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Resumen

Los hongos fitopatbgenos ocasionan enfermedades que deterioran la
calidad de frutas y hortalizas durante el cultivo y en poscosecha, provocando
grandes pérdidas econOmicas. Los fungicidas son el principal método de control,
sin embargo, su uso indiscriminado ha ocasionado contaminacidon ambiental y
resistencia en estos patdégenos, por lo que el uso de microorganismos
antagonistas constituye una alternativa para el control de enfermedades fungicas.
En el presente trabajo, cuatro cepas bacterianas (D1, D2, D3 y D4) aisladas de un
suelo organico identificadas como Bacillus subtilis, y cuatro cepas caracterizadas
como Promotoras de Crecimiento Vegetal (Bacillus mojavensis QAHO5, Bacillus
mojavensis QAH11, Bacillus sp. y B. subtilis) fueron evaluadas en su potencial
antagonico in vitro contra Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Penicillium
expansum Yy Fusarium stilboides. Cada cepa presentd diferente actividad
antagonica; Bacillus sp. mostré la mayor actividad inhibitoria contra R. solani
(>90%); las cepas D1, D3, Bacillus sp. y B. subtilis tuvieron un porcentaje de
inhibicion mayor a 90 % contra S. rolfsii, mientras que las cepas D2 y D4
presentaron porcentajes de inhibicion mayores a 70% contra F. stilboides. Ninguna
cepa mostro inhibicién considerable contra P. expansum en los ensayos (<25%).
La caracterizacion bioquimica de los aislados demostré6 que todas las cepas
producen sideroforos y poseen actividad hemolitica y emulsificante, propiedades
relacionadas con la produccion de lipopéptidos, sin embargo, no se detectd
produccion de HCN para ninguna de ellas. En los ensayos de inhibicion de
germinacion de esporas de F. stilboides y P. expansum usando los sobrenadantes
bacterianos, se encontré una disminucion de la germinacion de los conidios del
primero por las cepas D3 y D4 (>60%), mientras Bacillus sp. inhibié mas de 75% la
germinacion de esporas de P. expansum, ademas se pudo observar un efecto de
los sobrenadantes sobre las esporas, reduciendo la turgencia y la viabilidad. En
ensayos en frutos de pimiento infectados con F. stilboildes, la aplicacion de las
cepas no mostré ningun efecto en el desarrollo del hongo. En conclusion, las
cepas mas sobresalientes del estudio fueron D1, D3, Bacillus sp. y B. subtilis y
podrian ser empleadas en campo para el control de los patégenos transmitidos
por el suelo.

Palabras clave: Biocontrol, lipopéptidos, actividad hemolitica, 16 ARNr, Bacillus.



Summary

The phytopathogenic fungi are causative agents of pre and postharvest diseases
that impair the quality of various fruits and vegetables, causing large economic
losses. Fungicides are the primary method of control; however, its indiscriminate
use has caused pollution and resistance to these pathogens, so that the use of
antagonistic microorganisms is an alternative for the control of fungal diseases. In
this work, four strain bacteria (D1, D2, D3, D4), isolated from organic soil were
identified as Bacillus subtilis, and four strains characterized as Plant Growth
Promoters (Bacillus mojavensis QAHO05, Bacillus mojavensis QAH11, Bacillus sp.,
Bacillus subtilis), were evaluated in their antagonistic potential in vitro against
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolsfii, Penicillium expansum and Fusarium
stilboides. The results show that each strain had different antagonistic activity;
Bacillus sp. strain showed the highest inhibitory activity against R. solani (> 90%);
strains D1, D3, Bacillus subtilis and Bacillus sp. had more than 90 % of inhibition
against S. rolfsii, while D2 and D4 strains showed more than 70 % of inhibition
against F. stilboides. No inhibition was observed for P. expansum in vitro assays
(<25%). These isolates strains were characterized by biochemical antagonistic
activities which show that all strains have emulsifying activity and hemolytic
activity, properties related with the production of lipopeptides. Siderophore
production in all isolates was also found, however, the production of HCN was not
detected for any strain. In inhibition spore germination assay of F. stilboides and P.
expansum using the bacterial supernatants, it was found a decrease of conidial
germination of F. stilboides by D3 and D4 strains (> 60%); Bacillus sp. inhibited
more than 75% germination of spores of P. expansum; Analysis by microscopy
showed a reduction in the turgidity and viability of the spores by effect of
supernatants. In assays in pepper fruits infected with F. stilboildes, the application
of the strains showed any effect in the fungi development. Strains D1, D3, Bacillus
sp. and Bacillus subtilis were the most salient for in vitro control of the tested
pathogens and they could be used in the field to control soil-borne diseases

Keywords: Biocontrol, lipopeptides, hemolytic activity. 16 RNAr, Bacillus.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades de postcosecha ocasionan de 10 a 30% de pérdidas de
la produccion total de los cultivos, de las cuales se estima que del 10 al 50% son

causadas por hongos fitopatégenos (Tripathi y col., 2008).

Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii son de los principales hongos
patdogenos del ahogamiento (damping-off) y podredumbre de las plantulas de
papa, calabaza (Huang y col, 2012; Osemwegie, y col, 2010, Kwon y col., 2009),
trigo (Zarrin y col., 2008), y tomate (Berta y col., 2005; De Curtis y col., 2010;
Mukherjee y col., 1997). Sin embargo, estos hongos también pueden ocasionar
dafos en frutas y hortalizas en poscosecha. Otro patdgeno que se presenta en el
campo y en poscosecha es Fusarium stilboides, que afecta principalmente al
pedunculo del pimiento. Se manifiesta por el desarrollo de un micelio blanquecino,
gue se extiende con el paso del tiempo y culmina con la necrosis parcial o total
del tejido (Sandoval y col., 2011). Uno de los principales hongos causantes de
pérdidas poscosecha en frutos es Penicillium expansum que causa pudricién azul
en manzana, provocando frutos blandos, acuosos y en general de color marron

claro (Sanchez y col., 2008).

El empleo de fungicidas es el principal método de control de estos
patdgenos, sin embargo, su uso indiscriminado ocasiona un riesgo para la salud
humana y el medio ambiente. Por ello, el uso de microorganismos antagonistas
constituye una alternativa sustentable contra diversas enfermedades que
afectan al tallo, raiz, plantula y fruto (Wisniewski y Wilson, 1992). El potencial
que tiene el género Bacillus para sintetizar metabolitos con actividad antifungica
y antibacteriana, se ha utilizado en el control biolégico de fitopatdgenos (Zhao
y col., 2013).

La actividad antagonista de Bacillus spp. contra diversos patdgenos se ha
asociado a la produccion de diversas moléculas responsables como fosfolipidos,
bacteriocinas, compuestos de naturaleza lipopéptidica con actividad

surfactante, cuya principal caracteristica es la actividad emulsificante, algunos



compuestos volatiles, enzimas liticas y sideréforos (Pathma, y col., 2011). Los
antibioticos peptidicos, que incluyen los lipopéptidos, representan la clase
predominante de moléculas con potencial antagonista. Sin embargo, es probable
que las cepas mas eficaces de control biolégico actien a través de multiples

mecanismos (Kumar y col., 2012).

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue aislar e identificar cepas
bacterianas provenientes de la rizésfera de un cultivo organico de zarzamora y
evaluar su potencial antagénico In vitro contra R. solani, S. rolfsii, F. stilboides y
P. expansum. Asi mismo, determinar algunas actividades bioquimicas
relacionadas con la capacidad antag6nica y evaluar la capacidad de los
sobrenadantes bacterianos para inhibir la germinacion de las esporas de estos

patogenos.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Pérdidas en pre y poscosecha de productos hortofruticolas

Las frutas y hortalizas frescas son los productos hortofruticolas mas
susceptibles al deterioro antes y después de la cosecha. Las pérdidas se pueden
atribuir a diversos factores ambientales como la temperatura, humedad relativa,
velocidad del aire y la composicion atmosférica (concentraciones de oxigeno,
diéxido de carbono) que contribuye a la descomposicién de los productos frescos,
asi como la influencia de factores fisicos, fisioloégicos y biolégicos como lesiones
mecanicas, la tasa de respiracion de los frutos, la produccion de etileno, estrés
hidrico, la brotacion y enraizamiento, desordenes fisiolégicos y la contaminacién

por microorganismos patdgenos (Kader y col.,2002).

Se estima que a nivel mundial las pérdidas en poscosecha de frutas y
hortalizas causadas por microorganismos son del 10 al 30% de la produccion
total, y en algunos paises en vias de desarrollo las pérdidas son superiores a 30%
(Kader, 2002; Agrios, 2005).

Especificamente las pérdidas causadas por fitopatbgenos son del 10 al
50% (Tripathi y col., 2008), ocasionando mermas de 40% en mangos (Singh,
1960), 30% en los citricos, 30% en pimiento (Sandoval y col., 2011), 50% en la
pifia, 7 a 12% en las uvas, 28-42% en fresa (Kader y col., 1991). Eckert y col.
(1983) estiman que de 100,000 especies de hongos, menos de 10% son
patdgenos de plantas y mas de 100 especies de hongos son responsables de la

mayoria de enfermedades de poscosecha.

Las frutas, debido a su bajo pH, alto contenido de humedad y la
composicion de nutrientes son muy susceptibles al atague de hongos
fitopatégenos (Phillips, 1984), ocasionando pérdidas de hasta 40% en mangos
(Singh, 1960), 30% en los citricos, 30% en pimiento (Sandoval y col., 2011), 50%

en la pifia, 7 a 12% en las uvas, 28-42% en fresa (Kader y col., 1991).

La mayoria de los géneros de hongos que atacan frutas y hortalizas
después de la cosecha solamente invaden los tejidos a través de heridas (Wills y



col., 1981). Las lesiones que tienen lugar en la manipulacion del producto
proporcionan innumerables vias de entrada a estos patdgenos si bien algunos de
ellos son capaces de invadir productos sanos. Los frutos inmaduros son
normalmente mas resistentes al ataque de patdgenos y las defensas se debilitan

con la maduracion (Dennis, 1985).

2.2 Fitopatdégenos de importancia agricola

Algunos de los hongos fitopatdgenos mas importantes por su incidencia, severidad
y pérdidas econdmicas que ocasionan en pre y poscosecha en cultivos de mayor
importancia agricola pertenecen a las especies de R. solani, S. rolfsii y Fusarium
stilboides cuyos sintomas son marchitez y podredumbres en plantula y fruto (Divya
y col., 2013; Rodriguez, 2001) y P. expansum que causa pudricion azul en frutos
(Sanchez y col., 2008). Estos patdgenos se describen con mayor detalle a

continuacion:

2.2.1 Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani Kihn es uno de los patbégenos transmitidos por el
suelo (Subash, 2013) mas importantes que causan diversas enfermedades como
pudricion de las semillas, raiz, tallo y cuello de las plantulas infectadas hasta
pudriciones en los frutos (Budge y col., 2009; Gonzalez, 2002; Agrios, 2005) de
una gran variedad de cultivos como tomate (De Curtis y col., 2012), papa
(Brewer y col., 2005), col (Budge y col., 2009) y chile (Subash, 2013). Es un
hongo del suelo saproéfito que puede sobrevivir en una amplia gama de
condiciones ambientales, y afecta a una amplia variedad de especies de
cultivos a nivel mundial (Ogoshi, 1987). R. solani sobrevive en el suelo en forma
de esclerocios, como hifas de paredes gruesas en el suelo y en los tubérculos o

en restos vegetales (Papavizas y col., 1975).

En México, 75% de los productores de chile indican que el ahogamiento o
"damping-off* causado por un conjunto de hongos asociados, entre ellos R. solani
es la enfermedad mas importante durante la fase de germinacion de la plantula y
estd presente en 88 de cada 100 almacigos causando pérdidas de 1 a 15%

4



(Subash, 2013).

Las caracteristicas morfolégicas mas tipicas de R. solani son micelio de
color marrén o castafio oscuro (Figura 1a), sus ramificaciones en angulo recto,
constricciones en el punto de origen de la ramificacion de la hifa y formacion de
un septo tipo doliporo en la rama cerca de su origen (Figura 1b) (Ogoshi, 1987).

Las hifas producen esclerocios en forma de masas miceliales, color blanco,
que luego se oscurecen hasta llegar a distintos tonos de castafio, irregulares,
grandes de 1 a 8 mm visibles a simple vista, variando las condiciones en que se
produce, de consistencia dura en cortes microscopicos muestran una constitucion
de hifas entrelazadas, de didmetro variable, cortas, elipticas, semejantes a
diminutos barriles dispuestos en cadena (Sarasola y col., 1975). Los esclerocios
germinan bajo condiciones de humedad favorable y temperaturas relativamente
frias (entre 16 y 23°C) infectando los brotes y tallos de nuevas plantas (Calderén,
1978).

Figura 1. Morfologia de R. solani.

a) Formacion de esclerocios en el micelio de R. solani; b) Vista bajo el

microscopio de las hifas de R. solani

MacroscOpicamente las colonias tipicas de este microorganismo se

caracterizan por ser blancas, algodonosas, planas, sin embargo, dependiendo
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de la especie, puede presentarse tonalidades cremas amarillentas (Barnett y col.,
1973).

El ciclo de vida de R. solani incluye periodos parasiticos y saprofiticos asi
como ciclos de reproduccion sexual y asexual (Figura 2). En el cultivo de papa,
R. solani permanece de una cosecha a otra en forma de esclerocios (Figura 3) y
de micelio en residuos vegetales que se encuentran en el suelo. Al germinar los
esclerocios producen hifas que luego de entrar en contacto con la planta, invaden
los tejidos principalmente de raiz y tallos, afectando los tejidos jovenes de brotes
y estolones (Garcia y col., 2002).
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Figura 2. Ciclo de vida de R. solani.

Algunos de los sintomas que se observan durante el inicio de la
enfermedad incluyen lesiones necroticas de color marron en la base de brotes,
podredumbre de la corona, pudricion de la raiz, o el cancro del tallo que a menudo

conduce al amarillamiento de plantulas, hojas apicales arrugadas (Carling, 1989),



marchitez y pérdida de las siembras, en los casos graves (Yao y col., 2002).

