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Resumen. La pudrición blanca causada por el 
hongo Sclerotium cepivorum ocasiona grandes 
pérdidas económicas en el género Allium a nivel 
nacional. En este trabajo se aislaron, identificaron 
y caracterizaron tres rizobacterias con efecto anta-
gonico sobre este hongo. Se aislaron 656 bacterias 
en muestras de suelo de la rizosfera de plantas de 
cebolla (Allium cepa). Y se evaluó el antagonismo 
in vitro a S. cepivorum. 23 de estos aislados mos-
traron actividad antagonica con halos de inhibición 
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Abstract. White rot caused by the fungus 
Sclerotium cepivorum causes great economic 
losses in the genus Allium nationwide. In this 
work, three rhizobacteria with antagonistic effect 
on this fungus were isolated, identified and 
characterized. 656 bacteria were isolated in soil 
samples from the rhizosphere of onion plants 
(Allium cepa). And in vitro antagonism to S. 
cepivorum was also evaluated. 23 of these isolates 
showed antagonistic activity with inhibition halos 
greater than 5 mm; three of these were greater 
than 20 mm; these were selected and identified 
as Gram positive bacilli, belonging to the genus 
Bacillus, B. amyloliquefaciens and B. subtilis. 
These rhizobacteria showed enzymatic activity of 
1-aminocyclopropane 1-carboxylate deaminase, 
production of indolacetic acid and siderophores, as 
well as NaCl tolerance (up to 7.5%). Temperatures 
of 24 and 37 °C and humidity (50, 75 and 100%) 
did not affect bacterial development. Of the cell-
free extracts obtained in different growth phases, 
the highest antifungal activity on S. cepivorum 
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superiores a 5 mm; tres de estos fueron mayores a 
20 mm, los cuales se seleccionaron, y se identifi-
caron como bacilos Gram positivos, pertenecien-
tes al género Bacillus, B. amyloliquefaciens y B. 
subtilis. Estas rizobacterias presentaron actividad 
enzimática de 1-aminociclopropano 1-carboxilato 
desaminasa, producción de ácido indolacético y 
sideróforos, tolerancia a NaCl (hasta 7.5%). Las 
temperaturas de 24 y 37 °C y humedad (50, 75 y 
100%) no afectaron el desarrollo bacteriano. De los 
extractos libres de células obtenidos en diferentes 
fases de crecimiento, la mayor actividad antifungi-
ca sobre S. cepivorum se obtuvo con los extractos 
de la fase estacionaria (16 a 24 h de incubación). 
Por los atributos de estas rizobacterias podrían ser 
consideradas como una alternativa para el control 
de S. cepivorum en cebolla.

Palabras clave: Pudrición blanca, Bacillus, sideró-
foros, ácido indolacético, ACC, sobrevivencia.

Sclerotium cepivorum, es un hongo que causa 
la enfermedad conocida como pudrición blanca en 
el género Allium (cebolla, ajo, puerro) (Castillo et 
al., 2016). Esta enfermedad afecta a la planta, en 
cualquier etapa de desarrollo y su infección se in-
crementa a medida que crece el sistema radical y 
el bulbo, presenta esclerocios, que son estructuras 
de resistencia estimulados por compuestos de azu-
fre presentes en los exudados radicales de la planta 
como aquil cisteína y sulfóxidos; que son persis-
tentes y de fácil diseminación (Elshahawy et al., 
2017). En México la enfermedad se encontró por 
primera vez en Zacatecas en 1990 (Reveles-Her-
nández et al., 2014). Sclerotium cepivorum ocasio-
na baja calidad y rendimiento y por ende grandes 
pérdidas económicas. Se han utilizado diversos 
productos químicos como tebuconazol, mancozeb 
y captan para erradicar a este patógeno (Hussain et 

was obtained with the stationary phase extracts 
(16 to 24 h of incubation). Due to the attributes of 
these rhizobacteria they could be considered as an 
alternative for the control of S. cepivorum in onion.

Keywords: White rot, Bacillus, siderophores, 
indolacetic acid, ACC, surviva.

Sclerotium cepivorum is a fungus that causes 
the disease known as white rot in the genus Allium 
(onion, garlic, leek) (Castillo et al., 2016). This 
disease affects plants in any stage of development 
and its infection increases as the root system 
and the bulb grow; it presents sclerotia, which 
are stuctures of resistance, stimulated by sulfur 
compounds in the root exudates of the plant, 
such as aquil cysteine and sulfoxides, which are 
persistant and easily disseminated (Elshahawy 
et al., 2017). In Mexico, the disease was found 
for the first time in Zacatecas in 1990 (Reveles-
Hernández et al., 2014). Sclerotium cepivorum 
causes low quality and yield, and therefore large 
economic losses. Several chemical products have 
been used to eradicate this pathogen, including 
tebuconazole, mancozeb and captan (Hussain 
et al., 2017). However, due to epidemiological 
characteristics of the pathogen, after the slcerotia 
establish themselves in the soil, they can remain 
there for up to 40 years (Reveles-Hernández et al., 
2014). In addition, the inadequate use of fungicides 
has had a negative impact on the environment and 
its application is expansive their use is costly. As 
an alternative for the reduction of these products 
and to lessen the impact on the environment, native 
fungi and bacteria have been used to suppress 
white rot, thanks to their biocontrolling capacity 
(Vega-Celedón et al., 2016; Kumbhar et al., 2018) 
and biofertilizers with rhizobacteria (Moreno et al., 
2018).
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al., 2017). Sin embargo, por características epide-
miológicas del patógeno, los esclerocios una vez 
establecidos en el suelo pueden permancer hasta 
40 años (Reveles-Hernández et al., 2014), además, 
el inadecuado uso de los fungicidas ha ocasiona-
do un impacto negativo sobre el medio ambiente y 
su aplicación resulta costosa. Una alternativa para 
reducir el uso de estos productos y aminorar el im-
pacto ecológico, se han utilizado hongos y bacte-
rias nativas para suprimir la pudricicón blanca, por 
la capacidad biocontroladora (Vega-Celedón et al., 
2016; Kumbhar et al., 2018) y de biofertilizantes 
con rizobacterias (Moreno et al., 2018).

