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Resumen

El objetivo se enfoco en caracterizar el potencial antagonista de PGPR en inhibicion al desarrollo
micelial, conidios en F. oxysporum y esporas en M. roreri. La técnica de PCR se emple6 para la
identificacion de F. oxysporumy M. roreri. Seleccionando las bacterias: Acinetobacter calcoaceticus
BMR2-12, Klebsiella variicola BO3-4, Enterobacter asburiae BA4-19, Enterobacter asburiae PM3-14,
Pseudomonas protegens CHAO, Pseudomonas veronii R4 y Bacillus subtilis. Se evaluaron actividades
antagoénicas: a) Inhibicién micelial en F. oxysporum y M. roreri; b) Reduccion en produccion de
conidios y esporas por 12 y 15 dias post-incubaciéon. La PCR confirmoé la amplificacion de 670 pb para
F. oxysporum. La secuenciacion de 750 pb definio un grado de similitud del 99% a M. roreri, al
compararse con el GenBank de NCBI. La aplicacion de B. subtilis es de mayor actividad antagénica a
inhibicion (micelial y conidios) con (95 y 90%) a F. oxyporum. La actividad de BO3-4 en M. roreriinhibe
totalmente el desarrollo micelial y la produccion de esporas 12 y 15 dias post-incubacion
respectivamente. La seleccion de estos bio-controladores y su aplicacién como consorcio ofrecera
una alternativa para beneficiar en la reduccion de agroquimicos al cultivo de tomate y cacao.
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Abstract

The objective was to characterize the potential PGPR antagonist in the inhibition of mycelial
development, conidia in F. oxysporum and spores in M. roreri. The PCR technique was used for the
identification of F. oxysporum and M. roreri. Selecting the bacteria: Acinetobacter calcoaceticus
BMR2-12, Klebsiella variicola BO3-4, Enterobacter asburiae BA4-19, Enterobacter asburiae PM3-14,
Pseudomonas protegens CHAOQ, Pseudomonas veronii R4 and Bacillus subtilis ATCC-5540.
Antagonistic activities were evaluated: a) Mycelial inhibition in F. oxysporum and M. roreri, b)
Reduction in production of conidia and spores for 12 and 15 days’ post-incubation. The PCR confirmed
the 670 bp amplification for F. oxysporum. The 750 bp sequencing defined a degree of similarity of 99%
to M. roreri, when compared to the NCBI GenBank. The application of B. subtilis is of greater
antagonistic activity to inhibition (mycelial and conidia) with (95 and 90%) to F. oxyporum. The activity
of BO3-4 in M. roreri totally inhibits mycelial development and spore production 12 and 15 days post-
incubation respectively. The selection of these biocontrollers and their application as a consortium will
offer an alternative to benefit in the reduction of agrochemicals in the cultivation of tomato and cocoa.
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1. Introduccién

Las enfermedades fungicas que afectan el
sector agricola en produccion de fruta
fresca, leguminosas y hortalizas son oca-
sionadas por F. oxysporum causante de la
marchitez vascular en una amplia gama de
especies vegetales como: Lycopersicon
esculentum, Carica papaya, Zea mays,
Passiflora edulis y Phaseolus vulgaris
(Fernandez y Suarez, 2009; Figueroa et al.,
2010; Guédez et al, 2012; Montiel et al.,
2005). Este hongo se agrupan en formas
especiales basando a sus especies hospe-
deras y la especificidad del cultivar
(Lievens et al., 2007). La M. roreri (monilia)
que origina la podredumbre de mazorca al
cultivo Theobroma cacao (cacao) (Bowers
et al., 2001), es la enfermedad causante de
pérdidas mayores al 30%, pero en muchas
localidades alcanzan el 100% (Phillips,
2006). La presencia de estos hongos pato-
génicos reducen significativamente la pro-
duccion agricola y estrategias en con-
tencion de estas enfermedades se emplea
compuestos quimicos, sin embargo, estos
tienen diversas consecuencias negativas al
ambiente (Kah y Brown, 2006).

La pérdida en produccion Solanum
lycopersicum L. (tomate) es ocasionada por
la marchitez por F. oxysporum f. sp.
lycopersici (FOL) (Srivastava et al., 2010).
F. oxysporum provoca la muerte prematura
por marchitamiento asocia a la obstruccion
de haces vasculares (Viana et al., 2003).
Alternativas al control de la enfermedad
que se vienen desarrollan son cultivares
con resistencia a la marchitez, pero la con-
tinua aparicion de razas de patogenos si-
gue siendo un problema continuo (Jones et
al., 1991). Las estrategias al control viol6-
gico, se reportan al empleo de P.
fluorescens LRB3W1 que inhibe el desarro-
llo y germinacion de esporas /in vitro de
Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans, y
su aplicacion en invernadero en combina-
cion con benomyl mejora su eficacia al
control de esta enfermedad (Someya et al,
2007). Trabajos en contencion de FOL, se
basan en aplicaciones de P. fluorescens
por su versatilidad de aplicacion con
Glomus intraradices 'y  Trichoderma
harzianum, reduciendo el indice de la
enfermedad por FOL al 67% en campo
(Srivastava et al, 2010).