R. solani puede infectar los tejidos subyacentes, ya sea a través de la
penetracion mecéanica por medio de la fuerza o mediante la utilizacion de
aberturas y heridas naturales (Parmeter, 1970). El hongo también puede utilizar
las aberturas como estomas en los tallos, cotiledones y hojas o lenticelas en
tubérculos de patata como portales de entrada a los tejidos de las plantas. La hifa
crece cada vez mas en la abertura y llena la cavidad subyacente antes de

penetrar en los tejidos nuevos.

Figura 3. Esclerocios de R. solani en papa

En el cultivo de tomate, R. solani produce el cancro del cuello. Ataca en
plantula (Figura 4) y en estadios mas avanzados de desarrollo puede
manifestarse como podredumbre de las raices, o cancros del tallo a nivel del
suelo, causando marchitamiento, debilitamiento, detencion del crecimiento y
muerte de la planta. Los frutos en contacto con el suelo o cercanos al mismo,
pueden desarrollar una podredumbre parda con bandas concéntricas mas claras

y mas oscuras alternadas (Arias y col, 2008).



Figura 4. Podredumbre de cuello causada por R. solani en plantulas de tomate

2.2.2 Sclerotium rolfsii

Sclerotium rolfsii es considerado como el principal agente causal de la
podredumbre del tallo y cuello del frijol, judias y soya debido a su amplia
distribucion, elevada incidencia y predominio de estas plantas (Singh y col. 1974).
Es causante de pudriciones en melon (Cucumis melo L.) provocando
podredumbre de las plantulas, el cancro del tallo, roya de la corona, y la pudricién
de la raiz, corona, bulbo, tubérculo y fruta (Kwon y col., 2009). El valor de las
pérdidas econdémicas y de rendimiento en los cultivos afectados por S. rolfsii no
se ha cuantificado con precision, aunque se estima que es elevado. Puede
ocasionar desde dafios poco severos hasta la pérdida total de las cosechas
dependiendo del huésped, las condiciones ambientales y el manejo del cultivo.
No obstante, se ha sefialado a S. rolfsii como responsable del 5% de las pérdidas

totales de las cosechas en el sur de EE.UU. (Remesal, 2012).

Los sintomas de infeccion por S. rolfsii se pueden presentar como lesiones
acuosas en la base de los tallos a nivel de la superficie del suelo, después se
extiende rapidamente y estrangula al tallo; en las plantas herbaceas se marchitan
y se caen. Este hongo es capaz de infectar cualquier 6rgano del huésped
incluyendo hojas, flores y frutos, siempre que éstos entren en contacto con el



suelo infestado y que las condiciones ambientales sean favorables (Aycock,
1966).

S. rolfsii es un hongo que en condiciones favorables produce abundante
micelio en los tejidos infectados. Las hifas son relativamente grandes, de 5a 9 u
de diametro. Son hialinas de paredes delgadas y con aversiones a nivel de las
septas. El micelio al crecer tiende a formar rizomorfos que ya crecidos se
expanden en forma de abanico, teniendo una coloracién blanca. Una vez
infectados los tejidos, la masa de micelio puede aparecer de dos a 10 dias. La
penetracion ocurre cuando el patdégeno produce una enzima que destruye las
paredes de las células externas del hospedero, resultando una destruccién de los

tejidos y en la formacién de micelio y esclerocios (Punja y col., 1985).

Aproximadamente después de siete dias de la infeccion, aparecen los
esclerocios que se forman a partir del micelio cuando los rizomorfos se
entrecruzan y empiezan a formar cuerpos esféricos inicialmente blancos y
después toman una coloracion café claro u obscura (Figura 5). Estos esclerocios
miden en promedio de 0.5 a 2.0 mm de didmetro, pero algunos pueden llegar a
8 6 10 mm de diametro (Remesal, 2012).

Figura 5. Morfologia de S. rolfsii

a) Formacion de esclerocios; b) Hifas de S. rolfsii.



El hongo sobrevive en forma de segmentos de hifas o esclerocios en
plantas infectadas o residuos de plantas en el suelo, no produce ningun tipo
de espora asexual. Es capaz de sobrevivir en un amplio intervalo de condiciones
ambientales, el pH oOptimo de crecimiento del micelio es de 3.0 a 50 y la
germinacion de los esclerocios ocurre en valores de pH de 2.0 a 5.0. La
germinacion se inhibe a pH mayor de 7.0 y el maximo crecimiento del micelio
ocurre entre 25 y 35 °C con muy poco desarrollo o ninguno a 10° o 40° C. El
micelio muere a 0 °C, y los esclerocios sobreviven a temperaturas de -10° C. El
crecimiento del micelio y la germinacion de los esclerocios ocurren rapidamente
con luz continua, pero también puede desarrollarse en obscuridad completa si las

condiciones son favorables (Punja, 1985).

La infeccion puede producirse en cualquier érgano de la planta siempre
que las condiciones ambientales sean favorables, ya que no existe
especializacion del hongo por los diferentes érganos vegetales ya sean raices,
base de tallos, ramas, hojas, flores o frutos (Aycock, 1966). Cuando los tallos de
las plantas herbaceas se deterioran aparecen masas de micelio blanco en el sitio
de la lesion, la cual puede extenderse en el suelo circundante al tallo. Poco
después que aparece la masa de micelio se empiezan a formar cuerpos
redondeados de color blanco que posteriormente se tornan lisos y de color café
claro, café obscuro o negro llamados esclerocios, estos son las estructuras
de resistencia que le sirven para sobrevivir en condiciones adversas (Punja,
1985). Los esclerocios se forman en los tejidos enfermos cerca de la superficie
del suelo. En bulbos y los tubérculos los tejidos se vuelven blandos y se colapsan,

formandose micelio en las areas podridas (Aycock, 1966).

El progreso de la infeccidon en el sistema radical de las plantas susceptibles
es especialmente rapido cuando se trata de tejidos suculentos como en zanahoria
o remolacha (Figura 6). En estos casos la enfermedad siempre comienza por la
parte alta de la raiz y resulta en una pudricion blanda de todo el 6rgano con
abundante micelio blanco en su superficie, que confiere una textura aterciopelada,

y esclerocios en formacion o ya maduros (Aparicio, 2010).
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Figura 6. Infeccidn por S. rolfsii

A) Esclerocios de S. rolfsii en suelo; B) Micelio de S. rolfsii en cuello y raiz

2.2.3 Fusarium spp.

Fusarium spp. es un patégeno causante del marchitamiento vascular
principalmente en vegetales y flores. Presenta especies fitopatégenas como, F.
solani, F. moniliforme, F. roseum, F. lateritium, F.oxysporum y F. stilboides
(Agrios, 1998).

Fusarium spp, se caracteriza morfolégicamente por producir colonias de
crecimiento rapido. El micelio es generalmente abundante, algodonoso y con
coloracion variable de blanco a rosado durazno. Algunos especies presentan
usualmente un tinte de color intenso al dorso de la colonia (Arias y Jerez, 2008).
Puede presentar tres clases de esporas: microconidias, macroconidias Yy
clamidioesporas (Garcés De Granada y col., 1999).

Fusarium spp. penetra la epidermis de las raices, la corteza y endodermos,
finalmente entra a los vasos del xilema, colonizando el sistema vascular (Figura
7), en el cual el fitopatdgeno produce compuestos complejos que interfieren con
la capacidad de la planta al trasladar la toma de agua y nutrientes; ocasionando
la degradacion de tejidos y la muerte. Las hifas del hongo penetran directamente
0 a través de heridas hechas en forma mecanica o por nematodos, insectos o
miriapodos, la epidermis de las raices, pasa a la corteza y a los endodermos y
entran a los vasos del xilema invadiéndolos cuando estan maduros (Baker, 1978).
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El patdgeno coloniza el xilema de las plantas por crecimiento del micelio o por
medio del transporte pasivo de las microconidias lo cual contribuye a la
colonizacion no uniforme, generalmente un lado de la planta; el hongo deteriora
los tejidos por medio de enzimas que degradan la pared celular como xilanasas
entre otras y se comienzan a formar cavidades en las hojas y paredes lignificadas
del tallo (Ochoa, 1996).
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Figura 7. Ciclo infectivo de Fusarium spp.en papa

Una vez dentro de la planta, el hongo se mueve hacia el tejido vascular por
colonizacion intracelular a los vasos del xilema y los invade cuando estan
maduros. El patégeno coloniza por crecimiento del micelio o por medio de
transporte pasivo de microconidias (Baayen, 1988). La colonizacion del tallo es
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unilateral debido a que la diseminacion lateral y radial del hongo parece inhibida
por las paredes celulares y otras barreras laterales (Baayen, 1988). F. oxysporum
produce un micelio en forma de red en la superficie de la punta de la raiz de la que
desarrollan hifas de penetracion. Estas hifas penetran paredes epidérmicas
directamente y posteriormente colonizan el tejido por el crecimiento intra e

intercelular (Mengen, 1996).

Los sintomas de la enfermedad aparecen de forma unilateral causando
marchitamiento vascular; pudricion de raiz, corona, tallo, fruto, y damping- off. En
semillas, se acompafia de un amarillamiento parcial de las hojas, a veces se
observa una mitad clordtica y la otra verde normal y el doblamiento de los brotes
hacia el lado de la planta enferma; a su vez se observa enanismo de éstos y
disminucion en el crecimiento de la planta, los sintomas avanzan lentamente
por la planta hacia arriba hasta causar un marchitamiento generalizado y la
muerte (Arias y Jerez, 2008). La mayoria de los casos del marchitamiento
vascular debidos a este género, son producidos por especies de F. oxysporum;
diferentes huéspedes son atacados por diferentes formas especiales y/o especies
de este hongo. Sin embargo, F. stilboides puede producir dafios en frutos como el
pimiento (Sandoval y col., 2011), que se manifiesta por el desarrollo de un micelio
blanquecino, que se extiende con el paso del tiempo y culmina con la necrosis
parcial o total del tejido. En 2008 este problema se manifesté en alrededor de 30
% de los embargues para exportacion, lo que se tradujo en pérdidas econdémicas

significativas para las empresas.

2.2.4 Penicillium expansum

El género Penicillium se coloca en la division Deutoromycota si los
conidiéforos y conidios son los Unicos organulos reproductores presentes. En la
Figura 8 se muestran conidiéforos y conidios del P. expansum, pero se ubican con

los ascomicetos cuando se forman cleistotecias con ascosporas (James, 2005).
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Figura 8. Penicillium expansum

A) Micelio de P. expansum B) Conidios y conidiéforos de P. expansum

P. expansum causa la pudricion del moho azul en el frutos de manzana y
pera, principalmente, y produce considerables pérdidas poscosecha durante la
cosecha, procesamiento, empaque, transporte y almacenamiento de la mercancia
(Cao y col., 2005). La pudricidon azul es caracteristica por provocar podredumbre
blanda, acuosa y de color marrén claro en los frutos infectados. En general
comienza a desarrollarse a partir de una herida sobre la que aparece el hongo,
primero de color blanco, recubriéndose luego de la esporulacion azul
caracteristica que le da el nombre a la enfermedad (Carrasco, 2013). Mas del 80
% de pérdidas durante el almacenamiento de la manzana son atribuidas
principalmente a dafios producidos por este hongo, que es capaz de desarrollarse
por debajo de 0 °C (Sanchez y col., 2008).

P. expansum infecta una fruta solo cuando hay heridas superficiales
producidas durante la cosecha, empaque y procesamiento de la fruta, a través de
los cuales los conidios son capaces de penetrar. Los conidios se pueden
encontrar distribuidos desde el suelo, los desechos putrefactos, cortezas de
arboles, hasta en camaras de refrigeracion debido a que el hongo es capaz de
sobrevivir a bajas temperaturas. Los conidios se pueden aislar desde el aire
hasta de las paredes, asi como en el agua y soluciones fungicidas en donde se
han sumergido las manzanas y las frutas en antes del procesamiento y
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envasado. Ademas, también es capaz de causar infeccion durante cualquier

estacion del ano.

Si el hongo ha colonizado la fruta con micelio, la formacién de conidioforos
se produce en la superficie o bajo la superficie de las hifas. Los conidios tienen
un color similar "al aceite de olivo" y se difunden por las corrientes de viento. P.
expansum normalmente infecta sélo fruta madura o demasiado madura (Pitt y
col.,, 1985). El patdgeno es incapaz de atravesar la cuticula de la fruta. La
penetracion se da a través de heridas o aberturas naturales. Sobre los frutos
infectados se producen numerosas esporas, que apareceran inicialmente como
micelio blanco en la superficie de la fruta infectada y posteriormente tienden a
cambiar de color a azul o tonalidades de color verde. Los frutos maduros son mas
susceptibles a la infeccion con P. expansum.

P. expansum, P. digitatum y P. italicum, utilizan la acidificacién del tejido
para apoyar su patogenicidad a través de la secrecion de acidos organicos
(Prusky y Yakoby, 2003). La alcalinizacién del sitio de la infeccion por hongos se
logra mediante la secrecion activa de amoniaco, que es en gran parte el producto

de la actividad de la proteasa y desaminacion de los aminoacidos (Prusky, 2008).

2.3 Control de enfermedades de las plantas

El control de enfermedades poscosecha comienza en el campo ya que un
buen programa sanitario disminuye la fuente de indéculo y los riesgos de
infecciones luego de la cosecha (Blanco, 2012). Los fungicidas son el principal
medio de control de enfermedades de postcosecha (Eckert y Ogawa, 1985). Sin
embargo, varios fungicidas han sido prohibidos por la Agencia de Proteccion
Ambiental de los EE.UU (EPA). o retirados del mercado por la residualidad de
estos productos en el agua, suelo y las plantas, ademas del deterioro de la salud
humana y del ambiente y la resistencia por parte de los patdégenos a estos

productos.
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2.3.1 Control quimico

Algunas frutas y verduras son tratadas con fungicidas después de ser
cosechadas para reducir la incidencia de enfermedades poscosecha, y por lo
tanto, las personas que las consumen, tienen una mayor probabilidad de
exposicion directa a otros productos que fueron aplicados en el campo (Eckert y
Ogawa, 1985)..

