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RESUMEN

“Bacterias y hongos rizosféricos nativos del centro de Sinaloa: promotores de
crecimiento y agentes biocontrol de la fusariosis vascular en garbanzo”

Luz del Carmen Oliva Ortiz

La agricultura practicada actualmente, origina problemas de contaminacién, debido al
uso excesivo de agroquimicos, de ahi la importancia de encontrar alternativas que
contribuyan a una produccion agricola sustentable, siendo una opcion el empleo de
microorganismos como agentes biocontrol de enfermedades. El garbanzo es un
cultivo importante en Sinaloa, y es afectado por la fusariosis, cuyo principal agente
causal es Fusarium oxysporum ciceris (Foc) raza 5. El objetivo de este trabajo fue
determinar el potencial de algunas cepas rizosféricas (T442, T3241, T162, 7A1, 751,
HRG-050, HRG-060 y HRG-083), nativas del centro de Sinaloa, como agentes
biocontrol de esta enfermedad, asi como determinar su efecto promotor del
crecimiento en plantas de garbanzo; estas cepas fueron aisladas previamente de la
raiz de plantas de garbanzo, cultivadas en lotes con presencia de fusariosis. Estudios
preliminares se efectuaron in vitro, evaluando el antagonismo mediante el PICR de
cada antagonista contra Foc, mediante confrontacion dual, en placas Petri, con
medio de cultivo PDA, bajo un disefio completamente al azar. En invernadero se
montaron bioensayos en los afios 2013 y 2014, realizandose la siembra en macetas,
bajo un disefio completamente al azar; en campo se establecid el experimento en
2014, donde los tratamientos se distribuyeron bajo disefio experimental de bloques
completos al azar. Los tratamientos fueron basados en la inoculacion de semillas de
garbanzo con cepas bacterianas a una concentracion de 1x10% ufc mL' y 1x108
conidios mL"' con las cepas flungicas. Se determind la morfologia colonial,
microscopica y caracterizacion bioquimica mediante catalogos y pruebas API, de los
antagonistas que mostraron mejores resultados en invernadero en 2013. Mediante
escalas subjetivas se evaluaron vigor de planta, marchitez en follaje y cancer de raiz;
asimismo, se determiné altura de planta (cm), diametro de tallo (mm), verdor (SPAD),
biomasa (g) y rendimiento (g planta™'). Los resultados fueron sometidos a un analisis
de varianza y comparacion multiple de medias (Tukey, P<0.05). Las cepas fueron
caracterizadas como Bacillus subtilis (T442), Agrobacterium radiobacter (751),
Pseudomonas sp. (7A1) y Trichoderma sp. (HRG-050 y HRG-060), la identificacion
de T3141 no fue concluyente. HRG-060, HRG-050, T442 y 751 mostraron mayor
efecto antagonico in vitro. Las cepas mas efectivas en reducir la incidencia de la
enfermedad en las plantas fueron HRG-060 (Trichoderma sp.) y T442 (Bacillus
subtilis); el mayor efecto promotor de crecimiento fue proporcionado por HRG-060 y
T442, pues incrementaron la germinacién, verdor, biomasa y rendimiento del
garbanzo. El uso de estos dos antagonistas (HRG-060 y T442), para el control de la
fusariosis vascular del garbanzo es prometedor de acuerdo a las condiciones
presentes en la zona centro de Sinaloa.

Palabras clave: Trichoderma, Bacillus, Fusarium oxysporum, cepas nativas
viii
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ABSTRACT

Bacteria and fungi rhizospheric native to the center of Sinaloa: growth
promoters and biocontrol agents of vascular fusariosis in chickpea

Luz del Carmen Oliva Ortiz

Agriculture currently practiced, causes pollution problems due to overuse of
agrochemicals, hence the importance of finding alternatives that contribute to
sustainable agricultural production, being an option the use of microorganisms as
biocontrol agents of disease. The chickpea is an important crop in Sinaloa, and it is
affected by Fusarium wilt, whose main causative agent is Fusarium oxysporum ciceris
(Foc) race 5. The aim of this study was to determine the potential of some
rhizosphere strains (T442, T3241, T162, 7A1, 751, HRG-050, HRG-060 and HRG-
083), native to central Sinaloa, as biocontrol agents of this disease, and determine its
growth promoting effect of chickpea plants; these strains were previously isolated
from the root of chickpea plants, grown in the presence of Fusarium wilt. Preliminary
studies were carried out in vitro, evaluating the antagonism by PICR of each
antagonist against Foc by dual confrontation, in Petri dishes, with PDA culture
medium, under a completely randomized design. Greenhouse bioassays were
mounted in 2013 and 2014, carried out planting in pots, under a completely
randomized design; field experiment in 2014, where treatments were distributed
under experimental design of randomized complete block design was established.
The treatments were based on inoculation with bacterial chickpea seeds at a
concentration of 1x108 cfu mL-" and 1x108 conidia mL™" with the fungal strains. It was
determined the colonial morphology, microscopic and biochemical characterization
through catalogs and testing API, antagonists that showed better results in emissions
by 2013. By subjective scales, plant vigor, wilting in foliage and root cancer were
evaluated; Also, plant height (cm), stem diameter (mm), green (SPAD), biomass (g)
and vyield (g plant') were determined. The results were submitted to analysis of
variance and multiple comparison test (Tukey, P<0.05). The strains were
characterized as Bacillus subtilis (T442), Agrobacterium radiobacter (751),
Pseudomonas sp. (7A1) and Trichoderma sp. (HRG-050 and HRG-060), identification
of T3141 was inconclusive. HRG-060, HRG-050, T442 and 751 showed greater
antagonistic effect in vitro. The most effective strains reducing the incidence of
disease in plants were HRG-060 (Trichoderma sp.) and T442 (Bacillus subtilis); the
largest growth promoting effect was provided by HRG-060 and T442, as they
increased germination, green, biomass and yield of chickpea. The use of these two
antagonists (HRG-060 and T442), for the control of Fusarium wilt of chickpea is
promising according to the conditions present in the central area of Sinaloa.

Keywords: Trichoderma, Bacillus, Fusarium oxysporum, native strains
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CAPITULO I. INTRODUCCION Y REVISION DE LITERATURA

1.2. Introduccién

La agricultura tecnificada practicada hoy en dia, en general, estd basada en el
empleo de agroquimicos, que han permitido incrementar el rendimiento y calidad de
cosecha, cubriéndose asi, gran parte de las necesidades alimentarias. Sin embargo,
las consecuencias de su aplicacion ha sido funesta para el ambiente, pues su uso
irracional, ha contaminado el suelo, agua, alimentos y medioambiente, originando un
dano irreversible, creando problemas en la salud de los animales y del hombre;
aunado a ello, estos productos incrementan los costos de produccion impactando
adversamente y de manera significativa, la sustentabilidad de la agricultura (Elkoca
et al., 2010; Moradi et al., 2012; Naher et al., 2014).

Ante esta situacién, el enfoque de la nueva agricultura se contempla dentro de un
marco de sustentabilidad, que involucra la busqueda de estrategias que disminuyan
el empleo de agroquimicos y que contribuyan a conservar el medio ambiente. Una
alternativa es el biocontrol, el cual, se basa en el empleo de microorganismos
antagonistas naturales, denominados agentes de control bioldgico, principalmente
bacterias y hongos, contra patégenos que atacan a diferentes cultivos (Lopez, 2011;
Abdulkareem et al., 2014), y podria ser un método alterno para su control (Ruano-
Rosa y Lépez-Herrera, 2009), ademas de ser ecoldégicamente seguro (Izzeddin y
Medina, 2011).

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es un cultivo de gran importancia en la alimentacion
mundial. Su principal productor y consumidor es la India, con una cosecha de 9,
356,250 t en el ciclo 2013-2014; ocupando México el octavo lugar de produccion, al
aportar 190,803 t en ese mismo ciclo (FAOSTAT, 2015). En Sinaloa, este cultivo
también es relevante, siendo el principal productor y exportador de garbanzo del
pais, la superficie sembrada por esta leguminosa en 2014, fue de 61,600 ha, con una
produccion de 103,645 t (SIAP, 2015).

13



El rendimiento del garbanzo en el mundo, es afectado por diferentes enfermedades,
presentandose una serie de padecimientos en la raiz que se conoce como complejo
de enfermedades de Marchitez y Podredumbre de Raiz (MPR) en garbanzo, e
incluye un numero de enfermedades reconocidas por la severidad de los sintomas
ocasionados en la raiz y sistema vascular de la planta (Jiménez, 2011). Entre ellas,
la mas importante es la fusariosis vascular, ocasionada principalmente por Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris (Foc), siendo reportada en la mayoria de los paises donde
se cultiva garbanzo (Haware y Nene, 1982, Jimenez-Diaz et al., 2015). En México,
Foc es el fitopatdgeno mas importante dentro del complejo de hongos que provocan
la fusariosis vascular en este cultivo (Velarde-Félix et al.,, 2013). Y en Culiacan,
Sinaloa, es la enfermedad de mayor importancia, reportandose a Foc raza 5, como
el patébgeno mas limitante de esta enfermedad (Velarde-Félix et al., 2015). En los
ultimos afios, las pérdidas debidas al ataque de Foc han variado desde un 10-30%,
situacion que preocupa a los productores, pues significa reducciones en volumenes
de exportacion, incremento en costos de produccidn y disminucion de la rentabilidad
(Guerrero-Aguilar et al., 2015).

Una opcidon empleada para el manejo de esta enfermedad es el uso de productos
quimicos, aumentando asi los problemas de contaminaciéon. Ademas los
consumidores muestran una preferencia por productos agricolas libres de
agroquimicos debido a los efectos secundarios de estos sobre la salud humana y
medio ambiente (Kupper et al., 2010). Lo anterior evidencia la busqueda de agentes

de control biolégico como una opcion factible al uso de pesticidas en la agricultura.

En este tenor, se han realizado investigaciones sobre microorganismos antagonistas
que pueden contribuir al manejo integrado de las enfermedades de los cultivos
(Kupper et al., 2010; Abdulkareem et al., 2014). En el biocontrol de F. oxysporum, se
han realizado estudios con diversos microorganismos rizosféricos en varios cultivos
(Hernandez-Rodriguez et al., 2014; Eshetu et al., 2015). En investigaciones
realizadas en garbanzo, se demuestra que diversos organismos del suelo afectan el
desarrollo de Foc y ademas mejoran el crecimiento del garbanzo, e incluyen a

bacterias clasificadas dentro del género de Bacillus y Pseudomonas asi como
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hongos del género Trichoderma (Karimi et al., 2012; Moradi et al., 2012). Estos
microorganismos son considerados como promotores del crecimiento vegetal (Cano,
2011).

Por otra parte, es un tema actual y de interés, el estudio de microorganismos
antagonistas nativos, ya que uno de los principales problemas en la efectividad del
combate biolégico de hongos fitopatdgenos, es la introduccién de microorganismos
no nativos en los ecosistemas, condicion que puede volverse problematica cuando
los agentes de combate bioldgico utilizados no se encuentran adaptados a las
condiciones ambientales donde se van a aplicar (Calvo et al., 2012); sefalandose
que el empleo de cepas comerciales, pudiera generar competencia o inhibicion
contra los organismos nativos, o simplemente, no prosperar su propagacion dentro

de la microbiota del suelo (Robinson et al., 2009).

Lo anterior conlleva a que el biocontrol por microorganismos rizosféricos podria ser
una alternativa viable para el control de la fusariosis vascular, siendo el objetivo de
este trabajo evaluar en condiciones de laboratorio, invernadero y campo, el potencial
antagonista de algunas cepas bacterianas y fungicas nativas de Culiacan contra Foc
raza 5, principal agente causal de la fusariosis vascular, asi como estudiar su posible

efecto como promotoras de crecimiento y rendimiento en plantas de garbanzo.
1.2.1. Planteamiento del problema cientifico

Sinaloa ocupa el primer lugar en la producciéon nacional de garbanzo. El cultivo
puede verse afectado por diversas enfermedades, siendo una de las mas
importantes la fusariosis vascular causada por Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, la
cual limita su crecimiento y desarrollo, ocasionando perdidas importantes en el
rendimiento del cultivo. Esta enfermedad es dificil de controlar por su naturaleza
monociclica, asi como por la fisiologia y caracteristicas del fitopatégeno. El uso de
agroquimicos para su control ha sido una de la opciones mas utilizadas por los
agricultores, pero su empleo no ha sido exitoso, ademas, se ha demostrado que el
uso irracional de estos productos tiene un efecto negativo en el medio ambiente y

recursos naturales, asi como en la salud de los animales y humanos. Por lo anterior,
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se ha hecho inminente la busqueda de alternativas amigables que contribuyan a
minimizar el impacto negativo de estos productos sobre el medio ambiente. El control
bioldgico se presenta como una alternativa ecoldgica y eficaz frente a los problemas
causados por los fitopatdgenos presentes en nuestro agroecosistema. Los
microorganismos biocontroladores como hongos y bacterias, ofrecen buenas
posibilidades como antagodnistas de diversos hongos patdogenos de plantas, entre
ellos Fusarium oxysporum ciceris. Sin embargo, es conocido que la aplicacién de
productos comerciales para el control biolégico, no han sido efectivos, ya que son

elaborados con cepas provenientes de otras regiones edafo-geograficas.

Todo esto indica que existe la necesidad de encontrar una alternativa de control
biologico que sea particular a la region, no obstante, el uso de microorganismos
antagonistas para el tratamiento de Foc en Sinaloa, se ha estudiado y documentado

poco.
En la presente investigacion se planted la siguiente interrogante:

¢ Las bacterias y hongos rizosféricos nativos del centro de Sinaloa, pueden ser una
alternativa de control biolégico de la fusariosis, y de promover el crecimiento y

rendimiento del garbanzo?
1.2.2. Hipotesis

Las cepas microbianas rizosféricas nativas del centro de Sinaloa, funcionan como
agentes biocontrol de la fusariosis vascular del garbanzo y a la vez son promotores

del crecimiento y rendimiento del cultivo.
Objetivo general

Determinar en condiciones de laboratorio, invernadero y campo el efecto protector
contra la fusariosis vascular, asi como su efecto promotor del crecimiento y
rendimiento en plantas de garbanzo por cepas bacterianas y fungicas rizosféricas

nativas del centro de Sinaloa.
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1.2.3.

Objetivos especificos

Evaluar in vitro el potencial biocontrolador de las cepas rizosféricas
bacterianas y fungicas, previamente aisladas, contra Foc raza 5, principal
agente causal de la fusariosis vascular, mediante bioensayos de confrontacion
efectuados en laboratorio.

Caracterizar morfolégica y bioquimicamente, mediante catalogos y pruebas
API, a las cepas antagonistas ensayadas.

Valorar el efecto protector de las cepas antagodnicas contra fusarioisis, asi
como la estimulacion del crecimiento y rendimiento de garbanzo cultivado en
invernadero.

Determinar el efecto protector de las cepas antagdnicas contra fusarioisis, asi
como la estimulacién del crecimiento y rendimiento de garbanzo desarrollado

en campo.
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1.3. Revision de literatura

1.3.1. El cultivo del garbanzo

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es una de las leguminosas mas importantes del
mundo junto con el frijol (Phaseolus vulgaris L.) y chicharo (Pisum sativum L.),
constituyendo una fuente sustancial en la alimentacion humana y animal (De la Fe et
al., 2011; Jiménez, 2011); siendo uno de los cultivos con los que se inicio la
agricultura junto con el trigo, la cebada, lino, guisantes y lentejas (Ladizinsky y Adler,
1976; Zohary y Hopf, 2000). El origen del garbanzo se ubica en el sudeste de
Turquia pues se ha determinado la presencia de diferentes especies anuales
silvestres muy relacionadas con el garbanzo (Ladizinsky, 1975). Asimismo, De
Miguel (1991), y De la Fe et al. (2011), mencionan que esta leguminosa pudo ser
originaria de la zona suroeste de Turquia, en los limites con Siria de donde fue

llevado a la India y paises europeos.

Los informes mas antiguos que existen sobre el empleo del garbanzo, datan del afio
5450 A. C. y proceden de la localidad turca de Hacilar (De Candolle, 1883). En la
India, su primera aparicion data del afio 2000 A. C. (De Miguel, 1991). Al respecto,
Lev-Yadun et al. (2000), sostienen que el garbanzo cultivado tuvo su origen en el
Oriente Cercano hace unos 10,000 afios, en una area relativamente pequefa en el
Kurdistan turco, y se origind a partir de su ancestro salvaje C. reticulatus (Ladizinsky
y Adler, 1976; Lev-Yadun et al., 2000).

Asimismo, Duke (1981), sefiala que las especies silvestres de Cicer se encuentran
primordialmente en Turquia, Iran, Afganistan y Asia Central. Evidencias
arqueoldgicas y botanicas sugieren que el garbanzo fue domesticado en Oriente
Medio y ampliamente cultivado en la India, Cuenca Mediterranea y en Etiopia desde
la antigledad, extendiéndose posteriormente a América y Australia (van der Maesen,
1972).

En el transcurso de su dispersién y seleccidén, el germoplasma de C. arietinum
parece haberse diferenciado en dos acervos genéticos diferentes (Moreno y Cubero,

1978). Asi pues, el garbanzo cultivado se divide en dos genotipos o grupos
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morfolégicamente diferentes: "kabuli" y "desi", en funcién de las caracteristicas de las
plantas como son: tamarfo, forma y coloracion de semilla (Kazan y Muehlbauer,
1991). El germoplasma "kabuli" esta conformado por semillas grandes, redondeadas,
de color crema con cubierta fina y lisa, las flores son blancas y no contienen
antocianina. Y es consumido principalmente en la cuenca Mediterranea, el Cercano
Oriente, México y recientemente en Estados Unidos y Canada (Singh y Saxena,
1996; Singh y Virmani, 1996). Por el contrario, los garbanzos "desi" son semillas
pequefas, angulares y de color oscuro, u otros colores, con flores de color purpura o
rosas Yy contienen antocianina, consumiéndose fundamentalmente en el
Subcontinente Indio (Muehlbauer y Singh, 1987; Singh y Saxena, 1996). La mayoria
de los paises productores de garbanzo cultivan el tipo “kabuli”, aunque el 85% de la
produccion mundial es del tipo “desi”, por ser éste el cultivado en la India, Pakistan,

Este de Africa y en Australia (Guerrero, 1999).

La planta se cultiva en mas de 33 paises del sur y oeste de Asia, norte y este de
Africa, sur de Europa, América y Australia; los paises que mas contribuyen a su
cultivo son la India, Turquia y Pakistan, siendo la India el principal productor mundial
(FAOSTAT, 2015). Los principales paises exportadores de garbanzo son Australia,
Canada, Iran, México y Turquia (Reddy et al., 2007).

El garbanzo ha formado parte de la dieta humana desde la antigiedad debido,
principalmente, a su alto contenido en proteinas y a la adecuada proporcién de
grasas y de hidratos de carbono que poseen haciéndolo un alimento altamente
energético (Gatel y Champ, 1998). Desde el punto de vista de la alimentacion
humana y animal, esta leguminosa ocupa el tercer lugar por su alto valor nutritivo y
por su importancia en la dieta humana, atribuyéndole, ademas, cualidades curativas
(Kumari et al., 2008; Gaur et al., 2010); por lo anterior, cada vez mas es utilizado
como un sustituto de proteinas de origen animal (Hossain et al., 2010; Jukanti et al.,
2012). Su semilla presenta un contenido medio de proteina (20.3% a 28.2%) algo
mas bajo que el de otras leguminosas de grano, sin embargo, su proteina es de las
mas digeribles, siendo entre 21-26% proteina rica en lisina, y por tanto, de un

excelente valor biolégico (Gatel y Champ, 1998; Huisman y Vander Poel, 1994;
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Jukanti et al., 2012). Ademas, posee un contenido 6ptimo en hidratos de carbono (35
a 43%) y un contenido en grasa mas alto que en otras leguminosas (3 a 6%) y es rica
en acidos grasos insaturados como el acido oleico y linoléico, convirtiéndola en una
semilla interesante para el consumo humano y la alimentacion animal (Gil et al.,
1996); contribuyendo significativamente a la nutricidn diaria en paises como la India o

Pakistan y en la region Mediterranea (Pushpamma y Geervani, 1987).

El garbanzo es una planta anual, autégama y diploide (Varshney et al., 2013).
Pertenece a las familias de las leguminosas (Fabaceae), que consta de 9 especies
anuales y 35 perennes, de las que C. arietinum es la Unica especie cultivada (van der
Maesen et al., 2007; Atta y Shah, 2009), la cual esta distribuida por todo el mundo

(Robertson et al., 1997), presentandose en el Cuadro 1, su clasificacién taxonémica.

Cuadro 1. Clasificacion taxonomica del cultivo de garbanzo.
Clasificacion taxondémica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae
Tribu Cicereae
Género Cicer

Especie arietinum

Nombre cientifico Cicer arietinum

Nombre comun Garbanzo

(Fuente: van der Maesen, 1972)

En América, el principal productor de esta leguminosa es México; a nivel mundial es
el octavo productor de este grano, dedicando una superficie de 81,262 ha,
contribuyendo con 125,588 t a la produccion mundial (FAOSTAT, 2015). En Sinaloa,

este cultivo también es relevante, siendo el principal productor y exportador de
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garbanzo del pais, la superficie sembrada por esta leguminosa en el ciclo agricola
2015, fue de 48,109 ha, con una produccion de 77,286 t (SIAP, 2016).

1.3.2. La fusariosis vascular y su distribucién

En varias partes del mundo, la siembra de garbanzo se ve frenada por los bajos
rendimientos originados por la incidencia de diversos estreses abioticos y bidticos y
puede verse severamente afectado por varias enfermedades de diversa etiologia
(Landa et al., 2004b). Se han reportado alrededor de 115 patégenos que afectan el
garbanzo, de ellos, solamente unos pocos causan dafos economicos importantes

llegando a ser limitantes de la produccion en algunas areas (Nene et al., 1989).

Dentro de estas enfermedades se presenta una serie de padecimientos en la raiz
que se conoce como complejo de enfermedades de Marchitez y Podredumbre de
Raiz (MPR) en garbanzo, e incluye un numero de enfermedades generalmente
reconocidas por la severidad de los sintomas que ocasionan (Kraft et al., 1994;
Jiménez, 2011). La MPR en garbanzo también es conocido en la literatura
fitopatologica como “wilt”’, “wilt and root rot” o “wilt like disorders” y como agentes
causantes de estas enfermedades han sido citados principalmente especies de
hongos fitopatdégenos, aunque también se mencionan virus, bacterias y nematodos;
este complejo incluye gran numero de enfermedades generalmente reconocidas por
su sintomatologia severa y se presenta en la mayoria de paises de los cinco
continentes donde se cultiva garbanzo, siendo responsable de importantes pérdidas
de cosecha (Allen, 1983; Bhatti y Kraft, 1992; Kraft et al., 1994). Aunque no hay
informacion que precise las pérdidas causadas por esas enfermedades, sélo algunas
de ellas se consideran econdmicamente restrictivas a nivel mundial (Nene y Reddy,
1987; Nene et al., 1996).

Dentro de las enfermedades mas citadas y los agentes causales mas comunes de la
MPR podemos citar a la fusariosis vascular originada por F. oxysporum f. sp. ciceris,
podredumbre negra de raiz inducida por Fusarium solani, podredumbre seca de raiz

causada por Macrophomina phaseolina, enanismo originado por el virus del enrollado
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de la hoja del guisante y la rabia causada por Didymella (Trapero-Casas y Jiménez-
Diaz, 1985a; Nene y Reddy, 1987; Jiménez-Diaz et al., 1989c; Nene y Sheila, 1989).

La fusariosis vascular del garbanzo es la enfermedad mas importante y ampliamente
distribuida y severa de las que comprenden el complejo MPR en garbanzo (Nene et
al., 1996). Esta enfermedad ha sido diagnosticada en la mayoria de paises donde se
cultiva garbanzo, entre los que se encuentran Argelia, Argentina, Bangladesh, Chile,
China, Colombia, Egipto, Espana, Estados Unidos, Etiopia, Hungria, India, Iran, Irak,
Italia, Kenia, Malawi, México, Marruecos, Myanmar, Nepal, Pakistan, Peru, Rusia,
Siria, Sri Lanka, Sudan, Tunez, Turquia, Pera, Unién Soviética y Uganda (Echandi,
1970; Stepanova, 1971; Kannaiyan, 1981; Haware et al., 1986a; Phillips, 1988;
Frisullo et al., 1989; Halila y Strange, 1996; Nene et al., 1996; Jiménez-Diaz et al.,
2015).

Esta enfermedad es causada por Fusarium oxysporum Schlechtend.: Fr. f. sp. ciceris
(Padwick) Matuo & K. Sato, y constituye la enfermedad mas importante de las
causadas por patogenos habitantes del suelo, la cual limita la produccion de esta
leguminosa en todo el mundo (Jalali y Chand, 1992; Landa et al., 2004a; Navas-
Cortés et al., 2000b; Jiménez-Diaz et al., 2015).

Las pérdidas anuales de rendimiento por esta enfermedad se han estimado entre el
10 y el 15% (Trapero-Casas y Jiménez-Diaz, 1985b; Jalali y Chand, 1992), o hasta
del 40% (Bouslama, 1980). Sin embargo, las epidemias por fusariosis vascular
pueden ser devastadoras, causando pérdidas del 100% de la produccidn en
condiciones favorables (Halila y Strange, 1996; Navas-Cortés et al., 1998, 2000b;
Landa et al., 2004). En particular, los ataques de la enfermedad son devastadores si
se producen bajo condiciones de cultivo de alta temperatura y estrés hidrico durante
las fases de floracion y llenado de semilla (Bhatti y Kraft, 1992; Landa et al., 2004a;
Navas-Cortés et al., 2000b; Sugha et al., 1994).

En México, también este cultivo es afectado por diversos fitopatdégenos, siendo
Fusarium oxysporum el principal agente causal de la fusariosis vascular y Fusarium

oxysporum f. sp. ciceris (Foc) uno de los mas predominantes (Velarde-Félix et al.,
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2013). Al respecto, Carrillo (2011), senala que dentro de la problematica que enfrenta
el cultivo de garbanzo en Sinaloa, se puede mencionar la incidencia de
enfermedades, de las cuales la rabia del garbanzo es de las mas importantes, la cual
es ocasionada por un complejo de hongos nativos del suelo como los son: Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris (Foc), Fusarium solani, Macrophomina phaseolina y

Rhizoctonia solani.

En Culiacan, Sinaloa, México, Fusarium oxysporum f. sp. ciceris raza 5 ha sido
reportado como el principal agente causal de la fusarios vascular (Velarde-Félix et
al., 2013; Velarde-Félix et al., 2015). Confirmandose molecularmente que las razas
fisiologicas de Foc que infectan al garbanzo en las zonas de cultivo del Noroeste de
México son la raza 0 y la raza 5, sin embargo, la raza 5 fue detectada con mayor

frecuencia que la raza O (Velarde-Félix et al., 2015).
1.3.3. Sintomatologia de la enfermedad

La fusariosis vascular del garbanzo se caracteriza por dos sindromes, denominados
amarillez vascular y marchitez vascular, distinguibles entre si tanto por los sintomas
que los componen como por la cronologia con que éstos desarrollan (Trapero-Casas,
1983). Ambos sindromes son consecuencia de infecciones vasculares en la planta,
qgue llevan asociada una coloracién castano oscuro del xilema y ocasionalmente de la
médula de la raiz, cuello y tallo de las plantas infectadas (Trapero-Casas y Jiménez-
Diaz, 1985a).

El sindrome de amarillez vascular se expresa con mas lentitud que el de marchitez
vascular y se caracteriza por el desarrollo progresivo de clorosis, amarillez y necrosis
de los foliolos de las hojas inferiores, que progresan en la planta y dan lugar a la
defoliacion de ésta (Trapero Casas, 1983; Trapero Casas y Jiménez Diaz, 1985b).
En experimentos en ambiente controlado, las plantas susceptibles que presentan el
sindrome de amarillez vascular, generalmente no mueren antes de transcurridos 40

dias desde la siembra en un suelo infestado artificialmente (Trapero-Casas, 1983).

El sindrome de marchitez vascular se caracteriza por un desarrollo rapido de

flaccidez asi como una clorosis verde mate en las hojas de cualquier parte de la
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planta, con la posterior desecacion de los foliolos. La flacidez es seguida por la
desecacion de hojas y tallos, que adquieren un color castafio claro. Los foliolos
necrosados suelen quedar adheridos al raquis, y finalmente se produce la muerte de
la planta (Trapero-Casas y Jiménez Diaz, 1986). En inoculaciones artificiales, la
muerte de plantas susceptibles ocurre generalmente antes de transcurridos 20 dias
tras la siembra en suelo infestado (Trapero-Casas, 1983). Aunque ambos sindromes
han sido asociados en la literatura con la fusariosis vascular del garbanzo, el mas
comun y tradicionalmente reconocido en diversos paises ha sido el de marchitez
vascular (Narasimhan, 1929; Raheja y Das, 1957; Van der Maesen, 1972; Nene y
Haware, 1980).

Por otra parte, Jiménez-Diaz et al. (1993), sehala que las plantas afectadas de
fusariosis vascular pueden mostrar un sindrome de marchitez vascular temprano a
las pocas semanas después de la siembra o un sindrome de marchitez vascular
tardio en etapas mas avanzadas del ciclo de cultivo. La marchitez vascular temprana
se caracteriza por la flacidez de las hojas seguida por una coloracion verde-grisacea,
desecacion y colapso de la planta completa (Navas-Cortés et al., 2000b); mientras
que las plantas que muestran marchitez vascular tardia exhiben caida de los peciolos
y foliolos, seguida del amarillamiento y necrosis del follaje (Haware et al., 1986a).
Aunque ambos sindromes son consecuencia directa de la infeccion vascular del
patdgeno, también pueden ser causados por otros patégenos de plantas, de manera
que si no son diagnosticados correctamente pueden ser asignados de manera

erronea como debidos a la fusariosis vascular (Jiménez-Diaz et al., 1993).

Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (Padwick) Matuo & K. Sato, es considerado como
el principal agente causante de la fusariosis vascular del garbanzo, y es patogénico
de especies de Cicer (Kaiser et al., 1994), y ha sido descrita en todas las zonas

geograficas del mundo donde se cultiva esta leguminosa (Jalali y Chand, 1992).
1.3.4. Fusarium oxysporum ciceris y el proceso de patogénesis

Los hongos, generalmente, son organismos pequefios que producen esporas

microscopicas. Son filamentosos, carecen de clorofila y tienen paredes celulares que
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contienen quitina, celulosa, o ambas, existiendo mas de 8,000 especies de hongos
que atacan y enferman a las plantas (Agrios, 2007). Pertenecen al Reino Fungi del
Dominio Eucariota, y se dividen en cinco Grupos o Phylum: Basidiomycota,

Chytridiomycota, Deuteromycota, Zygomycota y Ascomycota (Schubler et al., 2001).

Entre los hongos filamentosos, el género Fusarium es uno de los mas importantes; y
pertenece a Phylum Ascomycota, Clase Euascomycetes, Orden Hypocreales y
Familia Hypocraceae (SlideShare, 2015). Este hongo fue descrito por primera vez
por Link en 1809, existiendo datos desde el siglo XVI, basados en las descripciones
de los aztecas, sobre la podredumbre que se presentaba en el maiz. Los primeros
estudios sobre los problemas producidos por Fusarium, comenzaron a mediados del
XIX, donde se establecié a este género como el agente causal de la podredumbre en
papas almacenadas (Wollenweber y Reinking, 1935). Sin embargo, fue hasta finales
del siglo XIX cuando se descubrié su importancia como causante de enfermedades
en plantas y productor de toxinas (Torres et al., 1998). Los primeros estudios que
demostraron la patogenicidad de Fusarium en plantas vivas, se publicaron entre
1892 y 1899 (Booth, 1984).

Fusarium oxysporum constituye un amplio complejo de hongos anamdérficos similares
morfolégicamente con multiples origenes filogenéticos (Baayen et al., 2000; Bogale

et al., 2006). Este organismo produce tres clases de esporas:

- Microconidias: Esporas generalmente unicelulares, sin septas, hialinas, elipsoidales
a cilindricas, rectas o curvadas; se forman sobre fidlides laterales, cortas, simples o
sobre conidiéforos poco ramificados. Las microconidias tienen 5- 12 um de largo por
2.5-3.5 ym de ancho. Son las esporas que el hongo produce con una mayor
frecuencia y en mayor abundancia en todas las condiciones. Y son frecuentes en el
interior de los vasos de las plantas hospedantes que ha infectado (Nelson, 1981;
Agrios, 2007).

- Macroconidias: Son las esporas tipicas de Fusarium, estan constituidas de tres a
cinco células. Son esporas de paredes delgadas, fusiformes, largas, moderadamente

curvadas en forma de hoz, con varias células y de 3 a 5 septas transversales, con la
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célula basal alargada y la célula apical atenuada; las macroconidias tienen un
tamafo de 27 a 46 ym de largo por 3.0 a 4.5 ym de ancho (Nelson, 1981; Agrios,
2007).

- Clamidosporas: Esporas formadas a partir de la condensacion del contenido de las
hifas y de las conidias, de paredes gruesas. Se establecen simples o en pares,
terminales o intercalares: poseen un tamafo de 5 a 15 ym de diametro; se forman
terminal o intercaladamente en el micelio mas viejo, o en las macroconidias del
hongo (Nelson, 1981; Agrios, 2007). Gracias a ellas el hongo sobrevive en
condiciones ambientales desfavorables y en el suelo como saprdfito de vida libre en

ausencia de plantas hospedantes (Garret, 1977; Burgess, 1998).

Estos tres tipos de esporas se forman en los cultivos del hongo en medio artificial y
quiza también en el suelo, sobresaliendo las clamidosporas como las que perduran

durante mas tiempo en este sustrato (Apodaca-Sanchez, 2006).

F. oxysporum es un hongo cosmopolita que existe en muchas formas patogénicas,
parasitando mas de 100 especies de plantas gimnospermas y angiospermas, gracias
a los diversos mecanismos que tiene el hongo para vencer las defensas de muchas
plantas (Bosland, 1988). El género incluye tanto aislados fitopatogénicos como no
patogénicos. Las formas patogénicas causan enfermedades vasculares vy
podredumbres corticales, y se agrupan en formae specialis en base a su gama de
plantas susceptibles. Ademas, dentro de una forma specialis puede existir variacion
en la virulencia que sus miembros manifiestan sobre cultivares de su especie, dando

lugar a la designacion de patotipos y razas patogénicas (Kistler, 1997).

Las formas especiales (f. sp.), son cepas morfolégicamente indistinguibles que se
caracterizan por su adaptacion a diferentes hospedantes (Deighton et al., 1962). Se
pueden definir como un conjunto de cepas que atacan a una especie vegetal, o a lo
sumo a unas cuantas especies de un mismo género (Booth, 1975). F. oxysporum f.
sp. ciceris es una de las formas especiales de origen monofilético en el complejo de

F. oxysporum (Demers et al., 2014).
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Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (Foc) es un hongo de suelo, necrétrofo obligado,
patogénicamente especializado en especies de Cicer, a las que infecta
vascularmente, y transmisible en semillas infectadas de C. arietinum, su huésped
cultivado (Nene y Haware, 1980; Haware et al., 1986a; Kaiser et al., 1994). Puede
invadir asintomaticamente raices de otras plantas, tanto leguminosas como no
leguminosas, tales como: guisante, lenteja, haba, judia, meldn, patata, remolacha
azucarera, que proporcionan al patdogeno un medio de sobrevivir parasiticamente
durante periodos de tiempo en que el suelo permanece libre de su huésped cultivado
(Haware y Nene, 1982a, Trapero-Casas y Jiménez-Diaz, 1985b; Cabrera de la
Colina et al., 1987). Ademas, F. oxysporum f. sp. ciceris, al igual que los agentes
causantes de otras fusariosis vasculares, posee la capacidad de sobrevivir inactivo
en el suelo en forma de clamidosporas durante varios afnos en ausencia de plantas

huésped (Allen, 1983); hasta por mas de 6 afios (Haware et al., 1986b).

Foc es un hongo de suelo que presenta dos patotipos: el patotipo de amarillez y el
patotipo de marchitez, que inducen en cultivares de garbanzo susceptibles. El
primero provoca un amarillamiento foliar progresivo con coloracion castafno-oscura
del xilema y muerte tardia de la planta (Navas-Cortez et al., 2000a). El patotipo de
marchitez induce una rapida y severa clorosis, flacidez, decoloracion vascular y
muerte rapida de la planta. Para ambos sindromes, las partes subterraneas de las
plantas afectadas no muestran sintomas externos (Jiménez-Gasco et al., 2002;
Jiménez-Gasco y Jiménez-Diaz, 2003; Jiménez-Diaz et al., 2015). Asimismo, la
incidencia y la gravedad de la enfermedad son estimulados por la densidad del
inéculo del patégeno y por la temperatura célida en del suelo, asi como por la

susceptibilidad del cultivar de garbanzo (Jiménez-Diaz et al., 2015).

Los aislados pertenecientes a un patotipo pueden ser clasificados en razas
patogénicas en base al patrédn de reacciones que originan en un conjunto de
cultivares, los cuales se muestran en el Cuadro 2. La primera descripcion de razas
patogénicas de F. oxysporum f. sp. ciceris es debida a Haware y Nene (1982b),
quienes identificaron las razas 1, 2, 3 y 4. F. oxysporum f. sp. ciceris muestra una

gran variabilidad patogénica. Hasta la fecha, han sido descritas ocho razas del
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patdogeno denominadas 0, 1A, 1B/C, 2, 3, 4, 5y 6, las cuales pueden ser agrupadas
dentro de los patotipos de marchitez y amarillez basandose en los sintomas de
enfermedad y cuya identificacion se realiza tradicionalmente mediante pruebas de
patogenicidad; las razas 0 y 1B/C inducen el patotipo de amarillez vascular y se
consideran menos virulentas, las razas restantes provocan el patotipo de marchitez
(Cabrera de la Colina et al., 1985; Trapero-Casas y Jiménez-Diaz, 1985b; Haware y
Nene, 1982b; Jiménez Diaz et al., 1993; Jiménez-Gasco et al., 2002; Jiménez-Gasco
y Jiménez-Diaz, 2003; Jiménez-Diaz et al., 2015). Por tanto, la raza 5 induce el
sindrome de marchitez vascular en cultivares susceptibles, por cuya infeccion
desarrollan un amarillamiento foliar lento y progresivo que es distinguible de la
amarillez vascular causada por la raza 0 en cultivares susceptibles (Jiménez-Diaz et
al., 1989b).

Cuadro 2. Reaccion a la enfermedad de las lineas diferenciales de garbanzo para las
razas patogénicas de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris®.

Lineas diferenciales de garbanzo Razas patogénicas

0 1A 1B/IC 2 3 4 5 6
12-071/10054 S M S R R R R M
JG-62 R S S S S8 S § S
C-104 M M R/M S S S S M
JG-74 R R R S M M M R
CPS-1 R R R S M M M R
BG-212 R R R S M M R R
WR-315 R R R R S R R R
ICCV-2 R R R S S S § M
ICCV-4 R R R S S S § M
P-2245 S S S S 8§ S § S

@ La enfermedad se evalué en una escala de 0-4 de gravedad, dependiendo del porcentaje
de tejido foliar afectado (0= 0%, 1= 1-33%, 2= 24-66, 3= 67-100, 4= planta muerta) a los 40
dias después de la siembra en suelo infestado. Las reacciones de enfermedad promedio de
<1 y > 3 fueron consideradas resistente (R) y susceptible (S), respectivamente. Las
reacciones de la enfermedad intermedias fueron consideradas moderadamente susceptible
(M) (Jiménez-Diaz et al., 1989b, 1993; Jiménez-Gasco et al., 2004b).

Las razas 0, 1B/C, 5 y 6 se localizan principalmente en la Cuenca Mediterranea, y

California (USA) (Jiménez-Gasco et al., 2001; Jiménez-Gasco y Jiménez-Diaz,
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2003). La raza 1A esta presente en India (Haware y Nene, 1982), California y la
Cuenca Mediterranea (Jiménez-Diaz et al., 1993; Jiménez-Gasco et al., 2001;
Jiménez-Gasco y Jiménez-Diaz, 2003). Las razas 2 y 3 se han descrito en Etiopia,
India y Turquia (Dolar, 1997; Shehabu et al., 2008; Bayraktar y Dodlar, 2012),
mientras que de la raza 4 sodlo ha sido descrita en Etiopia e India (Haware y Nene,
1982a; Shehabu et al., 2008). Aunque en estudios recientes se sefiala la presencia

de laraza 4 en Irak, asi como las razas 0 1B/C y 5 (Al-Taae et al., 2013).

La fusariosis vascular del garbanzo en el Noroeste de México, es ocasionada
principalmente por las razas 0 y 5 de Foc, las cuales fueron identificadas por PCR,
secuenciacion de ADN vy pruebas de bioensayos de genotipos diferenciales,
detectandose la presencia de la raza 5 en mas del 100% con respecto a la raza 0
(Velarde-Félix et al., 2015). Sin embargo, en estudios realizados por Arvayo-Ortiz et

al. (2011), se sefialan ademas la presencia de las razas 1B/C y 6,

Foc puede invadir las plantulas de garbanzo de variedades tanto susceptibles como
resistentes durante la germinacion y emergencia, en los primeros dias después de la
siembra, sin necesidad de heridas en los tejidos subterraneos de la plantula. La
penetracién tiene lugar principalmente a través de los cotiledones y en menor
proporcion por zonas de la raiz principal, a excepcién del apice radical (Jiménez-Diaz
et al., 1989a). Al respecto, Jiménez-Diaz (1996) y Nelson (1981), sefalan que la
penetracion de las formae specialis de F. oxysporum en sus plantas huésped tiene
lugar directamente o a través de heridas; en ausencia de heridas, son varias las vias
y modos de penetracion de las plantas huésped incluyendo el meristemo radical,

pelos radicales y diversas areas de la raiz y de la semilla.

Asimismo, diversos investigadores senalan que el patosistema Foc inicia en la zona
de insercion de los cotiledones y zonas préximas del epicotilo, constituyendo las
principales vias de ingreso del patégeno en el tejido radical de las plantas de
garbanzo (Basallote Ureba, 1987; Jiménez-Diaz et al.,, 1989a; Stevenson et al.,
1997). Una vez que F. oxysporum ciceris penetra la planta de garbanzo, el patégeno
coloniza los espacios intercelulares del cértex hasta alcanzar el cilindro central

(Stevenson et al., 1997). Después del crecimiento del hongo a través del cortex
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radical, tiene lugar la colonizacion vascular de la planta debido al crecimiento de las
hifas a lo largo del eje vertical y al transporte de microconidias en los vasos del
xilema, seguido de la colonizacion de los vasos adyacentes debido al crecimiento
lateral del micelio a través de los poros laterales de aquéllos. Inicialmente, la
colonizacion vascular se produce mediante el crecimiento de hifas delgadas en la
raiz y base del tallo de la plantula. Posteriormente, se desarrollan hifas gruesas
irregulares y ramificadas cuyo crecimiento profuso da lugar a la oclusion del lumen
de los vasos infectados (Jiménez Diaz, 1994; Jiménez Diaz et al., 1989a). Estudios
posteriores en cultivos hidropénicos infestados mostraron que las razas 0 y 5 del
patdgeno colonizan la superficie de las raices primarias y laterales en ambos
cultivares susceptibles y resistentes, y preferentemente penetran en las células
meristematicas del apice de la raiz (Jiménez-Diaz et al.,1989a; Jiménez-Fernandez
et al., 2013).

La colonizacion vascular de la planta ocurre de forma similar por los aislados del
patdégeno que causan el sindrome de amarillez vascular y el de marchitez vascular;
sin embargo, los aislados causantes de amarillez vascular son menos virulentos que
los de marchitez vascular e invaden la planta mas lentamente y en menor extension
(Jiménez-Diaz, 1994). Para ambos tipos de aislados, los sintomas severos
caracteristicos se desarrollan después de la colonizacion intensa y extensa de los
haces xilematicos de la raiz y base del tallo por el hongo, y la distribucion de éste a lo
largo del eje de la planta (Jiménez-Diaz et al., 1989a; Jiménez-Diaz, 1994). La
colonizacion sistémica a lo largo del eje central de la planta (es decir, la fase
determinante de la patogénesis) es seguido por el desarrollo de los sintomas (es
decir, la fase expresiva) entre los 10-20 dias después de la inoculacion (Jiménez-
Fernandez et al., 2013). Abundantes clamidosporas se forman en los tejidos
infectados y se desarrollan sintomas graves y de senescencia de las plantas.
Eventualmente, estas clamidosporas se liberan en el suelo mientras se
descomponen los desechos infestados. Las clamidosporas pueden someterse a
ciclos de renovacion por el crecimiento saprofito del hongo con el apoyo de desecho
organico y exudado de la raiz, asi como por las infecciones transitorias de

hospederos y no hospederos. (Jiménez-Diaz et al., 2015).
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El desarrollo de la marchitez por Fusarium en garbanzo puede ser influenciada por
su agresividad (definida como la cantidad de la enfermedad causada por un genotipo
de patdgeno en un huésped dado) de las razas del patégeno, la densidad de inéculo
del patdégeno en el suelo, las condiciones ambientales (por ejemplo, temperatura del
aire y del suelo, humedad del suelo, el pH del suelo, etc.) y la susceptibilidad del
cultivar (Jiménez-Diaz et al., 2015). En investigaciones realizadas sobre el
marchitamiento por Fusarium causado por una raza no identificada de F. oxysporum
f. sp. ciceris, se inform6 que este aumenta con la disminucién del potencial matrico
del suelo y se desarrolla severamente entre 25y 30 °C, perono alos 15y 20 °C, con
una densidad de indculo de 500 y 1,000 propagulos g suelo. No se desarroll6 la
enfermedad a 10 °C, incluso con una densidad de inoculo de 5,000 propagulos g
suelo (Bhatti y Kraft, 1992).

1.3.5. Manejo de la enfermedad

Tanto por la fisiologia y caracteristicas del fitopatbgeno como por la epidemiologia de
la enfermedad, se sostiene que la fusariosis vascular del garbanzo es de naturaleza
monociclica (Jalali y Chand, 1992). En consecuencia, las estrategias mas adecuadas
para su control son aquéllas que contribuyen a reducir la cantidad del in6culo inicial
en el suelo, a reducir su eficacia o a ambas (Alabouvette, 1990; Jiménez-Diaz et al.,
2015).

Diferentes enfoques basados en el manejo integrado de plagas se han desarrollado
para reducir el uso de los pesticidas en el cultivo de diversos cultivos (Acebo et al.,
2012). Estos métodos se han desarrollado utilizando las técnicas de manejo que
prevengan la presencia de los patdogenos y también de suprimir sus poblaciones,
haciendo énfasis en las técnicas no quimicas, como las practicas culturales, el
control biolégico y cultivares resistentes (Avendano y Arbelaez, 2006). Como
resultado, los nuevos sistemas de manejo del cultivo han dado lugar a una
disminucion del 65% del uso de plaguicidas en los ultimos 10 afos (Coéte et al.,
2009).
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La fusariosis vascular del garbanzo, como ocurre con la mayoria de las
enfermedades causadas por patdogenos de suelo es una enfermedad de dificil
control, por ello el estudio de la biologia del patégeno y su interaccién con el huésped
se presenta como un paso que podria contribuir al disefio de estrategias de control
mas eficientes, destacando la resistencia genética, las practicas culturales y el
empleo de biocontroladores (Nene y Reddy, 1987). Al respecto, Jiménez-Diaz y
Jiménez-Gasco (2011), sefialan que las medidas de control de la enfermedad deben
incluir: (i) el uso de semillas libres de patégenos; (ii) la seleccion del sitio para evitar
la siembra en suelos de alto riesgo; (iii) la reduccion o eliminaciéon de inéculo en el
suelo; (iv) el uso de cultivares resistentes; (v) la proteccion de las semillas sanas de
inoculo residente mediante el tratamiento de semillas con fungicidas o agentes de
control bioldgico; y (vi) seleccion de las practicas de cultivo para evitar condiciones

que favorezcan la infeccion de la planta por el patégeno.

El manejo de la fusariosis de garbanzo se podria conseguir si se utilizan estos
dispositivos de control de la enfermedad dentro de una estrategia de manejo
integrado en una combinacion simultdnea o en secuencia (Haware et al., 1990;

Jiménez-Diaz y Jiménez-Gasco, 2011).
1.3.5.1. Resistencia genética

El método mas practico y economicamente eficiente para el control de la fusariosis
vascular del garbanzo es la utilizacion de cultivares resistentes (Landa et al., 2006a;
Velarde-Félix et al., 2015). Al respecto Nene y Reddy (1987), también sefialan que la
principal y mas efectiva medida de control de la fusariosis vascular del garbanzo es
el empleo de cultivares resistentes. Sin embargo, la efectividad y la utilizacion de
este método de control puede ser limitada por la gran variabilidad patogénica de las
poblaciones de Foc existente en suelos de cultivo, asi como por las caracteristicas
agrondmicas indeseables de algunos de los cultivares desarrollados, pudiendo limitar
la eficacia y el empleo extenso de la resistencia disponible (Haware y Nene, 1982b;

Jiménez-Diaz et al., 1993).
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El desarrollo de genotipos de garbanzo resistentes a esta enfermedad puede ser
influido por factores como la genética de la resistencia en la planta y la variabilidad
patogénica en el agente (Kaiser y Danesh, 1971). Aun asi, se han conseguido
desarrollar genotipos de garbanzo resistentes o tolerantes a enfermedades
individuales (Abbo et al., 2003). Cabe senalar que en muchos casos, el germoplasma
resistente a una enfermedad se ha mostrado altamente susceptible a otras
enfermedades importantes del cultivo (Singh, 1988). Avila-Miramontes et al. (2015),
sefalan que para el control de la fusariosis vascular del garbanzo se han utilizado
diferentes métodos, siendo el desarrollo de variedades resistentes uno de los mas
utilizados. Sin embargo, la gran complejidad de sus agentes causales y su

transformacion provocan que este sea de mediano a corto plazo (Fravel et al., 2003).
1.3.5.2. Practicas culturales

La rotacion de garbanzo con cultivos no huéspedes puede contribuir a reducir el
in6culo de sus patdégenos que residen en el suelo (Singh et al., 2007). Sin embargo,
el control de la fusariosis vascular mediante la rotacién de cultivos no es efectivo
debido a la capacidad del patdégeno de sobrevivir prolongadamente en el suelo
mediante clamidosporas, asi como de infectar asintomaticamente otros cultivos de
plantas leguminosas y no leguminosas (Cabrera de la Colina, 1986; Trapero-Casas y
Jiménez-Diaz, 1985b). Sin embargo, el uso de la rotacidon de cultivos en el manejo
integrado de la fusariosis vascular del garbanzo no deberia de dejar de tomarse en
cuenta ya que esta propuesta ayudaria a reducir el indculo del suelo (Jiménez-Diaz
et al., 2015).

Por otra parte, investigaciones sobre la utilizacion combinada de tratamientos
fungicidas de la semilla de variedades de garbanzo con resistencia diferencial al
patdgeno, indicaron que algunos fungicidas incrementan significativamente la
emergencia de las plantulas y retrasan el comienzo de las epidemias en cultivares
moderadamente resistentes, pero no en cultivares altamente susceptibles (Jiménez-
Diaz y Trapero-Casas, 1985). Sin embargo, ningun tratamiento fungicida ha
proporcionado un nivel de control satisfactorio de la enfermedad (Karimi et al., 2012).

Singh y Reddy (1991), reportan que la mayoria de las enfermedades fungosas del
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cultivo pueden ser controladas con fungicidas, pero su empleo en ocasiones no es
econdémicamente redituable. Por su parte, Avila-Miramontes et al. (2015), sostienen
que el uso de fungicidas en el tratamiento a la semilla es otra forma de reducir el

impacto de esta enfermedad, aunque conlleva el deterioro del medio ambiente.

El manejo de las enfermedades de las plantas asi como el incremento en los
rendimientos utilizando pesticidas, herbicidas o fertilizantes quimicos, no son
practicas respetuosas con el medio ambiente, pues su uso contribuye enormemente
a la contaminacion del agua, suelo y atmosfera y en ocasiones puede conducir al
desarrollo de resistencia de fitopatégenos (Moradi et al., 2012). Por ello, se buscan
opciones alternativas, como el uso de agentes biocontrol (BCA), ya sea solo 0 en un
enfoque integrado con otros productos quimicos como métodos sustentables y
respetuosos del medio ambiente para el manejo de las enfermedades (Naher et al.,
2014).

1.3.5.3. Control biolégico

Las variedades resistentes, pesticidas quimicos y practicas culturales son las
principales estrategias para el control de las enfermedades de las plantas, la mas
empleada es la aplicacién de fungicidas quimicos, pero su eficacia es variable (lvana
et al.,, 2012). La tendencia a nivel mundial, impulsada principalmente por los
consumidores, es exigir alimentos sanos, de alta calidad, cuya produccién no
constituya un peligro para la salud humana, para la salud animal ni para el medio
ambiente (Naher et al., 2014). Una de las maneras de satisfacer estos
requerimientos es la utilizacidon de insumos ecoldgicos en los diversos sistemas
productivos, es decir, la utilizacién de insumos que tienen como caracteristica bajo
impacto ambiental, costos bajos y sin problemas de toxicidad, y cuyo uso no se limite

solo a la agricultura organica (Zamanizadeh et al., 2011; Pastrana et al., 2016).

Una estrategia prometedora, alternativa al empleo de pesticidas quimicos para el
control de enfermedades y plagas de las plantas, ha sido la implementacién del
control biologico (Abdulkareem et al., 2014). Asimismo, Zeilinger y Omann (2007), y

Vinale et al. (2008a), sostienen que una alternativa al control quimico de hongos
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fitopatogénicos, es su supresion por el uso de agentes de control bioldgico, con
énfasis en el uso de antagonistas nativos siendo una herramienta que no afecta al
ambiente. Al respecto, Abdulkareem et al. (2014), sefialan que el control bioldgico es
una forma eficiente y respetuosa del medio ambiente para prevenir las enfermedades
de las plantas. En ese mismo tenor, Pastrana et al. (2016), mencionan que métodos
de control biolégico econdmicos y libres de efectos nocivos sobre la salud humana y
de los animales estan surgiendo como alternativas eficaces a los productos
quimicos. Ademas, la preocupacién de investigadores y consumidores por los
residuos de fungicidas, asi como la resistencia de los patégenos a algunos
pesticidas, incrementan la inquietud a encontrar métodos alternativos para el manejo

de las enfermedades y proteccion de las plantas (Zamanizadeh et al., 2011).

El control biologico ofrece una alternativa al uso de pesticidas sintéticos con las
ventajas de una mayor aceptacién publica y la reduccion del impacto ambiental
(Reino et al., 2008). Asi pues, el uso de agentes biocontroladores es mucho mas
seguro y presumiblemente menos contaminante del ambiente que los productos
quimicos (Merkuz y Getachew, 2012). El control biolégico en sus inicios como
alternativa para el control plagas, fue definido como la “accion de parasitos,
depredadores o patégenos que mantienen poblaciones de otros organismos a un
nivel mas bajo de lo que pudiera ocurrir’” (DeBach, 1997). Cook y Baker (1983),
definen al control biolégico como: “la reduccién de la densidad de inoculo o de las
actividades de un determinado patégeno o parasito en su estado activo o latente, por
la accion de uno o mas organismos diferentes al hombre, en forma natural o a través
de la manipulacion del medio ambiente, hospedante o antagonista, o por la
incorporacion de una poblacién de uno o mas antagonistas”, sefialando que las
actividades determinantes de enfermedades involucran crecimiento, infectividad,
virulencia, agresividad, sobrevivencia y otras caracteristicas del patdgeno, o
procesos que determinan infeccion, desarrollo de sintomas y reproduccion. Gurr y
Wratten (2000), sefalan que la finalidad del biocontrol es cambiar el equilibrio en
poblaciones de organismos nocivos, normalmente mediante un incremento artificial
importante en la poblacion del enemigo natural para favorecer la produccion agricola.

Sin embargo, esta definicion ha ido cambiando a lo largo del tiempo y fue la

35



Organizacion Internacional de Lucha Bioldgica (OILB) quien definio el control
biolégico como la “utilizacién de organismos vivos, o de sus productos, para evitar o
reducir las pérdidas o dafios causados por los organismos nocivos” (Guédez et al.,
2008). Por otra parte, los costos de producir agroquimicos han ido en aumento, por lo
que grandes empresas quimicas estan incursionando en el mercado de los
biopesticidas, el cual se esta expandiendo rapidamente y se estima para los
proximos 10 afios un aumento de 150 a 300% (Donoso, 2013).

Otro aspecto a considerar es que la eliminacidon progresiva dela mayoria de
los fumigantes quimicos utilizados para la desinfeccion del suelo, ha aumentado la
demanda de alternativas no quimicas que son eficacesen el control de
enfermedades de las plantas causadas por hongos patdégenos transmitidos por el
suelo (Pastrana et al., 2016). Asi pues, se tiene que el control biologico, utilizando
microorganismos antagonistas, se ha vuelto mas importante en los ultimos afios por
ser sostenible, seguro y respetuoso del medio ambiente (Dwi et al., 2010). Al
respecto, Yezli et al. (2015), sostienen que el uso de antagonistas biolégicos es una
técnica prometedora para la proteccion de plantas sin tener un efecto fatal sobre el

medio ambiente.

Diversas investigaciones sefialan que los microorganismos de la rizésfera pueden
actuar como antagonistas naturales de una amplia gama de patdégenos de plantas
(Elshafie et al., 2013). Debido a que la rizésfera ofrece la primera linea de defensa
contra el ataque de patdégenos, se considera que los microorganismos que crecen
ahi son excelentes para usarse en programas de control biolégico, pues el amplio
espectro de actividad antagonica de varios microorganismos contra patégenos de
plantas hace que estas especies sean buenos candidatos (Podile y Prakash, 1996;
Zaccardelli et al., 2013).

Diversos trabajos se han establecido en diferentes partes del mundo, en los cuales,
mediante el uso de microorganismos antagonistas, como bacterias y hongos, se han
empleado para el control de la fusariosis vascular o rabia (también llamada
“secadera”) del garbanzo, tanto en condiciones experimentales como semi

comerciales; dentro de los microorganismos mas empleados se encuentran a
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Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens y Trichoderma, considerando su
diversidad de mecanismos de accion (Carrillo, 2011; Carrillo et al.,, 2012). Al
respecto, Cawoy et al. (2011), y Naher et al. (2014), sefialan que los agentes de
control biolégico de los géneros de Trichoderma y Bacillus se han utilizado

ampliamente para el control de diversas enfermedades de las plantas.

Ambos antagonistas, hongos y bacterias, constituyen la mayoria de la poblacion
microbiana en el suelo, el cual ha sido el principal reservorio natural, donde el
equilibrio entre la diversidad de microorganismos es dinamico, contribuyendo en la
reduccion de enfermedades en plantas cultivadas y no cultivadas (Gajera y Vakharia,
2010; Singh y Islam, 2010). Segun Filippi et al. (2012), los agentes biolégicos
producen sefales quimicas que provocan las rutas metabodlicas implicadas en la
acumulacion de biomasa y la supresion de la enfermedad, asi como el aumento de la
productividad a través de antagonismos ecoldgicos directos e indirectos. El modo de
accion de estos organismos antagonistas incluye micoparasitismo, la produccién de
antibidticos y metabolitos secundarios, la competencia por espacio y nutrientes, y la
induccién de las respuestas de defensa incluyendo resistencia sistémica en la planta
(Howell, 2003; Benitez et al., 2004; Compant et al., 2005). Ademas, son capaces de
mejorar el crecimiento de las plantas y aumentar los rendimientos de los cultivos
(Sturz et al., 2000; Welbaum et al., 2004; Harman, 2006).

