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RESUMEN

La creciente demanda de alimentos en el mundo, sumado al incremento de los costos de produccion, ha llevado a
la humanidad a desarrollar tecnologias alternativas para la produccién de alimentos. Entre las diferentes
tecnologias, el uso de microorganismos benéficos ha mostrado resultados alentadores, ademas de ser cada vez
mas aceptado entre los agricultores. Las bacterias cosmopolitas del género Pseudomonas se caracterizan por su
alta capacidad de colonizar las raices de las plantas y promover el crecimiento y la sanidad vegetal. La bacteria
Pseudomonas protegens S4, aislada de jamaica ha mostrado la capacidad de actuar como promotor de crecimiento
vegetal y agente de control bioldgico. En el presente estudio se pretende ampliar el registro documental de dicho
agente microbiano con potencial agrobiotecnoldgico. En este caso, se evalud la capacidad de la bacteria para
limitar el crecimiento de diversos hongos fitopatégenos asociados a la generacion de problemas fitosanitarios en
diferentes cultivos. Asi mismo, se evalu6 su capacidad de ejercer promocidn de crecimiento sobre plantas de
diferentes cultivos mediante la técnica de tacos de germinacién. P. protegens S4 es capaz de limitar el crecimiento
de fitopatégenos como Alternatira sp. Curvularia sp. Nigrospora sp. y Rhizoctonia sp. A su vez, la bacteria fue
capaz de incrementar la capacidad de acumular peso seco en raiz y parte aérea, asi como la produccidn de raicillas
en frijol, maiz, calabaza y jamaica. El presente estudio muestra la posibilidad de P. protegens S4 de fungir como

un agente microbiano util en aplicaciones agrobiotecnologicas.

Palabras clave: Pruebas de germinacion, cultivo dual, promocion de crecimiento vegetal, control bioldgico de

fitopatogenos.
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SUMMARY

The growing demand for food in the world, added to the increase in production costs, has led humanity to develop
alternative technologies for food production. Among the different technologies, the use of beneficial microorganisms
has shown encouraging results, in addition to being increasingly accepted among farmers. The cosmopolitan
bacteria of the Pseudomonas genus are characterized by their high capacity to colonize plant roots and promote
plant growth and health. The bacterium Pseudomonas protegens S4, isolated from jamaica, has shown the ability
to act as a plant growth promoter and biological control agent. The present study aims to expand the documentary
record of the said microbial agent with agrobiotechnological potential. In this case, the ability of the bacterium to
limit the growth of various phytopathogenic fungi associated with the generation of phytosanitary problems in
different crops was evaluated. Likewise, its capacity to exert growth promotion on plants of different crops was
evaluated by employing the germination "tacos" technique. P. protegens S4 is capable of limiting the growth of
phytopathogens such as Alternatira sp. Curvularia sp. Nigrospora sp. and Rhizoctonia sp. In turn, the bacterium
was able to increase the capacity to accumulate dry weight in the root and aerial part, as well as the production of
rootlets in beans, corn, squash, and roselle. The present study shows the possibility of P. protegens S4 functioning

as a useful microbial agent in agrobiotechnological applications.

Keywords: Germination assay, dual culture, plant growth promotion, plant pathogens biocontrol.

INTRODUCCION

La canasta basica mexicana se compone en gran medida de granos basicos como maiz, frijol, avena, arroz, y gran
variedad de hortalizas como jitomates, chiles, papas y calabazas, entre otras. Sin embargo, el incremento de los
precios de los insumos agricolas y la creciente dificultad en el control de fitopatdgenos por el surgimiento de
resistencia, hace que los costos de estos productos se eleven afio con afio (SADER, 2020). Recientemente se ha
optado por el desarrollo de tecnologias verdes, costo-efectivas y sostenibles que auxilien o sustituyan a los
agroquimicos en materia de nutriciéon y sanidad vegetal (Chavez-Diaz, 2020). Entre las alternativas que han
mostrado resultados alentadores y aceptacion entre los productores se encuentra la utilizacion de microorganismos
benéficos como promotores de crecimiento vegetal y agentes de control biologico (Cruz-Cérdenas, 2021). Las
bacterias del género Pseudomonas, particularmente se distinguen por su capacidad de promocién de crecimiento
vegetal y su capacidad de controlar las poblaciones de fitopatogenos mediante la produccién de enzimas que
afectan la pared celular o bien por la sintesis de compuestos antimicrobianos, en ambos casos, los efectos son
notorios en la afectacion de la estructura, positivamente de la planta y negativamente en las colonias de hongos

(Gouda et al., 2018). Mediante la fijacién de N atmosférico, la solubilizacién de nutrientes y la produccion de
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reguladores de crecimiento, las Pseudomonas son capaces de mejorar la estructura anatémica de las plantas; por
otra parte, mediante la produccion de antimicrobianos, sideréforos y enzimas degradadoras de pared celular, limitan
el crecimiento de las colonias de fitopatogenos (Singh et al., 2022). En el presente estudio se evalla el potencial
agrobiotecnoldgico de una cepa bacteriana identificada previamente como Pseudomonas protegens como un
promotor de crecimiento vegetal de cultivos como maiz, frijol, calabaza y jamaica y su capacidad de control

bioldgico contra hongos fitopatdgenos que afectan a estos cultivos.

