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RESUMEN i

En México el estado de Sinaloa es el principal productor de garbanzo blanco. En
los Ultimos diez afios se han sembrado un promedio de 30,897, ha' tanto en
riego como en temporal, cosechandose un total de 53,658 t (SAGARPA, 2016).
El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la segunda leguminosa de grano seco que se
cultiva alrededor del mundo, sélo después del frijol (Phaseolus vulgaris L.)
(Hervas et al, 1998). Una de las principales limitantes de su produccion en este
estado y otras regiones del mundo, es la enfermedad conocida como "marchitez"
o "rabia" del garbanzo, la cual es ocasionada por el complejo de hongos
fitopatogenos: Fusarium oxysporum Schlechtend.: Fr., Rhizoctonia solani Kiihn
y Sclerotium rolfsii Sacc. Esta enfermedad causa pérdidas severas en el cultivo
que oscilan del 10-50% de la produccion (Garcia—Estrada et al., 2004). Una
alternativa para el control de la enfermedad es el control biologico utilizando
microorganismos antagonistas como bacterias y hongos, como Bacillus y
Trichoderma, ademas la aplicacién de compostas mejora la estructura del suelo,
asi como la retenciéon de la humedad facilita la absorcion de los nutrientes por
parte de la planta y mejora la sanidad de éstas Tisdale y Nelson, 1996; Tan y
Napamombodi, 1979; Guerrero, 1996; Bellapar 1996 y Bollo, 1999). Por lo que
se pretende en este trabajo, seleccionar cepas de Bacillus spp. y Trichoderma
spp., nativos de la region para enriquecer compostas en el control de la
enfermedad “rabia” en garbanzo blanco. Para ello se aislaron cepas nativas de
Bacillus y Trichoderma a partir de la Rhizosfera de diferentes plantas de la
region incluyendo plantas de garbanzo, los aislados fueron seleccionados en
invernadero para obtener las mejores cepas de Bacillus y Trichoderma en el
control de rabia en garbanzo, las mejores cepas seleccionadas se combinaron
con composta se utilizaron dos tipos lombricomposta y tipo Bocashi, en los
resultados obtenidos, la cepa de Bacillus B4, presenté mejor efecto protector la
cual se identific6 molecularmente correspondiendo a Bacillus pumilus con un
alinieamiento del 100%, en Trichoderma la cepa C1 como mejor cepa se ubico
como especie harzianum. El garbanzo mostro un mejor crecimiento con la
aplicacién de compostas, ademas dieron un mayor efecto protector de las cepas
de Bacillus y Trichoderma cuando se combinaban con compostas al reducir la
severidad de la enfermedad en garbanzo. La composta que presentd mejor
efecto protector fue la de tipo Bocashi.



ABSTRATC \Y

In Mexico, the state of Sinaloa is the main producer of white chickpea. In the last
ten years, an average of 30,897 have been planted, hal both in irrigation and in
season, harvesting a total of 53,658 t. (SAGARPA, 2016). Chickpea (Cicer
arietinum L.) is the second dry grain legume grown around the world, only after
beans (Phaseolus vulgaris L.) (Hervas et al, 1998). One of the main limitations of
its production in this state and other regions of the world, is the disease known as
"wilt" or "rabies" of chickpea, which is caused by the complex of phytopathogenic
fungi: Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr. , Rhizoctonia solani Kihn and
Sclerotium rolfsii Sacc. This disease causes severe losses in the crop that range
from 10-50% of production (Garcia — Estrada et al., 2004). An alternative for the
control of the disease is biological control using antagonistic microorganisms
such as bacteria and fungi, such as Bacillus and Trichoderma, in addition the
application of compost improves the structure of the solil, as well as the retention
of humidity, it facilitates the absorption of nutrients by the plant and improves its
health. Tisdale and Nelson, 1996; Tan and Napamombodi, 1979 ,; Guerrero,
1996 ;, Bellapar 1996 and Bollo, 1999). For what is intended in this work, select
strains of Bacillus spp. and Trichoderma spp., natives of the region to enrich
compost in the control of the disease "rabies" in white chickpea. For this, native
strains of Bacillus and Trichoderma were isolated from the Rhizosphere of
different plants in the region including chickpea plants, the isolates were selected
in the greenhouse to obtain the best strains of Bacillus and Trichoderma in
controlling rabies in chickpea, The best selected strains were combined with
compost, two types of vermicompost and Bocashi type were used. In the
obtained results, the Bacillus B4 strain presented a better protective effect, which
was identified molecularly, corresponding to Bacillus pumilus with 100%
alignment, in Trichoderma the C1 strain as the best strain was located as a
harzianum species. The chickpea showed a better growth with the application of
compost, they also gave a greater protective effect of the Bacillus and
Trichoderma strains when combined with compost by reducing the severity of the
disease in chickpea. The compost that presented the best protective effect was
the Bocashi type.



I. INTRODUCCION

En México el estado de Sinaloa es el principal productor de garbanzo blanco.
En los ultimos diez afios se han sembrado un promedio de 30,897 t. tanto en
riego como en temporal, cosechandose un total de 85 mil 487 t. (SAGARPHA,
2018), a nivel mundial nuestro pais es el sexto productor de esta leguminosa,
con una produccién de 183 mil 576 t en el ciclo 2017-2018 (SAGARPA, 2018).

El cultivo de garbanzo blanco tiene como propdsito principal la produccion
de grano para consumo humano, a diferencia del garbanzo café, porquero o
forrajero, que es destinado para la alimentacion pecuaria. La produccion de
garbanzo blanco es destinada principalmente para exportacion, se considera una
fuente importante de divisas para el pais.

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la segunda leguminosa de grano seco
que se cultiva alrededor del mundo, solo después del frijol (Phaseolus
vulgaris L.) (Hervas et al, 1998). En México, el estado de Sinaloa es el mayor
productor de este grano para consumo nacional y para exportacion (Gémez et
al., 2003). Una de las principales limitantes de su produccion en este estado y
otras regiones del mundo, es la enfermedad conocida como "marchitez" o "rabia"
del garbanzo, la cual es ocasionada por el complejo de hongos: Fusarium
oxysporum Schlechtend.: Fr., Rhizoctonia solani Kiihn y Sclerotium rolfsii Sacc.
Esta enfermedad causa pérdidas severas en el cultivo que oscilan del 10-50%
de la produccion (Garcia—Estrada et al., 2004). Algunas de las estrategias que
han sido implementadas para su control son la rotacion de cultivos, el retiro de
socas y el uso de semilla libre de patégenos y/o tratadas con fungicidas; sin
embargo, los resultados han sido poco satisfactorios. El desarrollo de plantas
con resistencia genética ofrece la mejor estrategia practica y econ0mica para el
manejo de la enfermedad (Hervas et al., 1998); sin embargo, la presencia de
nuevas razas de patogenos limita esta Ultima estrategia (Jiménez—Diaz et
al., 1993).



Otra alternativa para el control de la enfermedad es el control bioldgico
utilizando microorganismos antagonistas como bacterias y hongos. Diversas
investigaciones han demostrado que el control biolégico a través del uso de
hongos y bacterias benéficas es una alternativa potencial al uso de fungicidas
y/o fumigantes. Por ejemplo, Kaur y Muthamilan (1992) demostraron que, en
experimentos en campo, el complejo de hongos causantes de la marchitez del
garbanzo, incluyendo Fusarium oxysporum Schlechtend.: Fr.f. sp. ciceris que
controlado efectivamente por Trichoderma harzianum Rifai. En otro estudio en
semilla de garbanzo, la aplicacion de la cepa RBT13 de Pseudomonas
fluorescens Migula disminuyé en 52% la marchitez por Fusariumy
adicionalmente incrementé la germinacion, el crecimiento y el rendimiento del
cultivo (Kumar y Dube, 1992).

Diversas especies de Bacillus, aisladas de la rizosfera de garbanzo han
demostrado capacidad para inhibir la germinacion y el crecimiento de hifas de F.
oxysporum f. sp. Ciceris y suprimir el desarrollo de la marchitez del garbanzo
(Landa et al., 1997). Ademés, se ha demostrado la supresion de hongos
fitopatogenos del suelo por compostas (Hadar y Mandelbaum et al, 1992).
Ademas, se ha comprobado la supresion de pythium spp. y Rhizoctonia solani,
utilizando compostas preparadas con desechos organicos como por ejemplo la
corteza de madera madura, estiércol de res y lodos activados (Chen et al, 1987).
Por lo que en este trabajo se pretende seleccionar cepas de Bacillus spp. y
Trichoderma spp., nativos de la region para enriqguecer compostas en el control

de la enfermedad “rabia” en garbanzo blanco.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Importancia de las compostas en el control biolégico

La agricultura tecnificada que se practica en gran parte del mundo
paradojicamente conlleva a dos escenarios: por un lado contribuye a incrementar
el rendimiento y calidad de cosechas y por otra parte genera una disminucién de
la productividad del suelo y participa en el deterioro del medio ambiente. Aunado
a esto, el uso intensivo de productos agroquimicos contribuye a incrementar los
costos de produccion de los cultivos, impactando adversamente y de manera

significativa, la sustentabilidad de la agricultura (Osorio, 2008).

La aplicacion de las compostas mejora la estructura del suelo, asi como la
retencién de la humedad ademas facilita la absorcién de los nutrientes por parte
de la planta (Tisdale y Nelson, 1996; Tan y Napamombodi, 1979; Guerrero,
1996; Bellapar, 1996 ; Bollo, 1999).

Los acidos humicos y falvicos de las compostas mejoran las propiedades
fisicas quimicas y biolégicas en los suelos, en consecuencia, ocurre un
incremento en la fertilidad y productividad (Tisdae y Nelson, 1996; Tan y
Napamombodi, 1979; Guerrero, 1996; Bellapar, 1996)

Se ha demostrado la supresién de hongos fitopatogenos del suelo en
compostas (Hadar y mandelbaum et al, 1992). Ademas, se ha comprobado la
supresion de pythium spp. Y Rhizoctonia solani, utilizando compostas
preparadas con desechos organicos como por ejemplo la corteza de madera
madura, estiércol de res y lodos activados (Chen et al, 1987).

Uno de los beneficios de las compostas es su potencial para controlar
poblaciones de patdgenos del suelo (Hadar y mandelbaum, 1992; oitink et at,
1991).