Cabe sefialar que en el biocontrol, se pueden utilizar poblaciones residentes o se
puede introducir un antagonista. Asi, las practicas culturales pueden acompanar al
biocontrol, con el objetivo de lograr un ambiente favorable para los antagonistas y la
planta hospedante (Cook, 1985). Al respecto, es imprescindible indicar que a nivel
mundial, diversas investigaciones se orientan hacia la busqueda de microorganismos
antagonistas nativos de cada region para el control de las enfermedades de diversos
cultivos, pues se han reportado que ciertas cepas comerciales no se han adaptado a
las condiciones ambientales donde se han aplicado (Calvo et al.,, 2012), y en
ocasiones se ha generado competencia o inhibicién contra los organismos nativos
(Robinson et al., 2009).
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1.3.6. Mecanismos de accion de control biolégico de hongos y bacterias

rizosféricos

Hay diferentes mecanismos de accion, por medio de los cuales los microorganismos
antagonistas afectan a los fitopatogenos que producen enfermedades en las plantas,
mencionandose entre ellos a: antibiosis, competencia por espacio y nutrientes,
parasitismo, sintesis de metabolitos como sideréforos, desactivacion de enzimas de
los patogenos, aceleracion del desarrollo del sistema radicular que posibilita la
tolerancia al estrés por parte de la planta, solubilizacion y absorcion de nutrientes
inorganicos, estimulacion del crecimiento vegetal e induccion de mecanismos de
resistencia en la planta (Goldman et al., 1994; Benhamou et al., 1997; Punja, 1997;
Harman, 2006; Martinez et al., 2008; Vinale et al.,, 2008b; Infante et al., 2009;
Shoresh et al., 2010; Tchameni et al., 2011; Singh et al., 2011; Acebo et al., 2012;
Ghirardi et al., 2012).

Estos mecanismos de accién dependen de la produccion de sustancias inhibitorias
de los diferentes aislamientos del antagonista, de la interaccién planta-patégeno-
antagonista y de las condiciones ambientales que prevalezcan en el agroecosistema
(Paez y Sanabria, 2007). Ademas, no son reciprocamente excluyentes, y aunque
alguno de ellos puede actuar como mecanismo principal, también pueden funcionar

en conjunto (Howell, 2003; Camelo et al., 2011).

La multiplicidad de estos en un aislamiento es una caracteristica importante para su
seleccidon como agente de control biolégico (Hoyos-Carvajal et al., 2008; Ajitha y
Lakshmedevi, 2010). Asimismo, es imprescindible la seleccion de aislamientos
promisorios para el control de un fitopatdgeno, mediante el estudio y determinacion
de los mecanismos relacionados con dicho control (Hernandez-Rodriguez et al.,
2014).

1.3.6.1. Antibiosis

Se refiere a la produccion, por parte de un microorganismo, de sustancias tdxicas
que inhiben o destruyen estructuras de la pared celular o atacan diferentes

mecanismos celulares importantes en los organismos sensibles (Toure et al., 2004).
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Michel-Aceves et al. (2001), definen a la antibiosis como un proceso de interaccion
entre organismos, en el cual uno o mas metabolitos son excretados (enzimas
hidroliticas, metabolitos secundarios volatiles y pequefias moléculas téxicas) por un
organismo y tienen efecto dafino sobre uno o0 mas organismos, normalmente actuan
en bajas concentraciones. Ademas, los antibioticos y otros productos toxicos que son
volatiles (como el cianuro de hidrogeno), son capaces de afectar el crecimiento de
las células de los microorganismos fitopatogenos (Toure et al., 2004).

En el caso de las bacterias antagonistas, estas producen antibiéticos como las
iturinas, bacilomicinas, micosubtilinas, visconinamida y tensinas (Stein, 2005;
Babaloba, 2010), las cuales, disuelven o dafian polimeros estructurales de pared
celular en la mayoria de los hongos fitopatdogenos, tales como quitina y B-1-3-
glucanos, produciendo un efecto adverso sobre su desarrollo y diferenciacion
(Goldman et al., 1994; Souto et al.,, 2004). Otros compuestos antibioticos también
detectados en diversas investigaciones son: pioluteorina, pirrolnitrina, 2,4-
diacetilfloroglucinol (DAPG), acido gluconico, derivadosde la fenazina ramnolipidos,
2-hexil-5-propil resorcinol y lipopéptidos ciclicos (Kempf et al., 1997; Nielsen et al.,
1998; Ligon et al., 2000; Kaur et al., 2006; Bardas et al., 2009; Berry et al., 2010;
Fgaier y Eberl, 2010; Okubara et al., 2010). Todas estas moléculas interrumpen la
formacion de la membrana plasmatica, por la formacién de pequenas vesiculas y por
la liberacion de electrolitos de alto peso molecular que degradan fosfolipidos (Stein,
2005). La sobreproduccion de micosubtilina, tiene importantes propiedades

antagonicas frente a F. oxysporum (Leclere et al., 2005).

En el caso de antagonistas fungicos como Trichoderma, la antibiosis se realiza por
medio de la produccién de metabolitos secundarios, entre ellos esta un grupo de
compuestos volatiles y no volatiles, muy diverso en cuanto a estructura y funcion.
Algunos de estos metabolitos secundarios, inhiben a otros microorganismos, con los
que no se establece contacto fisico y estas sustancias inhibitorias fueron
consideradas «antibidticos» (Dennis y Webster, 1971; Vinale et al., 2008b; Rodriguez
et al., 2010). Se han identificado compuestos antibidticos producidos por

Trichoderma, del tipo de las alquilpironas (6-a-pentil-pirona), isonitrilos (isonitrina),
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poliquétidos (harzianolida), peptabioles (trichodermina, atroviridina, alameticina,
suzucacilina y trichozianina), dicetopiperacinas (gliovirina y gliotoxina),
sesquiterpenos (acido heptelidico) y esteroides como viridina (Ghisalberti et al., 1990;
Demain y Fang, 2000; Vinale et al., 2006; Ajitha y Lakshmidevi, 2010; Villamil et al.,
2012). Al respecto, Sivasithamparam y Ghisalberti (1998), informaron que
Trichoderma produjo varios compuestos secundarios, incluidos los antibidticos
antibacterianos y antifungicos tales como policétidos, pyrones, y terpenos.

1.2.6.2. Competencia

Diversos reportes demuestran que en la actividad biocontrol, uno de los modos de
acciéon mas comunes es la competencia por nutrientes y espacio (Janisiewicz et al.,
2000; Chan y Tian, 2005; Droby et al., 2009; Sharma et al., 2009). La competencia
puede definirse como el comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante un
mismo requerimiento, siempre y cuando la utilizacion del mismo por uno de ellos,
reduzca la cantidad necesaria para los demas, siendo un factor esencial para que
exista competencia, la escasez o limitacién de un requerimiento ya sea espacio y/o
nutrientes (Hjeljord et al., 1998; Infante et al., 2009; Martinez et al., 2013). Asimismo,
Cook y Baker (1983), sostienen que este mecanismo consiste en el uso de un
requerimiento en comun por dos especies, con la diferencia que uno de ellos hace
mayor uso de este que el otro, limitando la cantidad de requerimiento disponible y
generando un evento desigual. También, Droby et al. (2009), definen a la
competencia como la demanda simultanea de los mismos recursos por dos 0 mas
poblaciones microbianas. Michel-Aceves et al. (2001), sefalan que el mecanismo
antagonico por competencia surge cuando al menos dos organismos requieren para
su funcionamiento de un mismo alimento. EI consumo de uno reduce la cantidad
disponible del otro, al final se impone uno de ellos. Este modo de accién es comun
en bacterias y hongos, debido a la relacién superficie/volumen que éstos tienen.
Estas caracteristicas les permiten asimilar los nutrientes disponibles y diluir las
soluciones nutritivas con mas rapidez y en mayor cantidad que los tubos

germinativos de hongos patégenos filamentosos (Janisiewicz et al., 2000).
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La competencia mas frecuente es por nutrimentos esenciales para el desarrollo de
las funciones microbianas vitales: reproduccion, nutricion, respiracion y metabolismo,
de esta manera se delimita la colonizacidén de otras especies patdgenas; mientras la
competencia por espacio se presenta cuando el desarrollo de un microorganismo
sobre determinada area, inhibe de cierto modo la invasién de otros (Cook y Baker,
1983). Ahora bien, la competencia por nutrientes y espacio dentro de su nicho
ecoldgico se realiza en la superficie de la raiz (Michel-Aceves et al., 2001); Do Carmo
et al. (2011), sefialan que este proceso se efectua en la rizosfera, que es el area del
suelo influenciada por los exudados de la raiz, que incluye el suelo unido a la raiz y
que se extiende a pocos milimetros de la superficie del sistema radicular. Los
exudados rizosféricos incluyen aminoacidos, acidos grasos, nucleétidos, acidos
organicos, fenoles, reguladores de crecimiento, esteroles, azucares y vitaminas
(Albareda et al., 2006). Los microorganismos rizosféricos compiten por estos
metabolitos y por el sitio que ocupan sobre la raiz de la planta; siendo las uniones
entre las células epidérmicas y el area donde emerge la raiz los sitios mas poblados
(Lugtenberg y Kamilova, 2009). La competencia por nutrientes es por lo general, por
carbono, hierro y nitrato, y una cualidad que favorece la competencia del antagonista
es la alta velocidad de crecimiento y la secrecién de metabolitos de diferente
naturaleza, que frenan o eliminan a los competidores en el microambiente (Sivan y
Chet, 1989; Babaloba, 2010; Sunar et al., 2013).

Cabe sefalar que un agente de control biolégico eficaz, es aquel con alta velocidad
de crecimiento y capacidad de colonizacion y sobrevivencia en los tejidos de la
planta, lo que le permite excluir al patégeno, mediante competencia por nutrientes
importantes para la germinacion de las esporas y el desarrollo de estructuras

infectivas (Hernandez-Rodriguez et al., 2014).

En la evaluacion de la competencia bajo condiciones in vitro (cultivo dual), se ejerce
principalmente por espacio y en ella intervienen la velocidad de crecimiento de las
cepas del antagonista y factores externos como tipo de sustrato, pH y temperatura,
entre otros (Harman, 2006; Reyes et al.,, 2008). Bajo condiciones in vivo, la

competencia se relaciona con la capacidad de colonizacion de la raiz y el espacio
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adyacente. En ella influyen de forma importante factores como tipo de suelo, pH,
temperatura y humedad (Reyes et al., 2008). No obstante, la competencia en suelos
o sustratos ricos en nutrientes por los que pudiera competir el patdégeno, no es eficaz.
Debido a esto, en aquellos suelos ricos en materia organica o con fertilizacion
completa, este mecanismo tiene menos valor practico (Hernandez-Rodriguez et al.,
2014).

1.2.6.3. Parasitismo

El término parasitismo se refiere al hecho de que un microorganismo parasite a otro y
puede ser definido como una simbiosis antagdnica entre organismos (Wilson et al.,
1994); consiste en la utilizacién del patégeno como alimento por su antagonista
(Melgarejo et al., 1989). El parasitismo es inducido por la producciéon de enzimas de
degradacion de la pared celular, como: celulasas, quitinasas, glucanasas, proteasas
y lipasas por el organismo antagonista (Kaur et al., 2006; Harman, 2006; Lugtenberg
y Kamilova, 2009). Estas enzimas se le conoce como enzimas liticas y son capaces

de destruir la pared celular del hongo (Zhu, 2007).

Una clase parasitismo es el micoparasitismo, es decir, el parasitismo de un hongo
por otro hongo (Infante et al., 2009). EI micoparasitismo consiste en el contacto
directo entre dos organismos que tiene como resultante la muerte de uno de los
componentes, seguida por la utilizaciéon de los nutrientes por parte del parasito
(Lumsden, 1992). Por su parte, Melgarejo et al. (1989), y Lorito et al. (1990), definen
al micoparasitismo como un antagonismo entre organismos, en el que generalmente
estan implicadas enzimas extracelulares tales como quitinasas, quitinasas,
glucanasas y celulasas, y que se corresponden con la composicion y estructura de
las paredes celulares de los hongos parasitados. De acuerdo con Chet et al. (1998),
el micoparasitismo es un mecanismo complejo que generalmente implica la
produccion de una enzima litica de la pared celular. Es producto de la interaccién
antagonista-patdégeno, que ocurre en cuatro etapas (Howell, 2003; Woo et al., 2006;
Martinez et al., 2008).
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1. Crecimiento quimiotrofico. Donde el antagonista puede detectar a distancia a
sus posibles hospedantes (Sivan et al., 1989).

2. Reconocimiento. Se considera que existe una alta especificidad del
antagonista por su sustrato (Vinale et al., 2008a).

3. Adhesion y enrollamiento. Ocurre por la asociaciéon de un azucar de la pared
del antagonista con una lectina presente en la pared del patégeno, que
mediante enrollamientos, ganchos y cuerpos de tipo apresorios la penetran
por accién hidrolitica de las enzimas (Chet et al., 1998; Bernal et al., 2007;
Martinez et al., 2013).

4. Actividad litica. Es la produccibn de enzimas liticas extracelulares,
fundamentalmente quitinasas, glucanasas, celulasas y proteasas, que
degradan las paredes celulares del patégeno (Kiguk et al., 2004; Martinez-
Absalon et al., 2012; Martinez et al., 2013).

El micoparasitismo concluye con la pérdida del contenido citoplasmatico de la célula
hospedante, mostrando sintomas de disgregacion (Nico et al., 2005). Diferentes
interacciones hifales estan involucradas en el micoparasitismo, tales como:
enrollamiento, penetracion, vacuolizacion, granulacion, coagulacion, desintegracion y
lisis (Chet et al., 1981; Bernal et al.,, 2007; Vinale et al., 2008a). Las enzimas
desempenan una funcion esencial en el micoparasitismo, entre las enzimas, se
considera fundamental la a-1,3 glucanasa, estrechamente relacionada con la
degradacion de la pared celular de patdégenos (Sanz et al., 2005; Djonovi¢ et al.,
2006; Larralde-Corona et al., 2008; Martinez-Absalén et al., 2012).

1.2.6.4. Estimulacién del crecimiento vegetal

De acuerdo con Kloepper et al. (1980), hay microorganismos que habitan en la
rizosfera y que presentan la propiedad de estimular el crecimiento, la produccién y la
salud vegetal, empleando una amplia variedad de mecanismos moleculares (Malik y
Sindhu, 2011). Asimismo, Harman et al. (2004a), afirman que durante muchos afos
se ha sabido de la habilidad de algunos microorganismos para estimular el
crecimiento de las plantas, en especial el sistema radicular; sin embargo, aun no se

conocen con certeza los mecanismos involucrados. Las sustancias que promueven
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el crecimiento vegetal son producidas por ciertos microorganismos rizosféricos y
pueden influir directa o indirectamente sobre el metabolismo y fisiologia de la planta
(Saleem et al., 2007; Bhattacharyya, 2012).

La estimulacién del crecimiento vegetal es una serie de mecanismos por medio de
los cuales los microorganismos puede influir positivamente en el crecimiento de la
planta, e incluyen la sintesis y excrecion de sustancias fitoestimuladoras, que pueden
incluir diversos tipos de fitohormonas como las auxinas, citocininas, etileno,
giberelinas, acido abscisico, acido indol-3-acético, compuestos organicos volatiles e
incluso activando la produccion in planta de compuestos que refuerzan la inmunidad
vegetal como acido jasmonico, acido salicilico y fitoalexinas (Arkhipova et al., 2007;
Ahmad et al., 2008; Ambreen y Shahida, 2010; Vilchez y Manzaner, 2011). Estas
moléculas exhiben diferentes efectos especificos sobre la fisiologia vegetal, como
incrementar el volumen y desarrollo radicular, aumentar la tasa de respiracién de la
raiz de la planta hospedera y el flujo de protones en la membrana de la raiz, en
consecuencia se aumenta la absorcion de nutrientes y minerales solubles (Ortiz-
Castro et al.,, 2009; Fibach-Paldi et al., 2012). También diversas investigaciones
indican que estas moléculas incrementan la formacién de hojas, germinacién de
semilla, elongacion del tallo, floracién y desarrollo del fruto (Babaloba, 2010; Camelo
et al.,, 2011; Bal et al., 2012; Vacheron et al., 2013; Kang et al., 2014). Asimismo,
multiple trabajos sefialan que la estimulacion del crecimiento en planta, por ciertos
microorganismos rizosféricos, es debido a la fijacion del nitrdgeno atmosférico y
solubilizacion del fésforo, incluyendo a bacterias del género de Bacillus y

Pseudomonas (Rodriguez et al., 2006; Guzman et al., 2012).

De la misma manera, la produccion de siderdforos se considera como uno de los
mecanismos para estimular el crecimiento vegetal, pues esta ampliamente
documentada la participacion del hierro en diferentes procesos bioldgicos vitales para
las células como cofactor de una gran variedad de reacciones enzimaticas, por lo
que la limitaciéon de este macronutriente es letal para los microorganismos (Tenorio et

al., 2012); y ciertas cepas de Bacillus y Pseudomonas tienen la capacidad de
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producirlos (Carson et al.,, 2000; Madigan y Martinko, 2005; Dehner et al., 2010;
Tenorio et al., 2012; Sunar et al., 2013).

En ese mismo tenor, cepas de Trichoderma mejoran la solubilidad de los nutrientes
del suelo (Harman et al., 2004b; Scervino et al., 2010; Charana y Yoon, 2013;
Karunai, 2013). Por su parte, Altamore et al. (1999), sugirieron que la promocion del
desarrollo se debe a que Trichoderma tiene la capacidad de solubilizar manganeso,
sin importar el pH del medio, ni la disponibilidad del mismo, es decir, que lo solubiliza
constantemente, y como este microelemento es requerido para funciones fisiologicas
de las plantas, como fotosintesis, metabolismo del nitrégeno, sintesis de los
compuestos aromaticos, y ademas, para precursores de aminoacidos y hormonas,
de fenoles y de lignina, se asegura en parte, el incremento de crecimiento en las

plantas.
1.2.6.5. Resistencia sistémica inducida

La interaccion de algunos microorganisos rizosféricos con su planta hospedera
puede reducir el numero de enfermedades de la planta o la severidad de la
sintomatologia de la infeccion generada por algunas bacterias, hongos y virus
patdgenos (Poupin et al., 2013). Esto ocurre porque algunas de las rizobacterias y
hongos rizosféricos desencadenan en las plantas un proceso de capacidad defensiva
o inmunidad por periodos prolongados, conocido como resistencia sistémica inducida
(ISR, por sus siglas en Inglés) (Lucas et al., 2013). La ISR induce la resistencia de
tejidos sistémicos al ataque por fitopatdgenos mediante la emisién de compuestos
organicos volatiles, de acido jasmodnico, de acido salicilico y del etileno que participan
en la proteccion de las plantas a diferentes enfermedades (Kloepper et al., 1993;
Glick, 1995; Shah, 2009). Campell (1989), sostiene que las plantas han desarrollado
mecanismos de defensa contra los patégenos en el transcurso del tiempo y proceso
evolutivo. Por tal motivo, las plantas presentan mecanismos bioquimicos, fisicos y
estructurales de resistencia, los cuales estan relacionados con la capacidad de éstas
para inhibir el desarrollo de una enfermedad ocasionada por fitopatéogenos, la
resistencia inducida es un tipo particular de este fendmeno, en la cual, los

mecanismos de defensa reconocen y responden a la amenaza dada por la llegada
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del patégeno (Campell, 1989), y algunos de estos mecanismos son activados por la

presencia de microorganismos antagonistas (Poupin et al., 2013).

La respuesta ISR comparte muchas propiedades con la respuesta inmune innata,
este proceso depende de la sefalizacion del acido jasmoénico y etileno en la planta
(Lucas et al., 2013). La acumulacion de estas moléculas coordinan a nivel sistémico
la activaciéon y el mejoramiento de la capacidad de defensa (Bordiec et al., 2011);
mediante mecanismos como: el reforzamiento de la pared celular, la produccion de
fitoalexinas anti-microbianas, peroxidasa, quitinasa, B1-3 glucanasa, fenilalalina
amonio liasa, proteinas relacionadas con la patogénesis y produccién de
biosurfactantes (Sunar et al., 2013). Asimismo, Bhattacharyya (2012), reporta que
algunos organelos y moléculas bacterianas inducen la respuesta ISR, tales como:
lipopolisacaridos (LPS), flagelo, acido salicilico, siderdforos, lipopéptidos ciclicos, el
factor antifungico Phl, molécula (AHLs) y los degradadores de compuestos volatiles
producidos por Bacillus subtilis rompen la acetoina y 2,3-butaneidol. Otros ejemplos
de rizobacterias capaces de promover el ISR en plantas son: B. amyloliquefaciens, B.

pasteuri, B. pumila, B. mycoide, Rhizobium leguminosarum y Pseudomonas.

Dentro de los agentes de control reportados como efectivos en el mecanismo de
induccién de resistencia sistémica se encuentran también varias especies del género
Trichoderma para controlar fitopatdgenos (Harman et al., 2004b; Howell, 2006).
Asimismo, Benitez et al. (2004), y Vinale et al. (2008b), reportan que la presencia de
Trichoderma estimula la induccion de la respuesta hipersensible, resistencia
sistémica adquirida (SAR), y la resistencia sistémica inducida (ISR) en las plantas.
Algunas especies de Trichoderma pueden activar el mecanismo nativo de defensa en
las plantas, conocido como induccion de resistencia sistémica, esto supone que
puedan controlar a patégenos distantes del lugar donde se encuentra fisicamente el
antagonista (Shoresh et al., 2010; Sharon et al., 2011).

Diversas clases de compuestos pueden ser liberados por Trichoderma en la zona de
la rizosfera y estar relacionados con la IRS en las plantas. La primera clase son
proteinas con actividad enzimatica o de otro tipo. Algunas de las proteinas

secretadas por Trichoderma al parecer inducen solo respuestas locales y necrosis
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(Martinez et al., 2001; Brotman et al., 2008), otras activan mecanismos de defensa
en plantas como los productos de los genes de avirulencia (Woo et al., 2006; Woo et
al., 2007).

La induccién de resistencia sistémica por Trichoderma involucra cambios celulares
en el hospedero, tales como un aumento de depdsitos de calosa en el interior de la
pared celular y aumento en la actividad peroxidasa y quitinasa (Yedidia et al., 1999).
Otros procesos relacionados con la induccion sistémica contra patégenos del suelo,
como F. oxysporum f. sp. lycopersici, son el confinamiento, la inhibicion del patégeno
y los cambios histologicos en el hospedero (Benhamou et al., 1998; Yedidia et al.,
1999). Estos ultimos relacionados con la produccién de reguladores de crecimiento y
estimulacion de la division, diferenciacién y crecimiento celular en la planta por el
agente elicitor (De Cal et al., 2000). Aun no se aclaran y amplian los conocimientos
acerca de Trichoderma como inductor de resistencia, pero es indiscutible su funcion

en la defensa de las plantas (Naher et al., 2014).
1.2.7. Bacterias rizosféricas: Bacillus y Pseudomonas

Las raices de las plantas proporcionan un 6ptimo ambiente microbiano. Las raices se
desarrollan en un medio cuya humedad es generalmente poco variable y las
concentraciones de nutrientes son altas, por lo que constituyen un entorno ideal para
la accidn microbiana (Rives et al., 2007; Perez y Chamorro, 2013). Los exudados
radicales, formados por azucares, mucigel, acidos organicos y aminoacidos, pueden
cambiar la composicion del suelo en la vecindad de la raiz, creando un medio
selectivo para la existencia de grandes poblaciones microbianas heterétrofas, que
establecen diferentes interacciones con la planta, tanto positivas (promotoras del

crecimiento vegetal) como negativas (patogénicas) (Whipps, 2001).

Las poblaciones de microorganismos promotores del crecimiento vegetal
desempenan un papel clave en la toma de nutrientes, la tolerancia a estrés ambiental
y, en general, el mantenimiento de la salud radicular, favoreciendo asi el aumento del
rendimiento de los cultivos (Matiru et al., 2004). Dentro de estos grupos, se

encuentran las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (Kloepper et al., 2004).
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Como describieron Kloepper et al. (1999), asi como Gray y Smith (2005), las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal pueden también penetrar en las raices
y establecerse como poblaciones endodfitas. Muchas de ellas tienen la capacidad de
trascender las barreras de la endodermis, atravesar la corteza de la raiz hasta el
sistema vascular y, como consecuencia, vivir como enddfitos en tallos, hojas,
tubérculos y otros 6rganos, sin causar perjuicio a la planta (Compant et al., 2005;
Perez y Chamorro, 2013). Ademas estas bacterias son conocidas por su potencial
benéfico como biocontroladores de organismos del suelo que causan enfermedades

en las plantas (Kloepper et al., 2004; Mora et al., 2014).

En términos de agricultura ecolégicamente sustentable, las bacterias rizosféricas
también constituyen una excelente estrategia para reducir los residuos toxicos en el
medio ambiente, resultantes del uso indiscriminado de pesticidas (Garcia et al.,
2015). El uso de microorganismos nativos, como las bacterias rizosféricas, podria ser
parte de una solucion efectiva en la disminucion del uso de agroquimicos y
recuperacion de la fertilidad de los suelos agricolas (Arcos y Zufiga, 2016). De
acuerdo con Berg (2009), las bacterias rizosféricas, mejor conocidas como
rizobacterias, son bacterias que habitan en la rizésfera o rizoplano; las cuales se
asocian de manera natural a las raices de las plantas de una forma mas o menos
intima; facilitan de manera directa o indirecta la disponibilidad de determinados
nutrientes para las plantas, tales como nitrogeno, fosforo e hierro (Fulchieri y Frioni,
1994; Garcia et al., 1995).

Las rizobacterias pueden tener mecanismos de accidon directa o indirecta. Los
mecanismos directos ocurren cuando los metabolitos producidos por algunas cepas
de rizobacterias son utilizados como reguladores de crecimiento o precursores de
éstos por parte de la planta (Gutiérrez-Manero et al., 2001; Patten y Glick, 2002;
Huang et al., 2012), tienen accién similar a las fitohormonas aplicadas a las semillas
y plantas, con una mayor proliferacion de pelos radiculares, que incrementan y
mejoran la eficiencia de absorcion mineral de nitrégeno, fésforo e hierro (Garcia et
al., 1995; Verma et al., 2009; Arcos y Zufiga, 2016). Los mecanismos indirectos

ocurren cuando los metabolitos producidos por las bacterias rizosféricas pueden
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funcionar como antagonicos, involucran aspectos de control biolégico, suprimen o
inhiben el crecimiento de fitopatdgenos, via produccion de sideroforos, antibioticos,
accién de enzimas liticas (glucanasas, quitinasas) o induccion de mecanismos de
resistencia (Bashan, 1998; Gutierrez-Manero et al., 2001; Santoyo, 2012; Zhang et
al., 2012; Nandhini et al., 2012).

Berg (2009), sefiala que estos mecanismos incluyen: Produccién de hormonas de las
plantas, entre ellas, la auxina; solubilizacion de fosfato y la produccién de quelatantes
de hierro, como sideroforos; liberacion de metabolitos antimicrobianos; degradacion
de la pared celular por patégenos por la produccion de enzimas liticas; competencia
por los nutrientes; induccion de resistencia sistémica en plantas. Se ha demostrado
gue una gran gama de bacterias rizosféricas influyen positivamente en el crecimiento
de las plantas a través de la sintesis de ciertas sustancias reguladoras del
crecimiento, como giberelinas, citoquininas y auxinas, que estimulan la densidad y
longitud de los pelos radicales aumentando la cantidad de raices en las plantas
(Yasar et al., 2010; Yuan et al., 2013); otras ademas estan involucradas en procesos
de solubilizacion de fésforo. Adicionalmente, estas bacterias son eficientes en el
control de patégenos al producir metabolitos secundarios que funcionan como
antagonistas de microorganismos perjudiciales; por ello también se les conoce como
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés)
(Sivamani y Gnanamanickam, 1988; Naik et al., 2008; Jha et al., 2009).

Diversas investigaciones sefialan que estas rizobacterias colonizadoras de la
rizosfera, inoculadas a las semillas, promueven el crecimiento vegetal, traduciéndose
muchas veces, en incrementos de rendimientos de las cosechas; pueden actuar
como fertilizadoras del suelo gracias a su capacidad para movilizar nutrientes
(Zhoinska et al., 1992; Malviya et al., 2012), asi como produccion de fitohormonas
que modifican la fisiologia de las plantas, permitiendo optimizar los procesos de
floracién, germinacion y establecimiento de la plantula (Schippers et al., 1995;
Probanza et al., 1996; Sun et al., 2009; Kumar et al., 2011; Eshetu et al., 2015).

Dentro del grupo de bacterias rizosféricas, se encuentran las bacterias del género

Bacillus y Pseudomonas (Reis et al., 2000). EI género Bacillus incluye mas de 100
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especies, son bacterias Gram positivas, aerébicas (facultativamente anaerdbicas),
formadoras de esporas. La esporulacion proporciona un mecanismo de resistencia a
los cambios ambientales, que se traducen en un aspecto importante para la
produccion de inoculantes (Tejera et al., 2012). Su seguridad y su capacidad de
producir compuestos beneficiosos para el propdsito agrondmico hace de Bacillus una
de las bacterias mas estudiadas (Earl et al., 2008). Las bacterias del género
Pseudomonas son bacterias Gram-negativas, de forma recta o ligeramente curvada,
saprofiticas, pertenecientes a la rama de las proteobacterias, mismas a la que
pertenecen las enterobacterias; este género estd compuesto por mas de 100
especies (Costerton, 1980; Hardalo y Edberg, 1997; Madigan y Martinko, 2005;
Lalucat y Garcia-Valdes, 2010).

De acuerdo con diversos investigadores, las bacterias del género Bacillus, son
capaces de producir sustancias fisioléogica y bioquimicamente activas, como
vitaminas, giberelinas, citoquininas y acido indolacético en cantidades significativas,
las cuales mediante su accion conjunta estimulan la germinacion de las semillas,
aceleran el desarrollo de las plantas e incrementan el rendimiento de los cultivos
(Lazarovits y Nowak, 1997; Islam et al., 2012), sobre todo en condiciones de estrés
(Torres-Rubio et al., 2000; Sanchez et al., 2014).

Asimismo, diversos estudios sefalan que bacterias del género de Psedomonas
pueden ejercer un efecto benéfico directo en las plantas a través de la sintesis de
fitohormonas y de vitaminas, estimulacion de la germinacién de semillas y
emergencia de plantulas, inhibicion de la sintesis de etileno y solubilizacion de
fésforo inorganico (Siddiqui y Shaukat, 2003; Rosas et al., 2009; Fgaier et al., 2010).
Al respecto, Showkat et al. (2012), sostienen que Peudomonas produce metabolitos

como siderdéforos, antibioticos, compuestos volatiles, enzimas y fitohormonas.