La M. roreri infecta cualquier estadio al
desarrollo de la mazorca del cacao,
trasladandose directamente a través de la
epidermis con sintomas en forma de
necrosamiento, deformacion de mazorca y
madurez irregular (Evans, 2007). Los bio-
controladores reportados para M. roreri, se
basan en aplicaciones de especies

endofiticos de T7richoderma, como estrate-
gia de contencion a enfermedades del
cacao. El empleo de 7. harzianum DIS110a,
T. hamatum DIS219b, T. asperellum TA, son
eficientes al procesos de colonizacion del
cacao (Bailey et al., 2008). La busqueda de
bio-controladores a M. roreri se enfocan al
empleo de Trichoderma sp. (Bateman et al.,
2005), y Bacillus sp. (Suarez y Rangel,
2013).

Las rizobacterias estan asociados a parti-
culas del suelo generando interacciones en
el sistema radicular y la zona de rizosfera
(Pefa y Reyes, 2007). Las bacterias al
género Pseudomonas spp son las mas
estudiadas, al tener la capacidad de produ-
cir metabolitos secundarios y antibioéticos
que actian como compuesto fungicos:
pioluteorina (PWR), pirrolnitrina (Prn), acido
fenazina-1-carboxilico (PCA) y 2,4-
diacetilfloroglucinol (2,4 DAPG), que
ejercen antagonismo a géneros de hongos
como Pythium (Anjaiah et al, 1998),
Rhizoctonia (Hill et al., 1994), Sclerotinia
(Mcloughlin et al., 1992). Las rizobacterias
productoras de estos compuestos volatiles
como cianuro de hidrogeno (HCN), pro-
teasa (PR), antibiéticos como (Prn y PCA)
demuestran actividad antagonista a proble-
mas fitopatégenos (Fischer et al, 2010).
Donde la presencia de estos metabolitos
antagonicos PR y HCN por P. fluorescens
UTPFS5 tiene efecto inhibitorio al desarrollo
micelial de Rhizoctonia solani (Afshar-
manesh et al, 2010). La aplicacion de P.
aeruginosa JO y JO7 tienen un potencial
bio-controlador por su aplicacion en
tomate, que proporciona el desarrollo
vegetativo y suprime la severidad de la
enfermedad a F. oxysporum y Alternaria
solani (Paramanandham et al/, 2017). La
efectividad de las rizobacterias como
Serratia plymuthica AS13 se ha corro-
borado su mayor funcionalidad al control
de R. solani (Neupane et al., 2015).

Las inadecuadas y excesivas aplicaciones
de pesticidas al control de enfermedades
dentro del cultivo de tomate y cacao, han
originado cambios en su biodiversidad.
Donde el empleo continuo de fungicidas
incrementa el grado de tolerancia y su
efectividad es variable a las estaciones
humedas. El trabajo se enfoca en evaluar
alternativas al control biolégico con la dis-
ponibilidad de Rizobacterias Promotoras
del Crecimiento en Plantas (PGPR) de acti-
vidad antagonista a hongos Ascomycota y
Basidiomycota. Donde su objetivo se enfa-
tiz6 en caracterizar el potencial antagonis-
ta de PGPR en inhibicion al desarrollo mice-
lial, de conidios en F. oxysporum f. sp.
lycopersiciy esporas en M. roreri.
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2. Materiales y métodos

La investigacion se ejecuté en el Laborato-
rio de Microbiologia y Biologia Molecular de
la Universidad Técnica Estatal de Quevedo
(UTEQ), localizado en el Campus Universi-
tario “Manuel Haz Alvarez” ubicado en el
km 1,5 via Quevedo - Santo Domingo. Sus
coordenadas geograficas 01° 01” de latitud
Sur y 79° 47” de longitud Occidental, ubica-
daa 73 msnm.

