8 Importancia econdmica en México de Medicago sativa

La alfalfa es una hierba perenne que ocupa el 6° lugar en la generacion de valor
agricola a nivel nacional, alcanzando los 15,132 mdp en 2012. La siembra se
asocia al desarrollo de la ganaderia, debido a su importante uso como forraje
(Salinas C.S., 2005). La superficie destinada a la alfalfa ocupa el 1.8% del total de
la superficie agricola en el pais, esto es 390 mil hectareas. La produccién se ha
incrementado a una tasa de 1.7% anual en los Ultimos diez afos, alcanzando

actualmente 31 millones de toneladas

Superficie y Valor de Produccién de Alfalfa
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Grafica 1. Superficie y valor de produccion de alfalfa en México.

Practicamente la totalidad de la alfalfa es producida bajo riego, sin embargo, dos
de los problemas que enfrenta este cultivo son los bajos rendimientos, alrededor

de 80 ton/ha, y el alto consumo de agua.

U.M.S.N.H.
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Las zonas de produccion se ubican cerca de las cuencas lecheras o donde existen
hatos o rebanos consumidores del forraje, por lo que en el centro y norte de
México es un cultivo muy popular. Cuatro estados concentran la mitad del volumen
de produccién de alfalfa en el pais: Chihuahua, que participa con el 19.7%,

Hidalgo (14.9%), Guanajuato (11.6%) y Durango (7.9%).

Distribucion de la Produccion de Alfalfa en 2012
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Grafica 2. Distribucion de la produccion de alfalfa en México (2012).

La alfalfa se comercializa en pacas (henificada) y en fresco, principalmente,
aunque el ensilado, técnica para conservar el forraje con un alto contenido de
humedad mediante la compactacion, esta siendo cada vez mas utilizado en los

grandes establos tecnificados.

El precio medio rural de la alfalfa muestra una tendencia creciente en los ultimos
diez anos, con un incremento de 4.8% anual, llegando en 2012 a los $488 por

tonelada. El dinamismo mostrado por el precio de este cultivo tiene una gran

U.M.S.N.H.
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correlacion con el precio de la produccién bovina, principalmente lechera. La
alfalfa presenta problemas para su comercializacion, lo cual se refleja en
variaciones de precios al productor, como consecuencia, muy frecuentemente los
intermediarios obtienen un alto margen de ganancia, en perjuicio de los
productores y usuarios finales. Se considera que la baja produccién del cultivo es
ocasionada por la insuficiente disponibilidad y uso de variedades adecuadas, la
incorrecta aplicacion de fertilizantes, el incremento de la superficie sembrada y las
técnicas “modernas” de produccidén que no cuentan con programas de prevencion
y control de malezas, plagas y enfermedades (principalmente enfermedades
radiculares, destacandose las pudriciones de raices por Fusariumy Phytophthora)

(Financiera Rural, 2014).

U.M.S.N.H.
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3. JUSTIFICACION

La rizobacteria Arthrobacter agilis UMCV2 ha sido objeto de estudio por su
capacidad de incrementar la absorcién de Fe en plantas, mejorar el proceso de
nodulacion y fijacion de nitrogeno. Sin embargo, en afos recientes se ha
demostrado que A. agilis UMCV2 puede ser empleada como una rizobacteria
promotora del crecimiento vegetal (in vitro) y también, se ha demostrado que
puede actuar como un agente de biocontrol frente a diversos fitopatégenos como
Botrytis cinerea (in vitro). Por lo tanto, el presente trabajo se enfoca en conocer si
A. agilis UMCV2 puede actuar como un agente de biocontrol frente a diversos
fitopatégenos en plantas de alfalfa (Medicago sativa), por ser uno de los cultivos
forrajeros mas importantes en el pais. Ademas, se incrementaria la posibilidad de
ser utilizada como uno de los componentes principales de los biofertilizantes que
estan teniendo un gran auge en nuestro pais, como una medida de aumentar la
productividad agricola y eliminar riesgos a la salud (disminuyendo el uso de

fertilizantes quimicos).

4. HIPOTESIS

Las plantas de alfalfa (Medicago sativa) presentan resistencia frente a diversos

fitopatdgenos por efecto de la inoculacion de A. agilis UMCV2.

U.M.S.N.H.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la co-inoculacién de A. agilis UMCV2 y diversos

fitopatdogenos en plantas de Medicago sativa.

5.2 Objetivos particulares

1. Determinar el efecto de A. agilis UMCV2 sobre el crecimiento de diversos

fitopatdgenos in vitro.

2. Demostrar la infeccidn de las plantas de M. sativa por los fitopatégenos

seleccionados in vivo.

3. Determinar el efecto de la co-inoculacion de A. agilis UMCV2 con los

fitopatogenos seleccionados en plantas de Medicago sativa in vivo.

4. Demostrar la resistencia de las plantas de M. sativa frente a los
fitopatdgenos seleccionadas por efecto de la previa inoculacién de A. agilis

UMCV2 in vivo.

U.M.S.N.H.

27



Efecto de la co-inoculacion de A. agilis UMCV2 y diversos fitopatégenos en plantas de M. sativa | 2015

6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Material biolégico
6.1.1 Arthrobacter agilis UMCV2 aislada de la rizésfera de maiz (Zea mays)
(Valencia-Cantero et al., 2007) fue resembrada por estriado simple en placas de

agar nutritivo (AN) e incubada a 25 °C en camara de crecimiento por 3 dias.

Figura 5. A. agilis, crecida en medio AN.

6.1.2 Pseudomonas aeruginosa (PAO1)
P. aeruginosa fue resembrada por estriado en placas de agar nutritivo (AN) e

incubada a 30 °C por 1 dia.

Figura 6. P. aeruginosa, crecida en medio AN.

U.M.S.N.H.
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6.1.3 Botrytis cinerea

B. cinerea fue crecido en medio agar papa dextrosa (PDA). Para su diseminacién,
se empled un fragmento de micelio en forma de cuadrado de 0.5 x 0.5 cm de un
cultivo previamente proporcionado por el laboratorio de Ecologia Microbiana, el
cual se coloc6 en una placa nueva de PDA y se incubd a 25 °C en la obscuridad.
Posteriormente, se prepard una suspensién de esporas adicionando agua estéril a
cajas con B. cinerea en esporulaciéon, removiendo parte del micelio usando una

asa y retirando la solucién de esporas con una micropipeta.