Varios estudios han empleado estos géneros bacterianos como promotores del
crecimiento de las plantas, en particular Bacillus subtilis (Lugtenberg y Kamilora,
2009). Verma et al. (2009), al co-inocular con diversas rizobacterias promotoras de
crecimiento, semillas de garbanzo, incluyendo cepas de Bacillus y Pseudomonas,

reportaron un incremento significativo en el peso seco de raiz y parte aérea de la
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planta, asi como en el numero de granos. Arcos y Zuhniga (2016), evaluaron bajo
condiciones de campo, cepas nativas de rizobacterias promotoras del crecimiento de
plantas, incluyendo a cepas de Bacillus, entre ellas la especie subtilis, reportando
incrementos en la altura de planta, contenido de materia seca y el rendimiento total
de papa, en las parcelas inoculadas con las cepas en comparacion al control no
inoculado, mediante algunos mecanismos de promocion del crecimiento, tales como:
fijacion biologica del nitrégeno atmosfeérico, solubilizacion de fosfatos y la sintesis de
fitohormonas como el acido indolacético. También se ha reportado que bacterias
como Bacillus megatherium son solubilizadoras del fosforo del suelo, capaces de
sustituir hasta 70% del fertilizante fosférico, poniendo a disposicion de las plantas el
fésforo almacenado y fijado en el suelo (Omay et al., 1993). Ledn et al. (2009),
realizaron ensayos de colonizacion de raices de soja, encontrando que cepas de

Pseudomonas y de Bacillus incrementaron su tasa de emergencia.

Por otra parte, en la mayoria de los casos, bacterias promotoras del crecimiento que
han resultado efectivos agentes de biocontrol de enfermedades fungosas, incluyendo
al patdogeno Fusarium oxysporum, comprenden a los géneros de Bacillus y
Pseudomonas, las cuales ademas han sido reportadas como organismos inductores
de resistencia sistémica en las plantas (Ramamoorthy et al., 2001; Kloepper et al.,
2004). En investigacion realizada por Karimi et al. (2012), reportan un efecto
biocontrolador de cepas nativas de Bacillus y Pseudomonas contra la fusariosis
vascular del garbanzo. En ese mismo tenor, Kloepper et al. (2004), documentaron
que cepas de Bacillus provocaron reducciones significativas en la incidencia vy
severidad de varias enfermedades en diversos hospedantes tanto en pruebas de
invernadero como en ensayos a campo abierto, las cuales estan asociadas con
cambios estructurales y alteraciones citoquimicas en las plantas durante el ataque de

patdgenos.

Diferentes bacterias, incluyendo Bacillus se ha utilizado para controlar patégenos de
las plantas (Sansinenea y Ortiz, 2011). Las bacterias del genero Bacillus son de gran
importancia como biocontroladores de diversos fitopatégenos, debido a su tolerancia

extrema al calor y la desecacion y por su potencial para producir una amplia gama de
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metabolitos con actividad biolégica como antibiéticos, antimicrobianos, antivirales,
toxinas, hidrolasas y lipopéptidos asi como actividades que permiten a la bacteria
seguir con vida en el medio ambiente (Katz y Demain, 1977; Handelsman et al.,
1990; Sansinenea y Ortiz, 2011; Lamsal et al., 2012). Al respecto, Lima et al. (2014),
afirman que el control biolégico de enfermedades de las plantas por agentes
procariotas como Bacillus se puede explicar, al menos en parte por la produccién de
enzimas; estas bacterias tienen la capacidad de controlar patdgenos de plantas a
través de la produccion de metabolitos inhibitorios y una gran variedad de antibiéticos
de manera especifica, asi como la induccion de la resistencia de la planta a los
patdgenos (Shu-Mei, 2012; Lee y Kim, 2016).

En un estudio in vitro, realizado por Baysal et al. (2013), utilizando cepas de Bacillus
para investigar su efecto inhibidor sobre el hongo Fusarium, reportaron que este era
debido a la produccién de enzimas liticas, celulasas, proteasas, 1,4-B-glucanasa e
hidrolasas por parte de la bacteria. Asimismo, Prashar et al. (2013), en un
experimento in vitro, demostraron que cepas de Bacillus sp. exhibieron actividad
antagonica contra cepas de Fusarium oxysporum extraidas de la rizésfera de plantas
de tomate. Por su parte, Rios-Velasco et al. (2016), reportan que al emplear dos
cepas nativas de Bacillus frente a Fusarium oxysporum, estas inhibieron su
crecimiento micelial en un promedio de 46.8%. En experimento in vitro realizado por
Pastrana et al. (2016), se observo, inhibicion del crecimiento de colonias de M.
phaseolina y Fusarium solani de un 43 y 37%, respectivamente por Bacillus spp.
Asimismo, Nascimento et al. (2016), reportan que ocho cepas antagonistas de
Bacillus, inhibieron el crecimiento micelial del hongo Magnaporthe oryzae que
provoca la enfermedad de tizon en arroz. Ahora bien, Correa et al. (2009),
Madhaiyan et al. (2010), y Zhang et al. (2012), encontraron una alta capacidad de
algunas cepas de Bacillus para inhibir in vitro, el crecimiento de diversos hongos
fitopatdgenos; senalando que esto pudo deberse a la produccion de compuestos
organicos volatiles como cianuro de hidrégeno, asi como por la produccion de
antibidticos pertenecientes a la familia de las iturinas y subtilinas, que actuan en la

pared celular de los hongos; esta inhibicion también es causada por la produccion de
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enzimas hidrofilicas que destruyen los polisacaridos, acidos nucleicos y lipidos, los

cuales son usados como una fuente de energia.

Con respecto a Bacillus subtilis, diversos autores senalan que estas producen un
amplio espectro de sustancias bioactivas con un gran potencial para la biotecnologia,
tales como: lipopéptidos de surfactina, fengicina, y los compuestos iturina incluyendo
iturina A, B, y C, micosubtilina, y bacilomicina, que son biosurfactantes y peptidicos
antibidticos con potente actividad antimicrobiana (Bland, 1996; Bent y Yu, 1999;
Bacon y Hinton, 2002; Bacon et al., 2004). Asimismo, Mendoza et al. (1995), y Liu et
al. (2006), sostienen que Bacillus subtilis posee muchas caracteristicas como un
excelente agente biocontrolador, pues produce el antibiético conocido como iturina

que tiene accioén efectiva contra varios fitopatdégenos.

Varias investigaciones realizadas tanto en laboratorio como en campo, indican que B.
subtilis es uno de los agentes mas eficaces en el control de Fusarium oxysporum
(Baysal et al., 2008; Zhang et al., 2008; Chen et al.,, 2010; Alamri et al., 2012).
Igualmente, estudios in vitro realizados por Abdulkareem et al. (2014), demuestran
que Bacillus subtilis tiene actividad antagonistas contra Fusarium ya que redujo en
mas del 50% su crecimiento micelial. Mientras que, Yezli et al. (2015), al emplear
cepas de Bacillus subtilis en confrontacion con cepas de Fusarium oxysporum,
reporta inhibicion del crecimiento micelial del patégeno en rangos que oscilaron entre
un 56 y 60%. Ademas, Chakraborty et al. (2009), reportan que Bacillus subtilis caus6
deformidades estructurales en hongos patdégenos en condiciones de cultivo in vitro
debido a la produccion de compuestos antifungicos difusibles y volatiles. Por su
parte, Huang et al. (2012), sostienen que Bacilus subtilis es inhibitoria de varios
hongos patdégenos y provoca la lisis extensa del micelio de fitopatégenos como
Aspergillus niger y Sclerotium rolfsii. Cepas de B. subtilis producen un amplio
espectro de péptidos bioactivos con un gran potencial para la biotecnologica, tales
como: lipopéptidos de surfactina, fengicina, y los compuestos iturina incluyendo
iturina A, B, y C, micosubtilina, y bacilomicina, que son biosurfactantes y peptidicos
antibidticos con potente actividad antimicrobiana (Bland, 1996; Bent y Yu, 1999;
Bacon y Hinton, 2002; Bacon et al., 2004).
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Sundaramoorthy y Balabaskar (2013), mostraron que ciertas cepas de Pseudomonas
ensayadas tiene una accion aceptable contra Fusarium oxysporum. El grado de
eficacia de metabolitos puede variar de acuerdo con la naturaleza, la calidad, la
cantidad de antibidticos secretados por los antagonistas (Fekadu y Tesfaye, 2013).
En diversos trabajos se ha informado de la efectividad de cepas de Pseudomonas en
el control de hongos patdogenos como Fusarium oxysporum, Gaeumannomyces,
Aspergillus y Pyricularia, entre otros (Nour y EI-Ghiet, 2011; Showkat et al., 2012;
Marchi et al., 2013).

Con respecto a las propiedades protectoras de Bacillus para gestionar varias
enfermedades en campo, tanto de la raiz como foliares, se menciona que estas son
relacionadas con su capacidad de producir péptidos antibiéticos (Kloepper et al.,
1996). En ese contexto, Arcos y Zuniga (2015), al evaluar bajo condiciones de
campo, cepas nativas de Bacillus por su capacidad para controlar fitopatégenos en el
cultivo de papa, reportaron que en las parcelas donde se empled el inéculo de las
cepas antagonistas, se presentd un 60% menos de tubérculos infectados con
Rhizoctonia solani y Spongospora subterranea, en comparacion con la parcela
control. Jimtha John et al. (2016), encontraron en su estudio que los aislados de
Bacillus tienen una notable actividad antagonista contra Pythium myriotylum e
inhibieron la germinacion de conidios, ademas presentaron propiedades de
promocién de crecimiento en plantas de jengibre. De la misma manera, al probar en
campo, cepas nativas de Bacillus subtilis como inéculo en semillas de garbanzo,
Moradi et al. (2012), reportaron que los aislamientos lograron proteger
significativamente a las plantas de la infeccion causada por F. oxysporum f. sp.
ciceris. Hassan et al. (2014), evaluando cepas nativas de B. subtilis para el control de
F. oxyporum, causante de la pudricion de raiz de Jamaica, reportaron que estas
cepas inhibieron el crecimiento micelial del patégeno en un promedio de 77%.
Ademas, cepas de Bacillus megaterium han demostrado que ejercen un efecto

biocontrol sobre Fusarium spp. en varios cultivos (Santoyo, 2012).

Por otra parte, con el objetivo de aislar y seleccionar cepas de Pseudomonas y

Bacillus capaces de desarrollar multiples mecanismos de control de hongos
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patdgenos del cultivo de soja, Ledn et al. (2009), realizaron pruebas de antagonismo
y deteccion de productos antifungicos in vitro, encontrando que, una cepa de
Pseudomonas y una de Bacillus, protegieron a las plantas de soja contra el damping-
off ocasionado por Pythium ultimum. En ensayos realizados in situ, aislados de
Pseudomonas demostraron ser eficientes en el control de fusariosis en tomate, ya
que la aplicacion de estos aislados provocaron reduccion significativa de la incidencia
de la marchitez y severidad de la enfermedad en las plantas, con un aumento en el
rendimiento (Srivastavaa et al., 2010). Del mismo modo, Adhilakshmi et al. (2008),
reportan que la aplicacion de cepas nativas de Pseudomonas redujeron
significativamente la incidencia de la pudricion de la alfalfa causada por Fusarium
oxysporum. En un estudio realizado por Manjunatha et al. (2013), que involucré la
evaluacion de aislados nativos Pseudomonas fluorescens como agentes biocontrol
de la podredumbre de la raiz seca de garbanzo, se reporta que estos aislados se
pueden utilizar en condiciones de campo para el control de la enfermedad ya que
eésta disminuyo significativamente. Aislamientos nativos de Pseudomonas han
demostrado ser buenos agentes de biocontrol, capaces de proteger a las plantas de
la infeccidon, causadas por diferentes agentes fitopatégenos por medio de sintesis de
antibiéticos y fungicidas, competencia por nutrientes, producciéon de sideroforos o por
la induccion de la resistencia sistémica (Siddiqui y Shaukat, 2003; Alves et al., 2004;
Fgaier et al., 2008; Rosas et al., 2009).

1.2.8. El hongo rizosférico Trichoderma

El potencial de hongos rizosféricos como agentes de biocontrol de hongos
fitopatdogenos del suelo, asi como organismos promotores del crecimiento de plantas,
ha sido demostrado en varias investigaciones (Mukherjee et al., 2008; Infante et al.,
2009; Radheshyam et al., 2012; Naher et al., 2014). El agente de control biolégico,
Trichoderma, es uno de los mas estudiados a nivel mundial por sus mecanismos de
accién, sobre patdgenos de plantas y su interaccion con otros microorganismos de
su entorno, reportandose multiples trabajos de antagonismo con esta especie de
hongo cosmopolita en diversos paises (Howell, 2003; Suarez y Cabrales, 2008;

Druzhinina et al.,, 2011; Merchan-Gaitan et al., 2014). Este antagonista ha sido
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ampliamente investigado por su capacidad en proteger las plantas y controlar
patdgenos en diferentes condiciones del suelo, por producir numerosos compuestos
biolégicamente activos, lo que ha propiciado su comercializacion como biofertilizante
y bioplaguicida (Vinale et al., 2008a). Naher et al. (2014), mencionan que
Trichoderma es uno de los agentes de biocontrol mas versatiles que durante mucho
tiempo se ha utilizado para el manejo de hongos patégenos de plantas.

Trichoderma, es un género de hongos que se encuentran en los suelos de todas las
zonas climaticas del mundo y son importantes descomponedores de materiales
lefiosos y herbaceos; 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 produccion de una variedad de compuestos antimicrobianos (Vinale et al., 2008a;
Hoyos et al., 2009). Zivkovic et al. (2010), reportan que el género Trichoderma esta
biolégicamente adaptado para una colonizacién agresiva de los sustratos, asi como
en condiciones adversas, sobreviviendo en forma de clamidosporas, dandole a este
hongo una importante ventaja en la competencia por espacio y nutrientes ante los
fitopatogenos. Hjeljord et al. (2000), mencionan que este hongo tiene un rapido
creciendo fungico, asi como conidios persistentes y un amplio espectro de utilizacion

de sustrato, siendo muy eficiente en la competicidén por nutrientes y por espacio.

Ademas, Trichoderma, es un hongo anaerobicos tipico, facultativo y cosmopolita, que
se pueden encontrar en grandes cantidades en los suelos agricolas y en otros
sustratos tales como madera en descomposicion (lrina y Christian, 2004).
Pertenecen a la subdivision de Deuteromycetes, cuyos miembros no tienen o no
exhiben un estado sexual determinado, la mayoria de las cepas, estan adaptadas a
un ciclo de vida asexual (Harman et al., 2004a). Asimismo, Trichoderma es sefialado
como un hongo oportunista, avirulento y simbionte de las plantas, que actua como
antagonista y parasitaria contra los hongos patégenos de diversos cultivos,
demostrandose en numerosos estudios que es un agente de biocontrol eficaz para el
manejo de enfermedades de las plantas, ademas, varios productos comerciales de
Trichoderma estan disponibles como biofumigantes, bioplaguicidas o enmiendas del
suelo o como potenciadores de crecimiento de las plantas (Papavizas, 1985; Chet,

1987; Harman et al., 2004a; Vinale et al., 2008a). De acuerdo con Benitez et al.
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(2004), Trichoderma tiene una resistencia natural a muchos de los compuestos
toxicos, incluyendo herbicidas, fungicidas, y compuestos fendlico, por lo tanto,
pueden crecer rapidamente e impactar sobre los patégenos mediante la produccion
de compuestos metabdlicos que impiden germinacion de las esporas (fungistasis),
matar las células (antibiosis), o modificar la rizosfera (por ejemplo, acidificando el
suelo de modo que los agentes patégenos no pueden crecer). Ahora bien, Landa et
al. (2004a), sefialan que Trichoderma se puede utilizar como un componente en la
opcion del manejo integrado de las enfermedades para minimizar los impactos

econdmicos de su control.

Harman (2006), menciona que entre los efectos positivos de la inoculacion de plantas
con Trichoderma, se incluyen: control biolégico de enfermedades causadas por
patdgenos en la raiz y en algunos foliares; induccidn de resistencia sistémica en las
plantas; cambios en la composicion de la microflora de las raices; mejora la
absorcion de nutrientes, incluyendo, pero no limitado, al nitrégeno; mejora la
solubilidad de los nutrientes del suelo; mayor desarrollo de las raices y aumento de la
formacion de pelos radiculares. ElI hongo Trichoderma es uno de los
microorganismos mas utilizados como biocontrolador de fitopatdgenos, el cual
muestra una amplia gama de hospedantes y dentro de ellos estan los hongos
fitopatdgenos de importancia, tales como: Fusarium oxysporum ciceris, Fusarium
oxysporum cubense, Fusarium roseum, Botrytis cinérea, Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii, Sclerotinia, Peronospora, Pythium y Phytophthora, entre otros
(Ezziyyani et al., 2004; Gorgen et al., 2009; Rodriguez et al., 2010; Tchameni et al.,
2011; Acebo et al.,, 2012; Martinez et al.,, 2013; Suarez y Alba, 2013). Asimismo,
Joshi et al. (2010, y Singh et al. (2010), sefialan que este género ha sido utilizado por
su eficacia en el control biolégico de enfermedades del sistema radicular, entre las
que destacan hongos fitopatégenos como: Alternaria, Colletotrichum y Verticillium.
Varias especies del género Trichoderma pueden actuar a través de la combinacion
de diferentes mecanismos de accidon como competencia, micoparasitismo, antibiosis
e induccion de resistencia a la planta, incrementando la respuesta de crecimiento y
tolerancia al estrés (Infante et al., 2009). Benitez et al. (2004), sostienen que la

inanicién es la causa mas comun de muerte para los microorganismos, asi que la
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competencia por los nutrientes es especialmente importante en el control bioldgico
de fitopatégenos. La absorcion de hierro es esencial para los hongos filamentosos y
Trichoderma puede causar la inanicién por hierro, ya que excreta moléculas de bajo
peso especifico, las cuales quelatan al hierro férrico, denominados sideréforos
(Ruano y Loépez, 2009). Trichoderma produce sideréforos altamente eficientes que
detienen el crecimiento de otros hongos (Woo et al., 2006; Tchameni et al., 2011).
Infante et al. (2009), indican que cuando existe competencia por estos recursos, la
velocidad de crecimiento y esporulacién de un aislamiento puede ser un indicador de
la capacidad de colonizacién efectiva en el nicho ecoldgico al que pertenece el
hongo. Por tanto, la eficiencia de Trichoderma para inhibir hongos fitopatégenos
puede deberse, en parte, a su competencia por espacio y nutrientes, asi como por

los otros mecanismos antagonicos ejercidos por esta especie (Ezziyyani et al., 2004).

De acuerdo a Zivkovic et al. (2010), este género también es conocido por producir
antibidticos que inhiben a diversos fitopatdgenos. El efecto de antibiosis de
Trichoderma es por la produccién de sustancias como la tricodermina, tricodermol,
tricotoxina, harzianum A, harzianolido y richotoxina (Vinale et al., 2006; Ruano y
Lopez, 2009; Lopez et al., 2011). Trichoderma produce numerosos antibiéticos como
son: suzukacilina, alameticina, dermadina, trichotecenos, trichorzianina, gliotoxina
viridina y gliovirin (Gary y Kubicek, 2005; Infante et al., 2009; Vinale et al., 2008a;
Martinez et al., 2013). Por su parte, Cooney et al. (2001), mencionan que
Trichoderma produce el antibiético 6-pentil-a-pirone, el cual tiene un efecto dual en la
inhibicion del crecimiento de Fusarium y también puede regular los genes por la
biosintesis de tricotecenos y micotoxinas con actividad antimicrobiana de amplio
espectro. De acuerdo con lo reportado por Infante et al. (2009), algunas especies de
Trichoderma tienen altos niveles de potencial parasitico y actividad metabdlica, que
les permite confrontar eficientemente las estructuras fungicas de los hongos. En este
tenor, algunas cepas de Trichoderma han sido explotadas como agentes de control
bioldégico de patdgenos, incluyendo hongos y nematodos, debido a la produccion de

enzimas de degradacion de la pared celular (Vinale et al., 2008a).
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El micoparasitismo de Trichoderma es debido a la produccion y regulaciéon de las
enzimas liticas y de degradacion tales como celulasas, quitinasas, glucanasas y
proteasas (Kaur et al., 2006; Harman, 2006; Mukherjee et al., 2008). Ademas,
Paredes-Escalante et al. (2011), reportaron otros metabolitos como lipasas y 3-1-3-
Glucanasa, producidos por Trichoderma, que también participan en la lisis de la
pared celular de las hifas del hospedante, facilitando la insercién de estructuras
especializadas y de hifas de Trichoderma, que absorben nutrientes del interior del
hongo fitopatogeno (Lopez et al., 2011). Durante el proceso de micoparasitismo,
Trichoderma secreta enzimas que degradan la pared celular del otro hongo, ademas
por la secrecion de exoenzimas hidroliticas disminuyen el crecimiento y la actividad
del patégeno (Howell, 2006). Los hongos Trichoderma se adhieren con carbohidratos
unidos a lecitinas en la pared celular del patégeno y forma el apresorio para
posteriormente iniciar la produccién de enzimas que degradan la pared celular
(Benitez et al., 2004).

Por lo senalado anteriormente, varias especies de Trichoderma han sido
ampliamente calificadas como agentes eficaces en el control biologico de las
enfermedades causadas por estos patdgenos, tanto en condiciones in vitro como in
situ, en diferentes areas geograficas (Bailey et al., 2008; Suarez y Cabrales, 2008;
Krauss et al., 2010; Medeiros et al., 2010; Villamil et al., 2012; Hernandez et al.,
2014).

Hay un gran numero de investigaciones realizadas en laboratorio que demuestran el
efecto biocontrolador de diversas cepas de Trichoderma sobre diferentes
fitopatdogenos por los diferentes mecanismos antagonicos ejercidos por este hongo.
No obstante, Chavarria-Vega y Carmona-Solis (2016), afirman que es dificil
determinar si Trichoderma es capaz de ejercer su accién antagonista solamente
mediante la competencia, o si por el contrario, otros mecanismos como el
micoparasitismo o la antibiosis preparan el escenario para que la competencia se
lleve a cabo de una forma mas eficaz. Asi pues, en investigacion realizada por Rios-
Velazco et al. (2016), se reporta que cepas nativas de Trichoderma inhibieron

significativamente en mas del 50% el crecimiento micelial de Fursarium oxysporum.
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Chavarria-Vega y Carmona-Solis (2016), reportan una de inhibicién del crecimiento
radial de F. solani en un rango de 68-81% por diferentes especies de Trichoderma.
Maciel et al. (2014), demostraron la inhibicién del crecimiento en mas del 60% del
micelio de Fusarium sambucinum al confrontarlo con aislados de Trichoderma.
Resultados similares fueron obtenidos por Pastrana et al. (2016), al confrontar a
cepas de Trichoderma contra F. solani y M. phaseolina. Hassan et al. (2014),
evaluando cepas nativas de Trichoderma para el control de F. oxyporum, causante
de la pudricibn de raiz de jamaica, reportaron que estas cepas inhibieron el
crecimiento micelial del patégeno en un promedio de 81%. Mohandas et al. (2010),
reportaron que cepas de Trichoderma suprimieron significativamente la enfermedad
de marchitamiento o mal de Panama causada por Fusarium oxysporum f. sp.
cubense. Por su parte, Gajera y Vakharia (2010), reportaron una alta inhibicién del
crecimiento de A. niger causada por cepas hativas de Trichoderma durante un
estudio realizado in vitro. En la investigacion realizada por Bomfim et al. (2010), se
demostré la inhibicion del crecimiento micelial de R. stolonifer por aislamientos

nativos de Trichoderma.

De igual forma, hay un gran numero de investigaciones realizadas en campo e
invernadero, que reportan el biocontrol ejercido por diferentes especies de
Trichoderma. Vera et al. (2005), Quiroz y Ferrera (2008), Reyes (2008) y Torres et al.
(2008), evidenciaron el alto potencial antagonico de Trichoderma spp., como
micoparasito, al penetrar y causar lisis del micelio de Fusarium oxysporum,
Sclerotium cepivorum, Rhizotocnia solani, Sclerotium rolfsii, Phytophthora, Rosellinia,

Botrytis cinerea, Verticillium dahliae y Cladosporium fulvum en diferentes cultivos.

En un estudio realizado por Manjunatha et al. (2013), que involucroé la evaluacién de
aislados nativos de Trichoderma como agentes biocontrol de la podredumbre de la
raiz seca de garbanzo, se reporta que estos aislados se puede utilizar en
condiciones de campo para el control de la enfermedad ya que esta disminuyd
significativamente. Otros estudios han informado de la accién antagonista eficiente
del género Trichoderma frente a Fusarium oxysporum ciceris y Fusarium solani en

cultivos de garbanzo y tomate (Morsy et al., 2009; Moradi et al., 2012). Mientras que,
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Sivan y Chet (1987), encontraron que Trichoderma redujo la incidencia de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici en el cultivo de tomate bajo condiciones de campo.
Iguales resultados fueron obtenidos por Adhilakshmi et al. (2008), quienes reportan
que cepas de este antagonista, redujeron significativamente la incidencia de la
enfermedad causada por Fusarium oxysporum f. sp. medicaginis en alfalfa. De
acuerdo con Srivastavaa et al. (2010), varias especies de Trichoderma han
demostrado ser eficientes en el control de fusariosis en tomate. La aplicacion de este
hongo, provoco reduccion significativa en la incidencia de la marchitez, tanto en
plantas mantenidas en macetas como en ensayos de campo, logrando reducir la
incidencia y severidad de la enfermedad en 74% y 67% en macetas y en campo,
respectivamente. El efecto antagdnico de Trichoderma sobre Fusarium fue
demostrado por Marois et al. (1981), Avendario y Arbelaez (2006), y Ru y Di (2012),
en diferentes cultivos. Asimismo, Trichoderma ha demostrado que es eficiente para
el control de M. phaseolina en meldn, maiz, berenjena, sorgo y garbanzo (Elad et al.,
1986; Larralde-Corona et al., 2008; Manjunatha et al., 2013), y para el control de
Fusarium solani en frijol, chile y mani (Rojo et al., 2007; Naik et al., 2009; Qualhato et
al., 2013).

El papel de Trichoderma no es solo para controlar el crecimiento de patdégenos,
también hay otros usos, tales como: estimular el crecimiento y desarrollo de la raiz,
estimular el crecimiento de la planta, y mejorar las respuestas de defensa de plantas
(Harman et al., 2004a; Vinale et al., 2008b; Hohmann et al., 2011). Cano (2011),
seflala que estos microorganismos son considerados como promotores del
crecimiento vegetal, como un PGPF (Hongo promotor del crecimiento vegetal, por
sus siglas en idioma inglés: Plant Growth Promoting fungi). Hoyos et al. (2009),
afirman que debido a la existencia de transposones ABC en las moléculas de
Trichoderma, se considera un 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 y Puckhaber, 2005; Howell, 2006).

Varias investigaciones sefalan que diversas cepas de Trichoderma secretan mas de

70 metabolitos secundarios, entre ellos: sustancias estimuladoras del crecimiento y
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desarrollo de las plantas asi como fitohormonas (Howell, 2006; Hoyos et al., 2009;
Cano, 2011). Asimismo, Infante et al. (2009), sostienen que Trichoderma ademas de
incrementar la respuesta de crecimiento en la planta, también puede incrementar la
tolerancia al estrés. Igualmente se sefiala que este PGPF, induce cambios en la
composicion de la micro flora de las raices y mejora la absorcion de nutrientes

(Ruano y Lopez, 2009; Lopez et al., 2011).

Algunas cepas de Trichoderma han demostrado capacidad para penetrar en la
epidermis y establecer grandes colonizaciones por largos periodos en la superficie de
la raiz (Harman et al., 2004a). Singh et al. (2010), mencionan que algunos
aislamientos de este género de hongo poseen una fuerte capacidad de movilizar y
asimilar los nutrientes del suelo, los cuales en su forma original no son accesibles
para las plantas, como nitrogeno, fosforo, potasio y carbono organico, induciendo al
incremento en longitud de las raices y el posterior aumento de la biomasa,
mejorando la tolerancia al estrés hidrico como al déficit de agua. Cutler (1986, 1989),
mostré que los metabolitos secundarios producidos por especies de Trichoderma,
koniningin A y 6-pentyl-alpha pryone, son reguladores del crecimiento de las plantas.
También se ha observado que algunas especies de Trichoderma produce &cido
glucénico y acido citrico, disminuyendo el pH del suelo, y aumentando la
solubilizacion de fosfatos, micronutrientes y componentes minerales tales como
hierro, magnesio y manganeso (Harman et al., 2004b; Vinale et al., 2008b). Asi, se
reporta que Avila-Miramontes et al. (2015), encontraron diferencias altamente
significativas en el rendimiento del garbanzo, cuando inocularon las semillas con

Trichoderma.

Este hongo, ha demostrado que mejora el crecimiento de las plantas de lechuga,
tomate y pimiento (Vinale et al., 2006). En un estudio en plantas de maiz, las raices
de las plantas inoculadas con Trichoderma eran el doble de largo en comparacion
con las plantas no tratadas (Harman et al., 2004a). De la misma manera, Chang et al.
(1986), mencionan que algunas especies de Trichoderma funcionan como un
inductor del crecimiento y desarrollo de hortalizas y flores. Por su parte, Ezziyyani et

al. (2004), reportaron incrementos en peso seco de plantulas de pimiento al inocular
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las semillas con cepas de Trichoderma. Asimismo, Jiménez et al. (2011), sefalan
que con la aplicacion de este hongo rizosférico, se estimul6 el crecimiento y
desarrollo de tomate en condiciones protegidas. Al igual, en el trabajo realizado en
campo por Srivastavaa et al. (2010), se emplearon varias especies de Trichoderma,
las cuales demostrado ser eficientes para el control de la fusariosis, y a la vez
incrementaron el rendimiento de tomate en un 20%. Yedidia et al. (1999), en
condiciones hidropdnicas, demostraron la capacidad de Trichoderma de penetrar las
raices de plantulas de pepino y de incrementar la actividad de la peroxidasa y la
quitinasa a las 48 y 72 horas, respectivamente. Este resultado se observo tanto en
las raices como en las hojas de las plantas tratadas, mostrando evidentemente que

Trichoderma puede inducir los mecanismos de defensa en plantas de pepino.