Las rizobacterias promotoras de crecimiento 
vegetal (RPCV) que se encuentran en la rizosfera 
promueven el crecimiento y reducen la incidencia 
de las enfermedades (Glick, 2012; Hussain et al., 
2017). Dichas rizobacterias se clasifican de acuer-
do a sus mecanismos de acción; unos actúan en 
el desarrollo de la planta para incrementar la dis-
ponibilidad de nutrientes por medio de la produc-
ción de ácido indolacético (AIA), actividad de la 
enzima ácido 1-aminociclopropano-1-carboxilico 
desaminasa (ACC desaminasa) que regulan los 
niveles de etileno, mediante la transformación de 
ACC en α-cetobutirato y amonio, fitohormonas 
sintetizadoras de auxinas, entre otros (Glick, 2012; 
Esquivel-Cote et al., 2013). Otros intervienen en la 
disminución del efecto nocivo de fitopatógenos a 
través de la producción de sustancias antagónicas 
(tetrasulfuros, tioles, tiofenos y dióxido de azufre) 
y sideróforos que secuestran el hierro presente en 
el medio y consecuentemente estará  limitado para 
el patógeno (Glick, 2012), este parámetro ha toma-
do gran interés, debido al potencial que tienen para 
ser utilizados en el control biológico de fitopató-
genos de hongos y bacterias (Aguado-Santacruz et 
al., 2012). Así mismo, las RPCV son tolerantes a 
condiciones de salinidad y evitan el estrés causado 
por factores bióticos y abióticos (Datta et al., 2011; 

The plant-growth-promoting rhizobacteria 
(PGPR) found in the rhizosphere promote growth 
and reduce the incidence of diseases (Glick, 
2012; Hussain et al., 2017). These rhizobacteria 
are classified according to their mechanisms of 
action; some act on the development of the plant 
to increase the availability of nutrients with the 
production of indolacetic acid (IAA), the activity 
of the enzyme 1-aminocyclopropane-1-carboxylic 
acid deaminase (ACC deaminase) that regulates 
the ethylene levels by transforming ACC into 
α-ketobutyrate and ammonium, auxin-synthesizing 
phytohormones, among others (Glick, 2012; 
Esquivel-Cote et al., 2013). Others intervene in the 
reduction of the harmful effect of phytopathogens 
through the production of antagonistic substances 
(tetrasulfides, tiols, tiophenes and sulfur dioxide) 
and siderophores, that sequester the iron present 
in the medium, which will therefore be limited 
for the pathogen (Glick, 2012). This parameter 
has taken great interest, due to its potential use 
in the biological control of fungal and bacterial 
phytopathogens (Aguado-Santacruz et al., 2012). 
Likewise, PGPR’s are tolerant to salinity conditions 
and they avoid the stress caused by biotic and 
abiotic factors (Datta et al., 2011; Esquivel-Cote et 
al., 2013). thus, the aim of the present study was 
to evaluate in vitro the potential of rhizobacteria 
against Sclerotium cepivorum, responsible for 
white rot in onion.

Six soil samples were collected from the 
rhizosphere of onion plants in the farm located 
in Santa Anita, municipality of Tlaquepaque, 
Jalisco, Mexico. In order to obtain rhizobacterial 
isolations, we took 10 g of soil adhered to the plant 
root, diluted them in 90 mL of sterile distilled 
water, then carried out serial dilutions (10-7) and 
inoculated 1 mL  (three final dilutions) in Petri 
dishes with agar nutritive (AN), and incubate at 
37 °C for 24 h. The PGPR strains were selected and 
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Esquivel-Cote et al., 2013). Debido a lo anterior, 
el objetivo del estudio fue evaluar el pontencial in 
vitro de rizobacterias contra Sclerotium cepivorum 
causante de la pudrición blanca en cebolla.

Se colectaron seis muestras de suelo de la ri-
zosfera de plantas de cebolla del predio ubicado en 
Santa Anita, municipio de Tlaquepaque, Jalisco, 
México. Para obtener aislamientos de rizobacterias 
se tomaron 10 g de suelo adherido a las raíces de la 
planta, se diluyeron en 90 mL de agua destilada, se 
realizaron diluciones seriadas (10-7) y se inoculó 1 
mL  (tres ultimas diluciones) en cajas Petri con agar 
nutritivo (AN) y se incubaron a 37 °C por 24 h. 
Las cepas de RPCV se seleccionaron y purificaron 
de acuerdo a su morfología típica de las colonias y 
se conservaron para evaluar su efecto antagónico. 
Asimismo, el aislamiento de S. cepivorum, se rea-
lizó de acuerdo con Vimard et al. (1986), a partir 
de esclerocios de cebollas afectadas por pudrición 
blanca, se inocularon en medio Agar Dextrosa Sa-
bouraud (ADS) y se incubaron a 20 °C. Se observó 
el desarrollo de micelio y esclerocios diariamente 
por 12 días (d) (Ortega-Aguilar et al., 2011; Rive-
ra-Méndez et al., 2016). 