Hongos patogénicos

La plantacién de cacao CNN51 localizado
Campus “La Maria”, de la UTEQ, km 7 via
Quevedo-EI Empalme, se recolectaron
mazorcas con sintomas a la enfermedad a
M. roreri. Para el aislamiento de M. roreri,
se ejecutd el protocol6 descrito por Evans
et al. (2013) ajustando modificaciones,
donde se realiz6 un triple lavado con agua
estéril y alcohol, con un corte en la epider-
mis se recuperd segmentos de (0,2 cm?) al
area del corcho de mazorcas enfermas.
Las muestras de tejido se incubaron en ca-
jas monopetri con PDA suplementado con
chloramphenicol (13 pg/mL), ampicillina (40
Hg/mL) e incubadas por 15 dias a 28 °C
para el desarrollo completo del hongo. Su
identificacion se realiz6 por similitud de
morfo-fisiologia de la colonia del hongo
(Phillips, 2003). La cepa patogénica FOL
fue donada por Carmita Suarez del
Laboratorio de Fitopatologia de la UTEQ.
Las muestras miceliales de (4 mm @), de los
hongos patogénicos se ubicaron en crio-
tubos con PDA, dejandolo crecer durante 5
dias a 18 °C y procediendo a agregarle 400
uL de Glicerol para su almacenamiento a —
40 oC.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADNg para FOL, se recu-
per6 1 g de micelio del hongo y pulverizado
con N2 liquido, obteniendo 400 mg de tejido
macerado. En M. roreri se recuper6 (4 mm
J) del micelio y se incub6 en medio liquido
Caldo de Papa Dextrosa a 165 rpm por 10
dias en (Benchmark, Incu-Shaker) hasta
obtener un considerable desarrollo mice-
lial, rescatando la parte sélida con 400 mg
de muestra. La extraccion de ADNg se rea-
liz6 siguiendo las intrusiones del fabricante
por DNeasy Plant Mini Kit de (QIAGEN-Start
EE.UU.), para la purificacion de ADNg, y
diluido en 50 pL del tampon TE (Acido tris-
etilendiaminotetraacético 10 mM y EDTA
pH 8,2). Las muestras de ADNg se visua-
lizaron en geles de agarosa al 0,9% tehidos
en bromuro de etidio.

Caracterizacion molecular
Se realiz6 la identificacion por PCR
empleando los oligonucleétidos especificos

UniF (5"-ATCATCTTGTGCCAACTTCAG-3")
y UniR (6-GTTTGTGATCTTTGAGTTGCCA-
37), que genera un fragmento entre 670 a
672 bp (Hirano y Arie, 2006). Para M. roreri
se empleo6 los cebadores universales ITS4-
F (5TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") y
ITS5-R (5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-
37) (White et al., 1990), que amplifican las
regiones ribosomales, ITS (espacios de
transcripto interno) que corresponde al
gen del ADNr constituido por (ITS1 - 5.8S -
ITS2) con un fragmento de 750 pb (Suarez,
2016).

La PCR se desarrollé en un volumen de 20
ML que contenia 4 uL Buffer (1X); 1,2 uL de
MgCl2 (6 mM); 1 uL de DNTP's (0,2 mM); 1
pL/cada primer (0,2 mM); 0,2 uL de Taq pol
(Promega®); 1 uL de ADN (60 ng/mL); 10,6
ML de H20. La reaccion de la PCR se
desarroll6 en el termociclador (TECHME®).
El perfil térmico en la PCR para FOL es: 94
oC por 2 min; 35 ciclos a 94 °C por 30 seg;
55 oC por 60 seg; 72 °C por 1 min; extension
final de 72 oC por 10 min. La condicion de
PCR para M. roreri: 94 °C por 2 min; 35
ciclos a 94 oC por 30 seg; 60 °C por 1 min;
72 oC por 1 min; extension final de 72 oC por
10 min. Los productos amplificados se
verificaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1,2% y tefidos en bromuro de
etidio. Los fragmentos se determinaron por
comparacion con el marcador de peso
molecular 100 bp (Invitrogen®). La secuen-
cia Unica obtenida para M. rorerise purifico
empleando el kit Invitrogen PureLink™
(GERMANY®), siguiendo el protocolo
descrito por el fabricante. El fragmento fue
secuenciado por MACROGEN y comparado
con la base de datos de GenBank de NCBI
(https:/lwww.ncbi.nim.nih.gov), empleando
Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST).