El fungicida prochloraz es utilizado para el control de antracnosis en
poscosecha causada por especies de Colletotrichum spp. en papaya; sin
embargo, su recomendacion para el control de esta enfermedad esta limitada
debido a que no tiene registro de tolerancia por parte de la EPA y ademas éste
fungicida esta clasificado como posible cancerigeno en humanos (Santamaria y
col.,, 2011). Fungicidas como fludioxonil y fenhexamid estan registrados en los
EE.UU. para aplicacion en poscosecha para controlar la descomposicién de los

melocotones y las nectarinas (Karabulut y col., 2010).

Actualmente, el tiabendazol, que pertenece a la clase quimica de los
benzimidazoles, es el principal fungicida utilizado para el control de hongos
poscosecha como Penicillium spp. en manzana y pera (Errampalli y col., 2006). El
uso intensivo de la tiabendazol, junto con el agente difenilamina (DPA), ha dado
lugar al desarrollo de patdgenos resistentes en el embalaje (Rosenberger y col.,
1985).

Los benzimidazoles se convierten en metil benzimidazol carbamato (MBC,
carbendazim) en la superficie de las plantas, el cual interfiere en la division nuclear
de los hongos. El género Fusarium es sensible a benomyl; sin embargo, es
probable que este fungicida sea un agente mutagénico, que pudiera incrementar el

grado de resistencia de los patdgenos ante su efecto (Agrios, 2005).

Los fungicidas son cada vez menos eficaces debido al desarrollo de
resistencia a patdogenos, aunado a esto existen los posibles riesgos asociados al

uso de productos quimicos (Wilson y col., 1994).
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2.3.2 Control biolégico

Es evidente que existe una necesidad urgente de desarrollar nuevos y
eficaces métodos de control de enfermedades de poscosecha que son percibidos
como seguros por el publico y representan un riesgo menor para la salud humana

y el medio ambiente en comparacion con los métodos de control quimico.

La resistencia de los patdgenos fungicos a muchos productos quimicos de
control ha hecho hincapié en la necesidad de desarrollar estrategias de control
alternativas para minimizar el riesgo de desarrollo de resistencia y la
dependencia de los productos quimicos para el manejo de enfermedades
(Romero y col., 2007).

En este escenario, el control biol6gico ha recibido mayor atencién debido a
que representa una alternativa viable a los fungicidas quimicos de hoy en dia.
Es una tecnologia emergente para controlar las enfermedades poscosecha
considerada de bajo impacto sobre el medio ambiente (Wilson y Wisniewski,
1989; Wilson y col., 1991).

Para seleccionar a un microorganismo como agente de control biologico,
hay que tener en cuenta muchas caracteristicas, como son (Wisniewski y Wilson,
1992):

i. Estabilidad genética
ii. Efectividad a bajas concentraciones
iii. Poca exigencia en cuanto a requerimientos nutricionales (incluidas las
bajas temperaturas y el almacenamiento bajo condiciones controladas)
iv. Efectivo para un gran nimero de patégenos y para diversas frutas y
vegetales
v. Capacidad de reproducirse en medios de crecimiento econdmicos
vi.  Formulacién estable en el tiempo
vii.  Facilidad de aplicacién
viii.  No productor de metabolitos secundarios que sean toxicos para personas
y animales

iXx. Resistencia a los plaguicidas
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X.  Compatibilidad con otros tratamientos quimicos, biologicos vy fisicos

xi.  No ser patdgeno sobre el huésped

En el caso de poscosecha, el antagonista debera sobrevivir y conservar su
efectividad después de exponerlo a tratamientos de poscosecha y bajo
condiciones de almacenamiento, tanto de humedad relativa, como a bajas

temperaturas, y a diversas relaciones de Oxigeno/CO, (Janisiewicz, 1991).

2.4 Bacterias con potencial antagonista

Los microorganismos antagonistas tienen la capacidad de ejercer un
efecto de control sobre diferentes patdogenos de interés y se han empleado
para controlar diversas enfermedades en frutos y hortalizas (Wisniewski y
Wilson, 1991). La superficie del fruto o fructoplano es el mejor lugar para el
aislamiento de microorganismos antagonistas, los cuales pueden suprimir el
desarrollo de la enfermedad en el fruto (Janisiewicz y Korsten, 2002). Especies
de Bacillus estan involucradas en el control de enfermedades de las plantas
(Cuadro 1). EI mecanismo de antibiosis ha demostrado ser uno de los mas
importantes (Thomashow y Weller, 1996).

Se han utilizado levaduras con potencial antagonista como  Pichia
guilliermondii, Candida oleophila, Candida sake, Saccharomyces cerevisiae y
Debaryomyces hansenii para el control de la podredumbre de los citricos (Sharma
y col., 2009).

Bacterias del género Bacillus y Pseudomonas se han reportado con potencial para
inhibir el decaimiento de los citricos causado por P. digitatum y P. italicum (Singh y
col, 1984; Huang y col, 1995).

Suarez y col. (2007) reportan que bacterias del género Bacillus spp., Enterobacter
spp., Pseudomonas spp., Streptomyces spp. y otros géneros bacterianos, asi
como hongos del género Trichoderma spp. y Gliocladium spp. se han identificado
como agentes de biocontrol en sustratos de compostas vegetales contra Pythium

spp., Phytophthora spp., Rhizoctonia spp. y Fusarium spp.
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Cuadro 1. Microorganismos antagonistas utilizados en el control de

enfermedades fungicas poscosecha

Cultivo Agente Biocontrol Enfermedad Referencia
Manzana Pseudomonas syringae  Pudricién azul Janisiewicz,
Pseudomonas cepacia  Pudricion gris 1987
Pichia guilliemondii Janisiewicz y
Roitman, 1988
Wishiewski y
col., 1989
Citricos B. subtilis Pudricion azul Singhy
Pichia guilliemondii Pudricion del tallo ~ Deverall, 1984
Pichia guilliemondii Chalutz y
Wilson, 1990
B. subtilis subsp. subtilis
Trichodermaa sp.
B. subtilis subsp. subtilis
Pera Pseudomonas cepacia  Pudricion azul Janisiewicz y
col., 1988
Durazno Enterobacter cloacae Rhizopus Wilson y col.,
1987
Uva Trichoderma harzianum  Pudricion gris Chalutz y col.,
Pichia guilliermondii Rhizopus 1988
Dubos, 1984
Fresa Trichoderma sp. Pudricién gris Tronsmo y col,
1977
Pifia Penicillium sp. Penicillium Tong-Kwee y

Rohrbock, 1980
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2.5 Mecanismos de accién de los agentes de biocontrol

En general los antagonistas no tienen un Unico modo de accion y la
multiplicidad de mecanismos de accidn es una caracteristica a tener en cuenta en
un antagonista, ya que la posibilidad de presentar resistencia hacia el antagonista
se reduce si éste actia por varios mecanismos (Cook y Baker, 1983). Los
principales mecanismos de accion referenciados para controlar el desarrollo de
patdgenos pueden ser resultado de la competencia por los nutrientes, de la
produccion de bacteriocinas y otros compuestos antagonistas derivados de los
metabolismos secundarios, como péptidos con actividad antimicrobiana o

antifangica (Schillinger y col., 1996).

2.5.1 Competencia por los nutrientes y/o el espacio

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

La competencia mas comuin es por nutrientes, oxigeno o espacio
(Fernandez y col., 2001). Este tipo de antagonismo es favorecido por las
caracteristicas del agente de control biolégico como plasticidad ecoldgica,
virulencia, velocidad de crecimiento y desarrollo, y por otro lado por factores
externos como tipo de suelo, pH, temperatura, humedad, entre otros (Infante y
col., 2009).

La competencia por nutrientes puede ser por nitrégeno, carbohidratos no
estructurales (azlUcares y polisacaridos como almidén, celulosa, quitina,
laminarina, pectinas, entre otros) y microelementos. Esta forma de competencia
en los suelos o sustratos ricos en nutrientes no tiene importancia desde el punto
de vista practico. Por ello, cuando existe exceso de alguno de los componentes
de los fertilizantes e inclusive en suelos con alto contenido de materia organica,

este tipo de antagonismo es poco eficaz.
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La competencia por sustrato o espacio depende de si el mismo esta libre
de patdgenos (sustrato estéril) o si hay una micobiota natural. En el primer caso,
la velocidad de crecimiento del antagonista no determina la colonizacion efectiva
de los nichos, sino la aplicacion uniforme del mismo en todo el sustrato. Sin
embargo, en el segundo caso la velocidad de crecimiento, conjuntamente con
otros de los mecanismos de accion del antagonista, es determinante en el
biocontrol del patdgeno y colonizacion del sustrato (Infante y col., 2009).

La competencia por nutrientes parece desempefar un papel importante en
el efecto antagonico en el control de P. expansum por levaduras (Rivera y col.,

2012) y en P. digitatum por Debaryomyces hansenii (Droby y col., 1998).

2.5.2 Interaccion directa con el patégeno (produccion de enzimas)

Un tipo de interaccion directa entre los antagonistas y los patdgenos es el
parasitismo. El parasitismo puede ser definido como una simbiosis antagonica
entre organismos y consiste en la utilizaciéon del patdgeno como alimento por su
antagonista (Fernandez y col., 2001). Generalmente se ven implicadas enzimas
extracelulares tales como quitinasas, celulasas, glucanasas y proteasas que
degradan las paredes de las hifas, conidias o esclerocios. Por los puntos de
contacto donde se produce la lisis y aparecen los orificios, penetra la hifa del
micoparasito en las del hongo hospedante (Paster y col., 1993). Se ha demostrado
la produccion de B-1,3-glucanasa por Aureobasidium pullulans, enzima que
participa en la degradacion de las paredes celulares de hongos parasitos (Castoria
y col., 2001).

Se ha demostrado la produccién de lipasas, proteasas y B glucanasas de
B. subtilis que actian sobre el patdégeno fungico F. oxysporum. Por otra parte,
también se ha informado la produccién de quitinasas por parte de B. cereus, lo
gue podria estar involucrado en el biocontrol de hongos fitopatégenos (Tejera y
col. 2011). Para el control de S. rolfsii por Serratia marcescens esta implicada la

expresion de la enzima quitinasa (Heydari y col., 2010).
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2.5.3 Produccion de metabolitos secundarios implicados en el antagonismo

Los metabolitos secundarios son aquellos compuestos de bajo peso
molecular (menos de 2.5 KDa) producidos durante la ideofase de crecimiento
bacteriano que no tienen un rol directo en el crecimiento o reproduccion del
mismo. A diferencia de lo que sucede con los metabolitos primarios, la ausencia
de algun metabolito secundario no le impide la supervivencia (Parés, 2002). Los
metabolitos secundarios presentan una enorme variedad de estructuras quimicas.

Muchos de ellos suelen ser especificos de algunos grupos microbianos.

Algunos de estos metabolitos bacterianos tienen propiedades inhibitorias de
enzimas de la planta, propiedades antimicrobianas, reguladores de crecimiento de
plantas, herbicidas, insecticidas y anti-parasitarios. Todas estas propiedades
biolégicas ha propiciado el uso de estos metabolitos secundarios como agentes
de control biolégico en la agricultura. El uso de antagonistas microbianos y sus
metabolitos secundarios en la agricultura en lugar de agroquimicos podria

disminuir el peligro de contaminacion (Pathma y col. 2011).

Se ha demostrado que las rhizobacterias pueden generar diversos
mecanismos de proteccion de las plantas al ataque de patdégenos, mediante la
produccion de metabolitos como sideréforos, &cido cianhidrico (HCN),
antibioticos, e incluso pueden propiciar la induccion de un sistema de resistencia
(ISR) en las plantas que resistan al ataque de patégenos (Kloepper y col.,1997;
Whipps y col., 2001).

Bacterias del género Pseudomonas tienen la capacidad de producir
antibiéticos como giacetilfloroglucinol (DAPG), omicina, fenazina, pirrolnitrina,
entre otros, los cuales han demostrado ser altamente eficientes en el control
bioldgico de fitopatdgenos. Cepas del género Streptomyces tienen potencial de
producir antibidticos que reducen o inhiben el crecimiento y desarrollo de
patdgenos vegetales transportados por el suelo como los actinomicetos (Bressan
y col., 2008).
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Bacterias del género Bacillus spp. son productoras de metabolitos
secundarios que incluyen una amplia gama de compuestos producidos
naturalmente como péptidos antimicrobianos, polipéptidos, lipopéptidos ciclicos,
policétidos, lantibidticos, bacteriocinas, lactonas, fosfolipidos, sideroforos y

volatiles (Pathma y col. 2011).

2.5.4 Lipopeptidos

B. subtilis tiene un promedio de 45% de su genoma dedicado a la sintesis
de antibidticos y tiene el potencial de producir mas de dos docenas de compuestos
antimicrobianos  estructuralmente  diversos. Entre estos compuestos
antimicrobianos, la familia de los lipopéptidos ciclicos (LPC) que tienen un
potencial reconocido contra la inhibicidon de patdgenos gracias a sus propiedades

tensioactivas o biosurfactantes (Ongena y col., 2007).

La mayoria de los lipopéptidos ciclicos son moléculas de péptidos
vinculadas por una cola de acido graso hidréfobo de longitud variable. El género
Bacillus spp., secreta tres principales familias de LPC: surfactinas, iturina A, B,
Cy fengicinas (Figura 9), que son péptidos bioactivos con un gran potencial
para aplicaciones biotecnoldgicas y biofarmacéuticas, debido a que son
biosurfactantes activos de membrana y antibiéticos peptidicos con actividades

antimicrobianas potentes (Peng y col., 2008).

