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RESUMEN

En los dltimos afios con la finalidad de disminuir el uso excesivo de agroquimicos
se ha estudiado el uso de diferentes microorganismos que promuevan la sanidad
y crecimiento vegetal a diversas especies de plantas. Uno de los géneros mas
estudiados es Bacillus sp., gracias a la simbiosis mutualista que presenta
con diversas familias de plantas, ya que produce compuestos aromaticos,
hormonas vegetales, polisacaridos y enzimas relacionadas con el
metabolismo del fenilpropanoide, representa un alto potencial para la
promocién del crecimiento vegetal. En los dltimos afios el cultivo de
zarzamora (Rubus subgénero Eubatus) se ha visto dafiado por hongos
fitopatdégenos, lo que ha repercutido en la pérdida total de areas de
produccion. En este estudio se ha planteado analizar los efectos
antifangicos de compuestos difusibles y compuestos organicos volatiles
producidos por bacterias endoéfitas del género Bacillus (E25, COPES2,
UM46 y CR71), sobre F. oxysporum y Lasiodiplodia sp., y su efecto sobre
la promocion del crecimiento vegetal de plantulas de zarzamora variedad
Kiowa, Tupy y seleccion 13, cultivadas in vitro y en plantas en condiciones
de invernadero. En los experimentos de inhibicion in vitro mediante la
emision de compuestos difusibles destaco la cepa E25 inhibiendo en un
22.79% y 44.58% a F. oxysporum y Lasiodiplodia sp., mediante la emision
de compuestos organicos volatiles Unicamente la cepa E25 inhibié con
10.4% a F. oxysporum y E25, COPE52 y CR71 con un 13.7% a
Lasiodiplodia sp. En la inoculacién a plantulas in vitro, la variedad Tupy
presenta mayor porcentaje de promocion vegetal al ser inoculada con la
cepa E25, mientras que la variedad Kiowa incrementa su promocion
vegetal al ser inoculada con las cepas E25 y COPE52 en mayores
porcentajes. La seleccion UM13 solo incrementa su promocion al
inocularse con la cepa CR71. En la inoculacién con las cepas y los hongos
fitopatdbgenos en plantas de Rubus sp., en condiciones de invernadero la

variedad Tupy se ve beneficiada al ser inoculada con la cepa UM96, y
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aun con la inoculacién del hongo fitopatégeno F. oxysporum incrementa
el contenido de clorofila, area foliar, peso seco aéreo y la longitud de raiz;
en contraste, la cepa CR71 presenta efectos inhibitorios sobre las plantas
inoculadas con el mismo hongo fitopatégeno. En la variedad Tupy no se
presentaron efectos promotorios de crecimiento vegetal al ser inoculada
con la cepa COPES2, es la cepa CR71 la que presenta efectos inhibitorios
sobre el peso seco de raiz. La variedad Kiowa se vio favorecida por la
cepa CR71 al ejercer un efecto de promocién incluso ante la presencia
del hongo fitopatégeno F. oxysporum sobre el peso seco de raiz y aéreo.
La cepa E25 ejerce efectos inhibitorios sobre el peso seco de raiz de la
seleccion UM13, sin embargo, promueve la aparicion de nuevos brotes e
incrementa el contenido de clorofila. El uso de las cepas de Bacillus spp.,
resulta ser eficiente como biocontrol, promocién y prevencion en plantas
de Rubus sp., sobre la presencia de los hongos fitopatégenos F.
oxysporum y Lasiodiplodia sp., Unicamente es importante determinar el
tipo de cepa que se utilizara para cada variedad o la seleccion y el tipo de
promocion deseado.

Palabras clave: Bacterias enddfitas, Promocién del crecimiento vegetal,

Biocontrol, Bacillus, Rubus sp., Fusarium oxysporum, Lasiodiplodia sp, in

vitro.



ABSTRACT

In recent years in order to reduce the excessive use of agrochemicals, the use
of different microorganisms that promote plant health and growth has been
studied in various plant species. One of the most studied genera is Bacillus sp.,
thanks to the mutualistic symbiosis that it presents with various plant families,
since it produces aromatic compounds, plant hormones, polysaccharides and
enzymes related to phenylpropanoid metabolism, it represents a high potential
for promotion of plant growth. In recent years the cultivation of blackberry (Rubus
subgenus Eubatus) has been damaged by phytopathogenic fungi, which has had
an impact on the total loss of production areas. In this study it has been proposed
to analyze the antifungal effects of diffusible compounds and volatile organic
compounds produced by endophytic bacteria of the genus Bacillus (E25,
COPE52, UM46 and CR71), on F. oxysporum and Lasiodiplodia sp., And their
effect on the promotion of vegetable growth of blackberry seedlings variety
Kiowa, Tupy and selection 13, grown in vitro and in greenhouse plants. In the
experiments of inhibition in vitro by means of the emission of diffusible
compounds, the strain E25 stood out, inhibiting F. oxysporum and Lasiodiplodia
Sp. 22.79% and 44.58%, by means of the emission of volatile organic compounds
only strain E25 inhibited with 10.4% a F. oxysporum and E25, COPE52 and
CR71 with 13.7% to Lasiodiplodia sp. In inoculation to seedlings in vitro, the Tupy
variety presents a higher percentage of plant promotion when inoculated with
strain E25, while the Kiowa variety increases its plant promotion when inoculated
with strains E25 and COPES52 in higher percentages. The UM13 selection only
increases its promotion by inoculating with strain CR71. In the inoculation with
the strains and phytopathogenic fungi in Rubus sp., plants, under greenhouse
conditions the Tupy variety is benefited by being inoculated with the strain UM96,
and even with the inoculation of the phytopathogenic fungus F. oxysporum
increases the content of chlorophyll, leaf area, aerial dry weight and root length;
in contrast, strain CR71 has inhibitory effects on plants inoculated with the same
phytopathogenic fungus. In the Tupy variety, there were no plant growth
promoting effects when inoculated with strain COPES52, it is strain CR71 that has

inhibitory effects on dry root weight. The Kiowa variety was favored by strain



CR71 by exerting a promotional effect even in the presence of the
phytopathogenic fungus F. oxysporum on the root and aerial dry weight. Strain
E25 exerts inhibitory effects on the dry root weight of the UM13 selection,
however, it promotes the appearance of new outbreaks and increases the
chlorophyll content. The use of Bacillus spp. Strains, turns out to be efficient as
biocontrol, promotion and prevention in plants of Rubus sp., on the presence of
phytopathogenic fungi F. oxysporum and Lasiodiplodia sp., it is only important to
determine the type of strain that It will be used for each variety or selection and

the type of promotion desired.

Keywords: Endophytic bacteria, Plant growth promotion, Biocontrol, Bacillus,

Rubus sp., Fusarium oxysporum, Lasiodiplodia sp, in vitro.



l. INTRODUCCION GENERAL

El género Rubus es uno de los mas diversos dentro de la familia Rosaceae,
cuenta con 12 subgéneros, dos de ellos de gran importancia comercial, Idaeobatus
y Eubatus. Este ultimo comprende a las zarzamoras y se caracteriza por formar un
fruto agregado llamado polidrupa (Jennings, 1990; Hedrick, 1925). La zarzamora es
cultivada en la mayor parte del mundo y la estimacion en cuanto a su produccion a

nivel mundial es aproximadamente de 700,000 toneladas anuales (FAO, 2015).

En México la produccion de zarzamora esta concentrada principalmente en
la parte central del pais, en el estado de Michoacan (Clark, 2011). El sistema de
produccion en un pasado dependioé del cultivar espinoso “Brazos” (Desarrollado por
la Universidad de Texas A & M). La producciéon con “Brazos” fue la base del
desarrollo de la industria de la zarzamora mexicana en la década de 1990, después
el cultivar brasilefio “Tupy” (Desarrollado por EMBRAPA, Pelotas, Brasil) fue traido
a México, aunque los esfuerzos iniciales para hacer producir a “Tupy” con las
mismas practicas utilizadas en “Brazos” no eran exitosas, poco a poco mediante
diversas técnicas en el manejo del cultivo se logré obtener una produccion confiable
con el cultivar “Tupy” (Clark, 2011). En los ultimos quince afios, la produccion de
esta frutilla ha tenido un importante crecimiento, al pasar de una superficie de cerca
de 1,200 hectéareas en el afio 2000 a diez veces mayor en el afio 2018 (SIAP, 2018;
SIAP-SAGARPA 2015).

Las caracteristicas de los suelos y agua de las areas de produccion, son de
suma importancia para el cultivo de la zarzamora, ya que la rizosfera contiene una
gran poblacion de microorganismos que interactian de manera benéfica, neutral o
patogénica con las plantas (Onofre et al., 2009). Debido a la interaccion de las raices
de las plantas con el suelo, éstas liberan una gran cantidad de compuestos solubles
en agua, tales como aminoacidos, azUcares, enzimas, mucilago y compuestos
fendlicos, entre otros, los cuales utilizan los microorganismos como alimento

(Saharasbudhe, 2011). Las rizobacterias pueden llegar a colonizar tanto la parte
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externa como interna (Enddfitas) de las plantas. El término enddfito significa dentro
de la planta, y las bacterias endodfitas se definen como aquellas que pueden
colonizar y sobrevivir dentro de los tejidos vegetales sin causar un dafio aparente
(Rojas et al., 2016; Meena et al., 2017). Se ha propuesto que las bacterias endéfitas
pueden tener una comunicaciéon mas intima y estrecha con la planta, es decir, sus
metabolitos aln a concentraciones minimas, pueden ejercer un efecto en la planta
(Ali et al., 2012).

Las bacterias rizosféricas pueden colonizar los tejidos internos de las plantas
a través de mecanismos pasivos o0 activos (Rojas et al., 2016). Colonizar esos
espacios les permite desplazarse entre los espacios intercelulares de células
epidérmicas y de la corteza, es decir, pueden llegar desde la raiz hasta el tallo,
hojas, flores y heredarse a través de las semillas a las siguientes generaciones
(Couillerot et al., 2009). En este ambiente endoéfito existe, hasta donde se sabe, una
menor competencia por nutrientes, es un ambiente de temperatura estable y
protegido de condiciones de algunos tipos de estrés abidtico (como el salino, por
ejemplo) (Rojas et al., 2016). Aunque se conoce poco sobre los determinantes
genéticos involucrados en la colonizaciéon de la endosfera, se ha propuesto que las
actividades celuloliticas, las glucanasas, produccién de biofilm, entre otras, son
importantes (Glick, 2012).

En los Ultimos afios el cultivo de zarzamora se ha visto seriamente dafiado
por una serie de organismos patogenos, entre los que destacan los hongos
fitopatogenos F. oxysporum y Lasiodiplodia sp., el ultimo de ellos ha sido
recientemente identificado. Los patdgenos causan necrosis en hojas, cancer y
muerte regresiva en ramas Yy tallos, lo cual repercute considerablemente en la
pérdida de areas de produccion (Contreras et al.,, 2019). Con base en la
problematica anterior y dadas las caracteristicas que presentan las bacterias
enddfitas, y su efecto en las plantas, se propone analizar el efecto inhibitorio de
bacterias enddfitas sobre el crecimiento de los fitopatbgenos F. oxysporum vy



Lasiodiplodia sp., ademas de evaluar la promocioén sobre el crecimiento de plantas

de zarzamora.

Il REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia del cultivo de la zarzamora

México es el principal productor de zarzamora a nivel mundial con un total de
270 399 t cosechadas en 2018. En Michoacdn se encuentran cultivadas
aproximadamente 12 500 hectareas de este cultivo, las cuales aportan mas del 95%
de la produccion nacional con un total de 260 143 t cosechadas, con ello posicionan
al estado, y por ende al pais, como los principales productores del cultivo de

zarzamora a nivel mundial (SIAP, 2018).

La zarzamora (Rubus sp.), es un producto de primera importancia para la
exportacion debido a su alta rentabilidad, su rapida recuperacion de la inversion, su
versatilidad de uso y alta demanda existente en Norteamérica. En México ha
adquirido gran importancia comercial por la ventaja en la época de cosecha. Es
importante destacar que en cada hectarea cultivada se generan al menos tres
empleos directos, arrojando aproximadamente un total de 37 500 empleos, sin
contar los 100 000 jornales contratados en la temporada de corte y empaque del
fruto (Esquivel et al., 2016).

A nivel nacional dentro de los estados productores ademas de Michoacan se
encuentra Baja California que aporta 722 t, Colima con 600 t, Guanajuato con 99 t,
entre otros. Dentro del estado de Michoacan es el municipio de los Reyes el que
aporta la mayor produccion con 125 000 toneladas en una superficie cultivada de 5
mil 164 hectareas, seguido del municipio de Periban con una produccion de 49 mil

859 toneladas, en una superficie cultivada de 2 mil 167 hectareas; Tacambaro



aporta 10 mil 650 toneladas, que se obtienen en una superficie de mas de mil
hectareas, entre otros (SEDRUA, 2018).

En la actualidad la tendencia a disminuir el consumo de carnes rojas y grasas
saturadas, e incrementar el consumo de productos “naturales”, ha sido el factor
importante para el rapido crecimiento de la produccion y comercializacion a nivel
mundial de las frutas llamadas “berries” (zarzamora, arandano y frambuesa) (Meza
et al., 2013), su principal comercializacion es hacia los paises como Europa
Occidental, E.U.A y Canad4, y en los ultimos afios también se han abierto nuevas
posibilidades a nuevos mercados como es el caso de Arabia Saudita y Japon (De
la Tejera et al., 2004).

Su consumo, ya sean frescas o procesadas, presenta una excelente fuente
de sustancias nutracéuticas con alto potencial antioxidante (Lee et al., 2012). En los
ultimos afos diversas investigaciones han reportado las propiedades benéficas que
aporta a la salud humana, dentro de las cuales se encuentra la inhibicion a
afectaciones hepaticas (Liu et al., 2010), alta actividad antiinflamatoria,
antimicrobiana (Heinonen, 2007), neuroprotectora (Chen et al., 2013),

antiangiogénica (Medda et al., 2015) y anticancerigena (Koni¢ et al., 2011).

Su principal consumo es en fresco como postre y en la agroindustria se utiliza
para elaborar jugos, pulpas concentradas, extractos, saborizantes en yogur y
helados, polvos deshidratados, jaleas y ates. A menudo se emplea para la
confeccion de licores o confituras, asi como para reposteria. Para usos medicinales
se aprovechan las hojas, los botones florales, los frutos y, en menor medida, la raiz
(Sanchez, 2009).

2.2Generalidades de la zarzamora

La zarzamora es una especie fruticola originaria de Europa, Asia y América,

de crecimiento arbustivo, produce un fruto de color negro brillante con sabor dulce
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y aromatico. Pertenece al grupo de las frutillas o berries y al sector de “frutas finas”
(denominacion que se vincula al aspecto comercial y no al botanico) que incluye a
un conjunto de especies que se caracterizan por su reducido tamafio en

comparacion con otras frutas como las citricas (Sanchez, 2009).

El inicio del cultivo de zarzamora en México comenz0 a mediados de los
ochenta, al establecerse los primeros huertos comerciales con los cultivares Logan

en el estado de Morelos y Brazos en Michoacan (Arteaga, 2000).

2.3Clasificacion taxondmica

Clasificacion segun Del Toro y Carles, (2008).

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae
Subfamilia: Rosoideae
Tribu: Rubeae
Género: Rubus

Nombre cientifico: Rubus sp.