MATERIALES Y METODOS

Acondicionamiento del material biolégico

Pseudomonas protegens S4 (aislada de jamaica) se obtuvo de la coleccion de bacterias del CNRF-SENASICA.
Las cepas de hongos fitopatdgenos y las semillas fueron donadas por el CNRG-INIFAP. Las cepas de
microorganismos se reactivaron en medio PDA incubandose por 2 dias a 28°C. Para asegurar la uniformidad
fenotipica de los microorganismos para los bioensayos, se obtuvieron cultivos a partir de una colonia para las
bacterias y se realizaron cultivos monosporicos para los hongos. Se utilizo la raza nativa de maiz Amarillo
Zamorano (Zea mays), semilla de frijol negro (Phaseolus vulgaris), calabaza de castilla (Cucurbita argyrosperma)
como cultivos mexicanos y semilla de Jamaica Teconapa (Hibiscus sabdariffa) como cultivo origen de la cepa de
Pseudomonas protegens y de importancia gastronémica para México. Para los ensayos de control biologico se
utilizaron los hongos fitopatégenos Alternaria sp. aislada de calabaza, Curvularia sp. aislada de maiz, Fusarium sp.

aislado de maiz, Nigrospora sp. aislada de frijol y Rhizoctonia sp. aislada de frijol.

Ensayos de control bioldgico de fitopatégenos por cultivo dual

Se prepard una suspension celular de P. protegens a una turbidez de 0.5 segun el nefelémetro de McFarland.
Mediante una asada de suspension celular se coloco una estria de la bacteria en el centro de una caja Petri y en
uno de los extremos se colocé un disco de 0.5 mm de diametro de micelio maduro del hongo fitopatégeno a probar.
Como controles se inocularon de la misma manera a la bacteria y al hongo en cuestion por separado. El ensayo
se incubd a 28°C durante 72 h en un disefio experimental completamente aleatorio. Al finalizar se midio el avance
de cada hongo y se calculé el indice de inhibicion mediante la formula: li: ((AvC-AvE)*100)/AvC, en donde AvC:
representa el avance promedio del hongo control y AvE: el avance del hongo en presencia de la bacteria. Cada

ensayo consto de 4 repeticiones, el experimento se realiz6 dos veces.

Ensayo de promocion de crecimiento mediante la técnica de tacos de germinacion
Se lavaron las semillas de cada cultivo y posteriormente se aseptizaron en camara de gas cloro durante 5 h.

Trascurrido el tiempo se dispusieron 25 semillas sobre papel de calidad agricola para germinacién y se
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humedecieron sobre el papel con 10 ml de suspension celular de P. protegens S4 o con agua corriente estéril en
el caso de los controles, se enrollo el papel a manera de taco y se colocaron en un recipiente de forma vertical
colocando una bolsa plastica a manera de camara himeda. Las camaras humedas se establecieron en un disefio
experimental completamente aleatorio dentro de una camara de germinacion y se incubaron durante 10 dias en
completa oscuridad a una temperatura de 28°C. Transcurrido el tiempo se registraron las variables largo de parte
aérea (La), largo de raiz (Lr), nimero de raicillas (Nr), peso fresco de raiz (Pfr), peso seco de raiz (Psr), peso fresco
de parte aérea (Pfa) y peso seco de |a parte aérea (Psa). Mediante los datos obtenidos se calculé el radio porcentual
de respuesta de los cultivos en cada una de las variables ante la interaccion con la bacteria mediante la formula
Rpr: Loge(VB/V)*100, en donde VB representa la magnitud media de la variable de las plantas en presencia de la

bacteria y V la magnitud media de la variable en las plantas ausentes de la bacteria.

Analisis de los datos

Se verifico la homocedasticidad y la normalidad de los conjuntos de datos para cada uno de los ensayos. Solo en
el caso del ensayo de control biolégico, se continué con un ANOVA seguido de una prueba de Tukey (P<0.05).
Los datos del ensayo de promocion de crecimiento son descriptivos por lo que no se aplicd ningun analisis

consecuente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Control bioldgico de fitopatogenos

P. protegens fue capaz de inhibir el crecimiento de cuatro de los cinco fitopatégenos contra los cuales se confronté.
Se observd un efecto significativamente mayor (Tukey P<0.05) con 32% de inhibicién frente a Rhizoctonia sp.
mientras que se observd una inhibicidn de 13.21% al confrontarse contra Nigrospora sp. En el caso de Fusarium
sp. no se observd un efecto significativo sobre la colonia del fitopatdégeno la cual creci6 de la misma manera en
presencia o ausencia de la bacteria (Figura 1). Se ha registrado un caso similar en el control de marchitez por
fusariosis en rabano, en donde P. putida WCS358 no mostr6 actividad antagénica in vitro ni en campo contra
Fusarium sp. al inocularse sola, no obstante, al combinar a esta bacteria con otras Pseudomonas fluorescens o
con E. coli se observo una sinergia en la que se aumentd la capacidad inicial de control biologico de estas

erradicando el problema fitosanitario en campos de rabano (de Boer et al., 2003).

