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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 ca-
talogs 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 la-
boratory and field conditions. Preliminary studies were performed in vitro, evaluat-
ing antagonism by PICR of Foc, in Petri dishes with PDA culture medium; the sti-
mulation of germination was evaluated by seed inoculation with the same strains. In
the field, chickpea seeds were inoculated with said antagonistic strains at a concen-
tration of 1 x 10® 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 mega-
terium, 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 pa-
thogen 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.
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1. Introduction

El garbanzo (Cicer arietinum L.), es un cultivo de gran importancia en la alimentacién
mundial, debido a principalmente a su alto contenido de proteina [1]; siendo la
segunda leguminosa mas importante del mundo después del frijol [2]. 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 produccién, al aportar 190,803 t en ese
mismo ciclo [3]; llevandose a cabo su produccidn principalmente en la zona Noroeste
del pais, que comprende a Sinaloa y Sonora [4], siendo Sinaloa el principal productor y
exportador de garbanzo [5]. La fusariosis vascular es la enfermedad mds importante
que afecta al garbanzo en todo el mundo [2], la cual reduce su rendimiento [6], y ha
sido reportada en la mayoria de las zonas donde se cultiva garbanzo [2]. Uno de los
principales agentes causales de esta enfermedad es Fusarium oxysporum f. sp. ciceris
(Foc) [7]; en el centro de Sinaloa se ha reportado a Foc raza 5 como el principal
patégeno [8]. En los dltimos afios, las pérdidas debidas a la fusariosis vascular han
variado del 10% - 70%, significando reducciones de exportacion, incremento de costos
de produccién y disminucién de la rentabilidad [4]. El uso de fungicidas en el
tratamiento a la semilla es una forma de reducir esta enfermedad [9]; sin embargo,
ningun tratamiento quimico ha proporcionado un nivel de control satisfactorio [10].
Ademas, estos compuestos producen efectos negativos en el medio ambiente, pues
contaminan el suelo, agua y aire, generando residuos tdxicos, ademas de inducir
generaciones de fitopatégenos resistentes, alterando el equilibrio ecoldgico [11] [12].
Debido a los resultados adversos que producen los pesticidas, la tendencia en la
agricultura es la utilizaciéon de insumos de bajo impacto ambiental y sin problemas de
toxicidad [13]; situando asi al control bioldgico como una alternativa dentro del manejo
de enfermedades [14].

Numerosos estudios se han realizado con diversos microorganismos rizosféricos para
el biocontrol de F oxysporum [15] [16]; identificandose algunos antagonistas con
efecto de supresion en Foc y que mejoran el crecimiento del garbanzo como bacterias
del género Bacillusy Pseudomonas, asi como hongos del género Trichoderma [10] [11].
Cuyos principales mecanismos de control bioldgico son la competencia por nutrientes y
espacio, antibiosis, parasitismo, producciéon de compuestos inhibidores e induccion de
resistencia sistémica en la planta [15] [17] [18]. La antibiosis de 7richoderma es por
producciéon de sustancias como tricodermina, tricodermol, tricotoxina, dermadina [19]

[20]; mientras que Bacillus y Pseudomonas producen metabolitos antifingicos como:
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iturinas, bacitracina, bacillin, subtenolin, acido cianhidrico, entre otros [16] [21]. El
parasitismo de estos tres agentes biocontrol, es inducido por la produccién de enzimas
de degradacion de la pared celular, como: celulasas, quitinasas, glucanasas y proteasas
[22] [23]. Asimismo, estos organismos son considerados como promotores del creci-
miento vegetal y contribuyen a la produccién de sustancias como fitohormonas, meta-
bolitos secundarios, fitoalexinas y sideroforos [17] [22] [23]; pueden favorecer el cre-
cimiento de la planta por medio de la fijacién de nitrégeno, solubilizacién y absorcién
de fosforo y otros nutrientes, incrementan el desarrollo de la raiz, estimulan la ger-
minacién, emergencia de plantulas e incrementan la tolerancia al estrés [17] [22] [23]
[24].

