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RESUMEN

Las enfermedades en frutos causadas por hongos representan una gran pérdida
econOmica. Los fungicidas quimicos utilizados para su control ocasionan efectos
deletéreos sobre el ambiente ademas de generar resistencia en los patdogenos.
Los microorganismos antagonistas a estos patdgenos se han propuesto como
una solucion con menor impacto ambiental, donde el género Bacillus ha
demostrado una eficiente actividad de biocontrol. Se han reportado mecanismos
basados en la produccion de enzimas liticas, antibidticos, lipopéptidos y
compuestos volatiles, estos dos ultimos han cobrado relevancia en los ultimos
afios con miras a la produccién industrial de nuevas moléculas de biocontrol. En
el presente trabajo se caracterizaron seis cepas de Bacillus (Q11, Q19, Q20,
Q37, Q38 y Q39) para identificar su potencial antagdénico contra hongos
causantes de perdidas poscosecha. Se destaca la capacidad inhibitoria contra
Alternaria alternata y Colletotricum gloesporoides en ensayos duales con las
cepas Q39, Q38 y Q20, las cuales inhibieron méas del 50% del crecimiento.
Ensayos bioquimicos y el andlisis de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-
IR) muestran a los lipopéptidos como responsables de la actividad antifungica.
Los compuestos volatiles producidos por las cepas bacterianas evaluadas
mediante ensayos de placas invertidas mostraron inhibiciones de crecimiento
entre el 47-72% de A. alternata y S. rolfsii volatiles, excepto con Q20. En ensayos
in vivo, sélo Q11 y Q39 redujeron la incidencia de la podredumbre del fruto de
tomate causado por A. alternata, hasta en un 46% y el tamafio de lesiébn mas del
50%. La identificacion de volatiles por microextraccion en fase sélida y
cromatografia de gases acoplada a masas (SPME-GC-MS) mostro la presencia
de 3-metil, 1-butanol, 3-hidroxi, 2-butanona, 2,3-butanediol, acido 2-metil
propanoico, acido nonanoico como principales compuestos en los diferentes
espectros. Por ultimo, se demostrd relacion filogenética entre las cepas Q11,
Q37, Q38 y Q39 con el género Bacillus. De esta manera, se pretende proponer
cepas bacterianas capaces de actuar como agentes de biocontrol, que puedan
ser escaladas a un producto de aplicacion en campo. Es el caso de Bacillus Q39
ya que fue la Unica cepa bacteriana con capacidad antagbnica en las dos
pruebas in vitro y la prueba in vivo.

Palabras clave: Antagonismo microbiano, control biolégico, SPME/GC-MS,
biofumigantes, 16S ARNT.



ABSTRACT

Fruit diseases caused by fungi represent a great economic loss. Chemical
fungicides used for their control cause deleterious effects on the environment and
generate resistance in the pathogens. Microorganisms antagonistic to these
pathogens have been proposed as a solution with less environmental impact,
where the genus Bacillus has demonstrated efficient biocontrol activity.
Mechanisms based on the production of lytic enzymes, antibiotics, lipopeptides
and volatile compounds have been reported, the latter two have gained relevance
in recent years with a view to the industrial production of new biocontrol
molecules. In the present work, six Bacillus strains (Q11, Q19, Q20, Q37, Q38
and Q39) were characterized to identify their antagonistic potential against fungi
causing postharvest losses. The inhibitory capacity against Alternaria alternata
and Colletotricum gloesporoides in dual trials with strains Q39, Q38 and Q20,
which inhibited more than 50% of the growth, is highlighted. Biochemical assays
and Fourier Transform Infrared (FT-IR) analysis show lipopeptides as responsible
for the antifungal activity. Volatile compounds produced by the bacterial strains
evaluated by inverted plate assays showed growth inhibitions between 47-72%
of A. alternata and S. rolfsii volatiles, except with Q20. In in vivo assays, only Q11
and Q39 reduced the incidence of tomato fruit rot caused by A. alternata by up to
46% and lesion size by more than 50%. Identification of volatiles by solid-phase
microextraction and gas chromatography coupled to mass (SPME-GC-MS)
showed the presence of 3-methyl, 1-butanol, 3-hydroxy, 2-butanone, 2,3-
butanediol, 2-methyl propanoic acid, nonanoic acid as the main compounds in
the different spectra. Finally, phylogenetic relationship between strains Q11, Q37,
Q38 and Q39 with the genus Bacillus was demonstrated. In this way, it is intended
to propose bacterial strains capable of acting as biocontrol agents, which can be
scaled up to a product for field application. This is the case of Bacillus Q39 since
it was the only bacterial strain with antagonistic capacity in both in vitro and in
Vvivo tests.

Keywords: Microbial antagonism, biological control, SPME/GC-MS,
biofumigants, 16S rRNA.

\



INDICE GENERAL

D =To [ o1 (o] o = W SURPPPPT 1]
F o =T [T ot 1o g 1= ) (0 1= S UEPSR v
RESUMEN ..o Vv
F S 3 I ¥ 2 O VI
INDICE GENERAL .....coviveieeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt eaesaeene e VIl
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt ate e sae e eteaneas IX
INDICE DE TABLAS ...ttt ettt eaens Xl
1. INTRODUCCION........ooviieieeeceeceeeeeete ettt eee et ete e eaesaeeresaeeae e 12
pZ A AV I =18 = L A I 14
2.1 La produccion agricola €n MEXICO ..........ccovvvuuuuiiiieeeeeeeeiiie e 14
2.2 Pérdidas econdémicas por problemas fitosanitarios............ccccccoeeevvviieeennnn. 18
2.3 Principales fitopatdgenos relacionados con las enfermedades en
POSCOSECNA ... 18
2.3.1 SCIErotiuM FOISIi . ..u.eee e e 20
1.3.2 FUSAIUM OXYSPOIUM ...cceiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeieeeeeeeeeeeee e et e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 22
2.3.3 Colletotrichum glo€0SPOrOIAES ..........uuuvuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeiiieaees 23
2.3.4 Alternaria alterNatal...........ooevuueiiiiiiie e 25
2.3.5 PhytOpNthOra SPP ...vveveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 26
2.3.6 RNIZOCIONIA SOIANI ... 28
2.4 Estrategias de control de enfermedades ............ccoovvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 30
2.4.1 CONLrol QUIMICO ....eeiiiieeeee et e e 31
2.4.2 CoNtrol DIOIOGICO. ........uueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 32
2.5 El género Bacillus y su potencial antagOniCo...........cccuuuveeeeeeeeriiiiiiiiiieeeennn. 34
2.5.1 Moléculas involucradas en el control biol0giCo .........cccceeeeevvveviinnnnnnn. 36
2.5.2 Bacillus subtilis como promotor de crecimiento................cccceevvvvvnnnnn. 46
I @ = N 1 I Y 1 47
L GBNEIAL ... a7
3.2 ESPECITICOS ...t a7
A, METODOLOGIA ..ottt 48
4.1 Material DIOIOQICO ......ccoeeiiie e 48
4.2 Caracterizacion in vitro del potencial antagonista de las cepas de Bacillus
...................................................................................................................... 48
4.2.1 ENSAY0S UAIES.......uuiiiiiiiiie e 48
4.2.2 Ensayos de confrontacion de placas invertidas ..............ccccoeeeeeeeennn. 49



4.3 ldentificacion molecular mediante el andlisis de subunidad 16S ARNTr... 51

4.4 Produccion de lipopéptidos como antibiotiCos...........coovviiiiiiiiienieiennnne 52
4.4.1 Deteccion de capacidad de produccion de lipopéptidos.................... 52
4.4.2 Extraccion de lipopéptidos y analisis por FT-IR .......cccccciiiiiiiiennnn. 53

4.5 ldentificacion de volatiles por medio de SPME GC-MS............cccceeeeeeeen. 53
4.5.1 Microextraccion en fase solida (SPME)...........ccccccciiii, 53
4.5.2 Analisis de COV bacterianos mediante cromatografia de gases-
espectrometria de masas (GC-MS) ..., 54

4.6 Determinacion de caracteristicas de madurez comercial en frutos de

LOMALE .. 55
4.6.1 PHAEItOMALE ... 55
4.6.2 Acidez titulable (AT) ... 55
R B 11 101 VO 55
G S o (o ) O 56

4.7 Ensayo de antagonismo in vivo por compuestos volatiles en fruto.......... 56

4.8  ANAlISIS €StAdISICO ... .uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiir e 58

5 RESULTADOS Y DISCUSION ......cocoviieieieieieceecee e 59

5.1 ENSAY0S AUAIES........uuiiiiieceeeeeee et 59

5.2 Ensayos de confrontacion de placas invertidas.............ccccoeeeeeeeeeeeviinnnnnn. 61

5.3 Identificacion de las cepas de estudio mediante la secuenciacion del gen

16S MDOSOMA ....coiiiiiiiiiiiiiiie e 63

5.4 Deteccidn de la produccion de lipopéptidos .........cccovvvvvvviiiiieeeeeeeeiiiinnn, 64

5.5 Extraccion de lipopéptidos y analisis por FT-IR............ccccceeeiieeeiiieeiiinnnnnn. 65

5.6 ldentificacion del perfil de volatiles producidos por las cepas de Bacillus

subtilis por medio de SPME GC-MS ..ot 66

5.7 Ensayo de antagonismo in vivo por compuestos volatiles en fruto...... 72

6 CONCLUSIONES .......oiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 77
7 BIBLIOGRAFIA ..ottt 79

Vil



INDICE DE FIGURAS

Figura No.
1. Produccion de cultivos anuales 2018-20109.
et e ehetereeEeEeeete et —eR e EeeteA e R e eEe e eR e R et oA e e R e e Re £ eR e Re R oAt e Ee e Ee A e e Rt eE e R e Rt e ReeRe e e Rt e Re e e Rt e tenre e ere et e 15
2. Produccion de cultivos perenne 2018-20109.
....................................................................................................... 16
3. Sintomas de la pudricion del tallo del ajo (Allium sativum) causados por S.

FOITSTi e 21
4. Sintomas de marchitamiento causados por Fusarium oxysporum ............... 23

5. Lesiones de antracnosis por C. gloesporoides en mango cv Ataulfo (Mangifera

[T [ox ) SRR 24
6. Podredumbre de tomate causada por A. alternata...........cccccevvvvveveeeinennennnn. 26
7. Sintomatologia asociada a la infeccion por P. CapSICi........ccccccvvviivviieeennnn. 28
8. Damping-off provocado por R. solanien tomate .............ccccceeeeveeeeieeeeiiinnnnnn. 29
9. Mecanismos de control biolégico del género Bacillus................cccevvvvvivnnnnnn. 37
10. Estructura quimica de lipopéptidos sintetizados por B. subtilis................... 36
11. Estructura de sideroforos producidos por Bacillus Sp..........ccccvvvvieeeiieennnns 39
12. Estructuras de bacteriocinas producidas por
BACIIUS . . . ..ot 41
13. Técnica de confrontacion dual en placa ............ccccceeeeeeeeiiiiiiiiiiici e, 49

14. Esquema de ensayos de confrontacién para evaluacion de antagonismo por
1Y = 111 = 50
15. Condiciones para la amplificacién gendmica de 16S ARNr mediante PCR 52
16. Ensayo de antagonismo por compuestos volatiles en
(01 57
17. Ensayos duales de Bacillus subtilis contra F. oxysporum (A), A. alternata (B),
C. gloesporoides (C), R. solani (D), Phytopthora spp. (E). y S. rolfsii
(F ) e ettt bt r bt b et et eere et et e reenenns 60
18. Ensayos de volatiles de Bacillus subtilis contra F. oxysporum (A), A. alternata
(B), C. gloesporoides (C), R. solani (D), Phytopthora spp. (E). y S. rolfsii
(F ) e ettt bt r bt b et et eere et et e reenenns 62



19. Arbol filogenético mediante el método neighbor-joining basado en las

secuencias correspondientes al gen de 16s ribosomal.
et e eheteeeteeteteteetenteseeEeetetete Lot eseete e et ehe Lot eR e te e eA e eReeEe At et e et et eR e eheete b eReeae e ereebenr et ere et s 64
20. Hemdlisis en placas de agar sangre causado por las cepas Q39, Q38, Q37,
Q20, Q19 y Q11 después de 48 horas de incubacion a

21. Espectros infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) de del extracto

metanolico la fraccion lipopeptidica de las cepas Bacillus Q11, Q37, Q38 y

T 66
22. Contenido relativo de especies quimicas presentes en el perfil volatil de las
cepas QL1, Q37 Y Q38 ..o 69

23. Cromatogramas de COVs producidos por las cepas de B. subtilis Q11, Q37,
Q38 y Q39 después de 24 horas de fermentacion en CST. Los principales COVs
se sefalaron como (1) 3-metil, 1-butanol, (2) 3-hidroxi, 2-butanona, (3) 2,3-
butanediol, 4) acido 2-metil propanoico, (5) acido
(a0] g = 1o (o] (ol o H PP 70
24. Primer ensayo in vivo para la evaluacion de COVs de diferentes cepas de
Bacillus spp. contra A. alternata inoculada en
L(0] 14T (PSPPSR 73
25. Segundo ensayo in vivo para la evaluacion de COVs de diferentes cepas de

Bacillus spp. contra A. alternata inoculada en

26. Tercer ensayo in vivo para la evaluacion de COVs de las cepas Q11 y Q39

de B. subtilis contra A. alterNata.........ccoueeeeeeee e 74



INDICE DE TABLAS
Tabla No.

1. Superficie cosechada, volumen de produccion y rendimiento de cultivos en

México durante 10S UItIMOS 35 @R0S.........cooeeeeeeiiii e, 17
2. Agentes de control quimico con capacidad de inhibicion micelial................. 32
3. Moléculas microbianas implicadas en la inhibicién de fitopatogenos............ 33
4. COV producidos por Bacillus subtilis y su mecanismo de accion................. 44
5. Composicion de la mezcla de reaccion para PCR por muestra.................... 51
6. Porcentajes de inhibicion de micelio activo en ensayos duales.................... 60
7. Porcentajes de inhibicion del micelio activo en ensayos de volatiles de

confrontacion de placas iINVErtidas ..........ccccoovvviiiiiiiii e e, 62
8. Contenido relativo de compuestos presentes en el perfil volétil de las diferentes
cepas (Qll, Q37 y Q38) de B. subtilis a 24h en caldo soya
L] 0] U[or= TST=1 ] = VSRS 67
9. Valores correspondientes a las caracteristicas de tomates en etapa de
MAAUIEZ COMEICIAL. .. ...oceiiiiiice et nne e 73
10. Ensayo de antagonismo de A. alternata por compuestos volatiles en frutos

(o (SR (0] 1 1= 1 (=TT TP UPT 75

Xl



1. INTRODUCCION

La produccién agricola en México ha ido en aumento desde los afios 80
hasta la actualidad (Baldivia & lbarra, 2017; SIAP, 2021). Sin embargo, el
problema de los fitopatégenos siempre ha estado presente, de hecho, entre el
20 y 30% del producto anual proveniente de la agricultura es afectado por plagas
y/o enfermedades, donde se ven involucrados hongos, bacterias, nematodos,
ademas de virus e insectos (Villarreal et al., 2018). En la mayoria de los casos
las enfermedades poscosecha constituyen el factor limitante en el

almacenamiento de frutas y vegetales (Youssef et al., 2022).