2.4Morfologia de la zarzamora

La planta de zarzamora es un arbusto sarmentoso de ramas arqueadas y
espinosas; su sistema radicular sirve de sostén, como érgano de absorcidn y
almacén de alimentos, ademas de ser de suma importancia para la multiplicacién
vegetativa de la planta (Clark et al., 1992). El sistema radicular es fasciculado

superficial, presenta desarrollos primarios y secundarios, esta formado por raices y



brotes que tienen la capacidad de emitir retofios o hijuelos (Sanchez, 2009; Corzo,
1995). Sus hojas son compuestas de 3 o0 5 foliolos elipticos y de borde aserrado,
dispuestos de forma palmeada. Sus flores crecen en racimos compuestos, con 5
sépalos y 5 pétalos blancos o rosados sobre un receptaculo ensanchado, con
numerosos estambres. Su fruto estd formado por muchas drupas, es decir es una
polidrupa su la coloracion es rojiza al inicio y se torna a negra brillante cuando
madura (Sanchez, 2009; Hedrick, 1925).

2.5Variedades de zarzamora

El género Rubus agrupa a especies de plantas pertenecientes a la familia de
las rosaceas, subfamilia Rosoideae. Comprende 2208 especies descritas y de
estas, solo 331 aceptadas (Davidse et al., 2014). En los afios 90 existian diferentes
cultivares de esta especie como lo son Shwnee, Rosborough, Brazos, Cheyenne,
Darrow, Cherockee, Comanche, Navaho y Choctaw; algunos de éstos se adaptaron
para su cultivo en México, particularmente en las zonas de los estados de
Michoacan, México y Puebla (Clark, 1992; Moore, 1997).

Las variedades existentes utilizadas en el pais son de origen estadounidense
y los primeros intentos por estudiar su adaptabilidad en México se hicieron hace
aproximadamente 25 afios (Pacheco, 1975). En Michoacan cerca del 90% de la
superficie cultivada de zarzamora corresponde a la variedad Tupy, debido a su facil
adaptacion respecto a las condiciones climaticas de la region (Muratalla et al.,

1999). Entre las variedades con mejores caracteristicas se encuentran:

Brazos. Originaria de Texas y liberada en 1959, su habito de crecimiento es
semierecto y con alto vigor que permite establecer menos plantas por hectarea
(Cano et al., 1989). La cafia requiere de un periodo minimo de crecimiento de 6
meses para iniciar la diferenciacion de yemas florales, las primeras cosechas

ocurren a finales de noviembre, con el grueso de la produccion de marzo a junio.
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Sus frutos son grandes (8-9g), acidos y firmeza mediana y muy sensible a la

remision de color (cambio de negro a rojo) una vez cortados. (Lopez, 2006).

Cherokee. Liberada en 1974 en Arkansas, su habito de crecimiento es erecto
y medianamente productivas, sus frutos son firmes de baja acidez (Moore et al.,

1974), tamafio mediano (6-7g) y buena vida de anaquel (L6pez, 2006).

Cheyenne. Liberada en 1974 en Arkansas, su habito de crecimiento es
erecto, su periodo de flor a fruto es de aproximadamente 50 dias, sus frutos son

firmes y de baja acidez (Moore et al., 1977).

Choctaw. Liberada en Arkansas en 1990, su habito de crecimiento es erecto
y vigoroso, precoz y su fruto es mediano (5 a 6g por fruto), dulce y firme (Moore et
al., 1977).

Comanche. Liberada en 1974 en Arkansas, su floracion es temprana
(noviembre), y su brotacion se puede uniformizar lo que reduce el periodo de
cosecha (Moore et al., 1974).

Kiowa. Esta variedad sobresale por su tamafio (10g). Sus frutos tienen
caracteristicas similares a las de “Brazos” y similar periodo de cosecha (Lopez,
2006).

Logan. Es una variedad precoz, su fruto grande y de color marron, tiene
excelente brotacion y la cosecha es de enero a febrero, libre de heladas y muy
productiva (Mutarralla et al., 1999).

Tupy. Son plantas de habito erecto, los frutos son de gran tamafio firmes y
alargados, con buen balance en el contenido de azucares y acidos, sus semillas son

pequefias y su vida de anaquel es buena (L6pez, 2006).
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2.6 Principales enfermedades de la zarzamora

El mildiu velloso. Cuyo agente causal es Peronospora sparsa Berk., es una
de las enfermedades mas destructivas de la zarzamora, alcanzando pérdidas de
hasta el 100% si no se realiza un control adecuado y oportuno, especialmente en
las zonas frescas y himedas, se caracteriza por formar manchas angulares color
purpura o carmin distribuidas a lo largo de las nervaduras de las hojas que cubren
una granparte de la superficie. Los pedicelos de los frutos y del racimo floral
manifiestan coloracion purpura en uno de sus lados. En Primocafias causa retraso
en el crecimiento, el fruto en desarrollo pierden su brillo, adquiere una coloracion

rojiza y se seca (Rebollar, 2014).

El moho gris. Ocasionado por Botrytis cinerea., ataca a cientos de plantas
cultivadas, incluyendo frutales y hortalizas, ademas de malezas, en el caso de las
frutillas puede causar pérdidas hasta del 100% en poscosecha si no se realiza un
buen manejo en campo. Las flores infectadas muestran un color café y
posteriormente se secan, en condiciones de alta humedad es posible observar
sintomas y esporulacion del hongo en campo. Esta enfermedad requiere de un
enfoque preventivo para su manejo, ya que la falta de sintomas en campo no indica

falta de infeccién de los frutos (Rebollar, 2014).

Pudricion de la raiz. Ocasionada por Phytophthora spp., se desarrolla en
ambientes humedos y cuando se mantiene una temperatura entre los 15 y 23°C,
inverna en forma de oosporas, clamidosporas o micelio en el suelo o en las raices
gue va infectando; en primavera las oosporas y clamidosporas germinan en forma
de zoosporas, mientras que el micelio prosigue su desarrollo, produce
zoosporangios que liberan zoosporas 0 ambas cosas; estas ultimas nadan en el
agua del suelo e infectan las raices de las plantas susceptibles al entrar en contacto
con ellas (Agrios, 1999). Los principales sintomas son necrosis en el borde de las
hojas, marchitez y muerte del apice foliar, junto con brotes laterales cloréticos y

marchitos, provocan menor produccion de brotes y sintomas de deficiencias
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nutricionales por la falta de aérea radicular para absorber raices (De la Tejera et al.,
2004).

Agalla de la corona. Ocasionado por Agrobacterium tumefaciens., se
caracteriza por la formacion de tumores o agallas de tamafio y forma variables entre
raices y tallos, provocando en la planta un crecimiento deficiente y menor
productividad (Moore y Skirvin, 1990; De la Tejera et al., 2004).

Roya. Su agente causal es Kuehneola uredinis, se desarrolla en ambientes
con altas temperaturas, las hojas maduras y basales son las primeras en mostrar
pequefas pustulas amarillas en el envés avanzando hasta cubrir toda la hoja, si es
severo causa defoliacion, el mayor dafio econdmico se produce cuando las pustulas
aparecen en los frutos, al ser estos inmaduros se observan drupeolos maduros
mientras que el resto permanecen verdes y en los frutos maduros se observan
pustulas amarillas a anaranjadas sobre los drupeolos acompafado de

deshidratacion (De la Tejera et al., 2004).

Fusariosis. El agente causal es Fusarium oxysporum, esta enfermedad se
reportod recientemente como un problema fitopatolégico que ataca al cultivo de la
zarzamora (Rubus spp.), ocasionando sintomas de marchitez y muerte de plantas.
En 2011 se identifico en el cultivar “Tupy” en los Reyes, Michoacan, en donde se
encuentra la mayor produccién de este cultivo en México, en el mismo afio se
reporto en California, E.U., con una incidencia hasta del 40 % (Gordon et al., 2016).
La marchitez vascular aparece en cualquier etapa del cultivo, invadiendo el tejido

vascular de las plantas hospedantes (Elmer, 2006; Koike et al., 2015).

Se caracteriza por producir colonias de rapido crecimiento, con morfologia
muy variable y puede presentar dos tipos: una de tipo micelial caracterizada por la
produccion de abundante micelio aéreo, algodonoso, con una coloracién variable,
de blanco a rosado durazno, pero usualmente con un tinte purpura o violeta mas

intenso en la superficie del agar y pocas microconidias (Booth, 1970). Algunas
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especies de Fusarium pueden presentar, en medios de cultivo sintético, colonias
blancas, cremas, naranjas, pardo, pardo-rojizo, rojo carmin, rosa, purpura, e incluso
azuladas (Nelson et al., 1983).

Lasiodiplodia sp. En el afio 2017 se presenté una serie de sintomas no
descritos por patdgenos causales comunmente identificados en el cultivo de
zarzamora entre los que se encuentran necrosis de hojas, ramas y tallos (con una
progresion basipétala), seguido por defoliacion y muerte de la planta, en 2019 fue
caracterizado morfologica y molecularmente (Contreras et al., 2019). Comunmente
esta enfermedad provoca muerte descendente, cancer, gomosis, tizén de la hoja,
pudricion de raiz en plantas maderables y cultivos como uva, mango y aguacate
(Pitt et al., 2009), es un patdgeno con escasos estudios de patogenicidad, es
considerado cosmopolita y tiene un amplio rango de hospederos, incluidos

monocotiledéneas, dicotiledoneas y gimnospermas (Abdollahzadeh et al., 2010).

La morfologia de su ascocarpo es de color café oscuro a negro, agregado,
con pared gruesa de color café oscuro y hialino en capas internas, de 250- 400 um
de diametro (Phillips et al., 2013), Las colonias en medio de cultivo son
moderadamente densas, con micelio aéreo, inicialmente blancas tornandose gris-
olivo a los 7 dias y con el tiempo adquieren un color negro. Las temperaturas de
crecimiento son 15 °C minima, 28 °C como 6ptima y 40 °C como maxima (Slippers
et al., 2004; Alves et al., 2008).

2.7 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

La mayoria de las bacterias asociadas a las plantas derivan del medio
ambiente del suelo, migrando a la rizosfera y posteriormente al rizoplano, e incluso
algunas pueden penetrar las raices de las plantas y desplazarse a partes aéreas,
presentando una densidad bacteriana decreciente en comparacién con la de la

rizosfera o las poblaciones colonizadoras de las raices (Compant et al., 2010).
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Las rizobacterias pueden presentar un efecto benéfico, neutro o negativo
para la planta, por ello resulta importante sefalar que el grupo de BPCV (bacterias
promotoras del crecimiento vegetal) sélo lo conforman aquellas Utiles para el

crecimiento de la planta (Dos Santos, 2005).

En 1978, Kloeppler y Schroth introdujeron el término de rizobacterias en sus
experimentos con rabanos, definiéndolo como la comunidad bacteriana que
coloniza competitivamente las raices de la planta, que estimulan su crecimiento y a
su vez reducen la incidencia de las enfermedades. Més tarde en el afio de 1981
designaron a este grupo bacteriano como rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR por sus siglas en inglés: Plant Growth Promoting Rhizobacteria)
(citado en Jha et al., 2012).

Las bacterias asociadas a las plantas tipicamente intercambian sefiales con
su hospedero y poseen diversos mecanismos de estimulacion (Preston et al., 1998),
generalmente establecen tres pasos que son: la atraccion de la bacteria hacia la
rizosfera de su hospedero (Albareda et al., 2006), adhesién y colonizacion a la
superficie de la raiz (Oliveira et al., 2009); y por ultimo deben presentar funcionalidad

de la simbiosis asociativa (Jha et al., 2012).

Las PGPR son capaces de estimular el crecimiento vegetal de manera
directa e indirecta y poseen una serie de mecanismos complejos que al interactuar
entre si establecen relaciones benéficas, en especial con las raices de las plantas
objetivo (Camelo et al, 2011). Dentro de los mecanismos directos se incluye la
produccion de fitohormonas (auxinas, citocininas, etileno, &cido absicico y
giberelinas), biosolubilizacion de fosfatos, reduccién de hierro y adquisicién de
nutrientes esenciales (Ghoalami et al., 2009; Molina et al., 2015; Olanrewaju et al.,
2017; Ali et al., 2017). Los mecanismos indirectos incluyen los mecanismos de
biocontrol (antibiéticos, sideréforos, enzimas liticas, produccién de metabolitos),

emision de compuestos organicos volétiles, resistencia sistémica inducida, entre
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otros (Cattelan et al., 1999; Molina et al., 2015; Matillay Krell, 2018; Jain et al., 2017,
Broekgaarden et al., 2015).

Se ha reportado que muchos tipos de bacterias pueden regular el crecimiento
de las plantas desde la distancia, sin llegar a tener algun tipo de contacto con ellas,
por tal motivo se sugiere la posibilidad de que estas bacterias emitan compuestos
volatiles que promuevan o inhiban el crecimiento de las plantas (Ryu et al., 2004;
Lee et al., 2012: Park et al., 2015). Los compuestos organicos volatiles (VOCs), son
compuestos de bajo peso molecular con propiedades antimicrobianas, producidos
por PGPR, que actian como moléculas precursoras o sefializadoras de vias que
conducen a la produccion de hormonas de crecimiento de plantas y a su vez
promover el crecimiento vegetal, inhibir el crecimiento de patégenos e inducir
respuesta sistémica (Tahir et al., 2017; Schmidt et al., 2015; Vidhyasri et al., 2019).

2.8 Bacterias endofitas

Las primeras evidencias de asociacion entre microorganismos enddfitos y
plantas, se originaron de observaciones en tejidos y hojas fosilizadas, lo que soporta
la inferencia de que la asociacion planta-endéfito pudo haber ocurrido junto con la
aparicion de las primeras plantas en la tierra (Hua et al., 2006). Lo cual indica que
es posible que algunos de estos microorganismos endoéfitos hayan adquirido un
sistema para transferir informacion genética a las plantas hospederas o viceversa,
garantizando su adaptacion a diferentes ambientes y a la planta hospedera
(Tsavkelova et al., 2007).

Las bacterias endofitas son reconocidas como aquellos organismos que
residen en tejidos de las plantas, principalmente espacios intercelulares, raramente
en espacios intracelulares y dentro de tejidos vasculares sin causar sintomas de
enfermedad en la planta (Bacon et al., 2000). La penetracion en la planta puede

ocurrir por estomas, heridas, areas de emergencia de raices laterales, siendo que
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estas bacterias pueden producir enzimas hidroliticas capaces de degradar la pared

celular de los vegetales (Macculley, 2002).

La densidad poblacional de bacterias endéfitas es altamente variable,
depende de la especie de bacteria y el genotipo de la planta hospedera, del estado
de desarrollo de la planta, densidad del in6culo y las condiciones ambientales (Pillay
et al., 1997). Estudios moleculares recientes sobre diversidad de bacterias endofitas
han revelado una alta riqueza de filotipos, que promueven el crecimiento de las
plantas, suprimen fitopatdbgenos, ayudan a remover contaminantes, solubilizan
fosfato y contribuyen a la asimilacién biolégica de nitrégeno (Rosenblueth et al.,
2006).