Figura 7. B. cinerea crecido en medio PDA.

6.1.4 Phytophthora cinnamomi

P. cinnamomi fue crecido en medio agar papa dextrosa (PDA), de una cepa
proporcionada por el laboratorio de Ecologia Microbiana. Para su propagacién, se
tomé un fragmento de micelio en forma de cuadrado de 0.5 x 0.5 cm, el cual se
coloc6 en una placa nueva de PDA y se incub6 a 25 °C en la obscuridad.

Posteriormente, se recogié parte del micelio con 3 ml de agua estéril, se colocé en

U.M.S.N.H.
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tubos eppendorf y con ayuda de un vortex se fragment6 dicho micelio para ser

utilizado como indculo.

Figura 8. P. cinnamomi, crecido en medio PDA.

6.1.5 Plantas de alfalfa (Medicago sativa) 59 N49

Las semillas de Medicago sativa se esterilizaron previamente colocandolas en
varios tubos eppendorf, adicionando de 0.5-1 ml de etanol al 96%, posteriormente
se agitaron por inversidn y se dejaron reposar por 5 minutos. Se decanté el etanol
y se agregd de 0.5-1 ml de hipoclorito de sodio al 20%, dejandolas reposar de 8-
10 minutos. Se decant6 el hipoclorito de sodio y se lavo cinco veces con 1ml de
agua estéril. Se resuspendié en 300-500ul de H,0 desionizada estéril, se
cubrieron los tubos eppendorf con papel aluminio y se dejaron vernalizar por 4
dias a 4 °C, posteriormente se colocaron de 15 a 20 semillas de M. sativa en
forma lineal en cajas Petri con medio MS (Murashige y Skoog), y se dejaron en la
camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad a

22 °C durante siete dias para su germinacién. Posteriormente, las plantulas fueron

U.M.S.N.H.
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sometidas a diferentes tratamientos bajo condiciones in vivo, los cuales se
explicaran mas adelante.

6.2 Metodologia

6.2.1 Efecto de A. agilis UMCV2 sobre el crecimiento de diversos
fitopatogenos in vitro.

Para evaluar el efecto de A. agilis UMCV2 sobre el crecimiento de fitopatogenos
como B. cinerea se utilizé un medio preparado con 50% de PDA y 50% de AN, se
usaron cajas Petri completas divididas en cuadrantes, donde A. agilis UMCV2 se
estrié sobre las lineas que formaron los cuadrantes y se inoculé en el centro de
cada cuadrante a B. cinerea (un fragmento cuadrado de micelio de 0.5 x 0.5 cm de
un cultivo previo en PDA) (Fig. 9), inoculando A. agilis UMCV2 al tiempo 0 y con
48 h de anticipacion. Para determinar el efecto de A. agilis se midié el halo de
crecimiento de B. cinerea. Se realizaron 2 tratamientos con sus respectivos

controles (5 réplicas por tratamiento).

Figura 9. Sistema utilizado para observar el efecto de A. agilis UMCV2 en el crecimiento
micelial de B. cinereay P. cinnamomi.

U.M.S.N.H.
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Para evaluar el efecto de A. agilis UMCV2 sobre el crecimiento micelial de P.
cinnamomi, se utilizé el mismo sistema explicado anteriormente.

Para evaluar el efecto de A. agilis UMCV2 sobre el crecimiento bacterial de P.
aeruginosa PaO1, se usaron placas de agar nutritivo, donde A. agilis UMCV2 se
estrié sobre las lineas que formaron los cuadrantes al tiempo 0 y con 48 horas de
anticipacion y en el centro de cada cuadrante se colocaron 50 pL de P. aeruginosa
(D.O. 0.1, Asgs) (Fig. 10). Para determinar el efecto de A. agilis se midié el halo de

crecimiento de P. aeruginosa (PaO1).

Figura 10. Sistema utilizado para observar el efecto de A. agilis UMCV2 en el crecimiento
bacterial de P. aeruginosa PaO1.

6.2.2 Efecto de los VOCs producidos por A. agilis UMCV2 sobre el
crecimiento de diversos fitopatogenos.

Para evaluar el efecto de los VOCs producidos por A. agilis UMCV2 sobre el
crecimiento de B. cinerea y P. cinnamomi, se utilizd el siguiente sistema: para
evitar el contacto fisico entre A. agilis UMCV2 y B. cinerea, se emplearon cajas
Petri divididas, en las cuales en una mitad de la caja se colocé medio PDA, donde

se inoculé B. cinerea (un fragmento cuadrado de 0.25 x 0.25 cm de un cultivo

U.M.S.N.H.
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previo en PDA) y en la otra mitad de la caja se colocé medio AN, donde se
inocularon 200 L de A. agilis UMCV2 (D.O. 0.1, Asgs)(Fig. 11). Se utiliz6 el mismo
sistema para A. agilis UMCV2 con P. cinnamomi. Se llevaron a cabo 2
tratamientos y sus respectivos controles (5 réplicas por tratamiento). a) Inoculando
los 2 microorganismos al mismo tiempo y b) Inoculando A. agilis UMCV2 con 48 h
de anticipacién. Para determinar el efecto de los VOCs de A. agilis se midi6 el halo

de crecimiento micelial de B. cinerea'y de P. cinnamomi.

Figura 11. Sistema utilizado para observar el efecto de los VOCs de A. agilis UMCV2 en el
crecimiento del micelio de B. cinereay P. cinnamomi.

Para evaluar el efecto de los VOCs producidos por A. agilis UMCV2 sobre el
crecimiento bacterial de P. aeruginosa PaO1, se utiliz6 el mismo sistema: usando
cajas Petri divididas con medio AN. Una mitad de la caja se inoculd con 200 uL de
A. agilis UMCV2 (D.O. 0.1, Asgs) y la otra se inoculé con 100 pyL de P. aeruginosa
(D.O. 0.1, Asgs) (Fig.12).