Generalmente, los lipopéptidos son mas activos en la reduccién de la
tension superficial de glicolipidos. Entre ellos, la surfactina, un lipopéptido ciclico
producido por B. subtilis, es uno de los mas eficientes biosurfactantes. Este
puede bajar la tension superficial del agua 72 a 27 mN m'1, y tiene concentracion
micelar critica (CMC) de 25 mg ‘L. Ademas, todos los lipopéptidos ciclicos
pueden disminuir la tension superficial del agua (Peng y col., 2008). La familia de
las surfactinas son biotensioactivos poderosos con actividad emulsionante
excepcional y propiedades espumantes correlacionada con la actividad hemolitica
en suspensiones de eritrocitos y es por tanto un indicador de la presencia de
lipopéptidos (Ongena y col.,, 2007). La familia surfactina abarca variantes
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estructurales, pero todos los miembros son heptapéptidos vinculados entre si con

un acido graso B-hidroxi para formar una estructura de anillo de lactona ciclica.
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Figura 9. Estructuras representativas de tres familias de lipopéptidos
a) lturina; b) fengycina; c) surfactina

La actividad biolégica de las iturinas es diferente a la de las surfactinas,
pues se basa en sus propiedades de permeabilizacion de las membranas
celulares y la formacion de poros de conduccién iénica (Yu y col., 2010). En el
caso de las enfermedades transmitidas por el suelo como R. solani, causante de
damping-off de tomate, la iturina A producida por B. subtilis subsp. subtilis RB14
estd involucrada en la supresion del patdgeno. La participacion de iturinas y
fengicinas de cepas de Bacillus spp. se muestra en el control biolégico contra

diversos patdgenos y en diferentes especies de plantas (Ongena y col., 2007).
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2.5.5 Producciéon de sideroforos

Los suelos generalmente contienen una abundante oferta de Fe en forma
de oOxidos cristalinos y amorfos. El grado de disolucion depende en gran medida
del potencial redox del suelo y pH. En condiciones de un pH neutro a alcalino, el
Fe esta presente principalmente en la forma mineral de Fe (lll), Fe(OH)s, que es
esencialmente insoluble. Plantas y microorganismos han desarrollado una
variedad de mecanismos para secuestrar Fe bajo condiciones limitadas, entre

ellos los conocidos como sideroforos (Alexander y col., 1991).

Los sideroforos microbianos son agentes quelantes de Fe (Ill) producidos
por bacterias y hongos. Estos compuestos se unen a un Fe fuera de la célula con
una afinidad muy alta y luego son tomados mediante receptores especificos en la

membrana celular (Schwyn y col., 1987).
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Figura 10. Estructuras de sideroforos producidos por Bacillus sp.

Los sideroforos pueden provocar diversas respuestas en otras especies
bacterianas que estan presentes en el mismo nicho. El crecimiento de algunas

especies puede ser inhibida y esto se ha atribuido a ser uno de los mecanismos
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por los que actuan los agentes de biocontrol en la inhibicion del crecimiento de
patégenos en la rizésfera (Qing-Ping y col.,, 2011). Mercado y col., (2001).
Menciona que la eliminacién de algunos patégenos por rizobacterias se debe a la
produccion de sideréforos que estos microorganismos sintetizan cuando existe

una baja concentracion de Fe en el suelo.

Una vez que el Fe**ingresa a la bacteria, es convertido a Fe**por medio de
una reaccion enzimatica de 6xido reducciéon (Kloepper, 1997). Las bacterias, al
atrapar o quelar este elemento del suelo lo hacen no disponible para otros
microorganismos que carecen de este sistema de asimilacion, lo que limita el

crecimiento de otros microorganismos (Figura 10).

Especies del género Bacillus producen sideroforos, tal es el caso de la
especie B. megaterium en la que se ha descrito el sider6foro esquizokinen.
También se determiné la produccion de los sideroforos bacilibactina, acido tiotico
y acido 2,3-dihidroxibenzoico que se definen como un material que puede reducir
en gran medida la tensién superficial del agua cuando en muy baja
concentracion. La produccion de lipopéptidos y el papel de estos compuestos en
Bacillus spp. han sido probadas como contra X. campestris pv. campestris y P.

carotovorum subsp. Carotovorum. subtilis (Tejera y col., 2011).

2.5.6 Producciéon de HCN

Ademas de los metabolitos mencionados anteriormente, el acido cianhidrico
(HCN) es altamente tdxico para los microorganismos aerobios a concentraciones
picomolares y bloquea efectivamente la via del citocromo oxidasa. Se cree que la
produccion de HCN por ciertos microorganismos es eficaz contra patdégenos de las
plantas. Pocas especies bacterianas son conocidas por producir y excretar
cianuro de hidrégeno (HCN), un potente inhibidor de la citocromo c oxidasa y
varias otras enzimas. En las cepas productoras, HCN no parecen tener un papel
en el metabolismo primario y generalmente se considera un metabolito secundario
(Blumer y col.,, 2000) Pseudomonas y cepas de Bacillus tienen un gran
potencial en el control de la enfermedad de la marchitez causada por Fusarium

spp. del garbanzo (Karimi y col., 2012).Los resultados de algunos estudios de
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investigacién en este sentido han demostrado que P. fluorescens, produce HCN,
relacionado con la supresién de la pudricibn negra de tabaco causada por
Thielaviopsis basicola (Heydari y col., 2007).

El creciente uso de nuevas tecnologias de biocontrol de patégenos de las
plantas y los productos hortofruticolas ha incentivado a conocer nuevas
alternativas de control utilizando el potencial que presentan muchas bacterias
para la inhibicibn mediante diversos mecanismos. Es importante conocer los
modos de accion de las bacterias asi como la produccion de diversos metabolitos
involucrados en el antagonismo para asi poder ampliar el panorama al sector
agropecuario y poder ofrecer una alternativa amigable con el medio ambiente y
segura para los humanos para el control de las enfermedades en pre y

poscosceha.
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3. OBJETIVOS

3.1 General

Evaluar la capacidad antagonica in vitro e In vivo de aislados bacterianos

de un cultivo organico de zarzamora contra R. solani, S. rolfsii, F. stilboides y P.

expansum, asi como determinar algunos metabolitos relacionados en el

mecanismo de inhibicidn de estos hongos fitopatégenos.

3.2 Particulares

Evaluar la capacidad antagonista de aislados bacterianos In vitro contra R.
solani, S. rolfsii, F. stilboides y P. expansum.

Identificar genéticamente los aislados bacterianos antagonistas por medio
de la amplificacion del gen 16S ARNr mediante PCR.

Identificacion bioquimica de los metabolitos presentes en los
sobrenadantes bacterianos.

Evaluar la capacidad de los sobrenadantes bacterianos para inhibir la
germinacion de esporas fungicas y determinar algunas actividades
bioquimicas relacionadas con el antagonismo.

Evaluar la capacidad de los aislados bacterianos para inhibir el

crecimiento de F. stilboides en pimiento.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Sitio de estudio

Se tomaron muestras de suelo de la rizésfera de un cultivo organico de
zarzamora, localidad Senegal de las Palomas, ubicado en el municipio de San
Juan del rio, Querétaro, con coordenadas 20°26'10.3" latitud Norte y 100°05'03.4"
longitud Oeste.

4.2 Material biologico

Se emplearon como referencia cuatro cepas bacterianas identificadas
como B. mojavensis QAHO5, B. mojavensis QAH11, Bacillus sp, B. subtilis
previamente caracterizadas como promotoras del crecimiento vegetal (PCV) en
el Laboratorio de Plantas y Biotecnologia Agricola de la Universidad Autonoma
de Querétaro (UAQ).

Ademas, se utilizaron cuatro cepas fungicas identificadas en trabajos
previos. La cepa del hongo P. expansum Link fue aislada por Sanchez y col.
(2008) seleccionada en la region Serrana de Querétaro por su virulencia sobre
manzanas ‘Golden Delicious’ y registrada con la clave CFNL2016 en el cepario X.
La cepa del hongo F. stilboides CFNL-2768 fue aislada de frutos de pimiento
con sintomas de la enfermedad, en el Laboratorio de Micologia, UANL,
(Sandoval y col.,, 2011). R. solani y S. rolfsii fueron utilizadas en ensayos

realizados por Velazquez y col., (2011).

4.3 Seleccion de aislados bacterianos

Las muestras se pasteurizaron, posteriormente se realizaron siembras en
placa de agar nutritivo (AN) de las diluciones de suelo, con la técnica propuesta
por Kumar y col., (2012) para la seleccion de bacterias formadoras de esporas.
Las placas inoculadas se incubaron a 30° C (x 1° C) durante 24-48 h. Se aislaron
por separado todas las colonias con distintas caracteristicas morfolégicas entre si
y se mantuvieron en refrigeracion a 4°C en cajas de AN hasta el momento de su

uso.
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Se realizaron ensayos preliminares de antagonismo con cada uno de los
aislados bacterianos contra F. stilboides y P. expansum en placas de APD con
CN (Figura 11), utilizando la técnica de cultivo dual (Kishore y col., 2004) y se
seleccionaron sélo aquellas cepas que presentaron inhibicién contra estos dos
hongos. Los aislados resultantes fueron caracterizados por su morfologia colonial

segun el borde, textura y transparencia (Delaat, 1997).

)

Figura 11. Ensayos preliminares de antagonismo en placa de APD con CN para F.
stilboides

4.4 Pruebas de antagonismo In vitro

Los aislados seleccionados en el escrutinio preliminar se inocularon
individualmente en frascos de vidrio que contenian 100 mL de medio CN y se
incubaron en un agitador rotatorio a 180 rpm a 30° C (£ 1° C). (Ghribi, y col.,
2011). Posteriormente los cultivos se centrifugaron a 3400 rpm por 15 min para
obtener los concentrados celulares. Se recuperé el sobrenadante y se adiciond
APD. Se esteriliz6 en una olla de presiéon a 121° a 1.5 atm durante 1 minutos y
se vacido en cajas Petri. Una vez solidificado el medio, se cort6 con un
sacabocados un disco de 3mm de diametro de una caja con crecimiento del
hongo y se inoculd con el disco del hongo en la parte central de la caja (Kishore y
col., 2004). Para el testigo se utilizd medio CN adicionado con APD. Se realizaron

tres repeticiones por tratamiento.

Las placas se incubaron a 30° C (x 1° C). y se midieron los diametro de
crecimiento con un Vernier cada 24 horas durante 7 dias, o hasta que el hongo
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control haya invadido toda la caja. El porcentaje de inhibicion se calculé usando
la formula 100 x C-T / C (T, el tratamiento; C, de control) (Kumar y col., 2012).

4.5 Identificacidn de las cepas seleccionadas

Se realiz6 la extraccion de DNA bacteriano utilizando el kit de extraccion
de ZYMO RESEARCH®, de acuerdo al protocolo que proporcioné el fabricante.
Una vez obtenidas las muestras de DNA gendmico, se realizé una electroforesis
para verificar la integridad del DNA, utilizando agarosa al 1% en buffer TBE
adicionado con bromuro de etidio (1ug/mL) para la tincion y se corrié a 90 V por
45 min. Se revel6 en un fotodocumentador con luz UV.

La amplificacion del gen 16S ARNr se realizd6 por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para cada ADN bacteriano,
utilizando una mezcla de reaccion (Cuadro 2) de acuerdo a las condiciones
mostradas en la Figura 12. Se utilizaron los siguientes oligonucle6tidos propuestos
por Weisburg y col. (1991):

fD1: 5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
rD1: 5’- AAGGAGGTGATCCAGCC-3

Cuadro 2. Mezcla de reaccion para PCR por muestra de ADN

Reactivo Volumen 1X (uL)

Agua 31.1

Solucion amortiguadora 10X 2.5
Cloruro de Magnesio 1.5mM 3
dNTP 50mM 2
Oligo fD1 20mM 2
Oligo rD1 20mM 2

Taq Polimerasa 0.4
DNA 2

Glicerol 2.5

Total 50
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Figura 12. Condiciones para la amplificacion del gen 16S ARNTr, por PCR

Los productos resultantes de la reaccion de PCR fueron separados por
electroforesis en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X a 90 V por 45 min.
A continuacion, el gel fue tefiido en una solucion de bromuro de etidio (1ppm/mL)
por 15 minutos, después se enjuago en una solucion de TBE 1X. Posteriormente
se revelaron las bandas del gel correspondientes al gen 16S ARNr en un

fotodocumentador Kodak.

Se cortaron las bandas del gel de agarosa que aparecieron a la altura de
1500 pares de bases con respecto al marcador de peso molecular. Estos
productos de PCR se purificaron con el Kit comercial “GFX PCR DNA Gel Band
Purific PAC” de la marca GE Healthcare® de acuerdo al protocolo del fabricante.
Para verificar la calidad e integridad del DNA purificado se corrieron las muestras
de DNA por electroforesis puro en gel de agarosa en las mismas condiciones que
ya se mencionaron con anterioridad (Figura 12) y se determind la concentracion
de DNA empleando el programa para Acidos Nucleicos del equipo Nanodrop
1000 Espectrofotémetro UV-Vis de Microfluidos Thermo Scientific.

4.6 Naturaleza bioquimica de los sobrenadantes bacterianos por CCF

Se obtuvieron los sobrenadantes bacterianos de todos los aislados
seleccionados, inoculados en CN después de 48 h de crecimiento a 30°C y 180
rom. El sobrenadante se esteriliz6 a 121°C durante 15 minutos y se dejo enfriar.
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Posteriormente, se adicion6 a cada frasco con sobrenadante HCI concentrado

hasta alcanzar un pH final de 2.0 y se precipité durante una noche a 4°C.

Transcurrido el tiempo de reposo, se colectaron los precipitados por
centrifugacion a 10.000 rpm a 4 °C durante 20 min para posteriormente secarlos
en una estufa con aire forzado a 40°C durante 16 h. Para la extraccion de
compuestos biotensoactivos, se afadieron 25 mL de una mezcla cloroformo-
metanol (2:1v / v) a cada tubo con el producto seco, y se incubaron en un
agitador rotatorio a 250 rpm, 30 °C (x 0,5) durante 15 minutos. El extracto se
filtro y se evaporo en una campana de extraccion hasta quedar completamente

seco. A este extracto se le conoce como extracto crudo (Ghribi, y col.,2011).

Después de la evaporacion, el extracto crudo, se resuspendido con 1mL
de cloroformo. Cada extracto analizé en una placa de silica gel F254 con el
siguiente sistema de disolventes: cloroformo/ metanol/ agua (85:15:2, v/v/v). Para
detectar los grupos funcionales de aminoacidos se utilizaron los siguientes
reactivos de revelacion: ninhidrina n- butanol-acetato acido (Peng y col., 2008).
Se determinaron los Rf con la siguiente formula (Rf= Distancia recorrida de la
muestra desde el origen /Distancia recorrida del eluyente desde el origen).