Varios géneros bacterianos han sido reportados como endofitos y
promotores del crecimiento vegetal, entre los mas importantes y comunmente
mencionados se encuentran Pseudomonas, Burkholderia, Stenotrophomonas,
Micrococcus, Pantoea y Microbacterium, por mencionar algunos (Hallmann et al.,
1997; Méarquez et al., 2010)

2.9Bacillus

Las especies del género Bacillus se caracterizan por ser bacilos aerobios
formadores de esporas y con estilos de vida versatiles al encontrarse en diversos
ambientes (Bhunia, 2018). Aun cuando dentro de este género se encuentran
especies patdgenas la mayoria incluye especies responsables del control bioldgico
de enfermedades y plagas que atacan a los cultivos. Actualmente los estudios que
se llevan a cabo con estas bacterias se han centrado en la capacidad de algunos
de sus representantes de actuar como bacterias bioprotectoras y promotoras del

crecimiento vegetal (Orbera et al., 2007).

Numerosas especies de este género se han reportado como productoras de

sustancias con actividad fungicida y bactericida, entre las que figuran la subtilisina
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y la iturina. Produccion de metabolitos secundarios y hormonas como las auxinas,
ACCdesaminasa, produccion de acido absicico y acido indolacético (Xin et al., 2016;
Bhutani et al., 2018; Saikia et al., 2018; Salomon et al., 2014; Park et al., 2017).

Dentro de este género B. subtilis, B. cereus y B. pumilus, son capaces de
inhibir a los géneros Pithium y Rhizoctonia (Castellanos, 2002); Helmintosporium,
Fusarium y Curvularia (Muhammad, 2003; Lin et al., 2014); Botrytis y Cochliobolus
(Rojas et al.,, 2018); Collectotrichum, Cercospora y Alternaria, entre otros
(Fernandez, 1988).

Il HIPOTESIS

Las bacterias enddfitas del género Bacillus spp. cepas E25, COPE52, UM96
y CR71, promueven el crecimiento de plantas de zarzamora (Rubus subgénero
Eubatus) e incrementan su resistencia contra los hongos fitopatbgenos Fusarium

oxysporum y Lasiodiplodia sp.
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V. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la inoculacion de bacterias endéfitas del género Bacillus
spp. sobre diversos parametros morfolégicos de plantas de zarzamora, variedades
Kiowa, Tupy y la seleccion UM13, asi como su resistencia contra los hongos

fitopatdgenos Fusarium oxysporum y Lasiodiplodia sp.

4.2 Objetivos especificos

e Evaluar la inhibicion in vitro de F. oxysporum y Lasiodiplodia sp., mediante la
emision de compuestos difusibles y compuestos organicos volatiles emitidos
por cepas enddfitas del género Bacillus spp.

e Evaluar la promocién del crecimiento vegetal de plantulas de zarzamora
cultivadas in vitro por la emision de compuestos difusibles y compuestos
organicos volatiles emitidos por cepas enddfitas del género Bacillus spp.

e Analizar el comportamiento morfolégico de las plantas crecidas bajo
condiciones de invernadero e inoculadas con cepas enddfitas del género

Bacillus spp., y los fitopatogenos F. oxysporum y Lasiodiplodia sp.
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CAPITULO I. ACTIVIDAD ANTAGONICA in vitro DE CEPAS ENDOFITAS
Bacillus spp., SOBRE F. oxysporum Y Lasiodiplodia sp., MEDIANTE LA
EMISION DE COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES Y DIFUSIBLES.

RESUMEN

Las bacterias enddfitas asociadas a los cultivos proveen de importantes beneficios
a las plantas promoviendo su crecimiento y exhibiendo actividad antifingica ante
diversos fitopatdgenos. En los udltimos afios el cultivo de zarzamora (Rubus
subgénero Eubatus) se ha visto seriamente dafiado por los hongos fitopatogenos F.
oxysporum Yy Lasiodiplodia sp., lo que ha repercutido considerablemente en la
pérdida de areas de produccion. Dadas las caracteristicas de las bacterias
endodfitas, en este estudio se plantedé analizar los efectos antifungicos de
compuestos difusibles y compuestos organicos volatiles producidos por las cepas
bacterianas endofitas E25, COPE52, UM96 y CR71 del género Bacillus spp., que
fueron previamente aisladas e identificadas, sobre los hongos fitopatégenos F.
oxysporum y Lasiodiplodia sp. Durante los experimentos de biocontrol las cepas
enddfitas de Bacillus spp., presentaron efectos inhibitorios in vitro sobre los hongos
fitopatdgenos F. oxysporum y Lasiodiplodia sp. En la emision de compuestos
difusibles destacé la cepa E25 para ambos casos inhibiendo con un 22.79% vy
44.58% respectivamente. La emision de compuestos organicos volatiles de la cepa
E25 fue la dnica que presentd un efecto inhibitorio sobre el fitopatogeno F.
oxysporum con un 10.4%, respecto al fitopatdgeno Lasiodiplodia sp., fueron las
cepas E25, COPE52 y CR71 las que presentaron un efecto inhibitorio similar con
un 13.7%. En conclusion las cepas enddfitas del género Bacillus analizadas inhiben
el crecimiento de ambos fitopatdgenos y a la vez abren una nueva puerta para su

uso prometedor como biocontrol.

Palabras clave: Bacterias enddfitas, Biocontrol, Antifungico, Bacillus, F.

oxysporum, Lasiodiplodia sp.
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ABSTRACT

The endophytic bacteria associated with crops provide important benefits to plants
by promoting their growth and exhibiting antifungal activity against various
phytopathogens. In recent years, the cultivation of blackberry (Rubus subgenus
Eubatus) has been seriously damaged by the fungal pathogens F. oxysporum and
Lasiodiplodia sp., which has had a considerable impact on the loss of production
areas. Given the characteristics of endophytic bacteria, in this study it was proposed
to analyze the antifungal effects of diffusible compounds and volatile organic
compounds produced by endophytic bacterial strains E25, COPE52, UM96 and
CR71 of the genus Bacillus spp., which were previously isolated and identified, on
phytopathogenic fungi F. oxysporum and Lasiodiplodia sp. During the biocontrol
experiments, the endophytic strains of Bacillus spp., presented in vitro inhibitory
effects on the F. oxysporum and Lasiodiplodia sp. In the emission of diffusible
compounds, strain E25 inhibiting the growth of F. oxysporum and Lasiodiplodia sp.
a 22.79% and 44.58%, respectively. The emission of volatile organic compounds of
strain E25 was the only one that had an inhibitory effect on the phytopathogen F.
oxysporum with 10.4%, compared to the phytopathogen Lasiodiplodia sp., strains
E25, COPE52 and CR71 had a similar inhibitory effect with 13.7%. In conclusion,
the endophytic strains of the Bacillus genus analyzed inhibit the growth of both
phytopathogens and at the same time open a new door for promising use as a

biocontrol agent.

Keywords: Endophytic bacteria, Biocontrol, Antifungal, Bacillus, F. oxysporum,
Lasiodiplodia sp.
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INTRODUCCION

En los ultimos afos el cultivo de las frutillas o “berries” se ha potencializado
gracias a la alta demanda que presentan en el mercado, por los grandes beneficios
gue aportan a la salud y al conjunto de propiedades nutracéuticas que poseen,
convirtiéndolo en un cultivo altamente comercial (Baby et al., 2017; Kalt et al., 2019).
Dentro de este grupo de “berries”, se encuentran los cultivos de fresa (strawberry),
arandano (blueberry), frambuesa (raspberry) y zarzamora (blackberry). Esta ultima
ha posicionado a México como principal productor a nivel mundial gracias a su
cultivo, y es el estado de Michoacan el que aporta la mayor produccién con un 96%
(SIAP, 2018).

Sin embargo, en los ultimos afos el atague de patdgenos ha repercutido
notablemente ocasionando incluso la pérdida total de areas de produccion, dentro
de estos patdgenos se encuentra Fusarium oxysporum, recientemente reportado
como un problema fitopatoldgico que ataca al cultivo de la zarzamora (Rubus spp.),
ocasionando sintomas de marchitez y muerte de plantas. Hernandez et al. (2015),
reportaron el marchitamiento de zarzamora en México por Fusarium, en el mismo
afo, se reportd e identifico como F. oxysporum en zarzamora en California, E.U.,

con una incidencia hasta del 40 % (Gordon et al., 2016).

Derivado del analisis filogenético efectuado mediante técnicas moleculares y
estudios de rango de hospedantes a los aislamientos de F. oxysporum procedentes
de México y California, se plantea el designar a F. oxysporum patogénico a
zarzamora como F. oxysporum f. sp. mori, al identificarse mediante pruebas in vitro
también afecta a algunos cultivares de fresa, mientras que en arandano y frambuesa

no desarrollaron sintomas (Pastrana et al., 2017).

Otra de las enfermedades que se ha presentado en los ultimos afios es el
cancer de ramas Y tallos de zarzamora, sin embargo en México pocos estudios se

han realizado relacionados a esta enfermedad, dandole mas énfasis a
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enfermedades tales como el mildiu velloso que ha sido responsable de pérdidas en

un 10% y moho gris en menor proporcion (Rebollar, 2014).

En 2019 se identificO este patdbgeno como Lasiodiplodia sp., mediante
caracterizacion morfolégica y molecular (Contreras et al., 2019). Esta relacionado
con cultivos como mango, uva, aguacate entre otros al causar grandes dafos
(Phillips et al., 2013).

Por lo general, el control de enfermedades se basa en el uso de
agroquimicos, los cuales causan dafios al ambiente y al suelo, afectando
negativamente la microbiota del suelo. Afortunadamente existen microrganismos
antagonistas que presentan mecanismos de accién por competencia, micro
parasitismo, induccion de mecanismos de resistencia y antibiosis (Figueredo et al,
2017), refiriendose esta ultima a la produccion de sustancias toxicas que inhiben o
destruyen la pared celular de los microorganismos patdégenos como es el caso de
F. oxysporum, impidiendo que continten desarrollandose (Lin et al., 2014; Wan et
al., 2017). Algunos ejemplos son Trichoderma sp., y Bacillus spp., entre otros, los
cuales poden ser inoculados con frecuencia sobre las raices de las plantas (Nieto
et al., 2018).

Por lo tanto, a fin de promover la microflora del suelo, es recomendable la
aplicacion de productos organicos enriguecidos con organismos que contribuyan a
incrementar la abundancia y diversidad de microorganismos benéficos y materiales
gue promuevan la resistencia de las plantas. Dados los mecanismos que emplean
las cepas Bacillus spp., para inhibir el crecimiento de los patdégenos, en el presente

estudio se ha propuesto el siguiente objetivo.

Evaluar la inhibicion in vitro de F. oxysporum y Lasiodiplodia sp., mediante la
emision de compuestos difusibles y compuestos organicos volatiles emitidos por
cepas enddfitas Bacillus spp.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento se desarroll6 en el laboratorio de Fisiologia Vegetal de la
Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez” de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo, ubicada en la Ciudad de Uruapan, Michoacan, México, cuya
localizacion geografica es 19° 23" 38.8"" de LN y 101° 05°54.6"" de LO.

Bacterias endofitas. Se utilizaron las cepas enddfitas E25, COPE52, CR71
y UM96 del género Bacillus spp., proporcionadas por el Dr. Gustavo Santoyo
Pizano, Profesor Investigador del Centro de Investigaciones Biologicas de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Las cepas bacterianas fueron
previamente aisladas de plantas de zarzamora variedad Tupy en la region de Ario
de Rosales, Michoacan, México.

Hongos fitopatdgenos de zarzamora. Se utilizaron los hongos
fitopatogenos F. oxysporum y Lasiodiplodia sp., los cuales fueron previamente

aislados de plantas de zarzamora del Municipio de Peribéan,, Michoacan, México.

Cinética de crecimiento bacteriano

Se realizO una cinética de crecimiento bacteriana para determinar el
momento apropiado de realizar la inoculacion a las plantas de zarzamora, buscando
un minimo de 1x10® UFC/mL. Para ello se colocé 1 mL de cada cepa bacteriana
previamente activada individualmente en un matraz de 100 mL de medio PD (200g
de papa + 20g de dextrosa por litro a un pH de 7, se esterilizara a 120 kPa de presién
durante 15 min). Se incubaron en un agitador (Llumistell IRO-70) a 120 rpm a 20
°C, se registro la absorbancia del caldo bacteriano de cada aislado a una longitud
de onda de 540 nm cada 8 horas, tomando 1 mL del caldo y colocandolo en una
celda de luz visible, las lecturas se tomaron en un espectrofotémetro (JENWAY
6305). Posteriormente se generd una curva de crecimiento con los datos obtenidos
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de cada uno de los aislados y se determiné la fase exponencial y estacionaria en

cada curva.

Cuantificacién de unidades formadoras de colonias por mililitro

Con base en las cinéticas de crecimiento obtenidas previamente se
determiné el nimero de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mL)
de cada una de las cepas tomando una muestra a la hora que se presente la fase
estacionaria. El numero de unidades formadoras de colonias se determind mediante
el método del numero mas probable (NPM) de acuerdo a Alexander (1982) y con
base en las tablas de McCrady (1915). Para ello se realizaron diluciones seriadas
con agua estéril en factor 10, desde 10t a 10, se tomaran 100 pL de la suspension
bacteriana de cada una de las cepas individualmente en el tiempo que se presente
la fase estacionaria, se colocaron en un tubo Eppendorf con 900 pL de agua
destilada estéril, se realizaran las diluciones establecidas y de la 104, 10°y 10° se
tomaran 100 pyL de cada una de ellas individualmente y se incubaran en placas de
agar nutritivo por triplicado, a 30° C durante 24 horas, para posteriormente realizar

el conteo de las colonias y determinar las UFC.

Pruebas de inhibicién in vitro

Se realizaron pruebas de inhibicion in vitro para evaluar el efecto directo de
compuestos difusibles y compuestos organicos volatiles producidos por cepas
bacterianas de Bacillus spp., sobre los hogos fitopatdgenos F. oxysporum y
Lasiodiplodia sp. Utilizando la técnica del rayado con la bacteria en forma de cruz y
utilizando cajas Petri con una division para cada efecto respectivamente, cada cepa
fue probada con cada fitopatégeno, los cuales se colocaron 24 horas después de
realizarse el rayado. Las cajas Petri se incubaron en una estufa de crecimiento a
28°C, en oscuridad y se medié el crecimiento micelial de los fitopatégenos cada 24

horas por espacio de 6 dias.
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Disefio experimental

Se utilizd6 un disefio experimental completamente al azar con tres
repeticiones, en donde cada repeticion correspondio a cada hongo fitopatégeno (F.

oxysporum y Lasiodiplodia sp.), inoculado con la bacteria.
Analisis de datos

Los datos obtenidos fueron analizados mediante un analisis de varianza y las
variables que presentaron diferencias significativas fueron analizadas con la prueba

de Duncan (P<0.05). Todos los analisis se hicieron con la ayuda del paquete

estadistico SAS (Statistical Analysis System) version 9.2.
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RESULTADOS

Cinética bacteriana

La Figura 1 muestra la fase exponencial y estacionaria del crecimiento
bacteriano de las diferentes cepas enddfitas, las cepas CR71 y UM96 requirieron
24 horas de incubacién para llegar a la fase estacionaria, la cepa E25 requirié 36 h
y COPES2 requiere de 32 horas.

2,

<
% 1.2 - E25
=z 1
no= COPE5?2
g 08 - ——CR71
——UM96
04 -

0 T T T T T T T T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

HORAS

Figura 1. Cinética de crecimiento bacteriano de las cepas endéfitas E25, COPE51, CR71 y UM96
Bacillus spp.