Las especies bacterianas y fungicas son las responsables mayoritarias de
las pérdidas de frutas y verduras en el periodo de poscosecha, debido a que el
crecimiento del fitopatégeno en el fruto provoca podredumbre asi como
micotoxinas (Yahaya & Mardiyya, 2019).

El control de fitopatdgenos convencionalmente se realiza usando
fungicidas de amplio espectro, con el fin de erradicar un gran nimero de
especies patégenas. En consecuencia, el uso indiscriminado de estos
compuestos ha estado afectado negativamente los suelos, ecosistemas y la
salud humana (Sutowicz & Piotrowska, 2016). Por lo que el uso de organismos
Vivos, 0 en su defecto, metabolitos para mitigar las enfermedades en cultivos
agricolas se ha ido implementando desde el siglo pasado con grandes resultados
(Kohl et al., 2019). Recientemente una abundante diversidad de
microorganismos que forman parte de la rizésfera ha sido estudiada, tanto su
efecto en el control de organismos fitopatdgenos como su efecto en el

crecimiento y desarrollo de las plantas.

Bacillus es un género bacteriano que ha demostrado una gran capacidad
antagonica de fitopatdgenos y de promocion de crecimiento de plantas, dentro
de las especias del género Bacillus con mayor relevancia en la agricultura se
encuentran, B. licheniformis, B. subtilis y B. pumilis. Cabe resaltar que son
consideradas no patégenas, de hecho, se ha documentado que especies como

B. subtilis exhiben capacidad de producir compuestos antimicrobianos dentro de

12



los que destacan enzimas, antibioticos y lipopéptidos (Villarreal et al., 2018).
Ademas, se ha documentado la capacidad de promocion de crecimiento de
plantas inducido por volétiles sintetizados por algunas especies del género
Bacillus (Fincheira et al., 2016) como B. amyloliquefaciens (Asari et al., 2016;
Poveda, 2021), B. subtilis (Poveda, 2021; M. Ryu et al., 2003) y B. mojavensis
(Poveda, 2021; Rath et al., 2018).

Asi mismo, se ha observado una capacidad inhibitoria micelial y de
produccion de esporas de hongos fitopatdgenos como Fusarium spp. por efecto
de compuestos organicos volatiles (COV) producidos por Bacillus spp. (Guevara-
Avendafio et al., 2019; Santos et al., 2023a). De esta manera, Wang et al., 2022,
Caulier et al.,, 2019 y Gao et al.,, 2018 reportaron comportamientos de
antagonismo de COV sintetizados por especies del género Bacillus sobre
especies de fitopatbgenos comunes pertenecientes a los géneros Alternaria,
Fusarium, Paecilomyces, Pythium, Rhizoctonia, Aspergillus, Geotrichum,

Sclerotinia, Botrytis, Verticillium y Colletotricum.

Ademas, se debe tener en cuenta de la gran diversidad metabdlica
existente entre cepas de una misma especie, de este modo la busqueda de
cepas con el fin de identificar nuevas moléculas capaces de antagonizar el
crecimiento de fitopatdégenos fangicos que actualmente solo se controlan por

métodos sintéticos se vuelve cada vez mas relevante.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue caracterizar e identificar la
capacidad antifungica in vitro e in vivo de compuestos volatiles y lipopéptidos
sintetizados por las cepas de Q11, Q19, Q20, Q37, Q38 y Q39 contra A.
alternata, C. gloesporoides, F. oxysporum, Phytophthora spp., S. rolfsii y R.

solani.

13



2. ANTECEDENTES

2.1 La produccion agricola en México

En los ultimos 40 afios la poblacion mexicana ha reflejado un importante
crecimiento, siendo que en 1980 la poblacién oscilaba en 66.8 millones de
habitantes, cifra que ascendio a 128.9 millones en 2020 segun reportes del
INEGI (INEGI, 2021). Sin embargo, respecto a la superficie agricola se observo
un crecimiento del 22% en el lapso de 1980-2015, donde las 17.99 millones de
hectareas sembradas en 1980 incrementaron hasta convertirse en 18.1 millones
hectareas en 2021 (Tabla 1) (Statista, 2022). Por otra parte, de 2019 a 2020 se
reportd un aumento del 0.4% en el volumen de la produccion agricola nacional,
mientras que en ese mismo afio se proyecté un aumento del 0.8% en el volumen

de produccidén agricola nacional para el afio 2021 (SIAP, 2021).

Otro dato relevante es la existencia de 13 Tratados de Libre Comercio
(TLC) con 50 paises (Estados Unidos, Canada, China, Japon, Corea del Sur,
Alemania, Malaysia, Italia, Taiwan y Espafia, entre otros), que se traduce en un
mercado de 1,500 millones de personas. De esta manera la incentiva en la
bdsqueda de nuevas oportunidades y mejores condiciones para la venta de
productos agricolas, pecuarios y pesqueros de México en paises extranjeros se
vuelve un tema relevante. México representa un importante exportador de
productos agroalimentarios; la variedad y calidad de estos productos son
caracteristicas que han convertido a México en potencia en cuanto a exportacion
se refiere. De hecho, en 2018 el comercio de productos agroalimentarios significd
$64,500 millones de dolares, en consecuencia, México pas6 a ser parte del
ranking de las 10 mayores economias exportadoras agroalimentarias, segun a

datos de la Organizacion Mundial del Comercio (OMC).

México a diferencia de otros paises cuenta con una gran diversidad de
condiciones edafoclimaticas a lo largo del pais, caracteristica que le permiten
cultivar alrededor de 264 especies vegetales diferentes (SIAP, 2016). Como
resultado de esto, la alimentacion del pueblo mexicano se encuentra sostenida
por productos de origen vegetal, donde los pilares de la dieta son el maiz, tomate,

frijol y chile (Roman et al., 2013).
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Debido a las tendencias de consumo propias del pais, algunos alimentos
provenientes de la industria agroalimentaria predominan en cuanto a su
produccién, tomando en cuenta también la demanda extranjera (Figura 1y 2).
Segun el Servicio de informacién de Agroalimentacion y Pesca (SIAP, 2016), los
principales productos que exportd6 Meéxico durante 2018 fueron: cerveza,
aguacate, frutos rojos, tomate, tequila, pimiento, carne de res, nueces, confiteria,
brocoli, col, coliflor, azicar, galletas dulces, chocolate, limon, pepino, zumo de

naranja, cebolla, mango, esparrago, café verde y camaron.

999 487.17
651 066.50

1981 389.97 828 113.91

373512290 157 432.69

310411.61 2860 305.19
3671 068.03 ,
2 5400 839.40

25811 328.12

B Arroz m Calabaza
Cebolla ® Chile

® Frijol ® Jitomate (tomate rojo)
Maiz amarillo B Maiz blanco

B Sorgo grano B Soya
Trigo grano

Figura 1. Produccion en toneladas de cultivos anuales 2018-2019 (INEGI, 2019).
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Figura 2. Produccién en toneladas de cultivos perenne 2018-2019 (INEGI, 2019).

En la actualidad las nuevas demandas por parte de los consumidores
exigen mayor calidad y garantia de inocuidad de los alimentos, por este motivo
ha aumentado la relevancia de satisfacer las nuevas normativas (Haghiri, 2016).
Ademas, el dinamismo del comercio agropecuario ha aumentado el enfoque en
las medidas sanitarias y fitosanitarias, constituyendo barreras para la integracion
de los mercados. Desde esta perspectiva, nacen nuevos desafios referentes a
la mejora de trazabilidad y de buenas practicas agricolas que garanticen calidad
del producto, la implementacién de técnicas y/o estrategias que promuevan un
mejor rendimiento de las hectareas ya sembradas con las que cuenta el pais
(SADER, 2022).
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Tabla 1. Volumen de produccion, superficie cosechada y rendimiento de cultivos en México durante los ultimos 35 afios

Grupo 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 '”Creme('ﬂ)}o‘;
Produccién Millones ton/afio
Cereales 15.713 20.282 19.087 22.225 21.438 22.77 34.25 27.34 74.04
Leguminosas 1.129 1.129 1.49 1.417 1.152 0.992 1.313 1.49 32
Oleaginosas 3.261 2.662 1.675 1.308 0.841 1.032 1.085 2.61 -19.9
Hortalizas 4.72 5.529 7.376 7.96 10.681 12.371 12.802 15.565 229.8
Frutales 8.633 10.8 10.427 12.764 15.314 15.308 17.584 18.743 117.1
Forrajes 32.486 37.639 42.934 49.621 71.228 98.941 103.3 70.47 117
Industriales 37.002 36.785 43.337 47.483 45.902 55.391 53.977 63.53 717
Especias 0.012 0.014 0.021 0.014 0.022 0.016 0.026 0.053 337.1
Total 102.96 114.84 126.35 142.79 166.58 206.83 224.34 199.82 94.1
Area sembrada (millones ha/afio)
Cereales 7.689 9.129 8.456 9.049 7.948 7.375 7.936 7.877 25
Leguminosas 1.699 1.95 2.249 2.154 1.674 1.389 1.746 1.825 8
Oleaginosas 1.471 1.559 1.098 0.87 0.645 0.609 0.702 0.981 -33.3
Hortalizas 0.387 0.426 0.516 0.498 0.623 0.659 0.604 0.667 72.3
Frutales 0.777 1.009 0.878 1.077 1.225 1112 1.385 1.286 65.5
Forrajes 242 2.908 3.147 3.377 4.807 5.348 4.156 1.966 64.57
Industriales 154 1.445 153 1.662 1.731 18 1.778 1.955 26.9
Especias 0.016 0.019 0.023 0.023 0.031 0.024 0.031 0.026 61.1
Total 16.76 19.135 18.774 19.786 19.907 19.429 20.12 18.598 16.9
Rendimiento (ton/ha)

Cereales 2.05 2.22 2.26 2.46 2.7 3.09 3.53 35 70.7
Leguminosas 0.67 0.58 0.66 0.66 0.69 0.71 0.75 0.82 22.4
Oleaginosas 2.22 1.88 1.53 15 13 1.69 154 2.66 19.8
Hortalizas 12.2 12.96 14.29 15.99 17.15 18.76 21.2 23.35 91.4
Frutales 11.11 10.7 11.87 11.85 1251 13.76 12.7 14.58 312
Forrajes 13.43 12.94 13.64 14.69 14.82 185 24.86 17.7 318
Industriales 24.02 25.45 28.33 28.56 26.52 30.77 30.36 322 34.1
Esp. y Med. 0.75 0.73 0.95 0.62 0.72 0.66 0.85 2.03 170.7
Promedio 6.44 6.34 7.06 7.63 8.92 11.29 11.16 10.7 66.1

Fuente: (Baldivia & Ibarra, 2017)
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2.2 Pérdidas economicas por problemas fitosanitarios

Si bien, la agricultura ha sido siempre una actividad determinante en el
desarrollo econdémico, social y ambiental en todo el mundo, pues aporta
aproximadamente el 80% de los alimentos que se consumen diariamente, no se
encuentra exenta de problemas sanitarios. Anualmente, entre el 20 y 30% del
producto proveniente de la agricultura es afectado por plagas y enfermedades
donde se ven involucrados microorganismos como hongos, bacterias,

nematodos, ademas de virus e insectos (Villarreal et al., 2018).

En la mayoria de los casos las enfermedades poscosecha constituyen el
factor limitante en el almacenamiento de frutas y vegetales, aunque los
problemas relacionados a microorganismos son diferentes en cada region, tanto
por el manejo, como por las condiciones ambientales y variedades de fruto (Azad
et al., 2019). En general, las frutas y verduras representan una gran fuente de
macronutrientes y humedad, condiciones éptimas para el crecimiento de hongos,
bacterias, levaduras y mohos. En su mayoria, las especies bacterianas y
fungicas son las responsables de las pérdidas de frutas y verduras en el periodo
de poscosecha, debido a que a medida que crecen se esparcen por el fruto
provocando podredumbre y produccion de micotoxinas por parte de especies

fungicas (Yahaya & Mardiyya, 2019).

La aparicion de nuevas variantes de patégenos, asi como su expansion
geografica, puede causar una interrupcion significativa en la produccién de
alimentos y suponer una carga para la economia mundial. Las pérdidas globales
de rendimiento de importantes cultivos basicos a causa de patégenos y plagas
pueden variar de aproximadamente el 5-25% en paises desarrollados y 20-50%
en paises en desarrollo. Dichas pérdidas se reflejan en costos estimados para la
economia mundial debido a la pérdida de produccion de alimentos en cientos de

miles de millones de délares (Savary et al., 2019).

2.3 Principales fitopatogenos relacionados con las enfermedades en poscosecha

Las enfermedades de las plantas causadas por microorganismos influyen

en la disponibilidad y seguridad de las plantas para el consumo humano y animal,
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reducen el rendimiento de los cultivos y afectan negativamente a la calidad del
alimento (Strange & Scott, 2005).

En el caso de los hongos las especies méas frecuentemente reportadas
como patégenos de frutas y verduras son Botrytis cinerea, varias especies de los
géneros Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum, Phomopsis,
Fusarium, Penicillium, Phoma, Phytophthora, Pythium y Rhizopus spp., Botrytis
cinerea, Ceratocystis fimbriata, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum y
algunos mohos. Algunos de estos organismos tienen hospederos especificos,
mientras que otros como Botrytis cinerea, Colletotrichum, Alternaria,
Cladosporium, Phytophthora y Rhizopus spp., afectan a una amplia variedad de
vegetales causando pérdidas importantes. En su mayoria, estos agentes
ingresan al tejido vegetal mediante lesiones mecanicas, o después de que otros
organismos rompen la capa superficial del fruto. En cuanto al deterioro de granos
se ha observado mayormente causado por hongos filamentosos como Fusarium,
Aspergillus, Penicillum y Alternaria (Bist & Bist, 2020). Es imprescindible
mencionar que el dafio microbiano en granos provoca una reduccion del valor
nutritivo, mal olor, coloracion anormal, deterioro de las propiedades de molienda
y horneado (Schmidt et al., 2018).

Al igual que en granos, las afecciones por microorganismos patégenos en
citricos producen una depreciacion del producto, que en muchos casos se
destina a desecho, especialmente cuando el patégeno se desarrolla y los signos
y sintomas se hacen evidentes. Centrandonos en poscosecha, la amplia gama
de microorganismos que ataca a citricos engloba: Penicillium digitatum,
Penicillium italicum, Alternaria citri, Botrytis cinerea, Colletotrichum
gloeosporioides, Geotrichum candidum, Rhizopus stolonifer, Cladosporium
herbarum, Alternaria alternata, Phytophthora citrophthora, Trichoderma viride,
Trichotecium roseum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Sclerotinia
sclerotinium, Diplodia mutila y Phomopsis citri (Li et al., 2015; Arrebola et al.,
2010; W. Wang et al., 2021).

El grado en que los hongos afectan el producto poscosecha se encuentra en su

mayoria determinado por una serie de factores:
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e Ambientales (humedad relativa y temperatura)

e Tejido vegetal (estado fenoldgico y/o presencia de dafios en el tejido)

¢ Hongo (capacidad infectiva-intrinsecas y cantidad)

e Factor humano (manipulacion en etapa de recoleccion, método de
conservacion, presencia de inoculo en almacén debido a cosechas
anteriores, heridas provocadas en procesos de manipulacion) (Fones et
al., 2020)

2.3.1 Sclerotium rolfsii

Sclerotium rolfsii, es un fitopatdbgeno que se transmite por el suelo y es
comunmente asociado a regiones calidas. Su relevancia radica en el gran
namero de especies que es capaz de infectar, causando la pudricién de la raiz,
tallo y semilla (Figura 3), ademas la sintomatologia llamada tizén del sur y
marchitez en 500 especies de plantas, entre los cuales se incluyen la gran
mayoria de cultivos agricolas y horticolas, lo que resulta en pérdidas
significativas de rendimiento (Rabinal & Bhat, 2020; Kwon, 2010).