Seleccion y preparacion de inoculé
bacteriano

Del Banco de Germoplasma del Laboratorio
de Microbiologia de la UTEQ, se selec-
cionaron las rizobacterias provenientes de
cultivares endémicos de Musaceas con su
clasificacion a metabolitos antagoénicos
(Tabla 1). Ademas, se emplearon cepas
control P. protegens CHAO (donadas por
Dieter Haas Ph.D), P. veroniiR4 y Bacillus
subtilis ATCC 5540 (donada por Humberto
Prieto Ph.D). Las rizobacterias se
incubaron en King B liquido a 170 rom/48 h
a 28 oC [(g/L): peptona, 20; glicerol, 15 mL;
K2HPO4, 1,5; MgSO4 x 7H20, 1,5; agar, 15;
agua destilada (pH 7,2)], suplementado con
chloramphenicol (13 pg/mL), ampicillina (40
pg/mL) (King et al., 1954).
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Inhibicién al desarrollo micelial y
produccion de conidios/esporas

Las bacterias se incubaron en King-B
liquido a 170 rpm/24 h a 28 °C, recuperando
0,6 mL del crecimiento bacteriano vy
homogenizadas en placas Petri con 14,4
mL de PDA e incubado por 16 h/28 °C,
posterior se afadio un disco de (6 mm Q)
micelial de FOL e incubados a 28 °C, para
su evaluacion por 4, 8 y 12 dias post-
incubacion (DPI). El ensayo antagonista se
diferencia con el anterior patégeno al
crecimiento lento de M. roreri en PDA,
donde su evaluacion se realizé ahadiendo
un disco de (6 mm Q) en el extremo de la
placa Petri con PDA que corresponde al
micelio del hongo, enfrentandose al disco
de agar con la bacteria previamente
incubada a 16 h/28 °C, evaluando por 9, 12
y 15 DPI. Los dos patégenos se evalud el
porcentaje de inhibicion micelial desde el
borde del tarugo hasta el crecimiento del
hongo por la formula: % inhibicion =
(crecimiento del control — crecimiento del
tratamiento / crecimiento del control) x 100.
Al final de la evaluacion en inhibicion
micelial por 12 y 15 DPI, se procedio el
conteo de conidios y esporas (C y E) para

FOL y M. roreri, homogenizando el micelio
de las placas Petri con (10 mL de H20 +
Tween 20). Recuperando 1 mL de cada
placa y transfirido a tubos eppendorf de 1,5
mL que contenian gaza estéril, que permitié
la separacion del micelio de (C y E). Las
muestras de 20 pL se ubicaron al centro de
la camara de Neubauer, realizando el
conteo en cinco de los cuadrantes de 0,20
mm2, observando por el microscopio
OLYMPUS (ocular 10X y objetivo 40X). Se
determiné la cantidad de (Cy E) ImL = (# de
(C y E) contadas x 25000 x factor de dilu-
cion). Ademas, se verifico porcentaje de
inhibicion a (C y E) = (nimero de (C y E) del
control — nimero de (C y E) del tratamiento /
numero de (C y E) del control) x 100.

En todos los experimentos los tratamientos
contenian seis replicas experimentales y
cada una con cuatro unidades experimen-
tales. Los valores a cada condicion estan
representados con el error estandar
promedio individual (*), los tratamientos
fueron sujetos al analisis de varianza por
ANOVA, y separados por procedimiento de
comparacion multiple de Tukey SD, al nivel
de significancia de (p < 0,05), empleando
Statgraphics.

Tabla 1
Caracterizacion de los aislados bacterianos a produccion de metabolitos antagonicos
. Metabolitos antagénicos N Produccién
Organismo Cepas PR HCN Prn DAPG Sideréforos AlA
1  Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12 + +
2  Klebsiella variicola BO3-4 + + + +
3  Enterobacter asburiae BA4-19 + +
4  Enterobacter asburiae PM3-14 + + + +
5  Pseudomonas protegens CHAO + + + n + +
6  Pseudomomas veronii R4 + + + +

Productoras de metabolitos secundarios: PR-Proteasa, HCN-cianuro de hidrogeno, Prn-pirrolnitrina, 2,4-DAPG dliacetilfloroglucinol,
sideroforos, AlA-acido indol-3-acetico (Chavez et al., 2018; Penafiel et al., 2016).

Figura 1. ldentificacion de M. roreri. A Desarrollo
micelial del hongo en medio PDA por 12 dias. B
Identificacion por PCR, carril 1 y 5 (Lader 100 pb
Invitrogen); 2 ADNg de (F. oxisporum. lycopersici); 3 (M.
roreri); 4 Control agua.