Posteriormente se realizó el antagonismo de ri-
zobacterias sobre S. cepivorum. El hongo se cultivó 
en ADS y se extrajo un disco de micelio de 5 mm de 
diámetro que se colocó en el centro de la caja Petri 
del mismo medio y se incubaron a 20 °C por 3 d. 
A continuación, se inocularon  cuatro repeticiones 
en cada caja mediante una estría de la misma rizo-
bacteria alrededor del disco micelial perteneciente 
al patógeno y se incubaron a 20 °C. El testigo fue 
la inoculación del hongo en ausencia de rizobacte-
rias y el experimento se concluyó cuando el hongo 
testigo cubrió el total de la caja Petri (Sarti y Mi-
yazaki, 2013). La prueba se realizó por duplicado; 
se midieron los halos de inhibición de las rizobac-
terias en S. cepivorum, adicionalmente se calculó 
el porcentaje de inhibición considerando el testigo 
como el crecimiento radial del hongo al 100 % . 

purified according to their morphology, typical of 
cultures, and preserved to avoid their antagonistic 
effect. In turn, the isolation of S. cepivorum was 
carried out following Vimard et al. (1986), from 
onion sclerotia affected by white rot inoculated in 
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) and incubated at 
20 °C. The development of mycelium and sclerotia 
was observed every day for 12 days (d) (Ortega-
Aguilar et al., 2011; Rivera-Méndez et al., 2016). 

The antagonism of rhizobacteria was the carried 
out on S. cepivorum. The fungus was inoculated in 
SDA broth and a mycelium disc, 5 mm in diameter 
was extracted and placed in the center of the Petri 
dish with the same medium, and incubated at 20 °C 
for 3 d. Next, four repetitions were inoculated in 
each dish with a streah of the same rhizobacteria 
around the mycelial disc belonging to the pathogen 
and incubated at 20 °C. The control was the fungal 
inoculation in the absence of rhizobacteria; the 
experiment was concluded when the control fungus 
totaly covered the Petri dish (Sarti and Miyazaki, 
2013). The test was performed in duplicates; the 
inhibition zone of the rhizobacteria were measured 
in S. cepivorum and the percentage of inhibition 
was calculated considering the control as the radial 
growth of the fungus at 100% . 

Moreover, the rhizobacteria with the greatest 
inhibition on fungus growth were characterized 
based on their plant growth promoting properties. 
This consisted of identification based on the colonial 
and tintorial morphology, and the metabolism by 
using  the VITEX 2 system card (bioMérieuxMR), 
following manufacturer specifications. The 
functions of PGPR were characterized by evaluating 
the presence of the activity of the ACC deaminase, 
siderophores, tolerance to NaCl and the production 
of IAA. The enzyme activity was determined by 
inoculating the bacteria in a minimum salt medium 
(MM) supplemented with 0.3 g L-1 of ACC, and 
incubating at 37 °C for 24 h (Luna et al., 2013). 
In an AN we also determined the tolerance to 
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Por otro lado, de las rizobacterias que presen-
taron mayor inhibición sobre el hongo, se proce-
dió a caracterizarlas en función de sus propiedades 
promotoras del crecimiento vegetal. Lo cual con-
sistió en la identificación mediante la morfología 
colonial, tintorial y metabolismo (con la tarjeta del 
sistema VITEX 2 (bioMérieuxMR), siguiendo las 
especificaciones del proveedor). Se caracterizarón 
las funciones de RPCV, con la evaluación de la 
presencia de la actividad del ACC desaminasa, si-
deróforos, tolerancia a NaCl y producción de AIA. 
La actividad enzimática se determinó inoculando 
las bacterias en un medio mínimo de sales (MM), 
suplementado con 0.3 g L-1 de ACC, se incubaron 
a 37 °C por 24 h (Luna et al., 2013), en AN se de-
terminó la tolerancia a salinidad a diferentes con-
centraciones de NaCl (1.5 hasta 12%). La actividad 
ACC desaminasa, y tolerancia a NaCl (Sánchez et 
al., 2016), se registró como positiva en aquellas 
bacterias que crecieron en estos medios.

Para determinar la producción de AIA se reali-
zó mediante una reacción colorimétrica utilizando 
el reactivo de Salkowski (Glickmann y Dessaux, 
1995). Las pruebas se realizaron por triplicado de 
cada uno de los aislados selecionados; los datos se 
correlacionaron con una curva estándar de AIA (de 
0 a 30 ppm) y se cuantificó la concentración de AIA 
de las muestras. Para la producción de sideróforos 
por las RPCV se determinó utilizando el medio 
cromo azurol S (CAS) de acuerdo a la metodología 
de Schwyn y Neilands (Louden et al., 2011). Así 
mismo, se procedio a realizar la prueba de sensibi-
lidad a antibióticos, por medio del método de Kir-
by Bauer (Bernal y Gúzman, 1984). Se prepararon 
suspensiones bacterianas a una concentración de 
1.5 × 107 UFC mL-1 y se inocularon en cajas Petri 
con agar Mueller Hinton; posteriormente se colocó 
un multidisco® (Bio-Rad)  con doce antimicrobia-
nos y se incubaron a 37 °C por 24 h. Se registró el 
diámetro de la zona de inhibición y se determinaron 

salinity at different concentrations of NaCl (1.5 to 
12%). The ACC desaminase activity and tolerance 
to NaCl (Sánchez et al., 2016) were recorded as 
positive in the bacteria that grew in this medium.