Aunque los sintomas varian segun el huésped afectado, la infeccién
generalmente se limita a las partes de la planta en contacto con el suelo. Los
primeros sintomas consisten en lesiones acuosas en la corona y en la parte
inferior del tallo, por otro lado, la enfermedad generalmente se reconoce por el
amarillamiento y marchitamiento del follaje, seguido de un colapso total de la
planta (Gonzélez, 2013). En tomates y pimientos, es posible observar lesiones
oscuras empapadas de agua en la parte inferior del tallo en o cerca de la
superficie del suelo y se desarrollan rapidamente para rodear completamente el
tallo. La infeccion del meldn y la sandia normalmente se limita a la fruta que esta
en contacto con el suelo y los estolones. En sandia, uno o mas estolones pueden
verse afectados y mostrar clorosis, sin embargo, los melones generalmente se

ven afectados primero (Gonzalez, 2013; Shirsole et al., 2019).
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Figura 3. Sintomas de la pudricién del tallo del ajo (Allium sativum) causados
por S. rolfsii. A) Los sintomas en tallos y bulbos; B) capa de micelio y esclerocios
formados sobre restos de plantas infectadas; C) cultivo cebo para aislamiento de
S. rolfsii; D) micelio y esclerocios cultivados en PDA; E) morfologia de S. rolfsii

(Kwon, 2010).

Las frutas y otros érganos carnosos cerca de la superficie del suelo como
tomates pueden infectarse con S. rolfsii desarrollando lesiones blandas,
acuosas, hundidas, ligeramente amarillentas. Estas lesiones se propagan
rapidamente por la mayor parte o la totalidad de la fruta, que eventualmente se
ablandard y colapsara dentro de los 3 a 4 dias posteriores a la infeccién. La piel
de la fruta a menudo se agrieta, tanto el micelio blanco fino y esclerocios en
desarrollo se extienden sobre la superficie y llenan rdpidamente las cavidades

de las lesiones (Gonzéalez, 2013;Kwon, 2010).

Otro ejemplo es el frijol (Phaseolus vulgaris L.), donde se ha descrito que
su infeccion se efectla por semilla. Dentro de la sintomatologia, se encuentra la
aparicion de damping-off y podredumbre de cuello en plantulas. En plantas
maduras, es comun ver clorosis y marchitez acompafiados de pudriciones
hamedas en el cuello y tallo, sin mencionar que en algunas ocasiones llegan a
cubrirse de un moho blanco, el cual es el micelio activo del hongo (Gonzalez,
2013). Del mismo modo, existe reportes donde se ha encontrado S. rolsffi en

maiz (Zea mays), avena (Avena sativa), manzana (Malus sylvestris), lentejas
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(Lens culinaris) y semillas de remolacha azucarera (Beta vulgaris) (Yaqub &
Shahzad, 2005).

1.3.2 Fusarium oxysporum

La marchitez causada por el hongo del
suelo F. oxysporum f. sp. lycopersici.,, es una de las enfermedades mas

devastadoras del tomate. Afecta tanto a tomates cultivados en invernadero,
como los cultivados en campo, principalmente en areas calidas de produccién
de hortalizas. En plantas enfermas es comun la aparicion de hojas amarillentas
y plantas marchitas con un rendimiento de cultivo minimo o nulo (Nirmaladevi et
al., 2016). El patégeno invade la epidermis de la raiz y se extiende al tejido
vascular colonizando los vasos de la xilema, a la par que se extiende el micelio
y conidios. Los sintomas caracteristicos del marchitamiento aparecen como
resultado de un estrés hidrico severo, principalmente debido a la obstruccién de
los vasos capilares (Nirmaladevi et al., 2016). Si bien, la infeccion principalmente
afecta a la planta, el tratamiento de semillas de tomate puede reducir la
infestacion de patégenos y proteger las semillas durante la germinacion,
emergencia y desarrollo inicial de las plantulas (Goncalves et al., 2021; Menzies
et al., 1994).

En los ultimos afios, la pudricion por Fusarium se ha convertido en un
grave problema en la produccién de cebolla, afectando negativamente la
cosecha en los campos y el almacenamiento. La podredumbre comienza desde
las raices y se extiende rapidamente a todo el bulbo (Figura 4) (Beyene et al.,
2015; Haapalainen et al., 2016). Asimismo, se ha reportado su capacidad de
infectar tanto planta como semilla y fruto de la calabaza, causando podredumbre
y halos blanquecinos sobre la fruta. Cuando una semilla infestada por Fusarium
es sembrada, su crecimiento se ve mermado afectando a la plantula en sus
primeras fases de germinacion y desarrollo, donde se es visible una marchitez
del tallo y hoja (Wyenandt et al., 2010).
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Figura 4. Sintomas de marchitamiento en plantas de garbanzo causados por
Fusarium oxysporum (Beyene et al., 2015).

En el caso del marchitamiento por Fusarium, las semillas de frijol comun
(Ishizuka et al., 2020), sandia (Petkar & Ji, 2017) y lechuga (Garibaldi et al.,
2004) son una fuente importante de in6culo y pueden transportar el patdgeno de
manera externa. La espora del patdgeno se puede adherir al tegumento o bien,
internamente, como un micelio latente (Ishizuka et al., 2020), por lo que se
recomienda cuidar la sanidad desde la semilla, mediante la adquisicién de

semilla certificada.

2.3.3 Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum gloeosporioides ha sido reportado como uno de los
patdgenos mas importantes a nivel mundial que infecta al menos a 1,000
especies de plantas (Choub et al., 2022). La pudricion de la fruta (antracnosis) a
menudo se atribuye a C. gloeosporioides (Figura 5) y, en menor medida, a C.

acutatum.

C. gloeosporioides es un patdgeno de poscosecha, un ejemplo claro es el
del aguacate, en cuyo caso infecta principalmente frutos pequefios en las
primeras fases de crecimiento (Jenny et al.,, 2019). El hongo produce un
apresorio que mediante la degradacién de la cuticula logra penetrar el fruto, e
inocular una hifa subcuticular latente que permanece sin desarrollo hasta la
maduracion del fruto. De esta manera, los cambios fisioldgicos en el fruto
permiten que el patégeno quiescente se active (Freeman et al., 1995; Beno &
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Prusky, 2000). La antracnosis ocasiona pérdidas sustanciales por podredumbre
de frutos posterior a la cosecha, especificamente durante el almacenaje y
comercializacion, cuando el fruto termina su maduracion (Kong et al., 2020).
Visualmente es posible distinguir presencia de manchas circulares café oscuras
en el pericarpio y pudricion de la pulpa o mesocarpio, acompafiado de dafios por
ablandamiento (Prusky et al., 2001; Yakoby et al., 2000).

De manera analoga, la antracnosis en el mango (Mangifera indica L.),
originada por C. gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc. (Figura 5), provoca
problemas en las hojas, inflorescencias y frutos en las areas donde se cultiva
esta fruta. Sin embargo, los efectos mas significativos se observan durante la
etapa de poscosecha. (Kong et al., 2020; Huerta et al., 2009).

Figura 5. Lesiones de antracnosis por C. gloesporoides en mango cv Ataulfo
(Mangifera indica). A) Hojas maduras, B) inflorescencias, C) sépalos, D) pétalos,
E) escurrimiento en fruto joven y, F) rofia inducida por antracnosis en frutos
pequefios (Huerta et al., 2009).

También, se han reportado infecciones de C. gloeosporoides en:

e Aguacate (Persea americana) (Sharma et al., 2017)

24



e Chile (Capsicum annuum) (Saxena et al., 2016)

e Citrus spp. (Wang et al., 2021)

e Café (Coffea arabica) (Cristobal & Jesus, 2016)

e Fruta del drag6n (Hylocereus undatus) (Guo et al., 2014)
e Guayava (Psidium guajava) (Raquel et al., 2013)

e Mangostan (Garcinia mangostana) (Vitro et al., 2020)

e Papaya (Carica papaya) (Tapia et al., 2008)

e Fresa (Fragria frageriae) ( Zhang et al., 2016)

2.3.4 Alternaria alternata

A. alternata causa la mancha negra en frutas y verduras en todo el mundo.
Es un hongo latente que se desarrolla durante el almacenamiento en frio de los
frutos, haciéndose visible durante el periodo de comercializacion provocando
grandes pérdidas poscosecha. Dentro de la sintomatologia son observables
manchas en la superficie de la fruta caracterizadas por lesiones deprimidas,
circulares u ovaladas, que eventualmente se vuelven negras como resultado de
la esporulacion masiva del patégeno (Figura 6). Sin embargo, las lesiones no
penetran el fruto, se limitan a la superficie de la fruta y no causan una pudricion
extensa de la pulpa. Cabe recalcar que las lesiones de multiples sitios de
infeccion en la fruta pueden fusionarse a medida que se expande el micelio
activo, y eventualmente cubren toda la superficie de la fruta (Troncoso & Tiznado,
2014).

El mismo comportamiento es observable en una gran cantidad de frutos, por
ejemplo:

e Causa podredumbre del melén (Cucumis melo var. inodorus) (Dnh et al.,
2004).

e Causa podredumbre del fruto de la granada (Perell6 et al., 2008).

e Responsable de lesiones negras hundidas en tomates (Morris et al.,
2000).

¢ Infecta al mango (Mangifera indica L.), causando podredumbre (J. Li et
al., 2018).

e Pudriciébn de manzanas (Malus domestica Borkh) (Kou, 2014).
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e Pudricion del fruto de la higuera (Latinovi¢ et al., 2014).
Por otro lado, A. alternata no solo afecta a fruto, sino que existen reportes
donde se ha logrado aislar de sorgo, arroz, semillas de soja y trigo recién

cosechado (Broggi et al., 2007).

Figura 6. Podredumbre de A) manzana, B) tomate, C) mora azul y D) granada

causada por A. alternata (Al-Maawali et al., 2021).

2.3.5 Phytophthora spp.

La enfermedad causada por Phytophthora spp. es mas frecuente en areas
tropicales y subtropicales e infecta tanto raices, tallos, hojas y frutos, justificando
su relevancia por ser una de las enfermedades mas destructivas a nivel mundial.
En cuanto a raiz, Phytophthora causa pudricién, a su vez, son visibles lesiones
negras en el tallo; circulares, impermeables y de color café grisaceo en las hojas,
respecto al fruto, estos son cubiertos de esporangios blancos (Akilli Simsek et
al., 2019). Las lesiones en tallos y hojas son comunes en ocasiones en las que
el suelo inoculado entra en contacto con las partes inferiores de la planta (Ruffner
et al., 2019).
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La enfermedad denominada pudricion basal del tallo o maya, provocada
por Phytophthora capsici (Hyder et al., 2018), restringe la produccion de chile
(Capsicum annuum L.). Ademds, Phytophthora spp. también es responsable de

causar la pudricion en tomates y pimientos (Li et al., 2023).

Los tipos de calabaza de verano (yellow crookneck, zucchini) e invierno
(acorn, butternut,) son altamente susceptibles a Phytophthora causando tizon
foliar y pudricion de fruta (Figura 7). Los primeros sintomas foliares incluyen
lesiones acuosas, irregulares y de rapida expansion en las hojas. La muerte
regresiva de las puntas de los brotes, el marchitamiento, la pudricion de los
brotes y la muerte de la planta son eventualmente sintomas que aparecen
rapidamente luego de la infeccion inicial. En las frutas infectadas aparecen areas
hundidas, oscuras y empapadas de agua y se cubren rapidamente con el
crecimiento de hongos blancos en las calabazas amarillas de verano y los
calabacines (Alzohairy et al., 2020).

La sintomatologia foliar del tizén Phytophthora en la sandia generalmente
solo se manifiesta mediante manchas en las hojas empapadas de agua, que se
secan y se vuelven marrones, y mueren. Por otro lado, la sandia es mas
susceptible sin importar la etapa de crecimiento o desarrollo en la que se
encuentre. Cuando la fruta es infectada inicialmente aparecen lesiones
marrones, irregulares y de rapida expansién que se vuelven redondas u
ovaladas. En algunas ocasiones aparecer anillos concéntricos dentro de una
lesion. Los centros de las areas podridas estan cubiertos con un crecimiento
similar a un hongo grisaceo (Figura 7), mientras que los bordes exteriores de las
lesiones son de pigmentacion marrén y empapados de agua (Egel et al., 2020).

27



7

Figura 7. Sintomatolgl’asocida a la infeccion por P. capsici. A) Podredumbre

en raiz de planta de tomate causada por P. capsici. B) Planta de calabaza que
muestra perdida de raiz y pardeamiento causada por la infeccion. C) Superficie
de pimiento infectada con esporas. D) Produccion masiva de esporangios en
superficie de pepino infectada. E) y F) Calabaza de invierto infectada con P.

capsici (Lamour et al., 2012).

2.3.6 Rhizoctonia solani

Rhizoctonia es un hongo fitopatdgeno que ataca principalmente a
tubérculos, tallos subterraneos y raices. Esta ampliamente distribuido en todo el
mundo en practicamente todos los suelos aptos para el crecimiento de las
plantas. Los huéspedes vegetales mas importantes, ademas de la tomate
(Figura 8), papa, repollo, incluyen remolacha, frijoles, zanahoria, apio, berenjena,
berro, pepino, guisante, cebolla, lechuga, pimiento, ruibarbo, espinaca y batata
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(Ferrucho et al., 2012; Marcou et al., 2021; Strashnov et al., 1985; Strausbaugh

et al., 2011; Torres et al., 2016; Wu et al., 2019).

™

Figura 8. Damping-off provocado por R. solani en tomate (Kthn, 2008).

La fase de la enfermedad llamada caspa negra es comun en tubérculos
producidos comercialmente y en huertos familiares. Las masas duras irregulares,
de color negro a marrén en la superficie del tubérculo son esclerocios, o cuerpos
en reposo, del hongo. Aunque estas estructuras se adhieren fuertemente a la
piel del tubérculo, son superficiales y no causan dafos, incluso durante el

almacenamiento (Betancourth et al., 2021).

La caspa negra es el signo mas notable de Rhizoctonia pero la fase mas
dafiina de la enfermedad ocurre bajo tierra y, a menudo, pasa desapercibida. El
hongo ataca los brotes subterraneos antes de que emerjan del suelo (Barreto et
al., 2020). El dafio varia, la lesion fungica, o cancro, puede limitarse a un area
marron superficial que no tiene un efecto perceptible en el crecimiento de la
planta. Las lesiones graves son grandes y hundidas, ademéas de necroticas.
Interfieren con el funcionamiento normal de los tallos y estolones al trasladar el
almidon de las hojas al almacenamiento en los tubérculos. Si la lesion fangica se

expande rapidamente, en relacion con el crecimiento de la planta, el estolon o el
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tallo se pueden cefiir y matar (Barreto et al., 2020; Ferrucho et al., 2012; Kanetis
et al., 2016).