4.7 Determinacion de otras caracteristicas bioquimicas

4.7.1 Actividad emulsificante

Se afladieron muestras (2 mL) de sobrenadante libre de células a un tubo de
vidrio y 2mL de aceite de parafina (Ghribi y col.,, 2011). Después de agitar
vigorosamente en el vortex, los tubos se dejaron reposar durante 1 hora. Se
midieron las absorbancias a 540 nm. La actividad de emulsificacion (EA) se
defini6 como la densidad 6ptica medida (absorbancia por unidad de longitud).
Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado (Patel, y col., 1997).

4.7.2 Actividad hemolitica

Actividad hemolitica se determind mediante la técnica de estria cruzada con

cada una de las cepas antagonistas en la superficie de las placas que contienen
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medio de agar sangre y se incubaron a 37 ° C después de 24 h. Despueés de este
tiempo, se midieron los diametros de las zonas hemoliticas (mm) y de
crecimiento y los resultados se expresaron como actividad hemolitica (mm)
(Monteiro, 2002) mediante la siguiente ecuacion: Halo de hemdlisis (mm) =

(Didmetro de hemolisis / Diametro de crecimiento).

4.7.3 Produccién de HCN

La determinacion de la produccion de acido cianhidrico (HCN), se realiz6 de
acuerdo a Devi y col., (2007), para lo cual se emplearon 5 mL de cultivos de
24 horas de crecimiento en CN a los cuales se le agregaron 165 pL del reactivo
de acido picrico neutralizado con Na,COj3; (composicion para 40mL: 0.12 g de
acido picrico, 2 g de carbonato de sodio anhidrido), dejando reaccionar la mezcla
durante 5 horas. El resultado se tomard como positivo si la mezcla presento

cambio de coloracion.

4.7.4 Actividad quitinolitica

La actividad quitinolitica de las cepas fue evaluada en placas con medio de
agar suplementado con quitina coloidal (0.5%) como principal fuente de carbono
(Aktuganov y col., 2002). Las placas se inocularon con bacterias en forma de
estria cruzada y se incubaron a 30°C durante tres a siete dias. El crecimiento de
los aislados se evaluo a los tres dias de incubacion asi como el diametro de la

zona de inhibicion del crecimiento alrededor de las colonias.

4.7.5 Produccién de sider6foros

Se prepar6 medio Agar CAS-azul segun Schwyn y Neilands (1995)
utilizando 60.5 mg de Cromo Azurol S (CAS) disuelto en 50 mL de agua destilada
y desionizada. Se mezclé con 10 mL de solucion de hierro (1) (1 mmol / L FeCls
.6H20, 10 mmol de HCI / L). Esta solucion se afiadio lentamente bajo agitacion a
72.9 mg HDTMA disuelto en 40 mL de agua. La mezcla resultante de color azul
oscuro se diluyé 20 veces y se sometié a tratamiento térmico en autoclave a 121
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°C durante 15 min. Se le adicion6 2% de agar (w / v) como agente gelificante
(Shiny col., 2001).

Se prepararon cajas Petri (9 cm de diametro) con agar-CAS azul como
base de agar. Después de la solidificacion, se le agregaron 6mL de AN. Las
placas se inocularon con las bacterias seleccionadas por el método de puncion.
Se incubaron a una temperatura de 30°C durante 48-72 horas o0 hasta
observar cambios en la coloracion del medio. Todos estos experimentos se
realizaron por triplicado. Se determinG como positiva aquellas bacterias que

produjeron halo color anaranjado en el medio.

4.8 Capacidad de los sobrenadantes bacterianos en la inhibicion de la

germinaciéon de esporas

4.8.1 Recoleccidn de esporas fungicas

Se prepard una suspension conidial a partir de cultivos con dos semanas
de incubacion de F. stilboides y R. solani a 25° C, agregando 5 mL de
diluyente (agua salina al 0.85%) sobre la superficie del medio de cultivo. La
suspension de esporas se filtr6 a través de dos capas de gasa de algodon

esterilizada y se ajustd la concentracion de esporas mediante conteo con una

camara de Neubauer, ajustando la concentracién a 1 x 10* esporas/ mL.

4.8.2 Preparacion de los sobrenadantes bacterianoss

Los cultivos de bacterias almacenadas a 4 °C en AN fueron resembrados
en Caldo Nutritivo e incubados durante 24 h a 30 + 1 °C y 180 rpm.
Posteriormente, el medio se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min, se descartaron

las células y el sobrenadante se esterilizé a 115°C por 15 min.

Se realizé el ensayo de inhibicion de la germinacion de esporas para cada
hongo, tomando en cuenta como tratamientos cada sobrenadante bacteriano.
Para cada tratamiento se utilizaron pozos de 1mL incluidos en microplacas de
poliestireno. Se inocularon 500 uL del sobrenadante bacteriano, 200 yL de la

suspension del patégeno (200 esporas) y 300 yL de medio Papa Dextrosa Liquido
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(PDL). También se prepararon placas testigo de APD con esporas fangicas en el

medio de cultivo sin bacteria.

Las microplacas se incubaron a 25 °C durante 24 horas. Se evalud el
indice de germinacion desde 0 y 1(espora no germinada) hasta 4 (tubo
germinativo cuatro veces el diametro de la espora) como lo muestra el cuadro 3,
escala propuesta por Rivera y col. (2012) Se consideraron 100 esporas por
tratamiento en tres diferentes campos del microscopio. Se llevo a cabo un andlisis
de varianza para cada antagonista, tomando como variable la suma ponderada de

los indices de germinacion de las esporas en un disefio experimental al azar.

Cuadro 3. Escala empleada para la descripcién de la germinacion de esporas

fungicas
0 1 2 3 4
O - OO O | O

4.9 Bioensayos en fruto

4.9.1 Preparacion de inoculos

Los aislados bacterianos se cultivaron en caldo nutritivo durante 24 h a 30 +
1 °C y 180 rpm. Después de la incubacion se centrifugaron los tubos y se
descarto el sobrenadante, recuperando la biomasa celular que se resuspendi6 en
solucion salina estéril al 0.85% . La concentracion del in6culo (antagonista) se
ajusté a 1 x 10" UFC-/mL (Sanchez y col., 2008).Para preparar el in6culo de F.
stilboides, se recuperaron las esporas presentes de los crecimientos fungicos en
cajas Petri con APD empleando solucion salina estéril a 0.85 %. La suspension

de esporas se filtro a través de dos capas de gasa de algodén esterilizada

y se ajustod la concentracion de esporas a 1x 10* esporas /mL.
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4.9.2 Bioensayo en fruto

Para la realizacion del ensayo, se lavaron y desinfestaron 30 frutos de
pimiento con hipoclorito de sodio (5 %) durante 2 min., posteriormente se
enjuagaron con agua destilada estéril y se dejaron secar bajo flujo laminar por
10 min. Una vez que los frutos de pimiento se secaron, se realizaron 10 heridas
en el epicarpio del pimiento con un punzén estéril de 3 mm de diametro y tres
heridas en el pedunculo; cada horadacién se inocularé con 10 pl de la
suspension de esporas de F. stilboides (=100 células). Posteriormente, cada
herida se inoculd con 25 pl de la suspension de bacterias antagonistas (=250 000
células). Los frutos se dejaron secar, se depositaron en frascos individuales de
plastico previamente desinfestados con etanol a 70 % y se incubaron a 24 + 1
°C. Al cabo de seis y 12 dias se midi0 la incidencia del patégeno en el
epicarpio (mm) y la severidad del dafio en el pedunculo de acuerdo a una escala
donde O=sin dafio visible, 1=severidad baja (observaciébn de poco micelio),
2=severidad media (desarrollo del micelio sin cubrir totalmente el pedinculo) y
3=dafo severo (micelio abundante cubriendo totalmente el pedunculo) (Sanchez
y col., 2008).

37



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Seleccion de cepas con potencial antagénico

Como resultado de la seleccion previa de bacterias con potencial

antagonista contra F. stilboides y P. expansum se seleccionaron cuatro bacterias

y se nombraron como D1, D2, D3 y D4. Como testigo se emplearon ocho cepas

del Laboratorio de Plantas y Biotecnologia Vegetal de la UAQ, previamente

caracterizadas como promotoras de crecimiento vegetal, de las cudles se

seleccionaron cuatro identificadas como B. mojavensis QAHO5, B. mojavensis
QAH11, Bacillus sp. QAMAO4, B. subtilis QAP12, que presentaron, en este

estudio, potencial de inhibiciébn sobre F. stilboides y P. expansum. Se realizé la

caracterizacion morfoldgica de los aislados D1, D2, D3 Y D4 segun Delaat (1997)

consignando los resultados en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Descripcion morfoldgica de los aislados bacterianos (D1, D2, D3 y D4)

CEPAS

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

D1

D2

D3

D4

Colonias con borde dentado irregular, traslicida de la periferia y
opaca del centro, elevada. Color beige de la periferia y oscura del
centro. Consistencia butirosa, casi seca y sin brillo.

Colonias pequefias, enteras y con borde dentado, y mas oscuro.
Elevacion convexa baja, consistencia seca y con poco brillo.
Colonias de tamafio grande, de forma lobulada, y contorno grueso y
oscuro, consistencia viscosa. Transparencia opaca. Tiene color café
claro en el contorno y beige en el interior o a simple vista. Forma

elevada.

Colonias pequeiias de forma entera o completa, consistencia
viscosa, traslicidas y unas ligeramente opacas. Poca elevacion.

Color beige claro.
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Todas las bacterias seleccionadas son resistentes a altas temperaturas,
caracteristica de las bacterias esporogénicas resistentes a la luz UV y la
desecacion, lo que les permite resistir condiciones ambientales adversas
(Raaijmakers y col., 2002; Saharan y Nehra, 2011).

Uno de los géneros bacterianos que produce esporas e identificado en
esta evaluacion es Baciilus spp., que se caracteriza por tener paredes celulares
de multiples capas, formacién de endosporas resistentes, y la secrecion de
antibioticos peptidicos, asi como la produccién de algunos otros metabolitos con
capacidad de promocion de crecimiento vegetal (Kumar y col., 2011). El género
Bacillus es caracterizado por expresar actividad antagonista mediante la
supresion de los patdgenos tanto In vitro como en condiciones In vivo (Kumar y
col., 2011).

5.2 Ensayos de antagonismo In vitro

La capacidad inhibitoria de los aislados bacterianos se probo frente a los
patégenos R. solani, S. rolfsii, F. Stilboides y P. expansum.

Se observé que F. stilboides (Figura 13) en presencia de los
sobrenadantes bacterianos presenta un diametro de crecimiento inferior a 10
mm hasta el cuarto dia de incubacién, comparado con el control que a esa misma
fecha presenta un diametro respectivo superior a 25 mm. Se puede observar
que para el quinto dia de incubacion el efecto de inhibicion de los sobrenadantes
bacterianos pierde paulatinamente su actividad. Estos resultados podrian dar un
indicio de la duracion del efecto de los sobrenadantes bacterianos para la

inhibicion del crecimiento del hongo.

La tendencia de crecimiento de P. expansum en el transcurso de seis
dias (Figura 14) fue muy similar entre todos los tratamientos con
sobrenadantes bacterianos, incluyendo el testigo en APD inoculado con P.
expansum. Se observa que el crecimiento del hongo es lento con tendencia
exponencial a partir del segundo dia de incubacién. Sin embargo, el analisis

estadistico muestra diferencias significativas entre los tratamientos, indicando
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que Bacillus sp., D1 y D2 fueron las cepas mas antagoOnicas para P.
expansum.También se puede observar claramente que la cepa H5 tuvo un
valor negativo en los porcentajes de inhibicidon, indicando un crecimiento

ligeramente mayor al testigo.

Para R. solani y S. rolfsii no se logré obtener una cinética de crecimiento
debido a que al tercer dia de incubacion, el hongo ya habia cubierto
completamente de micelio toda la caja Petri, por lo que se suspendieron las

mediciones.

Se determinaron los porcentajes de inhibicion del patégeno con los
sobrenadantes bacterianos usando la férmula 100 x C-T / C (T, crecimiento del
hongo sobre el tratamiento con sobrenadante bacteriano; C, crecimiento del
hongo testigo sin sobrenadante bacteriano propuesta por Kumar y col. (2012).
Se utilizd6 como control una Placa de Petri con el hongo sin sobrenadante

bacteriano (Cuadro 5).

—@— Bacillus

50.00 mojavensis
QAH5

45.00 Bacillus
mojavensis

40.00 / QAH11

/ —¥— Bacillus sp.
35.00

/ —o— Bacillus subtilis
30.00 /

25.00 / D1

20.00

/ /( D2

15.00
/ : ’ >
10.00 /:_é%%—
2&/ D4
5.00 - /

N
0.00 T T T T T CONTROL

Diametro de
crecimiento en

4
DIAS

Figura 13. Crecimiento de F. stilboides en medio de cultivo con sobrenadante
bacteriano.
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Figura 14. Crecimiento de P. expansum en medio de cultivo con las cepas
antagonistas

Cuadro 5. Actividad antagonista de cepas bacterianas en el control bioldgico de
hongos fitopatégenos

F. stilboides P.expansum R.solani S. rolsfii

Cepa

B. mojavensis QAH05 66.70 bc™ -0.73 b 75.99 b 83.42c
B. mojavensis QAH11 58.78 d 17.32 ab 64.28 e 85.21c
Bacillus sp. 65.73 bc 20.96 a 91.19a 96.16 a

B. subtilis 67.62 bc 14.58 ab 71.33d 94.34 a

D1 63.47 cd 24.55 a 74.65 bc 96.14 a

D2 70.98 ab 20.85 a 72.78cd 87.08 bc

D3 68.57 abc 13.60 ab 73.62 bcd 92.30 ab

D4 73.66 a 15.85 ab 66.48 e 86.17 c

XValores correspondientes al porcentaje de inhibicion; Zvalores con la misma letra
dentro de columnas, son estadisticamente iguales con base a la prueba de Tukey
(P=<0.05).
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Las cepa Bacillus sp. QAM04 presentd la mayor actividad antagonista
contra R. solani (>90%), siendo la més significativa (Cuadro 5 y Figura 15). Sin
embargo, se pueden considerar las cepas D1, D2, D3, B. mojavensis QAHO5 y B.
subtilis como bacterias con potencial de inhibicion contra este patdgeno, puesto
gue presentaron valores superiores al 70% de inhibicion del crecimiento,
considerando que Kishore y col. (2005) seleccionaron cepas con porcentajes de
inhibicién comprendidos entre el 60-66%.