Inoculando los 2 microorganismos al mismo tiempo e inoculando A. agilis UMCV2

con 48 h de anticipacion.

U.M.S.N.H.
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Para determinar el efecto de los VOCs de A. agilis UMCV2 en el crecimiento de P.
aeruginosa PaO1, se recuper6 a PaO1 en 2 ml de agua estéril y se midi6 la

densidad éptica en un espectrofotometro a 595 nm.

Figura 12. Sistema utilizado para observar el efecto de los VOCs de A. agilis UMCV2 en el
crecimiento bacterial de P. aeruginosa PaO1.

6.3 Experimentos realizados in vivo en plantas de Medicago sativa

Se llevaron a cabo 3 experimentos diferentes en plantas de Medicago sativa in
vivo, usando A. agilis UMCV?2 y fitopatégenos como B. cinerea, P. cinnamomiy P.
aeruginosa PaO1.

Una vez esterilizadas las semillas, empleando el método anteriormente descrito,
las plantulas con una radicula de aproximadamente 2 cm de longitud, fueron
colocadas en frascos de la siguiente manera: se usaron 20 frascos de conserva
(aproximadamente de 1 litro de capacidad) con 10 plantulas cada uno, con
aproximadamente 200 gramos de sustrato de cultivo (peatmoose musgo de turba
de sphagum canadiense, perlita, piedra caliza, agente humectante) previamente

estéril y con 125 ml de agua estéril cada uno (Fig. 13). Se montaron 5 tratamientos

U.M.S.N.H.
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diferentes con 4 réplicas cada uno, para determinar el efecto de la co-inoculacién
de Arthrobacter agilis UMCV2 con Pseudomonas aeruginosa (PAO1), Arthrobacter
agilis UMCV2 con Botrytis cinerea y Arthrobacter agilis UMCV2 con Phytophthora

cinnamomi en plantas de Medicago sativa, junto con sus respectivos controles.

s o

#oe Ky

Figura 13. Sistema usado para la realizacion de los diferentes experimentos en plantas de
Medicago sativa in vivo, empleando A. agilis UMCV2 y diversos fitopatogenos.

6.3.1 Efecto de Arthrobacter agilis UMCV2 y diversos fitopatégenos en
plantas de Medicago sativa.

Se montaron 5 tratamientos diferentes con 4 réplicas cada uno, para determinar el
efecto individual de cada microorganismo (Arthrobacter agilis UMCV2,
Pseudomonas aeruginosa (PAO1), Botrytis cinerea y Phytophtora cinnamomi) en
plantas de Medicago sativa, utilizando el sistema anteriormente descrito. Como
control, se inocularon 40 plantulas con 100 pl de agua estéril. Posteriormente, se
inocularon 40 plantulas con 100 pL (D.O. 0.1, Asgs) de A. agilis UMCV2 y otras 40
plantulas con 100 uL (D.O. 0.1, Asgs) de P. aeruginosa (PaO1). Se procedi6 igual

con B. cinerea, al inocularse 40 plantulas con 50 pL (100,000 esporas/ml) y

U.M.S.N.H.
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finalmente, otras 40 plantulas fueron inoculadas con 50 pL un in6culo de P.
cinnamomi previamente descrito en el apartado 6.1.4. Las inoculaciones se
llevaron a cabo directamente en la raiz de las plantulas de alfalfa, a los 15 dias se
re-inocularon con las mismas concentraciones y finalmente, después de 30 dias
se midieron los parametros a evaluar.

6.3.2 Efecto de la co-inoculacidon de Arthrobacter agilis UMCV2 con diversos
fitopatogenos en plantas de Medicago sativa.

Para llevar a cabo este experimento, se monté el sistema de frascos previamente
descrito en el apartado 6.3.1, con la diferencia de que se realizaron co-
inoculaciones, es decir, que se colocaron, al mismo tiempo y en cada una de las
plantas de alfalfa, la bacteria A. agilis UMCV2 y los diferentes fitopatdgenos.

El tratamiento usado como control, consistié en la inoculacién de 40 plantulas con
100 pl de agua estéril y para el segundo tratamiento, se inocularon otras 40
plantulas con 100 pl (D.O. 0.1, Asgs) de A. agilis UMCV2 sin la presencia de ningun
patégeno. Mientras que para el tercer tratamiento, se co-inocularon 40 plantulas
con 100 pL (D.O. 0.1, Ases) de A. agilis UMCV2 junto con 50 pL (100,000
esporas/ml) de B. cinerea, mientras que para el cuarto tratamiento se co-
inocularon 40 plantulas con 100 pL (D.O. 0.1, Asgs) de A. agilis UMCV2 junto con
50 pL (tomados de un in6culo previamente preparado) de P. cinnamomiy para el
ultimo tratamiento se co-inocularon otras 40 plantulas con 100 pL (D.O. 0.1, Asgs)
de A. agilis UMCV2 junto con 100 pL (D.O. 0.1, Asgs) de P. aeruginosa. Todas y

cada una de las plantulas fueron inoculadas o co-inoculadas directamente en la

U.M.S.N.H.
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raiz. A las 15 dias se re-inocularon con las mismas concentraciones y después de
30 dias se midieron los parametros a evaluar.

6.3.3 Efecto de Arthrobacter agilis UMCV2 previamente inoculado en plantas
de Medicago sativa con diversos fitopatogenos.

Para determinar dicho efecto, se emple6 el mismo sistema de frascos
anteriormente explicado en el apartado 6.3, donde se inocularon todas las plantas
de M. sativa con 100 pl (D.O. 0.1, Asgs) de A. agilis UMCV2. Después de 15 dias,
se inocularon 40 plantulas con 100 uL (D.O. 0.1, Asgs) de A. agilis UMCV2 como
control y posteriormente, se inocularon 40 plantulas con 100 pL (D.O. 0.1, Asgs) de
P. aeruginosa, otras 40 plantulas se inocularon con 50 pL (100,000 esporas/ml) de
B. cinerea y finalmente, otras 40 plantulas fueron inoculadas con 50 uL (tomado
del inoculo preparado previamente) de P. cinnamomi. Todas las inoculaciones se
realizaron directamente en la raiz de las plantulas y después de 30 dias se
midieron los pardmetros a evaluar.