2.4 Estrategias de control de enfermedades

Dentro de las medidas inmediatas para el control de patdgenos se
encuentra el uso de diversos fungicidas de amplio espectro, con el fin de
erradicar un gran nimero de especies patdgenas ya que el uso de moléculas
sintéticas actlua directa y eficazmente sobre los patdgenos. Sin embargo, en la
actualidad el éxito de aplicacion de estos compuestos en el incremento de
productividad agricola a nivel mundial ha impactado negativamente los suelos,
ecosistemas y vida humana (Villarreal et al., 2018).

Por otro lado, la necesidad de producir alimentos de manera sustentable
ha propiciado la busqueda de técnicas desde culturales como la rotacion de
cultivo, eliminacién de malezas, utilizacibn de variedades resistentes, porta
injertos hasta el uso de modificacion genética y la edicion del genoma para la
produccién de plantas transgénicas resistentes a enfermedades. Aunque, este
tipo de estrategias se vuelven complicadas, ya que, para su uso en el campo,
estas soluciones deben ser eficaces, y deben implementarse cuidadosamente
pues tampoco deben introducir un potencial alérgeno o toxina. Algunas de las
modificaciones gendmicas en plantas de cultivo implican intervenciones en el
sistema de reconocimiento de patdgenos, modificaciones dirigidas a rasgos
recesivos y/o genes de susceptibilidad. Ademas, de intervencion con péptidos
antimicrobianos o a través de otros genes de resistencia de plantas dominantes
como los correspondientes a la proteina similar a la ferredoxina vegetal (PFLP)
y la proteina que ayuda a la respuesta hipersensible (HRAP) (Van Esse et al.,
2020).

De manera similar, las practicas culturales como el sistema de siembra
por parcelas separadas o la rotacion de cultivo son capaces de minimizar la
incidencia de plagas y enfermedades, aunque de manera un poco deficiente
(Moura et al., 2020;Tariq et al., 2019). Es de este modo que el Manejo Integrado
de Plagas y Enfermedades (MIPE) es opcién indispensable para el desarrollo

sustentable de la industria agricola, que a su vez significa un gran apoyo para la
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seguridad alimentaria global, ya que utiliza una mezcla de metodologias
biolégicas, culturales y quimicas de forma compatible con la anterior premisa
(Carmona Vivas, 2017). En el MIPE el uso de agentes de control bioldgico (ACB)
ha funcionado gradualmente como un sustituyente mas ecolégicamente
sustentable, pues exceptua los efectos negativos en la capacidad productiva y la
calidad de los cultivos agricolas provocada por las distintas patogenias, mediante
la reduccién de la contaminacion de suelos y mantos acuiferos, sin mencionar la
disminucién de la resistencia de los organismos patégenos (Carmona Vivas,
2017).

Los ACB comenzaron a usarse a inicios del siglo XIX, formados por
organismos Vvivos, o0 en su defecto, metabolitos para mitigar las enfermedades
en cultivos agricolas (Villarreal et al., 2018). Recientemente una abundante
diversidad de microorganismos que forman parte de la rizosfera ha sido
estudiada, tanto su efecto en el control de organismos fitopatbgenos como su
efecto en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Tomando en cuenta que la
rizosfera representa la primera linea de defensa de la planta para combatir
organismos fitopatdgenos edaficos, se ha promovido el estudio de mdultiples
mecanismos en los que intervienen los ACB para controlar el crecimiento,
desarrollo e infeccion de organismos fitopatdgenos en cultivos agricolas de
importancia economica. Algunos mecanismos como: hiperparasitismo y
predacion, mecanismos indirectos como competencia de espacio y nutrientes,
produccion de compuestos de bajo peso molecular con efecto directo sobre el
crecimiento del patdgeno; han sido observados en cepas microbianas ACB
(Tabla 2).

2.4.1 Control quimico

Por ejemplo, Prochloraz es un fungicida utilizado para controlar la
antracnosis causada por Colletotrichum spp. (Mora et al., 2021). Algunos otros
fungicidas como Fudioxonil y Fenhexamid estan registrados en EE.UU para su
aplicacion poscosecha a manera de controlar la podredumbre de las nectarinas
y melocotones (Karabulut et al., 2010). Productos como Benomyl son efectivos

contra Fusarium oxysporum, Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani debido a que
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los fungicidas a base de benzimidazoles se transforman en metil benzimidazol
carbamato en superficie de la planta, interfiriendo en la division nuclear de los
hongos por mecanismos mutagenos (Amini & Dzhalilov, 2010; Shirsole et al.,
2019; Muzhinji et al., 2018).

El uso de pesticidas o moléculas de sintesis quimica es el método mas
usual para el control de fitopatdogenos (Tabla 2), sin embargo, son cada vez
menos eficaces debido a la resistencia desarrollada por los patégenos, ademas

de la contaminacion causada al suelo por su uso frecuente de estos productos.

Tabla 2. Agentes de control quimico con capacidad de inhibicion micelial

Agente de control quimico Fitopatégeno

Carbendazim, fosfito de cobre y Rhizoctonia solani
Tiabendazol

Azoxystrobin, Carbendazim, fosfito de = Fusarium oxysporum

cobre, Tiabendazol y Clorotalonil

Fosfito de cobre y Tiabendazol Colletotrichum gloeosporoides
Carbendazim, Tiabendazol, y Penicillum spp.

Azoxystrobim

Fuente: Alburqueque Andrade, 2018

2.4.2 Control biolégico

El control biolégico puede ocurrir por diversos mecanismos (Tabla 3)
donde el microorganismo antagoniza a los patdégenos a través de varios
mecanismos directos e indirectos. Por ejemplo, la antibiosis, el parasitismo, la
induccion de resistencia sistémica, las enzimas liticas y la competencia por el
espacio y los nutrientes. Los mecanismos indirectos inducen modificaciones
morfoldgicas y bioquimicas en la planta huésped y son ampliamente reconocidos
por aumentar la resistencia de la planta contra el estrés a través de la resistencia
sistémica y aumentar el crecimiento de la raiz (Asad, 2022).

Para el uso de microorganismos antagonistas como una estrategia para
reducir la incidencia de podredumbre, se han utilizado dos estrategias: (1) Uso

de microorganismos propios de la rizosfera y de la superficie de frutos u hojas,
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los cuales son aislados, multiplicados y reintroducidos de manera controlada

(Vidal et al.

, 2021). (2) Introduccion exdégena de microorganismos antagonistas

de los patégenos (Mema et al., 2020).

Para ser considerado un buen agente de control biolégico, el potencial

antagonista debe cumplir las siguientes caracteristicas (Vidal et al., 2021; Mema
et al., 2020):

Estabilidad genética

Efectivo en bajas concentraciones

Nutricionalmente poco exigente

Capaz de sobrevivir en condiciones poco favorables
Incapaz de producir compuestos secundarios toxicos
Efectivo contra diversos patégenos

Incapaz de producir toxicidad en frutos

Tabla 3. Moléculas microbianas implicadas en la inhibicion de fitopatégenos

Tipo de
Molécula Microorganismo con”_lpuesto /' | Referencia
accion
DAPG vy piocianina, | Bacillus subtilis Antibiéticos y | Pieterse et al.,
biosurfactantes biosurfactantes | 2014
Benzaldehido, nonal, Compuestos Gao et al,
benzotiazol, organicos 2018; Rajer et
acetofenona, 2,3- volatiles al., 2017,
butanodiol, acetoina, Sanchez-
2,4-di-terc-butilfenol, 1- Lopez et al,
octanol, benzotiazol, 2016
acido benzoico,
benzaldehido, 3-
metilbutanal
Iturina, surfactina vy | Bacillus Lipopéptidos Shahid et al.,
fengicina 2021
DAPG, pirrolnitrina y | Pseudomonas Antibitticos Raaijmakers &
fenazina spp. Mazzola, 2012
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Sideroforos Pseudomonas Competencia de | Sass et al.,
spp. hierro mediada | 2019
Trichoderma por sideréforos | Go et al., 2019
asperellum
Metschnikowia Yang et al,
pulcherrima 2021
Bdellovibrio Hiperparasitism | McNeely et al.,
bacteriovorus o] 2017
Alternaria Zheng et al,
alternata 2017

Quitinasas y proteasas | Trichoderma spp. | Enzimas liticas | Kéhl et al.,

2019b
6-PAP, gliovirin, Antibiéticos (Ghorbanpour
gliotoxin, viridin et al., 2018

2.5 El género Bacillus y su potencial antagénico

El género Bacillus justifica su importancia con una serie de caracteristicas
relevantes para su aprovechamiento en la industria agricola (Figura 9).
Primeramente, es un bacilo Gram positivo, crece en condiciones anaerobias
facultativas, ademas, su crecimiento 6ptimo ocurre a pH neutro, y aunque es
versétil en cuanto a su temperatura optima de crecimiento, la mayoria de las

especies crecen entre 30 y 45°C (mesofilas) (Villarreal et al., 2018).

Debido a esto, el suelo suele ser el reservorio principal de Bacillus, y
debido al caracter saproéfito de la mayoria de las especies, una gran cantidad de
moléculas en el suelo pueden servir de sustrato. Por lo cual, una gran diversidad
de especies de Bacillus pueden desarrollarse en suelos. Suelen encontrarse
recuentos en el intervalo de 3 log a 6 log por gramo de suelo (Q. Zhang et al.,
2021), principalmente en especies como B. subtilis y B. cereus (Vargas et al.,
2000).
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Dentro de las especies con mayor relevancia en la agricultura se
encuentran, B. licheniformis, B. cereus, B. subtilis, B. pumilis. Cabe mencionar
que B. subtilis se encuentra etiquetada como QPS (Presuncion Cualificada de
Seguridad) por la EFSA (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria)

(Koutsoumanis et al., 2023).

Otra de las caracteristicas relevantes acerca de Bacillus es la capacidad
de formar endosporas resistentes al calor y a la desecacion, lo que le provee de
una facil diseminacién y habilidad de prevalecer en cualquier ecosistema. Las
esporas se forman cuando Bacillus se encuentra en su segunda fase del ciclo de
vida, la fase de esporulacion. La cubierta de endosporas es una capa compuesta
por docenas de proteinas, ademas de varias capas que protege el genoma
bacteriano durante condiciones de estrés. La endospora es capaz de
permanecer viable hasta que las condiciones del ambiente sean favorables para
los procesos metabdlicos y generar una célula vegetativa (Villarreal et al., 2018).
Se desconoce el mecanismo exacto de la persistencia de las esporas, pero
ademas de ser resistentes a la radiacion ultravioleta (UV), los productos quimicos
(como el peréxido y el hipoclorito), el calor extremo y otros factores de estrés, las
esporas estan metabdlicamente inactivas y parcialmente deshidratadas, lo que
probablemente permita su supervivencia en ambientes hostiles y libres de

nutrientes.

Para que la latencia garantice la supervivencia, las esporas deben poder
germinar rapidamente cuando los nutrientes vuelvan a estar disponibles. Las
esporas constantemente interactlan con sustratos en el exterior utilizando una
serie de receptores de germinacién incrustados en la membrana interna de la
espora. Por ejemplo, las moléculas que promueven la germinacion en B. subtilis
incluyen algunos macronutrientes como azlcares, aminoacidos, fragmentos de
peptidoglicano y algunos iones. Dichas moléculas interactian con los receptores
atravesando la cubierta y la corteza de las esporas, la cubierta debe ser, en
Gltima instancia, protectora y permeable (Wang et al., 2020). La cubierta se
describe como un tamiz molecular que excluye moléculas grandes, como la
lisozima, mientras permite el paso de moléculas mas pequefias que promueven

la germinacion de la espora (Mckenney et al., 2013; Wang et al., 2020).
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2.5.1 Moléculas involucradas en el control biolégico

Entre los microorganismos de control biolégico mas comunes se
encuentra Bacillus subtilis, es de hecho usado ampliamente en aplicaciones cuyo
fin es el control de enfermedades (Bouchard-Rochette et al., 2022) y la
promocién de crecimiento de cultivos (Yu et al.,, 2011). Existen reportes que
sefialan la competencia de B. subtilis para inhibir el crecimiento micelial de
hongos patégenos como, Penicillium expansum, Monilinia fructicola, Botrytis
cinérea (Villarreal et al., 2018), Colletotrichum gloeosporioides (Gao et al., 2018)

y Fusarium solani (Rodriguez et al., 2019).

De la misma forma, se sabe que B. subtilis es capaz de competir mediante
otro tipo de compuestos antimicrobianos (AMC) entre los que destacan enzimas,
antibioticos y péptidos (Figura 9). Se reporta que al menos el 4-5% de su genoma
se encuentra dedicado a la produccidbn de compuestos antimicrobianos,

destacando la produccion de péptidos (Shahid et al., 2021).
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Figura 9. Mecanismos de control bioldgico del género Bacillus. Produccion de A)
lipopéptidos, B) sideréforos, C) enzimas liticas, D) &-endotoxinas, E) induccién a

la respuesta sistémica (Villarreal et al.,2018).

2.5.1.1 Péptidos no ribosomales en Bacillus subtilis: lipopéptidos

La composicion en los lipopéptidos resulta indispensable para sus
funciones, un resto peptidico se une a una cola lipidica, lo que le confiere una

propiedad anfifilica. Gracias a esta naturaleza exhiben propiedades
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tensoactivas, caracteristica imprescindible en sus funciones biolégicas y
propiedades antimicrobianas. De hecho, los lipopéptidos son capaces de afectar
la membrana plasmética de especies patdgenas, formando poros que conducen

a la muerte celular (Jiang et al., 2019).

Los lipopéptidos (LP) generalmente se sintetizan a través de una adicion
secuencial de péptidos no ribosdmicos. Dado que las rutas biosintéticas de LP
son muy flexibles, la gama de LP producidos es extremadamente
heterogénea. Entre las LP producidas por B. subtilis, se han distinguido cuatro
familias principales: bacillomicina, surfactinas, iturinas y fengicinas (Figura 10)
(Caulier et al., 2019). Para cada familia de LP, la produccién de compuestos esta
regulada principalmente por factores ambientales como fuentes de carbono,
disponibilidad de oxigeno, pH y temperaturas (Caulier et al., 2019). La
temperatura calida (=37 °C) y las condiciones anaerdbicas aumentan la
produccion de surfactinas, mientras que, las temperaturas mas bajas (25-37 °C)
y los biorreactores aireados favorecen los metabolitos de la familia de las

fengicinas y las iturinas (Jacques, 2011).
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Figura 10. Estructura de lipopéptidos sintetizados por B. subtilis. Estructura
lipidica hidrocarbonada abreviada y peptidica formada por el anillo lactona
(Caulier et al., 2019).
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Las surfactinas desencadenan cascadas de sefalizacion que regulan
procesos dependientes de la densidad celular, la esporulacion y la competencia,
mientras que las iturinas y fengicinas son conocidas por su fuerte actividad
antifangica contra algunas especias de hongos patdégenos de plantas. En
contraste con las iturinas y las fengicinas, las surfactinas muestran actividades
antivirales y antibacterianas (Yuan et al., 2019), inhibiendo bacterias patdgenas
como Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes, R. solanacearum o X.
oryzae (Caulier et al., 2019). Por otra parte, algunas surfactinas pueden afectar
importantes hongos patdégenos de plantas como Botrytis cinérea (Bouchard-
Rochette et al., 2022), F. oxysporum (Sarwar, Hassan, et al., 2018) o Rhizoctonia
solani (Jamali et al., 2020).