Figura 15. Ensayos en placa con sobrenadantes bacterianos contra R. solani,
después de 3 dias de incubacion.

A) Sobrenadante bacteriano de cepa D1, B) Sobrenadante bacteriano de cepa
Bacillus sp., C) Testigo sin sobrenadante bacteriano

Se presento inhibicion para S. rolfsii (Figura 16) por las bacterias Bacillus sp.,
B. subtilis y la cepa D1 con los mayores porcentajes de inhibicién siendo 96.2%,
94.3% y 96.1% respectivamente, lo que indica que para estos tratamientos el
crecimiento del hongo fue casi nulo. Cabe destacar que la cepa D3 también
presenta un alto potencial de inhibicion (92.3%) de S. rolfsii. Los resultados son
alentadores, considerando otros trabajos en los cuales se ha reportado resultados
similares utilizando B. subtilis como bacteria antagonista contra diversos hongos
fitopatégenos (Jiang y col., 2001; Ragazzo y col., 2011).. Resultados similares se
observaron también por el estudio realizado por Nalisha y col. (2006) donde el
crecimiento de micelio de Sclerotium spp. fue inhibido por aplicacion de Bacillus
spp. utilizando la técnica de cultivo dual, donde observa la reduccion de los

esclerocios.
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Figura 16. Ensayos en placa con sobrenadantes bacterianos contra S. rolfsii,
después de 3 dias de incubacion.

A) Sobrenadante bacteriano de cepa D2, B) Sobrenadante bacteriano de la
cepa Bacillus sp., C) Testigo sin sobrenadante bacteriano

Es notable la inhibiciéon del crecimiento de los hongos inoculados en cajas Petri
con sobrenadante bacteriano en comparacion con las del control de F. stilboides
(Figura 17). La cepa D4 fue la de mayor actividad antagonista, presentando 73.7%
de inhibicién del hongo. La cepa D2 también disminuyé considerablemente el
crecimiento de F. stilboides. Karimi y col. (2012) menciona que en prueba de
cultivo dual, cepas de B. subtilis inhiben el crecimiento de patégenos como

Fusarium spp. en 51.16%.

Figura 17. Ensayos en placa con sobrenadantes bacterianos contra F. stilboides,
después de 7 dias de incubacion.

A) Sobrenadante bacteriano de cepa Bacillus sp., B) Sobrenadante bacteriano
de cepa B. subtilis, C) Testigo sin sobrenadante bacteriano

43



En los ultimos afos, varias especies de Bacillus como B. subtilis subsp.
subtilis, B. atrophaeus, B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. licheniformis y B.
pumilis fueron utilizados como agentes de biocontrol contra diferentes especies
de Fusarium, inhibiendo el crecimiento del micelio entre 72 y89%. (Zhao y col.,
2014). Cepas de B. subtilis redujeron el crecimiento del micelio de F. solani en
un 34,4% (Morsy y col., 2009). Considerando los datos obtenidos, los resultados
son alentadores para el control de este hongo.

Para el ensayo de antagonismo realizado con P. expansum, (Figura 18) el
andlisis estadistico muestra que las cepas D1, D2 y Bacillus sp. presentaron
diferencias significativas en los porcentajes de inhibicion. Sin embargo, se
obtuvieron porcentajes de inhibicion finales no mayores a 25%, por lo que
practicamente no se observo inhibicion del hongo. Considerando las condiciones
de este estudio, puede existir una posible resistencia de este patdégeno ante los
compuestos excretados. Janisiewicz y col. (2000) reportan que algunas bacterias
de diversos géneros no son capaces de generar antibiosis contra P. expansum en
distintos medios estudiados.

Figura 18. Ensayos en placa con sobrenadantes bacterianos contra P. expansum
a los 7 dias de incubacion.

A) Sobrenadante bacteriano de cepa Bacillus sp., B) Sobrenadante bacteriano
de cepa D1, C) Testigo sin sobrenadante bacteriano

Los patdgenos que toleran el estrés ambiental a menudo tienen pocos
competidores, tal es el caso de Penicillum spp., que a menudo producen

44



metabolitos secundarios que inhiben competidores, por lo tanto, las especies
tolerantes al estrés y competitivo requeririan estrategias de biocontrol diferentes
como la aplicacion de un control integrado desde campo para reducir la incidencia

poscosecha (Janisiewicz y col., 2002).

La actividad antagonista esta asociada a la produccion de diversos
metabolitos que se encuentran difundidos en el agar y que son estables a altas
temperaturas. B. subtilis tienen la capacidad de producir antibiéticos peptidicos
que contribuye para su utilizacion en las formulaciones de control biologico de
varias enfermedades de las plantas (Monteiro y col., 2005) Estos metabolitos
pueden ser de naturaleza lipopeptidica. Los Lipopéptidos presentan excelente
estabilidad a temperaturas bajas y altas, altas concentraciones salinas, toleran
un amplio intervalo de pH (3-8), también presentan tolerancia a disolventes e

irradiacion ultravioleta (Zhao y col., 2013).

Se han reportado algunos trabajos en donde evaltan la estabilidad térmica
de diversos metabolitos bacterianos y pudieron concluir que en tratamientos
térmicos por debajo de 100 ° C no se afecta la actividad antifungica de los
lipopéptidos (Shu-Mei, y col., 2012). La actividad se reduce en un 27,5% cuando
los lipopéptidos se tratan a 121 ° C durante 15 min. (Shu-Mei, y col., 2012). Sin
embargo, con los ensayos antagonistas realizados, podemos decir que algunos
compuestos inmersos en los sobrenadantes bacterianos presentan capacidad

antifingica aun después de haberlos sometido a temperaturas de esterilizacion.

5.3 Identificacion de las cepas seleccionadas

Después de realizar el PCR, se verifico la integridad del ADN de las cepas
D1, D2, D3y D4 como se muestra en la Figura 19. Se determiné la concentracion
de DNA empleando el programa para Acidos Nucleicos del equipo Nanodrop
1000 Espectrofotémetro UV-Vis de Microfluidos de Thermo Scientific (Cuadro 6).
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Figura 19. Gel de electroforesis con los productos de PCR purificados

Cuadro 6. Concentracién de ADN obtenido por purificacion del gel del PCR

Muestra Concentracién Ratio 260/280 Ratio 260/230

ng pl™
D1 34.5 2.03 0.05
D2 27.4 1.84 0.46
D3 32.2 1.90 0.04
D4 114 1.73 0.15

La calidad del ADN gendmico fue examinado por mediciones de la
relacion 260/280 y 260/230 nm por Analisis NanoDrop. En el pico de la luz UV la
absorcién de ADN es 260 nm, el pico de la luz UV para proteinas es 280 nm, la
absorcion a 230 nm refleja impurezas de, por ejemplo, carbohidratos, péptidos,
fenoles, sales tampodn, y otros compuestos aromaticos (Hansen y col., 2007). Un
ADN puro y de buena calidad debe tener una pureza alrededor de 1.8, si esta
relacion es baja, puede indicar la presencia de proteinas, fenoles u otros
contaminantes que absorben a 280nm (Alvarez, 2012). La relacion de 260/280 nm
de las cuatro cepas en promedio oscilarn alrededor de 1.70, valores cercanos a

lo reportado, lo que nos indica que los ADNs son de buena calidad. En la relaciéon
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230/260 nm, los valores son bajos, indicando que casi no hay presencia de
contaminantes

.ElI ADN purificado se envi6 al Instituto de Neurobiologia de la Universidad
Nacional Autonoma de México para su secuenciacion. Se realiz6 la secuenciacion
del gen 16s ARN con los oligonucleotidos universales fD1 y rD1. Una vez
obtenidas las secuencias de los productos de PCR, estas fueron ingresadas al
programa BLAST del NCBI para buscar homologias con secuencias reportadas.
En el Cuadro 7 se muestran los resultados de dichos alineamientos y el

porcentaje de identidad.

Cuadro 7. Porcentajes de identidad de las cepas identificadas mediante la
secuenciacion del gen 16 s ARNr

Cepa de Microorganismo % de identidad
estudio

D1 B. subtilis subsp. spizizenii 97

D2 B. subtilis subsp. spizizenii 99

D3 B. subitilis strain 168 99

D4 B. subitilis strain 168 96

La secuenciacion del gen ARNr 16S proporciona lo medios precisos para
la identificacion de microorganismos. La calidad de esta identificacion, depende
principalmente de la base de datos que se utiliza (Alvarez, 2012).

El andlisis con el programa Blast reveld que las secuencias del 16S rARN de los
aislados D1, D2, D3 y D4 tienen 97, 99, 99 y 96% de similitud respectivamente
con B. subtilis.

El par de oligonucleétidos fD1 y rD1 son capaces de amplificar una amplia
variedad de taxones bacterianos. La sustitucion del oligonucleétido rD1 con rP1
extiende la diversidad de especies aun mas, sin embargo, desde la perspectiva de
amplificar el nimero méximo de nucledtidos del 16S ADN, rD1 es preferible;

debido a que esta mas cerca del extremo 3" (Weigsburg y col., 1991).
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A partir de las secuencias de los aislados se construyé un dendrograma
(Figura 20) utilizando el programa MEGA con la metodologia propuesta por
Criminger y col (2007). El arbol filogenético en el cual se comparan las
secuencias del gen 16S del ARN ribosomal de los aislados muestra una
diferencia evolutiva dividida en dos grupos principalmente. Se incluyeron a
especies de grupo externo como P. fluorescens, Breviobacterium aureum vy
Paenobacillus polymyxa. En el primer grupo las cepas de referencia P.
fluorescens, Breviobacterium aureum y Paenobacillus polymyxan externa se
agruparon. En tanto que, en el segundo grupo todos los demas aislados se

agruparon con los del género Bacillus.

En la actualidad la comparacion de secuencias de 16S ARNr esta siendo
aplicada para la identificacion de bacterias, aisladas de diversas fuentes, en base
a sus relaciones filogenéticas. Su utilizacion se ha incrementado debido la
existencia de numerosas bases de datos que cuentan con las secuencias del 16S
ARNr. Sin embargo, cuando se estudian especies bacterianas estrechamente
relacionadas, o cepas dentro de una misma especie, el poder discriminante de la

técnica basada en el estudio del 16S ARNr puede ser limitado (McCartney, 2002).

Bacillus subtilis strain DSM 10

I Bacillus tequilensis strain EMBS083

35t Bacillus sp.

Bacillus mojavensis strain QAMH5

54 Bacillus mojavensis strain IFO15718

* Bacillus subtilis

gdr D1
{ D2
4 D3

1005 I: D4

L— Bacillus licheniformis strain IITR HR-2

95

Bacillus mojavensis strain QAMH11

Pseudomonas fluorescens strain PC17

Brevibacterium aureum strain Enb15

Paenibacillus polymyxa strain KCTC3717

—_—
0.1

Figura 20. Filogenia de los aislados bacterianos de estudio con cepas de
referencia
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5.4 Naturaleza bioquimica de los sobrenadantes bacterianos por CCF

El andlisis preliminar en Cromatografia de Capa Fina (CCF) reveld la
presencia para todas las cepas de cuatro bandas de color intenso ubicadas
dentro del recuadro de color rojo, incluyendo el control (Figura 21). Este
resultado puede indicar una interferencia del medio de cultivo, debido a que el CN
estd compuesto de peptona de gelatina y extracto de carne, cuya composicion
guimica esta dada principalmente por aminoacidos y cadenas cortas de péptidos,
razén que puede explicar la revelacion de estas bandas por el reactivo de
ninhidrina. Para las muestras de D1 y D2, en la cromatografia observada bajo la
luz UV se muestran bandas para cada una con un Rf=0.83, sin embargo al revelar

la placa con ninhidrina no se observan estas bandas.

Todas las demas cepas, exceptuando el control, presentaron dos bandas
en mayor o menor intensidad con Rf= 0.56 y Rf= 0.80 respectivamente, ambas
para cada una de las muestras. Esto nos indica que puede existir la presencia de
compuestos con naturaleza lipopeptidica, como lo cita Peng y col. (2008). Se ha
evaluado la capacidad de Bacillus spp antagonistas contra Podosphaera spp.
detectando la presencia de compuestos antifingicos en los sobrenadantes por
medio de CCF, donde reportan valores de Rf = 0.70. La exploracion mediante
HPLC reveldé que los compuestos pertenecian al a familia de los lipopéptidos,

como la surfactina y fengycina (Romero y col., 2007).

Razafindralambo y col. (1993), extrajo lipopéptidos de B. subtilis con
actividad antifungica. De acuerdo a su Rf se pueden identificar dos grupos de
compuestos con Rf cercanos a 0.65. El analisis por medio de FPLC reveld la

presencia de compuestos como iturina y surfactina.

De todos las especies bacterianas productoras de lipopéptidos ciclicos
(LPCs), el género Bacillus es considerado como el mas eficiente ya que puede
secretar tres principales familias de LPCs: surfactinas, iturina y fengycina por
una sola cepa de Bacillus spp. Sin embargo, LPCs con configuraciones
moleculares diferentes tienen propiedades similares entre si. (Zhao y col., 2013)
Estos compuestos son bien conocidos por su amplio espectro de actividad
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antifangica (Stein 2005). La estructura anfifilica de lipopéptidos les permite
interactuar con las membranas bioldgicas antagdnicamente e inducir la
formacién de poros (Romero y col., 2007).

Varias especies de Bacillus producen biotensioactivos lipopeptidicos; el
mas importante es la surfactina, que se produce a partir de B. subtilis. La
surfactina no se sintetiza ribosomalmente; lo hace por un sistema enzima
multifuncional como el que participa en la sintesis de los antibioticos de péptido

liberado a partir de bacterias bacilos (Nitschke y col., 2006).