2.2. Antagonistas usados en el control biolégico de patégenos de plantas

En la seleccion de antagonistas para el control de la rabia del garbanzo se
ha enfatizado el uso de agentes individuales; sin embargo, parece factible que
incrementando el nimero de agentes de biocontrol con el uso combinado de
diferentes especies puede resultar en tratamientos de alta persistencia en la

rizosfera, con mecanismos de control diferentes y con mayor resistencia a las



condiciones ambientales. Akkopru y Demir (2005) demostraron no sélo que la
combinacion de rizobacterias y Glomus intraradices Schenck y Smith es efectiva
para controlar la marchitez por Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici (Sacc.),
sino que también incrementa la colonizacion, el peso seco y el contenido de
fosforo en la planta. Bareaet al. (1998) reportaron que cepas
de Pseudomonas productoras  del antibiético 2-4  diacetilfloroglucinol
incrementan la germinacién y biomasa de Glomus mosseae T.H. Nicolson Gerd)
y Trappe,1998) asi como su colonizacion en raices de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.). La mezcla de hongos antagonistas como T. harzianumy
micorrizas arbusculo—vesiculares (MAV) del hongo Glomus intraradices han
demostrado que solos 0 en mezcla han sido efectivos en el control biologico de
fitopatdgenos de la raiz en hortalizas (Datnoff et al., 1995). Estas investigaciones
sugieren que las micorrizas y otros agentes de biocontrol pueden ser
compatibles y usarse en combinacion, lo cual induce mayor control que los

agentes utilizados en forma individual (Linderman, 1988).

Existe un grupo importante de hongos y bacterias que presentan efectos
antagonicos contra otros microorganismos y esta accion puede ser aprovechada
como una forma de control biolégico de patdgenos vegetales. Entre los
microorganismos mas importantes que se utilizan para el control biolégico se
encuentran las bacterias de los géneros Pseudomonas, Bacillus y hongos de los
géneros Gliocadium, Fusarium y Trichoderma. Este ultimo es el mas utilizado
para el control de un grupo de importantes patdgenos del suelo. En la naturaleza
existe una interaccion continua entre los patdgenos potenciales y sus
antagonistas, de forma tal que estos ultimos contribuyen a que en la mayoria de
los casos no se desarrolld la enfermedad. En condiciones naturales los
microorganismos estan en un equilibrio dinamico en la superficie de las plantas
(Larrea, 2001), asi mismo, las micorrizas ocasionan un incremento en la
actividad de la rizosfera en favor de otros microorganismos que compiten con los

fitopatdgenos del suelo (Meyer y Linderman, 1986).

Ante esta situacion, el enfoque de la nueva agricultura se contempla
dentro de un marco de sustentabilidad, que involucra la busqueda de estrategias

gue disminuyan el empleo de agroquimicos y que contribuyan a conservar el



medio ambiente. Una alternativa es la rama de la biotecnologia llamada control
bioldgico o biocontrol, el cual, de acuerdo con Cook y Baker (1983), se define
como “la reduccién de la cantidad de inoculo o de la actividad de un patdégeno
para producir una enfermedad por o a través de uno o mas organismos distintos

al hombre”.

El control bioldgico o biocontrol, en la actualidad, se basa en el empleo de
microorganismos antagonistas, denominados agentes de control bioldgico,
principalmente bacterias y hongos, contra patdégenos que atacan a diferentes

cultivos (Lopez, 2011).
2.3. Mecanismos mediante los cuales los antagonistas ejercen su accion

No es facil determinar con precision los mecanismos que intervienen en las
interacciones entre los antagonistas y los patégenos sobre la planta. En general
los antagonistas no tienen un solo modo de accion y la multiplicidad de modos
de accién no es una caracteristica a seleccionar en un antagonista. Se han
descrito varios mecanismos de los antagonistas para controlar el desarrollo de
fitopatogenos. Estos son: antibiosis, competencia por espacio 0 por nutrientes,
interaccion directa con el patégeno micoparasitismo, lisis enzimética), e

induccion de resistencia (Cook and Baker, 1983).
2.3.1. Antibiosis

Se refiere a la produccién de sustancias toxicas por parte de un microorganismo
contra otros microorganismos, las cuales actian en bajas concentraciones
menores a 10 ppm. La antibiosis es el mecanismo de antagonismo mas

estudiado entre microorganismos (Larrea 2001).
2.3.2. Competencia

Se puede definir competencia como el desigual comportamiento de dos o mas
organismos ante un mismo requerimiento, siempre y cuando la utilizacion del
mismo por uno de los organismos reduzca la cantidad disponible para los
demas. Un factor esencial para que exista competencia es que haya escasez de
un elemento, si hay exceso no hay competencia. La competencia mas comudn es

por nutrientes, oxigeno o espacio. Existen dos tipos de interacciones directas



entre los antagonistas y los patdgenos ellas son el parasitismo y la predacion,
(Larrea, 2001).

2.3.3. Parasitismo

El termino parasitismo se refiere al hecho de que un microorganismo entre o
penetre a otro. Puede ser definido como una interaccion antagonica entre
organismos. El parasitismo consiste entre la utilizacion del patégeno como
alimento por su antagonista. Generalmente se ven implicadas enzimas
extracelulares tales como quitinasas, celulasas, b-1-3glucanasas y proteasa que

lisan o digieren las paredes de los hongos (Melgarejo,1989 Ulhoa, 1996).
2.3.4. Predacion

En el caso de la predacién el antagonista se alimenta de materia organica entre
la cual ocasionalmente se encuentra el patdgeno. No ha sido un mecanismo de
accion muy importante en el desarrollo de agentes de biocontrol. Los reportes
mas conocidos citan la presencia de amebas en suelos supresores de
enfermedades las cuales se alimentan de las hifas (cuerpos) de hongos
patégenos entre otras fuentes de alimento (Camphell, 198)

2.3.5. Induccién de resistencia a la enfermedad

Las plantas presentan mecanismos bioquimicos y fisicos o estructurales de
resistencia endogena regulados genéticamente. Se puede inducir resistencia en
plantas mediante el uso de diferentes inductores como quitosano (producto de la
acetilacion de la quitina). Y también mediante el uso de microorganismos

antagonistas (Larrea, 2001)

2.4. Requerimientos nutricionales y condiciones 6ptimas de crecimiento

Para su establecimiento los hongos del género Trichoderma requieren de
humedad entre 87% y 97%, un pH acido para su buen desarrollo en el suelo, y
una fuente de alimentos (materia organica con actividad microbiolégica alta)
(Cook, 1989). En las distintas especies del género Trichoderma tiene un buen
crecimiento frente a un amplio rango de temperaturas. Sin embargo, su optimo,
se sitia de 15°C a los 28°C. La temperatura maxima se encuentra entre los

30°C y 36°C y en el pH optimo entre 3.7 y 4.7 a concentraciones normales de



diéxido de carbono. Un potencial osmatico de -40 bares en el medio es tolerado

por el hongo (Domsch et at 1990).

2.5. Microorganismos promotores de crecimiento vegetal.

Los microorganismos que permiten promover el crecimiento de las
plantas, pueden sustituir o al menos reducir el uso de fertilizantes. Los
principales efectos de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal se han
asociado con efectos favorables en la emergencia, en el desarrollo de la raiz y
en la acumulacion de biomasa con el subsecuente incremento en rendimiento.
Los principales mecanismos de accion por los cuales las bacterias promotoras
de crecimiento (PGPR) pueden lograr estos efectos son los siguientes: aporte de
nitrogeno por el proceso de fijacidbn bioldégica de nitrdgeno atmosférico
(Dobereiner et al., 1995) produccién de sustancias reguladoras del crecimiento
vegetal tales como auxinas, giberelinas y citocininas (Arshad y Frankenberger,
1998); produccion de sideroforos (Zdor y Anderson, 1992; Cornish y Page,
2000); solubilizacion de minerales y nutrimentos (Crowley et al., 1991);
incremento en el volumen de la raiz (Bowen y Rovira, 1999); induccién de
resistencia sistémica a patdgenos (Van Peer et al.,, 1991); inhibicion del
crecimiento de organismos antagonicos (Utkhede et al., 1999); interaccion
sinérgica con otros microorganismos del suelo (Bashan et al.,, 1996). Las
bacterias PGPR pueden tener uno o varios mecanismos de los antes

mencionados (Loredo et al., 2004).

2.6. Mecanismos de accion de Trichoderma spp.

Los mecanismos de accién que utiliza Trichoderma en la planta son:
competencia, produccion de antibiéticos y microorganismos. Aunque no todos
estos pasos ocurren en una interaccién en particular en todos los organismos
involucrados, la clave es la trasferencia de los nutrientes desde el

microorganismo objetivo al micoparasito (Infante et al., 2009).

Segun Cook y Barker (1983) la forma de acciéon de T harzianum es por la
competencia y predacion, enrollando su micelio en las hifas del patégeno blanco
evitando el paso de los nutrientes y deteniendo su desarrollo. Se ha visto

ademas que hifas susceptibles de los microorganismos blanco, siendo



vocuoladas, colapsando y siendo finalmente desintegradas. Por lo tanto el dafio
causado por Trichoderma al microorganismo blanco que es colonizado es
severo; altera y degrada la pared celular, desorganiza el citoplasma, retrae la
membrana plasmatica de la pared, afecta a demas la replicaciébn celular
inhibiendo la germinacién de esporas y la Trichoderma capaces de producir
antibioticos especialmente a pH bajo (Cook, 1989). Este se puede encontrar
dentro de la rizosfera y también fuera de ella, también coloniza y protege las

raices de la planta.
2.7. Trichoderma como controlador bioldgico

El hongo comenzo6 a ser utilizado en 1960 como degradador de celulosas
y desde ese momento se ha utilizado en industrias quimica, textil, alimenticia y la
de control biolégico. Las razones para utilizar hongos de este género se deben al
alto grado de adaptabilidad demostradas por su distribucién cosmopolita, en casi
todos los suelos del mundo, bajo diferentes condiciones ambientales por su
caracter de saprofito (capaz de degradar materia organica en descomposicion),
este genera capacidad competidora con los demas microorganismos en las

raices de las plantas,

Trichoderma es considerado como uno de los principales hongos
antagonistas, diversas investigaciones en biocontrol de F. oxysporum sefialan
que este microorganismo es un hongo antagénico muy eficiente en diversos
cultivos incluyendo al garbanzo (Paredes et al., 2009; Avendafio y Arbeléez,
2006; Herrera, 2005; Kaur y Muthamilan, 1992). Al respecto, Howell y Samuel
(2006) sefialan que este hongo es un buen agente biocontrol, ya que redne una
serie de caracteristicas en su interaccién directa con fitopatégenos tal como su
capacidad micoparasitica debido a enzimas extracelulares como quitinasas,
celulasas, glucanasas y proteasas que lisan o digieren las pared celular de los
fitopatdgenos. Otra caracteristica es su alta competencia por nutrientes, oxigeno
y espacio (Benitez et al. 2004). Ademas, se ha observado que Trichoderma
ejerce un efecto favorable en el desarrollo de las plantas, considerandose como
un microorganismo promotor del crecimiento, ayudando en el desarrollo del

tejido de las plantas mediante el aporte de fitohormonas y por medio de la



solubilizacion del fosforo y suministro de otros nutrientes (Akkopru y Demir,
2005; Mayak, 2004).