IAA production was determined with a 
colorimetric reaction using Salkowski’s reactive 
(Glickmann and Dessaux, 1995). The tests were 
carried out in triplicate on each of the selected 
isolates; the data were correlated with a standard 
IAA curve (0 to 30 ppm) and the concentration of 
IAA of the samples was quantified. The production 
of siderophores by the PGPR was determined using 
the chrome azurol S (CAS) medium, according 
to Schwyn and Neilands (Louden et al., 2011). 
Likewise, the survey of sensitivity to antibiotics 
was carried out using the method by Kirby Bauer 
(Bernal and Gúzman, 1984). Bacterial suspensions 
were prepared at a concentration of 1.5 × 107 colony 
forming units (CFU) mL-1 and inoculated in Petri 
dishes with Mueller Hinton agar. Next, a multidisc® 

(Bio-Rad)  was placed with twelve antimicrobials 
and incubated at 37 °C for 24 h. The diameter of 
the inhibition area was measured and the resistance 
and sensitivity perfiles to the antibiotics were 
determined. 

Furthermore, the bacterial kinetics was 
carried out for each selected isolate under axenic 
conditions: 1 mL of pre-inoculum of the bacteria 
was inoculated at a concentration of 1×108  CFU 
mL-1 in 50 mL of potato infusion, considered as the 
starting time (time 0). They were then incubated 
at 30 °C for a period of 32 h, during which, every 
2 h, the absorbance was determined at 595 nm in 
a spectrophotometer (Jenway model 7305). Two 
aliquots were taken in each sampling time, one 
was used to determine the bacterial growth rate 
(CFU), placing 1 mL of the inoculant in AN dishes, 
which were incubated at 30 °C and the CFU were 
quantified every 4 h; the other aliquot was used 
to obtain Cell Free Extracts (CFE). To obtain the 
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los perfiles de resistencia y sensibilidad a los mis-
mos. 

Por otro lado, se realizó la cinética bacteriana de 
cada aislado seleccionado en condiciones axénicas, 
para este propósito se inoculó 1 mL de pre-inóculo 
de la bacteria a una concentración de 1×108 UFC 
mL-1 en 50 mL de infusión de papa considerado 
como tiempo inicial (tiempo 0). Posteriormente se 
incubaron a 30 °C por un periodo de 32 h, duran-
te este tiempo cada 2 h se determinó la absorban-
cia a 595 nm en espectrofotómetro (modelo 7305 
Jenway). Adicionalmente, en cada tiempo se toma-
ron dos alícuotas; una se utilizó para determinar la 
tasa de crecimiento bacteriano (UFC), colocando 
1 mL del inóculo en cajas AN, se incubaron a 30 °C 
y se cuantificaron UFC cada 4 h, la otra alícuota se 
usó para la obtención de Extractos Libres de Célu-
las (ELC). Para la obtención de los ELC se centri-
fugaron a 11,000 rpm por 10 min se filtró a través 
de una membrana de nitrocelulosa de 0.22 µm. El 
efecto antagónico de los extractos se evaluó por 
el método de excavación en cajas Petri con medio 
ADS de acuerdo con Mitidieri (1998) mecionado 
por Ariza y Sánchez (2012). Esta prueba se reali-
zó por triplicado de cada uno de los aislados en un 
tiempo especifico obtenido y un testigo (pozos con 
PDA en ausencia de ELC). Por último, se determi-
nó la sobrevivencia de las rizobacterias a diferentes 
porcentajes de humedad y temperaturas. Se forma-
ron tres tratamientos con diferentes porcentajes de 
humedad (50, 75 y 100%) en 10 g de suelo pre-
viamente esterilizado por autoclave por triplicado, 
cada tratamiento se inoculó con las cepas Bacillus 
y se sometieron por separado a dos temperaturas, a 
24 y 37 °C para ver el efecto de sobrevivencia de 
las rizobacterias a las dos temperaturas y se incuba-
ron por 15 d (Arribalzaga, 2007).

Se aislaron 656 rizobacterias y el hongo Scle-
rotium cepivorum de plantas de cebolla. El hon-
go se aisló e identificó mediante sus caracteres 

CFE the samples were centrifuged at 11,000 
rpm for 10 min and filtered through a 0.22 µm 
nitrocellulose  membrane. The antagonistic effect 
of the extracts were evaluated using the method 
of excavation in Petri dished with a SDA medium, 
according to Mitidieri (1998) as mentioned by 
Ariza and Sánchez (2012). This test was performed 
in triplicates in each one of the isolations in a 
specific obtained time and a control (only with PDA 
in the absence of CFE). Finally, we determined the 
survival of the rhizobacteria at different percentages 
of humidity and at different temperatures. Three 
treatments were formed with different percentages 
of humidity (50, 75 and 100%) in 10 g of soil, 
previously sterilized (autoclaved) and in triplicate; 
each treatment was inoculated using the Bacillus 
strains and placed at two different temperatures, 24 
and 37 °C, to observe the survival of rhizobacteria 
to both temperatures and then incubated for 15 d 
(Arribalzaga, 2007).