Asimismo, es tema de interés, el estudio de antagonistas autoctonos, pues el principal
problema en la efectividad de biocontrol de patégenos, es la introduccién de organis-
mos no nativos en los ecosistemas, ya que no se encuentran adaptados a las condiciones
ambientales donde se van a aplicar [25], sefialandose que el empleo de cepas comer-
ciales pudiera generar competencia o inhibicién contra los organismos, o simplemente
no prosperar su propagacion dentro de la microbiota del suelo [26].

Los objetivos de esta investigacion fueron caracterizar morfoldgica y bioquimica-
mente a seis microorganismos autdctonos 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.

2. Materiales y Métodos

2.1. Localizacion Geografica

Esta investigacién se realizé en el campo experimental del Instituto Nacional de
Investigaciéon 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. Se selecciond como parcela experimental
un predio infestado fuertemente desde hace varios afios por fusariosis vascular del
garbanzo, en la cual se realizé6 un muestreo de suelo en forma al azar y un analisis de
fertilidad del suelo, cuyas caracteristicas se presentan en la Table 1, observindose que
es un suelo de textura arcillosa, de pH neutro, sin problemas de sales y bajo contenido
de materia organica, con capacidad de intercambio catiénico media, altas concentra-
ciones de calcio y magnesio, contenido medio de potasio y niveles bajos de nitratos,
tosforo y azufre. Las concentraciones de los nutrientes solubles e intercambiables son
bajas a excepcion del calcio y magnesio, cuya concentracion es alta y adecuada respec-

tivamente.

2.2. Activacion y Caracterizacion de las Cepas
Antagonistas Microbianas

Se realizaron ensayos in vitro y en campo con seis microorganismos antagonistas
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Table 1. Analisis de fertilidad del suelo de la parcela experimental.

Andlisis Resultados
Textura 15% arena, 16% limo, 69% arcilla
pH 7.1
CE 1.76 dS-m™
Materia orgéanica 1.12%
CIC 22.43 meq 100 g suelo
Contenido nutrimental total (ppm) Nutrientes solubles (meq-L™")
N-NO; total 13.7 NO; 0.89
P total 48 P- PO¥ 0.02
S total 5.0 S- SO% 0.63
K intercambiable 332.0 K* 0.41
Ca intercambiable 3346.0 Ca®* 8.86
Mg intercambiable 425.0 Mg* 245
Na intercambiable 320.0 Na* 5.85

autoctonos del centro de Sinaloa, México; cuatro bacterias (T442, T3141, 751, 7A1) 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 7n vitro de estas cepas, se empled una cepa de
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris raza 5, principal agente de la fusariosis del garbanzo
en esta zona, perteneciente a la coleccion del INIFAP, identificada molecularmente e
ingresada al GeneBank como KJ000584-raza 5 [8]. Las cepas fueron activadas mediante
la inoculacién 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 fingicas en
medio papa dextrosa agar (PDA), por el método de porcién 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 [27],
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 fingicas, siendo incubadas a 28°C por 48 y 72
horas, respectivamente. En las cepas bacterianas se determinaron las caracteristicas
microscépicas, considerando tincién Gram y presencia de esporas mediante la técnica
de Schaeffer-Fulton [28]; para la identificacion mediante su conducta bioquimica se
empled el sistema de diagndstico API BioMérieux 50CHB V4.0 complementado con
20NE V7.0; para ello se hicieron in6culos con material bioldgico fresco, el cual fue
suspendido en solucién salina y con éllo se llenaron las galerias de los API, y fueron
incubadas a 33°C por 24 y 48 horas, observiandose posteriormente los colores de las

reacciones producidas; una vez obtenidos los perfiles, éstos fueron identificados
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utilizando la base de datos de BioMérieux, empleada en estos ensayos. Para la identi-
ficacién de las cepas fungicas se tomaron en cuenta caracteristicas morfologicas de sus
estructuras macroscopicas (color de micelio, forma de micelio y crecimiento) y micro-
scopicas (hifas, conidios, clamidospora), considerando las claves taxonémicas de Ains-
worth [29].