6.4 Variables a evaluar

Después de 30 dias, cada planta fue sometida a la medicion de parametros como:
la altura de la parte aérea, nimero de hojas trifoliadas, biomasa de la parte aérea,
biomasa de la raiz y clorofila.

6.5 Analisis estadistico

Todos los experimentos se repitieron de forma independiente dos veces y tuvieron
5 réplicas por tratamiento cada vez. Los resultados se analizaron mediante una
prueba de ANOVA y una separacion de medias por prueba de Duncan para

comparaciones multiples (p < 0.05).

U.M.S.N.H.
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7. RESULTADOS
71 Efecto de A. agilis UMCV2 sobre el crecimiento de diversos
fitopatogenos in vitro.
En el panel b y ¢ de la figura 14, se puede apreciar una disminucion notable en el
crecimiento del micelio de B. cinerea, debido a la inoculacion de A. agilis UMCV2
con respecto al control (panel a), siendo mayor la inhibiciéon al inocular A. agilis

UMCV2 con 48 horas de anticipacién (panel c¢). El experimento dur6 3 dias.

Figura 14. Efecto de A. agilis UMCV2 en el crecimiento micelial de B. cinerea. a) Control,
b) A. agilis UMCV?2 al tiempo 0 y c) A. agilis UMCV2 inoculado 48 horas antes.

El crecimiento del micelio de B. cinerea, después de 3 dias, se redujo en un 10%
con respecto al control, al ser inoculados al mismo tiempo con A. agilis UMCV2.
Mientras que, al inocular A. agilis UMCV2 48 horas antes de estar en contacto con
B. cinerea, el crecimiento micelial se redujo en un 21%, debido a que la bacteria
tuvo mas tiempo de producir los compuestos difusibles que podrian ser los
responsables de la inhibicién del crecimiento del patégeno, después de 3 dias

(Gréfica 3).

U.M.S.N.H.
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Efecto de A. agilis UMCV2 en el crecimiente del
micelio de B. cinerea
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Grafica 3. Efecto de A. agilis UMCV2 en el crecimiento del micelio de B. cinerea. Las
barras de error representan el error estandar (n = 5). Las letras denotan diferencia
estadistica significativa, Duncan (p < 0.05).

En la siguiente figura, se muestra una disminucion en el crecimiento micelial de P.
cinnamomi, causada por la inoculacién de A. agilis UMCV2 al mismo tiempo, con
respecto al control (panel a), siendo mayor la inhibicion del micelio, al inocular A.

agilis UMCV2 con 48 horas de anticipacién (panel c).

Figura 15. Efecto de A. agilis UMCV2 en el crecimiento micelial de P. cinnamomi.
a) Control, b) A. agilis UMCV2 al tiempo 0 y c) A. agilis UMCV2 inoculado 48 horas antes.

El crecimiento del micelio de P. cinnamomi se redujo en un 21% al ser inoculado

al mismo tiempo con A. agilis UMCV2. Por otro lado, al inocularse A. agilis UMCV2

U.M.S.N.H.
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48 horas antes, el micelio de P. cinnamomi present6 una disminucion del 30% con

respecto al control, después de 3 dias (Gréfica 4).

Efecto de A. agilis UMCV2 en el crecimiento del micelio
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Grafica 4. Efecto de A. agilis UMCV2 en el crecimiento del micelio de P. cinnamomi. Las
barras de error representan el error estandar (n = 5). Las letras denotan diferencia
estadistica significativa, Duncan (p < 0.05).

En la figura 16, se puede observar una reduccién en el crecimiento bacterial de P.
aeruginosa PaO1, generada por la inoculacion de A. agilis UMCV2 al mismo
tiempo (panel b), con respecto al control (panel a). Sin embargo, se muestra una
mayor inhibicion del micelio al inocular A. agilis UMCV2 con 48 horas de

anticipacion (panel c).

Figura 16. Efecto de A. agilis UMCV2 en el crecimiento bacterial de P. aeruginosa PaO1. a)
Control, b) A. agilis UMCV2 al tiempo 0 y c) A. agilis UMCV2 inoculado 48 horas antes.

U.M.S.N.H.
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El crecimiento bacterial de P. aeruginosa (PaO1) se redujo en un 11.6%, al estar
en contacto simultdneo con A. agilis UMCV2. Sin embargo, se observd una
disminucion del 18.9% del crecimiento de la bacteria al inocular A. agilis UMCV2
48 horas antes, lo cual permiti6 una mayor concentracién de los compuestos

difusibles responsables de su inhibicién, después de 3 dias (Grafica 5).

Efecto de A. agilis UMCV2 en el crecimiento bacterial de
P. aeruginosa PaO1
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Grafica 5. Efecto de A. agilis UMCV2 en el crecimiento bacterial de P. aeruginosa PaO1.
Las barras de error representan el error estandar (n = 5). Las letras denotan diferencia
estadistica significativa, Duncan (p < 0.05).

7.2 Efecto de los VOCs producidos por A. agilis UMCV2 sobre el crecimiento
de diversos fitopatdogenos via VOCs.

Los compuestos organicos volatiles (VOCs) producidos por A. agilis UMCV2
lograron reducir el crecimiento de los fitopatégenos como B. cinerea, P. cinnamomi
y Pseudomas aeruginosa, mostrandose una mayor inhibiciéon del crecimiento de
los patégenos cuando se inoculd A. agilis UMCV2 con 48 horas de anticipacion,
demostrando de esta manera el efecto fungistatico de los VOCs de A. agilis

UMCV2 reportado por Veldzquez-Becerra y colaboradores (2013).

U.M.S.N.H.
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En la figura 17, después de 5 dias se observa una disminucién en el crecimiento
micelial de B. cinerea. Después de haberse inoculado al mismo tiempo A. agilis
UMCV2 con el hongo (panel b), mientras que en el panel ¢, se inocul6 a la bacteria

48 horas antes.