The fungus Sclerotium cepivorum and 656 
rhizobacteria were isolated from onion plants. 
The fungus was isolated and identified by its 
morphological traits described in the taxonomic 
codes of Sarmiento and Velandía (2013). Out of 
the isolated bacterial diversity, only 23 isolations 
presented antagonistic activity and only three of 
these were larger than 20 mm and the percentages of 
inhibition of the rhizobacteria against S. cepivorum 
were between 21 and 24% (Table 1). The three 
selected isolates were confirmed as spore-forming 
bacilli using the VITEX 2 system with the reactive 
card. The biochemical tests were confirmed to be 
two Bacillus subtilis strains (1 and 2), and the third 
one was confirmed to be B. amyloliquefaciens, 
with a reliability of 95%. These characteristics 
have been reported by other authors for the genus 
Bacillus (Calvo and Zuniga, 2010).

The antagonistic effect of the Bacillus 
isolations on S. cepivorum may be due to the 



Publicación en línea, enero 2020 152

Fully Bilingual
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA
Mexican Journal of Phytopathology

morfológicos descritos en las claves taxonómicas 
de Sarmiento y Velandía (2013). De la diversidad 
bacteriana aislada, solo 23 aislados mostraron ac-
tividad antagónica y solo tres de estos fueron ma-
yores a 20 mm y los porcentajes de inhibición de 
las rizobacterias contra S. cepivorum fueron entre 
21 y 24% (Cuadro 1). De los tres aislados selec-
cionados, se confirmaron como bacilos positivos 
formadores de esporas, mediante el sistema VITEX 
2 con la tarjeta reactiva, las pruebas bioquímicas 
confirmaron ser dos cepas Bacillus subtilis (1 y 2) y 
la tercera como B. amyloliquefaciens, con una con-
fiabilidad del 95%. Estas características han sido 
reportadas por otros autores para el género Bacillus 
(Calvo y Zuniga, 2010).

El efecto antagónico de los aislados de Bacillus 
sobre S. cepivorum, puede deberse a la posible pro-
ducción de moléculas antimicrobianas como lipo-
péptidos que han sido reportadas en rizobacterias 
(Sarti y Miyazaki, 2013; Villarreal-Delgado et al., 
2018). El Comité de Acción de Fungicidas Resis-
tentes (FRAC por sus siglas en inglés), en el año 
2018 enlistó a Bacillus subtilis y B. amyloliquefa-
ciens como productoras de sustancias antifúngicas 
clasificadas en el grupo F, estas actúan en el trans-
porte o síntesis de lípidos afectando la función e 

possible production of antimicrobial molecules 
such as lipopeptides that have been reported 
in rhizobacteria (Sarti and Miyazaki, 2013; 
Villarreal-Delgado et al., 2018). In 2018, the 
Fungicide Resistance Action Comittee (FRAC), 
listed Bacillus subtilis and B. amyloliquefaciens 
as producers of antifungal substances classified in 
group F. They act in the transportation or synthesis 
of lipids, affecting the function and integrity of the 
cell membranes of pathogens (FRAC, 2018). On the 
other hand, Sánchez et al. (2016) reported that they 
are capable of producing iturines and phengicin 
that cause osmotic imbalances in spores and 
antifungal activity against filamentous fungi, along 
with surfactin, which inhibit the spore germination, 
excretion of antimicrobial enzymes such as 
β-glucosidases and proteases of fungi that cause 
leaf and root diseases (Da Silva et al., 2018). Some 
authors have proven the biocontrolling potential 
of B. subtilis in the control of the genus Fusarium 
(Mejía-Bautista et al., 2016), Rhizoctonia solani, 
Fusarium oxysporum,  Sclerotium rolfsii (Paredes-
Escalente et al., 2009), and other. In the case of B. 
amyloliquefaciens, it has antimicrobial capacity 
and it induces a defensive response in plants (Soto 
et al., 2018).

Cuadro 1.	 Propiedades bioquimicas y fisiológicas bacterianas relacionadas con la promoción de crecimiento de RPCV de 
tres aislados de cebolla.

Table 1.	Biochemical and physiological bacterial properties related with the growth promotion of PGPR of three onion iso-
lates.

Características B. subtilis-1 B. amyloliquefaciens B. subtilis-2

Antagonismo (Halos de inhibición en mm)x 21 ± 0.5b 23 ± 0.2a 20 ± 0.6b

Porcentaje de inhibición a S. cepivorum (%)x 22.2 ± 0.5b 24.2 ± 0.2a 21.3 ± 0.6b

Actividad de ACC desaminasay Positiva Positiva Positiva
Tolerancia a NaCl (1.5 a 7.5%)y Positiva Positiva Positiva
Producción de Sideróforos (mm)z 18 ± 0.2a 15 ± 0.1b 10 ± 0.1c