2.3. Confrontaciones in Vitro

Se realizaron bioensayos in vitro para determinar el efecto antagénico de las cepas por
medio de la técnica de cultivo dual [30], en cajas Petri (90 x 15 mm) con medio de
cultivo PDA (15 mL); un disco de 1.0 cm de didmetro del micelio del fitopatégeno, 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 sembro por el método de asada gruesa al centro de la caja, cada uno de los
antagonistas bacterianos [31]; los antagonistas fungicos fueron sembrados por el
método de porcion, al otro extremo de la caja, mediante discos del mismo didmetro que
el patégeno, tomados de la parte con esporulacion de la colonia del antagonista [31].
Ademas se contd con un testigo absoluto en caja Petri con medio PDA, se colocé a 1.0
cm del borde un disco de 5 mm de didmetro del micelio del patégeno. Se realizaron
cuatro réplicas por cada cepa. Las placas se incubaron a 28°C por 15 dias. El
crecimiento radial de las colonias de antagonistas y fitopatdogeno se midi6é cada 24 h,
realizando las observaciones hasta los diez de post-incubacion. La capacidad antagénica
por antibiosis de las cepas ensayadas fue evaluada a los siete dias de post-inoculacion,
mediante el Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento Radial (PICR), empleando la
férmula propuesta por [32], PICR = [(R1 — R2)/100]; donde, PICR fue el porcentaje de
inhibicién en el crecimiento del micelio del fitopatdgeno; R1 fue el crecimiento de la
colonia del patdgeno-testigo; y R2 el crecimiento radial de la colonia del patégeno en

confrontacion en cultivo dual.

2.4. Preparacion del Indculo Bacteriano y Fingico

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 tomé 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 agitaciéon 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
estdndar 0.5 [33], para obtener una suspensidn con una concentracién de 1 x 10* UFC
mL™". La concentracién de esporas fingicas se estim¢é utilizando una cdmara de
Neubauer, para una concentracién de 1 x 10® conidios mL™ [34]. Con este in6culo se

impregnaron semillas de garbanzo para efectuar la prueba de germinacién de semillas y
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para la siembra en el ensayo de campo.

2.5. Ensayo de Germinaciéon 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 semillas sélo se les aplicd agua, por tanto
fueron siete tratamientos conformados con cuatro repeticiones; la unidad experimental
consistid en una caja Petri. Una vez inoculadas las semillas, se pusieron en cuarto

oscuro a temperatura ambiente para observar la germinacién.

2.6. Ensayo en Campo

El trabajo se llevd a cabo durante el ciclo 2013-2014, la siembra se efectué en Diciembre
de 2013, empleandose semillas de garbanzo variedad Blanco Sinaloa 92. Cada trata-
miento se aplicé 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 15 cm. Para la fertilizacion se
aplicaron los siguientes productos: nitrato de potasio, nitrato de calcio, sulfato de
magnesio, fosfato monopotésico en dosis de 10, 10, 4 y 2 kg-ha™, respectivamente. Se

aplicé un riego de auxilio a los 20 dias después de la siembra.

2.7. Tratamientos y Disefio Experimental en Campo

Se establecieron en base a la inoculacién de semillas de garbanzo con las cepas auto-
ctonas T442, T3141, 7A1, 751, HRG-050 y HRG-060, un fungicida quimico y el testigo.
Se establecié un disefio experimental de bloques completos al azar, con ocho trata-
mientos 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 cidncer 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 mds alta de la planta; didmetro de tallo
(mm) medido con vernier digital, a 1.0 cm de la base del tallo; verdor de plantas en
unidades del medidor Spad-502, marca Spectrum Technologies, Inc.; peso fresco y peso

seco de planta (g); rendimiento (g) planta™.