Ahora bien, incrementos en un 30% de la germinacion de semillas de pepino, asi
como aumentos de un 95% del area radical, 45% de la altura del vastago y 80% de
area foliar fueron reportados por Yedidia et al. (2001), al emplear cepas de
Trichoderma como inocuo en las semillas. También, Merchan-Gaitan et al. (2014),
demostraron que la aplicacion de este hongo, propicié la obtencion de frutos de fresa
de buena calidad. Por otra parte, Lépez et al. (2010), informaron que aislamientos
nativos de Trichoderma, proporcionaron un mayor desarrollo de raiz e incrementaron
el crecimiento en plantas de maiz. Perell6 y Dal Bello (2011), reportan que cepas
nativas de Trichoderma aplicadas a semillas de trigo aumentaron el peso fresco
aéreo y de las raices de las plantas. Rojan et al. (2010), en un estudio realizado con
Trichoderma registraron que la inoculacién a semillas de soya con este hongo,
proporcion6 un mayor crecimiento de planta, evidenciado en un mayor peso seco de
tallo, raiz y frutos y una mayor produccion, en comparacion con las plantas testigo.
Asimismo, al tratar semillas de girasol con suspensiones de conidios de Trichoderma,
se incrementd el crecimiento de las plantas (Yaqub y Shahzad, 2008). Chavarria-
Vega y Carmona-Solis (2016), inocularon semillas de melina con Trichoderma,
reportando incrementos significativos en la germinacion, asi como en altura de
planta. De igual forma, Solano et al. (2015), concluyeron que la inclusion de
Trichoderma en etapa de vivero para plantas de arboles de melina favorecen el

crecimiento y desarrollo radicular de la misma. Donosso et al. (2008), y Romero et al.
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(2008), reportan que la inclusion de Trichoderma en plantas de vivero mejord
significativamente el desarrollo radicular de las plantas de Pinus y Eucaliptus.
Hohmann et al. (2011), informaron de que el uso de Trichoderma en recubrimiento
con una pelicula de in6culo en las semillas y a través de esporas de pulverizacion en
suspension después de la siembra son eficaces en el tratamiento de semillas de

Pinus radiata con incremento en la longitud de las plantulas y el peso seco de raiz.

Por otra parte, Vinale et al. (2008b), aislaron los principales metabolitos secundarios
producidos por algunos aislamientos de Trichoderma, extrayendo siete de ellos, con
el fin de valorar sus efectos sobre el desarrollo de plantas de tomate y canola, y
evaluar la induccion de los mecanismos de defensa de las plantas frente al ataque de
los hongos patégenos Rhizoctonia solani y Pythium ultimu. Los diferentes
metabolitos redujeron significativamente la severidad e incidencia de la enfermedad
en las plantas y aumentaron el desarrollo y crecimiento de las mismas. De la misma
manera, en un estudio de plantas de pepino, la aplicacion de especies de Trichodera
indujo una respuesta sistémica de dos genes de defensa que codifican a
phenylalanine y hydroperoxidase lyase, asi como la acumulacion sistémica de
fitoalexinas contra Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Yedidia et al., 2003).
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CAPITULOII

CONTROL DE LA FUSARIOSIS VASCULAR DEL GARBANZO (Cicer arietinum
L.) POR ALGUNOS MICROORGANISMOS NATIVOS DE SINALOA, MEXICO,
BAJO CONDICIONES DE INVERNADERO

Luz del Carmen Oliva Ortiz', Teresa de Jesus Velazquez Alcaraz', Rogelio Sosa
Pérez?, Leopoldo Partida Ruvalcaba3, Julio Arciniega Ramos' y Carlos Alfonso Lépez
Orona'’

"Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Sinaloa,?Centro de Ciencias de Sinaloa,
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Saber, C. P. 80014, Culiacan de Rosales, Sinaloa, México. *Responsable de correspondencia, Email:
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RESUMEN

El incremento de la marchitez vascular del garbanzo en Sinaloa, y la dificultad en el
control de la misma por uso exagerado de agroquimicos que disminuyen la
biodiversidad y contaminan el medio ambiente, obligan a desarrollar medidas
sustentables para limitar esta enfermedad, tal es el caso del biocontrol microbiano. El
objetivo del trabajo fue determinar en condiciones de laboratorio e invernadero, el
efecto protector contra la fusariosis vascular, asi como su efecto promotor del
crecimiento en plantas de garbanzo, por cepas bacterianas y fungicas rizosféricas
nativas del centro de Sinaloa. Previamente se determind la inhibicion de estas cepas
antagonistas sobre el crecimiento radial de Foc raza 5, principal agente causal de
esta enfermedad en el centro de Sinaloa, mediante la técnica de cultivo dual,
empleando como medio de cultivo PDA para realizar las confrontaciones. En
invernadero se montaron bioensayos durante los ciclos agricolas 2012-2013 y 2013-
2014, donde las semillas de garbanzo fueron inoculadas con cepas bacterianas a
una concentracion de 1x108 ufc mL-' y 1x108 conidios mL™" con las cepas fungicas y
posteriormente fueron sembradas en macetas vy distribuidas bajo disefo
completamente al azar. En el primer ciclo, en etapa de floracién, mediante escala

subjetiva se evaluaron vigor de planta, marchitez en follaje y cancer de raiz y en
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valores paramétricos, la altura de planta (cm), verdor (unidades SPAD 502) y peso
fresco y seco (g); en el ciclo 2013-2014 ademas de estas variables se evalud
diametro de tallo (mm) y rendimiento (g planta™). Las cepas de Trichoderma sp.
HRG-060 y Bacillus sp. T442 fueron las mas eficaces para controlar la enfermedad
ya que redujeron en promedio, mas del 30% la podredumbre en raiz en relacion al
control negativo, y ademas, propiciaron condiciones para que las plantas

incrementaran el verdor y tuvieran mayor crecimiento y desarrollo.

Palabras clave: Bacillus, Trichoderma, Pseudomonas, Fusarium oxysporum ciceris

ABSTRACT

The increase of the vascular wilt of the chickpea in Sinaloa, and the difficulty
controlling it by exaggerated use of agrochemicals that reduce biodiversity and
contaminate the environment, require the development of sustainable measures to
limit this disease, such as microbial biocontrol. The objective of this work was to
determine the potential of some bacterial and fungal strains native to Sinaloa as
biocontrol agents of this disease in chickpea plants cultivated in greenhouse, where,
the inhibition of these antagonist strains was previously determined on the radial
growth of Foc race 5, main causal agent of this disease in the center of Sinaloa,
through the dual culture technique, using as PDA culture medium to carry out the
confrontations. In the greenhouse, bioassays were set up during the 2012-2013 and
2013-2014 agricultural cycles, where chickpea seeds were inoculated with bacterial
strains at a concentration of 1x10% cfu mL-' and 1x108 conidia mL-" with fungal strains
and then they were planted in pots and distributed under completely random design.
In the first cycle, in the flowering stage, plant height, foliage wilt and root necrosis
were evaluated by means of a subjective scale. Plant height (cm), chlorophyll (SPAD
502 units) and fresh and dry weight (g); in the cycle 2013-2014, in addition to these
variables, stem diameter (mm) and yield (g plant? were evaluated. The strains of
Trichoderma sp. HRG-060 and Bacillus sp. T442 were the most effective to control

the disease, since they reduced, on average, more than 30% root rot in relation to the
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negative control, and also allowed conditions to increase the greenness in the plants

and have greater growth and development.

Palabras clave: Bacillus, Trichoderma, Pseudomonas, Fusarium oxysporum ciceris

INTRODUCCION

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la segunda leguminosa alimenticia mas
importante en el mundo después del frijol (Phaseolus vulgaris L.) En Sinaloa (México)
el cultivo de garbanzo es de gran importancia, principalmente por ser un generador
de divisas, ya que casi la totalidad de su produccién esta destinada a la exportacion,
lo que convierte a este estado en el principal productor y exportador de garbanzo
blanco de México (Guerrero et al., 2015). La superficie sembrada en Sinaloa con esta
leguminosa, en el 2013, fue de 61 600 ha, con una produccién de 103 645 toneladas
(SIAP, 2014). Sin embargo, el principal factor limitante en la produccion de este
cultivo en el mundo es la enfermedad de la fusariosis vascular del garbanzo
ocasionada por el patdégeno Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (Jiménez y Jiménez,
2011), originando pérdidas que van del 10 al 40% de la cosecha anual, incluso
devastar al cultivo por completo en condiciones favorables para el desarrollo de la
enfermedad (Guerrero et al., 2015). En Sinaloa, la fusariosis vascular del garbanzo
es la enfermedad de mayor importancia, (Velarde et al., 2013), mismo que es dificil
de controlar quimicamente; en base a lo anterior y al problema de la contaminacién,
el uso de agentes de control bioldgico es justificado. Es importante utilizar cepas de
microorganismos antagonistas que sean nativas y que permitan tener mayores
posibilidades de éxito por su probada adaptacién al medio ambiente donde fueron
obtenidas. Por tanto, el objetivo de esta investigacion fue evaluar in vitro el potencial
biocontrolador de las cepas rizosféricas bacterianas y fungicas, previamente
aisladas, contra Foc raza 5, principal agente causal de la fusariosis vascular,
mediante bioensayos de confrontacion efectuados en laboratorio y determinar el
efecto protector de las cepas antagdnicas contra fusarioisis vascular, asi como la

estimulacion del crecimiento y rendimiento de garbanzo en inverndero.
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MATERIALES Y METODOS

Origen de los aislamientos
Se utilizé el aislamiento 303CS de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (numero de
accesion KJ000584) proporcionada por el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pesqueras (Velarde-Félix et al., 2013). Se seleccionaron y
activaron las siguientes cepas pertenecientes a la coleccion del Centro de Ciencias
Sinaloa (CCS): bacterias del género Bacillus sp. cepas T442, T3141; bacterias del
género Pseudomonas sp. cepas T162, 7A1 y 751; hongos del género Trichoderma
sp. cepas HRG-050, HRG-060 y HRG-083; las cuales previamente fueron aisladas
de diferentes campos cultivados con garbanzo y con presencia de la enfermedad,

presentandose la ubicacién geografica de los sitios de muestreo en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Ubicacion geografica de las cepas bacterianas y fungicas antagonistas
seleccionadas para ensayos in vitro e in situ.

Cepa antagonista Latitud Longitud

7A1 24°36'14.2” Norte 107°23'56.2” Oeste
751 24°49'30.6” Norte 107°31'55.8” Oeste
T162 24°34°15.2” Norte 107°13'14.0” Oeste
T442 24°40'54.8” Norte 107°39'58.0” Oeste
T3141 24°45°18.3” Norte 107°28'23.5” Oeste
HRG-050 24°37°49.0” Norte 107°26’17.3” Oeste
HRG-060 24°19'14.7” Norte 107°21’43.2” Oeste
HRG-083 24°34°15.4” Norte 107°34'37.2” Oeste

Activacion de los aislamientos

El experimento se realizé6 en el laboratorio e invernadero del CCS, en Culiacan,
Sinaloa, México. Las bacterias se cultivaron por asadas en placas Petri con medio de
cultivo a base de Agar FLO (20 g de mezcla de peptonas, 14 g de agar-agar, 15 g de
K2HPO4, 15 g de MgSO4 y 1.0 L de H20 destilada) para las cepas de Pseudomonas;

medio de agar nutritivo para Bacillus (5 g de peptona de gelatina, 3 g de extracto de
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carne, 15 g de agar- agar, 1 L H20 destilada); las cepas antagonistas fungicas y la
cepa de Foc raza 5, se crecieron por el método de inclusién de porcion (Leslie y
Sumerell, 2006), para ello, discos de un cm de diametro de cada cepa fueron
colocados en el centro de las placas Petri con medio de cultivo agar papa dextrosa
(4.0 g de infusion de papa, 20 g de dextrosa, 15 g de agar y pH final de 5.6 + 0.2).
Las placas fueron incubadas a 28 °C, las bacterias durante 24 h y los hongos por

cinco dias.
Pruebas de antagonismo in vitro de los antagonistas frente a Foc raza 5

La actividad antagdnica de las cepas se estudio mediante la técnica de cultivo dual
(Ezziyyani et al., 2004). Estas pruebas se efectuaron en placas Petri con medio de
cultivo PDA. En la confrontaciones de las cepas bacterianas frente a Foc raza 5 la
siembra fue en el centro de la placa por asada gruesa, donde tres dias previos se
dispuso un cm de diametro del fitopatogeno crecido en PDA en un extremo de la
placa. Para las cepas fungicas antagonistas, se empled el método de porcion para la
siembra, colocandose en un extremo un disco de un cm de diametro de Focraza 5y
cinco dias después se sembro al otro extremo un disco del mismo tamafno del
antagonista. Se evaluaron ocho tratamientos que consistieron en la confrontacion de
cada una de las cepas antagonistas frente a F. oxysporum ciceris raza 5 y un
crecimiento puro del fitopatdgeno sin antagonista, con cuatro repeticiones, en un
disefio experimental completamente al azar. Cada repeticion consistié en una placa
Petri. Las placas inoculadas fueron incubadas a 28 °C por siete dias. La evaluacion
de la capacidad antagodnica de las cepas, fue determinada mediante el Porcentaje de
Inhibicién del Crecimiento Radial (PICR), empleando la férmula utilizada por Suarez
et al. (2008): PICR= [(R1-R2)/100]; donde, PICR es el Porcentaje de inhibiciéon en el
crecimiento del micelio del fitopatégeno; R1 es el crecimiento radial mayor (radio del
micelio del patdégeno-testigo); y R2 es el radio menor (radio del micelio del patogeno
en cultivo dual). Los datos del porcentaje de inhibicion fueron sometidos a la prueba
de normalidad y de homogeneidad de varianza; las diferencias entre tratamientos se
analizaron con PROC ANOVA y para la comparacién de medias se utilizé la prueba
de Tukey (P<0.05) en SAS version 9.0 (SAS Institute, 2002).
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Produccion del in6culo

La produccion de in6culo de los antagonistas se realizé en matraces de 500 mL,
tomando el material biolégico con asada y bajo condiciones asépticas, dentro de una
campana de flujo laminar y utilizando como medio de cultivo para Pseudomonas 300
mL de caldo de soya triptocaseina (17 g de peptona de caseina, 3 g de peptona de
soya, 5 g de NaCl, 2.5 g de K2HPO4, 2.5 g de dextrosa y pH final de 7.3 + 0.2); para
Bacillus se emple6é 300 mL de calado nutritivito (5 g de peptona, 3 g de extracto de
carne y pH final 6.9 £ 0.2); para la produccién de inéculo de Trichoderma se empled
300 mL de agar papa dextrosa (PDA). Una vez inoculados los matraces con su
respectiva cepa, se procedidé a incubarlos a 28 °C, con agitacién de 150 RPM durante
cinco dias, para obtener suficiente biomasa. Después, su contendido fue colocado en
tubos para centrifuga Falcon de 50 mL para cosechar la biomasa, empleandose una
centrifuga (Sigma 3—18P), por 20 minutos a 3800 RPM, a temperatura ambiente. La
cuantificacion del inéculo bacteriano se determind hasta alcanzar una turbidez igual
al estandar 0.5 McFarland (Ortigoza y Ruiloba 1998), para obtener una concentracion
de 1x108 ufc mL'. Para la cuantificaciéon del indéculo fungico se utilizd la
determinacién de conidios en liquido por el método de la camara de Neubauer

(Ferrén, 1981), obteniéndose una concentracion de 1x108 conidios mL™".
Montaje del bioensayo en invernadero

Con el in6culo, semillas de garbanzo variedad Blanco Sinaloa fueron tratadas en
ambos ensayos; una vez inoculadas las semillas, estas fueron sembradas en
macetas que contenian como sustrato 12 litros de una mezcla de suelo y sustrato
organico (Peat Moss) en relacion 3:1 en base a un disefio experimental
completamente al azar. Previo a la siembra, el suelo fue inoculado con F. oxysporum
f. sp. ciceris (Foc) raza 5, principal agente causal de la marchitez del garbanzo en la
zona centro de Sinaloa (Velarde et al., 2013). Los tratamientos que se establecieron
en los dos ciclos evaluados se presenta en el Cuadro 4, se hicieron cinco
repeticiones por tratamiento y cada repeticion estaba formada por dos plantas, en las
cuales se evaluaron las variables respuesta del efecto protector y estimulacién del

crecimiento. La siembra se efectudé en el mes de diciembre de los afios 2012 y 2013.
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Las plantas fueron regadas empleando la solucién nutritiva de Murashige-Skoog
(1962). Se observo el crecimiento y desarrollo de las plantas hasta floracion para el

ciclo agricola 2012-2013 y hasta cosecha en el ciclo 2013-2014.

Cuadro 4. Tratamientos para la evaluacion del biocontrol de la marchitez en plantas
de garbanzo cultivadas en invernadero.

Tratamiento Ciclo agricola 2012-2013 Ciclo agricola 2013-2014
T1 Testigo. Semillas sin inocular Testigo. Semillas sin inocular
T2 Cepa Pseudomonas sp. 7A1 Fungicida quimico (Benomilo)
T3 Cepa Pseudomonas sp. T162 Cepa Pseudomonas sp. 7A1
T4 Cepa Pseudomonas sp. 751 Cepa Bacillus sp. T442
T5 Cepa de Focraza 5 Cepa Pseudomonas sp. 751
T6 Cepa Trichoderma sp. HRG-050 Cepa Bacillus sp. T3141
T7 Cepa Trichoderma sp. HRG-060 Cepa Trichoderma sp. HRG-050
T8 Cepa Trichoderma sp. HRG-083 ~ Cepa Trichoderma sp. HRG-060
T9 Cepa Bacillus sp. T442
T10 Cepa Bacillus sp. T3141

Las variables de respuesta evaluadas fueron: vigor de planta, tomando en cuenta
porcentajes de desarrollo y flacidez; marchitez en follaje, considerando su porcentaje
de clorosis; cancer en raiz, evaluado en porcentaje de necrosis; para estas tres

variables se emplearon escalas subjetivas presentadas en el Cuadro 5.

También se evalud el verdor en planta, empleando un SPAD 502, marca Spectrum
Technologies, Inc.; altura de planta (cm) mediante cinta metalica, considerando
desde la base del tallo hasta la parte mas alta de la planta; peso fresco (g), utilizando
balanza digital; peso seco (g), de plantas deshidratadas en estufa a 80 °C durante 24
h en el ciclo agricola 2012-2013. Para el ciclo 2013-2014 ademas de estas variables,
se evaluaron diametro de tallo (mm), mediante un vernier digital y rendimiento (g

planta'), en una balanza digital.

71



Cuadro 5. Escala subjetiva para estimar el vigor, marchitez en follaje y cancer de raiz
en plantas de garbanzo cultivadas en invernadero.

Escala  Vigor de planta Marchitez en follaje Cancer en raiz

1 0% Menos vigor No marchitez en follaje No cancer

2 25% Ligero vigor 25 % del area del follaje 25% del area de raices
enferma enfermas

3 50% Vigo medio 50% del area del follaje 50% del area de raices
enferma enfermas

4 75% Vigorosa 75% del area del follaje 75% de las raices enfermas
enferma

5 100% Vigorosa Follaje totalmente enfermo Raices completamente

enfermas

Para la evaluacion estadistica se consideraron los valores obtenidos de las variables
respuesta con sus réplicas por tratamiento y se sometieron a la prueba de Kruskal
Wallis y analisis de varianza para las variables no paramétricas y paramétricas
respectivamente, asi como la prueba de comparacion multiple de medias (Tukey
P<0.05) en el programa SAS version 9.0 (SAS Institute, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION
Actividad antagonica de las cepas bacterianas y fungicas

El crecimiento radial de F. oxysporum ciceris raza 5 disminuy6 significativamente al
ser evaluado in vitro frente a las cepas rizosféricas antagonistas en un rango de
inhibicion de 80.07 a 38.89% del crecimiento de Foc (Cuadro 6). Los mayores
porcentajes de inhibicion del crecimiento radial (PICR) del fitopatégeno se
presentaron con las cepas de Trichoderma sp., donde el mayor PICR se observé en
la confrontacion de la cepa HRG-060 contra Foc, el cual fue estadisticamente igual al
PICR ejercido por la cepa HRG-050 y significativamente mayor al resto de las cepas
antagonistas. Con respecto a las cepas bacterianas, el mayor PICR se observé en la

cepa T442, la cual inhibié a Foc en un 59.26%.
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Cuadro 6. Crecimiento radial in vitro de F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5, y
porcentaje de inhibicion de su crecimiento micelial por antagonistas microbianos
rizosféricos de plantas de garbanzo a través de la técnica de cultivo dual.

Crecimiento del Porcentaje de
Cepa patdgeno en inhibicion del
confrontacién (cm) crecimiento micelial

Trichoderma sp. (HRG-050) 2.07 71.29 ab*
Trichoderma sp. (HRG-060) 1.43 80.07 a
Trichoderma sp. (HRG-083) 2.37 67.13 bc
Pseudomonas sp. (7A1) 3.5 51.39d
Pseudomonas sp. (T162) 4.4 38.89 e
Pseudomonas sp. (751) 3.47 51.85d
Bacillus sp. (T442) 2.93 59.26 cd
Bacillus sp. (T3141) 4.23 41.20 e
F. oxysporum ciceris raza 5 7.2 -

*Letras no comunes indican diferencias estadisticamente significativas segun Tukey (P< 0.05).

Ademas de disminuir el crecimiento de Foc, las cepas de Trichoderma presentaron
una capacidad de sobrecrecimiento asi como de esporulacién sobre el micelio del
patogeno (Figura 1). Asimismo, se observé que la eficiencia en la inhibicion del
crecimiento de Foc por las cepas de Trichoderma presentaron diferentes valores,
oscilando entre 67.13 y 80.07% y por tanto, distintos efectos antagdnicos, resultados
que coinciden con Chavarria-Vega y Carmona-Solis (2016), quienes investigaron el
biocontrol de F. solani por cepas nativas de Trichoderma. Diversos investigadores
sefalan que cepas de la misma especie de Trichoderma pueden mostrar diversos
grados de agresividad, producir diferentes enzimas y metabolitos antifungicos, y
como consecuencia, diferentes grados de inhibicién del crecimiento de fitopatdégenos
(Quiroz-Sarmiento et al., 2008; Bomfim et al., 2010; Eshetu et al., 2015). Guédez et
al. (2012), reportaron que cepas autéctonas de Trichoderma, no obstante de ser de
la misma especie (T. harzianum), presentaron diferentes valores de PICR en un
rango que oscild6 de 75 a 51% al confrontarlas con F. oxysporum aislado de la

rizosfera de plantas de tomate; resultados similares fueron obtenidos por Aponte et
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al. (2012), quienes reportan comportamiento diferente de cepas de Trichoderma en
cuanto a la capacidad de inhibir el desarrollo micelial de fitopatdgenos. La inhibicién
del crecimiento micelial de Foc probablemente fue debida a dos tipos de
antagonismo ejercido por las cepas fungicas: por competencia por espacio y sustrato

asi como por el micoparasitismo.

Figura 1. Confrontaciones in vitro. Crecimiento micelial de Trichoderma sp. HRG-060, HRG-050 y F.
oxysporum f. sp. ciceris raza 5 (a1-b2). Las colonias de HRG-060 ocuparon el 100 % de la placa al
tercer dia de la siembra (a1 muestra la parte superior y a2 la parte inferior de la placa). Las colonias
de HRG-050 ocuparon el 100% de la placa al cuarto dia de la siembra (a3 muestra la parte superior y
a4 la parte inferior de la placa). Cepa de Fusarium oxyporum ciceris raza 5 (b1) y su crecimiento
micelial al séptimo dia de la siembra (b2). Micoparasitismo de las cepas antagonista HRG-060 (b3) y
HRG-050 (b4), al ser confrontadas in vitro contra Foc raza 5 al cuarto dias de post-inoculacion.

Las tres cepas antagonistas fungicas tuvieron un rapido crecimiento del micelio, al
cuarto dia de post-incubacion habian cubierto el 100% de la caja Petri, sobresaliendo
la cepa HRG-060, cuyo cubrimiento lo efectué al tercer dia, y de acuerdo con
Guédaza et al. (2012), esto indica alto grado de agresividad de esta cepa. En la
Figura 1, se muestra la diferente tasa de crecimiento del fitopatégeno con respecto a
dos de las cepas de Trichoderma, demostrando con ello que se ejercid el
antagonismo por competencia; estos resultados estan de acuerdo con Martinez et al.

(2013) quienes registraron que Trichoderma sp. tiene una alta capacidad de
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competencia por el sustrato. Ademas la cepa de Trichoderma HRG-060 presentd
sobrecrecimiento y una fuerte esporulacion sobre la colonia del patdgeno al cuarto
dia después de la siembra, situacidon que también se presentd con los otros dos
antagonistas fungicos al sexto dia de la inoculacion, demostrando con ello que estas
cepas ejercieron el mecanismo de micoparitismo, tal como lo sugiere Reyes et al.
(2012). Estos resultados coinciden con Rios-Velazco et al. (2016), quienes reportan
que cepas nativas de Trichoderma inhibieron significativamente en mas del 50% el
crecimiento micelial de Fusarium oxysporum. Asimismo, Maciel et al. (2014),
demostraron la inhibicion del crecimiento en mas del 60% del micelio de Fusarium
sambucinum al confrontarlo con aislados de Trichoderma. Resultados similares
fueron obtenidos por Pastrana et al. (2016), al confrontar a cepas de Trichoderma

contra F. solani y M. phaseolina.

En la inhibicién del crecimiento micelial in vitro de las bacterianas contra Foc raza 5
fue variado, tanto en las cepas de Bacillus sp. como en las de Pseudomonas sp.
Algunas cepas fueron regularmente inhibidoras para del crecimiento del patdégeno,
mientras que otras solo mostraron una actividad limitada (Figura 2). Esto sugiere que
el tipo de metabolito antifungico producido por los aislados puede variar, tal como lo
sefala Eshetu et al. (2015). Los porcentajes de inhibicién de Foc raza 5 por las
cepas bacterianas T442, 751 y 7A1, coinciden con los reportados por diversos
autores; en estudios in vitro realizados por Abdulkareem et al. (2014), se sefala que
cepas nativas de Bacillus subtilis presentaron actividad antagonistas contra Fusarium
ya que redujo en mas del 50% su crecimiento micelial; asimismo, Yezli et al. (2015),
al emplear cepas de Bacillus en confrontacion con F. oxysporum, reporta inhibicion
de su crecimiento micelial en rangos que oscilaron entre un 56 y 60%. Rios-Velasco
et al. (2016), reportan que al emplear dos cepas nativas de Bacillus frente a
Fusarium oxysporum, estas inhibieron su crecimiento micelial en un promedio de
46.8%. Sundaramoorthy y Balabaskar (2013), mostraron la actividad biocontroladora
de cepas de Pseudomonas, sefialando que estas tiene una accion aceptable contra
Fusarium oxysporum. El grado de eficacia de metabolitos puede variar de acuerdo
con la naturaleza, la calidad, la cantidad de antibidticos secretados por los

antagonistas (Fekadu y Tesfaye, 2013).
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Figura 2. Confrontaciones in vitro de las cepas bacterianas rizosféricas contra Fusarium oxysporum f.
sp. ciceris raza 5 (sembrado tres dias previos a la inoculacion); cepas antagonistas de Bacillus sp.
T442 y T3141 (a1, a2), cepas antagonistas de Pseudomonas sp. 751 y 7A1 (a3 y a4) al quinto dia de
post-inoculacién.

Efecto protector de los antagonistas bacterianos y fungicos

En el ciclo 2012-2013 se observaron diferencias estadisticas entre tratamientos en el
vigor de planta (Cuadro 7). En las plantas de T7 (Trichoderma sp. HRG-060), el
vigor fue significativamente mayor que en las plantas de T1 (Testigo) y T5 (Control
negativo), superandolos en un 56 y 52%, el resto de los tratamientos fueron
estadisticamente igual a T1 y T5. Las plantas del T3 (Pseudomonas sp. T162)
presentaron el menor vigor, en el resto de los tratamientos las plantas presentaron

valores numéricos mayores que el testigo y el control negativo.

En marchitez de follaje y cancer de raiz (Cuadro 7), se observaron diferencias
significativas  entre  tratamientos; sin embargo, estas variables fueron
estadisticamente igual al testigo (T1) y control negativo (T5), aunque si se
observaron diferencias numéricas. La menor marchitez se presentoé en las plantas de
T6 (Trichoderma sp. HRG-050), seguidas por T8 (Trichoderma sp. HRG-083), y T7
(Trichoderma sp. HRG-060), siendo inferior en un 52.2, 493 y 47.9%
respectivamente en relacion a las plantas del testigo (Figura 3), y en un 63.3, 61.1y

52.1% con respecto a las plantas cuyas semillas fueron inoculadas con Foc (T5).

En cancer de raiz no se observaron diferencias significativas con respecto al testigo,
aunque el menor porcentaje se presento en las plantas de T7 (Trichoderma sp. HRG-

060), siendo inferior en un 51.5y 55.4% con respecto a las plantas de T1 y T5.
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Cuadro 7. Efecto protector de los antagonistas microbianos sobre la fusariosis
vascular del garbanzo bajo condiciones de invernadero (Ciclo 2012-2013).

Tratamientos Vigor de Marchitez Cancer
planta (%) de follaje (%) de raiz (%)
T1 = Testigo 38.00 b** 46.00 ab 68.67 ab
T2 =*7A1 59.33 ab 46.00 ab 46.67 b
T3 =T162 34.67 b 70.00 a 92.00 a
T4 =751 44 .67 ab 60.67 ab 61.67 ab
T5 = Control negativo 42.00 b 60.00 ab 74.67 ab
T6 = HRG-050 77.33 ab 22.00b 49.33 ab
T7 = HRG-060 87.33 a 24.00b 33.33b
T8 = HRG-083 50.00 ab 23.33b 56.67 ab
T9 =T442 60.00 ab 34.67 ab 56.00 ab
T10 = T3141 59.33 ab 28.67 ab 50.00 ab

*Inoculacién de semillas de garbanzo de T2-T4, con cepas de Pseudomonas sp.; T5 (Control
negativo), inoculacién de semillas con F. oxysporum f. sp. ciceris raza 5; de T7-T8 inoculacion con
cepas de Trichoderma sp.; T9 y T10 inoculacién con cepas de Bacillus sp.