Figura 17. Efecto de los VOCs de A. agilis UMCV2 sobre el crecimiento micelial de B.
cinerea. a) Control, b) A. agilis UMCV2 0 h y c¢) A. agilis UMCV2 48 h. Después de 5 dias.

Cuando los dos microorganismos se inocularon al mismo tiempo, no se obtuvo
una diferencia estadisticamente significativa con respecto al control. Sin embargo,
donde la bacteria se inocul6 con 48 h de anticipacion, la inhibicion fue de un
31%, lo cual pudo deberse a que A. agilis UMCV2 tuvo mas tiempo de producir
una mayor concentracion de los VOCs posiblemente responsables de la inhibicién

del crecimiento micelial de B. cinerea (Grafica 6).

U.M.S.N.H.
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Grafica 6. Efecto de los VOCs de A. agilis sobre el crecimiento micelial de B. cinerea. Las
barras de error representan el error estandar (n = 5). Las letras son utilizadas para denotar
diferencia estadistica segun la prueba de rango multiple de Duncan (p < 0.05).

En la siguiente figura, se muestra la reduccién del crecimiento micelial de P.
cinnamomi después de haberse inoculado A. agilis UMCV2 al mismo tiempo que
el hongo (panel b) y al inocularse la bacteria 48 horas antes (panel c), con

respecto al control (panel a).

Figura 18. Efecto de los VOCs de A. agilis UMCV2 sobre el crecimiento micelial de P.
cinnamomi. a) Control, b) A. agilis UMCV2 0 h y c¢) A. agilis UMCV2 48 h. Después de 5
dias.

Cuando los dos microorganismos se inocularon al mismo tiempo, hubo una
reduccion del crecimiento micelial de P. cinnamomi de un 23%. Mientras que

donde la bacteria se inoculd 48 horas antes, la inhibicién fue de 38%, lo cual se

U.M.S.N.H.
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podria deber a una mayor concentracion de los VOCs de A. agilis UMCV2,

después de 4-5 dias (Gréfica 7).
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Grafica 7. Efecto de los VOCs de A. agilis sobre el crecimiento micelial de P. cinnamomi.
Las barras de error representan el error estandar (n = 5). Las letras son utilizadas para
denotar diferencia estadistica segtn la prueba de rango multiple de Duncan (p < 0.05).

En la siguiente figura, se muestra la reduccion del crecimiento bacterial de P.
aeruginosa al inocular las bacterias al mismo tiempo (panel b) y al inocular A.
agilis UMCV2 48 horas antes (panel c), con respecto al control (panel a), después

de 2 dias.

Figura 19. Efecto de los VOCs de A. agilis UMCV2 sobre el crecimiento micelial de P.
aeruginosa. a) Control, b) A. agilis UMCV2 0 h y c) A. agilis UMCV2 48 h. Después de 2 dias.

U.M.S.N.H.
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Para determinar el porcentaje de inhibicidén del crecimiento bacterial de P.
aeruginosa se midié la densidad éptica (D.O.) después de estar en contacto con A.
agilis UMCV2. Cuando las dos bacterias se inocularon al mismo tiempo, se obtuvo
una reduccion del crecimiento bacterial de P. aeruginosa de un 21%, mientras que
donde A. agilis UMCV2 se inocul6 48 horas antes, la inhibicién fue de 29%, lo cual
se pudo deber a una mayor concentracién de los VOCs de A. agilis UMCV2,

después de 2 dias (Grafica 8).
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Grafica 8. Efecto de los VOCs de A. agilis sobre el crecimiento micelial de P. aeruginosa.
Las barras de error representan el error estandar (n = 5). Las letras son utilizadas para
denotar diferencia estadistica segun la prueba de rango mtltiple de Duncan (p < 0.05).

7.3 Efecto de Arthrobacter agilis UMCV2 y diversos fitopatégenos en plantas
de Medicago sativa.

Se llevd a cabo la inoculacién de A. agilis UMCV2 y los fitopatdogenos
seleccionados en plantas de M. sativa, bajo condiciones de invernadero (Fig. 20).
A los 15 dias se realiz6 una re-inoculacion debido a que las plantas de alfalfa no
presentaron sintomas de infeccién. Sin embargo, después de 30 dias, las plantas

de alfalfa continuaron con una ausencia de infeccion (hojas o raices necroéticas).

U.M.S.N.H.
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Por lo que se midieron pardmetros como clorofila, altura, nimero de hojas
trifoliadas, biomasa aérea y biomasa de las raices, para determinar algun efecto
en las plantas. A continuacion se muestran las gréficas con los resultados

obtenidos.
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Figura 20. Efectos de la inoculacion de A. agilis UMCV2 y diversos fitopatégenos en
plantas de Medicago sativa, después de estar en contacto por 30 dias. a) Control, b) A.
agilis UMCV2, c) B. cinerea, d) P. cinnamomi y e) P. aeruginosa PaO1.

U.M.S.N.H.
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7.3.1 Clorofila

La concentracion de clorofila en las plantas de M. sativa aumenté en un 130% al
ser inoculadas con A. agilis UMCV2 y con B. cinerea aumentd en un 40%,
comparado con el control. Con respecto a los demas tratamientos, no se

obtuvieron diferencias estadisticamente significativas comprado con el control

(Grafica 9).
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Grafica 9. Cantidad de clorofila (mg/g) de plantas de M. sativa, que estuvieron en contacto
con los fitopatégenos seleccionados y A. agilis UMCV2, después de 30 dias. Las barras
representan el error estandar, Duncan p<0.05, n=40.

7.3.2 Altura
En la gréfica 10, se observa que con respecto a las plantas de M. sativa que
fueron inoculadas con los diferentes tratamientos, no se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas comparadas con el control.