2.8. Analisis Estadistico

Todos los datos se sometieron a un Andlisis de Varianza, después de comprobarse su
normalidad y homogeneidad, y se aplicd la prueba de comparacion multiple de medias
de Tukey (P < 0.05) en SAS Versién 1.3.
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3. Resultados y Discusion

3.1. Caracterizacion de Las Cepas Antagonistas

En la Table 2 se indica la descripcién morfoldgica de las cepas, segiin el Manual de
Bergey’s, Palleroni [35]. En base a las caracteristicas presentadas, se pudo otorgar una
previa distinciéon, para posteriormente aplicar las pruebas bioquimicas, Larrea et al
[36]; 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 [37];
7A1 y 751 se clasificaron como Pseudomonas, Palleroni [35]; y las cepas flingicas se

identificaron dentro del género 7richoderma, Kirk and Ainsworth [29].

3.2. Caracteristicas Microscopicas de Cepas Bacterianas

Con la prueba de tinciéon de Gram se logré conocer que las cepas T442 y T3141
mostraron tincion violeta, indicando ser células Gram positivas, ademds presentaron
forma bacilar y presencia de endosporas; 7Al y 751 presentaron tincién Gram negativa,
con forma de bacilos ligeramente curvados y sin presencia de esporas, lo que a su vez
permitié corroborar que corresponden a Bacillus y Pseudomonas, respectivamente,
segun el Manual de Bergey’s, Palleroni [35]; resultados que son similares a los encon-
trados por Larrea et al [36] para determinar el género Bacillus, asi como por Alvarez et
al. [38], quienes mediante esta prueba identificaron a los microorganismos empleados

como Pseudomonas.

3.3. Identificacion de Las Cepas Bacterianas
Mediante su Respuesta Bioquimica

La caracterizacion bioquimica de las bacterias se presenta en la Table 3, en donde se

Table 2. Descripcién de la morfologia colonial de los antagonistas microbianos.

Caracteristica T442 T3141 7A1 751 HRG-050 HRG-060
Didmetro colonial 2 mm 3 mm 2 mm 3 mm 12 mm 18 mm
Forma Irregular Irregular Circular  Irregular  Circular Circular
Li t
Borde \geramente Liso Dentado Liso Filamentoso Filamentoso
lobulado
Superficie Lisa Lisa Lisa Lisa Lascinada  Lascinada
Consistencia Butirosa Mucosa Huameda Butirosa Seca Seca
Color Crema Blanquecina Crema Blanca Verde Verde
Amarillo
Color UV - - Cremoso - -
verdoso
P P P Ti Ti
Olor Acido lactico  Acido lactico Acido lactico  Heces ,1erra ,1erra
Hameda humeda
Brillo Opaco Brillante Brillante Opaco Opaco Opaco
Paso de luz Mate Mate Mate Mate Mate Mate

Li te Li t
Elevacion Plana igeramente - LIBErAMENE b1 Papilada Papilada

convexa convexa
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Table 3. Pruebas bioquimicas de las cepas bacterianas antagonistas.

API 50 CHB Cepa API 50 CHB Cepa API20 NE Cepa
Reaccion T3141 T442 Reaccién T3141 T442 Reaccién 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 - - (0).€ + +
MDG + + LAPL - -
NAG - + GNT - -
AMY + + 2KG - -
ARB + + 5KG - -

puede observar que las cepas de T3141 y T442 solo difirieron en las pruebas con
Galactoxa (GAL), N-Acetil Glucosamina (NAG) y Gentobiosa (GEN), siendo negativas
para T3141 y positivas para T442. Mientras que en las cepas 751 y 7AI las diferencias se
presentaron con las pruebas de Hidrélisis de la Gelatina (GEL), asimilacién de Acido
Céprico (CAP), Acido Adipico (ADI), Citrato (CIT) y Acido Fenil Acético (PAC); en la
primera la reaccién fue negativa para 7Al y positiva para 751, con las otras cuatro
pruebas 7AI presentd reacciones positivas y las de 751 fueron negativas.