Todo lo anterior, unido al nivel més bajo del riesgo que presenta para los
mamiferos y el ecosistema. Lo hacen unos de los mejores controladores que
existen en el mundo. Muchos investigadores destacan sus propiedades como
controladores biolégicos, de multiples formulados comerciales de distintas cepas

para el control biolégico de enfermedades (Gonzales et al., 2005).

Trichoderma es un género de hongos considerados cosmopolitas por
que se encuentran en casi todos los suelos de las zonas climéticas del mundo y
son importantes descomponedores de materiales lefiosos y herbaceos.
Trichoderma es un hongo invasor oportunista, que se caracteriza por su rapido
crecimiento, por la capacidad de asimilar una amplia gama de sustratos y por la
produccién de una variedad de compuestos antimicrobianos. Trichoderma esta
entre los hongos saprofitos mas comunes. Algunas cepas han sido explotadas
como agentes de control biolégico (BCA) de patdégenos, incluyendo hongos y
nematodos, todo mediado por la produccion de enzimas de degradacion de la
pared celular, como: celulasas, quitinasas, glucanasas, entre otras, y la
produccioén de antibidticos. También, han sido usadas en biorremediacion, por su
capacidad de degradar hidrocarburos, compuestos clorofendlicos, polisacaridos
y los plaguicidas xenobiéticos, utilizados en la agricultura (Verma et al.2007;
Hoyos et al. 2009). Trichoderma se considera estimulador del crecimiento
vegetal (Leandro et al 2007) e inductor de resistencia sistémica, debido a que
modula o estimula algunas respuestas en la planta (Howell & Puckhaber, 2005;
Howell, 2006).

Entre los efectos positivos de la inoculacion de plantas con Trichoderma
Harman et al. (2004) incluyen que el control bioldgico de enfermedades
causadas por patdégenos en la raiz y en algunos foliares. Induccién de
resistencia sistémica en las plantas. Mejora la absorcibn de nutrientes,
incluyendo, pero no limitado, al nitrogeno, ademas se mejora la solubilidad de los
nutrientes del suelo, mayor desarrollo de las raices y aumento de la formacion

de pelos radiculares (Harman et al. 2004; Harman, 2006)



2.8. Bacillus spp.

Gonzales y Fragozo sefiala que la bacteria Bacillus no es potencialmente
patdgena, no produce endotoxinas y secreta proteinas al medio, algunas de ellas
con propiedades anti fungicidas, como la subtilina y otros antibiéticos de la
familia de las iturinas. Se utiliza de forma industrial como insecticidas y
fungicidas. La subtilina liberada por B. subtilis actia sobre la pared celular de los

hongos (Gonzales et al. 2002).

El género Bacillus son bacterias Gram positiva, aerobio facultativo
comunmente encontrada en el suelo. Tiene la habilidad para formar una
resistente endospora protectora, permitiendo al organismo tolerar condiciones
ambientalmente extremas, sus esporas pueden sobrevivir al calor extremo, su
importancia en la agricultura se debe a que promueve el crecimiento y
rendimientos de las plantas, mediante el fomento de la absorcion de nutrimentos
minerales, sintesis de fitohormonas y la supresion de enfermedades (Costacurta
y Vanderleyden, 1995; Guillén-Cruz et al., 2006; Pinton et al., 2001), por medio
de antibiosis y la estimulaciébn de mecanismos de defensa del hospedante
(Stein, 2005).

2.8.1. Morfologia de Bacillus
Segun Gonzales y fragoso en 2002 Bacillus subtilis:

o Corresponde a una bacteria Gram positiva.

o Producen endoesporas, las que son termo resistente y también resisten
factores fisicos perjudiciales como la desecacion, los acidos y los desinfectantes
quimicos.

o Muchos bacilos producen enzimas hidrofilicas extracelulares que
descomponen polisacaridos, acidos nucleicos y lipidos, permitiendo que el
organismo emplee estos productos como fuente de carbono y donadores de
electrones.

o Producen antibiticos y son ejemplo de estos bacitracina, polimixina,
tirocidina, gramicidina y gramicidina y circulina.

o Son fermentativas, usualmente fermentan caseina y almidon.
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2.8.2. Requerimientos nutricionales y condiciones 6ptimas de crecimiento

Bacillus el género mas abundante en los suelos virgenes. Los Bacillus en
general crecen bien en medios sintéticos que contienen azucares, acidos
organicos, alcoholes, etc., como las Unicas fuentes de carbono y el amonio como
una fuente de nitrégeno. Viven dentro los limites de temperatura de 55°C a 70°C
El limite inferior de pH para el género Bacillus es de 2 a 3 (Gonzales et al, 2002)

2.8.3. Mecanismos de accién

Sumando al antagonismo, la competencia y la liberacion del contenido celular,
Bacillus también ha demostrado inducir la resistencia sistémica natural de la
planta contra patdégenos bacterianos y fungosos, propiedades Illamada

resistencia sistémica adquirida (Butt et al.,1999).
2.8.4. Bacillus como controlador bioldgico

Bacillus es conocido por ser antagonista de muchos hongos patégenos
vegetales. Este antagonismo es logrado a través de diversos mecanismos que
incluyen la competencia por nutrientes; exclusion de sitios, colonizacién de la
bacteria en el patdgeno y/o la liberacion de componentes celulares durante el

crecimiento. (Butt et al.,1999).

El tratamiento de semillas como los cereales, maiz dulce y zanahoria con
suspensiones acuosa, pastas 0 polvos que contienen a las bacterias B. subtilis;
han protegido a las plantas contra los patdégenos de la raiz y ha dado resultado
un mejor crecimiento y produccion de esos cultivos (Agrios, 1997).

2.9. Nitrégeno en el suelo.

El suelo raramente contiene suficiente nitrégeno para el maximo
crecimiento de las plantas, por lo tanto es el elemento que se aplica mas
extensivamente como fertilizante. La concentracién de nitrégeno en las rocas
igneas es tan bajo que es despreciable para las necesidades de la planta
(Thompson y Troeh, 1978).

Segun Buckman y Brady (1970) las aportaciones de nitrégeno al suelo se

dan principalmente por cuatro mecanismos:

11



a) Fijacion de nitrégeno en forma simbidtica
b) Fijacién de nitrégeno en forma no simbidtica
c) Aporte por precipitaciones

d) Aplicacion como fertilizante.

La mayor cantidad de nitrdgeno atmosférico fijado, se lleva a cabo por
bacterias del género Rhizobium, que viven en simbiosis en las raices de las
plantas leguminosas, son capaces de formar nédulos con ellas donde se lleva a
cabo la fijacién biologica de nitrogeno atmosférico por la actividad de la enzima

nitrogenasa (L6pez, 1982).

El garbanzo no forma ndédulos con los Rhizobium clasificados en especies,
sin embargo, es comun en boletines técnicos del INIFAP ubicarlo en el grupo del
chicharo como Rhizobium leguminosarum. Hasta ahora las lineas de Rhizobium
de garbanzo no han sido elevadas a la categoria de especie, aunque el nombre
invalido de Rhizobium cicerie se menciond en una publicacion de 1948 (Van Der
Maesen, 1972).

2.10. Fertilizacion

Las variedades de garbanzo en riesgo expresan su mejor capacidad para
producir grano y calidad cuando el suelo en el que se establece el cultivo es fértil
y dispone de humedad suficiente. Se sugiere aplicar 80 kg de nitrdgeno por
hectarea (97 kg ha?! de urea) si la siembra anterior fue sorgo, cartamo o
cualquier cultivo que disminuya en forma considerable las reservas de nitrégeno
del suelo (INIFAP)

En cuanto al fésforo, este se requiere en suelos con altas concentraciones
de carbonato de calcio o muy delgados. En suelos profundos de barrial, se aplica
fosforo solo si se ha observado respuesta a este elemento mediante un analisis
de suelo, en dosis de 40 kilogramos de fésforo por ha (87 kg ha de superfosfato
de calcio T.

En terrenos de barrial planos, el fertilizante nitrogenado y fosforo debe
aplicarse de preferencia en presiembra en forma (INIFAP)

En siembras de temporal no se sugiere abono a menos que si tenga

humedad suficiente para que el producto se disuelva y actué adecuadamente,
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sin dafiar a la planta, este se puede aplicar durante la temporada de lluvia, antes

de su rastreo, labor que también extermina la maleza. (INIFAP)

2.11. Normas de calidad para garbanzo.

Las normas de calidad que se manejan a nivel internacional y que la
Union Nacional de Productores y Exportadores de Garbanzo (UNPEG) ha
establecido para la recepcion de la cosecha, se divide en tres rangos; el primero
de 0% al 1.5% de manchado; el segundo del 1.6% al 4% de manchado; y el
tercero, de 4.1% al 8% de manchado. Asimismo los rangos de calibres se
encuentran desde 44/46 hasta 60/63 semillas en 30 gramos.

La recepcion es valida para garbanzo de cosecha vigente y con un
méaximo de 1.5 granos verdes y cafés, libres de plaga viva o muerta; exentos de
granos picados por gorgojo y con un maximo de 2.5% de granos comidos por

gusano.