2.5.1.2 Sideréforos

Son compuestos que son secretados por microorganismos en condiciones
de deficiencia de hierro (Figura 11), de manera que estas moléculas secuestren
el hierro del entorno (Sass et al., 2019). Considerando que el hierro es un
elemento imprescindible, principalmente para sintesis de ADN, respiracion y
eliminacion de radicales libres. En el ambiente se encuentra en su cation
Fe3* formando parte de sales e hidroxidos de escasa solubilidad, formas
quimicas que imposibilitan su uso por algunos seres vivos. La disponibilidad del
hierro es fundamental en el crecimiento y desarrollo de microorganismos

patdgenos para colonizar un organismo o invadir un ambiente (Page, 2019).

El acido itoico (DHBG) es el conjugado de glicina del 2,3-
dihidroxibenzoato (DHB) y es utilizado como precursor para producir
bacillibactina que se obtiene tras una reaccion de condensacion de tres unidades
de DHB-glicina-treonina (Pi & Helmann, 2018).
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Figura 11. Estructura de sideréforos producidos por Bacillus spp. (Caulier et al.,
2019).

El &cido itoico y la bacillibactina son sideréforos catecdélicos que quelan el
hierro y reducen su biodisponibilidad. Este mecanismo de restriccion del hierro
permite a B. subtilis antagonizar el crecimiento de otros microorganismos
circundantes como, por ejemplo, F. Oxysporum (Wu et al., 2020), permitiendo a

la cepa reducir la incidencia de Fusarium entre un 12.5y 56.9 %.

2.5.1.3 Péptidos ribosomales en Bacillus subtilis: Bacteriocinas

Los péptidos sintetizados ribosomalmente generalmente se derivan de
precursores de 100 aminoacidos aproximadamente y se procesan a compuestos
maduros mediante modificaciones postraduccionales. En su mayoria, estos
péptidos son también llamados “bacteriocinas”, caracterizados como moléculas
de bajo peso molecular que exhiben caracteristicas inhibidoras de crecimiento
contra bacterias estrechamente relacionadas con la cepa productora (Figura 12)
(Basi-Chipalu et al., 2022; Chopra et al., 2015).

A lo largo de los afios se han sugerido diversas clasificaciones, de
manera que una forma razonable de abarcar la diversidad de bacteriocinas de
Bacillus es clasificarlas en funcién de su ruta biosintética. Por consiguiente, se

distinguen 3 clases principales para B. subtilis, la Clase |: péptidos modificados
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postraduccionalmente, la Clase Il: péptidos no modificados y la Clase lll:

bacteriocinas de més de 10 kDa (Kumariya et al., 2019).

Sin embargo, debido a su gran diversidad, las bacteriocinas muestran
diferentes modos de accién, como la vascularizaciéon del protoplasma, la
formacion de poros o la desintegracion celular (Negash & Tsehai, 2020). Para la
mayoria de las bacteriocinas de clase 1y Il, el objetivo de su actividad se centra
en la envoltura bacteriana debido a sus propiedades anfifilicas o hidrofobicas.
Por ejemplo. Los lantibiéticos de la clase I, por un lado, inhiben la sintesis de la
pared celular de las bacterias objetivo mediante la unién al lipido Il, el encargado
del transporte de subunidades de peptidoglicano a través de la membrana celular
interna. Por otro lado, el lipido Il se puede utilizar como molécula de
acoplamiento para la insercién del antibidtico a la membrana, de este modo

conduciendo a la formacion de poros y muerte celular (Caulier et al., 2019).

Figura 9. Estructuras de bacteriocinas producidas por Bacillus
(Mongkolthanaruk, 2012)

40



2.5.1.4 Enzimas AMP

En B. subtilis, dos tipos principales de enzimas presentan actividades
antagonicas contra microorganismos: las enzimas liticas y las involucradas en la
extincion del quérum (Caulier et al., 2019). Dentro de estas enzimas destacan
las celulasas, glucanasas, proteasas y quitinasas, generalmente degradadoras
de pared celular. Son especialmente efectivas contra hongos, debido a la quitina
y glucano presente en su pared celular, donde también se encuentran

incrustadas diversas glicoproteinas (Mishra et al., 2020).

Las N-acil-l-homoserina lactona hidrolasas (AHL-lactonasas) de B. subtilis
son enzimas autoinductoras, puesto que cuando una poblacién bacteriana
prolifera, la concentracion de AHL aumenta de manera que todas las células
coordinen sus actividades metabdlicas (formacién de biopelicula, esporulacion,
factores de virulencia o produccion de antibidticos) (Sanches, 2020). Estas
enzimas han atraido interés para el control biolégico, ya que son capaces de
afectar el crecimiento de plagas microbianas nocivas como Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum causante de la pudricién blanda de la papa
(Hong et al., 2022).

2.5.1.5 Induccién de defensa de plantas

El reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos o
microorganismos (PAMPs/MAMPs por sus siglas en inglés) son una de las
primeras lineas de defensa de las plantas (Bhar et al., 2021). Tanto DAMPs como
los MAMPs encienden cascadas de sefializacién estimulando la produccion de
especies reactivas de oxigeno, 6xido nitrico, y la activacion de proteinas quinasa
(Héloir et al., 2019; Souza et al., 2017). Estos mecanismos son modulados
mediante factores de transcripcion que desencadenan la expresion de genes que
codifican a enzimas hidroliticas (glucanasas, quitinas), al igual que activan la
produccion de compuestos con actividad antimicrobiana como fitoalexinas,
estimulan el reforzamiento de la pared celular mediante la deposicion de

calosa/lignina y provocan cierre estomatico (Bacete et al., 2018).
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Ademas, existen dos tipos de resistencia inducida: la resistencia sistémica
adquirida (RSA) y la induccién de resistencia sistémica (IRS). Esta ultima es
inducida gracias a microorganismos benéficos por diferentes elicitores,
incluyendo los MAMPs, COVs, lipopéptidos y sideroforos. De esta manera, se
deduce que el mecanismo mediante el cual Bacillus spp. es capaz de activar IRS
(Poveda et al., 2022; Niu et al., 2016). La IRS y RSA estimulada por cepas de
Bacillus se ha reportado en una diversidad de especies de plantas, resultando
efectivo en contra de una importante diversidad de patdgenos relevantes como
Botrystis cinerea (Li et al., 2015; Poveda et al., 2022; Shafi et al., 2017). Es
interesante resaltar que la combinacién de ISR y SAR puede fortalecer la
proteccion contra diferentes patdgenos (Montejano-Ramirez & Valencia-
Cantero, 2023).

2.5.1.6 Compuestos organicos volatiles (COV)

El control de enfermedades utilizando microorganismos productores de
COV se ha informado con un creciente éxito en diversas enfermedades de
plantas (Tabla 4) (Choub et al., 2022; Prakash & Arora, 2021; Santos et al.,
2023b; Xie et al., 2021). Los COV de origen microbiano pueden también
funcionar como una posible fuente directa de nutrientes para las plantas (Raza
& Shen, 2020) como es el caso de la formamida y N,N-dimetil-formamida ( Zhou
et al., 2016). Por otro lado, los COV son capaces de inducir resistencia sistémica
en plantas (Kottb et al., 2015; Wintermans et al., 2016), inhibir directamente los

patégenos que afectan a la planta (Schulz-Bohm et al., 2017).

Existe poca informacién acerca de la implementacion de compuestos
organicos volatiles microbianos (COVm) en agricultura u horticultura. En los
sistemas agricolas, las condiciones a campo abierto donde son aplicados los
COVm son muy diferentes de las condiciones in vitro que se utilizan actualmente
en la mayoria de los estudios. Desde el descubrimiento de compuestos volatiles
como el 2,3-butanodiol, se ha empleado su potencial para estimular el
crecimiento de las plantas y fortalecer su resistencia sistémica (Park et al., 2018,
y Song et al., 2019). Estos enfoques han demostrado resultados alentadores,

tanto mediante la aplicacion directa de los compuestos como mediante la
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incorporacion de cepas productoras en el suelo (Park et al., 2018). Por otro lado,
el disulfuro de dimetilo (DMDS), es emitido también por un gran namero de
bacterias, y su efectividad contra nematodos y patdgenos trasmitidos por el suelo
es indudable (Meldau et al., 2013; Seefeldt & Weimer, 2000). Este mismo motivo
justifica la relevancia de su uso en productos fumigantes de suelos en los ultimos

anos.

Sin embargo, la investigacion respecto a la aplicacion de otros COV
microbianos en la agricultura apenas comienza. Actualmente los métodos de
antafo se siguen usando, y los productos quimicos que dafian tanto a los suelos
como a la flora y la fauna que no son objetivo, deben ser remplazados o
complementados con soluciones mas amigables. Es aqui donde los COV
microbianos encajan en la solucion, pues respecto a los fungicidas sintéticos, los

COV no parecieran compartir esas desventajas.

La proteccién de cultivos que proveen de alimentos altamente consumidos
en México (arroz, tomate, frijol, pimiento, etc.) ha sido bien documentada. De
este modo, han surgido estudios referidos a la induccién de respuesta sistémica
utilizando cepas del género Bacillus con fines de buscar nuevas soluciones
(Akram et al., 2016; Choudhary & Johri, 2009; W. Wang et al., 2013).

El género Bacillus particularmente cuenta con la capacidad de producir
una diversa cantidad de moléculas elicitoras que inducen respuesta sistémica en
plantas, entre las cuales destacan: lipopéptidos (Hernandez-Morales et al.,
2018), fitohormonas (Kashyap et al., 2019) y COV (Tabla 4) (Li et al., 2023; Xie
et al., 2021). Especificamente los COV son activadores de genes PR, los cuales
se encuentran relacionados con la proteccion ante agentes patdégenos, y en
comparacion con las sustancias no volatiles, los COV al existir en forma gaseosa
son absorbidos facilmente por las plantas en forma de sefales quimicas,
ejerciendo asi su efecto. Un ejemplo es el de la planta del tabaco, donde PR2
codifica a B-1,3 glucanasa y PR3 codifica a quitinasa, son activados mediante la
interaccion con COV provenientes de Bacillus sp., adoptando resistencia a
Rhizocronia solani y Phytophthora nicotianae (Kim et al., 2015).
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Ademés de genes PR, existen otros mecanismos que también son
activados por Bacillus, por ejemplo, cambios estructurales en la pared celular por
acumulacion de lignina o la produccién de flavonoides, auxinas, fitoalexinas o
glucosinolatos (Pretali et al., 2016; Singh et al., 2016). A pesar de que cada
mecanismo que involucra la proteccion de la planta es mediado por diferentes
rutas metabdlicas, un solo microorganismo puede ser capaz de desencadenar
multiples mecanismos de proteccion. Se ha visto que Bacillus amyloliquefaciens
B-16 inoculado en plantas de trigo indujo produccion de diversas proteinas PR,
ademas de metabolitos secundarios, como ferudlico y acido galico, confiriendo

capacidad de resistencia contra Bipolaris sorokiniana (Singh et al., 2016).

Tabla 4. COV producidos por Bacillus subtilis y su efecto contra diversas
especies

Especies | COVm Efecto Referencia
Bacillus Benzaldehido Actividad antimicrobiana contra | Rajeretal.,
subtilis Nonal Clavibacter michiganesis ss 2017
Benzotiazol 9 P
Acetofenona Sepedonico
2,3-butanodiol Induccion de resistencia sistémica | Ryu et al.,
en A. thaliana frente Erwinia 2003
carotovora subsp. Carotovora
Acetoina Induccién de resistencia sistémica | Rudrappa
en A. thaliana frente a Erwinia etal., 2010
carotovora subsp. Carotovora
2,4-Di-terc- Actividad antifangica contra C. | Gao et al.,
butilienol loeosporioides B cinerea 2018
1-Octanol 9 b ’ ' '
. Penicillium expansum, A.
Benzotiazol
— . alternata y Monilinia fructicola
Acido benzoico y
Benzaldehido
3-Metilbutanal

También se ha observado una capacidad inhibitoria micelial y de

produccion de esporas de hongos fitopatdégenos como F. oxysporum por efecto
de CQOV producidos por Bacillus spp. (Wang et al., 2022). C. Wang et al., 2022 ,
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Gao et al., 2017 y Massawe et al.,, 2018 reportaron comportamientos de
antagonismo de COV sintetizados por especies del género Bacillus sobre
fitopatbgenos comunes pertenecientes a los géneros Alternaria, Fusarium,

Rhizoctonia, Aspergillus, Geotrichum, Sclerotinia, Botrytis y Colletotrichum.

Vespermann et al., (2007) evaluaron el efecto de COV producidos por
siete cepas de B. subtilis contra un fitopatégeno, donde se obtuvo inhibicién del
crecimiento micelial de Rhizoctonia solani. De manera similar, Leelasuphakul et
al. (2008) descubrieron que los COV producidos por 23 cepas de B. subtilis
inhibian el crecimiento de Penicillium digitatum en un 30-70%. Li et al. (2015)
encontraron que las cepas de B. subtilis XF-1 y 168 mediante COV son capaces
de inhibir eficazmente el crecimiento de Fusarium solani, y los principales COV
detectados por cromatografia de gases de microextraccion en fase solida-
espectrometria de masas (SPME-GC-MS) incluyeron 2-metilbutanona, 2-
pentanona, 3-metil-2 -pentanona, 2,5-dimetilpirazina, benzaldehido y 5-metil-2-

heptanona.

El género Bacillus es capaz de fijar de nitrégeno atmosférico y convertirlo
en compuestos nitrogenados inorganicos, indispensables pues son un requisito
para la sintesis de aminoacidos, proteinas y acidos nucleicos (Jain et al., 2021).
Este género es capaz de producir componentes nitrogenados a partir de
procesos metabdlicos primarios y secundarios, siendo los procesos metabdlicos
secundarios los responsables de la produccion de volatiles, semivolatiles y

moléculas de bajo peso molecular (<300 Da) (Tilocca et al., 2020).

Pirrol-pirazina son el principal grupo reportado de compuestos bacterianos
nitrogenados producidos principalmente por Bacillus, Staphylococcus vy
Pseudomonas spp. (Valenca et al., 2021). De igual manera se han reportado
otros compuestos nitrogenados como amidas, pirazinas, piridinas y nitrilos.
Muchos de los compuestos heterociclicos que contienen nitrogeno (piridina,
indol, pirrol, etc.) son la base de moléculas con actividad biolégica incluyendo

antioxidantes, antimicrobianos, antifingicos y alguicidas (Valenca et al., 2021).

En un informe reciente, los COV sintetizados por varias cepas de

Lysobacter que se inocularon en un medio con alta cantidad de proteinas
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disponibles, mostraron actividad antioomiceto, mientras que estas mismas cepas
produjeron COV sin capacidad antagonista cuando se les hizo crecer en un
medio rico en azUcares (Lazazzara et al., 2017; Vlassi et al., 2020). Ante estos
datos se entiende que la produccion de volatiles depende en gran medida de las
condiciones de crecimiento, asi como la disponibilidad de nitrogeno (NH4*, NO3
, aminoacidos) y de nutrientes.