x Valores de antagonismos en promedio de ocho repeticiones ± desviación estándar, y Positiva = actividad o crecimiento, z Valores 
de producción de sideroforos en promedio de tres repeticiones ± desviación estándar. Letras diferentes dentro de cada hilera repre-
sentan diferencia estadística (ANDEVA de una via, p≤0.05)  /  x Values of antagonisms in an average of eight repetitions ± standard 
deviation, y Positive = activity or growth, z Values of production of siderophores in an average of three repetitions ± standard devia-
tion. Different letters in each row represent statistical differences (one way ANOVA, p≤0.05).
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integridad de la membrana celular de los patóge-
nos (FRAC, 2018). Por otra parte, Sánchez et al. 
(2016), reportaron que son capaces de producir 
iturinas y fengicinas que causan desequilibrios os-
mótico en las esporas y actividad antifúngica con-
tra hongos filamentosos, además de surfactina que 
inhiben la germinación de las esporas, excreción 
de enzimas antimicrobianas como β-glucosidasas 
y proteasas de hongos causantes de enfermedades 
foliares y de raíces (Da Silva et al., 2018). Algunos 
autores han demostrado el potencial biocontrolador 
de B. subtilis, en el control del géneros Fusarium 
(Mejía-Bautista et al., 2016), Rhizoctonia solani, 
Fusarium oxysporum,  Sclerotium rolfsii (Paredes-
Escalente et al., 2009), entre otros. En el caso de 
B. amyloliquefaciens tiene capacidad antimicrobia-
na e induce a una respuesta de defensa  en plantas 
(Soto et al., 2018).

Los tres aislados presentaron actividad de 
ACC desaminasa que favorece el crecimiento de 
las plantas por su capacidad de convertir ACC en 
α-cetobutirato y amonio (Glick, 2014), además de 
actuar contra patógenos (Latif et al., 2016) y tolerar 
niveles de estrés bióticos y abióticos (Vurukonda 
et al., 2016), tolerando concentraciones de NaCl 
hasta de 7.5% (1280 mM) (Cuadro 1). Esto indi-
ca su adaptación al estrés causado por salinidad 
(Mahmood et al., 2014), además que estas cepas 
de Bacillus favorece la eficiencia del uso del agua 
(Esquivel-Cote et al., 2013) ya que pueden influir 
en la reducción de estrés y regulación la biosíntesis 
del etileno (Glick, 2014) mediante la escisión enzi-
mática del ACC (Jayakumar et al., 2018).

Para el caso de la producción de AIA, el Baci-
llus subtilis-1 fue significativamente mayor (Figu-
ra 1). Luna et al., 2013 reportaron producción de 
índoles entre 2.3 a 6.8 mg L-1 en cuatro cepas 
de Bacillus, esta variación depende  del tipo de 
hospedante y Kumar et al. (2015) mencionan 
que el genero Bacillus spp. es productor de AIA 

Figura 1.	 Producción de AIA (ppm) con adición de triptó-
fano por parte de aislados de Bacillus. Valores 
en promedio de tres repeticiones ± desviación es-
tándar. Letras diferentes representan diferencia 
estadística (ANDEVA de una via  p≤0.05).

Figure 1.	 Production of IAA (ppm) with the addition of 
tryptophan by Bacillus isolates. Values in the av-
erage of three repetitions ± standard deviation. 
Different letters represent statistical differences 
(one way ANOVA p≤0.05).

The three isolations presented ACC deaminase 
activity that favors plant growth due to its ability to 
transform ACC into α-ketobutirate and ammonium 
(Glick, 2014), as well as to act against pathogens 
(Latif et al., 2016) and tolerate levels of biotic and 
abiotic stress (Vurukonda et al., 2016), tolerating 
concentrations of NaCl of up to 7.5% (1280 mM) 
(Table 1). This indicates its adaptation to stress 
caused by salinity (Mahmood et al., 2014); in 
addition, these Bacillus strains favor water use 
efficiency (Esquivel-Cote et al., 2013), since they 
can exert an influence on stress reduction and on 
the regulation of ethylene biosynthesis (Glick, 
2014) with the enzymatic division of the ACC 
(Jayakumar et al., 2018).

For IAA production, Bacillus subtilis-1 was 
significantly higler (Figure 1). Luna et al., 2013 
reported a production of indoles between 2.3 
and 6.8 mg L-1 in four strains of Bacillus. This 
variation depends on the type of host and Kumar 
et al. (2015) mention that the genus Bacillus spp. 
Is a producer of IAA and siderophores. The three 
Bacillus isolates produced siderophores (Table 1), 
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y sideróforos. Los tres aislados de Bacillus pro-
dujeron sideróforos (Cuadro 1), la producción de 
estos, se ha documentado ampliamente en Bacillus 
subtilis y B. amyloliquefaciens (Villarreal-Delgado 
et al., 2018). Estos metabolitos forman un comple-
jo de hierro donde receptores proteicos reconocen 
específicamente a cada especie bacteriana; esto dis-
minuye la disponibilidad del mineral en el suelo y 
se establecen una competencia por el hierro lo que 
es letal para bacterias patógenas (Glick, 2012), esto 
se asocia a un mecanismo de defensa de la plan-
ta contra fitopatógenos (Ahemad y Kibret, 2013), 
como fue demostrado en las cepas evaluadas contra 
S. cepivorum en el estudio. Los sideróforos antimi-
crobianos se sintetizan por lipopéptidos de los gru-
pos de surfactina, fengicina e iturina, a través de la 
enzima péptido sintetasa no ribosomal. La unión de 
estos lipopéptidos a la membrana provoca despo-
larización, translocación y ataque a los componen-
tes intracelulares; induciendo resistencia contra el 
patógeno (Jayakumar et al., 2018). Estas rizobac-
terias, aumentan el hierro disponible en el hábitat 
natural (Tejera-Hernández et al., 2011) y permite la 
absorción de este mineral por la planta para cons-
tituir un mecanismo de promoción de crecimiento 
(Gouda et al., 2018).