100 ---

Figura 2. Identificacion de M. roreri. A. Desarrollo
micelial del hongo en medio PDA por 15 dias. B.
Identificacion por PCR, carril 1 y 5 (Lader 100 pb
Invitrogen); 2 ADNg de (M. roreri); 3 (FOL); 4 Control
agua.
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3. Resultados y discusién

Identificacion de F. oxysporumy M. roreri
La identificacion molecular de Fusarium
oxysporum. f. sp. lycopersici, se realiz6 por
PCR, empleando los oligonucleoétidos
especificos UniF y UniR para este hongo,
generando el fragmento de 670 bp. La vera-
cidad de la amplificaciéon fue determinada
al no visualizar el producto de amplifi-
cacion teniendo como control el ADNg de
M. roreri, y agua (Figura 1). El alineamiento
de los oligonucleédtidos resultan ser
especifico para este patégeno, permitiendo
diferenciar entre otras formas especiales
para F. oxysporum (Hirano y Arie, 2006).
Las mazorcas del cultivar CCN51 de la
Finca la Maria con sintomas de Ila
enfermedad se recuperé la parte seccional
del corcho, obteniendo el crecimiento
micelial del M. roreri (Cepa 1), observando

la formacion del borde regular y textura
polvorienta de un rango de color (café
oscuro - crema - blanco) (Figura 2A). La
técnica de PCR confirmo un producto de
amplificacion de 750 bp (Figura 2B).

El alineamiento de secuencia al ADNr de
las regiones ITS1 y ITS2 ha conducido en la
identificacion con fidelidad y discriminar de
otras especies a Moniliophthora spp. La
secuenciacion y su alineamiento de la
region (ITS1- 5.8S - ITS2) de M. roreri (cepa
1) tiene 99% de homologia con la secuencia
del ITS a la cepa aislada de cacao en
Ecuador (AY194150) con diferencia en los
nucleétidos 1315 y 1317 (Figura 3) (Griffith
y Nicholson, 2002). Estas herramientas
moleculares se complementan a los carac-
teres morfolégicos en la identificacion de
especies para evaluar de forma rapida y
confiable la diversidad biolégica.

601 650
M. roreri (AY194150.1) (601) GGEGARTCCTTGTTAGT FTCTTTTCCTCCGCTTATTCATATGCITARGTT
Cepa (1) (1) - P L —
651 700
M. roreri (AY194150.1) (651) CREEGGETAGTEC TACCTCATTTCAGOTCARRATCATCTAATTCTTGTCE
Cepa (1) [ CTACCTGATTTGAGGTCARARATGATCTAATTGTTGTCC
701 750
M. roreri (AY194150.1) (701} AATAAACTTAGGACAGTTTGAAGCAGATACCGTTCARTAACAGAGAGAGE
Cepa (1) (39) AATARAACTTAGGACAGTTTGAAGCAGATACCGTTCAATAACAGAGAGAGE
751 800
M. roreri (AY194150.1) (751} AGGTTCATTACARACTTGCAAGCCCCCCCARACCGARGTGTTAGCTAGGT
Cepa (1) (89) AGGITCATTACARACTTGCAAGCCCCCCCARACCGARAGTCTTAGCCTAGGE
801 850
M. roreri (AY194150.1) (B01) CAACATTCGAAARRAACGTAGACTAATGGCATAGATAATTATCACACCALT
Cepa (1) (139) CAACATTCGAAARAACGTAGACTAATGGCATAGATARTTATCACACCART
851 900
M. roreri (AY194150.1) (851) GTGCTCTACCAACCGGTTTCCACTAATGCATTTCARGGGAGCCOACTCTT
Cepa (1) (189) GTGETCTACCAACCGGTTTCCACTAATGCATTTCARGGGAGCCCACTCTT
901 950
M. roreri (AY194150.1) (9071) TATTCAAAAAGCCAGCAACCCTCACATCCAATCCTCARACARAGCCGAAA
Cepa (1) (239) TATTCARAARGCUAGCARCCCTCACATCCAATCCTCARACARAGCCGAAR
951 1000
M. roreri (AY194150.1) (951) ARGCTTTTTGAGGTTGAGAATTTAATGACACTCAAACAGCCATCCCTCTC
Cepa (1) (269) ARGCTTTTTGAGGTTGAGAATTTAATGACACTCAAACAGGCATGCCTCTC
1001 1050
M. roreri (AY194150.1) {1001) GGAATACCAAGAGGCGCAAGGTGCGTTCARAGATTCGATGATTCACTGAR
Cepa (1) (339) GGAATACCAAGAGGCGCARGGTGCGTTCARAGATTCGATGATTCACTGAR
1051 1100
M. roreri (AY194150.1) {1051) TTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATEC
Cepa (1) (389) TTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATEC
1101 1150
M. roreri (AY194150.1) {1101) GAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATAGTTTTTAAAGGGTCAA
Cepa (1) (439) GAGAGCCAAGAGATCCGTTGCIGAMGT TGTATAGT T I TAMGGGICAR
1151 1200
M. roreri (AY194150.1) {1151) TTAAGTCCCAATAARATACACATTCTAAACATACATTAAGTGTGIGTTAA
Cepa (1} (489) TTAARGTCCCAATAAAATACACATTCTARACATACATTAAGTGTGTGTTAA
1201 1250
M. roreri (AY194150.1) ({1201) ARCATAGTGAGACTCCGTACTGAGARARCGCAMGCGCCTCCCGTTCCAGA
Cepa (1} (539) ARCATAGTGAGACTCCGTACTGAGAARACGCARGCGCCTCCCGTTCCAGA
1251 1300
M. roreri (AY194150.1) {1251) ATCCACTACAAAAGG ' TCACAGETGGATGAAGAT TGAAAG 'CLGLGAGCA
Cepa (1) (589) ATCCACTACAMAMNGGTTCACAGGTCGATCANGATTGANAGTCGECGAGCA
1301 1350
M. roreri (AY194150.1) (1301) CATGCCCCTANGANGAGCCAGCTCAMAMCCTCCTTTACAATGTTTTCANT
Cepa (1) {639) CATGCCCCTAAGAAAAACCAGCTCAARACCTCCT T TACAA TG T ICAAT
1351 1400
M. roreri (AY194150.1) {1351) AATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAARCCTTGTTACGACTTTTACT
Cepa (1) {(689) BATGATCCTTCCCCAGGTTCACCTACGGARAGCTTGTTACGACTTTTACT
1401 « ITS 5 1233
M. roreri (AY194150.1) {1401) TCC
Cepa (1) (739) TCCATGCAGGGGAGGARAGGAGGGATTTAGTTA