U.M.S.N.H.
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Grafica 10. Altura (cm) de las plantas de M. sativa, que estuvieron en contacto con los
fitopatogenos seleccionados y A. agilis UMCV2, después de 30 dias. Las barras
representan el error estandar, Duncan p<0.05, n=40

7.3.3 Numero de hojas trifoliadas

En la grafica 11, se puede apreciar que las plantas de M. sativa inoculadas con A.
agilis UMCV2 y B. cinerea no presentaron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control. Sin embargo, aquellas plantas inoculadas
con P. cinnamomiy P. aeruginosa PaO1, mostraron una disminucion del 18% en

el nimero de hojas trifoliadas con respecto al control.
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Grafica 11. Numero de hojas trifoliadas en plantas de M. sativa, que estuvieron en
contacto con los fitopatdgenos seleccionados y A. agilis UMCV2, después de 30 dias. Las
barras representan el error estandar, Duncan p<0.05, n=40.

U.M.S.N.H.
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7.3.4 Biomasa aérea
En la grafica 12, se muestra que no se obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas entre los diferentes tratamientos con respecto al control.
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Grafica 12. Biomasa aérea de plantas de M. sativa, que estuvieron en contacto con los
fitopatogenos seleccionados y A. agilis UMCV2, después de 30 dias. Las barras
representan el error estandar, Duncan p<0.05, n=4.

7.3.5 Biomasa de la raiz
En la siguiente grafica, se muestra que no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas de los diferentes tratamientos con respecto al

control.
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Grafica 13. Biomasa de la raiz de plantas de M. sativa, que estuvieron en contacto con los
fitopatogenos seleccionados y A. agilis UMCV2, después de 30 dias. Las barras
representan el error estandar, Duncan p<0.05, n=4.
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7.4 Efecto de la co-inoculacion de Arthrobacter agilis UMCV2 con diversos
fitopatdogenos en plantas de Medicago sativa.

Se realiz6 la co-inoculacién de A. agilis UMCV2 y los fitopatdogenos seleccionados
en plantas de M. sativa, bajo condiciones de invernadero para determinar si A.
agilis UMCV2 generd algun efecto sobre las plantas ya sea como PGPR o agente
de biocontrol, al evitar o retrasar la infeccibn que podrian ocasionar los
fitopatdogenos. Los parametros a evaluar fueron los siguientes: clorofila, biomasa
aérea, biomasa de las raices, altura y numero de hojas trifoliadas. A continuacién

se muestran las graficas con los resultados obtenidos.

U.M.S.N.H.

50



Efecto de la co-inoculacion de A. agilis UMCV2 y diversos fitopatégenos en plantas de M. sativa | 2015

Control

WY

LINA

i
]

=
N
F

Figura 21. Efectos de la co-inoculacion de A. agilis UMCV2 con diversos fitopatégenos en
plantas de Medicago sativa, después de estar en contacto por 30 dias. a) Control, b) A.
agilis UMCV2, c) A. agilis UMCV2-B. cinerea, d) A. agilis UMCV2-P. cinnamomi y e) A.
agilis UMCV2-P. aeruginosa PaO1.

U.M.S.N.H.
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7.4.1 Clorofila

La concentracién de clorofila en las plantas de M. sativa aumentd en un 49% al ser
inoculadas con A. agilis UMCV2 y las plantas que fueron co-inoculadas con A.
agilis UMCV2 y P. cinnamomi, aumento en un 104%. Sin embargo, con respecto a
los demas tratamientos no se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa

comparando con el control (Grafica 14).
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Grafica 14. Cantidad de clorofila (mg/g) en plantas de M. sativa, que fueron co-inoculadas
con A. agilis UMCV2 y los diversos fitopatogenos, después de 30 dias. Las barras
representan el error estandar. Duncan p<0.05, n=40.

7.4.2 Altura

En la gréfica 15, se muestra que las plantas que fueron co-inoculadas con A. agilis
UMCV2 'y P. cinnamomi aumentaron su altura en un 105% con respecto al control.
Sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas con respecto a los demas

tratamientos comparados también con el control.

U.M.S.N.H.
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Grafica 15. Altura (cm) de las plantas de M. sativa, que fueron co-inoculadas con A. agilis
UMCV2 y los fitopatogenos seleccionados, después de 30 dias. Las barras representan el
error estandar. Duncan p<0.05, n=40.

7.4.5 Numero de hojas trifoliadas

En la gréafica 16, se muestra que las plantas que fueron co-inoculadas con A. agilis
UMCV2 y P. cinnamomi aumentaron un 45% el numero de hojas trifoliadas, con
respecto al control. Mientras que los demas tratamientos produjeron un incremento

de entre el 25% al 29%, comparado con el control.
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Grafica 16. No. de hojas trifoliadas de las plantas de M. sativa, que fueron co-inoculadas
con A. agilis UMCV2 y los fitopatégenos seleccionados, después de 30 dias. Las barras
representan el error estandar. Duncan p<0.05, n=40.

U.M.S.N.H.
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7.4.2 Biomasa aérea
En la grafica 17, se muestra que no se obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas entre los diferentes tratamientos con respecto al control.
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Grafica 17. Biomasa aérea (gr) en plantas de M. sativa, que fueron co-inoculadas con A.
agilis UMCV2 y los diversos fitopatogenos, después de 30 dias. Las barras representan el
error estandar. Duncan p<0.05, n=4.

7.4.3 Biomasa de la raiz
En la grafica 18, se muestra que no se obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas entre los diferentes tratamientos con respecto al control.
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Grafica 18. Biomasa de la raiz de las plantas de M. sativa, que fueron co-inoculadas con A.
agilis UMCV2 y los fitopatogenos seleccionados, después de 30 dias. Las barras
representan el error estandar. Duncan p<0.05, n=4.
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7.5 Efecto de Arthrobacter agilis UMCV2 previamente inoculado en plantas
de Medicago sativa frente a diversos fitopatégenos.

A diferencia del experimento anterior, se realiz6 la inoculacién de A. agilis UMCV2
previamente en plantas de M. sativa y posteriormente se inocularon los
fitopatdogenos seleccionados, bajo condiciones de invernadero, para determinar si
A. agilis UMCV2 tiene la capacidad de actuar como agente de biocontrol, al evitar
o retrasar la infeccibn que podrian ocasionar los fitopatégenos, evaluando los

mismos parametros mencionados anteriormente.