Los andlisis de perfil bioquimico aportados por la base de datos APILAB del test API
50 CHB y API 20 NE, ayudan a caracterizar de manera facil y rapida la fisiologia de

estas bacterias, Gacitaa et al [39], considerandose muy fttiles para la identificacion
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hasta el nivel de especie por su elevada precision. Ademas de la observacion de
morfologia y esporulacidn, la respuesta a la tinciéon de Gram permite ubicarlos dentro
de su género, Sosa et al. [37] y Alvarez et al. [38]. Mediante el empleo de los sistemas
API, los microorganismos pudieron ser ubicados con un alto porcentaje de identifi-
cacién (Table 4), aunque para la cepa T3141 dicho porcentaje fue bajo.

3.4. Ubicacion Taxondmica de Las Cepas Fungicas

El analisis morfoldgico efectuado con el microscopio bioldgico mostré que estas cepas
pertenecen al género Trichoderma sp., de acuerdo al Catdlogo de Ainsworth [29],
encontrandose micelio septado, presencia de conididforo hialino muy ramificado,
fidlides individuales y en grupos, conidios ovoides, pequefios racimos terminales de
color verde fuerte a verde olivo y clamidosporas intercalares tipicas del género

Trichoderma.

3.5. Confrontaciones in Vitro

El efecto antagonista in vitro de los agentes biocontroladores del crecimiento micelial
de F. oxysporum ciceris se muestran en la Table 5. La capacidad antagénica 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 7AI, que inhibieron al patégeno en 34.7% y 33.3%, respectivamente.

Table 4. Identificacion taxonémica de las cepas bacterianas.

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

%ID = porcentaje de identificacion.

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

Cepas Crecimiento del patégeno (cm) PICR (%)
T3141 4.9 34.66 c*
T442 3.1 58.67 b
751 3.2 57.33b
7A1 5.0 3333 ¢
HRG-060 1.3 82.67 a
HRG-050 1.6 7833 a
F. oxysporum cicerisraza 5 7.5 -

*Letras diferentes en la columna indican diferencias estadisticamente significativas, segtiin Tukey (P< 0.05).
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Tanto en los antagonistas fungicos como bacterianos, los valores de inhibicién del
crecimiento del patégeno fueron variados, siendo unos altamente inhibitorios mientras
que en otros fue limitada, sugiriendo que hay una variacion entre el tipo de metabolitos
antifingicos producidos por las cepas, concordando con los resultados obtenidos por
Eshetu et al [16] y Lopez et al. [40].

Los resultados logrados con las cepas HRG-060 y HRG-050 ( Zrichoderma sp.) son
muy semejantes a los obtenidos por Aponte et al [41] con cepas ensayadas para el
biocontrol in vitro de diferentes patégenos del suelo, incluido Fusarium; también
coinciden con los de Rios et al [42], quienes reportan inhibicién de crecimiento de F.
oxysporum en mas del 50% con cepas nativas de Trichoderma (Figure 1). De las cepas
bacterianas, la que ocasioné mayor PICR (58.7%) fue T442, identificada bioquimi-
camente como Bacillus subtilis, valor que de acuerdo con Gajbhiye et al [43] es
competitivo, ya que en su investigacion aislaron e identificaron cepas de B. subtilis de la
rizosfera de algodén y fueron probadas como agentes biocontrol de F. oxysporum,
inhibiendo su micelio en mas de un 50%.

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 [11] eva-
luaron cepas nativas de Trichodermay B. subtilis, las cuales suprimieron eficazmente la
marchitez vascular del garbanzo causada por F. oxysporum ciceris. Asimismo, Kumar
et al. [44] trabajaron con aislados de Trichodermay Bacillus en confrontacién con F.
oxysporum lycoperscisi y reportaron que el porcentaje de inhibicién del patégeno por
Trichoderma oscilé en 44.4% - 84.8%, y entre 45.1% - 63.4% al emplear aislados de