**Medias con letras no comunes dentro de cada variable difieren estadisticamente segun prueba de
Tukey para P< 0.05.

Figura 3. Reaccioén de las raices de plantas de garbanzo variedad Blanco Sinaloa-96 a la inoculacion
con F. oxysporum ciceris raza 5 y microorganismos antagonistas. Testigo (a1); inoculacién de semillas
con cepas de Pseudomonas sp. 7A1, T162 y 751 (a2-a4); inoculacion de semillas con Foc raza 5,
control negativo (a5); inoculacion de semillas con cepas de Trichoderma sp. HRG-050, HRG-060 y
HRG-083 (a6-a8); inoculacion de semillas con cepas de Bacillus sp. T442 y T3141 (a9 y a10).
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En el ciclo 2013-2014 se observaron diferencias estadisticas entre tratamientos en el
vigor (Cuadro 8). En las plantas de T4 (Bacillus sp. T442) y T8 (Trichoderma sp.
HRG-060), el vigor fue significativamente mayor que en las plantas de T1 (testigo) y
T2 (quimico); en relacién a las plantas del testigo, el incremento fue de 30.8 y 27.3%
respectivamente, asimismo, en relacion al tratamiento quimico, el incremento de
vigor de T4 y T8 fue de un 26.9 y 22.5% correspondientemente. En marchitez de
follaje, se observaron diferencias estadisticas entre tratamientos (Cuadro 8); a
excepcion de T3 (Pseudomonas sp. 7Al), todos los tratamientos disminuyeron
significativamente la marchitez en relacién al testigo y fueron estadisticamente
iguales a T2 (quimico). La menor marchitez se presentdé en las plantas de T4
(Bacillus sp. T442) y T6 (Bacillus sp. T3141).

Cuadro 8. Efecto protector de los antagonistas microbianos sobre la fusariosis
vascular del garbanzo bajo condiciones de invernadero (Ciclo 2013-2014).

Tratamientos Vigor de planta  Marchitezde  Cancer de

(%) follaje (%) raiz (%)
T1 = Testigo* 61.60 b**** 66.80 a 80.00 a
T2 = Benomilo** 64.00 b 52.20 bc 51.60 cd
T3 =7A1*** 65.00 b 60.80 ab 68.00 b
T4 =T442 80.60 a 45.00 ¢ 45.40 de
T5 =751 66.20 b 49.80 bc 57.00 c
T6 = T3141 68.00 b 4440 c 57.60 c
T7 = HRG-050 61.20 b 49.80 bc 46.80 de
T8 = HRG-060 78.40 a 49.40 bc 39.60 e

* Semillas no inoculadas.

** Tratamiento de semillas con fungicida quimico.

***Inoculacion de semillas de garbanzo de T3 y T5, con cepas de Pseudomonas sp.; T4 y T6, con
cepas de Bacillus sp.; T7 y T8 con cepas de Trichoderma sp.

****Medias con letras no comunes dentro de cada variable difieren estadisticamente segun prueba de
Tukey para P< 0.05.

Con respecto al cancer de raiz (Cuadro 8), todos los tratamientos disminuyeron
significativamente este sintoma en comparacién con el testigo, los menores

porcentajes se reportaron en las plantas de T8 (Trichoderma sp. HRG-060) y T4
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(Bacillus sp. T442). Con respecto al tratamiento quimico (T2), el porcentaje de cancer

de las plantas de T8 fue significativamente inferior.

El mayor efecto protector contra la fusariosis vascular en los dos bioensayos
montados en invernadero, se presento en los tratamientos basados en la inoculacién
con las cepas de Trichoderma HRG-060 y Bacillus T442. Malik y Sindhu (2011),
sostienen que entre los diversos microorganismos que habitan la rizosfera, se
encuentran bacterias y hongos de los géneros de Bacillus y Trichoderma que
presentan la propiedad de estimular la salud vegetal, empleando una amplia variedad
de mecanismos moleculares. Diversas investigaciones sefiala que cepas de
Trichoderma sp. producen antibidticos como trichodermina, suzukacilina,
trichorzianina, gliotoxina y viridina (Martinez et al., 2008; Infante et al., 2009), y
diversos metabolitos como celulasas, glucanasas, lipasas, proteasas, quitinasas, y B-
1-3-Glucanasa (Mukherjee et al., 2008; Paredes-Escalante et al., 2011); ademas
produce siderdforos, los cuales detienen el crecimiento de otros hongos
fitopatdgenos (Tchameni et al.,, 2011). Ezziyyani et al. (2004), sostienen que la
eficiencia de Trichoderma para inhibir estos hongos puede deberse, en parte, a su
competencia por espacio y nutrientes. Asimismo, cepas de Bacillus sp. han
demostrado poseer caracteristicas como excelentes agentes biocontrol, al producir
antibidticos conocido como iturinas, bacilysin, fengycin, sufactin, mycosubtilin y
fungistatin, que tiene accion efectiva contra fitopatogenos (Arguelles-Arias et al.,
2009; Babaloba, 2010); de acuerdo con Leclere et al. (2005), la produccién de
micosubtilina tiene importantes propiedades antagoénicas frente a F. oxysporum. Los
resultados de esta investigacion concuerdan con lo reportado por varios
investigadores. Asi, Verma et al. (2014), en ensayo realizado en garbanzo, reportan
que diferentes cepas de Trichoderma, mostraron actividad antagonista contra F.
oxysporum f. sp. ciceris (Foc), mejorado significativamente el control de la
enfermedad en el cultivo, recomendando su uso como agente biocontrol en la
produccion de garbanzo. De la misma manera, Manjunatha et al. (2013), al evaluar
aislados nativos de Trichoderma como agentes biocontrol de la podredumbre de la
raiz seca de garbanzo, reportaron que estos aislados se pueden utilizar en

condiciones de campo para el control de la enfermedad, ya que esta disminuy6
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significativamente. Por su parte, Moradi et al. (2012), estudiaron el efecto de cepas
de Trichoderma y Bacillus en la supresion de la marchitez causada por Foc en
garbanzo, reportando reducciones significativas en la gravedad de la enfermedad en
un 40% en comparacion con el control. Similares resultados fueron reportados por
Da Silva et al. (2011), quienes sefalan que aislados caracterizados como
Trichoderma fueron eficaces en la protecciéon contra la antracnosis en pepino, al
reducir la gravedad de la enfermedad en un rango de 46-85%. Hassan et al. (2014),
evaluando cepas nativas de Trichoderma y Bacillus para el control de F. oxyporum,
causante de la pudricion de raiz de jamaica, reportaron que estas cepas inhibieron el
crecimiento micelial del patégeno en un promedio de 81 y 77%. Los datos de esta
investigacion también concuerdan con Karimi et al. (2012), quienes al evaluar cepas
del género Bacillus, aislada de la rizosfera de plantas de garbanzo contra Foc bajo
condiciones de invernadero, reportaron un incremento significativo en el control de la
enfermedad en un rango de 15.8 a 44.8% con respecto al control. Por su parte,
Eshetu et al. (2015), al tratar semillas de haba con cepa nativas de Bacillus en
invernadero, reportaron que las plantas tratadas mostraron una reduccién
significativa de la gravedad de la pudricion negra de la raiz provocada por F. solani,
mayores al 50-78% sobre el control. De la misma manera, investigaciones realizadas
tanto en laboratorio como en campo, indican que cepas del género Bacillus son de
los agentes mas eficaces en el control de Fusarium oxysporum (Alamri et al., 2012).
Asimismo, Oh et al. (2011), demostraron que cepas de Bacillus redujeron la

marchitez provocada por F. oxysporum y aumentaron el vigor en plantas de chile.

El efecto protector otorgado por la cepa de Trichoderma HRG-060, podria ser
proporcionado por los principales mecanismos antagonicos desplegados por este
antagonista. De acuerdo a los resultados obtenidos in vitro, esta cepa ejerce la
actividad biocontrol por competencia, asi como por micoparasitismo. Droby et al.
(2009) y Sharma et al. (2009), afirman que la accion mas comun mediante la cual
Trichoderma ejerce el antagonismo es mediante la competencia por nutrientes y
espacio; de acuerdo con Babaloba (2010), esta se da generalmente por carbono,
hierro y nitrato, y es favorecida por la alta velocidad de crecimiento de Trichoderma y

secrecion de metabolitos que frenan o eliminan a los competidores en el
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microambiente. Asimismo, un criterio importante es la accion rapida del antagonista
en superar la inhibicion del patdégeno y poder parasitarlo (Sharman, 2011). El
micoparasitismo de la cepa de Trichoderma observado in vitro, es debido
probablemente a la produccién y regulacién de enzimas liticas y de degradacion tales
como celulasas, quitinasas, glucanasas y proteasas, como lo menciona Mukherjee et
al. (2008), lo cual contribuy6 posiblemente en la disminucion de la enfermedad al
inocular las semillas con esta cepa. Diversas cepas de Trichoderma han sido
explotadas como agentes de control biolégico de patdgenos, incluyendo hongos y
nematodos, debido a la produccién de enzimas de degradacién de la pared celular
(Vinale et al., 2008a). Por otra parte, la produccion de sideréforos es un mecanismo
que aparte de estimular el crecimiento vegetal, contribuye en la sanidad de la planta,
pues el hierro participa como cofactor de reacciones enzimaticas, por lo que la
limitacion de este macronutriente es letal para los microorganismos, y diversas
investigaciones sefalan que ciertas cepas de Trichoderma y Bacillus tienen la
capacidad de producirlos (Dehner et al., 2010; Tenorio et al., 2012). El efecto
protector de la cepa de Bacillus T442, podria ser ocasionado por la inhibicion del
crecimiento micelial del fitopatdégeno, que se observo en laboratorio, demostrando su
efecto de antibiosis por la produccion de sustancias difusibles que restringen y
suprimen el crecimiento del fitopatdgeno, tal como lo sefala Eshetu et al. (2015).
Diversas cepas de Bacillus producen diferentes tipos de antibidticos que se utilizan
en el control biolégico de patdégenos de plantas (Arguelles-Arias et al., 2009). Karimi
et al. (2012), demostraron la capacidad de Bacillus para la produccién de cianuro de
hidrogeno, sideroforos, proteasa y el acido indol acético (IAA), productos que inhiben
el crecimiento de patégenos. Hay estudios que sefalan la produccion de
biosurfactantes por cepas de Bacillus, los cuales estan involucrados en la formacion
de una biopelicula gruesa y estable que, junto con la liberacion de moléculas
proteicas antifungicas posicionan a esta bacteria en una situacion ventajosa en
relacion a la competencia que existe en la microbiota del suelo (Sarti y Miyazaki,
2013). Por tanto, la colonizacion efectiva de las raices de las plantas de garbanzo y

la produccion de sustancias inhibitorias por las cepas antagonistas HRG-060 y T442,
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podrian haber contribuido en su capacidad para disminuir la infeccion por Foc y

controlar la enfermedad.
Promocién del crecimiento por los antagonistas bacterianos y fungicos

En el efecto de estimulacion del crecimiento de las plantas de garbanzo por las
cepas rizosféricas en el ciclo 2012-2013, se encontré que en altura de planta no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos, pero si hubo variaciones
numéricas (Cuadro 9). La mayor altura se presentdé en las plantas de T7
(Trichoderma sp. HRG-060), siendo superior en un 28.5% con respecto a las plantas
del testigo. En el indice de verdor se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos. El verdor de las plantas de T7 (Trichoderma sp. HRG-060) fue
significativamente superior con respecto a T1 (testigo) y T5 (control negativo), con un
incremento de 78.5 y 85.9% respectivamente; en los tratamientos restantes, a
excepcion de T3 (Pseudomonas sp. T162), también se presentaron incrementos en

el verdor, pero no fueron estadisticamente diferentes a T1y T5.

Cuadro 9. Efecto de la inoculacion de semillas con antagonistas bacterianos y
fungicos en los parametros de crecimiento de plantas de garbanzo bajo condiciones
de invernadero (Ciclo 2012-2013).

Tratamientos Altura de Indice de verdor Peso fresco  Peso seco
plana (cm) (SPAD) (9) (9)

T1 = Testigo 31.37 a 47.98 bc** 6.37 abc 3.10b
T2 =7A1* 37.33 a 57.40 ab 11.067 a 8.47 a
T3 =T162 27.83 a 30.97 c 2.167 c 1.07 b
T4 =751 29.63 a 50.07 b 3.30 bc 1.73 b
T5=Focraza5 33.27 a 42.77 bc 4.53 abc 2.27b
T6 = HRG-050 35.50 a 60.63 ab 6.57 abc 287b
T7 = HRG-060 40.30 a 75.37 a 9.03 ab 4.87 ab
T8 = HRG-083 28.57 a 53.37b 10.20 a 4.93 ab
T9 =T442 29.83 a 57.17 ab 10.30 a 4.77 ab
T10 = T3141 3213 a 60.17 ab 10.87 a 6.00 ab

*Inoculacién de semillas de garbanzo de T2-T4, con cepas de Pseudomonas sp.; T5, con F.
oxysporum f. sp. ciceris raza 5; de T7-T8 con cepas de Trichoderma sp.; T9 y T10 con cepas de
Bacillus sp.

**Medias con letras no comunes dentro de cada variable difieren estadisticamente segun prueba de
Tukey para P< 0.05.
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En el peso fresco y peso seco también se presentaron diferencias significativas entre
los tratamientos, sin embargo, los tratamientos basados en la inoculacion con los
antagonistas, fueron estadisticamente iguales al testigo y control negativo. Los
mayores valores se observaron en T2 (Pseudomonas sp. 7Al), T7 (Trichoderma sp.
HRG-060), T8 (Trichoderma sp. HRG-083), T9 (Bacillus sp. T442) y T10 (Bacillus sp.
T3141).

Con respecto al ciclo 2013-2014, en altura de planta no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos, presentandose variaciones numeéricas (Cuadro
10). La mayor altura se observo en las plantas de T7 (Trichoderma sp. HRG-050). En
el diametro de tallo se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos,
sin embargo, los tratamientos basados en la inoculacion con los antagonistas, fueron
estadisticamente iguales a T1 (testigo) y T2 (quimico), no obstante, a excepcion de
T3 (Pseudomonas sp. 7Al), en las plantas de todos los tratamientos, el grosor de
tallo fue numéricamente mayor en comparaciéon de las plantas de T1 y T2. En el
indice de verdor se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. El
verdor de las plantas de T5 (Pseudomonas sp. 751) y T4 (Bacillus sp. T442) fue
significativamente superior al obtenido por las plantas del testigo, con un incremento
de 246 y 224% respectivamente, el resto de los tratamientos fueron
estadisticamente iguales al testigo; sin embargo, numéricamente, el indice de verdor
fue mayor en todos los tratamientos donde se empled la inoculacion de semillas con
los antagonistas rizosféricos. Con respecto al peso fresco, se presentaron diferencias
estadisticas entre los tratamientos, siendo este significativamente superior en las
plantas de T4 (Bacillus sp. T442) en relacion a las plantas del testigo; en los
tratamientos restantes, a excepcidon de T3 (Pseudomonas sp. 7Al) aunque no
estadisticamente, se presentaron incrementos en el peso fresco en comparacion a
las plantas de T1 (testigo) y T2 (quimico). En el peso seco también se presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos, las plantas de los tratamientos 4
(Bacillus sp. T442) y 8 (Trichoderma sp. HRG-060) mostraron incrementos
significativos en el peso seco con respecto a las plantas de T1 y T2; y aunque no
hubo diferencias estadisticas en los tratamientos 5, 6 y 7, el peso seco de las plantas

de estos tratamientos fue superior al obtenido por la plantas del testigo y de T2
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(quimico). En el rendimiento se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos; las plantas de T4 (Bacillus sp. T442), T8 (Trichoderma sp. HRG-060) y
T5 (Pseudomonas sp. 751) presentaron incrementos significativos en el rendimiento
con respecto a las plantas del testigo, siendo estos del orden de 78.7, 67.0 y 67.0%
para T4, T8 y T5 correspondientemente; esta misma tendencia se presentd con

respecto a las plantas del tratamiento quimico.

Cuadro 10. Efecto de la inoculacion de semillas con antagonistas bacterianos y
fungicos en los parametros de crecimiento y rendimiento de plantas de garbanzo bajo
condiciones de invernadero (Ciclo 2013-2014).

Altura Diametro de indice de Peso Peso seco Rendimiento
Tratamientos (cm) tallo (mm) verdor fresco (g) (9) (g planta™)
(SPAD)

T1 = Testigo* 70.27a 3.76 ab™** 4532c 29.53 bc 20.69 ¢ 3.42cd
T2 = Benomilo** 64.06a 3.64 ab 47.58 bc 2759 ¢c 2091c 3.63 cd
T3 = 7A1*** 52.63a 2.86Db 50.10 abc 26.97 c 19.92 c 1.82d

T4 =T442 72.42a 4.04 ab 55.45 ab 41.73 a 30.03 a 6.11 a

T5 =751 63.91a 4.26a 56.49 a 33.03 be 23.75 bc 5.71 ab
T6 = T3141 7243a 4.26a 49.81 abc 33.40 bc 22.19 bc 3.83 bc
T7 = HRG-050 74.25a 4.04 ab 48.65 abc 32.94 bc 22.24 bc 3.04 cd
T8 = HRG-060 66.32a 4.26 a 50.76 abc 35.57 ab 26.44 ab 5.71 ab

*Semiillas no inoculadas.

** Tratamiento de semillas con fungicida quimico.

***Inoculacion de semillas de garbanzo de T3 y T5, con cepas de Pseudomonas sp.; T4 y T6, con
cepas de Bacillus sp.; T7 y T8 con cepas de Trichoderma sp.

****Medias con letras no comunes dentro de cada variable difieren estadisticamente segun prueba de
Tukey para P< 0.05.

Los tratamientos con las cepas antagonistas que causaron el mayor efecto de
promocién del crecimiento en las plantas de garbanzo en ambos ensayos fueron
Bacillus sp. T442 y Trichoderma sp. HRG-060. Diversas sustancias que promueven
el crecimiento vegetal son producidas por ciertos microorganismos rizosféricos, entre
ellos bacterias del género Bacillus y hongos del género Trichoderma, y pueden influir
directa o indirectamente sobre el metabolismo y fisiologia de la planta (Bhattacharyya
y Jha, 2012), mediante la sintesis y excrecidén de sustancias fitoestimuladoras, como
fitohormonas y compuestos organicos volatiles que refuerzan la inmunidad vegetal

(Ahmad et al., 2008; Ambreen y Shahida, 2010). Varios investigadores sefialan que
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la inoculacién de semillas con cepas de Bacillus, promueven el crecimiento vegetal,
ocasionando incremento en rendimiento, debido a que pueden actuar como
fertilizadoras del suelo por su capacidad para movilizar nutrientes y producir
fitohormonas, permitiendo optimizar los procesos de floracion, germinacion y
establecimiento de la plantula (Kumar et al., 2011; Malviya et al., 2012; Eshetu et al.,
2015). Guzman et al. (2012), sefialan que la estimulacion del crecimiento por cepas
de Bacillus y Pseudomonas, es debido a la fijacion del nitrogeno atmosférico y
solubilizacion del fésforo. Asimismo, diversos trabajos sefialan que algunas cepas de
Trichoderma secretan mas de 70 metabolitos secundarios y fitohormonas que
estimulan el crecimiento de las plantas (Hoyos et al., 2009; Cano, 2011). Se ha
observado que algunas especies de Trichoderma produce diversos acidos que
disminuyen el pH del suelo, aumentando la solubilizacion de fosfatos vy
micronutrientes, como hierro y manganeso (Harman et al.,, 2004; Vinale et al.,
2008b). Singh et al. (2010), mencionan que algunos aislamientos de este hongo
poseen una fuerte capacidad de movilizar y asimilar los nutrientes del suelo, los
cuales en su forma original no son accesibles para las plantas, reportando en su
investigacion mediante un andlisis de suelo un aumento en la disponibilidad de P, K,
N, Fe, Mn y Zn del orden de 65, 44, 27, 100, 79 y 66% respectivamente y una
disminucion del pH de un 6%, induciendo al incremento en longitud de las raices y el
posterior aumento de vigor y biomasa, mejorando la tolerancia al estrés hidrico. Los
resultados de esta investigacion concuerdan con lo reportado por Karimi et al. (2012)
y Verma et al. (2009), quienes reportan incrementos significativos en altura, peso
fresco, peso seco y rendimiento en plantas de garbanzo que fueron inoculadas con
aislamientos de Bacillus y Pseudomonas en comparacion con el testigo. Asimismo,
Wani et al. (2010), reportan que el crecimiento, contenido de clorofila y rendimiento
se mejord significativamente al emplear cepas de Bacillus como bioinoculante.
Resultados similares fueron reportados en otros cultivos al emplear aislamientos de
Bacillus como inéculo (Park et al., 2013; Nuncio-Orta et al., 2015; Eshetu et al.,
2015). De la misma manera, el efecto estimulatorio de crecimiento obtenido con la
cepa Trichoderma HRG-060, son similares a los reportados por Verma et al. (2014),

quienes reportan incrementos en el crecimiento y rendimiento del garbanzo al
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emplear cepas Trichoderma como inéculo; en investigacion realizada en garbanzo
por Avila-Miramontes et al. (2015), se obtuvieron rendimientos significativamente
mas altos en comparacion con el tratamiento de fertilizacion quimica. Los resultados
también son semejantes a los obtenidos por Garcia et al. (2012), quienes
demostraron que la inoculacion de semillas de papa con cepas nativas de
Trichoderma incrementaron significativamente el diametro de tallo, fotosintesis, peso
fresco, peso seco y rendimiento, siendo estos incrementos mayores a 15.0, 67.0,
68.0, 85.0 y 400% respectivamente, en comparaciéon con el testigo. De igual forma,
Solano et al. (2015), concluyeron que la inclusion de Trichoderma en etapa de vivero
para plantas de arboles de melina favorecen el crecimiento y desarrollo radicular de
la misma. Resultados similares han sido reportados en diversos cultivos (Da Silva et
al., 2011; Akrami et al., 2011; Perello y Dal Bello, 2011). Este efecto estimulatorio de
Bacillus sp. T442 y Trichoderma sp. HRG-060 podria ser atribuido a su accion
indirecta mediante el control del patdgeno, solubilidad de nutrientes del suelo y
produccion de hormonas vegetales como citoquininas, giberelinas, auxinas y acido
indol-3-acético, que favorece el crecimiento de las raices, asimismo, el incremento en
verdor podria indicar una mayor tasa fotosintética en las plantas tratadas, afectando
asi la biomasa, traduciéndose en una mayor produccion, traslado y acumulacién de
azucares, ocasionando incrementos significativos en el rendimiento (Contreras-
Cornejo et al., 2009; Charana y Yoon, 2013; Verma et al., 2014; Nuncio-Orta et al.,
2015). En los resultados de ambos ciclos, se advierte una discrepancia del efecto de
las cepas antagonistas en la proteccidén y crecimiento de las plantas, lo que puede
ser atribuido a diferencias de la presencia de factores abi6ticos como temperatura y
humedad, que se consideran decisivos para asegurar un buen desempefio de los

agentes benéficos (Akrami et al., 2011; Da Silva et al., 2011).
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OF RABIES CHICKPEA
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RESUMEN

La agricultura practicada actualmente, origina problemas de contaminacién, debido al
uso indiscriminado de agroquimicos, de ahi la importancia de encontrar alternativas
que contribuyan a una produccion agricola sustentable, siendo una opcién el empleo
de microorganismos como agentes biocontrol de enfermedades. El garbanzo es un
cultivo importante en Sinaloa, es afectado por la rabia del garbanzo, siendo cuyo
principal agente causal es Fusarium oxysporum. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el biocontrol de la rabia del garbanzo aplicando cepas del hongo antagénico
Trichoderma sp nativos de Sinaloa en campo infestado por la rabia del garbanzo. Las
semillas fueron inoculadas con 1x108 conidios mL™' de Trichoderma, se establecieron
cuatro tratamientos, un testigo, un fungicida quimico, la cepa HRG-050 y la HRG-060
en disefio de bloques completos al azar. Mediante escalas subjetivas se evaluaron la
marchitez en follaje, cancer de raiz y vigor de planta, asimismo, se determiné altura
de planta, diametro de tallo, indice de verdor en unidades del Spad 502, peso fresco,
peso seco y rendimiento. La cepa Trichoderma HRG-060 fue la mas eficaz para
controlar la rabia del garbanzo y proporciono las mejores condiciones para un mayor
desarrollo y rendimiento.

Palabras clave: Antagonismo, hongos, fusariosis vascular
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ABSTRACT

Agriculture currently practiced, causes pollution problems due to indiscriminate use of
agrochemicals, hence the importance of finding alternatives that contribute to a
sustainable agricultural production, with an option the use of microorganisms as
biocontrol agents of diseases. The chickpea is an important crop in Sinaloa, is
affected by rabies chickpea, the main causal agent is Fusarium oxysporum. The aim
of this study was to evaluate the biocontrol of chickpea rabies in infective field,
applying strains of antagonistic fungus Trichoderma sp native of Sinaloa. The seeds
were inoculated with 1x108 conidia mL"' of Trichoderma, a design with four
treatments, a witness, a chemical fungicide, the HRG-050 strain and HRG-060 was
established in randomized complete block. By subjective scales were evaluated wilt
foliage, root cancer and plant vigor cancer. Plant height was measured, stem
diameter, chlorophyll content Spad 502 units, fresh and dry weight and yield. The
strain Trichoderma HRG-060 was the most effective in controlling rabies chickpea
and provided the best conditions for further development and performance.

Keywords: Antagonis, fungi, fusarium wilt

INTRODUCCION
La agricultura tecnificada que se practica en gran parte del mundo paradéjicamente
conlleva a dos escenarios: por un lado contribuye a incrementar el rendimiento y
calidad de cosechas y por otra parte genera una disminucion 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 produccién de los
cultivos, impactando adversamente y de manera significativa, la sustentabilidad de la
agricultura (Osorio, 2008). Ante esta situacion, el enfoque de la nueva agricultura se
contempla dentro de un marco de sustentabilidad, que involucra la busqueda de
estrategias que disminuyan el empleo de agroquimicos y que contribuyan a
conservar el medio ambiente. Una alternativa es la rama de la biotecnologia llamada
control biolégico o biocontrol, el cual, de acuerdo con Cook y Baker (1983), se define
como “la reduccion de la cantidad de indculo o de la actividad de un patdégeno para

producir una enfermedad por o a través de uno o mas organismos distintos al
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hombre”. El control biolégico 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
(Lépez, 2011).

En México, el cultivo de garbanzo tiene gran importancia; a nivel mundial nuestro
pais es el sexto productor de este grano, con una produccién de 108,799 toneladas
en el ciclo 2012-2013 (FAOSTAT, 2013). En Sinaloa, este cultivo también es
importante, principalmente por ser un generador de divisas, ya que casi la totalidad
de su produccién esta destinada a la exportacion principalmente a Europa y Asia,
siendo nuestro Estado el principal productor y exportador de garbanzo blanco del
pais. La superficie sembrada en Sinaloa por esta leguminosa en 2013 fue de 79,750
ha, con una produccion de 111,650 toneladas (SAGARPA, 2013).

El rendimiento del garbanzo a nivel mundial, es afectado por varias situaciones de
estrés abidtico y por ataque de diferentes enfermedades, presentandose una serie de
padecimientos en la raiz que se conoce como complejo de enfermedades de
Marchitez y Podredumbre de Raiz (MPR) en garbanzo (Jiménez, 2011; Landa et al.,
2006). La fusariosis vascular del garbanzo es la enfermedad mas ampliamente
distribuida y severa de las que comprenden el complejo MPR, y como principales
agentes causales de la fusariosis se sefiala a F. oxysporum f. sp. ciceris, Fusarium
solani f. sp. pisi, Macrophomina phaseolina entre otros (Kraft et al., 1994; Bhatti y
Kraft, 1992; Trapero y Jiménez, 1985).

En Sinaloa la fusariosis vascular de garbanzo es la enfermedad de mayor
importancia, también se le conoce como rabia, marchitez o secadera de las plantas y
su principal forma de penetracion es por la raiz (Carrillo, 2010). EI Género Fusarium
es el patégeno mas destacado (Gémez et al., 2002), siendo Fusarium oxysporum f.
sp. ciceris (Foc) uno de los mas predominantes (Carrillo, 2010; Velarde et al., 2009).
El principal control de estos patdgenos es mediante el empleo de quimicos, los
cuales en mucha ocasiones no resultan efectivos. Por otra parte, la practica del
monocultivo y la contaminacion por el uso indiscriminado de agroquimicos en la

agricultura han reducido la biodiversidad del agroecosistema, ocasionando la

89



inestabilidad del mismo, reflejandose en una mayor incidencia y severidad de las
enfermedades de las plantas (Fernandez, 2007), asi como el desarrollo de
generaciones de patdégenos mas resistentes (Lazniewska et al., 2012; Michel et al.,
2005). Lo anterior evidencia la busqueda de agentes de control biolégico como una
opcion factible al uso indiscriminado de pesticidas en la agricultura, desarrollandose
diversas técnicas bioloégicas competentes que incluyen la aplicaciéon de
microorganismos antagonistas que se perfilan como alternativas a los fungicidas
(Wang et al., 2008).

Entre estos microorganismos antagonistas estan los hongos benéficos como una
opcion potencial, los cuales son reconocidos como supresores naturales de
fitopatégenos en los cultivos, disminuyendo la severidad de las enfermedades
(Michel et al., 2001; Bailey, 2011). Trichoderma es considerado como uno de los
principales hongos antagonistas, diversas investigaciones en biocontrol de F.
oxysporum senalan que este microorganismo es un hongo antagénico muy eficiente
en diversos cultivos incluyendo al garbanzo (Paredes et al., 2009; Avendafo y
Arbelaez, 2006; Herrera, 2005; Kaur y Muthamilan, 1992). Howell (2006), y Samuel
(2006) senalan que este hongo es un buen agente biocontrol, ya que reune 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 fitopatogenos.
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 fésforo, suministro de
otros nutrientes, produccién de sideréforos y de metabolitos secundarios
(Chowdappa et al., 2013; Akkopru y Demir, 2005; Mayak, 2004).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el biocontrol de la rabia del garbanzo aplicando
cepas del hongo antagoénico Trichoderma sp nativos de Sinaloa en campo infectado

por la rabia del garbanzo.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 en el laboratorio del Centro de Ciencias de Sinaloa y en el
campo experimental del INIFAP cuyas coordenadas son 24°37°49” latitud Norte y
107°26°17” latitud Oeste.

Las cepas Trichoderma sp. (HRG-050 y HRG-060) fueron obtenidas de la coleccion
del Centro de Investigacion en Alimentos y Desarrollo, la cepa de Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris raza 5 (Foc), fue donada por el laboratorio del Instituto
Nacional de Investigacion y Fomento Agricola y Pecuario.