U.M.S.N.H.
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Figura 22. Efectos de la inoculacion previa de A. agilis UMCV2 en plantas de Medicago
sativa frente a diversos fitopatdgenos, después de estar en contacto por 30 dias. a)
Control, b) A. agilis UMCV2, c) A. agilis UMCV2-B. cinerea, d) A. agilis UMCV2-P.
cinnamomiy e) A. agilis UMCV2-P. aeruginosa PaO1.

U.M.S.N.H.
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7.5.1 Clorofila

La concentracion de clorofila aument6 en un 55%, en aquellas plantas que fueron
inoculadas solamente con A. agilis UMCV2 y tuvo un aumento del 108%, en las
plantas que fueron previamente inoculadas con A. agilis UMCV2 y después
estuvieron en contacto con B. cinerea, en comparacion con el control. Sin
embargo, con respecto a los demas tratamientos, no se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas respecto al control (Grafica 19).
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Grafica 19. Cantidad de clorofila (mg/g) en plantas de M. sativa, previamente inoculadas
con A. agilis UMCV2, frente a diversos fitopatogenos. Después de 30 dias. Las barras
representan el error estandar. Duncan p <0.05, n=40.

7.5.2 Altura

En la gréafica 20, se muestra que la altura de las plantas que fueron previamente
inoculadas con A. agilis UMCV2 y que después, estuvieron en contacto con B.
cinerea aumentd en un 65% y los demas tratamientos generaron un incremento de

entre un 20% a un 47%, comparado con el control.

U.M.S.N.H.
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Grafica 20. Altura (cm) de las plantas de M. sativa, previamente inoculadas con A. agilis
UMCV2, frente a diversos fitopatogenos. Después de 30 dias. Las barras representan el
error estandar. Duncan p<0.05, n=40.

7.5.3 Numero de hojas trifoliadas

En la grafica 23, se muestra que las plantas inoculadas solamente con A. agilis
UMCV2 aumentaron la cantidad de hojas trifoliadas en un 33% y las plantas
previamente inoculadas con A. agilis UMCV2 y que después, estuvieron en
contacto B. cinerea, aumentaron su cantidad de hojas trifoliadas en un 66%. Con
respecto a los demas tratamientos, no se obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas comparadas con el control.
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Grafica 23. Numero de hojas trifoliadas de plantas de M. sativa, previamente inoculadas
con A. agilis UMCV2, frente a diversos fitopatogenos. Después de 30 dias. Las barras
representan el error estandar. Duncan p<0.05, n=40.
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7.5.4 Biomasa aérea
En la grafica 24, se muestra que no se obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas entre los diferentes tratamientos con respecto al control.
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Grafica 24. Biomasa aérea (g) en plantas de M. sativa, previamente inoculadas con A. agilis
UMCV2, frente a diversos fitopatégenos. Después de 30 dias. Las barras representan el
error estandar. Duncan p<0.05, n=4.

7.5.5 Biomasa de la raiz
En la grafica 25, se muestra que no se obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas entre los diferentes tratamientos con respecto al control.
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Grafica 25. Biomasa de la raiz (g) en plantas de M. sativa, previamente inoculadas con A.
agilis UMCV2, frente a diversos fitopatogenos. Después de 30 dias. Las barras
representan el error estandar. Duncan p=<0.05, n=4.
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8. DISCUSION
Velasquez-Becerra y colaboradores en el 2013 demostraron que la rizobacteria
Arthrobacter agilis UMCV2 produce compuestos organicos volatiles (VOCs) que

inhiben el crecimiento de B. cinerea in vitro.

Debido a lo anterior en el presente trabajo se evalud el efecto de los compuestos
difusibles y VOCs de A. agilis UMCV2 sobre el crecimiento de fitopatdgenos como
B. cinerea, P. cinnamomi y P. aeruginosa (PaO1) in vitro, obteniendo que
efectivamente los VOCs emitidos por A. agilis son capaces de inhibir el
crecimiento de los diferentes patdégenos si bien esta inhibicién fue discreta (entre
10 y 38% de inhibicion). Un mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento de
dichos patégenos se registré al inocular la bacteria con 48 horas de anticipacion y
al ponerse en contacto con los VOCs de A. agilis UMCV2, resultados similares
fueron obtenidos por Velazquez-Becerra y col. en el 2013 que reportan inhibicion

de A. agilis UMCV2 sobre los fitopatégenos B. cinereay P. cinnamomi.

Hasta donde sabemos, no existen reportes de la inhibicion de P. aeruginosa por
los VOCs emitidos por A. agilis o cualquier otra bacteria. Sin embargo Lépez et al.
(2005), probaron VOCs generados a partir de los aceites esenciales de seis
plantas aromaticas contra ocho bacterias y tres hongos de interés médico y
agronémico encontrando que todos los microorganismos probados fueron
inhibidos en algun grado por los VOCs a excepcién de P. aeruginosa. En un
estudio semejante Mitchell y col. en el 2010, probaron los volatiles del hongo

endofitico Muscodor crispans contra mas de 50 microorganismos patégenos de

U.M.S.N.H.
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plantas y animales, encontrando que todos eran sensibles a dichos volatiles con la

excepcion de 4 bacterias, entre ellas P. aeruginosa.

Los anteriores reportes muestran que P. aeruginosa es un organismo versatil con
capacidad de tolerar diversos VOCs antimicrobianos e incrementan el interés por
la inhibicidon sobre P. aeruginosa PA01 que se observé en el presente trabajo,
quedando como perspectiva el estudio del mecanismo por medio del cual se da
esta inhibicion.

Adicionalmente, no existen reportes sobre si A. agilis UMCV2 tiene la capacidad
de ser usada como un agente de biocontrol al inhibir el crecimiento de
fitopatdgenos in vivo, empleando plantas de importancia econémica como lo es la
alfalfa, por lo tanto uno de los objetivos de este trabajo fue demostrar que A. agilis
UMCV2, ademés de promover el crecimiento de las plantas de alfalfa, tal y como
lo observaron Velazquez-Becerra y col. en el 2011, también puede ser
considerada dicha bacteria como un agente de biocontrol, con la finalidad de
utilizarse posteriormente como un bioinoculante en la fabricacion de

biofertilizantes.