Figura 3. Alineamiento parcial de la secuencia al gen del ADNr. M. roreri (niumero de accesion AY194150.1) y el
ecotipo (Cepa 1) de CNN51-Finca La Maria. Las flechas y la tonalidad gris indican el sitio de alineamiento de los
primers ITS4 y ITS5. La presencia del color amarillo indica la homologia al alineamiento de secuencias, la tonalidad

turquesa la diferencia entre los nucleoétidos.
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Aplicacion de PGPR en inhibicion al
desarrollo micelial en F. oxysporum

El proceso de evaluacion antagonico
obtenido en FOL a 4 DPI se destacan las
bacterias A. calcoceaticus BMR2-12, B.
subtilisy P. protegens CHAO que superan el
80% en inhibicion a crecimiento micelial.
Donde la efectividad antagénica solo se
mantiene por B. subltilis y P. protegens
CHAO hasta 8 y 12 DPI. Ademas, se verifica
un constaste efecto antagénico superior al
60% a 12 DPI por E. asburiae PM3-14 y BA4-
19 (Figura 4). La actividad antagonica de
las bacterias estaria regulada por la
produccion de metabolitos antago6nicos
como PR y Prn. También, se observa una
baja actividad antagoénica por aplicacion de
A. calcoaceticus BMR2-12, K, varicola BO3-
4 'y P. veronii R4 que no superan el 50% en
inhibicion a 12 DPI (Figura 4).

Estos procesos de evaluacion inicial in vitro
han permitido seleccionar microor-
ganismos antagoénicos de mayor potencial
en inhibicién al desarrollo micelial a FOL,
donde la produccion diferencial de metabo-
litos antifiungicos lideran las respuestas
antagonicas entre (60 y 70%) por P.
protegnes CHAO, E. asburiae PM3-14 y E.
asburiae  BA4-19  (Figura 4). Las
aplicaciones de bacterias promotoras a
crecimiento como B. subtilis MAAO3 y P.
fluorescens MAA10 solas o combinadas
actian como bio-control a F. graminearum
(Moussa et al., 2013).

Ml W

8 12 Dias

B E. asburiae PM3-14.
0K, variicola BO3-4.

Inhibicion a desarrollo micelial FOL (%)

B A. calcoaceticus BMR2-12
QE, asburiae BA4-19.

0B, subtifis ATCC 55405

W P. veroni R4

B P. protegens CITAO
@ Control

Figura 4. Actividad antagonica al desarrollo micelial en
F. oxysporum. Los valores con letras similares no
presentan diferencias estadisticas significativas al nivel
de (p < 0,05), por el procedimiento de comparaciéon
multiple de Tukey. Las barras indican el ES individual
para tratamiento ().

Aplicacion de PGPR en inhibicion al
desarrollo micelial en M. roreri

La actividad antagénica en inhibicion al
desarrollo micelial a M. rorerise destaca E.
asburiae PM3-14 y K. variicola BO3-4 que
imposibilito la formacion de micelio del
100% hasta los 15 DPI. En este hongo se
acentua una mejor eficacia por A.
calcoaceticus BMR2-12 y E. asburiae BA4-
19 que superan el 75% de inhibicion hasta
los 15 DPI (Figura 5). La rizobacteria P.

veronii R4 se verifica la menor actividad
antagonica al desarrollo micelial en M.
roreriy FOL.