Las tolerancias usuales del garbanzo en el mercado internacional generalmente
son de 5% de dafos totales, incluyendo: 0.5 de materias extrafias e impurezas,
1.5% de granos quebrados, 1.0% de granos mordidos por gusanos, 2.0% de
granos con otros defectos, libre de gorgojo vivo o muerto y de granos mordidos
por gorgojo. (UNPEG)

Como mencionamos el valor del producto cosechado por los agricultores lo fija la
UNPEG, con base al precio internacional y, ademas, esta en relacion al tamafio,
variedad, porciento de impurezas, asi como de granos dafiados. Estas
caracteristicas se presentan en funcidn de la constitucién genética de la
variedad, manejo agrondmico y condiciones del medio durante su cultivo y
cosecha. Por lo anterior este trabajo tiene como objetivo principal seleccionar
cepas de Bacillus spp. y Trichoderma spp., nativos de la region para enriquecer

compostas en el control de la enfermedad “rabia” en garbanzo blanco.
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lll. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1. Objetivo general.
Seleccionar cepas de Bacillus spp. y Trichoderma spp., nativos de la
region para enriquecer compostas en el control de la enfermedad “rabia” en

garbanzo blanco.

3.2. Objetivos Especificos:

1. Aislar y seleccionar cepas de Bacillus y Trichoderma nativas como
antagonistas a los patdogenos causantes de la rabia del garbanzo.

2. lIdentificar morfologicamente y molecularmente las cepas de Bacillus y
Trichoderma seleccionadas en garbanzo.

3 Comparar composta de bocashi contra lombricomposta en el control de rabia
en garbanzo.

4 Evaluar composta enriquecida con las mejores cepas de Bacillus y

Trichoderma para el biocontrol de la rabia en garbanzo.

3.3. Hipoétesis
La composta enriquecida con Bacillus y Trichoderma controlan la
enfermedad conocida como rabia (fusarium, macrophomina y Rhizoctonia) en

garbanzo blanco (Cicer arietinum L.)
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Muestreo de suelo con raices.

Se obtuvieron un total de 26 muestras de suelos y raices de plantas de
cultivos de leguminosas, principalmente garbanzo, en los Valles de Angostura,
Guasave y Ahome. En el mes de Marzo del afio 2017 mediante la técnica

reportada por Papavisas y Davey (1959).

Las muestras con suelos y raices se llevaron al laboratorio para obtener
suelo de la rhizosfera de cada planta, de este suelo se obtuvieron los aislados
utilizando la técnica reportada por Papavisas y Davey (1959). Los datos
geograficos de los sitios de colecta se obtuvieron mediante GPS mostrados en el
Cuadro 1.

Cuadro 1. Localizacién GPS de los sitios muestreados.

LOCALIDAD COORDENADAS

El Zopilote 25°44' 44 7" N 108° 20' 58.9" W
Portugués de Galvez 25°43'23.9" N 108° 23'42.4" W
El Baral 25° 38'34.5" N 108° 25' 39.1" W

Le6n Fonseca 25°43'20.9" N 108° 21' 0.50" W

El Zopilote 25° 44'53.8" N 108° 20' 45.3" W
Cofradia 25° 27'37.9" N 108° 26' 13.2" W

San Antonio 25° 32'39.6" N 108° 31' 0.43" W

4.2. Aislados de Bacillus spp y Trichoderma spp.

Para aislar Bacillus, un gramo de la rhizosfera se diluyo en solucion salina estéril
(NaCl 0.85%); se agitd y se pasteurizé a 80 °C en bafio maria por 15 minutos, se
sembrd 1 mililitro de in6culo en 9 mililitros de infusion de papa dextrosa (IPD)
estéril. Se incubo a 37° C por 24 horas se pasteurizé de nuevo a 80°C por 20
minutos y se sembrd en placas con medio de cultivo agar nutritivo (AN). Las

colonias que presentaron las caracteristicas morfoldégicas de Bacillus (colonia
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irregular plana, color crema sin brillo), se resembraron en cajas con AN por

estria y se incubaron. Los aislados se preservaron en tubos con AN inclinado.

Los aislados de Trichoderma spp. Se obtuvieron mediante la técnica reportada
por Papavisas y Davey (1959).

4.3. Seleccion en invernadero de las cepas de Bacillus y Trichoderma.

Se establecieron dos experimentos de invernadero, uno para seleccionar cepas
de Bacillus y otro para seleccionar cepas de Trichoderma. Se incluyeron 2 cepas
de cada una de Bacillus y Trichoderma de coleccion del laboratorio de nutricion
vegetal.

En el experimento de seleccion se llenaron macetas con tierra de suelo
contaminado con rabia y se evaluaron cepas de Bacillus en los tratamientos
fueron las diferentes cepas aisladas, y un tratamiento con medio de cultivo
(infusibn de papa) y sin la cepa de Bacillus, cada tratamiento con cuatro
repeticiones, en un disefio experimental completamente al azar, la unidad
experimental fue una maceta con un volumen de 3 L la cual se llen6 con suelo
con problema de rabia. En el medio de cultivo de infusién papa dextrosa (IPD),
se hicieron crecer los aislados de Bacillus para ser inoculadas en la plantula de
garbanzo. Después de una semana de sembrado, se inoculo la cepa con los
diferentes aislados de Bacillus segun el tratamiento aplicando 1 ml de inoculo en
cada planta en el invernadero. Las variables de respuesta a evaluar fueron;
Volumen de raices, altura de planta, grosor de tallo y peso seco de la planta
incidencia y severidad de la enfermedad “rabia” en garbanzo.

En el experimento de seleccion de Trichoderma, al igual que el experimento para
seleccionar Bacillus, el nimero de tratamiento consistio en evaluar las
diferentes cepas aisladas, tratamiento sin inoculo y sin cepa de Bacillus. En un
disefio completamente al azar con cuatro repeticiones. Se evaluaron las mismas
variables de respuestas en el anterior experimento. En la seleccion de composta
se aplicaron el equivalente a 4 t ha. Se utilizé el mismo disefio experimental

con cuatro repeticiones y se evaluaron las mismas variables de respuesta.



4.3.1. Analisis de propagalos de hongos fitopatdogenos en suelo.

El suelo utilizado para evaluar los experimentos fue analizado para
determinar el nUmero de propagalos por gramo de suelo en el laboratorio de
fitopatologia fito-labor en Juan José Rios por el fitopatologo Dr. Miguel Angel
Apodaca Sanchez mediante la técnica de Barnett y Hunter (1998).

4.4. Tratamientos y disefio experimental en invernadero.

En ambos experimentos de seleccion (experimento Bacillus y experimento
Trichoderma) los tratamientos fueron las diferentes cepas aisladas, mas dos
tratamientos uno con fertilizacién nitrogenada (80 kg de N ha™) y un tratamiento
(control) con medio de cultivo (infusibn de papa) sin nitrdgeno y sin
microorganismo, cada tratamiento con cuatro repeticiones, en un disefio
experimental completamente al azar, la unidad experimental fue una maceta con
un volumen de 3.0 L la cual se llend con suelo contaminado con rabia. Se

evaluaron las mismas variables respuesta en los dos experimentos

4.5. Variables a evaluar.

Las variables respuesta a evaluar fueron; altura de planta, mediante un
estadal graduado, el peso seco de follaje se puso a secar la planta en un horno
de secado marca Felisa y concentracidon de macro nutrimentos en el follaje, re
realizo mediante la técnica de digestion hiumeda de incidencia y severidad de la
enfermedad de la rabia fue por la técnica de escala y severidad JLSVVF (2008)

4.5.1. Altura de planta.

Para medir la altura de planta, se utilizé una regla graduada en el total de
plantas, considerando como altura de la planta la longitud comprendida desde el
cuello hasta el ultimo brote, para obtener el promedio de altura, la que se reportd

en (cm).
4.5.2. Peso seco de follaje.

En el peso seco de follaje, el follaje de las plantas correspondiente a cada

unidad experimental se lavo y colocd en bolsas de papel estraza previamente
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etiquetada. Estas se introdujeron en un horno de secado con recirculacion de
aire a 70 °C por 72 h, posteriormente se pesaron en una balanza granataria
Marca OHAUS digital para cuantificar el peso seco en (g). Posteriormente el

follaje fue molido para su analisis de concentracidén nutrimental.

4.5.3. Andlisis foliar.

Este andlisis se realizé en el Laboratorio de Nutricion Vegetal,
perteneciente al CIIDIR-IPN Unidad Sinaloa. Técnica manual de analisis quimico
de tejido vegetal por Gabriel Alcantar y Manuel Sandoval del colegio de
postgraduados, a continuacion se describe. El material vegetal (hojas) se
colecto a los 50 dds (dias después de siembra).

Para el andlisis de concentracion de macro nutrimentos en las plantas de
garbanzo, en cada tratamiento por repeticién, se utilizé el follaje completo de la
planta, se guardaron en bolsas de papel estraza etiquetadas y perforadas para
evitar la reproduccion de hongos. Cada bolsa con la muestra fue sometida en
horno FELISA® a 70°C por 72h. Las muestras fueron trituradas en un molino
eléctrico Thomas® y guardadas en sobres de papel. Posteriormente se pesaron
los diferentes tratamientos con muestra en polvo en una balanza analitica
Adam® y se realizaron los andlisis de digestion humeda correspondientes para

cada elemento.
4.5.3.1. Digestion humeda para determinar: N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mny Zn

En la digestién humeda para nitrégeno (N) se colocé una cantidad de 0.1
g de muestra en matraces kjeldahl y se agregé 1.5 mL de mezcla de acido
sulfurico y salicilico hasta homogenizar el material. Una vez finalizado el tiempo
de reposo de la muestra (8 hr_aproximadamente) se adicionaron 0.2 g de mezcla
de sulfatos para ser digeridos en los digestores Labconco® a una temperatura no
mayor de 360 °C. Se considero6 terminada la digestion una hora después de que
la solucion presentd una coloracion verde clara, y se dejé enfriar agregando 10
mL de agua destilada ( Graham, et, al (1970)

La digestion humeda para los demas nutrimentos (P, K, Ca, Mg, Fe, Cu,
Mn y Zn) consistio en pesar 0.5 g de muestra vegetal previamente secada y
molida se pasaron a matraces Kjeldahl de 100 mL. A los cuales se les

adicionaron 10 mL de acido nitrico y se dejaron reposar por 30 minutos. Una vez
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transcurrido el tiempo, se adicionaron 1.5 mL de acido perclérico y 2.0 mL de
acido sulfarico. Al homogenizarse la muestra con los acidos, cada matraz fue
colocado en el digestor Labconco® previamente calentado aumentando la
temperatura progresivamente sin exceder los 300 °C cuidando que no se
evaporara totalmente la muestra hasta que presentara una coloracion totalmente
clara y un volumen aproximado de 1.5y 3 mL. Las digestiones fueron enfriadas y
transferidas cuantitativamente a matraces volumétricos de 25 mL, una vez
aforados con agua destilada fueron filtrados en papel de poro cerrado (Whatman
No. 42). A partir de la solucion obtenida se realizaron diluciones de acuerdo a

cada elemento, antes de continuar con su respectivo analisis.
4.5.3.1.1. Destilacion de Nitrogeno total (NT).