Figure 1. Antagonismo por pruebas de confrontacidn in vitro contra Fusarium oxysporum f. sp.
ciceris raza 5. Inhibicidén por antibiosis de las bacterias antagonistas ((a)-(d)), a los 10 dias de
post-inoculacion: (a) T442, Bacillus subtilis; b) 751, Agrobacterium radiobacter; (c) 7A1, Pseu-
domonas sp.; (d) T3141, Bacillus megaterium. Inhibicién por competencia y micoparasitismo por
las cepas fungicas antagonistas ((e)-(f)), a los tres dias de post-inoculacién: (e) HRG-050, 7ri-
choderma sp.; (f) HRG-060, Trichoderma sp.
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Bacillus. Los resultados de esta investigaciéon también coinciden con los de Maciel et al.
[45], ya que reportaron que cepas nativas de Trichoderma spp. y B. subtilis fueron
antagonistas contra F. sambucinum, sefialando que esta accién fue mas pronunciada
cuando se utiliz6 Trichoderma spp., el cual inhibié en mas de 60% a las colonias del
fitopatégeno. Por su parte, Lopez et al [40] reportan que cepas de Zrichoderma y
Bacillus nativas del noroeste de México tuvieron efectividad antagénica in vitro para
control de la pudricién texana.

El biocontrol con cepas de Trichoderma sp. quizas se deba a la produccién de
enzimas, como viridin, trichodermin, tricodermina, tricotoxina, celobiasas, quitinazas y
el compuesto 6-pentyl-apirona, que les otorga actividad antifiingica al penetrar y causar
lisis del micelio de F. oxysporum, Martinez et al. [20]; sin embargo, diversos investi-
gadores seflalan que la competencia por espacio y nutrientes es una de las principales
formas de ejercer el biocontrol sobre los patogenos del suelo, Infante et al [17],
Ezziyyani et al. [30] y Astorga et al. [46], tal como se observa en la Figure 1. Por otra
parte, el antagonismo ejercido por ciertas cepas de Bacillus es por medio de antibiosis,
competencia por espacio y nutrientes e induccién 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 produccién de compuestos
organicos volatiles, fitoalexinas y siderdéforos, Bhattacharyya and Jha [22] y Singh and
Singh [23].

3.6. Efecto Protector de Las Cepas Antagonistas

Con excepcién de HRG-050, por inoculacién de semillas con cinco antagonistas se
logré incrementar de manera significativa el vigor de planta con respecto al testigo
(Table 6); los mayores efectos se observaron con HRG-060 ( Trichoderma sp.), T442 (B.
subtilis) y T3141 (B. megaterium), los cuales superaron al testigo en 76%, 61% y 50%,

respectivamente, incluso en las plantas cultivadas con HRG-060 el vigor fue significa-

Table 6. Proteccidon de plantas de garbanzo por inoculacién de semillas con cepas antagonistas
contra la fusariosis vascular en condiciones de campo.

Cepas Vigor de planta (%) Marchitez de follaje (%) Céncer en raiz (%)
Testigo 45.13 d* 64.20 ab 81.80a
Benomilo 62.73 bc 64.13 ab 74.73 ab
7A1 66.40 b 51.40 cd 65.67 be
T442 72.73 ab 48.87 d 62.40 be
751 51.40 cd 65.80 ab 83.00 a
T3141 67.80 ab 61.60 bc 77.13 a
HRG-050 44.00d 7527 a 82.80 a
HRG-060 79.53 a 45.80d 58.13 ¢
C.V. 11.53 10.549 10.889

*Letras no comunes indican diferencias estadisticamente significativas segin Tukey (£ < 0.05).
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tivamente mayor que el expresado por aquéllas tratadas con el producto Benomilo
(testigo quimico). 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. Mediante la inoculacién de semillas con HRG-060, T442 y 7A1
el cancer en raiz disminuyé en los respectivos 28.9%, 23.7% y 19.7% con respecto al
testigo. Ademads, con HRG-060 ( Trichoderma sp.) la disminucién del cancer fue 22.2%
mayor que lo que se obtuvo con Benomilo.