2.5.2 Bacillus subtilis como promotor de crecimiento

Arabidopsis thaliana es comunmente el modelo vegetal de estudio en
plantas, de hecho también se ha utilizado para analizar el efecto de los COV
microbianos provenientes del género Bacillus (Li et al., 2019), especialmente la
promocién de crecimiento vegetal. Algunos de los volétiles producidos por
Bacillus capaces de promover crecimiento de brotes:

e 2,3 butanodiol: producido por B. amyloliquefaciens (Asari et al.,
2016; Ryu et al., 2003) , B. subtilis (Wang et al., 2021) y B.
mojavensis (Rath et al., 2018).

e Acetoina (3-hidroxi-2-butanona): producida por B.
amyloliquefaciens (Asari et al., 2016), que a pesar de los efectos
fitotoxicos que causa en cantidades grandes (Rath et al., 2018), es
también una molécula que promueve el crecimiento en lechugas a
partir de un aumento en el peso seco, numero de raices laterales y
longitud de brotes (Fincheira et al., 2016).

e Tetrahidrofuran-3-ol y 2-heptanona-2-etil-1-hexanol: promueven
crecimiento a través de accién de auxinas y estrigolactonas,
incrementando los niveles enddégenos. Mecanismo estudiado en
Arabidopsis y tomate (Jiang et al., 2019).

e Benzaldehido, 9-octadecanona y 6,10,14-trimetil 2-
pentadecanona: promueven la produccion de biomasa, lo que se
asocié con modulacion diferencial de la arquitectura del sistema
radicular de A. thaliana (Poveda, 2021).
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3. OBJETIVOS

3.1 General
e Caracterizar y evaluar lipopéptidos y compuestos volatiles producidos por

Bacillus spp., relacionados con el antagonismo microbiano de hongos

causantes de perdidas poscosecha.

3.2 Especificos

1. Evaluar la capacidad antagonica in vitro de las cepas Q11, Q19, Q20,
Q37, Q38 y Q39 contra S. rolfsii, Phytophthora spp., A. alternata, F.
oxysporum, C. gloeosporoides y R. solani mediante la confrontacion
dual y de placas invertidas.

2. ldentificar las cepas de estudio mediante la secuenciacién del gen 16S
ribosomal.

3. Identificar los lipopéptidos por FT-IR y el perfil de volatiles mediante
SPME GC-MS producidos in vitro por cepas bacterianas
seleccionadas.

4. Evaluar la capacidad de los volatiles producidos por Bacillus spp. para

reducir la infeccion en frutos causados por hongos fitopatégenos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Material biolégico

Se empleé como referencia de potencial antagénico de fitopatdgenos, la
cepa Bacillus subtilis Q11 del producto comercial BsQ11 (Quimia). Las cepas
Q39, Q38, Q37, Q20, Q19 y Q11 que se emplearon forman parte de la coleccion
de la empresa SINQUIMICA, de las cuales se desconoce su actividad de control

bioldgico.

Las cepas de hongos fitopatégenos R. solani AG4, F. oxysporum FOX13,
S. rolfsii, C. gloesporoides y P. capsici también forman parte de la coleccion de
la empresa SINQUIMICA, las cuales fueron aislados de diferentes regiones del

pais e identificadas mediante claves taxonémicas.

Durante los ensayos, las cepas bacterianas fueron cultivadas en medio
TSA (Difco) y conservadas en papel filtro de celulosa a -20°C (Gardner & Shama,
1998). Mientras que las cepas fungicas fueron subcultivadas para su
mantenimiento en agar PDA (Difco) en tubo inclinado y conservadas en glicerol
a-20 °C.

4.2 Caracterizacion in vitro del potencial antagonista de las cepas de Bacillus
4.2.1 Ensayos duales

Los ensayos duales (Figura 13), permitieron simular un contacto directo
entre bacterias y patégenos para determinar el efecto de compuestos difusibles
en el medio generando un halo de inhibicion. Para la confrontacion in vitro de
cada cepa de hongo fitopatdgeno se realizaron ensayos duales de confrontacion
y de placas superpuestas.

Para estos ensayos se utilizaron placas Petri (90 x 15 mm) con PDA. Se
colocé en el centro de la placa un disco (5 mm de diametro) de micelio activo del
hongo fitopatogeno, y a 10 mm del extremo de la placa se inocularon por estria
la cepa de Bacillus a ensayar como antagonista (Figura 13) (Shrivastava et al.,
2017). Cabe resaltar que las cepas bacterianas se inocularon 24 h después de
sembrar el hongo para permitir su crecimiento debido a que su tiempo de

duplicacién es mayor.
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Bacteria

Q20/F.0x13 B

Figura 10. Técnica de confrontacion dual en placa.

De este ensayo, se realizaron 3 repeticiones para cada una de las 6 cepas
bacterianas y 3 controles sin cepa antagonista.

Una vez sembradas las placas, se incubaron a 27 °C en incubadora
Fisherbrand Isotemp RPGA (Thermo Fisher Scientific, USA) por 7 dias
aproximadamente. Los dias de duracién de cada ensayo fueron determinados
en funcion al crecimiento micelial, el ensayo se detuvo cuando el hongo llend la
placa control.

Para determinar el porcentaje de antagonismo, se midid el crecimiento
desde el centro del disco hasta el micelio activo aproximado a la bacteria.
Obteniendo los porcentajes de inhibicion con respecto al crecimiento de las

placas control donde no se inoculé Bacillus (Formula 1).

Inhibicién (%) = [(MC — MP)/MC] = 100 Q)
e MC: Promedio de la distancia medida desde el centro del inéculo
hasta el micelio activo de las placas control
e MP: Medida desde el centro del inoculo hasta el micelio activo de
la placa ensayo

4.2.2 Ensayos de confrontacion de placas invertidas

Para evaluar el impacto de los volatiles producidos por las cepas

bacterianas en el crecimiento micelial de los hongos fitopatégenos, se llevaron a
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cabo ensayos indirectos de confrontacion en placas superpuestas (Figura 14)
(Abdallah et al., 2018).

Fitopatogeno

o —— ‘j___ Parafilm

Cepa de Bacillus

Figura 11. Esquema de ensayos de confrontacion para la evaluacion de
antagonismo por volatiles. Placas Petri inoculadas y colocadas de manera

superpuesta, posteriormente selladas con Parafilm.

Para este ensayo se realizaron tres repeticiones para cada una de las 6
cepas bacterianas y el control sin cepa antagonista. De este modo, se sembraron
discos (5 mm de didmetro) con micelio activo del fitopatégeno en el centro de
placas Petri (90 x 15 mm) con medio PDA y se incubaron a 27 °C por 24 horas.
Al mismo tiempo, se prepar6 el inoculo de las cepas antagonista. Para
ello, en tubos Falcon (50 mL, polipropileno) con 20 mL caldo TSA se dejaron
crecer las cepas por 24 horas a 35 °C y 150 rpm en un agitador 3500 Standard
Orbital Shaker (VWR, USA). Al término, la pastilla bacteriana fue recuperada por
centrifugacion utilizando una centrifugadora Rotofix 32 A (Hettich, Alemania) a
2706 x g por 10 minutos. Posteriormente, la pastilla fue lavada y la densidad
celular fue ajustada a 1x108 cel/mL mediante conteo en camara de Neubauer.
De tal manera, las cepas bacterias fueron sembradas mediante alicuotas de 150
ML en placas con TSA mediante siembra por extension. Los ensayos se
realizaron por triplicado y se incubaron a 28 °C por 7 dias.
El porcentaje de inhibicion fue calculado de acuerdo con la siguiente

Formula 2:
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Inhibicion (%)= [(MC — MA)/MC] = 100 2
Donde:

e MC: Promedio de la distancia medida desde el centro del in6culo

hasta el micelio activo de las placas control.

¢ MA: Medida desde el centro del inoculo hasta el micelio activo de
la placa ensayo.

4.3 ldentificacion molecular mediante el analisis de subunidad 16S ARNr

La identificacibn molecular se realiz6 mediante la amplificacion y secuenciacion
del gen 16S ribosomal. Primeramente, se realizara la extraccion de ADN
bacteriano mediante el kit Quick-DNA 96 Plus (Zymo Research), de acuerdo con
la metodologia que proporciona el fabricante. Posterior a la obtencion de ADN,
se verifico la integridad del ADN mediante gel de electroforesis de agarosa 1%
(Bio-Rad). Se utiliz6 una solucién amortiguadora TBE en adicion de bromuro de
etidio (1 pg/mL) para tincién y se corrio a 90 V por 45 min. El gel se reveld
utilizando un fotodocumentador (MiniBis Pro) con luz UV.

Una vez obtenido el ADN, se realiz6 en un termociclador (Bio-Rad MJ
Mini) la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para la amplificacién del
gen 16S RNAr, utilizando una mezcla de reaccién (Tabla 1) de acuerdo con las
condiciones indicadas en la Figura 2. Se hizo uso de los oligonucleétidos
universales (Weisburg et al., 1991).

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

(Weisburg et al., 1991).

Tabla 5. Composicion de la mezcla de reaccion para PCR por muestra basada
en los componentes del kit GFX PCR DNA Gel Band Purific PAC (Alcali scientific)

Reactivo Volumen 1X (uL)
Agua 311
Solucién amortiguadora 10X 25

Cloruro de Magnesio 1.5 mM 3
dNTP 50 mM 2

2

2

Oligo fD1 20 mM
Oligo rD1 20 mM

Taq polimerasa 0.4
DNA 2

Glicerol 25
Total 50

51



94°C | 94°C
2°C | 72°¢
300 | 100 ;
54°C / 100" { 500"
4°C
30 g
! 2(35) 3 w

Figura 12. Condiciones para la amplificacion gendmica de 16S RNAr mediante
PCR

Los productos de la reaccion de polimerasa se visualizados en
transiluminador UV en gel de agarosa al 1% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
en solucion Amortiguadora TAE 1X a 70 V por 45 min. Posteriormente, el gel se
tind adicionando Red Gel (Biotium). Luego las bandas correspondientes al gen
ribosomal 16S en el gel fueron reveladas en un fotodocumentador.

Las bandas esperadas respecto al marcador de peso molecular (Thermo
Scientific GeneRuler 1 kb DNA ladder). Posteriormente fueron enviadas a

Macrogen (Seoul, Korea) para su secuenciacion.

La secuencia de 16S RNAr fue convertida a formato multiFasta.
Posteriormente en Mega (6.0) se realizaron arboles Neighbor-joining aplicando
Bootstrap (100 permutaciones) para establecer una matriz de distancias de

consenso.

4.4 Produccion de lipopéptidos como antibioticos
4.4.1 Deteccion de capacidad de produccién de lipopéptidos

Las cepas bacterianas se sometieron a una prueba de hemolisis en placas
de Agar sangre, ya que los lipopéptidos bacterianos son capaces de lisar
eritrocitos. Se tomo una colonia de las cepas bacterianas en agar y se sembro

en placas de agar sangre. Las placas se incubaron 96 horas a 37 °C en

incubadora Ecoshel 9025E monitoreando cada 24 horas. Posteriormente se
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corrobor6 aclaramiento de zona alrededor de las colonias indicando produccién
de lipopéptidos (Zhao et al., 2014).

4.4.2 Extraccion de lipopéptidos y andlisis por FT-IR

Se realizaron fermentaciones en caldo TSA (Difco) en 3 L por 120 horas
a 28 °C y 150 rpm en un agitador 3500 Standard Orbital Shaker (VWR, USA).
Posteriormente se vaciaron en tubos Falcon de 50 mL para ser sometidos a
centrifugacion en una centrifugadora Rotofix 32 A (Hettich, Alemania) a 2706 x g
por 20 min, con el fin de separar las bacterias del medio de fermentacion. Para
la obtencién de los lipopéptidos, se realizé una precipitacion acida del
sobrenadante, ajustandola a un pH de 2 con una solucion de HCI 6 M, la cual se
refrigeré a 4 °C en Fisherbrand Isotemp RPGA (Thermo Fisher Scientific, USA)
por 24 horas. Después del tiempo, el residuo obtenido se recuperd por
centrifugacion en Rotofix 32 A (Hettich, Alemania) a 2706 x g por 20 min en frio.
La pastilla bacteriana obtenida se lavd con agua destilada a pH 2 en dos
ocasiones (Haddad et al., 2009) y se dejé secar en una toalla de papel durante
12 horas. Posteriormente, se adicion6 30 mL de metanol a la pastilla para la
extraccion de los lipopéptidos. Por ultimo, el contenido del matraz bola se destilo
en un rotavapor RII (Buchi, Suiza) a 50 °C a presion reducida para la eliminacion
del metanol y de esta manera obtener la mezcla de lipopéptidos en crudo
concentrada (Pathak & Keharia, 2014).

Mediante un andlisis de FT-IR en un equipo Alpha Il FTIR Spectrometer
(Bruker Corp., Massachusetts, USA) se verificO la presencia de lipopéptidos
identificando los grupos funcionales propios de los lipopéptidos, destacando
bandas de estrechamiento N-H y CO-N, cadenas alifaticas y carbonilos de
lactona. Se analizo el espectro IR en el intervalo de frecuencias de 4,000 a 650

cml,

4.5 Identificacion de volatiles por medio de SPME GC-MS
4.5.1 Microextraccion en fase solida (SPME)

La extraccion y analisis de los COV bacterianos se llevaron a cabo segun
los procedimientos realizados en la metodologia descrita por Ryu et al. (2004).
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Las cepas bacterianas permanecieron en incubacion 24 horas a 37 °C en viales
de vidrio con caldo soya tripticaseina.

Se colocaron 3 mL de muestra en un vial de 20 mL con tapa de magnética
y septum de teflon/silicon. La muestra fue agitada a 200 rpm y calentada a 50 °C
durante 1 hora para su extraccion con fibra de microextraccion en fase sélida de
2 cm compuesta por PDMS/DVB/CAR (Supelco, Sigma Aldrich, California, EUA).
La fibra fue desorbida térmicamente a 250 °C en el puerto de inyeccién en modo
splitless de un cromatégrafo de gases 7890A (Agilent Techologies, California,
EUA), acoplado a un detector de espectrometria de masas cuadrupolar modelo
5975C (Agilent Techologies).

45.2 Analisis de COV bacterianos mediante cromatografia de gases-
espectrometria de masas (GC-MS)

Se utiliz6é una columna capilar HP-5MS (60 m x 250 ym de didmetro, 0.25
pm de espesor de fase, Agilent Technologies). En cuanto al programa de
temperatura del horno se establecio las siguientes condiciones: 40 °C por 3 min,
para luego incrementar a 180 °C con una velocidad de 5 °C/min, un ultimo
incremento a 260 °C fue aplicado con una velocidad de 20 °C/min donde se
mantuvo por 5 min. El gas de arrastre utilizado fue Helio (pureza 99.999 %), a

flujo constante de 1 mL/min.

El detector de espectrometria de masas se utiliz6 en modo de impacto
electrénico a 70 eV, con un Gain Factor de 1. Se configuraron las temperaturas
de la siguiente manera: 280 °C para linea de transferencia, 230 °C en fuente de
ionizacién y 150 °C en el cuadrupolo, ademas, se ajusto el rango de masas de
33 a 500 uma.

La identificacion de los compuestos volatiles se realiz6 a partir del

espectro de masas obtenido, comparando con la base de datos NIST/EPA/NIH
Mass Spectra Library, version 2017, USA.
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4.6 Determinacion de caracteristicas de madurez comercial en frutos de tomate

Se utilizaron tomates (Solanum lycopersum) en estado de madurez

comercial obtenidos en un supermercado local. Dichos tomates fueron
comprados en lotes semanales correspondientes al dia de abastecimiento del
supermercado. Posteriormente se analizaron las caracteristicas de los frutos de
manera que los frutos de ensayo contaran con caracteristicas homogéneas de

madurez.