El proceso de destilacién, se inicié adicionando 10 mL de NaOH (50%)
antes del calentamiento. La destilacion se recibié con una mezcla de 20 mL de
acido borico (4%), 0.2 mL de verde de bromocresol llevandolo a un volumen de
50 mL. Para determinar nitrégeno también fue necesario realizar una titulacion a
cada muestra (adicionando un blanco y un testigo), la cual consisti6 en una
solucién de H2SO4 al 0.05 N hasta observar un cambio de coloracion a rosa
claro, dicho analisis se realiz6 por la técnica microkjeldahl y Finalmente se

realizaron los céalculos de acuerdo a la férmula:

%N Total: mL H.SO4 x N del H,SO4x1.4/0.1g de muestra.

4.5.3.1.2. Determinacion de Fésforo (P).

Para determinar fésforo, a partir de la solucién filtrada, se transfirié una
alicuota de 1 mL a matraces volumétricos de 25 mL a los cuales se les
agregaron 0.5 mL de acido nitrico 1:2, 0.5 mL de solucién vanadato de amonio
(0.25%) y 0.5 mL de solucion de heptamolibdato de amonio (5%). Esta mezcla
se afor0 y con agua destilada y se dejé reposar durante 30 minutos antes de ser
leido en espectrofotbmetro de luz UV ThermoSpectronic® (Génesys 20) a 470
nm. Este elemento se expresa en porcentaje por lo tanto se empled la siguiente

formula para calcularlo: % P=

% P = Lectura de transmitancia x Vol. Digestidn x Vol. Dilucién x 100

Pendiente x Peso de la muestra (g) x Alicuota
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4.5.3.1.3. Determinacion de Potasio (K).

Después de la digestion humeda se transfiri6 1 mL de dicha solucién a
matraces volumeétricos de 50 mL y se aforé con agua destilada. A partir de aqui,
las muestras fueron leidas en flamémetro Buck Scientific® (PFP-7) a una
absorbancia de 766.5 nm y expresadas en porcentaje de acuerdo a la formula
siguiente: %K= (Lectura de transmitancia) (Volumen de digestion) (Volumen de

dilucion) (100) / (Pendiente) (Peso de muestra en g) (Alicuota).

% K = Lectura de transmitancia x Vol. Digestion x Vol. Dilucion x 100

Pendiente x Peso de la muestra (g) x Alicuota

45.3.2. Determinacion de Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Fierro (Fe),
Manganeso (Mn), Cobre (Cu) y Zinc (Zn).

Para calcio y magnesio se tom6 muestra partir de la dilucion realizada de la
digestién, se tomo6 una alicuota de 1 mL en matraces volumétricos de 25 mL
aforado con agua desionizada. Posteriormente se realiz6 una segunda dilucién
en la que se coloco 1mL en matraces de 10 mL aforado con agua desionizada.
Para determinar micronutrimentos (fierro, cobre, manganeso y zinc). La lectura
fue directamente de la digestion inicial. Fueron registradas mediante
espectrometro de absorcion atomica Varian® (SpectrAA 50B) y calculadas en

porcentaje de acuerdo a la siguiente formula:

% Ca, Mg = Absorbancia x Vol. Digestién x Vol. Dilucién x 100

Pendiente x Peso de la muestra (g) x Alicuota

% Fe, Cu, Mny Zn = Absorbancia x Vol. Digestion x Vol. Dilucion x 100

Pendiente x Peso de la muestra (g) x Alicuota

4.6. Incidencia y severidad de la enfermedad rabia.

ESCALA SINTOMA
0 Planta sana
1 Planta con cuello de tallo necrosado
2 Planta con 30% de follaje necrosado
3 Planta con 50% de follaje necrosado
4 Planta muerta
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4.7. Anélisis estadistico.

Para el analisis de datos obtenidos en la experimentacion de peso seco
de follaje, altura de planta y concentracion de macronutrimentos en follaje, se
empleé un andlisis de varianza ANOVA. Para el andlisis de las diferencias
significativas entre los tratamientos se utiliz6 una prueba de comparacion de
medias de (Tukey a < 0.05). Dichos analisis se realizaron en el software

estadistico SAS version 9.0.
4.8. Identificacion morfologica de Bacillus y Trichoderma.

Para identificar morfologicamente a Bacillus, se sembraron los aislados en
placas con medio de cultivo AN. Se incubaron a 37 °C por 24 horas. De las
placas con crecimiento se tomaron muestras seleccionando las colonias con
caracteristicas del género Bacillus de acuerdo al Manual de Clasificacién de
Bergey (Claus y Berkeley, 1986). Posteriormente se pasaron a placas por
agotamiento para su purificacion. Los aislados se sometieron a una prueba de
tincion de Gram y se observaron con un microscopio biolégico para comprobar la
pureza y determinar las caracteristicas micro morfolégicas y tintoriales de los

mismos, asi como la presencia de esporas.

Los aislados del género Trichoderma fueron sembrados en placas petri en
medio de cultivo PDA, y se identificaron morfolégicamente mediante el
reconocimiento de sus estructuras macroscoépicas (color de micelio, forma de
micelio y crecimiento). Posteriormente, se prepararon muestras frescas de
micelio sobre portaobjetos para observar sus estructuras microscopicas (hifas,
esporas, clamidosporas) en un microscopio epifluorescente. Las caracteristicas
macro y microscépicas fueron comparadas con las claves taxonOmicas de
Barnett y Hunter (1972); Bisset (1991) y Von Arx (1981).

4.9. Identificacién molecular de Bacillus y Trichoderma.

Las cepas de Bacillus y Trichoderma seleccionadas como antagonistas a
la enfermedad “rabia” garbanzo, se identificaron molecularmente, iniciando con
la extraccion de los diferentes aislados con el kit DNeasy Blood and Tissue
(QIAGEN, Hilden, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. En la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del aislado se amplifico el gen 16S
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empleando los oligonucleétidos F2C y C (White et al 1990). Los productos de
PCR amplificados se secuenciaron bidireccionalmente. Las secuencias fueron
editadas en el software y comparadas en la base de datos del NCBI (National
Center for Biotechnology Information) utilizando el software BLAST-N y el
algoritmo Megablast.

4.9.1. Analisis molecular.

Este analisis de identificacion molecular se realiz6 en el LANGEBIO, del
CINVESTAV- Irapuato. Los aislados preservados en arena, fueron sembrados
sobre medio de cultivo PDA. A los 15 dias después de la siembra del hongo en
las placas y cuando las colonias estaban bien desarrolladas se procedié a

extraer el ADN.
4.9.2. Extraccion de ADN de candidatos Bacillus.

Para la extraccion de ADN de la cepa candidata a Bacillus se inocularon 5
mL de medio LB fresco y se incubo a 37 °C en agitaciéon toda la noche, se
obtuvo un pellet por centrifugacién (10 min, 8000 rpm, RT) y este pellet se tratd
para la extracciéon de ADN utilizando el kit MO BIO's PowerSoil DNA Isolation
segun las recomendaciones del fabricante), en el udltimo paso, el ADN se

resuspendio en 50 uL de agua millipore.
4.9.3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de Bacillus.

Una vez que contamos con el ADN bacteriano, se amplifico la region V3-
V4 del gen ribosomal 16S mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando Phusion Hot Start 1| DNA Polymerase (2 U pL1) una polimerasa
high fidelity, para evitar la introduccion de algun polimorfismo. La reaccion se
llevo a cabo en un volumen de 50 pL, de los cuales 10 pL son buffer, 1.5 uL de
ADN genomico, 2.5 pL de oligo 515F1 (10 uM) y 2.5 uL de oligo 806R1 (10 uM),
1 pL de dNTPs (10 pM), 0.5 pL de Taq y 32 yL de agua. Las condiciones de
PCR consistieron en un paso inicial de desnaturalizacion a 98°C durante 1 min,
seguidos por 34 ciclos a 98°C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos, 72 °C

por un minuto y una extension final de 72 °C por 10 minutos.
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Los oligos utilizados en este trabajo fueron 515F/806R (Caporaso et al.,
2011), los cuales amplifican un fragmento de 460 pares de bases

aproximadamente de la region V3-V4 del gen ribosomal 16S.
4.9.4. Extraccién de ADN de candidatos Trichoderma.

Para extraer ADN del micelio de Trichoderma, se crecié en una caja con
medio PDA, a esta caja se le coloco papel celofan estéril previamente lavado en
agua caliente para quitar los azucares que pudiera contener, asi que el micelio
crecié sobre el papel celofan, este micelio se tritur6 en mortero con nitrégeno
liquido, fue transferido a un tubo Eppendorf y se procedié con el protocolo de

extraccion de ADN de Trichoderma.

A cada una de las muestras maceradas se agregaron 500 uL de Buffer
TNES, se mezclo en vortex por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente
se agregaron 500 pL de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1); se
mezclé por 5 min en vortex, se centrifugé a 12 rpm por 15 min, se recupero la
fase acuosa y se adiciond RNAseA 5pL, después se incub6 a 37 °C por 30 min,
se repitié el paso 3 y 6 sin RNAseA, se agregé 1 vol (cloroformo:isoamilico), se
mezcld en vortex por 5 min y centrifugd a 12 rpm durante 15 min, nuevamente se
recuperd la fase acuosa y se agregaron 0.8 vol de isopropanol y se mezclé
suavemente, se centrifugd a 12 rpm por 10 min y se descarté el sobrenadante,
se realiz6 un lavado (dos veces) con etanol al 70%, se centrifugd a 12 rpm por
10 min en cada lavado y se dejo secar a RT para finalmente las muestras ser
resuspendidas en 30 pL de agua estéril MQ (Gibco, cat. 10977-015).

4.9.5. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de Trichoderma.