Estas bacterias gram-negativas E. asburiae
PM3-14 y K. variicola BO3-4 tienen la
caracteristica en producir (PR, HCN, Prn)
(Chavez et al., 2018), donde la efectividad
de estos metabolitos secundarios inhiben el
desarrollo micelial a FOL y M. roreri. Esto
se corrobora con Nutaratat et al. (2017),
que el empleo in vitro de Enterobacter sp
DMKU-RP2016 tiene actividad antagonista
a F. moniliforme y R. solani. La sintesis de
metabolitos secundarios a (HCN vy
sideréforos), cumplen un rol importante
como bio-control en  Macrophomina
phaseolina, R. solani y Alternaria spp
(Sandhya et al., 2017), determinando que
esta clase de género de bacterias endéfitas
son fuentes importantes de rizobacterias
promotoras de crecimiento.

100

0 b

1

B 4. calcoaceticus BMR2-12
OE. asburiae BA4-19.

OB. sublilis ATCC 35405
WP veroni R4

o
ES
Ny
—

=
&

8]
&

Inhibicién a desarrollo micelial AL rorer

12 Dias
DE. asburiae PM3-14.

0K variicola BO3-4.

B P. protegens CHAQ

B Control

Figura 5. Actividad antagonica al desarrollo micelial de
M. roreri. Los valores con letras similares no presentan
diferencias estadisticas significativas al nivel de (p <
0,05), por el procedimiento de comparacion maltiple de
Tukey. Las barras indican el ES individual para
tratamiento (%).

Inhibicion de conidios en F. oxysporum y
esporas en M. roreri

El mecanismo de dispersion del hongo por
produccion de conidios en FOL se verifico
con la reduccion significativa in vitro en
presencia de B. subtilis, K. variicola BO3-4,
P. protegens CHAO, E. asburiae BA4-19 y
PM3-14, demostrando efectividades
superiores al 90% en la reduccion de
conidios. El hongo a no ser sometido con
las bacterias genera 1475593 conidios/ mL
a 12 DPI (Figura 6). La eficacia de B. sutilis
ATCC 55405 a FOL con el 95% inhibicion al
desarrollo micelial del hongo y la reducciéon
del 75% de las esporas estaria participando
en inhibir la fase sexual y asexual del ciclo
vida de F. oxysporum; donde la produccion
de enzimas hidroliticas como: surfactina e
iturrina A degradan la membrana
citoplasmatica de hongos filamentosos
(Cazorla et al., 2007; Chitarra et al., 2003).
En los ensayos antagonistas a inhibicion de
esporas de M. roreri revelaron una
efectividad superior al 90% en presencia de
K. variicola BO3-4, B. subltilis, A.
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calcoaceticus BMR2-12, E. asburiae BA4-
19 y PM3-14. Con baja efectividad
antagonica por P. protegens CHAO y P.
veronii R4 que no superan el 65% de
inhibicion de esporas. El hongo a no estar
expuesta a ensayos antagoénicos genera
180125 esporas/mL a 12 DPI. La eficacia de
K. varicola BO3-4 esta determinada por la
produccion de tres metabolitos antago-
nicos, donde la funcionalidad del HCN tiene
una toxicidad de amplio espectro para
hongos, nematodos e insectos por Ila
sensibilidad del grupo-hemo en las células
eucariotas (Zdor, 2014). La funcionalidad
del HCN microbiano producido en la
rizosfera depende de la geoquimica del
suelo (Rijavec y Lapanje, 2016). Este tipo
de género a K. variicola DX120E, producen
sider6foros y enzimas que degradan de
pared celular de hongos fitopatégenos (Lin
etal., 2015).

100

a a
b p b —b a * 2 __ 3
c
b
c
£
d d
0

FOL M. roreri

B A. caleoaceticus BMR2-12 B E. asburiae PM3-14.
O E. asburiae BA4-19. OK. variicola BO3-4.
OB. subtilis ATCC 55405 BP. protegens CHAO
B P veroni R4 @ Control

%
S

=3
=3

=
S

[
=)

Inhibicion de conidios y esporas (%)

Figura 6. Inhibicion en produccion de conidios y
esporas en F. oxysporum'y M. roreri. Los valores con
letras similares no presentan diferencias estadisticas
significativas al nivel de (p < 0,05), por el procedimiento
de comparacion multiple de Tukey. Las barras indican
el ES individual para tratamiento ().