Cuantificacion de unidades formadoras de colonias por mililitro

En el cuadro 1 se presenta el conteo de las unidades formadoras de colonia
por mililitro (UFC/mL 1), de las cepas evaluadas en un periodo de 24 horas de
incubacion, La cepa COPES52 obtuvo mayor cantidad de unidades con 4.2x10°,
E25, CR71 y UM96 mostraron menor crecimiento bacteriano, sin embargo lograron

obtener la cantidad necesaria Yy eficiente para realizar las inoculaciones.
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Cuadro 1. Unidades formadoras de colonias por mililitro de las cepas E25,
COPE52, CR71 y UM96 de Bacillus spp.

Cepa Hora de incubacion UFC/ml
E25 24 2.3x10°
COPE52 24 4.2x10°
CR71 24 2.7x10°
UM96 24 2.8x10°

Las cepas enddfitas E25, CR71, UM96 de Bacillus spp., mediante la emision
de compuestos difusibles, presentaron diferencias estadisticas respecto al control,
destacando entre ellas la cepa E25 que inhibid en un 22.79% el crecimiento micelial
de F. oxysporum (Figura 2). Las cepas CR71 y UM96 inhibieron el crecimiento
micelial del fitopatdégeno en un 13.5% y 19% respectivamente, la cepa COPE52 no

mostrd ningun efecto sobre el crecimiento micelial.
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Figura 2. Efecto de la emision de compuestos difusibles producidos por las cepas endéfitas E25,

COPE52, CR71, UM96 de Bacillus spp., en el crecimiento micelial del fitopatdgeno F. oxysporum.
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En la inhibicién in vitro de F. oxysporum mediante la emisién de compuestos
organicos volatiles, la cepa endéfita E25 inhibié en un 10.4% el crecimiento micelial,
mientras que las cepas COPE52, CR71 y UM96 no mostraron diferencias

a

I I

Control E2  COPES2  CR/M UM96
Bacillus spp.

estadisticas (Figura 3).
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Figura 3. Efecto de la emision de compuestos organicos volatiles difusibles producidos por las cepas enddfitas
E25, COPE52, CR71, UM96 de Bacillus spp., en el crecimiento micelial del fitopatégeno F. oxysporum.

Las cepas endofitas de Bacillus spp., mediante la emisiébn de compuestos
difusibles, presentaron diferencias estadisticas respecto al control, destacando
entre ellas la cepa E25 que inhibi6 en un 44.58% el crecimiento micelial de
Lasiodiplodia sp (Figura 4). Las cepas COPE52 y CR71 inhibieron el crecimiento
del fitopatdogeno en un 8% y 20% respectivamente. La cepa UM96 no presentd

efectos inhibitorios mediante la emision de compuestos difusibles.

29



o
o
|

E a a
LR b =
S c
8 1 | d i
-230
L
g 20 1
E
g 10 -
S
0 T T T

Control E25  COPES2  CRT71 UM36

Bacillus spp.

Control E25 COPES2

Figura 4. Efecto de la emision de compuestos difusibles producidos por las cepas enddfitas E25,

COPES2, CR71, UM96 de Bacillus spp., en el crecimiento micelial del fitopatégeno Lasiodiplodia sp.

Mediante la emisién de compuestos organicos volatiles, las cepas enddfitas
E25, COPE52 y CR71 fueron estadisticamente iguales, todas presentaron la mayor
inhibicién in vitro de Lasiodiplodia sp. (13.7%), mientras que la cepa UM96 fue

estadisticamente igual al control (Figura 5).
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Figura 5. Efecto de la emisién de compuestos organicos volatiles difusibles producidos por las cepas
enddfitas E25, COPE52, CR71, UM96 de Bacillus spp., en el crecimiento micelial del fitopatégeno
Lasiodiplodia sp.
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DISCUSION

Los hongos fitopatégenos F. oxysporum y Lasiodiplodia sp., se han
identificado como organismos altamente dafiinos en las zonas de produccion del
cultivo de zarzamora, existe evidencia de que ciertos organismos biolégicos han
llegado a contrarrestar la actividad antifungica de dichos patdgenos. En el presente
estudio se utilizaron las cepas E25, CR71, COPE52 y UM96 del género Bacillus
spp., para evaluar el efecto inhibitorio sobre los patégenos previamente
mencionados. Se realizd una cinética de crecimiento bacteriano y la cuantificacion
de unidades formadoras de colonias para cada una de las cepas enddfitas, con el
objetivo de determinar la fase exponencial, estacionaria y el niumero de unidades

formadoras de colonias.

Las cepas enddfitas del género Bacillus spp., requieren diferentes tiempos
de exposicidon para alcanzar la fase estacionaria, sin embargo al realizarse la
cuantificacion de unidades formadoras de colonias las cuatro cepas presentaron la
cantidad necesaria para realizar la inoculacion, destacando entre ellas COPE52 al
obtener la mayor cantidad de unidades formadores de colonias con el menor tiempo

de exposicion.

En la emision de compuestos difusibles sobre el crecimiento micelial de
hongo fitopatégeno F. oxysporum., fue la cepa E25 la que presentd mayor
porcentaje de inhibicion, seguido de UM96 y CR71, siendo COPES2 la Unica cepa
gue no presentd ningun efecto inhibitorio, en el caso de Lasiodiplodia sp., también
destacé la cepa E25 con mayor porcentaje de inhibicién, pero en este caso fue la
cepa UM96 la que no tuvo un efecto inhibitorio sobre este patégeno. Respecto a la
emisidbn de compuestos organicos volatiles sobre el crecimiento micelial de F.
oxysporum., Unicamente la cepas E25 presentd un efecto inhibitorio sobre dicho
patogeno, para el caso de Lasiodiplodia sp., las cepas E25, COPE52 y CR71
presentaron efecto inhibitorio positivo sobre este patégeno a comparacion de UM96

gue no presentd ningun efecto sobre el crecimiento micelial de dicho patégeno. Los
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resultados concuerdan con los reportados por Rojas et al. (2018), quienes
determinaron que la inhibicion del crecimiento micelial del fitopatébgeno B. cinérea
mediante la emisién de compuestos difusibles y compuestos organicos volatiles
producidos por las cepas endofitas E25 y CR71. Ambas cepas inhiben el
crecimiento micelial del patégeno en un 14% y 24% respectivamente mediante la
inhibicion por compuestos difusibles y en un 40% y 52% mediante la inhibicion por

compuestos organicos volatiles.

Por otra parte, Contreras et al. (2018), determinaron la inhibicion del
crecimiento de hongos fitopatdgenos mediante la emision de compuestos difusibles
y compuestos organicos volatiles producidos por la cepa COPES2, esta cepa inhibio
un 10% y 45% el crecimiento del hongo respectivamente. Las cepas COPES2 y
CR71 inhibieron el crecimiento del fitopatdgeno en un 8% y 20% respectivamente,
la cepa UM96 no presenté efectos inhibitorios mediante la emisién de compuestos
difusibles ni tampoco en la emisiébn de compuestos organicos volatiles, motivo por
el cual se descarta como posible agente de biocontrol para este fitopatdogeno. El
ultimo dato presentado concuerda con este experimento donde en el caso del efecto
inhibitorio sobre Lasiodiplodia sp., mediante la emision de compuestos difusibles la
cepa UM96 no presentd ningun efecto inhibitorio sobre el crecimiento de dicho

patégeno.

Se ha demostrado que especies del género Bacillus spp., inhiben el
crecimiento de diversos patdégenos como es el caso de la cepa L3 (Bacillus
amyloliquefasciens) que mediante la emisién de compuestos organicos volatiles y
difusibles presenté actividad antagonista en pruebas in vitro contra F. oxysporum
f. sp. niveum (FON), logrando inhibir su crecimiento en un 68.4%, que causa
marchitamiento de la sandia y provoca grandes pérdidas en las areas de produccion
(Wu et al., 2019).

Asi mismo, Gautam et al, 2019, probaron que la cepa S1 de Bacillus

amyloliquefasciens inhibi6 el crecimiento de Clavibacter michiganensis.
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michiganensis, ademas de exhibir una solubilizacién de fosforo significativa (94.16%
SEI) y produccién de acido indolacético (27 microgramos-mL) en condiciones in
vitro. También se compar0 contra chancro bacteriano del tomate en condiciones
netas, la incidencia minima de enfermedad bacteriana por cancer fue de 30%

después de 30 dias de inoculacion.

Recientemente, Zhang et al. (2017), mediante un experimento de biocontrol
con Bacillus subtilis (GLB191) y B. pumilus (GLB197) enddfitos de hoja de vid,
probaron que estas cepas exhiben efectos preventivos con un 69 y 57.5 %

respectivamente contra Plasmopara viticola (mildiu de la vid).

34



CONCLUSIONES

El tiempo de inoculacion con las cepas endofitas del género Bacillus spp.,
depende del tiempo de exposicion requerido de cada una de ellas para alcanzar la

cantidad necesaria para realizar la inoculacion.

Las cepas enddfitas de Bacillus spp., presentan efectos inhibitorios in vitro
sobre los hongos fitopatdgenos F. oxysporum y Lasiodiplodia sp., mediante la
emisién de compuestos difusibles, destacando entre ellas la cepa E25 para ambos

casos.

El efecto inhibitorio in vitro de la cepa enddfita E25 de Bacillus sp., sobre el
fitopatdgeno F. oxysporum es de un 10.4%, siendo la Unica cepa que presento un
efecto mediante la emision de compuestos organicos volatiles. Respecto al
fitopatogeno Lasiodiplodia sp., las cepas E25, COPE52 y CR71 presentaron un
efecto inhibitorio similar con un 13.7%., resultando una alternativa viable para el

control de dichos fitopatdogenos.
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CAPITULO Il. PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL DE PLANTULAS DE
ZARZAMORA CULTIVADAS in vitro POR LA EMISION DE COMPUESTOS
DIFUSIBLES Y COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES EMITIDOS POR
CEPAS ENDOFITAS DEL GENERO Bacillus spp.

RESUMEN

El género Bacillus ha sido ampliamente estudiado gracias a la simbiosis mutualista
gue presenta con diversas familias de plantas, produce compuestos aromaticos,
hormonas vegetales, polisacaridos y enzimas relacionadas con el metabolismo del
fenilpropanoide, lo que representa un alto potencial para la promocion del
crecimiento vegetal. Dadas las caracteristicas de este género, en este estudio se
plante6 analizar los efectos de compuestos difusibles y compuestos organicos
volatiles producidos por cuatro cepas bacterianas endéfitas E25, COPE52, UM46 y
CR71 del género Bacillus spp., sobre la promocion del crecimiento vegetal de
plantulas de dos variedades y una seleccion de Rubus sp., cultivadas in vitro.
Mediante la emision de compuestos difusibles y compuestos organicos volatiles la
cepa COPE52 promovié la longitud de raiz de plantulas de la variedad Tupy con
3.14 y 3.03cm, el peso seco de raiz con 0.0049 y 0.0037g, para cada uno de los
tipos de emisién respectivamente, asi como la concentracién de clorofila en un
32.49% unicamente mediante la emisibn de compuestos organicos volatiles. La
cepa UM96 mediante la emision de compuestos difusibles inhibié en un 60.43% el
peso seco aéreo. El peso seco de raiz y aéreo de las plantulas de la variedad Kiowa
mediante la emision de compuestos difusibles se vio altamente influenciado por la
cepa COPES52 y es en el caso de la emisidbn de compuestos organicos volatiles la
cepa E25 la que presenta mayor porcentaje de promocién con un 85.29% respecto
al peso seco de raiz y 27.77 en cuanto al peso seco aéreo. Mediante la emisién de
compuestos difusibles la cepa CR71 logro incrementar el peso seco de raiz en un
200% y es la cepa COPES52 la que destaca en la promocion del peso seco aéreo
con un 29.16%. La cepa E25 destaca al promover el mayor porcentaje de aumento

con respecto al peso seco aéreo y de raiz con un 28 y 235% respectivamente, es la
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cepa CR71 la que promueve el mayor crecimiento de raiz mediante ambos efectos
de emision con un 203% para ambos casos. Las bacterias endofitas del género
Bacillus spp., promueven el crecimiento vegetal de las plantulas de las variedades
de Rubus sp., su efecto esta en funcion de la cepa con la cual sea inoculada cada

una de ellas y del tipo de emision que estas ejerzan.

Palabras clave: Bacterias enddfitas, Bacillus, zarzamora, in vitro, promocion del

crecimiento vegetal, compuestos organicos volatiles, compuestos difusibles
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ABSTRACT

The genus Bacillus has been widely studied thanks to the mutualistic symbiosis that
it presents with various families of plants, produces aromatic compounds, plant
hormones, polysaccharides and enzymes related to the metabolism of
phenylpropanoid, which represents a high potential for plant growth. Given the
characteristics of this genus, this study considered the effects of diffusible
compounds and volatile organic compounds produced by four endophytic bacterial
strains E25, COPE52, UM46 and CR71 of the genus Bacillus spp., on the promotion
of plant growth of seedlings of two varieties and a selection of Rubus sp., grown in
vitro. By issuing diffusible compounds and volatile organic compounds, strain
COPES52 promoted the root length of seedlings of the Tupy variety with 3.14 and
3.03cm, the dry root weight with 0.0049 and 0.0037g, for each of the emission types
respectively, as well as the concentration of chlorophyll in 32.49% only through the
emission of volatile organic compounds. The strain UM96 by the emission of
diffusible compounds inhibited air dry weight by 60.43%. The root and aerial dry
weight of the seedlings of the Kiowa variety through the emission of diffusible
compounds was highly influenced by the strain COPE52 and it is in the case of the
emission of volatile organic compounds the strain E25 which has a higher
percentage of promotion with 85.29% regarding the dry root weight and 27.77
regarding the aerial dry weight. By issuing diffusible compounds strain CR71
managed to increase the dry root weight by 200% and it is strain COPES2 that stands
out in the promotion of aerial dry weight with 29.16%. Strain E25 stands out by
promoting the highest percentage increase with respect to aerial and root dry weight
with 28 and 235% respectively, it is strain CR71 that promotes the greatest root
growth through both emission effects with 203% for both cases. The endophytic
bacteria of the genus Bacillus spp., Promote plant growth of the seedlings of the
varieties of Rubus sp., their effect is a function of the strain with which each of them
is inoculated and the type of emission they exert.

Keywords: Endophytic bacteria, Bacillus, blackberry, in vitro, plant growth

promotion, volatile organic compounds, diffusible compounds.
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INTRODUCCION

En los ultimos afos el cultivo de la zarzamora se ha posicionado como uno
de los mas importantes a nivel mundial gracias a la alta demanda que este presenta,
esto debido a las propiedades que brinda a la salud del ser humano y a su vez se
ha incrementado su demanda en las diferentes areas que lo procesan como lo son
la industria farmacéutica y gastronémica (Yand et al., 2015). Este cultivo ha logrado
posicionar a Michoacan como primer productor a nivel nacional y a su vez a México
como principal productor a nivel mundial (FAO, 2015; SIAP, 2018).

Dadas las exigencias del mercado se han incrementado las areas de
produccion de este cultivo, sin embargo los productores se enfrentan a diferentes
retos dentro de los que se encuentran escasez de mano de obra, falta de desarrollo
de genética local y la presencia de plagas y enfermedades. La base de la
problematica sanitaria que dicho cultivo ha presentado en los ultimos afios radica
en la falta de variedades desarrolladas en las regiones donde se establece, al ser
importadas estas son susceptibles al ataque de diversos patégenos y su desarrollo
se ve afectado por la limitada adaptacién a ciertas zonas. Es por ello que se requiere
mejorar la sanidad y el desarrollo de las plantas a través de diferentes técnicas, una
de ellas es mediante el uso de diferentes organismos biolégicos como lo son las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR). Se ha comprobado que
mediante la inoculacion de plantas de cultivo con ciertas cepas de PGPR en una
etapa temprana de desarrollo mejora la produccion de biomasa a través de efectos
directos sobre raices y brotes (Saharan et al., 2011; Liu et al., 2013; Liu et al., 2017;
Elsayed et al., 2017). Estas bacterias son capaces de estimular el desarrollo de las
plantas de manera directa e indirecta y poseen una serie de mecanismos complejos
gue interacttan entre si para establecer relaciones benéficas, especialmente con

las raices de las plantas (Camelo et al., 2011; Lin et al., 2014).