Una vez que contamos con el ADN del hongo, se amplifico la region ITS
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando Phusion Hot
Start Il DNA Polymerase (2UuL"!) una polimerasa high para evitar la
introducciéon de algun polimorfismo. La reaccién se llevé a cabo en un volumen
de 50 uL, de los cuales 10 pL son buffer, 1.5 pL de ADN gendémico, 2.5
puL de oligo ITS9F2 (10 uM) y 2.5 uL de oligo ITS4R2 (10 uM), 1 pL de
dNTPs (10 pM), 0.5 pL de Taq y 32 pL de agua. Las condiciones de
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PCR consistieron en un paso inicial de desnaturalizacion a 98 °C
durante 1 min, seguidos por 34 ciclos a 98°C por 30 segundos, 58 °C
por 30 segundos, 72 °C por un minuto y una extension final de 72 °C
por 10 minutos. Para cada muestra se realizO PCR por duplicado y se
mandaron a secuenciar por secuenciacion Sanger usando el oligo F y el oligo R,

para tener un total de 4 secuencias por muestra.
4.9.6. Analisis de las secuencias de Trichoderma.

Las muestras se enviaron al Laboratorio de Secuenciacion de
CINVESTAV-Irapuato y una vez que estas se determinaron se compardé su
homologia con las de la base de datos del GenBank utilizando el programa Blast

del NCBI (National Center for Biotechnology).

4.10. Preparacién de las compostas.

Consistio en preparar una composta Bocashi de manera tradicional con
estiércol de vaca, tierra, carbén, melaza, levadura, salvado de trigo, cal y leche.
Se hicieron las mezclas se taparon con un platico y se deja reposar durante 60
dias para que termine el composteo, cuidando que la temperatura no subiera de
50°C.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Propagalos de hongos fitopatdgenos en el suelo.

Los resultados del suelo con patdgenos que provocan rabia en garbanzo,
utilizado en macetas en los experimentos, fue de presentar mas de un propagalo
por gramo de suelo, de los hongos fitopatologicos de fusarium, rizhoctonia y

macrophomina y no se encontrd presencia de phytium ni sclerotium.

5.2. Seleccion de cepas de Bacillus como antagonistas a los patdégenos

causantes de la rabia en garbanzo.

Peso seco de follaje y altura de planta en experimento de invernadero de

seleccién de cepas de Bacillus.

El tratamiento con mayor produccion de peso seco de follaje fue el
tratamiento 11 (B12) con 1.77 g, el cual present6 diferencia significativa
solamente con el tratamiento 7 (B8) con 0.30 g, y el tratamiento 11 (B12) no
presentd diferencias significativas con los demés tratamientos, le siguid en
rendimiento de peso seco de follaje el tratamiento 4 (B4) con 1.60 g. En altura
de planta el tratamiento que obtuvo la mayor altura fue el tratamiento 4 (B4) con
49.25 cm y presentd diferencia significativa con los tratamientos 1, 2, 5, 7, 8 y 9.
Estos resultados se pueden observar en el Cuadro 2 . Los dos mejores cepas de
Bacillus (B12) y (B4) se utilizaron en la evaluacién con composta y Trichoderma

en el control de la enfermedad “rabia®“.
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Cuadro 2. Comparacion de media de tratamientos en peso seco de follaje y
altura de planta en el experimento de seleccion de cepas de Bacillus en
garbanzo.

NUm. de . Peso seco de follaje Altura de Planta
. Tratamiento
tratamiento

(g) (cm)

2 B2 0.72 ab 35.00 b

4 B4 1.60 ab 49.25 a

6 B7 1.02 ab 39.75 ba

8 B9 1.00 ab 39.00 b

10 B11l 0.91ab 40.50 ba

12 Testigo 0.57 ab 39.50 ba
Medias con letra iguales en cada columna no presentan diferencia significativa segun, Tukey (P<0.05)

5.3. Volumen y peso seco de raiz en experimento en invernadero de

seleccién de cepas de Bacillus.

En la variable peso seco de raiz el mejor tratamiento fue el 4 (B4) 0.24 gy
los tratamiento 1 (B1) con 0.17 g, y el 11 (B12) con 0.17 g fueron los que
siguieron en peso seco de raiz. En el volumen de raiz el mejor tratamiento fue el
4 (B4) con 2.27 ml de volumen, siguieron los tratamientos 11 (B12) con 1.92 ml
y el tratamiento 1 (B1) con 1.62 ml. Estos resultados los podemos observar en el
Cuadro 3.



Cuadro 3. Comparaciéon de media de tratamientos en peso seco y volumen de
raiz en el experimento de seleccion de cepas de Bacillus para el control de rabia
en garbanzo.

Num. de . Peso seco de raiz Volumen de raiz
. Tratamiento
tratamiento

(8) (ml)

2 B2 0.15 bc 1.32 bc

4 B4 0.24a 2.27 a

6 B7 0.09c llc

8 B9 0.11 bc 0.50 bc

10 B11 0.1 bc 1.25 bc

12 Testigo 0.10 bc 1.32 bc
Medias con letra iguales en cada columna no presentan diferencia significativa segun, Tukey (P<0.05)

5.4. Concentracion de N, P, K, Ca y Mg en el follaje de garbanzo en
experimento de invernadero en la seleccion de cepas de Bacillus.

La mayor concentracion de fésforo se obtuvo con el tratamiento 11 (B12)
con 0.43 % de fosforo seguido por el tratamiento 1 (B1) con 0.41 %, estos
tratamientos presentaron diferencia significativa solamente con el tratamiento 6
(B6) con 0.20 % de fésforo. En los demas macronutrimentos no se presentaron
diferencia significativa entre tratamientos por lo que las cepas Bacillus aportaron
fésforo como promotoras de crecimiento en garbanzo. Los resultados los

podemos observar en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Comparacion de media de tratamientos en concentracion de N, P, K,
Ca y Mg en el follaje de garbanzo en experimento de invernadero seleccion de
cepas de Bacillus.

ALILEE Tratamiento
tratamiento N P K Ca Mg

(%) (%) (%) (%) (%)

2 B2 2.91a 0.38ab 1.35a 1.48a 0.53a

4 B4 2.76a 0.29ab 1.48a 1.35a 0.38a

6 B6 2.10a 0.20b 1.41a 1.24a 0.45a

8 B9 2.96a 0.35ab 1.59a 1.51a 0.57a

10 B11 2.25a 0.29ab 1.38a 1.27a 0.43a

12 Testigo 2.10a 0.25ab 0.72b 1.24a 0.34a
Medias con letra iguales en cada columna no presentan diferencia significativa segun, Tukey (P<0.05)

5.5. Incidenciay severidad en la seleccion de cepas de Bacillus.

Escala de severidad

Planta sana

Planta con cuello del tallo con presencia de tejido necrosado
Planta con 30% de follaje necrosado

Planta con 50% de follaje necrosado

Planta muerta

A WN PO




Resultados por tratamiento y repeticion en la incidencia y severidad de la enfermedad rabia en
garbanzo.

TRATAMIENTO R1 R2 R3 R4

1 0 0 1 2
2 0 4 2 4
3 0 0 4 1
4 0 1 0 1
5 0 0 0 3
6 0 4 4 4
7 0 1 0 0
8 1 0 4 4
9 0 3 3 3
10 3 2 3 1
11 1 1 0 0
12 TESTIGO 4 2 2 3

Los mejores tratamientos fueron el 4 cepa (B4) y el 11 cepa (B12) con solamente
2 dos plantas, dos repeticiones con parte del cuello del tallo con tejido
necrosado, ademas estos tratamientos presentaron los pesos secos de follaje
mas altos por tratamiento. El testigo present6 los mayores dafios por rabia en
garbanzo con dos plantas (dos repeticiones) con el 30 % follaje necrosado, otra
planta con el 50% de follaje necrosado y una planta muerta esto puede
observarse en la figura 1.
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Tratamiento 4 Bacillus B4 Tratamientoll Bacillus B11

Figura 1. Comparacién de los mejores tratamiento de cepas de Bacillus
con el testigo.

5.6. Seleccion de cepas de Trichoderma como antagonistas a los
patdgenos causantes de la rabia del garbanzo. Variables de peso seco de
follaje y altura de planta en experimento de invernadero en la seleccién de

cepas de Trichoderma.

Los tratamientos con mayor produccion en peso seco de follaje de
garbanzo fueron los tratamientos 1 cepa (C1), 9 cepa (C20) y 13 cepa (C24) con
133 g, 1.13 g y 1.26 g respectivamente, pero no presentaron diferencias
estadisticas entre los tratamientos estudiados. En altura de planta, los
tratamientos con mayor altura de planta fue el tratamiento 1 (C1) con 43.25 cm
de altura que present6 diferencia significativa solamente con los tratamientos 2
cepa (C1) con 31.0 cm, 7(C17) con 30.75 cm, 8(C19) con 35.5 cm y 12(C23) con
27.50 cm de altura estos resultados se observan en el Cuadro5.
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Cuadro 5. Comparaciéon de media de tratamientos en peso seco de follaje,
altura de planta, en el experimento de seleccion de cepas de Trichoderma para
el control de rabia en garbanzo.

NUm. de

. Tratamiento Peso seco de follaje Altura de Planta
tratamiento

(g) (cm)

2 C6 0.58a 31.00 bc

4 Cc8 0.54a 39.00 abc

6 Cile 0.77 a 36.75 abc

8 C19 0.49a 30.00 bc

10 c21 0.76 a 38.79 abc

12 Cc23 0.58a 27.50c

14 C25 0.92a 35.50 abc

16 Testigo 0.80a 40.75 ab

Medias con letra iguales en cada columna no presentan diferencia significativa segun, Tukey (P<0.05)

5.7. Peso seco y volumen de raiz en experimento de invernadero en la
seleccién de cepas de Trichoderma

El mayor peso seco de raiz se obtuvo con el tratamiento 9 (C20) con 0.19
g de peso, donde solamente se obtuvo diferencia estadistica con los
tratamientos 2 (C6) con 0.12 g, 5(C15) con 0.80g y 12 (C23) con 0.9 g de peso.
En el volumen de raiz el con mayor volumen de raiz fue el tratamiento 4 (C8)
con 2.05 ml de volumen y present6 diferencia estadistica con los tratamientos 16
testigo con 1.20 ml, y a los tratamientos 2(C6) con1.02 ml ,3 (C7) con 1.12 ml,7
(C17) con 1.17 ml,8 (19) con 1.12ml ,12 (C23) con 1.17ml y 14 (C25) con 1.25
ml de volumen de raiz estos resultados se observan en el Cuadro 6.



Cuadro 6 Comparacién de media de tratamientos en peso seco y volumen de
raiz en el experimento de seleccion de cepas de Trichoderma para el control de
rabia en garbanzo.