Este ensayo no es determinante para la identificacion de metabolitos
secundarios, solo se utiliza para la purificacién de los compuestos con actividad
antifingica. Sin embargo, por los valores de los Rfs y los resultados obtenidos con
pruebas mas determinantes como HPLC, podemos generalizar una idea de la

posible naturaleza de estos compuestos con actividad antimicrobiana.

L ]
| Ty, e g, s :
7 De t}; Ty Bt My Tz C
Figura 21. Placa de CCF cargada con extractos de sobrenadantes bacterianos y

revelada con ninhidrina

*Recuadro azul y amarillo indica la revelacién de compuestos con actividad
antifingica; recuadro rojo indica presencia de compuestos del medio de cultivo
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5.5 Determinacién de otros metabolitos

5.5.1 Actividad hemolitica

El ensayo de hemdlisis se llevd a cabo con el fin de observar la
produccion de lipopéptidos por cepas de Bacillus spp. y para verificar la relacién

de estos compuestos con la actividad antimicrobiana.

Se realiz6 la prueba de actividad hemolitica para todas las cepas
bacterianas y se midieron los didmetros de las zonas hemoliticas (Cuadro 8), los

resultados se expresaron como halos de solubilizacion (mm) (Monteiro, 2002).

Cuadro 8. Medicion de halos de hemodlisis, actividad emulsificante, actividad
quitinolitica y produccién de HCN.

Cepas Actividad Actividad Actividad Actividad  HCN
hemolitica emulsificante  emulsificante quitinolitica
(extracto)

D1 1.32 b 0.42de” 1.17b - -

D2 0.85b 0.21f 0.68 c - -

D3 1.31b 0.67abc 1.60 a - +

D4 0.99b 0.63bc 111b - -

B. mojavensis 1.43b 0.84a 0.63 cd - -
QAHO05

B.mojavenis 1.11b 0.24ef 0.28 e - -
QAH11

Bacillus sp. 2.75a 0.52cd 0.53d - +

B. subtilis 1.53b 0.75ab 0.29e - +

XValores correspondientes al halo de solubilizaciéon (cm); Y valores con la misma letra
dentro de columnas, son estadisticamente iguales con base a la prueba de Tukey
(P<0.05); (+) Actividad positiva, (-) Actividad negativa

Se observo que todos los aislados produjeron un halo de hemdlisis o
solubilizacion alrededor de cada colonia; la cepa Bacillus sp. mostré una halo de

solubilizacion significativamente mayor que las demas cepas bacterianas (Figura
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22). Esta propiedad esta relacionada con la produccion de lipopéptidos y la
correlacion que existe entre la capacidad hemolitica con la capacidad
antagonista de las bacterias para inhibir el crecimiento de hongos fitopatégenos
(Ohno vy col.,1995).

B. subtilis

Figura 22. Actividad hemdlitica del aislado D3, Bacillus sp. y B. subtilis.

Comparando los resultados obtenidos en las pruebas de hemdlisis con la
actividad antimicrobiana (Cuadro 5 y 8), se observa que existe una relacion entre
la produccion de lipopéptidos y la inhibicion del crecimiento de bacterias
fitopatdbgenos, como lo dice Monteiro y col., (2002).

En un estudio realizado por Leclére y col., (2005) evaluaron la actividad
hemolitica de sobrenadante de B. subtilis como prueba indirecta para determinar
la presencia de compuestos antimicrobianos como micosubtilina, donde por medio
de HPLC purificaron y obtuvieron este compuesto con actividad antifungica.

La micosubtilina es un compuesto perteneciente a la familia de los
lipopéptidos. Analisis de espectrometria de masas de extractos de micosubtilina
mostraron patrones similares a los lipopéptidos. Sin embargo, la prueba de
hemdlisis evalia indirectamente la  produccion  biosurfactante  por
microorganismos, lo que no significa que estas sustancias poseen actividad

antimicrobiana en la misma intensidad que hemolitica.

La actividad hemolitica se determina por dos genes, denominado shlA y

shiB, que codifican polipéptidos con pesos moleculares de (shlA) y (shiB). Ambos
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polipéptidos se sintetizan como precursores con péptidos que se eliminan durante
la exportacion. Los genes shlA y shiB estan sujetos al control regulado por el
hierro. Una actividad hemolitica positiva también podria estar relacionada con la
degradacion proteolitica por parte del microorganismo que contienen ese gen
(como Serratia spp.), lo que indicaria que seria una cepa patogénica (Rusn y col.,
1990).

5.5.2 Actividad emulsificante del sobrenadante

En la prueba de emulsificacién (Figura 23) se determiné indirectamente la
presencia de lipopéptidos en los sobrenadantes de cultivos bacterianos por
medio de la formacion de la interfase entre liquidos inmiscibles como el aceite de
parafina en agua. El analisis se basa en el aumento en la turbidez de una mezcla
de medio y aceite obtenido de la emulsion del hidrocarburo. Se pudo observar la
formacion de un anillo de emulsificacidn transcurrida la primera hora. La actividad
emulsificante se muestra el Cuadro 8. La cepa B. mojavensis QAHO5 fue mayor
significativamente, sin embargo la estabilidad de todas las emulsiones a las 24

horas es baja.

Figura 23. Medicién de la actividad emulsificante del sobrenadante de la cepa B.
mojavensis QAH11
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La actividad emulsificante con hidrocuarburos como la N-parafina es menos
estable a las 24 horas de reposo de las emulsiones, como lo cita Patel y col.,
(1997), quienes muestran que la estabilidad de las emulsiones con mezclas de
hidrocarburos como n- parafina, hexadecano, mezclas de naftaleno y 2-metilo, fue
menor en comparacion con los hidrocarburos puros y después 24h se observo la
pérdida de la actividad de emulsificacion. La capacidad para emulsionar aceite y
agua es una propiedad importante de algunas bacterias que usan hidrocarburos

como Unica fuente de energia.

Esto concuerda con lo propuesto por Zhu col., (2012), quienes sefialan
que el indice de emulsificacion es mayor cuando la concentracion de lipopéptidos
es mas alta, mientras que la concentracion de lipopéptidos es baja cuando hay
poca emulsificacion. Los resultados mostraron que la estabilidad en emulsion de
los lipopéptidos disminuyé con el tiempo prolongado y después de estar en

posicion vertical durante 24 h.

La turbidez de la emulsion es directamente proporcional a concentraciones
crecientes. Esto sugiere que la actividad emulsionante implica una interaccion
directa con el propio hidrocarburo en lugar de simplemente ejerciendo un efecto

sobre la tension superficial del medio (Rosenmberg y col.,1979).

5.5.3 Actividad quitinolitica

Se evalud la actividad quitinolitica de las bacterias aisladas, para lo cual
como parametro positivo se considero la producciéon de un halo alrededor del
crecimiento bacteriano en las placas de agar suplementado con quitina coloidal
(Figura 24). Ninguna de las cepas presentaron halo de degradacion de quitina,
por lo que se considera como negativo el ensayo, aunque las cepas si
presentaron crecimiento en este medio minimo, utilizan como Unica fuente de

carbono la quitina.

Esta demostrado que variedades del género Bacillus spp. inoculadas en el
suelo, reducen la incidencia de la pudricion de raiz causada por R. solani,

relacionada con la produccién de enzimas quitinoliticas (Pleban y col.,1997),
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razén por la cual se pudiera esperar una relacién positiva en este ensayo debido
a que varias cepas de trabajo dieron resultados alentadores contra la inhibicién de
este hongo.

Figura 24. Ensayo en placas de agar quitina coloidal
A) Crecimiento de la cepa D1; B) Crecimiento de la cepa D3; C) Crecimiento de la
cepa D4; D) Crecimiento de la cepa Bacillus sp.

Algunos géneros de Bacillus no muestran un halo de hidrolisis en medio
minimo con quitina coloidal, a pesar de que variedades de esta especie han
mostrado actividad quitinolitica. Estos resultados sugieren que soOlo pocas
cepas muestran actividad quitinolitica detectable. Por lo que las enzimas
quitinoliticas en Bacillus spp. juegan un papel nutricional secundario, ya que la
quitina no es una fuente de carbono y nitrdgeno importante (Barboza y col.,
1999).

5.5.4 Produccién de acido cianhidrico (HCN)

En el presente estudio se determino la capacidad de todos los aislados
bacterianos pertenecientes al Género Bacillus spp. para producir HCN,
empleando el método propuesto por Devi y col. (2007). Esta reaccion especifica y
cuantitativa se ha aplicado para la determinacién de cianuro por oxidacion de

CN"a un haluro de cianégeno, CNX, en el que CN + es la especie reactiva. El
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CN" reacciona con piridina para producir un intermedio que se hidroliza a un
dialdehido conjugado, aldehido glutacénico. El aldehido glutacénico se acopla
entonces con una amina primaria 0 un compuesto que contiene hidrégenos de
metileno reactivos (RH,) (Lamber y col., 1975).

Se pudo observar que los aislamientos producen HCN basandose en las
medidas de las absorbancias desarrolladas en la reaccion de picrato / Na, COsg,
siendo las cepas D3, Bacillus sp. y B. subtilis las mas significativas (Cuadro 8).
Sin embargo, cuando se determinaron los limites de deteccion, las
concentraciones obtenidas son inferiores al valor estandar, lo que nos indica que
éste método no es muy confiable para detectar pequefias cantidades de este

compuesto.

Independientemente de las bajas concentraciones producidas por cada
bacteria, estd demostrado que el HCN es uno de los compuestos volatiles mas
importantes producidos por Pseudomonas spp. y Bacillus spp. que ha sido
reportado como un eficaz compuesto en el control de algunas enfermedades
fungicas, debido a su alta toxicidad (Karimi y col., 2012). La produccion de
cianuro estd muy estrechamente regulada en bacterias, cuyas concentraciones
generalmente estan por debajo de 1 mM y pueden ser tolerados por muchas
células vivas. Sin embargo, es posible que las células huésped cuando se
infectan masivamente por un patégeno cianogénico puedan sufrir de efectos
secundarios causados por cianuro (Goldfarb y Margraf 1967). La glicina es el
precursor inmediato metabdlico de la ruta del cianuro, por lo que un medio

suplementado con glicina podria dar mejores resultados para esta prueba.

5.5.5 Determinacion de sider6foros

El ensayo CAS detecta cambio de color del complejo de hierro-CAS de
azul a naranja después de la quelacion del hierro unido por un sideréforo
(Schwyn y Neilands, 1987). El ensayo de placa de CAS se ha usado
principalmente para la produccion de sideroforos por diversas cepas de tipos
salvajes 0 mutantes. Sin embargo, es dificil de cultivar microorganismos
exigentes sobre la placa de agar CAS y algunos ingredientes de la agar CAS
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tienen actividad antibacteriana innata. El hexadeciltrimetilamonio (HDTMA)
usado en la preparacion del medio de CAS demostrd ser toxico para algunas
bacterias y hongos (Schwyn y Neilands, 1987; Milagres y col., 1999).

En este trabajo se presenta una modificaciéon al medio CAS-agar para
permitir el crecimiento de diferentes microorganismos sin problemas de
inhibicién causado por la toxicidad de HDTMA utilizado en la preparacion de
reactivo CAS (Milagres y col., 1999) (Figura 25). Considerando el método
propuesto por Qing y col. (2011), el ensayo de SD-CASA es un método mas
simple y mas barato, incluso para la produccion de sideréforos por un agente

de control biolégico potencial.

Figura 25. Ensayo para la produccion de sider6foros en placas de agar SD-CAS:
A) Cepas B. mojavensis QAH11, B) cepa D2, c) cepa B.subtilis, D) cepa D1, E)
Cepa Bacillus sp. F) Cepas B. mojavensis QAHO5

Casi todas las cepas ensayadas, exceptuando B. mojavensis QAH11,
presentaron cambios de coloracion en el medio, en mayor o menor grado se
observo un halo de color amarillo-naranja alrededor de cada colonia sembrada en
la placa SD-CAS (Cuadro 9). EI cambio de color del medio o la zona clara
indica resultado positivo, segun (Kumar y col.,, 2013) es decir, la produccion

de sideroforos se indica con halos de color naranja alrededor de las colonias.
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Este cambio en el color del reactivo de CAS fue debido a que el sideréforo
presente quela el hierro del reactivo CAS y produce el cambio de color de azul a
rojo-naranja (Schwyn y col., 1987).

Las diferencias en el cambio de color en el agar CAS-azul producida por
todas las especies, pueden estar relacionada con las diferencias en la naturaleza
guimica de los compuestos quelantes del hierro producidas (Machuca y col.
2007).

Los siderdforos producidos por rizobacterias quelan hierro disponible y por
lo tanto crean escasez artificial de hierro a los respectivos fitopatdogenos,

limitando asi su crecimiento (Sayyed y col., 2011).

Cuadro 9. Ensayo para la produccion de sideréforos en medio SD-CAS

Cepa Medio SD-CAS
D1 +
D2 +
D3 ++
D4 +
B.mojavensis QAHO5 ++

B.mojavensis QAH11 -

Bacillus sp. ++
B. subtilis +

(++) Actividad positiva mayor, (+) Actividad positiva menor
(-) Actividad negativa

Se ha reportado estabilidad y sensibilidad del medio SD-CAS al no ser
afectado por cambios de pH o ingredientes de soluciones del ensayo Sin
embargo, Por encima de pH 7, el color azul de la solucion CAS cambia a
amarillo, debido a la formacion de hidroxido de hierro que ya no es distinguible
del CAS libre de hierro. (Shin y col., 2001).

La produccion de sideréforos se considera como un componente

importante del mecanismo bacteriano para la suficiencia de hierro y
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probablemente mas importante para la supervivencia y el crecimiento en el
entorno competitivo del suelo, que es generalmente deficiente en hierro soluble
(Khan y col.,, 2006). Los siderdforos exhiben una considerable variabilidad
estructural y afinidad por el hierro, que determina el crecimiento de un
microorganismo en condiciones de competencia cuando la disponibilidad es un

factor limitante (Dimkpa y col., 2009).