Dentro de este grupo se encuentra las bacterias enddfitas, que se definen

como aquellas que residen dentro de los tejidos vegetales de las plantas sin
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provocar ningun dafio (Rojas et al., 2016), entre los géneros identificados
comunmente como endofitos se encuentran Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia,
Strenophomonas, entre otras. Con el fin de promover el crecimiento vegetal de
plantas de zarzamora mediante el uso de cepas del género Bacillus sp, se ha

propuesto el siguiente objetivo.
Evaluar la promocién del crecimiento vegetal de plantulas de zarzamora

cultivados in vitro por la emision de compuestos difusibles y compuestos organicos
volatiles emitidos por cepas endéfitas del género Bacillus spp.
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MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Plantulas de zarzamora. Se utilizaron plantulas de zarzamora variedad
Kiowa, Tupy y la seleccion UM13 generada por el programa de mejoramiento
genético de frutillas de la Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez”. Todas las

plantulas fueron establecidas y propagadas mediante el cultivo in vitro.

Bacterias endofitas. Se utilizaron las cepas endofitas E25, COPE52, CR71
y UM96 del género Bacillus spp., proporcionadas por el Dr. Gustavo Santoyo
Pizano, Profesor Investigador del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas de
la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Las cepas bacterianas
fueron previamente aisladas de plantas de zarzamora variedad Tupy en la region

de Ario de Rosales, Michoacan, México (Contreras-Pérez et al., 2016).

Evaluacion de promocion del crecimiento vegetal de brotes de zarzamora

cultivados in vitro

Se establecieron 21 plantulas in vitro de cada variedad (Tupy y Kiowa) y la
seleccion (UM13), obtenidas de propagacion in vitro, para cada una de las cepas
enddfitas (E25, COPE52, CR71 y UM96) individualmente, en el caso de compuestos
difusibles se colocaron 100ul de suspension bacteriana a cada uno de los brotes a
una D.O de 0.5 por cepa, en el caso de compuestos organicos volatiles se colocaron
viales conteniendo la suspension bacteriana a una D.O de 0.5 en el centro del
frasco. Las plantulas se mantuvieron en un cuarto de crecimiento a una temperatura
de 24° C y un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad, durante 30 dias para
posteriormente medir altura de brote, crecimiento de raiz, determinar el contenido

de clorofila, y el peso seco y fresco.
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Disefio experimental

El experimento se condujo bajo un disefio completamente al azar para las
dos variedades y la seleccion (inoculadas con cada una de las cepas y un control).
Cada unidad experimental consté de un frasco con tres brotes y siete repeticiones.
Las variables evaluadas fueron: concentracion de clorofila, altura de plantula,

crecimiento de raiz, peso seco y fresco.
Analisis de datos

Los datos obtenidos fueron analizados mediante un analisis de varianza y las
variables que presentaron diferencias significativas fueron analizadas mediante la

prueba de Duncan (P<0.05). Todos los analisis se realizaron con la ayuda del

paquete estadistico SAS (Statistical Analysis System) version 9.2.
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RESULTADOS

Promocion del crecimiento vegetal in vitro de plantulas de Rubus sp., var.
Tupy, mediante la emision de compuestos difusibles producidos por cepas de

Bacillus spp.

La Figura 6, muestra el efecto de compuestos difusibles emitidos por las
cepas de Bacillus spp., sobre el crecimiento vegetal de las plantulas in vitro de
Rubus sp. var. Tupy. La longitud de raiz se vio favorecida por los efectos de la cepa
COPES52, con una longitud de 3.14 cm, seguido de UM96 y E25 con 1.53y 1.0 cm
respectivamente (Fig. 6a). Ninguna de las cepas presentd efectos de promocion
sobre la longitud aérea de las plantulas, hubo un efecto contrario de la cepa UM96
al inhibir en un 56% el crecimiento aéreo (Fig. 6b). Las plantulas tratadas con las
cepas COPES52, UM96 y E25 presentaron un mayor peso seco de raiz, destacando
la primera de ellas con 0.0167g (Fig. 6¢). Respecto al peso seco aéreo ninguna de
las plantulas tratadas con las diferentes cepas presentd efectos de promocion,
habiendo incluso una inhibicion de peso seco promovido por la cepa UM96 que
inhibioé el peso en un 52.61% (Fig. 6d). En cuanto al numero de raices laterales
fueron las cepas E25, COPE52 y UM96 las que promovieron con 1.85, 1,76 y 1.33
raices laterales respectivamente (Fig. 6f). Las cepas E25, COPE52 y CR71
incrementaron el contenido de clorofila en un 16% (Fig. 6e).
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Figura 6. Efecto de la emisiébn de compuestos difusibles por las cepas endéfitas E25,
COPE52, CR71, UM96 de Bacillus spp., sobre plantulas in vitro de Rubus sp., var. Tupy. a)
Longitud de raiz, b) Longitud aérea, c) Peso seco de raiz, d) Peso seco aéreo, €)

concentracion de clorofila y f) Nimero de raices laterales.

47



Promocién del crecimiento vegetal in vitro de plantulas de Rubus sp., var.
Tupy, mediante la emision de compuestos organicos volétiles producidos por

cepas de Bacillus spp.

El efecto de promocion del crecimiento de la raiz con las cepas Bacillus spp.,
mediante la emision de compuestos organicos volatiles sobre la raiz de Rubus sp.,
var. Tupy, fue la cepa E25 con un crecimiento de la longitud de 3.03 cm, seguido de
las cepas E25 y UM96 con 1.12 y 1.1 respectivamente (Figura 7a). La longitud aérea
no se vio favorecida por ninguna de las cepas, por lo contrario UM96 presento
efectos inhibitorios en un 32.94% (Fig. 7b). Las cepas E25, COPE52 y CR71
promovieron el peso seco de raiz, destacando COPES52 con 0.0037g (Fig. 7c). En
cuanto al peso seco aéreo ninguna de las cepas presento6 efectos de promocién en
efecto contrario la cepa COPE 52 present0 efectos inhibitorios con un 51.16% (Fig.
7d). La concentracion de clorofila se incremento6 con las cepas E25 y COPES2 al
presentar diferencias estadisticas respecto al control y fueron las cepas E25,
COPES2 y CR71 (Fig. 7e), las que incrementaron el niUmero de raices laterales (Fig.
7f).
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Figura 7. Efecto de la emisién de compuestos organicos volatiles por las cepas endodfitas
E25, COPE5S2, CR71, UM96 de Bacillus spp., sobre plantulas in vitro de Rubus sp., var.
Tupy. a) Longitud de raiz, b) Longitud aérea, c) Peso seco de raiz, d) Peso seco aéreo, €)

concentracion de clorofila y f) Namero de raices laterales.
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b)

Figura 8. Efecto de la emision de compuestos difusibles (a) y compuestos organicos
volatiles (b) por las cepas endofitas E25, COPE52, CR71 y UM96 de Bacillus spp., sobre

plantulas in vitro de Rubus sp. var. Tupy.
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Promocioén del crecimiento vegetal in vitro de plantulas de Rubus sp. var.
Kiowa mediante la emisién de compuestos difusibles producidos por cepas

de Bacillus spp.

La Figura 9a muestra el efecto de la emision de compuestos difusibles sobre
la longitud radical, las cuatro cepas fueron estadisticamente diferentes respecto al
control, destacando las plantulas inoculadas con las cepas COPE52 y UM96 al
presentar mayor crecimiento de raiz, con una longitud de 4.9 y 5.02 cm
respectivamente. La longitud aérea fue promovida por las cepas E25, CR71 y UM96
con 2.84, 2.72 y 2.76 cm de longitud respectivamente (Fig. 9b). El peso seco de raiz
Unicamente se vio favorecido por la cepa COPES2 con un peso de 0.013g (Fig. 9c).
En el peso seco aéreo de las plantulas inoculadas con las cuatro cepas presentaron
diferencias estadisticas sobre el control, destacando las plantulas inoculadas con la
cepa COPES2 con un peso seco de 0.022g (Fig. 9d). El contenido de clorofila se vio
influenciado por las cuatro cepas presentando las plantulas concentraciones de
entre 40.69 y 43.43 unidades SPAD (Fig. 9e). Las cepas E25 y UM96 promovieron

la emergencia de raices laterales (Fig. 9f).
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Promocién del crecimiento vegetal in vitro de plantulas de Rubus sp., var.
Kiowa, mediante la emision de compuestos organicos volatiles producidos

por cepas de Bacillus spp.

La figura 10a presenta el efecto de las cepas de Bacillus spp., sobre el
crecimiento de raiz de las plantulas, unicamente las plantulas inoculadas con las
cepas E25 y UM96 presentaron diferencias estadisticas respecto al control con 4.23
y 5.11 cm de longitud respectivamente. El crecimiento aéreo Unicamente se vio
favorecido por la cepa E25 y en efecto contrario lo presentaron las plantulas
incoculadas con las cepas COPES2 (Fig. 10b). Las plantulas inoculadas con las
cepas E25 y UM96 fueron las Unicas que presentaron diferencias estadisticas con
respecto al control con 0.0063 y 0.005g de peso seco de raiz (Fig. 10c). Las
plantulas incoludas con la cepa E25 se destacaron con un peso de 0.023g, seguidas
de las plantulas tratadas con la cepa UM96 que fueron significativas diferentes al
control con 0.021g de peso seco aéreo (Fig. 10d). Ninguna de las plantas tratadas
con las diferentes cepas presentaron diferencias estadisticas respecto al control
sobre el contenido de clorofila (Fig. 10e) y son las plantulas tratadas con las cepas
E25 y UM96 las Unicas que presentaron diferencias estadisticas en el numero de

raices laterales (Fig. 10 f).
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Figura 10. Efecto de la emision de compuestos organicos volatiles por las cepas enddfitas
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Figura 11. Efecto de la emisién de compuestos difusibles (a) y compuestos organicos
volatiles (b) por las cepas endodfitas E25, COPE52, CR71, UM96 de Bacillus spp., sobre
plantulas in vitro de Rubus sp., var. Kiowa.
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Promociéon del crecimiento vegetal in vitro de plantulas de Rubus sp.,
seleccion UM13, mediante la emision de compuestos difusibles producidos

por cepas de Bacillus spp.

Mediante la emision de compuestos difusibles para la longitud de raiz las
plantulas inoculadas con las cuatro cepas Bacillus sp., presentaron diferencias
estadisticas respecto al control destacando las plantula tratadas con las cepas
CR71 y UM96 con una longitud de 6.83 y 6.73 respectivamente (Fig.12a). En la
longitud aérea las plantulas inoculadas con las cepas COPE5S2 y UM96 presentaron
diferencias estadisticas respecto al control con 2.36 y 2.48 cm de longitud, la cepa
CR71 indujo menor longitud aérea en las plantulas en comparacién con el control
(Fig.12b). En el peso seco de raiz las plantulas tratadas con las cuatro cepas de
Bacillus spp., presentaron diferencias estadisticas respecto a las plantulas control
sobresaliendo las plantulas inoculadas con la cepa CR71 con un peso de 0.0060g
(Fig.12c). El peso seco aéreo solamente se vio favorecido por las cepas E25 y
COPES2 presentaron diferencias estadisticas respecto al control (Fig. 12d). La
concentracion de clorofila se vio favorecida en las plantulas inoculadas con las
cepas E25, CR71 y UM96, las que presentaron diferencias estadisticas, destacando
entre ellas las plantulas tratadas con la cepa E25 con una concentracion de 46.35
unidades SPAD (Fig. 12e). El nUmero de raices laterales se vio beneficiado por las
cuatro cepas del género Bacillus spp., destacando las plantulas incouladas con las

cepas E25 y CR71 con 2.5 raices laterales (Fig. 12f).

56



&
o

|
O
~
w

|

cdcbd4

(@]
|
o
o
]
|

—
|

Longitud de raiz (cm)
I
Longitud aérea (cm)

o (]
| 1
o
|

c) d)
—~ 0.008 - — 0.04
2 2
N a o _?_
2 0.006 - — b 2 0.03 1 b bc bc
@ = ‘s ¢ = T T
T c c o
3 0.004 - g 002 1
d ;
S 0.002 —] 2 001
0 - | 0 -
e) f)
s 30 - a 3 -
5 d [ cd be B 3 , ,
o & 40 - ™ & - T
O < 8 i
3% 30 - 2 2 b
c 0 o C
28 2 - = d
£3 81
$S 10 - o ]
= :
8 0 i 1 1 1 1 ; 0 n 1 1 1 1 1
N ® O AN o » ™ O AN b
R NSRRI SRR\
Bacillus spp. Bacillus spp.

Figura 12. Efecto de la emision de compuestos difusibles por las cepas endofitas E25,
COPE52, CR71, UM96 de Bacillus spp., sobre plantulas in vitro de Rubus sp., seleccién
UM13. a) Longitud de raiz, b) Longitud aérea, ¢) Peso seco de raiz, d) Peso seco aéreo, €)

concentracion de clorofila y f) Nimero de raices laterales.
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Promocion del crecimiento vegetal in vitro de plantulas de Rubus sp.,
seleccion UM13, mediante la emision de compuestos organicos volatiles

producidos por cepas de Bacillus spp.

La emision de compuestos organicos volatiles, emitidos por las cepas E25,
COPE 52 y CR71 favorecen una mayor longitud de raiz con 7.90 cm, aunque la
plantulas inoculadas con la cepa UM96 presentaron el menor crecimiento de raiz
respecto al control (Fig. 13a). Unicamente las plantulas inoculadas con la cepa
CR71 presentaron diferencias significativas respecto al control con una longitud de
2.53 y es en este caso la cepa UM96 indujo la menor longitud en comparacién con
el control (Fig. 13b). Las cuatro cepas de Bacillus spp., presentaron diferencias
estadisticas respecto al control sobre el peso seco de raiz de las plantulas
inoculadas con éstas, fueron las plantulas inoculadas con estas, fueron las plantulas
tratadas con las cepas COPES52 y CR71 las que destacaron con un peso de 0.007
y 0.0067g respectivamente (Fig. 13c). Unicamente las plantulas inoculadas con la
cepa COPES2 presentaron diferencias significativas respecto al control con un peso
seco aéreo de 0.032g (Fig. 13d). Respecto al contenido de clorofila fueron las
plantulas inoculadas con las cepas E25 y COPE52, las que presentaron diferencias
estadisticas respecto al control con concentraciones de 43.17 y 42.76 unidades
SPAD respectivamente (Fig. 13e), es interesante observar como las plantulas
inoculadas con la cepa UM96 presentaron menor concentracion de clorofila

respecto al control (Fig. 13f).
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Figura 13. Efecto de la emisién de compuestos organicos volatiles por las cepas endoéfitas
E25, COPE5S2, CR71, UM96 de Bacillus spp., sobre plantulas in vitro de Rubus sp.,
seleccion UM13. a) Longitud de raiz, b) Longitud aérea, ¢) Peso seco de raiz, d) Peso seco

aéreo, e) concentracién de clorofila y f) Nimero de raices laterales.
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Figura 14. Efecto de la emisién de compuestos difusibles (a) y compuestos organicos
volatiles (b) por las cepas endoéfitas E25, COPE52, CR71, UM96 de Bacillus spp., sobre

plantulas in vitro de Rubus sp., seleccion UM13.
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DISCUSION

Los enddfitos constituyen microorganismos colonizadores de plantas en una
relacion de simbiosis mutualista, se encuentran en la mayoria de los ecosistemas
gue reducen los estresores bidticos y abibticos de los cultivos de las plantas al
estimular las respuestas inmunes, excluyendo a los patdégenos de las plantas por
competencia de nicho, cambian las propiedades del suelo y garantizan la
supervivencia de la planta bajo estrés por sequia (Vurukonda et al., 2016; Romera
et al., 2018). Participan en actividades antioxidantes y metabolismo fenipropanoide,
cuya activacion produce defensa vegetal, soporte estructural y moléculas de
supervivencia. Las actinobacterias y los enddfitos de Bacillus producen compuestos
aromaticos, lipopéptidos, hormonas vegetales, polisacaridos y varias enzimas
relacionadas con el metabolismo del fenilpropanoide, lo que representa un alto

potencial para promocion de crecimiento vegetal (Ramos et al., 2019).