Estos resultados coinciden con diversos trabajos realizados a nivel de campo, donde
se aplico a estos organismos como antagonistas, reportandose una reduccidn significa-
tiva del cancer en raiz, Karimi et a/ [10], Moradi et al [11], Manjunatha et al [47] y
Verma et al [48]. De la misma manera, estos antagonistas han sido empleados en otros
cultivos para protegerlos del ataque de fitopatdgenos; al respecto, Arcos y Zuiliga [49]
inocularon tubérculos de papa con cepas nativas de Bacillus, y lograron 60% menos de
bulbos infectados con Rhizoctoniay Spongospora.

El efecto protector de las cepas nativas de HRG-060 (7richoderma sp.) y T442 (B.
subtilis), quizas se deba a la produccién de metabolitos y enzimas que ha sido docu-
mentada por diversos investigadores, como Qualhato et al [50] que refieren que la
mayoria de las especies de Trichoderma producen y secretan metabolitos téxicos vola-
tiles como f-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 ef al [51] que reportan que este género
produce sideréforos que detienen el crecimiento de hongos patdgenos; ademds se
sefiala que la competencia por espacio y nutrientes, asi como el micoparasitismo son
sus principales mecanismos antagénicos, Ezziyyani et al [30]. Otros investigadores
afirman que el control bioldgico por Bacillus, es quiza por la produccién de enzimas,
metabolitos inhibitorios, antibidticos e induccién de la resistencia de la planta a los
patégenos, Lima ef al [52] y Lee et al [53]. Por su parte, Orbera et al [54] reportan que
esta bacteria es potencialmente antagénica a Fusarium sp. en cultivos ornamentales
debido a la excrecién de iturina, que acttia como antibidtico para fitopatégenos. Astorga
et al [46] demostraron que los procesos de competencia, antibiosis y parasitismo
ejercidos por Trichoderma y Bacillus, lograron la inhibicién y destrucciéon de Sclero-

tium cepivorum, Penicillium sp.y Pseudomonas marginalis.

3.7. Efecto Estimulatorio del Crecimiento Vegetal
Por Las Cepas Antagonistas

La germinacién de semillas inoculadas con las cepas antagonistas (Table 7) tuvo su
mayor expresion (125%, 125% y 100%) con las cepas T442 (B. subtilis), 751 (A. Radio-
bacter) y HRG-060 ( Trichoderma sp.) en comparacion al testigo.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Izzeddin y Medina [55], quienes al
inocular semillas de diferentes hortalizas con cepas de Trichoderma, Pseudomonas y
Bacillus, observaron mayor germinacion de las semillas tratadas con respecto al testigo;
asimismo, con los de Leén et al [56], Chavarria y Carmona [57], quienes reportan

incrementos significativos en la tasa de emergencia de soya y melina al emplear estos
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Table 7. Efecto en la germinacién por la inoculacién a las semillas de garbanzo con las cepas an-

tagonistas.

Cepa Germinacion de semillas (%)

Testigo 40.0d

T442 90.0 a*

T3141 65.0

7A1 76.3b

751 90.0 a

HRG-050 40.0d

HRG-060 80.0 ab

C.V. 7.0

*Letras diferentes en la columna indican diferencias estadisticas significativas, Tukey (P < 0.05).

microorganismos como inoculo en las semillas. Por su parte, Shahid et al [58], aplico
Trichoderma en semillas de garbanzo y observaron germinacién 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 micro-
organismos de producir sustancias fisiologica y bioquimicamente activas, como gibere-
linas, citoquininas y acido indolacético, las cuales estimulan la germinacién de las
semillas, Camelo et al [59] y Sanchez et al. [60].

En cuanto a la altura de las plantas (Table 8), las cultivadas con 7A1 fueron las de
menor porte con 27.5% menos en comparacién al testigo, mientras que las demas
fueron estadisticamente iguales a éste. La misma tendencia se observé en el didmetro 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 incre-
mentos de 56.8% y 29.0% con la cepa HRG-060, mientras que el rendimiento por planta
se incrementd 155% y 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).