El crecimiento de algunas especies puede ser inhibida y esto se ha
atribuido a ser uno de los mecanismos por los que actlan los agentes de
biocontrol en la inhibicion del crecimiento de patégenos en la rizosfera (Quing-Pi 'y
col., 2011). Su modo de accion en la supresion de la enfermedad esta basado
Gnicamente en la competencia por el hierro contra el patégeno (Agrawal y col.,
2013).

Se ha visto que varias especies de Bacillus son de interés ya que son
dominantes en el suelo y son conocidos por secretar antimicrobianos y
sideroforos. Ademas, también son importantes productores de biosurfactantes.
Estos pueden causar la lisis de zoosporas de hongos patégenos de plantas
transmitidas por el suelo como Pythium, Phytophthora y Plasmopara
interactuando e interrumpiendo el flujo de la membrana plasmatica (Miller, 1997).
En consecuencia, Bacillus y otras rizobacterias pueden facilitar un control de
amortiguacion-off especialmente en viveros vegetales donde la enfermedad es
prevalente menudo mediante la destruccién de zoosporas de estos fitopatdgeno.
(Agrawal y col., 2013).

Se han identificado varias sustancias antibiéticas incluyendo bacteriocinas y
antibioticos como la fenazina producidas por Pseudomonas spp., sin embargo,
uno de los mecanismos mas importantes responsables en la supresién de los
patdogenos de las plantas de es la competencia mediada por hierro de los
sideroforos. Las pyoverdinas son los principales sideroforos sintetizados por
Pseudomonas spp. en condiciones de crecimiento de hierro limitantes. Estas
moléculas son uno de los mecanismos implicados en la supresién de

enfermedades fangicas de plantas transmitidas por el suelo (Jenifer y col., 2013).
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5.6 Capacidad de los sobrenadantes bacterianos en la inhibicion de la

germinacién de esporas

Se utilizaron extractos de cultivos liquidos libre de células que contenian
metabolitos de cada cepa de Bacillus spp. y se ensayaron para determinar su
capacidad para inhibir la germinacién de esporas de F. stilboides y P. expansum
In vitro. Por otra parte, se realiz6 un analisis microscopico de dafios morfologicos
inducidos por estos metabolitos. Se realiz6 un conteo de 100 esporas por
triplicado y se determino el porcentaje de germinacion de cada lote. Ademas se

utilizé una escala del 1 al 5 para determinar el tamafio del tubo germinativo.

En el ensayo realizado para F. stilboides, las esporas germinaron en medio
PDL con CN (Cuadro 10). Los porcentajes de germinacion para el tratamiento
control observados bajo el microscopio en una resolucién de 40X fueron del 36%
aproximadamente de 100 esporas contadas, considerado como porcentajes
bajos. Para poder determinar el mejor tratamiento para la inhibicion de la
germinacion de esporas, se obtuvieron los porcentajes de no germinacion, que

para fines de esta explicacién puede traducirse como en porcentaje de inhibicién.

Cuadro 10. Efecto de los sobrenadantes en la germinacion de conidios de F.

stilboides
Tratamiento % de inhibicion

D1 67 ab™

D2 66 ab

D3 71 ab

D4 67 ab
B.mojavensis QAHO05 53 bc
B.mojavensis QAH11 54 bc
Bacillus sp. 78 a

B. subtilis 57 bc

F. stilboides 32 ¢

*Valores correspondientes al Promedio de esporas germinadas; ¥ Valores con la misma
letra dentro de columnas, son estadisticamente iguales con base a la prueba de Tukey
(P=<0.05).
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Los tubos germinativos fueron de tamafo considerablemente mayor a los
demas tratamientos Los tamafios de los tubos germinativos oscilan en la escala
de germinacion del 2 al 5 (de los cuales, 15% fueron superiores a la escala 5),

tamafos que casi no se pudieron observar en los otros tratamientos.

El indice mas bajo de germinacion de esporas fue obtenido por el
tratamiento con la cepa Bacillus sp. que presenta mayor diferencia significativa
con respecto a los demas tratamientos al inhibir la germinacion en un 78%. Los
porcentajes de germinacion para esta cepa fueron de 22%, con tamafos de

germinacion no mayores a la escala 3.

Los sobrenadantes bacterianos de D1, D2 y D3, tuvieron porcentajes de
inhibicién de entre 66 y 72%. La cepa Bacillus sp. presenta correlacion entre los
ensayos de antagonismo en placa realizados para F. stilboides con los de
germinacion de esporas. Un efecto similar es observado por Romero y col.,
(2007), donde los extractos lipopeptidicos de cepas de B. subtilis subsp. subtilis
redujeron significativamente la germinacion (11 y 17%) en comparacion con los

no tratados.

El mismo ensayo de germinacion de esporas con el medio esterilizado se
realiz6 para P. expansum (Cuadro 11). De acuerdo al analisis estadistico, el
tratamiento con la cepa D4 fue el mejor para la inhibicion de P. expansum.
Comparado con el control, que obtuvo un porcentaje de germinacion del 68%. Un
efecto similar es observado por Rivera y col., (2012) cuando levaduras
antagonistas inhiben la germinacién de conidios en mas de 71% en medio
NYDB 20 %.

Los resultados indicaron que los metabolitos secundarios presentes en el
medio de cultivo inhibieron fuertemente el crecimiento del micelio y la germinacion
de esporas. Este mismo efecto inhibidor de metabolitos lo demostré Tan y col.,
(2013) donde se observa un efecto de metabolitos producidos por bacterias del
género Bacillus sobre Fusarium spp., provocando inhibicion causando distorsion,
la tumescencia de las hifas y las esporas. Etchegaray y col, (2008) reporta que
células fangicas fueron dafiadas por el tratamiento con lipopéptidos,
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observandose una reduccion en la estructura de las hifas.

Cuadro 11. Efecto de los sobrenadantes en la germinacion de conidios de P.

expansum
Tratamiento % inhibicion
D1 48.33ab”
D2 55.00ab
D3 61.00ab
D4 62.67a
B.mojavensis QAHO5 48.00ab
B.mojavensis QAH11 52.67ab
Bacillus sp. 41.67ab
B. subtilis 47.67ab
P. expansum 32.00b

XValores correspondientes al Promedio de esporas germinadas; Y valores con la
misma letra dentro de columnas, son estadisticamente iguales con base a la prueba de
Tukey (P<0.05).

La interaccion antagonista entre los compuestos antifungicos y conidios de
hongos parece compartir una caracteristica comun, que implica la induccién de
dafios vinculados a modificaciones morfoldgicas estructurales a los conidios,
todos los cuales resultan en un dafio irreversible, haciéndolos inviables (Romero
y col., 2007).

Se pudo observar que después de llevar a cabo la incubacion durante
aproximadamente 24 h, las esporas presentaron formas anormales con
respecto al control. Con el tratamiento de la cepa Bacillus sp., los conidios
aparecieron bulbosos e hinchados (Figura 26). Con la cepa B. subtilis, algunos
conidios perdieron turgencia, asi como para los que recibieron el tratamiento con
D1.

Huang y col. (2012) observaron por medio de micrografias, que algunos

compuestos lipopeptidicos excretados por Bacillus spp. indujeron la deformacion
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de las hifas, la ampliacién de vacuolas citoplasmaticas y fugas citoplasmatica en
R. solani Q1. En un estudio similar, se demostr6 que B. subtilis subsp. subtilis
redujo la germinacion de conidias de P.fusca mostrando conidios modificados.
Los conidios tratados con extractos lipopeptidicos de cultivos de B. subtilis subsp.
subtilis muestran una morfologia caracterizada por la aparicion de grandes
depresiones y pérdida de turgencia, resultando en la formacion de unos tubos
degradados germinales y la ausencia de apresorios o hifas (Romero y col., 2007).

Estos resultados apoyaron la hipétesis de que la secrecién de compuestos
antifungicos, tales como lipopéptidos, es el mecanismo primario que contribuye al
efecto nocivo de estas cepas de Bacillus spp. frente a la germinacion de

diversos patdgenos.

Figura 26. Efecto de los sobrenadantes en la germinacion de conidios de F.
stilboides a) Control F. stilboides, b) tratamiento con Bacillus sp. c) tratamiento
con D1 d) Tratamiento con B. subtilis
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5.7 Bioensayos en frutos

Se realiz6 el ensayo de infeccion en frutos de pimiento con F. stilboides,
como lo reportan Sandoval y col. (2011). Cada cepa bacteriana fue considerada
como un tratamiento y un control sin la cepa bacteriana. El experimento se realizé
por triplicado. Se realiz6 una sola medicion al sexto dia de incubacién de los frutos

inoculados, segun lo reportado.

Se observo la aparicion de micelio blanco al tercer dia en algunos de los
frutos inoculados, principalmente sobre el pedunculo y el epicarpio.

Figura 27. Incidencia de F. stilboides en epicarpio y pedunculo

A partir del tercer dia de incubacién y de los dias posteriores se comenzé a
ver un mayor crecimiento de micelio en los frutos con casi todos los tratamientos,
excepto para B.mojavensis QAH11. Aunado a la aparicion del micelio blanco, se
observé una mancha necrética alrededor de la herida, no asociada a la infeccion
fungica. Se presume que la bacteria comenzé a degradar el tejido vegetal del &rea
done fue inoculada para la mayoria de los tratamientos, excepto para D3.
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Cuadro 12. Dafios al epicarpio y pedunculo del pimiento por F. stilboides

CEPA Dario al epicarpio (mm) Severidad al pedunculo
D1 10.843 a¥ 2a
D2 9.516 a 2a
D3 8.110 a 2a
D4 9.027 a 2a
B.mojavensis QAHO5 10.850 a 2a
B.mojavensis QAH11 1.000 b la
Bacillus sp. 8.870 a 2a
B. subtilis 9.016 a 2a
Control 9.136 a 2a

*Valores correspondientes al promedio en mm de didmetro del crecimiento del hongo; y
Valores con la misma letra dentro de columnas, son estadisticamente iguales con base a
la prueba de Tukey (P<0.05)

Se midié la incidencia del hongo en el pedunculo y se determinaron los
diametros de invasion del patégeno (cuadrol2). Se observa que solo la cepa B.
mojavensis QAH11, tuvo diferencia significativa al presentar menor crecimiento del
hongo. Tampoco existen diferencias en la disminucion de la severidad del
pedunculo. Por lo que podemos concluir qgue no existe un efecto significativo para
la inhibicion del patdégeno en el fruto usando las bacterias. Aunque la cepa B.
mojavensis QAH11l, no presentd buenos resultados en las pruebas de
antagonismo in vitro, en las pruebas en fruto fue la que mejor inhibi6 el crecimiento
del hongo. Por lo que no existe ninguna correlacion entre los ensayos de

antagonismo realizados in vitro con los ensayos antagonistas realizados in vivo.

Las células en cultivo liquido (como Caldo Nutritivo) no tienen la misma
capacidad para producir sustancias inhibidoras que las células cultivadas en

medios solidos debido a que los metabolitos producidos por las bacterias pueden
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ser inestables o con tendencia a inactivarse en el ambiente de la superficie de la
fruta. Los hongos crecen a temperaturas mas bajas que la temperatura minima
requerida para el crecimiento de las bacterias y la produccion de antibidticos
(Pusey y col, 1984). El efecto de la temperatura sobre el rendimiento o produccion
de metabolitos bacterianos es de importancia, porque el hongo puede estar en
ventaja contra la bacteria y no necesariamente porque carezca de efecto

inhibitorio.

Lo anterior probablemente se deba a que entre los diversos mecanismos de
accion que las bacterias puedan ejercer sobre el patdgeno, éste sea capaz de
generar respuestas de defensa en el tejido del hospedero (Sandoval y col., 2012).
Existen reportes similares en donde en ensayos in vivo levaduras indujeron algun
mecanismo de resistencia en el hospedero, mientras que in vitro la inhibicion del
crecimiento del hongo se deba fundamentalmente a una competencia por

nutrientes y por espacio. (Janisiewicz, 1987).
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6. CONCLUSIONES

Identificacién de cepas bacterianas

La caracterizacion genética por medio de la amplificacion del gen 16S DNA
nos muestra que los aislados bacterianos de la rizésfera del suelo organico de
zarzamora (nombrados como D1, D2, D3 Y D4), que presentaron actividad
inhibitoria contra diversos fitopatbgenos, poseen altamente homologia (> ¢?7?)

con especies de B. subtilis.

Actividad inhibitoria contra hongos

Como resultado de los ensayos de antagonismo In vitro, la cepa Bacillus
sp. mostré la mayor actividad inhibitoria contra R. solani; las cepas D1, D3,
Bacillus sp. y B. subtilis tuvieron el mayor efecto inhibitorio contra S. rolfsii,
mientras que las cepas D2 y D4 presentaron de inhibicion contra F. stilboides. Sin
embargo no se observo inhibicién de P. expansum.

No existe relacion entre la capacidad de un aislado bacteriano para la
inhibicion de un patégeno con la capacidad de ese mismo aislado para inhibir
otro, todos presentan diferente actividad en funcién del patégeno, por lo que se
consideran como especificos para ciertos patdogenos fangicos.

Todas las cepas presentaron actividad emulsificante y actividad hemolitica,
propiedades relacionadas con la presencia lipopéptidos. Existe una correlacion
entre estas propiedades bioquimicas con la inhibiciébn antagonista de los aislados
bacterianos, puesto que todos fueron positivos para estas pruebas, en mayor o
menor cantidad. No se detecto la presencia de enzimas liticas ni de HCN como
agentes supresores en las bacterias de estudio.

Los sobrenadantes bacterianos provocaron deformaciones en los conidios
de F. stilboides y P. expansum como el hinchamiento de la célula y la pérdida de
turgencia y viabilidad de las mismas. Estos resultados indican la posible presencia
de sustancias antagénicas en los sobrenadantes y podrian ser empleados para el

control de enfermedades fungicas.
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Las bacterias que mostraron actividad antagonista In vitro no mostraron
inhibicion de F. stilboides sobre la superficie del fruto de pimiento, por lo que se
puede concluir que no existe una relacion de los ensayos In vitro con los ensayos
In vivo. Existen factores que pueden explicar estos resultados como la
intervencién de mecanismos de resistencia del patégeno en el fruto o del mismo
fruto hacia ambos.
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