En el presente estudio se utilizaron cepas E25, CR71, COPE52 y UM96 del
género Bacillus sp., para evaluar su efecto en la promocién del crecimiento vegetal
sobre una seleccion y dos variedades de Rubus sp. La cepa UM96 presenta efectos
inhibitorios sobre el peso seco aéreo de las plantas de la variedad Tupy mediante
la emisién de compuestos difusibles. La demas cepas ejercen efectos de promocion
de crecimiento vegetal y es la cepa E25 la que destaca con los porcentajes mas
altos en la promocién de peso seco Y longitud de raiz mediante la emision de ambos
compuestos. La variedad Kiowa se ve influenciada por la cepa E25, COPE y UM96
para ambos tipos de emisién, destacando la cepa E25 que logro incrementar en un
alto porcentaje el peso seco de raiz mediante la emision de compuestos volatiles, y
es COPE52 la que destaca mediante la emisién de compuestos difusibles al

incrementar en mayor porcentaje el peso seco de raiz y aéreo.

Es mediante la emision de compuestos difusibles que la cepa E25 incrementa
el contenido de clorofila, peso seco aéreo y nimero de raices laterales de plantas

de Rubus sp., seleccién UM13 y es la cepa CR71 la que destaca al incrementar la
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longitud de raiz, longitud aérea y peso seco de raiz con los mas altos porcentajes
de promocién. Estas mismas cepas son las que ejercen los mayores porcentajes de
promocién mediante la emision de compuestos organicos volatiles sobre la misma

seleccién UM13.

Elsayed et al. (2017), evaluaron el efecto de Bacillus subtilis BERA 71 sobre
plantas de garbanzos, su inoculacién dio como resultado un aumento significativo

en la sintesis de pigmentos fotosintéticos, incluidos clorofila “a”, clorofila “b” y

carotenoides.

Rojas Solis et al. (2016), demostraron que las cepas bacterianas UM16,
UM240, UM256 y UM270 aumentaron significativamente la biomasa y el contenido
de clorofila, ademas de presentar un alto grado de antagonismo contra el

fitopatdgeno Botrytis cinerea.

Lin et al. (2014), reportan que al utilizar la cepa Bacillus sp. CZB7 se aumenta
significativamente la altura y el peso seco del brote en un 33% y el 18%,
respectivamente, en de las plantulas de pepino. Las cepas Bacillus sp. CZB15 y
CZ20 aumento6 la altura del brote en un 15% y 37% respectivamente. CZB15
también aumento el peso seco de la raiz en un 29%. El peso seco del brote y el de
la raiz aumentaron en un 19% y 53% respectivamente cuando se inocularon con la
cepa CZB20. CZB26 aumento la altura del brote en un 46%, peso seco del brote en

un 22% y el peso seco de raiz en un 59%.
Se ha demostrado que Bacillus subtilis, promueve la produccion de

citoquininas y eleva los niveles de ABA en los brotes, aumentando la conductancia

estomatica de plantulas de Platycladus orientalis (Liu et al, 2013).
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CONCLUSIONES

Las cepas enddfitas de Bacillus spp., presentan efectos de promocion de
crecimiento vegetal sobre las plantulas de Rubus sp., variedad Tupy, Kiowa y
seleccién UM13, sin embargo, es interesante la inhibicién que ejerce la cepa UM96

mediante la emision de compuestos volatiles y difusibles sobre la variedad Tupy.

El efecto de la promocion estd en funcion de la interaccion que establezca
cada una de las cepas con la variedad o seleccion de plantulas y del tipo de

compuesto que emitan.

La variedad Tupy presenta mayor porcentajes de promocion vegetal al ser
inoculada con la cepa EZ25, mientras que la variedad Kiowa incrementa su
promocion vegetal al ser inoculada con las cepas E25 y COPE52 en mayores
porcentajes. La seleccion UM13 so6lo incrementa su promocion al inocularse con la
cepa CR71.
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CAPITULO lll. ANALISIS MORFOLOGICO DE PLANTAS DE ZARZAMORA
INOCULADAS CON CEPAS ENDOFITAS DEL GENERO Bacillus spp., Y LOS
FITOPATOGENOS F. oxysporum Y Lasiodiplodia sp., CRECIDAS BAJO
CONDICIONES DE INVERNADERO.

RESUMEN

En los ultimos afios el cultivo de la zarzamora se ha visto seriamente afectado por
diversos microorganismos entre los cuales se encuentran F. oxysporum vy
Lasiodiplodia sp., este Ultimo, recientemente identificado, causando grandes
pérdidas e incluso acabando en un 100% con las areas de produccion. Entre las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal el género Bacillus ha sido
ampliamente estudiado, se ha reportado que ejerce diversos mecanismos de
promocion vegetal, de defensa ante diversos organismos fitopatégenos, es por ello
gue en este estudio se plante6 el objetivo de analizar el comportamiento morfolégico
de las plantas inoculadas y crecidas bajo condiciones de invernadero inoculadas
con cepas enddfitas del género Bacillus spp., y los fitopatégenos F. oxysporum y
Lasiodiplodia sp. La variedad Tupy inoculada con las cepas de Bacillus spp., y el
hongo fitopatdgeno F. oxysporum se vio influenciada por el tipo de inoculacion
establecida destacando entre ellos la cepa UM96 al combinarse con dicho
fitopatdgeno logro incrementar en un 81.8% el area foliar, asi como el peso seco
aéreo con un 43.67%, sin embargo también se presentaron efectos inhibitorios por
parte de las cepas en el peso seco de raiz con un 39.29 y 38.19%. El peso seco
aéreo de la variedad Tupy inoculada con la cepa CR71 en combinacion con el
hongo fitopatégeno Lasiodiplodia sp., incremento en un 59.96%, respecto al peso
seco de raiz se presentaron efectos inhibitorios por parte de las cepas E25y CR71
con un 39.29 y 38.18%. La variedad Kiowa inoculada con las la cepa COPE52
incremento en un 55.16% el peso seco aéreo y en el caso del peso seco de raiz
fue la cepa CR71 sola y en combinacion con el hongo fitopatégeno la que promovié
el incremento del peso con un 29.79 y 21%. La cepas CR71 y UM96 fueron las

Unicas en promover el peso seco aéreo y de raiz de las plantas de la variedad Kiowa
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con respecto al control y a las plantas Unicamente inoculadas con el hongo, CR71
incremento el peso seco aéreo en un 55.16% y 29.70 el peso seco de raiz, la cepa
UM96 incremento en un 62.43 y 27% para cada caso. La seleccion UM13 presento
efectos inhibitorios por parte de la cepa E25 hasta en un 38.70% y respecto al peso
seco aéreo ninguna de las cepas tuvo diferencias estadisticas respecto al con
control incluidas las cepas que fueron inoculadas con las bacterias y los hongos
fitopatégenos. El efecto de la promocién vegetal y biocontrol ejercido por las cepas
de Bacillus spp., sobre los hongos fitopatégenos F. oxysporum y Lasiodiplodia sp.,
dependera del tipo de cepa utilizada para cada y de las variedad inoculada, las
bacterias endofitas del género Bacillus spp, ejercen incremento e inhibicion del
crecimiento vegetal dependiendo de la variedad inoculada, del hongo fitopatégeno
y la bacteria endofita. En algunos casos las bacterias del género Bacillus spp.,
presentaron efectos neutros respecto al tratamiento control y a las plantas
inoculadas con el hongo fitopatdgeno asi como efectos de promocion respecto a
ambos. Las bacterias enddfitas del género Bacillus spp., pueden utilizarse
dependiendo del efecto que ejerzan sobre cada una de las variedades como
organismos promotores de crecimiento o preventivos ante el ataque de diversos

organismos fitopatdgenos.

Keywords: Rubus sp., Bacillus spp., F. oxysporum, Lasiodiplodia sp., promocion

del crecimiento vegetal
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ABSTRACT

In recent years the cultivation of blackberry fruits has been seriously affected by
various microorganisms among which are F. oxysporum and Lasiodiplodia sp., the
latter recently identified, causing large losses and even ending 100% with the
production areas. The genus Bacillus has been widely studied, it has been reported
that it exerts various mechanisms of plant promotion, defense against various
phytopathogenic organisms, that is why in this study the objective of analyzing the
morphological behavior of inoculated and grown plants under conditions was raised
of greenhouse inoculated with endophytic strains of the genus Bacillus spp., and the
phytopathogens F. oxysporum and Lasiodiplodia sp. The Tupy variety inoculated
with the Bacillus spp. as the aerial dry weight with 43.67%, however, there were also
inhibitory effects by the strains on the dry root weight with 39.29 and 38.19%. The
aerial dry weight of the Tupy variety inoculated with the strain CR71 in combination
with the phytopathogenic fungus Lasiodiplodia sp., Increased by 59.96%, with
respect to the dry root weight, inhibitory effects were presented by the strains E25
and CR71 with a 39.29 and 38.18%. The Kiowa variety inoculated with the strain
COPES52 increased by 55.16% the aerial dry weight and in the case of the root dry
weight it was the strain CR71 alone and in combination with the phytopathogenic
fungus which promoted the increase in weight with a 29.79 and 21%. The CR71 and
UM96 strains were the only ones to promote the aerial and root dry weight of the
Kiowa variety plants with respect to the control and the plants only inoculated with
the fungus, CR71 increased the aerial dry weight by 55.16% and 29.70 the dry root
weight, strain UM96 increased by 62.43 and 27% for each case. The UM13 selection
had inhibitory effects on the part of strain E25 by up to 38.70% and with respect to
air dry weight none of the strains had statistical differences with respect to control
including strains that were inoculated with bacteria and phytopathogenic fungi. The
effect of the plant and biocontrol promotion exerted by the Bacillus spp., exert
increase and inhibition of plant growth depending on the inoculated variety, the
phytopathogenic fungus and the endophytic bacteria. In some cases the bacteria of

the genus Bacillus spp., presented neutral effects with respect to the control
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treatment and to the plants inoculated with the phytopathogenic fungus as well as
promotional effects with respect to both. Endophytic bacteria of the genus Bacillus
spp. can be used depending on the effect they have on each of the varieties as
growth or preventive organisms against the attack of various phytopathogenic

organisms.

Keywords: Rubus sp., Bacillus spp., F. oxysporum, Lasiodiplodia sp., plant growth

promotion.
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INTRODUCCION

El cultivo de zarzamora se ha consolidado en los ultimos afios como uno de
los mas importantes a nivel nacional e internacional gracias a las favorables
caracteristicas que posee, su demanda ha incrementado notablemente,
expandiéndose su exportacion a paises hacia paises asiaticos y europeos. Sin
embargo las zonas de produccion donde establece dicho cultivo se han visto
afectadas por una serie de patdégenos entre los que se encuentra Fusarium
oxysporum, este se ha reportado como un problema fitopatoldgico que ataca al
cultivo de la zarzamora (Rubus spp), ocasionando sintomas de marchitez y muerte
en plantas. En 2011 se identificé en el cultivar “Tupy” en los Reyes Michoacan
(Gordon et al., 2016), en donde se encuentra la mayor produccién de dicho cultivo
en México con 5000 hectareas en produccion representando el 41% a nivel nacional
(SIAP, 2018). Otro de los patdégenos recientemente identificado es Lasiodiplodia sp.,
causante de necrosis de hojas, ramas y tallos (con una progresion basipétala),
seguido por defoliaciéon y muerte de la plantas de zarzamora (Contreras et al., 2019).
Estudios previos han reportado la inhibicion de diversos fitopatégenos mediante el
biocontrol con de diversas especies de bacterias enddfitas entre los que se
encuentran Burkholderia, Pseudomonas, Serratia, Klebisella, Entobacter,
Arthobacter y Bacillus (Glick, 1999).

Dentro del género Bacillus se han reportado numerosas especies como
productoras de sustancias con actividad funguicida y bactericida, entre las que
figuran la subtilisina y la iturina, algunas de las especies reportadas son B. subtilis,
B. cereus y B. pumilus que han logrado inhibir especies de los géneros Pithium y
Rhizoctonia (Castellanos, 2002); Helmintosporium, Fusarium Yy Curvularia
(Muhammad, 2003); Botrytis y Cochliobolus (Castellanos, 2002); Collectotrichum y

Cercospora; Alternaria, entre otros (Fernandez, 1988).

La promocién vegetal y la sanidad de la planta, se da mediante diferentes

mecanismos enfocados principalmente a la zona radical de la planta (Camelo et al,
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2011), el primero de ellos es mediante la estimulacién de mecanismos directos que
incluye la produccion de fitohormonas (auxinas, citocininas, etileno, acido absicico
y giberelinas), biosolubilizacion de fosfatos, reduccion de hierro y adquisicion de
nutrientes esenciales (Gholami et al., 2009), el segundo tipo de mecanismos son los
indirectos que incluyen los mecanismos de biocontrol (antibidticos, sideroforos,
enzimas liticas, produccion de metabolitos), emisibn de compuestos organicos
volatiles, resistencia sistémica inducida, entre otros (Cattelan et al., 1999). Dada la
problematica anterior y las caracteristicas antifungicas que el género Bacillus

presenta, se ha propuesto el siguiente objetivo.
Analizar el comportamiento morfoldgico de las plantas inoculadas y crecidas

bajo condiciones de invernadero inoculadas con cepas enddfitas del género Bacillus

spp., Y los fitopatégenos F. oxysporum y Lasiodiplodia sp.
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarrollé en la Facultad de Agrobiologia “Presidente
Juarez” de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, ubicada en la
Ciudad de Uruapan, Michoacan, México, cuya localizacién geogréfica es 19° 23’
38.8""de LNy 101° 05'54.6"" de LO., en el Invernadero de “Mejoramiento Genético

de Frutillas”.

Material biolégico

Plantas de zarzamora. Se utilizaron plantas de zarzamora variedad Kiowa,
Tupy v la seleccion UM13 generadas por el programa de mejoramiento genético de
frutillas de la Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez”. Todas las plantas fueron
propagadas mediante el cultivo in vitro y adaptadas en sustrato estéril de peat-moss
dentro de charolas de plastico totalmente cerradas. Se mantuvieron a una humedad
del 100% en un inicio y se ira reduciendo gradualmente, se realizaran riegos cuantas

veces sea necesario para mantener el sustrato a capacidad de campo.