En general, las plantas de alfalfa no mostraron sintomas de infeccién por parte de
los fitopatdgenos, probablemente porque las condiciones ambientales podrian no
haber sido las adecuadas para favorecer el crecimiento de los mismos (Figura 20).
Uno de los parametros sin embargo (numero de hojas trifoliadas), mostré que las
plantas infectadas con P. cinnamomi y P. aeruginosa PaO1 tuvieron un menor

desarrollo respecto al tratamiento control y las plantas inoculadas con A. agilis

U.M.S.N.H.
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UMCV2 o con B. cinerea, dando indicios de la forma en que la presencia de los
fitopatégenos afecté a las plantas de alfalfa (Gréafica 11). En este sentido no se
puede concluir que B. cinerea produjo efectivamente una infeccion en las plantas
de alfalfa y si se mostré que al tiempo en que se concluyé el experimento, los
otros dos patdégenos (P. cinnamomiy P. aeruginosa) produjeron una infeccién sin
efectos muy severos ya que solo afectdé negativamente el niumero de hojas
trifoliadas pero no en parametros como biomasa y altura de las plantas, o la

concentracion de clorofila (graficas 9 a la 13).

Por otro lado el efecto de B. cinerea no fue el esperado. B cinerea es un hongo
fitopatdgeno necrotréfico (Choquer et al., 2007), pero también es capaz de crecer
como saprofito (Schumacher, J. y Tudzynski, 2012), por lo que es posible que el
hongo haya sobrevivido en torno a la planta sin entrar a una fase patogénica,
adicionalmente se conoce que B. cinerea es capaz de producir acido indol-acético
entre otros fitorreguladores (Tuomi et al., 1993) lo que abre la posibilidad de que la
inoculacién de B. cinerea no sélo no haya progresado como una infeccidén sino que
por el contrario, haya servido como una fuente de fitorreguladores promoviendo el
crecimiento de las plantas de alfalfa, lo que explicaria el aumento en la biomasa
aérea que observamos en las plantas inoculadas con B. cinerea (Gréafical2), por
tanto otra perspectiva del presente trabajo es el analisis de las biomoléculas

excretadas por B. cinérea en busqueda de auxinas u otros fitorreguladores.

Una observacion del presente trabajo es el efecto protector contra fitopatégenos

que la inoculacion de A. agilis UMCV2 tiene las plantas de alfalfa.

U.M.S.N.H.
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Cuando las plantas de alfalfa fueron inoculadas con A. agilis UMCV2, la
inoculacién de los fitopatdégenos en ningun caso produjo un efecto negativo sobre
las plantas, ni siquiera en el parametro de numero de hojas trifoliadas que si
disminuyé en plantas infectadas que no fueron inoculadas con A agilis UMCV2
segun se mostr6 anteriormente. Por otro lado, las plantas de alfalfa se vieron
mayormente favorecidas en cuanto a parametros como clorofila, altura y numero
hojas trifoliadas, al ser previamente inoculadas con A. agilis UMCV2 y después
con los patdgenos, que al ser co-inoculadas con A. agilis UMCV2 y los
fitopatdgenos al mismo tiempo, lo anterior podria ser explicado debido a que A.
agilis UMCV2 ha sido reportada como una bacteria enddfita de leguminosas por
Avilés-Garcia et al.,, 2010. Al inocular, primero las plantas con A. agilis UMCV2 le
permitié a la bacteria penetrar los tejidos de las plantas y disponer de mas tiempo
para generar una mayor concentracion de los compuestos responsables de la
inhibicién de los fitopatégenos probablemente desencadenando una respuesta de

defensa.

Veldzquez-Becerra y col. en el 2011 demostraron que A. agilis UMCV2 puede ser
percibida a través de los VOCs emitidos por la propia bacteria, lo cual, modifica la
respuesta defensiva en M. truncatula ya que tiene la capacidad de reconocer a la
bacteria como PGPR y suspender la produccion de compuestos capaces de inhibir
a dicha bacteria (Mathesius et al, 2003; de la Pefa et al, 2008) vy
simultdneamente la emisién de volatiles bacterianos también tienen un papel en la
induccién en las plantas de un fenédmeno llamado resistencia sistémica inducida

(ISR, por sus siglas en inglés) (Thimmaraju et al., 2010). Esta aparece cuando el

U.M.S.N.H.
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mecanismo de defensa de las plantas es estimulado y preparado para resistir la
infeccion de patégenos. Ryu y colaboradores en el 2003, encontraron que los
VOCs emitidos por Bacillus subtilis GB03 y B. amyloliquefaciens IN937a
estimularon una ISR en plantulas de Arabidopsis thaliana, lo que confirid

proteccidn a la planta contra la bacteria fitopatogena Erwinia carotovora.

U.M.S.N.H.
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9. RESUMEN DE RESULTADOS

e A. agilis UMCV2 es una bacteria que tiene la capacidad de inhibir el
crecimiento de fitopatégenos in vitro incluyendo a P. aeruginosa PAO1 al
inocularse 48 horas antes, lo cual podria deberse a la generacion de una
mayor cantidad de los compuestos organicos volatiles responsables de
dicho efecto.

e Las condiciones ambientales in vivo, no fueron las adecuadas para que los
fitopatdgenos infectaran las plantas de alfalfa y adicionalmente, de forma
inesperada Botrytis cinerea favorecio el aumento de la cantidad de clorofila.

e La clorofila, la altura y el numero de hojas trifoliadas, fueron los pardmetros
que mayormente se vieron favorecidos en las plantas de alfalfa, las cuales
fueron previamente inoculadas con A. agilis UMCV2 y después con los
fitopatégenos, que al ser inoculadas con A. agilis UMCV2 vy los

fitopatogenos al mismo tiempo.

10. CONCLUSION

La inoculacion de A. agilis UMCV2 ejerce un efecto protector en plantas de alfalfa

(Medicago sativa) frente a diversos fitopatogenos.

U.M.S.N.H.
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