Num. de

. Tratamiento Peso seco de raiz Volumen de raiz
tratamiento

() (ml)

2 Ccé6 0.067 c 1.02c

4 C8 0.12 abc 2.05a

6 Cle 0.12 abc 1.32 abc

8 C19 0.13 abc 1.12 bc

10 c21 0.13 abc 1.50 abc

12 Cc23 0.09 bc 1.17 bc

14 C25 0.18 ab 1.12 bc

16 Testigo 0.11 abc 1.20 bc
Medias con letra iguales en cada columna no presentan diferencia significativa segun, Tukey (P<0.05)

5.8. Concentracion de N, P, K, Ca y Mg en el follaje de garbanzo en
experimento de invernadero seleccion de cepas de Trichoderma.

La mayor concentracion de nitrdgeno se obtuvo con el tratamiento 2 cepa C6
con 3.82%, que presento diferencia significativas con los tratamientos, 1 cepa 1
con 2.30%,5 cepal5 con 2.17%, 6 cepa 16 con 2.25%,10 cepa 21 con 2.31% vy
testigo con 2.07 % de nitrogeno. En fésforo la mayor concentracion se obtuvo
igualmente con el tratamiento 2 cepa C6 con 0.38% de fésforo, con diferencia
estadistica solamente con el tratamiento 6 cepa C16 con 0.20 %. En
concentracion de calcio el tratamiento con mayor concentracién fue con el
tratamiento 13 Cepa C24 con 1.54%, pero present6 diferencias significativa
solamente con el tratamiento testigo que obtuvo 1.10% de calcio. En potasio y
magnesio no se presentaron diferencias estadisticas entre los tratamientos

estudiados. Estos resultados se observan en el siguiente Cuadro 7.



Cuadro 7. Comparacion de media de tratamientos en concentracion de N, P, K,
Ca y Mg en el follaje de garbanzo en experimento de invernadero seleccion de
cepas de Trichoderma.

ALILEE Tratamiento
tratamiento N P K Ca Mg

(%) (%) (%) (%) (%)

2 Ccé 3.82a 0.38a 1.36a 1.48a 0.53a

4 c8 2.78ab 0.29ab 1.52a 1.27ab 0.3a

6 C16 2.25b 0.20b 1.41a 1.24ab 0.45a

8 C19 2.96ab 0.35ab 1.59a 1.512 0.57a

10 c21 2.31b 0.29ab 1.38a 1.27ab 0.43a

12 Cc23 2.67ab 0.35ab 1.28a  1.43ab 0.54a

14 C25 2.78ab 0.29ab 1.54a 1.28ab 0.45a

16 Testigo 2.07b 0.23ab 1.31a 1.10b 0.37a
Medias con letra iguales en cada columna no presentan diferencia significativa segun, Tukey (P<0.05)

5.9. Incidenciay severidad en la seleccidon de cepas de Trichoderma.

Escala de severidad

Planta sana

Planta con cuello del tallo con presencia de tejido necrosado
Planta con 30% de follaje necrosado

Planta con 50% de follaje necrosado

Planta muerta

Al WIN| PO




Resultados por tratamiento y repeticion la incidencia y severidad de la enfermedad rabia en
garbanzo.

TRATAMIENTO R1 R2 R3 R4

1 0 0 1 0

2 0 1 2 4
3 0 0 0 1
2 3 1 3 4
5 0 0 0 3

6 0 4 4 4
7 0 1 0 0
8 1 0 4 4
9 0 1 0 0
10 0 2 2 3
11 1 1 2 4
12 1 1 4 4
13 1 3 4 2
14 2 3 3 3
15 3 2 2 2
16 TESTIGO 4 2 2 2

Los tratamiento con menos dafos por los patégenos del suelo fueron el 1 cepa C1, el 3
cepa C7 y el 9 cepa C20 con solamente 1 planta en cuello del tallo con ligero tejido
necrosado cada uno, Ademas estos tratamientos presentaron el mayor peso seco de
follaje, el testigo presentdé 3 plantas con el 30 % de follaje necrético y una planta

necrosada totalmente (muerta) esto se puede observar en la Figura 2.
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Tratamiento 1 cepa 1 Trichoderma Tratamiento 9 cepa Trichoderma 20

Figura2. Comparacién de los mejores tratamiento de cepas de
Trichoderma con el testigo.

5.10. Compostas enriguecidas con Bacillus y Trichoderma en el control de

los patégenos causantes de la rabia del garbanzo.

5.10.1. Altura de Planta y peso seco de follaje.

El tratamiento 1 present6 el mayor peso seco de follaje fue con la cepa C1
(Trichoderma 1 mas composta Bocashi) con un peso de 2.02 g, presento
diferencias significativas con los tratamientos 2, 4, 7, 10, 11, 12 y testigo. La
cepa B4 (Bacillus 4) mas Bocashi no presentd diferencias significativas con el
tratamiento 1 y resalta el tratamiento 5 que consiste en solamente composta
Bocashi que tampoco presento diferencia significativas con el tratamiento 1
asimismo los tratamientos 3 (Bacillus 4 mas Bocashi), 6 (Trichoderma 1 mas
Lombricomposta), 8 (Bacillus 4 mas lombricomposta) , 9 (Bacillus 12 mas
lombricomposta) y 13 (Trichoderma). En altura de planta el tratamiento con
mayor altura fue el tratamiento 8 (Bacillus 4 mas lombricomposta), que presentd
diferencias significativas con los tratamientos 14 (Trichoderma 20) y testigo

resultados que se observan en el Cuadro 8 siguiente.
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Cuadro 8. Comparacion de media de tratamientos en peso seco de follaje,
altura de planta, en el experimento de compostas enriquecidas con Trichoderma
y Bacillus para el control de rabia en garbanzo.

NUm. de

. Tratamiento Peso seco de follaje Altura de Planta
tratamiento

(8) (cm)

2 C20+Bocashi 0.69d 38.50abc

4 B12+ Bocashi 0.99cd 40.00abc

6 C1+LOMBRICOMPOSTA 1.92ab 48.50ab

B4+

LOMBRICOMPOSTA 1.27abcd 56.25a

10 LOMBRICOMPOSTA 0.97cd 38.50abc

12 B12 0.65d 30.75abc

14 C20 0.64d 18.25c

Medias con letra iguales en cada columna no presentan diferencia significativa segun, Tukey (P<0.05)

5.10.2. Peso seco de raiz y volumen de raiz en el experimento de
compostas enriquecidas con Trichoderma y Bacillus para el control de
rabia en garbanzo.

En peso seco de raiz el tratamientos con mayor peso seco fueron el tratamiento
1 (Trichoderma 1 mas composta Bocashi), 3 (Bacillus 4 mas Bocashi) , 6
(Trichoderma 1 mas Lombricomposta) , 8 (Bacillus 4 mas lombricomposta) y 11
(Bacillus 4) presentaron diferencias significativas conlos tratamientos 2,4,7, 10,
11,12, 14 y testigo. En volumen de raices el tratamiento 1, presento el mayor
volumen y presentd diferencias significativas con los tratamientos 2, 7, 12, 14 y
testigo. Estos resultados se observan en el Cuadro 9.



Cuadro 9. Comparacion de media de tratamientos en volumen de raiz y peso
seco de raiz, en el experimento de compostas enriquecidas con Trichoderma
y Bacillus para el control de rabia en garbanzo.

NUm. de

. Tratamiento Peso seco de raiz Volumen de raiz
tratamiento

(g) (ml)

2 C20+Bocashi 0.06d 1.02cde

4 B12+ Bocashi 0.12d 2.05abc

6 C1+LOMBRICOMPOSTA 1.32a 1.32abcde

B4+

LOMBRICOMPOSTA 1.32a 2.25ab

10 LOMBRICOMPOSTA 0.13d 1.50abcde

12 B12 1.00a 1.17bcde

14 C20 0.37bcd 0.62e

Medias con letra iguales en cada columna no presentan diferencia significativa segun, Tukey (P<0.05)

5.10.3. Concentracion de N, P, K, Ca 'y Mg en el experimento de compostas
enriquecidas con Trichoderma y Bacillus para el control de rabia en garbanzo.
La mayor concentracion de nitrogeno en el follaje se obtuvo con el tratamiento 3 y
presento diferencias significativas con los tratamientos 4, 5, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14 y
testigo. En la concentracion de fosforo, potasio, calcio y magnesio no se presentaron
diferencias estadisticas entre tratamientos



Cuadro 10. Comparacion de media de tratamientos en concentracion de N, P,
K, Cay Mg en el experimento de compostas enriquecidas con Trichoderma vy
Bacillus para el control de rabia en garbanzo.

NUm. de

tratamiento Tratamiento N P K Ca Mg

(%) (%) (%) (%) (%)

2 C20+Bocashi 3.50abc 0.38a 1.36a 1.48a 0.53a

4 B12+ Bocashi 2.71bcde 0.29a 1.52a 1.27a 0.38a

6 C1+LOMBRICOMPOSTA 3.63ab 0.29a 1.49a 1.25a 0.45a

B4+

LOMBRICOMPOSTA 3.29abcd 0.31a 1.59a 1.51a 0.57a

10 LOMBRICOMPOSTA 2.31de 0.29a 1.38a 1.27a 0.43a

12 B12 2.67bcde 0.35a 1.28a 1.43a 0.54a

14 C20 2.58cde 0.29a 1.54a 1.28a 0.45a

Medias con letra iguales en cada columna no presentan diferencia significativa segin, Tukey (P<0.05)

5.10.4. Incidencia y severidad en experimento de compostas enriquecidas
con Bacillus y Trichoderma en el control de la enfermedad rabia en
garbanzo.

Escala de severidad

Planta sana

Planta con cuello del tallo con presencia de tejido necrosado
Planta con 30% de follaje necrosado

Planta con 50% de follaje necrosado

Planta muerta

Al WIN| PO
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Resultados por tratamiento y repeticion la incidencia y severidad de la enfermedad rabia en
garbanzo.

TRATAMIENTO R1 R2 R3 R4

1 4 0 3 3

2 0 1 2 4

3 0 0 0 1

4 3 1 4 4

5 0 0 1 3

6 0 3 0 0
7 0 1 3 0
8 1 0 0 4
9 0 4 0 4
10 0 0 1 4
11 0 0 1 4
12 0 0 4 4
13 0 3 4 2
14 0 4 4 4
15 TESTIGO 4 2 2 2

Los tratamiento que presentaron menor severidad a la enfermedad rabia fueron
el 3 (Bacillus 4 mas Bocashi) y el 6 (Trichoderma C1 méas lombricomposta) con
solamente 1 planta con dafios, comparando con el testigo que presentd 3
plantas con el 30 % de la planta necrosada y una planta necrosada (muerta) en
general las plantas de garbanzo presentaron mayor peso seco de follaje y menor
incidencia en nimero de plantas dafiadas por los patagones que causan rabia en
comparacion con solamente las cepas en los experimentos de seleccion de Bacillus y

Trichoderma.
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LosmbvicomPosta

Figura 3 Comparacion de las compostas enriquecidas con Bacillus y
Trichoderma comparado con el testigo.