Cambios estructurales del micelio, conidios
y esporas

El efecto antagonico de B. subtilis ejerce
cambios estructurales /n vitro en FOL de
inhibicion a desarrollo y degradacion del
micelio con ausencia de macroconidios. En
presencia de K. variicola BO3-4 y E.
asburiae BA4-19 se determiné la disminu-
cion y mal formaciones de macroconidios y
conidios (Figura 7A). Esto concuerda con
Gu et al. (2017), ellos explican que la
produccion de Bacilomicina D por B.
subtilis  interrumpe las membranas
plasmaticas de las hifas y los conidios de F.
graminearum, provocando la filtracion del
citoplasma y plasmodlisis. Donde el esterol
de la membrana plasmatica de las paredes
celulares de hifas y conidios estaban
dafados por la adicion de Bacilominina D,
por perdida de turgencia y estructuras con
huecos al visualizarse por microscopia
electréonica (Gu et al., 2017).

El caso de WM. roreri expuesta al
antagonismo con K. variicola BO3-4 se
observo un ligero desarrollo micelial, pero
total ausencia de endosporas. Ademas, se
verifica la disminucién en producciéon de
endosporas por el enfrentamiento con E.
asburiae PM3-14, B. subtilis, E. asburiae
BA4-19 y A. calcoaceticus BMR2-12. Sin
aplicacion bacteriana se observa un
crecimiento normal de micelio con
presencia de endosporas (Figura 7B). La
respuesta antagoénica esta liderada por la
actividad proteolitica de K. variicola BO3-4,
A. calcoaceticus BMR2-12, E. asburiae
BA4-19 y PM3-14 que reducen el desarrollo
micelial y formacion de esporas. Esta
enzima litica degrada la pared celular de
hongos fitopatdogenos que actaan como
factores bio-controladores (Infante et al,
2009). Donde se explica que estas enzimas
sintetizadas por Pseudomonas y Bacillus
tiene capacidad en degradar los compo-
nentes estructurales (proteinas, quitina y
lipidos) permitiendo la colonizacion de las
bacterias a los tejidos internos del
patoégeno (Yang et al., 2013).

B. subtilis ATCC 55405 K. variicola BO3-4 E. asburiae BA4-19 Control

ew@O

A

F. oxisporum f. sp. Lycopersici

Figura 7. Inhibicion y cambios al desarrollo micelial,
conidios y esporas. A) Actividad antagonica de PGPR a
F. oxysporum a 12 DPI. (a) inhibicién al desarrollo
micelial; (b) reduccion en produccion de conidios; (c)
produccion de macroconidios; (d) produccion de
conidios. B) Actividad antagonica de PGPR a M. roreria
15 DPI. (e) reduccion en produccion de endosporas; (f)
ausencia de endosporas; (g) produccion de
endosporas.

La presencia de Prn en K. variicola BO3-4,
A. calcoaceticus BMR2-12, E. asburiae
PM3-14 seria unos de los componentes que
responden como antagonismo a M. roreri.
La actividad de Prn se dirige a las
mitocondrias y perjudica al aceptor de
electrones terminales, siendo los sitios
objetivo para este biopesticida (Anderson y
Kim, 2018). Ademas, Prn altera Ia
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seializacion del estrés osmético en hongos
(Okada et al., 2005). Los factores minerales
en la rizosfera pueden influir en la sintesis
de Prn, donde la disponibilidad de Fe es
importante para la sintesis de este
antibiético (De Laurentis et al., 2007).

Los resultados en este trabajo al meca-
nismo antagénico de las bacterias difieren
entre ellas, donde la efectividad B. subtilis
prevalece para hongos Ascomycota, a
diferencia que la aplicacion de K. variicola
BO3-4, A. calcoaceticus BMR2-12, E.
asburiae BA4-19 y PM3-14 ejerce mayor
actividad a Basidiomycota. Donde intervie-
nen los cambios osmoéticos del patégeno
por la produccion de Prn. La PR degra-
dando los componentes estructurales del
hongo como (proteinas, quitina y lipidos). El
HCN modificando la sensibilidad del grupo-
hemoproteinas en las células eucariotas.

4. Conclusiones

El proceso de inhibicion por B. subltilis es
efectiva en desarrollo micelial y produccion
de conidios de FOL, a diferencia al trabajar
con M. roreri se verificé que la aplicacion
de E. asburiae PM3-14 y K. variicola BO3-4
son de mayor eficiencia en inhibir el micelio
y esporas. Estas diferencias estarian
acentuadas por la disponibilidad y
produccion del metabolito antagénico
secretado por la bateria. El trabajo se
proyecta en la aplicacion de estas PGPR a
manera sola o la formacion de consorcios
bacterianos para determinar su actividad
bio-controladora y evaluar su rol en
promover el desarrollo en plantas.
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