Bacterias endofitas. Se utilizaron las cepas endofitas E25, COPE52, CR71
y UM96 del género Bacillus spp., proporcionadas por el Dr. Gustavo Santoyo
Pizano, Profesor Investigador del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicsa de
la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Las cepas bacterianas
fueron previamente aisladas de plantas de zarzamora variedad Tupy en la region

de Ario de Rosales, Michoacan, México.
Hongos fitopatbgenos de =zarzamora. Se utlizaran los hongos

fitopatogenos F. oxysporum y Lasiodiplodia sp., los cuales fueron previamente

aislados de plantas de zarzamora del Municipio de Periban, Michoacan, México.
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Establecimiento y pruebas de tolerancia en invernadero de los materiales

Todos los materiales, antes de ser inoculados, fueron trasplantados en
macetas de 3 L conteniendo como sustrato una mezcla de peat-moss y perlita (3:1).
Las plantas se fertilizaron cada semana con una solucién nutritiva que constara de
una fuente de N-P-K-Mg-Ca y S, asi como de elementos menores como Fe, Cu, Mo

y Zn.

Inoculacion de las plantas de zarzamora con las cepas bacteria endoéfitay los

hongos fitopatégenos

De cada una las cepas bacterianas en placas se tom6 una azada y se colocé
individualmente en un matraz con 100 mL de medio PD (Papa-Dextrosa) incubado
en agitacion (120 rpm) a 28°C por 24 horas para su activacion. Las cepas
bacterianas se colocaron en un matraz individualmente con 499 mL de medio PD
mas 1 mL del medio con bacterias activadas hasta alcanzar una D.O. (560-600 nm)
entre 0.8 y 1, dicho tiempo se calcul6 mediante una cinética de crecimiento
bacteriano. Una vez crecidas las bacterias se inocularon 30 ml de la suspension
bacteriana conteniendo 108 UFC/mL de cada cepa por planta de zarzamora de 1
meses de edad, mediante el riego de la suspension. Este procedimiento se repitio
dos veces mas con un intervalo de aplicacion de 15 dias.

Transcurridos 10 dias después de la ultima inoculacion de las plantas con la
bacteria, las plantas se inocularon con los hongos fitopatdgenos F. oxysporum y
Lasiodiplodia sp., en cada una de las variedades y la seleccion, mediante riego en
suspension de conidios (1 x 10). Los datos fueron tomados cada 8 dias desde el
inicio de la inoculacion con la bacteria. El riego consisti6 en mantener el sustrato a

capacidad de campo.
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Disefio experimental

Inoculacion y crecimiento de las plantas. Se utilizara un disefio
completamente al azar con ocho repeticiones, en donde cada repeticion
correspondera a cada variedad y la seleccion, inoculadas con cada cepa bacteriana
enddfita (E25, COPE52, CR71, UM96), inoculadas con las cepas enddfitas en
combinacion con cada uno de los hongos (F. oxysporum y Lasiodiplodia sp), y un

respectivo control.

Las variables evaluadas fueron: concentracion de clorofila, area foliar,

longitud aérea, longitud de raiz, peso seco y fresco, y numero de brotes.
Analisis de datos

Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza y las
variables que presentaron diferencias significativas se analizaron mediante la

prueba de Duncan (P<0.05), utilizando el paquete estadistico SAS (Statistical

Analysis System) version 9.2.
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RESULTADOS

Efecto de la inoculacion con Bacillus spp., y F. oxysporum sobre plantas de

Rubus sp., var. Tupy crecidadas bajo condiciones de invernadero.

La figura 15a muestra el efecto de la inoculacién sobre la longitud de raiz,
Unicamente las plantas inoculadas con las cepas E25, CR71 y UM96 combinada
con el hongo no presentaron efectos de promocion, en contraste las plantas
inoculadas con la cepa E25 combinada con el hongo fueron las que presentaron el
mayor porcentaje de incremento en el crecimiento con un 36.75%. La longitud aérea
no se vio influenciada de manera positiva por ninguna de las cepas al contrario la
cepa CR71 presento efectos de inhibicién en un 24.74% (Fig. 15b). El Peso seco de
raiz se inhibio en presencia de las cepas E25 y CR71 con un 39.29 y 38.19% (Fig.
15c), mientras que el peso seco aéreo en presencia de CR71 solo y en combinacion
con el hongo y UM96 no presentaron efectos de promocion, en sentido contrario fue
las cepas UM96 en combinacion con el hongo la que promovio en un 43.67% el
peso (Fig. 15d). La cepa E25 fue la Unica que no promovié el incremento en
contenido de clorofila y fueron las cepas CR71, UM96 sola y en combinacién con el
hongo las que destacaron al promover con 40.09, 36.52 y 39.36 el incremento de la
concentracion de clorofila (Fig. 15e). El area foliar Gnicamente se vio favorecida por
las cepas E25, COPE5S2 y UM96 en combinacion con el hongo al incrementar en un
48.08, 43.47 y 81.9% el area (Fig. 15f)
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Figura 15. Efecto de la inoculacion con las cepas endéfitas E25, COPE52, CR71, UM96 de

Bacillus spp., y el hongo fitopatégeno F. oxysporum (F) sobre plantas de Rubus sp., var.

Tupy crecidadas bajo condiciones de invernadero. a) Longitud de raiz, b) Longitud aérea,

c) Peso seco de raiz, d) Peso seco aéreo, ) Concentracion de clorofila y f) Area foliar.
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Efecto de lainoculacion con Bacillus spp., y Lasiodiploida sp., sobre plantas

de Rubus sp., var. Tupy crecidadas bajo condiciones de invernadero.

La Figura 16a muestra el efecto de la inoculacion de Bacillus spp, sobre la
longitud de la raiz, destacando las cepas COPE52, CR71 en combinacién con el
hongo y UM96 las que promovieron el crecimiento de raiz con un 30.55, 37.07 y
59.12%. La longitud aérea presento efectos de inhibicién en presencia de la cepa
CR71 al disminuir su crecimiento en un 23.11% (Fig. 16b), ninguna de las cepas
presento efectos de promocion para este caso y sobre el peso seco de raiz. Las
cepa E25 y CR71 disminuyeron el peso seco de raiz en un 39.29 y 38.19% (Fig.
16c¢). Las cepas CR71, UM96 y COPE52 en combinacion con el hongo fueron las
unicas que no presentaron efectos de promocion sobre el peso seco aéreo, en
contraste la cepa CR71, en combinacion con el hongo, la que increment6é en un
59.96% (Fig. 16d). La cepa E25 fue la Unica que no promovio el incremento de la
concentracion de clorofila, mientras que el resto de las cepas incrementaron la
concentracion en un 40.10% (Fig. 16e). Las cepas CR71 y UM96 fueron las Unicas
qgue no incrementaron el area foliar, en contraste las cepas E25 y COPE52 en
combinacion con el hongo, incrementaron en un 67.85y 83.33% el area foliar (Fig.
16f).
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Efecto de la inoculacion con Bacillus spp., y F. oxysporum sobre plantas de

Rubus sp., var. Kiowa crecidadas bajo condiciones de invernadero.

La Figura 17a muestra los efectos de la inoculacion sobre la longitud de raiz,
observandose que Unicamente las cepas UM96 y CR71 en combinacién con el
hongo fitopatégeno no presentan efectos de promocion, en contraste la cepa CR71
promovié con un 139.90% el crecimiento de raiz. En referencia la longitud aérea de
las plantas se onservo que las E25 y UM96 en combinacion con el inhibitorios en un
40.40% y 35.25%(Fig. 17b). La cepa CR71, sola y en combinacion con el hongo,
fue la Gnica en promover el peso seco de raiz con un 29.79 y 21% respectivamente
(Fig. 17c). El peso seco aéreo se vio beneficiado por las cepas COPE52 y UM96 al
incrementar en un 55.16 y 26.07% (Fig. 17d). La cepa UM96, en combinacion con
el hongo, fue la Unica que promovié el érea foliar con un 30.01% (Fig. 17e). Las
cepas UM96, E25 y COPES2, en combinacion con el hongo, en un 67.28 y 54%
respectivamente (Fig. 17f).
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Efecto de lainoculacion con Bacillus spp., y Lasiodiplodia sp., sobre plantas

de Rubus sp., var. Kiowa crecidadas bajo condiciones de invernadero.

La Figura 18a muestra el efecto de la inoculacién sobre la longitud de raiz,
Unicamente UM96 no promovio el crecimiento de raiz y fueron las cepas CR71 y
COPE52 combinada con el hongo fitopatégeno las que lo promovieron con un
139.90 y 112.32%. La longitud aérea unicamente se vio favorecida por las cepas
CR71 y UM96 en combinacion con el hongo fitopatégeno incrementando en un
13.60y 27.08% el crecimiento (Fig. 18b). Las cepas CR71 y UM96 fueron las Unicas
gue promovieron el peso seco de raiz con un 29.79 y 27% respectivamente (Fig.
18c) y el peso seco aéreo con un 55.16 y 62.43% (Fig. 18d). El area foliar
Unicamente se vio favorecida por la cepas E25 y CR71 ambas en combinacion con
el fitopatdgeno al incrementarla en un 27.30 y 25.45% respectivamente (Fig.18e),
mientras que la emergencia de nuevos brotes fue favorecido Unicamente la cepa
UMO96 (1.67 brotesplanta 1) (Fig. 18f).
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Efecto de la inoculacion con Bacillus spp., y F. oxysporum sobre plantas de

Rubus sp., seleccion UM13 crecidadas bajo condiciones de invernadero.

La Figura 19a presenta el efecto de la inoculacion sobre la longitud de raiz,
no hubo efectos de promocién, en contraste las cepas E25 y COPES52 inhibieron en
un 37.29% dicha condicion. La longitud aérea se vio favorecida por la cepa E25 en
combinacion con el hongo, en un 10.46% (Fig. 19 b). Las variables peso seco de
raiz y aéreo (Fig. 19d) no presentaron efectos de promocién, la cepa E25 inhibi6 en
un 35.29% el peso seco de raiz (Fig. 19¢), aunque de manera contraria, esta misma
cepa fue la Unica que aumento el contenido de clorofila con un 38.35% (Fig. 19e).
El area foliar se vio favorecida por las cepas COPE52 y UM96 ambas en
combinacion con el hongo al incrementar en un 12 y 12.7% respecto al control (Fig.
19f).
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seleccion UM13 crecidadas bajo condiciones de invernadero. a) Longitud de raiz, b)
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Efecto de lainoculacion con Bacillus spp., y Lasiodiplodia sp., sobre plantas

de Rubus sp., seleccion UM13 crecidadas bajo condiciones de invernadero.

La inoculacion de las cepas bacterianas no afectaron la promocion de raices
en las plantas tratadas con éstas (Fig. 20a). En la longitud aérea Unicamente las
plantas inoculadas con la cepa UM96, sola o en combinacién con el hongo, no
presentan diferencias estadisticas respecto al control y son las cepas E25 sola y
combinada con el hongo, y CR71 las que destacan al incrementar el crecimiento de
las plantas en un 61, 54 y 55.14% (Fig. 20b). El peso seco de raiz no presento
efectos de promocién al contrario las cepas E25 y COPES2 las que presentaron
efectos inhibitorios en un 38.70 y 44.70% respectivamente (Fig. 20c). El peso seco
aéreo no presentd diferencias estadisticas (Fig. 20d). La cepa E25 fue la Unica en
promover con un 38.35% el contenido de clorofila (Fig. 20e), el area foliar no
presentd efectos de promocién en contraste fue la cepa E25 que inhibié en un
25.70% el area (Fig. 20f).
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Figura 20. Efecto de la inoculacion con las cepas endéfitas E25, COPE52, CR71, UM96 de
Bacillus spp., y el hongo fitopatdgeno Lasiodiplodia sp (L)., sobre plantas de Rubus sp.,
seleccion UM13 crecidadas bajo condiciones de invernadero. a) Longitud de raiz, b)
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DISCUSION

La zarzamora (Rubus sp.), es un producto de gran importancia para la
exportacion debido a su alta rentabilidad, rapida recuperacion de inversion,
versatilidad de uso y alta demanda existente en Norteamérica. En México, ha
adquirido gran importancia comercial por la ventaja en la época de cosecha
(Esquivel et al., 2016). Sin embargo en los Ultimos afios se ha visto seriamente
dafada por diversos microorganismos fitopatdégenos entre los que se encuentra F.
oxysporum y Lasiodiplodia sp. Existen diversas formas de combatir el daifio causado
por dichos fitopatdogenos, sin embargo, el mas usado es el uso excesivo de
productos quimicos que causan dafios al ambiente. En los Ultimos afios se han
estudiado diversos microorganismos capaces de contrarrestar los dafios causados
por diversos fitopatdgenos y a su vez proveer de beneficios a la planta mediante

diversos mecanismos al promover su crecimiento vegetal.

Los enddfitos constituyen microorganismos colonizadores de plantas en una
relacion de simbiosis mutualista. Se encuentran en la mayoria de los ecosistemas
gue reducen los estresores bioticos y abibticos de los cultivos de las plantas al
estimular las respuestas inmunes, excluyendo a los patdgenos de las plantas por
competencia de nicho, y participando en actividades antioxidantes y metabolismo
fenilpropanoide, cuya activacion produce defensa vegetal, soporte estructural y
moléculas de supervivencia. El género Bacillus producen diferentes tipos de
compuestos, lo que representa un alto potencial para PGPR y estrategias de manejo

de cultivos (Ramos et al., 2019).

En este estudio se utilizaron las cepas E25, COPE52, CR71 y UM96 del
género Bacillus spp., para inocular plantas de Rubus sp., variedad Tupy, Kiowa y
seleccion UM13, y evaluar el efecto de estas sobre los hongos fitopatégenos F.
oxysporum y Lasiodiplodia sp. Los resultados obtenidos en esta investigacion
demostré que las cepas de Bacillus spp., ejercen marcados efectos promotorios

sobre el crecimiento vegetal de las diferentes variedades y la seleccion de Rubus
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sp., Y que dichos efectos estan en funcion de la cepa y los hongos fitopatdogenos
con los que sean inoculadas cada una de las variedades. En la variedad Tupy se
presentron efectos de promocion sobre el &rea foliar, contenido de clorofila e
incremento en niumero de brotes por parte de la cepa UM96 e incluso cuando las
plantas de esta variedad fueran inoculadas con el hongo fitopatégeno F. oxysporum,
con ello, se puede determinar que esta cepa ejerce un efecto de promocion y
biocontrol o efectos preventivos sobre dicho patégeno. Es la cepa CR71 la que
inhibe el peso seco de laraiz y la longitud aérea, sin embargo al inocular las plantas
de la variedad Tupy en esta cepa y el hongo fitopatbgeno Lasiodiplodia sp, se
incrementa el peso seco aéreo. Las variedad Kiowa se vio favorecida al ser
inoculada con la cepa UM96 al presentar efectos de promocion sobre el peso fresco
y aéreo de las plantas, ademéas de ejercer un mecanismo de defensa ante la
presencia de ambos hongos fitopatégenos. La seleccion UM13 no present6 efectos
de promocion de crecimiento vegetal al ser inoculada con las cepas bacterianas, el
efecto contrario lo presentaron las plantas que se inocularon con la cepa E25 al
ejercer efectos inhibitorios sobre el peso seco de raiz. La cepa COPE52 promovié
el crecimiento de raiz en presencia del hongo fitopatdgeno F. oxysporum y E25

incremento6 el contenido de clorofila.