5.11. Identificacion morfolégica de candidatos Bacillus.

Los aislados bacterianos se identificaron morfolégicamente, y de acuerdo
al Manual de Clasificacion de Bergey (Claus y Berkeley, 1986), mostraron las
caracteristicas tipicas del género Bacillus, como son: colonias blanquecinas,
opacas, aplanadas de bordes irregulares y caracteristicas microscoépicas tipicas:
formas bacilares y formadoras de endosporas.

Segun, Brock (1997) las bacterias del género Bacillus son Gram positivas
de forma bastdn y pertenecen a la familia Bacillaceae, se caracterizan por formar
esporas bacterianas y presentan forma alargada de bastén o baculo, de donde
proviene su nombre, entre otras caracteristicas. Estas bacterias forman largas
cadenas de células, algunas especies son moviles por medio de flagelos, la
esporulacion ocurre cuando se agotan los nutrientes del medio donde crecen,

denominandose esporangios o endosporas a las células con esporas.



5.12. Identificacién molecular de candidatos Bacillus
5.12.1 Analisis de las secuencias de Bacillus.

Se identificaron molecularmente la aislado candidatos Bacillus
seleccionados en el experimento de invernadero, como antagonista a patogenos
del suelo que provocan rabia en garbanzo. Las secuencias obtenidas de los

aislados bacterianos se compararon en la base de datos GenBank.
A continuacidon se muestra el consenso de las 4 secuencias de cada linea:

CONSENSUS 16S B4
ACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGG
AAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTC
TGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAA
ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACT
GACGCTGAG

La secuencia de 16SB4 tiene un alineamiento del 100% con Bacillus
pumilus strain AB25A-SW1 (ID: MG890227.1) de la secuencia de Gen Bank, el
alineamiento presenta un e-value de o, esto sugiere que la cepa B4 es una

bacteria del género Bacillus.

5.13. Identificacion de Trichoderma en Microscopio Confocal.

Muestras de micelio se colocaron en Glicerol al 10% con el colorante
fluorescente SCRI Renaissance 2200 (SR2200) en una proporcion (1:2000),

Este colorante reconoce las uniones beta 1-4 y beta 1-3 de los polisacaridos de

la pared de hongos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG890227?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=83K2VBH1015

5.14. Identificacién molecular de candidatos Trichoderma.
5.14.1. Anélisis de las secuencias de Trichoderma

Se identific6 molecularmente candidato Trichoderma C1 seleccionado en el
experimento de invernadero, debido a su efecto como promotores de crecimiento
en garbanzo. Las secuencias obtenidas de los aislados fungicos se compararon

en la base de datos GenBank.
A continuacién, se muestra el consenso de la secuencias de cada linea:

CONSENSUS ITS C1
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCAT
GCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGT
TGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGG
TCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCG
CGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGA
TCAGGTAGGAATATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATT
CTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGG
GGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAA
TACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCG
CATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATG
TTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT

El consenso de las dos secuencias amplificadas con los oligos ITS9F2 y ITS4R2
de C1 da un 100 por ciento de identidad con la secuencia MG738308.1 de
GeneBank que corresponde a la secuencia ribosomal de una cepa de

Trichoderma harzianum con un e-value de 5e-135.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG738308?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=9K4NCGBG014

VI. CONCLUSIONES

Se obtuvieron cepas de Bacillus y Trichoderma promotoras de crecimiento
y antagonistas contra los patdgenos del suelo que provocan la
enfermedad “rabia” en el cultivo de garbanzo.

La identificacion molecular de la mejor cepa Trichoderma C1 la ubica
como especie harzianum. Y la mejor cepa de Bacillus B4 correspondio
a Bacillus pumilus con un alineamiento del 100% en ambos
microorganismos secuenciados.

Las compostas incrementaron el crecimiento en garbanzo y reducen la
severidad por la enfermedad rabia en garbanzo, al obtenerse mayor
peso seco de follaje y menor necrosis en tejido de la planta.

La composta Bocashi presentdé un mejor efecto protector contra los
patdgenos que provocan rabia en garbanzo.

43



44

VII. BIBILIOGRAFIA

Armenta-Bojorquez A. D., Garcia-Gutiérrez C., Camacho-Baez, J. R,
Apodaca-Sanchez, M. A., Gerardo-Montoya, L. y Nava-Pérez E. 2010.
Biofertilizantes en el desarrollo agricola de México. Ra Ximhai 6:51-56.

Armenta B.A.D.,Ferrera-Cerrato R.,Trinidad S.A. y Volke H.V.1986.
Fertilizacion e Inoculacién con Rhizobium y Endomicorrizas (V-A) en Garbanzo
Blanco (Cicer arietinum L.) en Suelos del Noroeste de México. Agrociencia (65)
141-160.

Bashan Y. and Holguin G. 1998. Proposal for the division of plant growth-
promoting rhizobacteria into two classifications: biocontrol PGPB (plant growth-
promoting bacteria) and PGPB. Soil Biol. Biochem. 30, 1225-1228.

Bellapart, C. 1996. Nueva agricultura biolégica en equilibrio con la agricultura

quimica. Ediciones Mundi- prensa Barcelona, Espafia. 298 pp.

Chena, G.R., Crispin, M.A. y Larrea R.E. 1981. Cultivo de garbanzo (Cicer
arietinum L.) en produccién de granos y forrajes. 22 Ed. Editorial Limusa, México.
Pp: 469-499.

Costacurta, A., and Vanderleyden, J. 1995. Synthesis of phytohormones by
plant-associated bacteria. Crit. Rev. Microbiol. 21:1-18.

Dart, P.j., Islam, R. y Eaglesham, A. 1975. The root Nodule simbiosis of
Chickpea and Pigeonpea In; ICRISAT International Work-Shop in grain Legume.
Begumpet Hyderabad, India, pp63-83.

Guillén-Cruz, R., Hernandez-Castillo, F. D., Gallegos-Morales, G.,
Rodriguez-Herrera, R., Aguilar-Gonzéalez, C. N., Padrén-Corral, E. y Reyes-
Valdéz, M. H. 2006. Bacillus spp. como biocontrol en un suelo infestado por
Fusarium spp., R. solani Kuhn, y Phytophthora capsici Leonian y su efecto en el
desarrollo y rendimiento del cultivo del chile (Capsicum annuum L.). Revista
Mexicana de Fitopatologia 24:105-114.

Guzman-Plazola R. y Ferrera-Cerrato R. 1990. La endomicorriza vesiculo-

arbuscular en las leguminosas.C.P.Montecillos, México.

Guerrero, A. 1996. El suelo, los abonos orgéanicos y fertilizacion de los cultivos.

Ediciones Mundi- prensa Bilbao, Espafia. 206 pp.



Harman, G. E. 2006. Overview of mechanisms and uses of Trichoderma spp.
Phytopathology 96:190-194.

Howell, C.R. 2006. Understanding the mechanisms employed by Trichoderma
virens to effect biological control of cotton diseases. Phytopath. 96(2):178-180.
Hoyos C., L.M.; ORDUZ, S.; BISSETT, J. 2009. Growth stimulation in bean
(Phaseolus vulgaris L.) by Trichoderma. Biol. Control. 51:409-416.

INIFAP. 2010. Guia para la asistencia técnica. Valle de El Fuerte.Los Mochis.
México.

Papavisas GC y Davey ChB. (1959). Evaluation of various media and

antimicrobial agents for isolation of soil fungi. Soil Science. 88:112-117.

Pinton, R., Varanini, Z. and Nannipieri, P., 2001. The rhizosphere as a site of
biochemical interactions among soil components, plants and microorganisms. In
R. Pinton, Z. Varanini, P. Nannipieri (eds.). The Rhizosphere: Biochemistry and
Organic Substances in the Soil-Plant Interface. Marcel Dekker, New York, 1-17 p.
Pulido L. E, Medina N, Cabrera A. 2003. Biofertilizacion con rizobacterias y
hongos micorrizicos arbusculares en la produccién de posturas de tomate
(Lycopersicon esculentum mill.) y cebolla (Allium cepa l.). i. crecimiento
vegetativo. Redalyc. 24(1): 15-24.

Reyes |, Alvarez L, ElI Ayoubi H, Valery A. 2008. Seleccion y Evaluacion de
Rizobacterias Promotoras del Crecimiento en Pimentén y Maiz. Bioagro. 20(1):
37-48.

Rives N, Acebo Y, Hernandez A. 2007. Bacterias promotoras del crecimiento
vegetal en el cultivo del arroz (Oryza sativa |.). perspectivas de su uso en cuba.
Redalyc. 28(2): 29 — 38.

Stein, T. 2005. Bacillus subtilis antibiotics: structures, syntheses and specific
functions. Molecular Microbiology 56:845-857.

Tilak K, Ranganayaki N, Manoharachari C. 2006. Synergistic effects of plant-
growth promoting rhizobacteria and Rhizobium on nodulation and nitrogen
fixation by pigeonpea (Cajanus cajan L.). European Journal of Soil Science.
57(1):67-71.

Torriente D. 2010. Aplicacion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal
en el cultivo de la cafia de azlcar. Perspectivas de su uso en cuba. Scielo. 31(1):
1-10.

45



Thompson, L.M.y Troeh, R.F. 1978. Soils and soil fertility 42 ed. Mc Graw-Hill.
Book Company . New York.

Verma, M.; Brar, S.K.; Tyagi, R.D.; Surampalli, R.Y.; Valero, J.R. 2007.
Antagonistic fungi, Trichoderma spp.: Panoply of biological control. Biochemical
Engineering J. 37:1-20.

Tisdale, S.L., and Nelson, W. 1996. Soil fertility and fertilizers. Edicion 2 ®
Macmillan Company. New cork, Estados Unidos. 694 pp.

Tan, K.H. and Napomombodi, V. 1979. Effect of diferent level of humic acids on
nutrient content and growth of com (Zea mays). Plant and soil 51:283-287

46