Promocién de crecimiento en diferentes cultivos.
Al inocular a Pseudomonas protegens S4 en diferentes cultivos, se observo una similitud en la respuesta de cada
cultivo ante la interaccidn con la bacteria. Los cuatro cultivos incrementaron el peso seco de raiz y parte aérea, lo

que podria estar relacionado una capacidad mayor de fijar nutrientes y convertirlos en biomasa, por lo que en este
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caso especulamos que la bacteria mejoré la capacidad de germinar y nutrirse en la fase inicial en los cultivos
probados. La estructura de las plantas también fue modificada, en el caso de jamaica y frijol, se observé un
incremento en el largo de raiz y parte aérea, lo que podria relacionarse con una mayor capacidad de fijarse al suelo
y tener una mayor superficie productiva, en el caso de la calabaza se observé un incremento en el largo de raizy
reduccion del largo de parte aérea; por Ultimo, en maiz se observé una reduccion en el largo de parte aérea y raiz.
En ambos casos esta respuesta podria asociarse a un mejor manejo de los cultivos y reducir la zona de exposicidn
a fitopatégenos. El numero de raicillas incremento notablemente en jamaica y calabaza, lo que permite una mayor
asimilacién de nutrientes, aunque no fue tan marcado, también en frijol se observé un incremento en esta variable
(Figura 2).

Se ha documentado ampliamente que las bacterias del género Pseudomonas tienen la capacidad de modificar la
estructura anatémica de las plantas, resultando en la mayoria de los casos, en beneficios para el cultivo y en el
incremento del rendimiento. Se ha observado que en maiz P. putida PS01 es capaz de favorecer la germinacion y
alterar la anatomia completa del cultivo generando raices y plantas mas cortas, pero mas compactas, lo que mejord
la toma de nutrientes, la relacidén de contenido de agua y el peso seco, y una mayor capacidad fotosintética (Chu
et al., 2020). En frijol de soya, se ha observado que P. oryzhabitans es capaz de modificar limitadamente la
estructura de la planta mejorando hasta cierto punto la germinacion, el peso fresco y seco, asi como el contenido
de clorofila, no obstante, al inocularse en conjunto con Bradyrhizobium sp. hubo una notable mejoria en estas
variables y se modifico ain mas la estructura de la planta generando nddulos, y mejorando la actividad de diversas
enzimas asociadas con la toma de nutrientes, la defensa y el estrés hidrico, lo que resultd en un incremento del
rendimiento (Kumawat et al., 2022). Por su parte, se ha observado que P. fluorescens YX2 es capaz de incrementar
el porcentaje de germinacion y modificar el tamafio y estructura de la planta completa (parte aérea y raiz), asi como
de mejorar la capacidad de toma de nutrientes, lo cual tiene como resultado una mayor tolerancia al estrés hidrico
en manzana var. mains micromalus Makino (Li et al., 2022). Es notable como las rizobacterias del género
Pseudomonas tienen la capacidad de modificar la estructura, expresion enzimatica y capacidad fotosintética de los
cultivos, no obstante, estas modificaciones resultan en mejorar la expresion fenotipica del cultivo que se traduce

en un mayor rendimiento.
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Figura 1. indice de inhibicién como respuesta a la interaccion entre P. protegens y diferentes hongos fitopatégenos
in vitro. Los valores de las columnas representan la media de 8 repeticiones. Las columnas con letras similares son

significativamente iguales (Tukey P<0.05).
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Figura 2. Respuesta de cultivos ante la interaccidn con P. protegens S4. Los valores de cada variable representan
la media de 100 observaciones. LA: largo de la parte aérea; LR: largo de la raiz; Nr; numero de raicillas; Pfr: peso

fresco de la raiz; Psr: peso seco de la raiz; Pfa: peso fresco de la parte aérea; Psa: peso seco de la parte aérea.

CONCLUSIONES

Pseudomonas protegens S4 es capaz de limitar el crecimiento de diversos hongos fitopatdgenos asociados a

problemas fitosanitarios en diferentes cultivos. La bacteria P. protegens S4 es capaz de modificar la estructura de
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plantas jovenes de diferentes cultivos entre los que destacan la capacidad de incorporar biomasa (acumulacion de
peso seco) y la aparicion de un mayor nimero de raicillas, dichas variables son deseables en el aprovechamiento
agrobiotecnoldgico de los cultivos. Pseudomonas protegens S4 es un microorganismo que cumple con
caracteristicas para su aprovechamiento agrobiotecnoldgico, no obstante, son necesarios mayores estudios para

determinar su potencial en campo.
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