Bacillus subtilis (GLB191) y B. pumilus (GLB197), se probaron en campo
durante dos afios sucesivos mediante ocho tratamientos de rociado, se comprobd
que ambas cepas logran recolonizar las hojas de vid y promver el crecimiento
vegetal, asi como contrarrestar los dafios causados por Plasmopara viticola, que

causa grandes pérdidas en las areas de produccion de vid (Zhang et al., 2017).

En condiciones de invernadero se inocularon plantas de pepino con las cepas
CzB5, CZB15, CZB20, CZB26 del género Bacillus sp., y con el hongo fitopatégeno
F. oxysporum., después de seis semanas de inoculacion con el patdégeno, se
concluyo con el experimento. Los resultados mostraron que las cepas Bacillus sp.,

redujeron significativamente la gravedad de los sintomas de marchitez del pepino
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en un 51%, 41%, 47% y 58% respectivamente en comparacion con el control (Lin
et al., 2014).

En los dltimos afios se ha evaluado la capacidad de las cepas de Bacillus
para producir diferentes tipos de compuestos que proveen de grandes beneficios a
las plantas al promover su crecimiento vegetal. En 2014, Sang-Mo et al., evaluaron
los efectos de P. putida H-2-3 sobre plantas de Soja, y determinaron que es la
secrecion de giberelinas emitidas por estas cepas las que promueven el crecimiento

de las plantas.

Figueredo et al. (2017), evaluaron la capacidad de Bacillus sp. CHEP5 para
inducir resistencia sistémica contra S. rolfsii., en plantas de mani, reduciendo en
ellas la incidencia del marchitamiento del tallo causado por el patégeno S. rolfsii.
La capacidad de CHEP5 para proteger contra hongos patégenos y mejorar el
rendimiento de semillas de mani extra grandes de 2.15% a 16.69%, indica que la
coinoculacion de rizobacterias beneficiosas podria ser una estrategia util para

incrementar la produccion y un sistema de agricultura sustentable.

Wan et al. (2017), evaluaron el efecto de la cepa SN16-1 de Bacillus
amiloliquefaciens sobre el hongo fitopatdgeno F. oxysporum. sp. lycopersici (FOL)
en la composicion de la comunidad microbiana de la rizosfera del tomate. Los
resultados demuestran que SN16-1 aumenta la abundancia de bacterias
beneficiosas de los géneros de Pseudomonas, Sphingomonas y Massilia, mientras

gue Chthniobacter y Haloferula se incrementaron con FOL.
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CONCLUSIONES

Las bacterias endofitas del género Bacillus spp, promueven e inhiben el
crecimiento de las plantas de Rubus sp, dependiendo de la variedad inoculada y del

hongo fitopatégeno con el cual ejerzan algun tipo de interaccion.

La variedad Tupy se ve beneficiada al ser inoculada con la cepa UM96, y
aun con la inoculacion del hongo fitopatégeno F. oxysporum incrementa el contenido
de clorofila, area foliar, peso seco aéreo y la longitud de raiz; en contraste, la cepa
CR71 presenta efectos inhibitorios sobre las plantas inoculadas con el mismo hongo
fitopatogeno. En la variedad Tupy no se presentaron efectos promotorios de
crecimiento vegetal al ser inoculada con la cepa COPES2, es la cepa CR71 la que
presenta efectos inhibitorios sobre el peso seco de raiz.

La variedad Kiowa se vio favorecida por la cepa CR71 al ejercer un efecto
de promocion incluso ante la presencia del hongo fitopatégeno F. oxysporum sobre

el peso seco de raiz y aéreo.
La cepa E25 ejerce efectos inhibitorios sobre el peso seco de raiz de la

seleccion UM13, sin embargo, promueve la aparicion de nuevos brotes e incrementa

el contenido de clorofila.
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V. DISCUSION GENERAL

El género Bacillus se caracterizan por ser bacilos aerobios formadores de
esporas y con estilos de vida versatiles al encontrarse en distintos ambientes. En
los dltimos afios se ha implementado su uso como alternativa para reducir el uso de
productos quimicos, ademas de que promueven el crecimiento vegetal de las
plantas y mejora su sanidad. Son capaces de colonizar sitios preferenciales tales
como la rizosfera, endosfera y fotosfera formando parte del microbiota vegetal
(Sivasakthi et al., 2014; Rossmann et al., 2017; Bhunia, 2018).

En este estudio se evaluaron las cepas E25, COPE52, CR71 y UM96 de
Bacillus spp., y su efecto sobre dos variedades y una seleccion de Rubus sp.,
ademas de su efecto antagonico ante la presencia de los hongos fitopatdégenos F.
oxysporum Yy Lasiodiplodia sp., ejerciendo dos tipos de emisién de compuestos
(compuestos difusibles y compuestos organicos volatiles). La cepa E25 presento los
mayores porcentajes de inhibicibn para ambos tipos de emisién sobre los dos
hongos fitopatdgenos. La cepa UM96 no presentd efectos inhibitorios sobre el
hongo fitopatégeno Lasiodiploida sp., mediante ambos tipos de emision y mediante
la emision de compuestos organicos volatiles no inhibe el crecimiento radial del
fitopatogeno F. oxysporum. El efecto de las cepas enddfitas del género Bacillus spp,
sobre la promocién del crecimiento vegetal de las plantulas de Rubus sp., dependi6
del tipo de emision que estas emitan y del tipo de la variedad o seleccién de Rubus
sp., que sea inoculada, algunas de ellas sobre algunas variedades presentaron
efectos inhibitorios como es el caso de la cepa UM96 que inhibi6é el crecimiento
vegetal de las plantulas en condiciones in vitro. En general la longitud aérea y de
raiz, peso seco fresco aéreo y de raiz, asi como la concentracion de clorofila
incrementaron en altos porcentajes su promocion, pero mediante la emision de

diferentes cepas para el caso de cada variedad.

La variedad Tupy promovié su crecimiento vegetal ante la presencia de las

bacterias E25, COPES52 y CR71 cultivadas in vitro y en efecto contrario UM96 inhibe
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la promocidn del crecimiento de esta variedad, en el caso del establecimiento de las
plantas en invernadero las cepas del género Bacillus spp., exhiben diferentes tipos
de promocién dependiendo del hongo fitopatégeno, la promocion del crecimiento de
aéreo y de raiz, el peso seco y fresco, asi como la concentracién de clorofila y area
foliar fueron incrementados de diferente manera por las diferentes cepas incluso
dentro de la misma variedad. La cepa CR71 no presento efectos de promocion en

la variedad.

Es la cepa E25 la que presenta mayores efectos de promocion sobre las
plantulas de la variedad Kiowa cultivadas in vitro mediante ambos tipos de emision
volatiles y difusibles. Las plantas de la variedad Kiowa también se vieron
favorecidas por esta cepa y por la cepa CR71, incluso al estar en presencia de los
hongos F. oxysporum y Lasiodiplodia sp., incrementando el peso seco de raiz y
aeéreo, la longitud aérea y radicular.

Las cepas E25, COPE y CR71 presentan efectos de promocion sobre la
seleccion UM13 cultivada in vitro, mediante ambos tipos de emision de compuestos
difusibles y compuestos organicos volatiles, sin embargo la cepa E25 al estar en
contacto con las plantas en condiciones de invernadero disminuye el peso seco de
raiz de esta variedad y en contraste aumenta el porcentaje de concentracion de
clorofila sobre esta variedad y Ninguna de las cepas presenta efectos de promocién

sobre el peso seco aéreo.

Los endofitos del género Bacillus producen compuestos aromaticos,
lipopéptidos, hormonas vegetales, polisacéridos y varias enzimas relacionadas con
el metabolismo del fenilpropanoide, lo que representa un alto potencial para PGPR
y estrategias de manejo de cultivos (Ramos et al.,, 2019). Son diversos los
mecanismos que emplean las bacterias para ejercer promocion del crecimiento
vegetal y para producir diferentes sustancias que contrarresten el ataque de
microorganismos fitopatdgenos, asi como ayudar a las plantas a tolerar condiciones
de estrés. Las especies B. subtilis, B. megaterium, B. cereus, B. licheniformis y B.

aryabhattai pertenecientes al género Bacillus, se han reportado como productoras
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de ACC desaminasa (Xu et al., 2014; Chinnaswamy et al., 2018; Nayak et al., 2018),
citocininas, giberelinas y acido indolacético (Liu et al., 2013; Salomon et al., 2014;
Park et al., 2017). Se han reportado como antagonistas de patégenos como
Fusarium en tomate, F. oxysporum f.sp. cucumerinum en plantas de pepino (Lin et
al, 2014; Wan et al, 2017) e incluso incrementar la abundancia de bacterias
beneficiosas de los géneros de Pseudomonas, Sphingomonas y Massilia, mientras

gue Chthniobacter y Haloferula se incrementaron con FOL (Wan et al, 2017).

Diferentes especies de Bacillus se han reportado como promotores de
crecimiento vegetal entre los que se encuentra B. amyloliquefaciens FZB42, que
promovié el crecimiento de plantas, induce tolerancia a la sal sistémica en
Arabidopsis y mejora el peso fresco y seco de ésta especie. (Liu et al., 2017). La
cepa B. subtilis BERA 71 fue probada sobre plantas de garbanzos expuestas a
condiciones salinas, incremento la absorcion de minerales en condiciones de estrés
y con NaCl y aumentdé significativamente la sintesis de pigmentos fotosintéticos,

incluidos clorofila a, clorofila b y carotenoides (Elsayed et al., 2017).

B. licheniformis Rt4M10, se ha reportado como bacteria colonizadora de
raices de Vitis vinifera la cual fue capaz de mitigar el estrés y estimulo la

produccion de ABA en plantas, AIA y algunas giberelinas (Salomon et al., 2014)

En plantas de soja inoculadas con B. aryabhattai SRB02, ésta cepa
incremento los niveles de ABA, de AIA, citoquininas y giberelinas, incrementé el
crecimiento de las plantas y éstas presentaron tolerancia a estrés bajo condiciones

de altas temperaturas (Park et al., 2017).
B. subtilis se ha reportado como una de las especies productoras de

sideréforos y es la cepa CAS15, a la cual se le atribuye la inhibicion del crecimiento

del hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum (Yu et al., 2011).
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VI. CONCLUSIONES GENERALES

Las cepas Bacterianas del género Bacillus spp., presentan diferentes efectos
de promocion vegetal sobre las diferentes variedades de Rubus sp., y diferente
tipo de inhibicién sobre los fitopatdgenos F. oxysporum y Lasiodiplodia sp.

La cepas del género Bacillus spp., presentan el diferentes tipos de inhibicidon
dependiendo del hongo fitopatégeno, la cepa enddfita y el tipo de emisién que esta
emita. E25, CR71 y UM96, presentan efectos inhibitorios sobre el fitopatdégeno F.
oxysporum y E25, COPE52 y CR71 sobre el fitopatégeno Lasiodiplodia sp., en el

biocontrol in vitro.

La cepa UM96 presenta efectos inhibitorios sobre el crecimiento vegetal de
las plantas de la variedad Tupy cultivadas in vitro mediante la emision de
compuestos difusibles. Son las cepas E25, COPE52 y CR71 las que ejercen un
efecto promotor sobre la misma variedad mediante la emision de compuestos
difusibles. Es la cepa E25 la que presenta mayores efectos de promocion sobre las
plantulas de la variedad Kiowa cultivadas in vitro mediante ambos tipos de emision
volatiles y difusibles. Las cepas E25, COPE52 y CR71 presentan efectos de
promocion sobre la seleccion UM13 cultivada in vitro, mediante ambos tipos de

emision de compuestos difusibles y compuestos organicos volatiles.

Las cepas del género Bacillus spp., presentan diferentes tipos de efectos
sobre las plantas inoculadas en invernadero, el efecto ejercido dependera de la cepa
y el hongo fitopatdégeno con el que se inoculara cada una de las variedades y la

seleccion.

El uso de las cepas de Bacillus spp., resulta ser eficiente como biocontrol,
promocién y prevencion en plantas de Rubus sp., sobre la presencia de los hongos

fitopatbgenos F. oxysporum y Lasiodiplodia sp., Unicamente es importante
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determinar el tipo de cepa que se utilizara para cada variedad o la seleccion y el tipo

de promocion deseado.
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Figura 1A. Efecto de la emisién de compuestos difusibles por cepas de Bacillus spp., sobre

plantulas in vitro de Rubus sp. var. Tupy. a) Peso fresco de raiz, b) Peso fresco aéreo.
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Figura 2A. Efecto de la emision de compuestos organicos volatiles por cepas de Bacillus
spp., sobre plantulas in vitro de Rubus sp. var. Kiowa. a) Peso fresco de raiz, b) Peso fresco

aéreo.
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Figura 3A. Efecto de la emisibn de compuestos difusibles por de Bacillus spp., sobre

plantulas in vitro de Rubus sp. var. Kiowa. a) Peso fresco de raiz, b) Peso fresco aéreo.
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Figura 4A. Efecto de la emision de compuestos organicos volatiles por cepas de Bacillus
spp., sobre plantulas in vitro de Rubus sp. var. Kiowa. a) Peso fresco de raiz, b) Peso

fresco aéreo.
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Figura 5A. Efecto de la emisién de compuestos difusibles por cepas de Bacillus spp.,
sobre plantulas in vitro de Rubus sp. seleccién UM13. a) Peso fresco de raiz, b) Peso

fresco aéreo.
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Figura 6A. Efecto de la emision de compuestos organicos volatiles por cepas de Bacillus
spp., sobre plantulas in vitro de Rubus sp. seleccion UM13. a) Peso fresco de raiz, b) Peso

fresco aéreo.
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Figura 7A. Efecto de la inoculaciéon con Bacillus spp., y F. oxysporum, sobre plantas de
Rubus sp., var. Tupy crecidadas bajo condiciones de invernadero. a) Peso fresco de raiz,

b) Peso fresco aéreo, ¢) Numero de brotes, d) Diametro del tallo.
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Figura 8A. Efecto de la inoculacion con Bacillus spp., y Lasiodiplodia sp., sobre plantas de
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b) Peso fresco aéreo, ¢) NUmero de brotes, d) Diametro del tallo.
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Figura 9A. Efecto de la inoculacion con Bacillus spp., y 0 F.oxysporum, sobre plantas de
Rubus sp. var. Kiowa crecidadas bajo condiciones de invernadero. a) Peso fresco de raiz,

b) Peso fresco aéreo, ¢) Diametro del tallo.
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Figura 10A. Efecto de la inoculacién con Bacillus spp., y Lasiodiplodia sp., sobre plantas
de Rubus sp., var. Kiowa crecidadas bajo condiciones de invernadero. a) Peso fresco de

raiz, b) Peso fresco aéreo.
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Figura 11A. Efecto de la inoculacién con Bacillus spp., y F.oxysporum, sobre plantas de

Rubus sp., seleccion UM13 crecidadas bajo condiciones de invernadero. a) Peso fresco de

raiz, b) Peso fresco aéreo, c) Numero de brotes y d) Didmetro del tallo.
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Figura 12A. Efecto de la inoculacion con Bacillus spp., y Lasiodiplodia sp., sobre plantas de
Rubus sp., seleccion UM13 crecidadas bajo condiciones de invernadero. a) Peso fresco de

raiz, b) Peso fresco aéreo, c) Numero de brotes y d) Diametro del tallo.

115