Los resultados anteriores coinciden con los de Shahid et al [58] y Yadav et al [61],
ya que al inocular semillas de garbanzo con cepas de Trichoderma, reportaron incre-
mentos significativos en altura y en peso seco de planta; asimismo, con los de Avila et
al [9] y Verma et al. [48], quienes reportaron incrementos del rendimiento de grano
del garbanzo después de inocular semillas con el mismo hongo. Por su parte, Verma y
Yavad [62] inocularon semillas de garbanzo con cepas de Bacillusy reportaron incre-
mentos significativos en el peso seco de raiz, parte aérea de la planta, y nimero de
granos; mientras que Arcos y Zuiiiga [49] inocularon papas con cepas nativas de
Bacillus subtilis y observaron incrementos en altura de plantas, materia seca y rendi-
miento; De igual manera Jimtha ef al [63] notaron que Bacillus promueve notable-

mente el crecimiento en plantas de jengibre.
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Table 8. Comportamiento del crecimiento y rendimiento de plantas de garbanzo, cultivado en
campo, por la inoculacién de semillas con las cepas antagonistas.

Tratamientos Altura de Diametro de Verdor Peso fresco  Pesoseco  Rendimiento
planta (cm) tallo (mm) (SPAD) (g) (g (g planta™)
Testigo 28.0 a* 4.7 ab 45.3 be 19.9 be 15.5 bc 10.0 cd
Benomilo 23.5ab 4.3 ab 423 ¢ 179 ¢ 14.0 c 44e
7A1 203 b 43b 51.0a 19.6 bc 139 ¢ 6.5 de
T442 282a 5.1 ab 50.6a 236b 17.5 ab 17.2b
751 26.3 ab 4.9 ab 40.6 ¢ 20.8 bc 15.3 bc 13.0 be
T3141 23.5ab 5.0 ab 437 c 21.2bc 15.5 be 12.7 be
HRG-050 25.0 ab 4.9 ab 409 c 172 ¢ 13.6 ¢ 4.8¢
HRG-060 28.1a 54a 51.1a 312a 20.0a 25.6a
C.V. 14.3 11.0 6.4 10.8 9.6 23.2

*Letras diferentes en la columna indican diferencias estadisticas significativas, Tukey (< 0.05).

El efecto estimulatorio en el crecimiento y rendimiento del garbanzo por parte de
Trichoderma (HRG-060), quizas se deba a las hormonas que sintetiza (dcido indol-3-
acético, auxinas, giberelinas y citoquininas), a la produccién de sideréforos, solubiliza-
cion de fosfatos y magnesio, eficiencia en el uso del nitrégeno, produccién de acido
glucénico y acido citrico, aumento de la solubilizaciéon de micronutrientes (hierro y
manganeso) o a la actividad antagonista contra F. oxysporum, tal como lo sefialan
numerosos investigadores [19] [48] [61] [64]. Por otra parte, la capacidad de estimula-
cién del crecimiento por B. subtilis (T442), también puede ser consecuencia de las
vitaminas que sintetiza, de la fijacion del nitrégeno atmosférico y la solubilizaciéon de

fosfatos que las plantas aprovechan [49] [59] [60].

4. Conclusiones

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

En las pruebas in vitro, la mayor inhibicién del crecimiento micelial de Focraza 5 fue
con HRG-060, HRG-050, T442 y 751, con un PICR mayor al 50%, demostrando asi su
efecto antagonista, por lo que el uso de estos microorganismos en garbanzo, como
biofumigantes y biofertilizantes, es promisorio bajo el contexto ambiental del centro de
Sinaloa.

La inoculacion de semillas con todos los aislamientos, excepto HRG-050, favorecié la
germinacion, y los mejores resultados se lograron al emplear como inoculo a T442, 751
y HRG-060, pero en campo las mejores respuestas se obtuvieron con HRG-060 y T442,
ya que con éllos se incrementé el vigor de planta (grosor del tallo, verdor y biomasa),
disminuy¢ la fusariosis y, en consecuencia, se increment6 el rendimiento de grano por

planta.
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