4.6.1 pH del tomate

Para la determinacién del pH del tomate se licuaron cinco tomates de cada
lote. En el jugo se determiné el pH usando un potenciometro HI2213 pH/ORP

Meter (Hanna instruments, USA).

4.6.2 Acidez titulable (AT)

Se tomaron 10 mL del jugo de cada uno de los cinco tomates de cada lote,
posteriormente se les agregaron tres gotas de fenolftaleina. La titulacion se
realizo utilizando NaOH 0.01 N. La acidez se determindé mediante la formula 3
(Association of Official Analytical Chemists, 1990).

Determinacion de acidez

AT (%) 3)

[VNaOH (mL) x NNaOH (%q) + meq de acido citrico (0.064 4~ )]
meq

=

V del jugo (mL) 1(100)

4.6.3 Firmeza

Se utilizé un texturédmetro CT3 25K (BROOKFIELD, USA) equipado con
una sonda cilindrica de acrilico de 27.7 mm de didmetro, con una velocidad de
descenso de 1 mm/s hasta lograr 10 % de deformacion. De esta manera, dos
lecturas fueron tomadas en posiciones opuestas alrededor de la region ecuatorial
del fruto, registrando la resistencia de la piel a la penetracion en newtons (N)
segun lo descrito por Shewfelt (1993).
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4.6.4 Color

Para determinar los parametros colorimétricos se utilizé un colorimetro
CM-600d (Konica Minolta, Japén) utilizando un iluminante D65 y observador a
10°. Se tomaron mediciones de los valores L, a y b en dos zonas opuestas de la
region ecuatorial de cada fruto. Estos valores L, a 'y b corresponden al espacio
de color L*a*b*.

Para calcular el angulo de tono (Hue) y la pureza del color (Croma) (Little,
1975) utilizando estos valores, se emplearon las formulas 4 y 5 respectivamente:
Hue = tan—1(b/a) 4

Croma = V(a2 + b?) (5)

Ademas, la luminosidad L se obtuvo directamente con el colorimetro.

Estos calculos permiten caracterizar el color de los frutos en términos del
espacio de color L*a*b*, proporcionando informacién sobre la tonalidad,

saturaciéon y luminosidad de este.

4.6.5 °Brix

Los frutos de tomate se cortaron de manera longitudinal, se recolectaron
tres gotas de jugo y se colocaron sobre la celda de un refractometro digital Hl
96801 (Hanna instruments, USA).

4.7 Ensayo de antagonismo in vivo por compuestos volétiles en fruto

Se realizaron ensayos de produccion de volatles en Agar Soya
Tripticaseina (TSA) (Difco) para la evaluacion de la capacidad de Bacillus spp.

para reducir la infeccion en frutos causados por hongos.

Los tomates fueron desinfectados superficialmente mediante su
sumergimiento en etanol (90%) por 5 minutos, seguido de una solucion de
hipoclorito de sodio (NaOCI) al 3% por 60 segundos y, después en etanol 70 %
por 60 segundos; finalmente se enjuagaron con agua destilada estéril. Se hizo

una puncion en el eje del ecuador usando un tubo capilar de vidrio produciendo
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una lesion de 2 mm de didmetro y 3 mm de profundidad de la superficie. En cada
puncién se inocul6é 10 uL de una suspension que contenia 1 x 102 esporas mL?
de la cepa fungica. El patégeno seleccionado para el ensayo fue A. alternata ya
que presento la mayor inhibicion provocado por las cepas bacterianas en los
ensayos duales y de placas invertidas. Ademas, por ser un patégeno de tomate,

un fruto muy consumido en el pais.

Luego, un recipiente y una gradilla plastica fueron tratados con etanol
(90%) por 5 minutos, seguido de una solucion de hipoclorito de sodio (NaOCI) al
3% v/v por 60 segundos y etanol 70% por 60 segundos; finalmente se enjuagé
con agua destilada estéril y se dej6 secando en una campana de flujo laminar
con luz UV. Para el establecimiento del ensayo, se colocé en el fondo del
recipiente placas TSA con la cepa bacteriana a ensayar, posteriormente se
colocé la gradilla dentro del recipiente sobre la cual se colocaron los tomates
inoculados (Figura 16). Las condiciones del ensayo se fijaron a temperatura
ambiente de 30 °C durante 7 dias. Posterior a los 7 dias se midi6 la incidencia y

el diametro de la infeccidén provocada por el hongo.

Se consideraron 5 frutos por unidad experimental, tomando como
porcentaje de incidencia el nimero de frutos infectados luego de los 7 dias

fijados en el ensayo de exposicion a volatiles.

== %&“"m
\ J’ < TSA

< ps

Figura 13: Modelo de ensayo de antagonismo por compuestos volatiles en fruto.
Un recipiente plastico mantiene los COV producidos por las cepas bacterianas
sembradas en la parte inferior (medio TSA). En la parte superior se sitGa el fruto

mantenido por una rejilla.
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El porcentaje de inhibicion fue medido de acuerdo con la Formula 4:

[(FC — FE)/FC] * 100 (6)
e FC: Promedio del diametro de la pudricion provocada por el hongo
en el fruto

e FE: Medida del diametro de la pudricion provocada por el hongo en
el fruto

4.8 Andlisis estadistico

Los datos expresados representan la media + desviacion estandar de
tres repeticiones en cada ensayo.

Los datos obtenidos fueron sujetos a prueba de comparacion de medias
de Tukey (P<0.05) utilizando el paquete estadistico RStudio 4.1.3. Los datos
obtenidos en porcentajes fueron transformados a grados angulares antes de

realizar el ANOVA, expresando al final los resultados en la variable original.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Ensayos duales

Para la exploracion de presencia de compuestos difusibles antagonistas

producidos por Bacillus spp. en el medio PDA, se evalué el radio de inhibicién

causado por dichos compuestos hacia las diferentes especies fangicas (Figura

17).

Los resultados muestran que Q39, Q38, Q37 y Q20 reflejan diferencia

significativa de inhibiciébn contra la mayoria de los hongos fitopatdogenos,

destacando el antagonismo contra A. alternata y C. gloesporoides (Tabla 6). Los

porcentajes de inhibicion mas altos contra A. alternata se obtuvieron en los

tratamientos Q39 (58.4%),

Q38 (51.8%) y Q20 (50.6%).

Respecto al

antagonismo de C. gloesporoides los tratamientos que lograron mayor
porcentaje de inhibicién fueron Q38 (56.8%) y Q39 (55.6%). Por otra parte, los

tratamientos con Q19 y Q11 no mostraron capacidades de inhibicion contra

ninguna especie fangica.

Tabla 6. Porcentajes de inhibicion de micelio activo en ensayos duales.

Cepa
F. oxysporum

A. alternata

C.
gloesporoides
R. solani

Phytopthora
spp.
S. rolfsii

Q39
49.1+t18a

58.4+03a
55.6+3.0a

47.7+*26a

416+19
ab

46.6+28a

Q38
38.9+8.3
ab

51.8+28
ab

56.8+0.8 a

48.8+0.3a
46.1+11a

46.4+0.3a

Q37
32.1+1.1b

48.3+30Db
49.2+41a

46.1+2.7 a
36.6+24b

384+06a

Porcentaje de inhibicion en ensayo dual

Q20
41.0+1.3
ab

50.6 4.7
ab

39.1+£25Db

33.3+£33Db
39.1+08Db

422 +1.7a

Q19
6.4+1.9cC

246+36¢C
45+16¢C

76+29c
96+10c

45+30Db

Q11
16.8+1.8d

38.1+23d
30.0+3.3d

94+x10c
7.0x09c

17.2+x24c

Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones = desviacion
estandar. Las letras diferentes representan diferencia significativa (p<0.05) entre
tratamientos.
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Figura 17. Ensayos duales de Bacillus conra F. oxysporum (A), A. alternata (B),
C. gloesporoides (C), R. solani (D), Phytopthora spp. (E) y S. rolfsii (F).

Los resultados mostraron que la mayoria de las cepas bacterianas,
excepto Q19 y Q11, reflejaron capacidad de inhibiciébn de crecimiento contra la
mayoria de los hongos patdgenos. Se ha reportado inhibicion por cepas de
Bacillus spp. contra estos patdgenos en pruebas similares, en las cuales se ha
adjudicado a compuestos lipopéptidicos (Qi et al., 2010; Romano et al., 2013;
Ruiz et al., 2014; Wang et al., 2020).

En adicion, respecto a los mecanismos de accion se sabe que
particularmente, la pared celular y el metabolismo de la membrana celular
fungica son los principales procesos afectados por el estrés provocado por
lipopéptidos (D. Zhang, Qiang, Zhou, et al., 2022) culminando finalmente en la
induccion de apoptosis celular (Qi et al., 2010) o lisis celular (D. Yu et al., 2019).

La literatura sugiere que el modo de accién antifingica de los compuestos
lipopeptidicos se debe a su interaccion con el ergosterol, el principal componente
de la membrana celular fungica. Es asi, que se propicia la formacion de
complejos agregados de lipopéptido-fosfolipido o lipopéptido-fosfolipido-esterol
que producen una modificacion de espacial de fosfolipidos y esteroles, y
finalmente la formacion de grandes poros de conduccion de iones en bicapas
lipidicas que permiten la liberacion de K* y otros compuestos intracelulares
(Rodriguez et al., 2019).

Por otro lado, en estudios anteriores, se ha demostrado que la presencia

de grupos hidroxilo en esteroles es crucial para propiciar interacciones con
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lipopéptidos. Dado que el grupo hidroxilo constituye la parte hidrofila de los
esteroles, se sugerir una interaccion por enlaces de hidrogeno entre este grupo
con la parte hidréfila de lo lipopéptidos constituida por la parte peptidica. Es asi,
qgue se ha reportado ausencia de actividad antifungica de lipopéptidos como la
micosubtilina cuando el grupo fendlico de su residuo tirosilo estaba metilado o
acetilado. Dado esto, se sugiere que la incorporacion de los lipopéptidos en las
monocapas de ergosterol estd fuertemente influenciada por la existencia del

grupo hidroxilo en el ergoesterol (Nasir & Besson, 2012).

Gracias a estos resultados nos permitid confirmar la capacidad de
compuestos difusibles de inhibir el crecimiento de patégenos, por otro lado, estos
compuestos serian confirmados como lipopéptidos mediante ensayos

posteriores.

5.2 Ensayos de confrontacion de placas invertidas

Para la exploracion del efecto de biocontrol de los COV producidos por las
cepas de bacterianas en los diferentes hongos patégenos, se evalud el ensayo
de confrontacién de placas invertidas (Figura 18). Los resultados mostraron que
todos los tratamientos antagonizaron notablemente a A. alternata y S. rolfsii, a
excepcion de la cepa Q20 la cual no logré inhibir a A. alternata (Tabla 7). Los
porcentajes de inhibicion mas altos contra A. alternata se obtuvieron en los
tratamientos Q19 (72.44%), Q38 (63.47%) y Q37 (60.58%). En cuanto a S. rolfsii,
se obtuvo el mayor porcentaje de inhibicion en el tratamiento con Q11 (64.78),
sin embargo, no hay diferencia estadistica respecto a los tratamientos con Q39,
Q38 y Q20. Por otro lado, el porcentaje de inhibicion obtenido por aplicacion de
los tratamientos bacterianos a F. oxysporum y R. solani fue el mas bajo, siendo
qgue en los mejores tratamientos aplicados a estas cepas fungicas se obtuvo

22.18% y 2.45% de inhibicion, respectivamente.
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Cepa

Tabla 7. Porcentajes de inhibicion de micelio activo en ensayos de confrontacion
de placas invertidas.
Porcentaje de inhibicién en ensayo de volatiles
Q39 Q38 Q37 Q20 Q19 Q11

F. oxysporum  10.3+19 222+27b 72+29ad 18135 10.3+19 25%17d

ac bc ac
A. alternata 55.6+5.0a 635+53 60.6 + 3.6 10.8+6.2b 724+32 59.2+38
ac ac c ab
C. 492+49a 36.2+6.5 206+7.2b 39.0+x5.2 31.6+48 49.0+4.7
Gloesporoides ac ac bc a
R. solani 25+08a 24+04a 1.8+06a 30+x19a 24+10a 18+14a
Phytopthora 36.8+24 40.3+1.0a 33.8+27b 36.2%25b 327+15 41019
spp. ab b a
S. rolfsii 56.9+4.9 56.0 £ 6.5 53.0+7.2a 56.3+5.2 477148 64.8+47
ab ab ab a b

Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones + desviacion
estandar. Las letras diferentes representan diferencia significativa (p<0.05) entre
tratamientos.

39
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Figura 1. Ensyos de volatiles de Bacillus spp. contra F. oxysporum (A), A.
alternata (B), C. gloesporoides (C), R. solani (D), Phytopthora spp. (E). y S. rolfsii

(F).

A diferencia de los tratamientos de ensayos duales, los COV segregados
por las mismas cepas bacterianas solo lograron una inhibicion significativa contra
A. alternata y S. rolfsii. En contraste con los lipopéptidos, el mecanismo de
inhibicion de los COV de Bacillus spp. no se encuentra claro, sin embargo, se
sabe que pueden inhibir la germinacibn de los conidios y afectar
morfologicamente las hifas de hongos patdégenos (Zhang et al., 2020).También
se ha reportado que los COV de B. subtilis modifica la regulacion de la expresion
de genes relacionados con la fluidez de la membrana celular, la integridad de la
pared celular, el metabolismo energético y la produccion de enzimas que

degradan la pared celular (Wang et al., 2021).
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Los tratamientos Optimos para antagonizar las diferentes infecciones por
hongos patdgenos dependen de la especie fungica. Sin embargo, destacan las
cepas Q39, Q38 y Q37, las cuales lograron inhibiciones destacables de todos los
patogenos tanto por difusion de lipopéptidos como por difusion de COVs.
Exceptuando a F. oxysporum y R. solani en este ultimo ensayo mencionado,
dichas especies no lograron ser inhibidas por los COV de ninguna cepa
bacteriana.

Sin embrago, actualmente carecemos de una comprension precisa de
como se detectan e interpretan los compuestos organicos volatiles (COV). No se
han descubierto receptores especificos ni otros mecanismos responsables de la
percepcion de los COV en ninguno de los casos descritos. EI mayor obstaculo
es averiguar si los COV entran y se procesan en las células mediante métodos
basados en receptores, si interactian con la membrana celular para
desencadenar una secuencia de eventos de transduccion de sefales, o si las

células simplemente los absorben y los descomponen.

5.3 Identificacion de las cepas de estudio mediante la secuenciacion del gen
16S ribosomal

Para evaluar la relacion filogenética se realiz6 un arbol filogenético
utilizando la secuencia del gen 16s rRNA en Mega 11.0.13. Adicionalmente, se
descargaron 21 secuencias de 16s de Bacillus y su numero de identificacion de
la base de datos de NCBI.

Mediante el analisis de Bootstrap se simularon 100 muestreos de las
secuencias de las cepas de estudio y las obtenidas en NCBI, de esta manera,
poder determinar su similitud, y asi, obtener el valor de confianza (Figura 19).
Es asi, que se pudieron determinar valores de confianza Bootstrap en relacion
con la similitud de las secuencias obtenidas y las extraidas de NCBI.