Con respecto a la prueba de sensibilidad, los 
tres aislados del género Bacillus mostraron un per-
fil de sensibilidad a 30 µg de los antibióticos de 
cefalotina, amikacina, clorafenicol, ceftriaxona, y 
resistentes a penicilina (10 U). Esta prueba de sen-
sibilidad representa la actividad metabólica de cada 
una de las bacterias afectada por diferentes facto-
res, que influyen en la promoción de crecimiento y 
actividad antifúngica. Esta capacidad de transferir 
el material genético de la bacteria, propicia meca-
nismos adicionales de resistencia natural contra 
ciertas enfermedades (Gutiérrez et al., 2017); ac-
tualmente se aplican antibioticos en la producción 
de cultivos que pueden repercutir negativamente en 

and this production has been widely documented 
in Bacillus subtilis and B. amyloliquefaciens 
(Villarreal-Delgado et al., 2018). These metabolites 
form an iron complex in which protein receptors 
specifically recognize each bacterial species; this 
reduces the availability of the mineral in the soil 
and a competition takes place for iron, which is 
lethal for pathogenic bacteria (Glick, 2012), which 
relates to a defense mechanism in the plants against 
phytopathogens (Ahemad and Kibret, 2013), as 
shown in strains evaluated against S. cepivorum 
in the study. The antimicrobial siderophores 
are synthesized by lipopeptide of the groups 
of surfactin, phengicin and iturine, through the 
non-ribosomal synthetase peptide enzyme. The 
attachment of these lipopeptide to the membrane 
causes depolarization, translocation and attacks on 
the intracellular components, inducing resistance 
against the pathogen (Jayakumar et al., 2018). 
These rhizobacteria increase the iron available in 
the natural habitat (Tejera-Hernández et al., 2011) 
and helps the plant absorb this mineral to constitute 
a growth-enhancing mechanism (Gouda et al., 
2018).

Regarding the sensitivity test, the three isolations 
of the genus Bacillus displayed a sensitivity profile 
to 30 µg of the antibiotics cephalothin, amikacin, 
chloramphenicol, ceftriaxone, and resistant to 
penicillin (10 U). This sensitivity test represents 
the metabolic activity of each of the bacteria 
affected by different factors that exert an influence 
on the promotion of growth and antifungal activity. 
This ability to transfer the genetic material of the 
bacterium leads to additional natural resistance 
mechanisms against certain diseases (Gutiérrez et 
al., 2017). Antibiotics are currently being applied 
to the production of crops that may have a negative 
repercussion on bacterial growth, formation of 
biofilm, production of indoles and the survival of 
bacteria in plants (Klein et al., 2017).
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el crecimiento de las bacterias, formación de biope-
lículas, producción de índoles y la supervivencia de 
las bacterias en la planta (Klein et al., 2017).

En el caso de la cinética bacteriana de cada ais-
lado evaluado mostraron comportamientos simila-
res en su desarrollo bacteriano; una fase de latencia 
constante hasta las 4 h, incrementó su desarrollo 
logarítmico hasta las 15 h; finalmente, la fase es-
tacionaria se presentó hasta las 24 h; este compor-
tamiento depende de la cepa bacteriana. Los meta-
bolitos generados en la fase estacionaria mostraron 
un  efecto inhibitorio contra el hongo, el ELC de 
tiempo 16 horas generó una inhibición del 25% y 
los extractos de 20 y 24 horas mostraron mayor 
efecto hasta el 35%. Esto puede estar relacionado a 
lo reportado en el género Bacillus, que como parte 
de su metabolismo libera productos tóxicos y for-
ma metabolitos activos fúngicos como gramidici-
na, que fueron efectivos in vitro en el control de 23 
diferentes fitopatógenos (Rodríguez et al., 2017). 
Algunos autores han demostrado que los ELC de 
Bacillus presentaron antagonismo sobre Xantho-
monas campestris pv. campestris (Da Silva et 
al., 2018) y Fusarium oxysporum (Rodríguez et al., 
2017). Tanto los aislados y sus ELC de las rizobac-
terias en estudio, están relacionados con su efecto 
antagónico, de acuerdo a las características meta-
bólicas evaluadas y con sus metabolitos producidos 
activos contra el hongo en estudio. 

Finalmente, en el caso del estudio de la sobre-
vencia de las rizobacterias a diferentes condicio-
nes, mostraron que la temperatura de 24 °C con una 
humedad del 50%, B. subtilis presentó el mayor 
porcentaje de sobrevivencia con 57.5% y el menor 
B. amyloliquefaciens con el 42.9% (Figura 2). Las 
tres rizobacterias mostraron que en la mayoría de 
las condiciones evaluadas no existen diferencias 
significativas en los índices de sobrevivencia con 
respecto a temperatura y humedad. 