La activacion de las cepas fue mediante la inoculacion de cajas petri con medio de
cultivo a base de infusion de papa, dextrosa y agar (PDA), por el método de porcién.
La obtencidén del inéculo fue por el método de la camara de Neubauer, obteniéndose
una concentracion de 1x108 conidios mL™" (Ferrén, 1981).

La siembra se realizé en diciembre del 2013, empleandose la variedad de garbanzo
Blanco Sinaloa-92. La parcela experimental constd de un area de 300 m2. La
densidad de siembra fue de diez plantas por metro lineal a una distancia de 10 cm
entre semillas, con una separacion de 0.80 m entre surcos.

Los tratamientos que se establecieron fueron: 1=Testigo; 2= Control quimico
(Benomilo); 3= Cepa HRG-050; y 4= Cepa HRG-060. Se establecié un disefo
experimental de bloques completos al azar, con seis bloques por tratamiento.

Las variables respuesta evaluadas en laboratorio fueron: bioensayos de
confrontacién in vitro antagonistas-Foc raza 5, en cajas petri con medio PDA, por el
método de porcidon, determinado en base al crecimiento radial del la cepa con
respecto a Foc raza 5 (Quiroz et al., 2008) y cinética de crecimiento, determinada en
cajas petri con medio PDA, se sembraron cuatro repeticiones de las cepas y se
pasaron a incubacion para su observacion y medicion el crecimiento de los hongos
durante 6 dias con una temperatura de 25 °C.

En los bioensayos de confrontacion in vitro la evaluacion de la capacidad antagonica
se efectudé por medio de la técnica de cultivos duales, donde se evaluaron los
mecanismos antagonicos por competencia por sustrato, antibiosis y determinacién

del tiempo de contacto antagonista-patdégeno. La competencia por sustrato se evalu6

91



en base a la escala de clases de antagonismo propuesta por Bell et al. (1982), la cual
se presenta en el Cuadro 11, y se determiné la capacidad antagonica de las cepas
en base a escala propuesta por Elias y Arcos (1989), que se presenta en el Cuadro
12. El mecanismo antagoénico por antibiosis fue determinado en base al porcentaje
de crecimiento micelial (PIC) de acuerdo a la siguiente ecuacion propuesta por Singh
(2003): PIC = R1 - R2/R1 X 100; donde R1= crecimiento radial del patdégeno testigo
y R2= crecimiento radial del patégeno en confrontacion.

El tiempo de contacto fue medido en el niumero de dias en que se unieron el
patdgeno y la cepa antagonista. Para determinar el efecto protector en planta de las
cepas de Trichoderma, las variables consideradas fueron vigor de planta, marchitez
de follaje y cancer en raiz empleando escalas subjetivas (Cuadro 13), considerando
porcentajes de desarrollo y flacidez de planta, clorosis y/o necrosis en planta y

cancer en raiz y tallo.

Cuadro 11. Escala de clases de antagonismo (Bell et al., 1982).

Clase Crecimiento

Clase 1 Trichoderma spp. crece completamente sobre la colonia del patdégeno
y cubre la superficie del medio del cultivo.

Clase 2  Trichoderma spp. crece al menos sobre las dos terceras partes de la
superficie del medio del cultivo.

Clase 3  Trichoderma spp. y el patégeno cubren aproximadamente la mitad de
la superficie del medio del cultivo.

Clase 4 El patdégeno crece al menos en las dos terceras partes de la superficie
del medio del cultivo limitando el crecimiento de Trichoderma spp.

Clase 5 El patdégeno crece sobre la colonia de Trichoderma spp. ocupando
toda la superficie del medio del cultivo.
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Cuadro 12. Escala de la capacidad antagoénica (Elias y Aros, 1989)

Grado Capacidad antagodnica

Grado 0  Ninguna invasién sobre la superficie de la colonia del hongo patégeno

Grado 1 Invasion de un cuarto de la superficie de la colonia del hongo
patdégeno

Grado 2 Invasién de la mitad de la superficie de la colonia del hongo patogeno

Grado 3 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patdgeno

Grado 4 Invasion total y esporulacion sobre la colonia del hongo patdégeno

Cuadro 13. Escala subjetiva para evaluar el efecto protector de las cepas de
Trichoderma en plantas de garbanzo.

Escala Vigor de planta Marchitez de follaje Cancer en raiz
1 0% Menos vigor  No marchitez en follaje No cancer
2 25% 25 % de areas del follaje 25% del area de raices
Ligeramente enfermas enfermas
3 50% Medio 50% del area del follaje 50% del area de raices
enfermas enfermas
4 75% Vigorosa 75% del follaje enfermo 75% de las raices enfermas
5 100% mas Follaje totalmente Raices completamente
vigorosa enfermo enfermas

Para determinar el efecto de la estimulaciéon del desarrollo las variables consideradas

fueron altura de planta (cm), diametro de tallo (mm), indice de verdor (unidades

SPAD), peso fresco (g), peso seco (g) y rendimiento (g planta).

Para la evaluaciéon estadistica se consideraron los valores obtenidos de las variables

de respuesta con respectivas réplicas por tratamiento, se sometieron al analisis de

varianza y comparacion multiple de medias (Tukey P<0.05), en el programa SAS
version 9.0 (SAS Institute, 2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En los bioensayos de confrontacion in vitro antagonistas-Foc raza 5 mediante
cultivos duales, se presentaron diferencias significativas del crecimiento de las cepas
de Trichoderma sp. con respecto a Foc raza 5. Al tercer dia de observacion la cepa
HRG-050 crecié en un 76% y Foc crecio en un 24%, registrandose incremento en el
crecimiento de HRG-050 del 69% y de Foc en un 85% con respecto al primer dia. La
cepa HRG-060 aumenté en un 82% al tercer dia de observacion, y el crecimiento de
Foc (18%) no aumentd. Al cuarto dia de observacion, la cepa HRG-060 cubri6

completamente la superficie de la placa, encimandose sobre Foc (Figura 4).

= HRG 050 ® FOCRaza 5 HRG-O50

Tiempo de obssarvacion (dias)

o 20 40 &0
Crecimiento espacial (%)

HSG 060 » FOCRaza 5

Tiempo de obsarvacion (dias)

o 20 40 60 80
Crecimiento espacial (%)

Figura 4. Bioensayos de confrontacion in vitro antagonistas-Foc raza 5.

En base a las observaciones realizadas en las confrontaciones in vitro al tercer dia
después de la siembra del cultivo dual, se determiné que el mecanismo antagénico
por competencia por el sustrato de la cepa HRG-060 se ubica en la Clase 1; la cepa
HRG-050 presentd un antagonismo Clase 2. Sin embargo, al quinto dia de
observacion, ambas cepas reportaron un antagonismo Clase 1. La capacidad
antagodnica de ambas cepas al séptimo dia de estudio en base a la escala de Elias y
Aros (1989), fue del Grado 4, tanto la cepa HRG-060 como HRG-050 esporularon

sobre la superficie de Foc raza 5 (Figura 4 y Figura 5).
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Hifas de FOC raza 5 en Interaccion de las cepas de la cepa HRG-060 con FOC raza 5
y capacidad micoparasitica.

cultivo puro.

Figura 5. Mecanismos antagonicos por competencia por el sustrato.

En la determinacién del mecanismo antagonico por antibiosis se encontré que el
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (PIC) fue de un 80% para la cepa
HRG-060 y un PIC de 76% para la cepa HRG-050.

En la evaluaciéon del tiempo de contacto antagonista-patégeno se observaron
diferentes resultados. La unién entre la cepa HRG-060 y Foc se efectué a los dos
dias después de la siembra y el contacto entre la cepa HRG-050 y Foc se consumo
al tercer dia, resultados que se observan en la Figura 6.

La evaluacion de la variable cinética de crecimiento se presenta en la Figura 7. Se
observa que la mayor velocidad de crecimiento se present6 en la cepa HRG-060 y
Foc mostré un crecimiento lento con respecto a ambas cepas de Trichoderma. En el
primer dia de lectura, el crecimiento espacial con respecto a Foc fue superior en un
130 v 39% de HRG-060 y HRG-050 respectivamente; en el segundo dia el
crecimiento espacial fue superior en un 216 y 152% de HRG-060 y HRG-050
mutuamente; al tercer dia de observacion, el crecimiento de ambas cepas de
Trichoderma con respecto a Foc fue de 349%. En la Figura 8 se muestra el

crecimiento radial final de los antagonistas y del fitopatégeno.

95



Cepa HRG-060

Figura 6. Tiempo de contacto antagonista-patégeno
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Figura 7. Cinética de crecimiento de las cepas de Trichoderma sp. HRG-050, HRG-
060 y Foc.



Figura 8. Crecimiento radial final de las cepas de Trichoderma sp. y Foc raza 5.

Se evaluaron las variables que mostraron el efecto protector de las cepas fungicas
(Cuadro 14). Los resultados obtenidos en los analisis estadisticos en la prueba de
Kruskall-Wallis, un valor de P<0.05 indica que en los tratamientos se encontraron
diferencias significativas. Las plantas inoculadas con la cepa HRG-060 (T4)
presentaron valores estadisticamente diferentes en las variables vigor de planta,
marchitez del follaje y cancer oscuro en raiz y tallo. EI promedio de vigor de T4 fue
superior en un 36% al valor del testigo. La marchitez del follaje en las plantas del T4,
fue inferior en un 17% con respecto a las plantas del T1. La variable cancer de raiz,

en las plantas del T4 fue menor en un 24% con respecto al testigo (Cuadro 14).

Los resultados de la evaluacié de las variables mediante las que se determiné el
efecto de la estimulacion del desarrollo se presentan en el Cuadro 15. En altura de
planta se observaron diferencias significativas entre los tratamientos, el mayor valor
se presento en las plantas del T4 y la menor altura en las plantas del T2. En el
diametro de tallo también se reportan diferencias significativas, el mayor valor se
presentd en las plantas del T4, siendo un 12% mayor al obtenido por las plantas del

T1; el menor diametro lo obtuvieron las plantas del T2. En verdor de planta, no se
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presentaron diferencias estadisticas, sin embargo, el mayor valor se presentd en las
plantas del T4, siendo un 4% superior al obtenido por las plantas del T1; el menor
verdor se presentd en las plantas del T3. En el peso fresco se reportan diferencias
significativas entre las medias de los tratamientos, el peso fresco de las plantas de
T4 fue significativamente mayor al obtenido por las plantas del resto de los
tratamientos, siendo un 57% superior al obtenido por las plantas del T1. Al analizar el
peso seco, no se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos, pero si
numeéricas; el mayor promedio se obtuvo en las plantas del T4, siendo un 21% mayor
al obtenido por las plantas del T1. En rendimiento, se reportan diferencias
significativas entre las medias de los tratamientos, el mayor rendimiento promedio lo
obtuvieron las plantas del T4, siendo 156% mayor al obtenido por T1; el menor valor

promedio se presentod en las plantas del T2.

Cuadro 14. Respuesta de la inoculaciéon de semillas con cepas de Trichoderma sp. y
fungicida quimico al vigor, marchitez en follaje y cancer en raiz y tallo en plantas de
garbanzo cultivadas en campo.

Tratamiento Vigor Marchitez en follaje Cancer en raiz
T1=Testigo 1.61 b* 4.02 ab 4.05a
T2=Fungicida 1.8b 3.95b 3.72 ab
T3=HRG-050 1.4b 457 a 414 a
T4=HRG-060 219 a 3.32¢ 3.07b

*Medias entre columnas seguidas con una misma letra son estadisticamente iguales
entre si (P< 0.05).

Suarez et al. (2007), mencionan que entre los principales microorganismos
antagonistas del suelo se encuentran aislados de géneros de hongos como:
Trichoderma, Penicillum y Aspergillus, los resultados de esta investigacion lo
corroboran, ya que en base a los ensayos de antagonismos in vitro, se demuestra
que las cepas de Trichoderma son antagonistas a la raza 5 de Fusarium oxysporum
f. sp. ciceris, porque redujeron en forma apreciable el desarrollo del patégeno y
esporularon abundantemente sobre la superficie de la colonia, resultados similares a

los obtenidos por Elias et al. (1989). El antagonismo presentado por la cepa HRG-
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060 se debe en parte a la mayor tasa de crecimiento y a la mayor capacidad de
colonizacion del sustrato, en comparacion al patdégeno, como se demostré con la
prueba de cinética de crecimiento; estos resultados coinciden a los obtenidos por
Michel et al. (2001), quienes reportan que cepas de Trichoderma inhiben la formacion
de conidios de Fusarium oxysporum en mas del 60%, reduciendo su potencial
reproductivo, e inhibicion del crecimiento en su micelio por el mecanismo de
antibiosis en un rango de 1-47%. Por otra parte, Trichoderma HRG-050, present6 un
menor antagonismo sobre el patdgeno; esta variacion entre los aislados coincide con
lo observado por Calistrus et al. (1997), quienes reportan conductas antagonistas

diferentes entre una misma especie.

Cuadro 15. Respuesta de la inoculacion de semillas con cepas de Trichoderma sp. y
fungicida quimico al crecimiento, desarrollo y rendimiento en plantas de garbanzo
cultivadas en campo.

Peso Peso
Tratamiento Altura  Diametro  Verdor fresco seco Rendimiento
(cm) (mm)  (SPAD) (9) (9) (g planta”’)
T1=Testigo 2796a* 4.71ab 4574 a 19.89b 15.5a 10 b
T2=Fungicida 23.48b 458 b 42.34 a 17.86b 1733 a 44Db
T3=HRG-050 25.01ab 4.92ab 40.91a 1719b 13.64 a 49b

T4=HRG-060 28.11a 5.27 a 47.5a 31.24a 18.79a 256 a

*Medias entre columnas seguidas con una misma letra son estadisticamente iguales
entre si (P< 0.05).

Calvo et al. (2012), Martinez et al. (2008), y Arzate et al. (2006), reportan que mas
del 85% de las cepas de Trichoderma sp. confrontadas con fitopatégenos, al evaluar
el mecanismo antagonico por competencia por el sustrato, son ubicadas en la Clase

1y Clase 2, coincidiendo con lo reportado en esta investigacion.

Los porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial de las cepas de Trichoderma
HRG-060 Y HRG-050 de 80 y 76% respectivamente, difieren a los reportados por
Michel et al. (2005), quienes al confrontar cepas de Trichoderma con otros

fitopatdgenos encontraron valores de PIC superiores al 90%. Los resultados del
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tiempo de contacto obtenidos, coinciden con lo reportado por Calvo et al. (2012),
Arzate et al. (2006), quienes sefialan que el contacto entre Trichoderma y diversos
patdgenos se efectua entre uno y tres dias después de la siembra. Michel et al.
(2001), sostienen que una caracteristica importante para considerar a un posible
antagonista es su agresividad, la cual es determinada en gran parte al corto tiempo
de contacto.

Los resultados de ésta investigacion sefalan que la cepa HRG-060 protege a las
plantas de la rabia del garbanzo, debido a que la inoculacién de las semillas de
garbanzo por esta cepa aminord la marchitez del follaje y cancer de raiz e
incrementd el vigor de planta, por lo anterior se deduce que estos organismos,
incrementaron sus poblaciones, sobrevivieron, colonizaron las raices y tuvieron éxito
en la proteccion del cultivo con respecto al patdgeno, tal como lo refieren Kim et al.
(1997). Estos resultados también coinciden con Druzhinina et al. (2011), y Hoyos
(2009), quien senala que Trichoderma sp. es un hongo que funciona como biocontrol
de F. oxysporum en diversos cultivos, y con Kaur y Muthamilan (1992), quienes
observaron que Trichoderma sp. controld eficazmente al complejo de hongos
causantes de la marchitez del garbanzo, incluido F. oxysporum f. sp. ciceris.

El efecto estimulatorio presentado por las plantas de garbanzo al utilizarse
Trichoderma coincide por lo reportado por Moradi (2013), Hermosa et al. (2000), y
Bailey y Lumsden (1998), ya que ellos indican que la inoculacion de semillas con
Trichoderma induce a la produccién de hormonas de crecimiento, produce enzimas y
mejora la transferencia de minerales desde el suelo a la raiz. En general se puede
sefalar que los resultados de la cepa HRG-060 son debidos a que estos organismos
interactua antagonicamente con patdégenos mediante la competencia por nutrientes,
genera metabolitos secundarios con efecto antibidtico o parasitando directamente a
los patdgenos, ademas mejora el crecimiento de las plantas y genera resistencia a
condiciones de estrés, tal como lo sefialan Alizadeh (2013), Cano (2011), y Hermosa
et al. (2000).
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CAPITULO IV

MORFOLOGIA Y BIOQUIMICA DE ANTAGONISTAS MICROBIANOS Y SU
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Luz del Carmen Oliva Ortiz', Teresa de Jesus Velazquez Alcaraz', Rogelio Sosa
Pérez?, Leopoldo Partida Ruvalcaba®, Tomas Diaz Valdes', Julio Arciniega Ramos”,
Jacobo Enrique Cruz Ortega’

'Facultad de Agronomia, Universidad Auténoma de Sinaloa, Culiacan de Rosales, México
2Centron de Ciencias de Sinaloa, Culiacan de Rosales, México
3 Universidad Tecnoldgica de Culiacan, Culiacan de Rosales, México

Email: *parpolo@yahoo.com.mx

RESUMEN

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es un cultivo de gran importancia en el mundo, cuya
produccion es afectada por la fusariosis vascular. El objetivo de este estudio, fue
caracterizar morfolégica y bioquimicamente, seis microorganismos rizosféricos
autéctonos del centro de Sinaloa (T442, T3241, 7A1, 751, HRG-050 y HRG-060),
pertenecientes al Cepario del Centro de Ciencias de Sinaloa, mediante catalogos y
pruebas API, y determinar su efecto en la proteccidén contra la fusariosis vascular, y
en la estimulacion del crecimiento y rendimiento de garbanzo bajo condiciones de
campo. Estudios preliminares se efectuaron in vitro, evaluando el antagonismo
mediante el PICR de cada antagonista contra Foc, en cultivo dual, en placas Petri,
con medio de cultivo PDA; y se evaluod la estimulacion de germinacion mediante
inoculacion de semillas con cada uno de los antagonistas. En campo, las semillas de
garbanzo fueron inoculadas con las cepas antagonistas a una concentracion de
1x10® ufc o conidios mL™', estableciéndose ocho tratamientos: seis a base de
inoculacion de semilla con cada antagonista, un tratamiento quimico (Benomilo) y un
testigo, en un disefio de bloques completos al azar, evaluandose el efecto protector y
estimulatorio en las plantas de garbanzo. Las cepas fueron caracterizadas como
Bacillus subtilis, Agrobacterium radiobacter, Pseudomonas sp., Trichoderma sp. y
Bacillus megaterium con bajo porcentaje de confiabilidad. HRG-060 (Trichoderma
sp.) y T442 (Bacillus subtilis) mostraron ser los mejores agentes biocontrol en
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laboratorio y campo, asi como los mayores promotores del crecimiento, pues
redujeron significativamente el crecimiento del patégeno y la incidencia de la
enfermedad en campo, e incrementaron la germinacion, verdor, biomasa vy
rendimiento del garbanzo. El uso de las cepas HRG-060 y T442, para el control de la
fusariosis vascular del garbanzo es posible en las condiciones presentes en la zona

centro de Sinaloa.
ABSTRACT

The chickpea (Cicer arietinum L.) is an important crop in the world. In this study, six
strains of indigenous rhizosphere microorganisms (T442, T3241, 7A1, 751, HRG-050
y HRG-060), were characterized morphologically and biochemically through catalogs
and API tests, and evaluated as growth promoters and biocontrol agents of F.
oxysporum f. sp. ciceris (Foc), causal agent of Fusarium wilt of chickpea under
laboratory and field conditions. Preliminary studies were performed in vitro, evaluating
antagonism by PICR of Foc, in Petri dishes with PDA culture medium; the stimulation
of germination was evaluated by seed inoculation with the same strains. In the field,
chickpea seeds were inoculated with said antagonistic strains at a concentration of
1x108 ufc or conidia mL™", establishing eight treatments: six based on the inoculation
of seed with each antagonist strain, a chemical treatment (Benomyl) and a witness, in
block design randomized complete, evaluating the protective effect and stimulatory in
chickpea plants. The strains were characterized as Bacillus subtilis, Agrobacterium
radiobacter, Pseudomonas sp., Trichoderma sp., and Bacillus megaterium, the latter
with low percentage of identification. HRG-060 (Trichoderma sp.) and T442 (Bacillus
subtilis) proved to be the best biocontrol agents in laboratory and field, as well as
higher growth promoters, as significantly reduced growth of the pathogen and the
incidence of the disease in the field, and increased the germination, greenness,
biomass and yield of chickpea. The use of strains HRG-060 y T442 to control
Fusarium wilt of chickpea may be possible in the conditions that have the central area

of Sinaloa.

Keywords: Trichoderma, Bacillus, Fusarium oxysporum ciceris race 5, native strains.
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INTRODUCCION

El garbanzo (Cicer arietinum L.), es un cultivo de gran importancia en la alimentacion
mundial, debido a principalmente a su alto contenido de proteina (Jukanti et al.,
2012); siendo la segunda leguminosa mas importante del mundo después del frijol
(Jiménez-Diaz et al., 2015). Su principal productor y consumidor es la India, con una
cosecha de 9,356,250 t en el ciclo 2013-2014, ocupando México el octavo lugar de
produccion, al aportar 190,803 t en ese mismo ciclo (FAOSTAT, 2015); llevandose a
cabo su produccion principalmente en la zona Noroeste del pais, que comprende a
Sinaloa y Sonora (Guerrero et al., 2015), siendo Sinaloa el principal productor y
exportador de garbanzo (SIAP, 2015). La fusariosis vascular es la enfermedad mas
importante que afecta al garbanzo en todo el mundo (Jiménez-Diaz et al., 2015), la
cual reduce su rendimiento (Navas-Cortés et al., 2000), y ha sido reportada en la
mayoria de las zonas donde se cultiva garbanzo (Jiménez-Diaz et al., 2015). Uno de
los principales agentes causales de esta enfermedad es Fusarium oxysporum f. sp.
ciceris (Foc) (Demers et al., 2014); en el centro de Sinaloa se ha reportado a Foc
raza 5 como el principal patéogeno (Velarde et al.,, 2015). En los ultimos afos, las
pérdidas debidas a la fusariosis vascular han variado del 10-70%, significando
reducciones de exportacion, incremento de costos de produccidn y disminuciéon de la
rentabilidad (Guerrero et al., 2015). El uso de fungicidas en el tratamiento a la semilla
es una forma de reducir esta enfermedad (Avila et al., 2015); sin embargo, ningun
tratamiento quimico ha proporcionado un nivel de control satisfactorio (Karimi et al.,
2012). Ademas, estos compuestos producen efectos negativos en el medio
ambiente, pues contaminan el suelo, agua y aire, generando residuos toxicos,
ademas de inducir generaciones de fitopatdogenos resistentes, alterando el equilibrio
ecoldgico (Moradi et al., 2012; Naher et al., 2014). Debido a los resultados adversos
que producen los pesticidas, la tendencia en la agricultura es la utilizacion de
insumos de bajo impacto ambiental y sin problemas de toxicidad (Pastrana et al.,
2016); situando asi al control biolégico como una alternativa dentro del manejo de
enfermedades (Abdulkareem, 2014).
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Numerosos estudios se han realizado con diversos microorganismos rizosféricos
para el biocontrol de F. oxysporum (Hernandez et al., 2014; Eshetu et al., 2015);
identificandose algunos antagonistas con efecto de supresion en Foc y que mejoran
el crecimiento del garbanzo como bacterias del género Bacillus y Pseudomonas, asi
como hongos del género Trichoderma (Karimi et al.,, 2012; Moradi et al.,, 2012).
Cuyos principales mecanismos de control biolégico son la competencia por nutrientes
y espacio, antibiosis, parasitismo, produccion de compuestos inhibidores e induccion
de resistencia sistémica en la planta (Infante et al., 2009; Melnick et al., 2011;
Hernandez et al.,, 2014). La antibiosis de Trichoderma es por produccién de
sustancias como tricodermina, tricodermol, tricotoxina, dermadina (Vinale et al.,
2008; Martinez et al., 2013); mientras que Bacillus y Pseudomonas producen
metabolitos antifungicos como: iturinas, bacitracina, bacillin, subtenolin, acido
cianhidrico, entre otros (Eshetu et al., 2015; Ruiz et al., 2014). El parasitismo de
estos tres agentes biocontrol, es inducido por la produccion de enzimas de
degradacion de la pared celular, como: celulasas, quitinasas, glucanasas y proteasas
(Bhattacharyya et al., 2012; Singh y Singh, 2013). Asimismo, estos organismos son
considerados como promotores del crecimiento vegetal y contribuyen a la produccion
de sustancias como fitohormonas, metabolitos secundarios, fitoalexinas y sideréforos
(Infante et al., 2009; Bhattacharyya et al., 2012; Singh y Singh, 2013); pueden
favorecer el crecimiento de la planta por medio de la fijacibn de nitrégeno,
solubilizacion y absorcién de fésforo y otros nutrientes, incrementan el desarrollo de
la raiz, estimulan la germinacion, emergencia de plantulas e incrementan la
tolerancia al estrés (Infante et al., 2009; Cano et al., 2011; Bhattacharyya et al., 2012;
Singh y Singh, 2013).

Asimismo, es tema de interés, el estudio de antagonistas autdctonos, pues el
principal problema en la efectividad de biocontrol de patdégenos, es la introduccion de
organismos no nativos en los ecosistemas, ya que no se encuentran adaptados a las
condiciones ambientales donde se van a aplicar (Calvo et al., 2012), sefialandose
que el empleo de cepas comerciales pudiera generar competencia o inhibicion contra
los organismos, o simplemente no prosperar su propagacion dentro de la microbiota

del suelo (Robinson-Boyera et al., 2009).
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Los objetivos de esta investigacion fueron caracterizar morfolégica vy
bioquimicamente a seis microorganismos autoctonos previamente aislados de raices
de plantas de garbanzo, cultivado en suelos con problemas de fusariosis vascular
ubicados en la parte central de Sinaloa; determinar en condiciones de laboratorio y
campo su potencial antagonista contra Foc raza 5, principal agente causal de la
enfermedad; asi como estimar su efecto como promotores de crecimiento y

rendimiento en garbanzo.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion geografica

La investigacion se realiz6 en el campo experimental del Instituto Nacional de
Investigacion y Fomento Agricola y Pecuario (INIFAP-Culiacan), con coordenadas
geograficas de 24°37°49” latitud Norte y 107°26’17” longitud Oeste, asi como en el
laboratorio del Centro de Ciencias de Sinaloa. La parcela experimental correspondia
a un predio infestado fuertemente desde hace varios anos por fusariosis vascular del
garbanzo, en la cual se realizé un muestreo en forma al azar y un analisis de
fertilidad del suelo, cuyas caracteristicas se presentan en el Cuadro 16,
observandose que es un suelo de textura arcillosa, de pH neutro, sin problemas de
sales y bajo contenido de materia organica, con capacidad de intercambio catidnico
media, altas concentraciones de calcio y magnesio, contenido medio de potasio y
niveles bajos de nitratos, fosforo y azufre. Las concentraciones de los nutrientes
solubles e intercambiables son bajas a excepcidén del calcio y magnesio, cuya

concentracion es alta y adecuada respectivamente.
Activacion y caracterizacion de las cepas antagénicas microbianas

Se realizaron ensayos in vitro y en campo con seis microorganismos antagonistas
autéctonos del centro de Sinaloa, México; cuatro bacterias (T442, T3141, 751, 7TA1) y
dos hongos (HRG-050 y HRG-060) del cepario del Centro de Ciencias de Sinaloa,
aislados previamente a partir de suelo rizosférico de plantas de garbanzo con
sintomas de fusariosis. Para evaluar el antagonismo in vitro de estas cepas, se

empled una cepa de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris raza 5, principal agente de la
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fusariosis del garbanzo en esta zona, perteneciente a la coleccién del INIFAP,
identificada molecularmente e ingresada al GeneBank como KJ000584-raza 5
(Velarde et al., 2013).

Cuadro 16. Analisis de fertilidad del suelo de la parcela experimental.

Andlisis Resultados

Textura 15% arena, 16% limo, 69% arcilla

pH 7.1

CE 1.76 dSm""

Materia orgénica 112 %

CiCc 22.43 meq 100 g suelo

Contenido nutrimental total (ppm) Nutrientes solubles (meq L)
N-NOs total 13.7 NOs™" 0.89
P total 4.8 P-PO4? 0.02
S total 5.0 S-S0472 0.63
K intercambiable 332.0 K* 0.41
Ca intercambiable 3,346.0 Ca* 8.86
Mg intercambiable 425.0 Mg*2 2.45
Na intercambiable 320.0 Na* 5.85

Las cepas fueron activadas mediante la inoculacion de cajas Petri con medio de
cultivo a base de agar nutritivo (AN) y agar FLO (AF) para las bacterias por el método
de asada gruesa; y las cepas fungicas en medio agar papa dextrosa (PDA), por el
método de porcion y fueron incubados a 28 °C durante 48 h en el caso de las
bacterias y por cinco dias en los hongos, en una incubadora de mesa Thermo
Scientific, Modelo BK6160. En principio, las cepas fueron sometidas a una distinciéon
morfolégica colonial (Agurto, 1989), para ello se sembraron por medio de asada, en
cajas Petri con medio de cultivo de AN y AF para las bacterias y en PDA las cepas
fungicas, siendo incubadas a 28°C por 48 y 72 horas respectivamente. En las cepas
bacterianas, se determinaron las caracteristicas microscopicas, considerando tincién

Gram y presencia de esporas mediante la técnica de Schaeffer-Fulton (Garassini,
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1967); para la identificaciéon mediante su conducta bioquimica se empled el sistema
de diagnéstico API BioMérieux 50CHB V4.0 complementado con 20NE V7.0; para
ello, se hicieron inéculos con material bioldgico fresco, el cual fue suspendido en
solucion salina y con ello se llenaron las galerias de los API y fueron incubadas a 33
°C por 24 y 48 horas, observandose posteriormente los colores de las reacciones
producidas; una vez obtenidos los perfiles, estos fueron identificados utilizado la base
de datos de BioMérieux, empleada en estos ensayos. Para la identificacion de las
cepas fungicas se tomaron en cuenta caracteristicas morfolégicas de sus estructuras
macroscopicas (color de micelio, forma de micelio y crecimiento) y microscopicas
(hifas, conidios, clamidospora), considerando las claves taxonémicas de Ainsworth
(Kirk y Ainsworth, 2008).