In the case of bacterial kinetics, each evaluated 
isolation displayed similar behaviors in their 
bacterial development; a phase of constant latency 
up to 4 h increased its logarithmic development 
until after 15 h, and finally, the stationary phase 
continued until after 24 h; this behavior depends 
on the bacterial strain. The metabolites generated 
in the stationary phase displayed an inhibiting 
effect on the fungus, the ELC of a time of 16 hours 
generated an inhibition of 25% and the 20 and 24 
hour extracts displayed a greater effect of up to 
35%. This may be related to reports on the genus 
Bacillus, which, as a part of its metabolism, released 
toxic products and forms fungal active metabolites 
such as gramidicin, which were effective in vitro 
in the control of 23 different phytopathogens 
(Rodríguez et al., 2017). Some authors have shown 
that the ELC of Bacillus presented antagonism 
on Xanthomonas campestris pv. campestris 
(Da Silva et al., 2018) and Fusarium oxysporum 
(Rodríguez et al., 2017). Both the isolates and the 
CFE of the rhizobacteria in the study are related 
to their antagonistic effect, depending on the 
metabolic characteristics evaluated and the active 
metabolites produced against the fungus studied. 

Finally, in the case of the study of the survival 
of the rhizobacteria under different conditions, 
they proved that in a temperature of 24 °C with a 
humidity of 50%, B. subtilis presented the highest 
percentage of survival with 57.5% and the lowest B. 
amyloliquefaciens with 42.9% (Figure 2). The three 
rhizobacteria showed that in most of the conditions 
evaluated, there are no significant differences in 
the survival rates with regard to temperature and 
humidity. 

These result suggest a good adaptation of 
these rhizobacteria to the conditions of growth 
temperature in vitro of the fungus. Some authors 
mention that there is a great diversity of bacteria able 
to survive in different environments. Temperature 
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Estos resultados sugieren una buena adaptación 
de estas rizobacterias a las condiciones de tempe-
ratura de cultivo in vitro del hongo. Algunos auto-
res mencionan que existe una gran diversidad de 
bacterias capaces de vivir en diversos ambientes. 
La temperatura puede afectar a la célula en la es-
tructura, procesos vitales de los microorganismos, 
velocidad de crecimiento, composición química y 
la actividad enzimática (Calvo y Zúñiga, 2010); sin 
embargo, en las condiciones evaluadas en la pre-
sente investigación se observó un comportamiento 
similar en el género Bacillus, esto se relaciona a las 
características proporcionadas por las endoesporas, 
estructuras de resistencia, que sobreviven a ciertas 
condiciones de humedad y temperatura, además 
promueven factores de trascripción involucrados 
en el proceso de esporulación, lo que favoreció el 
proceso de adaptación y la capacidad de antago-
nismo microbiano (Gouda et al., 2018; Soto et al., 
2018). 

Figura 2. Sobrevivencia de rizobacterias a diferentes porcentajes de humedad (50, 75 y 100 %) y temperaturas de 24 y 37 °C. 
Valores en promedio de tres repeticiones ± desviación estándar. Letras diferentes en la misma condición de tempe-
ratura y humedad representan diferencia estadística (Kruskal-Wallis p≤0.05).

Figure 2.	 Survival of rhizobacteria to different percentages of humidity (50, 75 and 100 %) and temperatures of 24 and 37 °C. 
Values in the averages of three repetitions ± standard deviation. Different letters in the same conditions of tem-
perature and humidity represent statistical differences (Kruskal-Wallis p≤0.05).

may affect the cell in terms of structure, vital 
processes of microorganisms, growth rate, 
chemical composition and enzymatic activity 
(Calvo and Zúñiga, 2010). However, under the 
conditions evaluated in this investigation, a similar 
behavior was observed in the genus Bacillus, and 
this is related to the characteristics provided by 
the endospores, resistance structures that survive 
certain conditions of humidity and temperature, and 
also promote transcription factors involved in the 
sporulation process, which favores the process of 
adaptation and the ability of microbial antagonism 
(Gouda et al., 2018; Soto et al., 2018). 

In conclusion, the rhizobacteria of the genus 
Bacillus presented in this study and the compounds 
generated in the stationary phase displayed in vitro 
antifungal activity against S. cepivorum, along 
with the functional and metabolical characteristics 
of PGPR such as ACC activity, tolerance to NaCl 
(up to 7.5%), bacterial kinetics and survival. They 
show biologically active strains that have an effect 

70

60

50

40

30

20

10

B. subtilis 1 B. amyloliquefaciens B. subtilis 2

So
br

ev
iv

en
ci

a 
(%

) a a b

0
B. subtilis 2B. amyloliquefaciensB. subtilis 1

Temperatura 37 °C Temperatura 24 °C

a a

b
c

a bc
a

a

a a
b a a

a

Humedad
  50%
  75%
100%



Publicación en línea, enero 2020 157

Fully Bilingual
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Mexican Journal of Phytopathology

En conclusión las rizobacterias del genero Ba-
cillus de este estudio y los compuestos generados 
en la fase estacionaria demostraron in vitro acti-
vidad antifungica contra S. cepivorum, además 
de las características funcionales y metabolicas 
de RPCV como actividad ACC, tolerancia a NaCl 
(hasta 7.5%), cinética bacteriana y sobrevivencia. 
Muestran cepas biológicamente activas que tienen 
efecto en el control de patógenos y capacidad de 
producir sustancias promotoras de desarrollo vege-
tal. De acuerdo con lo anterior, son una alternativa 
sustentable para reducir el impacto por los efectos 
negativos al uso de agroquímicos, evitando altos 
costos de producción, la degradación de los suelos 
y la contaminación del ambiente. Así mismo, bio-
fertilizantes en el control de S. cepivorum en culti-
vos de cebolla.
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