Confrontacion in vitro

Se realizaron bioensayos in vitro para determinar el efecto antagénico de las cepas,
por medio de la técnica de cultivo dual (Ezziyyani et al., 2004), en cajas Petri (90 x 15
mm) con medio de cultivo PDA (15 mL); un disco de 5 mm de diametro del micelio del
fitopatdégeno con previo crecimiento (6 dias) en PDA, debido a las diferencias en sus
tasas de crecimiento, fue sembrado a un cm de la orilla de la placa y fueron
incubados a 28 °C; tres dias después, se sembrd por el método de asada gruesa al
centro de la caja, cada uno de los antagonistas bacterianos (Estrella et al., 2001); los
antagonistas fungicos fueron sembrados por el método de porcién, al otro extremo de
la caja, mediante discos del mismo diametro que el patégeno, tomados de la parte
con esporulacion de la colonia del antagonista (Ezziyyani et al., 2004). Ademas se
contd con un testigo absoluto, en caja Petri con medio PDA, se colocé a un cm del
borde un disco de 5 mm de diametro del micelio del patégeno. Se realizaron cuatro
replicas por cada cepa. Las placas se incubaron a 28 °C por 15 dias. El crecimiento
radial de las colonias de antagonistas y fitopatdgeno se midié cada 24 h, realizando

las observaciones hasta los diez de post-incubacion.

La capacidad antagodnica por antibiosis de las cepas ensayadas fue evaluada a los
siete dias de post-inoculacién, mediante el Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento
Radial (PICR), empleando la férmula propuesta por Ko et al. (2009), PICR= [(R1-
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R2)/100]; donde, PICR es el porcentaje de inhibicion en el crecimiento del micelio del
fitopatogeno; R1 es el crecimiento de la colonia del patégeno-testigo; y R2 es el
crecimiento radial de la colonia del patégeno en confrontacion en cultivo dual. Los

datos se analizaron mediante un diseno experimental completamente al azar.
Preparacion del inéculo de las cepas antagonistas

Matraces de 500 mL con medio nutritivo a base de caldo nutritivo y caldo soya
triptocaseina para bacterias y PDA para los hongos fueron inoculados con cada
cepa. Mediante un asa, se tom6 una muestra de cada antagonista, previamente
activado y purificado, colocandose en los matraces con los medios correspondientes;
una vez inoculados, se pasaron a una incubadora a 28 °C con agitacion 150 RPM,
durante una semana, para obtener la biomasa, que fue cosechada por medio de una

centrifuga Sigma 3-18P (20 minutos a 3800 RPM), a temperatura ambiente.

Las bacterias se cuantificaron por la técnica de diluciones seriadas en tubos con
solucién salina estéril al 0.85%, y por conteo de colonias en placa, empleando la
escala de McFarland, con turbiedad igual al estandar 0.5 (Ortigoza y Ruiloba, 1998),
para obtener una suspensién con una concentracion de 1x10® ufc mL". La
concentracion de esporas fungicas se estimé utilizando una camara de Neubauer,
para una concentracion de 1x108 conidios mL-" (Ferrén, 1981). Con este indculo se
impregnaron semillas de garbanzo para efectuar la prueba de germinacion de

semillas y para la siembra en el ensayo de campo.
Germinacién de semillas en laboratorio

Con cada cepa antagonista (T442, T3141, 751, 7A1, HRG-050 y HRG-060), fueron
inoculadas 40 semillas de garbanzo, colocandose diez semillas por caja Petri,
ademas, se conté con un testigo absoluto, donde a las semilla solo se les aplico
agua, por tanto fueron siete tratamientos, conformados con cuatro repeticiones; la
unidad experimental consistié en una caja Petri. Una vez inoculadas las semillas, se
pusieron en un cuarto oscuro, a temperatura ambiente, para observar la germinacion.
Los datos fueron analizados mediante un disefio experimental completamente al

azar.
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Ensayo en campo

El trabajo se llevd acabo en el ciclo 2013-2014, la siembra se efectu6 en diciembre
de 2013, empleandose semillas de garbanzo variedad Blanco Sinaloa 92. La
preparacion del terreno fue en base a un doble rastreo. Cada tratamiento se aplico
en seis surcos de ocho m de largo. La densidad de siembra fue de doce plantas por
metro lineal a una distancia de 10 cm entre semillas, con una separacion de 0.80 m
entre surcos y una profundidad de siembra de 10 cm. Para la fertilizacién se
aplicaron los siguientes productos: nitrato de potasio, nitrato de calcio, sulfato de
magnesio, fosfato monopotasico en dosis de 10, 10, 4 y 2 kg ha' respectivamente.

Se aplicd un riego de auxilio a los 20 dias después de la siembra.
Tratamientos y diseno experimental en campo

Se establecieron en base a la inoculacién de semillas de garbanzo con las cepas
autéctonas T442, T3141, 7A1, 751, HRG-050 y HRG-060, un fungicida quimico y el
testigo. Distribuyéndose de la siguiente manera: T1= Testigo (sin indculo); T2=
Benomilo (quimico); T3= 7A1; T4= T442; T5= 751; T6= T3141; T7= HRG-050; y T8=
HRG-060.

Se establecid un disefio experimental de bloques completos al azar, con ocho
tratamientos y seis bloques por tratamiento. En cada bloque se escogieron diez
plantas para evaluar el efecto protector y estimulatorio del crecimiento de los
tratamientos. Para determinar el efecto protector de los antagonistas, se empled
escala subjetiva, con valores de 1 a 5 para evaluar las variables vigor de planta
(donde 1 representaba 0% de vigor y 5 significaba 100% de vigor, considerando
desarrollo y flacidez de la planta); marchitez de follaje y cancer oscuro en raiz (donde
1 era el 0% de clorosis en el follaje y 0% de cancer en raiz, y 5 era el 100% de follaje
totalmente marchito y 100% de raices con cancer oscuro). Para determinar el efecto
de la estimulacién del crecimiento y rendimiento, las variables consideradas fueron:
altura de planta (cm), empleando cinta metalica, desde la base del tallo hasta la parte
mas alta de la planta; diametro de tallo (mm), empleando un vernier digital, a un cm

de la base del tallo; verdor de planta, en unidades del medidor SPAD, evaluado
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mediante un SPAD 502, marca Spectrum Technologies, Inc.; peso fresco y peso
seco de planta (g); rendimiento, en g planta™, colectandose las bolsas y sacando las
semillas de cada planta evaluada, para posteriormente pesarlas en una balanza

digital.
Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos se sometieron a un ANOVA, después de comprobarse su
normalidad y homogeneidad, en las variables que presentaron diferencias
significativas entre tratamientos, se aplicd la prueba de comparacion mdultiple de
medias de Tukey (P<0.05) en SAS version 9.0 (SAS Institute, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de las cepas antagonistas

En el Cuadro 17, se indica la descripciéon morfoldgica de las cepas, segun el Manual
de Bergey’s, Palleroni (2005). En base a las caracteristicas presentadas, se pudo
otorgar una previa distincion, para posteriormente aplicar las pruebas bioquimicas,
Larrea et al. (2015); las colonias de T442 y T3141 se ubicaron previamente dentro
del género de Bacillus por su forma irregular, color crema y apariencia de los bordes,
Sosa et al. (2011); 7A1 y 751 se clasificaron como Pseudomonas, (Palleroni, 2005); y
las cepas fungicas se identificaron dentro del género Trichoderma (Kirk y Ainsworth,
2008).

Con la prueba de tincion de Gram se logré conocer que las cepas T442 y T3141
mostraron tincion violeta, indicando ser células Gram positivas, ademas presentaron
forma bacilar y presencia de endosporas; 7Al y 751 presentaron tincion Gram
negativa, con forma de bacilos ligeramente curvados y sin presencia de esporas, lo
que a su vez permitid corroborar que corresponden a Bacillus y Pseudomonas,
respectivamente, segun el Manual de Bergey's, Palleroni (2005); resultados que son
similares a los encontrados por Larrea et al. (2015), para determinar el género
Bacillus, asi como por Alvarez et al. (2014), quienes mediante esta prueba

identificaron a los microorganismos empleados como Pseudomonas.
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Cuadro 17. Descripcion de la morfologia colonial de las cepas bacterianas y fungicas.

Caracteristica T442 T3141 7A1 751 HRG-050 HRG-060
Diametro colonial 2 mm 3mm 2mm 3 mm 12 mm 18 mm
Forma Irregular Irregular Circular Irregular  circular circular
Ligeramente
Borde lobulado Liso Dentado Liso Filamentoso  Filamentoso
Superficie Lisa Lisa Lisa Lisa Lascinada Lascinada
Consistencia Butirosa Mucosa Humeda Butirosa Seca Seca
Color Crema Blanquecina  Crema Blanca Verde Verde
Amarillo
Color UV - - verdoso Cremoso -
) ) ) Tierra Tierra
Olor Acido lactico Acido lactico  Acido lactico  Heces humeda humeda
Brillo Opaco Brillante Brillante Opaco Opaco Opaco
Paso de luz Mate Mate Mate Mate Mate Mate
Ligeramente  Ligeramente
Elevacion Plana convexa Convexa Plana Papilada Papilada

Identificacion de las cepas bacterianas mediante su conducta bioquimica

La caracterizacion bioquimica de las bacterias se presenta en el Cuadro 18, en
donde se puede observar que las cepas T3131 y T442 solo difirieron en tres pruebas:
Galactoxa, N-Acetil Glucosamina y Gentobiosa, siendo negativas para T3141 y
positivas para T442. Mientras que en las cepas 751 y 7Al, las diferencias se
presentaron en las pruebas de Hidrolisis de la Gelatina, asimilacion de Acido
Caprico, Acido Adipico, Citrato y Acido Fenil Acético; en la primera, la reaccion fue
negativa para 7Al y positiva para 751, con las otras cuatro pruebas, 7Al presenté

reacciones positivas y las de 751 fueron negativa.

Los analisis de perfil bioquimico aportados por la base de datos APILAB del test API
50 CHB y API 20 NE, ayudan a caracterizar la fisiologia de estas bacterias, de
manera facil y rapida (Gacitua et al., 2009); considerandose muy utiles para la
identificacion hasta el nivel de especie por su elevada precision. Ademas de la
observacion de morfologia y esporulacion, la respuesta a la tincion de Gram,
permiten, ubicarlos dentro de su género (Sosa et al., 2011; Alvarez et al., 2014).

Mediante el empleo de los sistemas API, los microorganismos pudieron ser ubicados
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con un alto porcentaje de identificacion; aunque para la cepa T3141 dicho porcentaje
fue bajo (Cuadro 19).

Cuadro 18. Pruebas bioquimicas de las cepas bacterianas antagonistas.

API 50 CHB Cepa API 50 CHB Cepa APl 20 NE Cepa
Reaccion T3141 T442 Reaccion T3141 T442 Reaccion 7A1 751
0 - - ESC + + NO3 + +
GLY + + SAL + + TRP - -
ERY - - CEL + + GLU - -
DARA - - MAL + + ADH - -
LARA + + LAC + + URE + +
RIB + + MEL + + ESC + +
DXYL + + SAC + + GEL - +
LXYL - - TRE + + PNG + +
ADO - - INU - - GLU + +
MDX - - MLZ - - ARA + +
GAL - + RAF + + MNE + +
GLU + + AMD + + MAN + +
FRU + + GLYG + + NAG + +
MNE + + XLT - - MAL + +
SBE - - GEN - + GNT + +
RHA - - TUR - - CAP + -
DUL - - LYX - - ADI + -
INO + + TAG - - MLT + +
MAN + + DFUC - - CIT + -
SOR + + LFUC - - PAC + -
MDM - - DARL - - OoX + +
MDG + + LAPL - -

NAG - + GNT - -

AMY + + 2KG - -

ARB + 5KG - -

Ubicacién taxonémica de las cepas fungicas

El analisis morfolégico efectuado con el microscopio biolégico mostré que estas
cepas pertenecen al género Trichoderma sp. de acuerdo al Catalogo de Ainsworth
(Kirk y Ainsworth, 2008), encontrandose micelio septado, la presencia de conidiéforo

hialino muy ramificado, fidlides individuales y en grupos, conidios ovoides, en
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pequefos racimos terminales de color verde fuerte a verde olivo, y con presencia de

clamidosporas intercalares tipicas del género Trichoderma.

Cuadro 19. Identificacidn taxondmica de las cepas bacterianas.

Cepa Taxon significativo % 1D
T442 Bacillus subtilis 99.9
T3141 Bacillus megaterium 50.8
751 Agrobacterium radiobacter 96.6
7A1 Pseudomonas sp. 90.0

Confrontaciones in vitro

El efecto antagonista in vitro de los agentes biocontroladores del crecimiento micelial
de F. oxysporum ciceris se muestran en el Cuadro 20. La capacidad antagdnica de
las cepas ocurrié con diferencias significativas (P<0.05), observandose la formacion
de tres grupos, el primero integrado por HRG-060 y HRG-050 con el mayor efecto
inhibitorio (82.67 y 78.33%), respectivamente; el segundo integrado por T442 y 751,
las cuales inhibieron al fitopatégeno en los respectivos 58.7 y 57.3%; y el tercero que
formaron T3141 y 7Al, que inhibieron al patégeno en 34.7 y 33.3%, respectivamente.
Tanto en los antagonistas fungicos como bacterianos, los valores de inhibicién del
crecimiento del patdégeno fueron variados, siendo unos altamente inhibitorios
mientras que en otros fue limitada, sugiriendo que hay una variacién entre el tipo de
metabolitos antifungicos producidos por las cepas, concordando con los resultados
obtenidos por Eshetu et al. (2015), y Lopez et al. (2015).

Con las cepas HRG-060 y HRG-050 (Trichoderma sp.) se obtuvo el mayor porcentaje
de inhibicién del crecimiento radial (PICR) sobre Foc, valores muy semejantes a los
obtenidos por Aponte et al. (2012), con cepas ensayadas para el biocontrol in vitro de
diferentes patégenos del suelo, incluido Fusarium; estos resultados también
coinciden con los de Rios et al. (2016), quienes reportan inhibicion de crecimiento de
F. oxysporum en mas del 50% con cepas nativas de Trichoderma (Figura 9). De las
cepas bacterianas, la que ocasion6 mayor PICR (58.7%) fue T442, identificada
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bioquimicamente como Bacillus subtilis, valor que de acuerdo con Gajbhiye et al.
(2010), es competitivo, ya que en su investigacion aislaron e identificaron cepas de
B. subtilis de la rizosfera de algodon y fueron probadas como agentes biocontrol de

F. oxysporum, inhibiendo su micelio en mas de un 50%.

Cuadro 20. Crecimiento radial in vitro de Fusarium oxysporum ciceris raza 5, al ser
inhibidos por los antagonistas.

Tratamiento Crecimiento del patogeno (cm) PIRC (%)
T1=T3141 4.9 34.66 ¢
T2=T442 3.1 58.67 b
T3= 751 3.2 57.33 b
T4=T7A1 5.0 33.33 ¢
T5= HRG-060 1.3 82.67 a
T6= HRG-050 1.6 78.33 a

T7=F. oxysporum ciceris raza 5 7.5 --

"Letras no comunes indican diferencias estadisticamente significativas segun Tukey (P<0.05).

Figura 9. Antagonismo por pruebas de confrontacién in vitro contra Fusarium oxysporum f. sp. ciceris
raza 5. Inhibicion por antibiosis de las bacterias antagonistas (a-d), a los 10 dias de post-inoculacién:
a) T442, Bacillus subtilis; b) 751, Agrobacterium radiobacter; ¢) 7A1, Pseudomonas sp.; d) T3141,
Bacillus megaterium. Inhibicién por competencia y micoparasitismo por las cepas fungicas
antagonistas (e-f), a los tres dias de post-inoculacion: e) HRG-050, Trichoderma sp.; f) HRG-060,
Trichoderma sp.
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Mediante diversas investigaciones se ha demostrado que con aplicaciones de
Trichoderma y Bacillus subtilis se obtienen excelentes resultados de biocontrol contra
diferentes enfermedades que afectan a diversos cultivos. Asi, Moradi et al. (2012),
evaluaron cepas nativas de Trichoderma y B. subtilis, las cuales suprimieron
eficazmente la marchitez vascular del garbanzo causada por F. oxysporum ciceris.
Asimismo, Kumar et al. (2011), trabajaron con aislados de Trichoderma y Bacillus en
confrontacién con F. oxysporum lycoperscisi y reportaron que el porcentaje de
inhibicion del patdgeno por Trichoderma oscild en 84.8-44.4%, y entre 63.4-45.1% al
emplear aislados de Bacillus. Los resultados de esta investigacion también coinciden
con los de Maciel et al. (2012), ya que reportaron que cepas nativas de Trichoderma
spp. y B. subtilis fueron antagonistas contra F. sambucinum, sefalando que esta
acciéon fue mas pronunciada cuando se utilizé Trichoderma spp., el cual inhibié en
mas de 60% a las colonias del fitopatégeno. Por su parte, Lopez et al. (2015),
reportan que cepas de Trichoderma y Bacillus nativas del noroeste de México

tuvieron efectividad antagdnica in vitro para control de la pudricidon texana.

El biocontrol de las cepas de Trichoderma sp. podria ser atribuido a la produccion de
enzimas como viridin, trichodermin, tricodermina, tricotoxina, celobiasas, quitinazas y
el compuesto 6-pentyl-apirona, que le otorga actividad antifungica y potencial
antagodnico por micoparasito, al penetrar y causar lisis del micelio de F. oxysporum
(Martinez et al., 2013); sin embargo, diversos investigadores sefialan que la
competencia por espacio y nutrientes es una de las principales formas de ejercer el
biocontrol sobre los patdgenos del suelo (Ezziyyani et al., 2004; Infante et al., 2009;
Astorga et al., 2014. Por otra parte, el antagonismo ejercido por ciertas cepas de
Bacillus, es por medio de antibiosis, competencia por espacio y nutrientes e
induccion de resistencia sistémica; ademas, producen algunas enzimas que
degradan la pared celular y que estan involucradas en la actividad antagonista contra
fitopatégenos, asi como la produccidon de compuestos organicos volatiles, fitoalexinas
y sideréforos (Bhattacharyya y Jha, 2012; Singh y Singh, 2013).
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Efecto protector de las cepas antagonistas

Con excepcion de HRG-050, por inoculacidon de semillas con cinco antagonistas se
logré incrementar de manera significativa el vigor de planta con respecto al testigo
(Cuadro 21); los mayores efectos se observaron con HRG-060 (Trichoderma sp.),
T442 (B. subtilis) y T3141 (B. megaterium), los cuales superaron al testigo en 76, 68
y 50%, respectivamente, incluso en las plantas cultivadas con HRG-060 el vigor fue
significativamente mayor que el expresado por aquéllas tratadas con el producto

Benomilo (testigo quimico).

Cuadro 21. Proteccion de plantas de garbanzo por inoculacion de semillas con cepas
antagonistas contra la fusariosis vascular en condiciones de campo.

Tratamientos Vigor de planta (%) Marchitez de follaje (%) Cancer en raiz (%)

T1= Testigo 4513 d* 64.20 ab 81.80 a
T2= Quimico 62.73 bc 64.13 ab 74.73 ab
T3=7A1 66.40 b 51.40 cd 65.67 bc
T4=T442 72.73 ab 48.87d 62.40 bc
T5=751 51.40 cd 65.80 ab 83.00 a
T6=T3141 67.80 ab 61.60 bc 7713 a
T7= HRG-050 44.00 d 75.27 a 82.80 a
T8= HRG-060 79.53 a 45.80 d 58.13 ¢
C.V. 11.53 10.549 10.889

"Letras no comunes indican diferencias estadisticamente significativas segun Tukey (P< 0.05).

En marchitez de follaje se observaron disminuciones significativas (28.7 y 23.9%)
donde se aplicaron las cepas de HRG-060 y T442, respectivamente, en comparacion

al testigo (Cuadro 21).

Mediante la inoculacion de semillas con HRG-060, T442 y 7A1 el cancer en raiz

disminuyo en los respectivos 28.9, 23.7 y 19.7% con respecto al testigo. Ademas,
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con HRG-060 (Trichoderma sp.) la disminucion del cancer fue 22.2% mayor que lo

que se obtuvo con Benomilo (Cuadro 21).

Estos resultados coinciden con diversos trabajos realizados a nivel de campo, donde
se aplico a estos organismos como antagonistas, reportandose una reduccion
significativa del cancer en raiz (Karimi et al., 2012; Moradi et al., 2012; Manjunatha et
al., 2013; Verma et al., 2014). De la misma manera, estos antagonistas han sido
empleados en otros cultivos para protegerlos del ataque de fitopatégenos; al
respecto, Arcos y Zufiga (2015), inocularon tubérculos de papa con cepas nativas de
Bacillus, y lograron 60% menos de bulbos infectados con Rhizoctonia vy

Spongospora.

El efecto protector de las cepas nativas de HRG-060 (Trichoderma sp.) y T442 (B.
subtilis), quizas se deba a la produccion de metabolitos y enzimas que ha sido
documentada por diversos investigadores, como Qualhato et al. (2013), que refieren
que la mayoria de las especies de Trichoderma producen y secretan metabolitos
téxicos volatiles como [B-1,3-glucanasa, quitinasa, fosfatasa acida, celulasa y
proteasas acidas, que tienen efectos significativos sobre el crecimiento y desarrollo
de los fitopatégenos, pues degradan su pared celular; asimismo, Tchameni et al.
(2011), que reportan que este género produce sideréforos que detienen el
crecimiento de hongos patdgenos; ademas se sefala que la competencia por
espacio y nutrientes, asi como el micoparasitismo son sus principales mecanismos
antagonicos, Ezziyyani et al. (2004). Otros investigadores afirman que el control
biolégico por Bacillus, es quiza por la produccion de enzimas, metabolitos
inhibitorios, antibidticos e induccion de la resistencia de la planta a los patégenos
(Lima et al., 2014; Lee y Kim, 2016). Por su parte, Orbera et al. (2009), reportan que
esta bacteria es potencialmente antagénica a Fusarium sp. en cultivos ornamentales
debido a la excrecion de iturina, que actua como antibidtico para fitopatdogenos.
Astorga et al. (2014), demostraron que los procesos de competencia, antibiosis y
parasitismo ejercidos por Trichoderma y Bacillus, lograron la inhibicién y destruccion

de Sclerotium cepivorum, Penicillium sp. y Pseudomonas marginalis.
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Efecto estimulatorio del crecimiento vegetal de las cepas antagonistas

La germinacion de semillas inoculadas con las cepas antagonistas (Cuadro 22) tuvo
su mayor expresion (125, 125 y 100%) con las cepas T442 (B. subtilis), 751 (A.
radiobacter) y HRG-060 (Trichoderma sp.) en comparacion al testigo. Estos
resultados coinciden con lo reportado por lzzeddin y Medina (2011), quienes al
inocular semillas de diferentes hortalizas con cepas de Trichoderma, Pseudomonas y
Bacillus, observaron mayor germinacién de las semillas tratadas con respecto al
testigo; asimismo, con los de Leon et al. (2009), y Chavarria y Carmona (2016),
quienes reportan incrementos significativos en la tasa de emergencia de soya y
melina al emplear estos microorganismos como indculo en las semillas. Por su parte,
Shahid et al. (2011), aplicdé Trichoderma en semillas de garbanzo y observaron
germinacion en mas del 90% en laboratorio, superior en 15% al testigo. La
estimulacién en la germinacién de semillas por estas cepas antagonistas puede
atribuirse a la capacidad que tienen estos microorganismos de producir sustancias
fisiolégica y bioquimicamente activas, como giberelinas, citoquininas y acido
indolacético, las cuales estimulan la germinacion de las semillas (Camelo et al.,
2011; Sanchez et al., 2014).

Cuadro 22. Efecto en la germinacion por la inoculacion a las semillas de garbanzo
con las cepas antagonistas.

Cepa Germinacion de semillas (%)
T442 90.0a
T3141 65.0 c
7A1 76.3 b
751 90.0 a
HRG-050 40.0d
HRG-060 80.0 ab
Testigo 40.0d
C.V. 7.002

"Letras no comunes indican diferencias estadisticamente significativas segun Tukey (P< 0.05).
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En cuanto a la altura de las plantas (Cuadro 23), las cultivadas con 7A1 fueron las de
menor porte con 27.5% menos en comparacion al testigo, mientras que las demas
fueron estadisticamente iguales a éste. La misma tendencia se observé en el
diametro de tallo, aunque con HRG-060 se tuvo un incremento de 14.9 % y con T442
de 8.5%. El verdor fue mayor con las cepas HRG-060, T442 y 7A1, con los
respectivos incrementos de 12.8, 11.7, 12.6%, comparados con el testigo. El peso
fresco y seco tuvieron incrementos de 56.8 y 29.0% con la cepa HRG-060, mientras
que el rendimiento por planta se incrementd 155y 72% con las respectivas cepas de
HRG-060 y T442. Con HRG-060 también se tuvieron incrementos de 74.3, 42.8 y
481% mas en peso fresco, peso seco y rendimiento de grano por planta, en

comparacion a los promedios obtenidos con el tratamiento quimico (Benomilo).

Cuadro 23. Comportamiento del crecimiento y rendimiento de plantas de garbanzo,
cultivado en campo, por la inoculacion de semillas con las cepas antagonistas.

Alturade  Diametro  Verdor Peso Peso Rendimiento
planta de tallo (SPAD) fresco(g) seco(g) (g planta™)

Tratamientos (cm) (mm)
T1= Testigo 27.96a* 4.71ab  4531bc  19.89bc  15.49bc 10.03cd
T2= Quimico 23.48ab 4.58ab 42.35c 17.86¢ 14.00c 4.37e
T3=7A1 20.34b 4.29b 50.97a  19.63bc 13.95¢ 6.50de
T4=T442 28.17a 5.14ab 50.58a 23.60b 17.53ab 17.17b
T5= 751 26.28ab 4.91ab 40.61c  20.79bc  15.31bc 13.03bc
T6=T3141 23.55ab 5.04ab 43.72c  21.17bc  15.49bc 12.67bc
T7=HRG-050 25.01ab 4.92ab 40.87c 17.19¢ 13.64c 4.77e
T8= HRG-060 28.11a 5.44a 51.13a 31.24a 19.96a 25.63a
C.V. 14.347 10.993 6.406 10.833 9.567 23.196

"Letras no comunes indican diferencias estadisticamente significativas segun Tukey (P< 0.05).

Los resultados anteriores coinciden con los de Shahid et al. (2011), y Yadav et al.

(2011), ya que al inocular semillas de garbanzo con cepas de Trichoderma,

119



reportaron incrementos significativos en altura y en peso seco de planta; asimismo,
con los de Verma et al. (2014), y Avila et al. (2015), quienes reportaron incrementos
del rendimiento de grano del garbanzo después de inocular semillas con el mismo
hongo. Por su parte, Verma et al. (2009), inocularon semillas de garbanzo con cepas
de Bacillus y reportaron incrementos significativos en el peso seco de raiz, parte
aérea de la planta, y numero de granos; mientras que Arcos y Zuidiga (2016),
inocularon papas con cepas nativas de Bacillus subtilis y observaron incrementos en
altura de plantas, materia seca y rendimiento; De igual manera Jimtha et al. (2016),

notaron que Bacillus promueve notablemente el crecimiento en plantas de jengibre.

El efecto estimulatorio en el crecimiento y rendimiento del garbanzo por parte de
Trichoderma (HRG-060), quizas se deba a las hormonas que sintetiza (acido indol-3-
acético, auxinas, giberelinas y citoquininas), a la produccién de sideréforos,
solubilizacion de fosfatos y magnesio, eficiencia en el uso del nitrégeno, produccion
de acido glucdnico y acido citrico, aumento de la solubilizacién de micronutrientes
(hierro y manganeso) o a la actividad antagonista contra F. oxysporum, tal como lo
sefalan numerosos investigadores (Vinale et al., 2008; Harman, 2011; Yadav et al.
2011; Verma et al., 2014). Por otra parte, la capacidad de estimulacién del
crecimiento por B. subtilis (T442), también puede ser consecuencia de las vitaminas
que sintetiza, de la fijacién del nitrdbgeno atmosférico y la solubilizacién de fosfatos
que las plantas aprovechan (Camelo et al., 2011; Sanchez et al., 2014; Arcos y
Zuniga, 2016).
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V. CONCLUSIONES GENERALES

Las cepas T442, 751 y 7A1 correspondieron a Bacillus subtilis, Agrobacterium
radiobacter y Pseudomonas sp., con un porcentaje de confiabilidad superior al
90%, HRG-050 y HRG-060 fueron identificadas como Trichoderma sp, mientras
que T3141 correspondi® a Bacillus megaterium, con bajo porcentaje de
confiabilidad.

En las pruebas in vitro, la mayor inhibicidén del crecimiento micelial de Foc raza 5
fue con HRG-060, HRG-050, T442 y 751, con un PICR mayor al 50%,
demostrando asi su efecto antagonista.

Bajo condiciones de invernadero, las cepas nativas de Bacillus sp. T442 y
Trichoderma sp. HRG-060 lograron disminuir la enfermedad de la fusariosis
vascular en mas del 30% en promedio, y ademas, propiciaron condiciones para
que las plantas de garbanzo incrementaran el verdor y tuvieran mayor crecimiento
y rendimiento.

En campo, con respecto al efecto protector de las cepas nativas, las mayores
respuestas se obtuvieron con HRG-060 y T442, ya que incrementaron el vigor de
planta y redujeron la enfermedad en mas del 25%. Asimismo, las mejores
respuestas en la estimulacién del crecimiento vegetal se obtuvieron con HRG-060
y T442, ya que con ellos se incrementd el grosor del tallo, verdor y biomasa,
disminuy® la fusariosis y, en consecuencia, se incremento el rendimiento de grano
por planta.

El uso de Trichoderma sp. (HRG-060) y B. subtilis (T442) como biofumigantes y
biofertilizantes en garbanzo es promisorio bajo el contexto ambiental del centro de
Sinaloa. Sin embargo, se recomiendan investigaciones futuras sobre su empleo

combinado, identificacion molecular y mecanismos antagdnicos que ejercen.
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