La relacion filogenética entre la cepa Q11 y el género Bacillus es sugerida
con un alto soporte Bootstrap (99). De la misma manera, las cepas Q37 y Q38
agrupadas en un mismo cluster sugieren una relacion filogenética con el género
Bacillus con un alto soporte Bootstrap (100). Por su parte, Q39 muestra relacion
filogenética con Bacillus con un valor de confianza Bootstrap de 91. Estos altos

valores de confianza Bootstrap nos sugieren que al simular 100 muestreos y
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compararlos, en la mayoria de estas comparaciones (>90) se encuentra una

relacion filogenética.
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Figura 19. Arbol filogenético mediante el método neighbor-joining basado en el
gen de 16s ribosomal. Los valores de confianza Bootstrap se generaron

utilizando 100 permutaciones. Software Mega 11.0.13.

5.4 Deteccién de la produccion de lipopéptidos

La produccion de compuestos difusibles en el medio con capacidades
hemoliticas se detectd en todas las cepas de Bacillus mediante el ensayo de
hemolisis (Figura 20). Sin embargo, la hemolisis por compuestos producidos por
las cepas bacterianas es mas evidente en las cepas Q11, Q37, Q38 y Q39.
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Figura 20. Hemolisis en placas de égar sangre causado por las cepas Q39, Q38,
Q37, Q20, Q19 y Q11 después de 48 horas de incubacién a 37 °C.

Aunque se ha reportado una asociacién entre la actividad hemolitica y la
produccion de lipopéptidos (Ptaza et al., 2015; Sarwar, Brader, et al., 2018), son
necesarios estudios complementarios como FT-IR que lo confirmen.

En adicion, respecto a los mecanismos de accidbn se sabe que
particularmente, la pared celular y el metabolismo de la membrana celular
fungica son los principales procesos afectados por el estrés provocado por
lipopéptidos culminando finalmente en la induccion de apoptosis o lisis celular.
De igual manera, se sabe que el mecanismo de accion de lipopéptidos difiere
dependiendo de su composicion tanto peptidica como lipidica (Qi et al., 2010; D.
Yu et al., 2019; D. Zhang et al., 2022).

5.5 Extraccion de lipopéptidos y andlisis por FT-IR

Mediante el analisis del extracto crudo por FT-IR se identifico la presencia
de la parte peptidica y lipidica de los lipopéptidos presentes (Figura 21).
Priorizando de esta manera, las bandas de identificacion del anillo lactona y
enlaces peptidicos, al igual que las bandas de identificacion de la parte

hidrocarbonada formada por lipidos.
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Figura 21. Espectros infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) de la fraccion
lipopeptidica de las cepas Bacillus Ql1l(verde), Q37(rosa), Q38(azul) y
Q39(negro).

Los espectros obtenidos a partir del lipopéptido crudo de las cepas Q11,
Q37, Q38 y Q39 reflejaron diferentes bandas correspondientes a lipopéptidos. Al
igual que Etemadzadeh & Emtiazi, (2021) se encontraron picos de amida A
alrededor de 3280 cm?, dos picos en la regiéon de 2957 a 2853 cm* atribuidas a
la vibracién de estiramiento del C-H. En Rodriguez et al., (2019) se encontraron
picos de 1640 cm™ asignados a vibraciones de estiramiento de C=0, ademas,
se observaron picos de amida Il alrededor de 1530 cm* asociada a la flexiéon de
N-H y a la vibracion de estiramiento de C-N en lipopéptidos provenientes de
Bacillus. Se observa la presencia de grupos peptidicos y carboxilicos asociada
a picos de enlace peptidico (Glassford et al., 2013) en los rangos de 1241y 1172

cmen lipopéptidos.

5.6 ldentificacion del perfil de volatiles producidos por las cepas de Bacillus
subtilis por medio de SPME GC-MS.

Con el fin de identificar los COV con capacidad de inhibir los hongos
patogenos ensayados, se analizaron cuatro de las cepas bacterianas (Bacillus
Q11, Q37, Q38 y 39) debido a su capacidad inhibitoria en los ensayos de

confrontacion de placas invertidas. Es asi, que los compuestos volatiles fueron
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captados por microextraccion en fase sélida, separados por cromatografia de
gases e identificados por espectrometria de masas (SPME GC-MS) (Tabla 8).

Se encontrd que para las cepas Q11 y Q39 las cetonas fueron la especie
guimica con mayor presencia en cuanto a porcentaje relativo respecto al perfil
total de volatiles, siendo este de 37.44 % y 63.63%, del cual el 30.24 % para
Bacillus Q11 y el 53.04% para Bacillus Q39 corresponden a la 3-hidroxi, 2-
butanona. Para las cepas Bacillus Q37 y Bacillus Q38 el 2,3-butanediol fue el
compuesto presente en mayor porcentaje relativo, 30.25 y 28.14 %
respectivamente. Las especies quimicas predominantes en porcentaje relativo
para las cepas Bacillus Q37 y Bacillus Q38 fueron los alcoholes con 63.98 % y
48.03 %, respectivamente.

Tabla 8. Contenido relativo de compuestos presentes en el perfil volatil de las
diferentes cepas (Q11, Q37, Q38 y 39) de Bacillus a 24 h en caldo soya
tripticaseina.

Contenido relativo (%)

Compuesto Q11 Q37 Q38 Q39

Alcoholes
Etanol 10.17 - - -
1-octanol - - - 0.67
2-octanol - - - 1.65
2-nonanol - - - 1.71
2-hexadecanol - - - 1.18
2-tetradecanol - - - 1.14
2-metil, 1-propanol 153 - -
3-metil, 1-butanol 10.58 26.07 16.92 4.2
2,3-butanediol - 30.25 28.14 -
3,3,5-trimetil ciclohexanol - -
2-(2-etoxietoxi) etanol - 0.56 - 0.5
1-metil-1-silaciclopentan-1-ol -
3-furanometanol 1.12 - -
2,4,7,9-tetrametil, 5-decani-4,7-diol - 0.53 0.81 -
Alcohol feniletilico - 3.07 - 2.38
Alcohol bencilico - -

Acidos
Acido acético 7.77 3.67 3.25 0.89
Acido 2-metil propanoico 4.06 - -
Acido 2-etil,2-metil propanoico - - 4.66 -
Acido nonanoico 5.78 - 16.07 |-
Acido butanoico 0.64 - - -
Acido de éster de isobutil hex-2-in-4-ilo | 1.27 - - -
ftalico
Acido  éster  6-tridecil  2-fluoro-5- | - - - 5.24
trifluorometilbenzoico
Acido éster bis(trimetilsilil) etanodioico - - - 0.73

Cetonas
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Acetona 7.16 - - -
3-hidroxi, 2-butanona 30.28 15.39 8.38 53.04
2-butanona - - 5.94 -
2,3-butanediona - - - 6.74
2-nonanona - - - 1.79
2-undecanona - - - 0.73
1-(4-aminofenil) 1-propanona - - - 1.32

Compuestos heterociclicos
1,3-Diazina 2.38 - 3.31 -
Metil beta-D-arabinopiranosido 6.24 - -
2-etil, 6-metil pirazina - 0.98 0.80 -
1-oxi, 3-butil piridina - -

Alcanos
Pentano 6.34 9.74 -
Cloruro de metileno - - 0.87 -
Nonadecano - - 0.78 -
Octilciclopropano - - -

Esteres
Dietilftalato 0.22 -
Duodecil ftalato - -
Butirato de butilo - 5.77

Aromaticos
Tolueno - 0.47 -
2-metoxifenol - -

Algqueno
Isopreno - - 6.49 -

Amida
Ciclohexanocarboxilamida - - - 2.97

Tiol
Metanotiol 3.54 - - 9.61
Otros compuestos
Pentobarbital 0.92 - - -

En total se registraron 21 compuestos producidos por Bacillus Q39, 17 por
Bacillus Q11, 16 por Bacillus Q38 y 12 por Bacillus Q37. Dentro de los
compuestos encontrados predominan especies como alcoholes, acidos y
compuestos heterociclicos, sin embargo, también se encontraron alquenos,

amidas, cetonas, ésteres y tioles (Figura 22).
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Figura 22. Contenido relativo de especies quimicas presentes en el perfil
volatil analizado de las cepas Bacillus Q11, Q37, Q38 y 39.

Adicionalmente, se encontraron similitudes en el perfil volatil de las cuatro
cepas bacterianas, donde es posible observar que tanto el 3-metil, 1-butanol
como la 3-hidroxi, 2-butanona se producen en las cuatro cepas bacterianas,

aunque en distintas cantidades (Figura 23).
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Figura 23. Cromatogramas de COVs producidos por las cepas de Bacillus Q11,
Q37, Q38 y Q39 después de 24 horas de fermentacion en CST. Los principales
COVs se seifialaron como (1) 3-metil, 1-butanol, (2) 3-hidroxi, 2-butanona, (3)
2,3-butanediol, (4) acido 2-metil propanoico, (5) acido nonanoico.

Inicialmente, los compuestos volatiles producidos por las cepas Bacillus
Q11, Q37, Q38 y Q39 demostraron en ensayos in vitro capacidades inhibitorias
contra los fitopatdgenos A. alternata y S. rolfsii a diferencia de las cepas Bacillus
Q19 y Q20. Gracias a esto, se ha podido constatar que algunos de los COV
identificados en este estudio han sido ya reportados como productos del
metabolismo de cepas de Bacillus spp. (Fujimoto et al., 2022; Wang et al., 2022;
Yi et al., 2016; Zhang et al., 2020).

De esta manera, se conoce que el 3-metil, 1-butanol, al igual que el acido
2-metil propanoico causan inhibicién del crecimiento de especies patdgenas
como M. perniciosa (40.3 y 35.1%, respectivamente) y F. oxysporum (45.12 y
46.2%, respectivamente) (Chaves et al., 2015). En adicion, Fialho et al., (2011)
y Wang et al., (2022) reportaron una inhibicion completa de S. sclerotium y B.

cinérea, respectivamente, por parte de 3-metil, 1-butanol. Ademas, en este
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altimo estudio se reportaron inhibiciones entre 74.96 y 92.81% de otros 11
patégenos por parte de la misma cepa de estudio, donde A. alternata fue inhibida
en un 86.07%.

Por otro lado, Arrebola et al., (2010) registraron inhibiciones >50% hacia
el patégeno P. crustosum relacionadas a la 3-hidroxi, 2-butanona producida por
B. subitlis y B. amyloliquefaciens, donde el volatil represento el 45.98% y 97.52%
del contenido relativo total, respectivamente. De igual manera, Fujimoto et al.,
(2022) reportaron inhibiciones de hasta 86% hacia Phyllosticta citricarpade por
parte de Bacillus spp. donde los perfiles volatiles incluyen produccién de 3-
hidroxi, 2-butanona, 1,3-butanediol y 3-metil, 1-butanol.

No obstante, en algunos COVs de distintas cepas de Bacillus spp. se han
encontrado capacidades relevantes distintas a las del antagonismo de
patégenos. Por ejemplo, los COV 3-hidroxi, 2-butanona y 1,3-butanediol se les
han adjudicado promocién de crecimiento de plantas (Rath et al., 2018), al igual
gue al acido nonanoico (Lee et al., 2016). Este ultimo compuesto es, ademas,
capaz de inhibir en un 75% la germinacién de esporas de los patégenos
Crinipellis perniciosa Stahel y Moniliophthora roreri Cif. H.C. Evans.

En cuanto a los mecanismos de accion, se sabe los COVs producen
alteraciones morfologicas en hifas (C. Wang et al., 2022), y micelio (Massawe et
al., 2018) causando inviabilidad en la célula fungica. Ademas, se sabe que los
COVs son capaces de inhibir la germinacion de las esporas causando
anormalidades en la morfologia y fluidez de la membrana, afectando mecanismos
de transporte y fuerza proton motriz. Aunque, se sabe que los mecanismos de
accion de cada COV son distintos unos de otros (K. Wang et al., 2021; S. Xie et
al., 2020; D. Zhang et al., 2020; D. Zhang, Qiang, Zhao, et al., 2022; M. Zhou et
al., 2019), los mecanismos de accion de cada volatil siguen siendo inciertos.

Sin embargo, Zhou et al., (2019) y K. Wang et al., (2021) reportaron
disminucién en el contenido de ergosterol en la pared de celular de M. fructicola
y C. gloesporoides por exposicion a COVs de B. subtilis. De esta manera, se
destruyo la pared celular del hongo e interfirieron en el funcionamiento normal
de la membrana celular. Ademas, bajo produccién de COV de B. subtilis Wang
et al., (2021) report6é regulacion a la baja de genes que codifican la quitina
sintasa, la glucanasa y algunas proteinas en C. gloesporoides, lo que también
contribuyd a la inhibicion del crecimiento. Asimismo, Zhang et al., (2022)
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reportaron regulaciones a la baja de los genes slt2 y wetA de A. solani que
intervienen en la vitalidad del micelio, la esporulacién y la madurez conidial
cuando este microorganismo se expone a COV de B. subtilis. Otros genes de
virulencia regulados a la baja por tratamientos de COVs fueron reportados por
Xie et al.,( 2020), donde una cepa de B. subtilis reprimié los niveles de los clk1,
clml, scd y brnl en Curvularia lunata. Ademas, se registré una acumulacion de
especies reactivas de oxigeno en conidios de Curvularia lunata propiciada por

COVs de la misma cepa bacteriana.

Estos resultados proporcionan una vision general de la interaccion entre
microorganismos y como acttan los COVs desde un punto de vista quimico y
bioldgico, siendo capaz, a través del antagonista, promover el biocontrol de
aguellos fitopatégenos que afectan los frutos. Sin embargo, se requieren mas
estudios para investigar la eficiencia antifingica de cada volatil y/o explorar el

mecanismo 0 mecanismos involucrados.

5.7 Ensayo de antagonismo in vivo por compuestos volatiles en fruto.

De manera inicial, este ensayo se estandariz6 determinando las
caracteristicas de madurez comercial de los frutos analizados, obteniendo que
para los tomates ensayados las caracteristicas fueron las expresadas en la Tabla
0.
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Tabla 9. Valores correspondientes a las caracteristicas fisicoquimicas y de
textura de tomates en etapa de madurez comercial

Caracteristicas

Lote | Masa (Q) pH Firmeza | °Brix | AT (%) Color
N) L Hue Croma

1 156.8 | 4.7% 27.6 3.7+ | 0.26 | 39.67 |53.35 | 27.33x2.
155 0.2 3.04 0.1 0.02 +2.67 | £298 | 28

2 1558 +| 48+ 229+ 3.6+ | 0.28 +]|40.23 |54.64 | 29.33+1.
14.6 0.1 2.98 0.2 0.02 +198 | £3.22 | b2

3 1522 +|5+01 246+ 3.8+ | 0.27 | 3873 | 5518 | 29.39+1.
12.3 2.01 0.1 0.01 +185 | £242 | 37

Promedio de cinco repeticiones de lectura para cada lote de tomates utilizado en
cada lote de repeticién en ensayos de infeccion in vivo de volatiles en fruto. AT
= Acidez titulable.

En este estudio se realizaron tres ensayos con tres réplicas cada uno. El

primer ensayo (Figura 24) tenia por objeto evaluar las 4 cepas de Bacillus spp.

(Q39, Q38, Q19 y Q11) que lograron inhibir en mayor medida A. altarnata en los

ensayos in vitro.

Figura 24. Primer ensayo in vivo para la evaluacion de COVs de diferentes cepas
de Bacillus contra A. alternata inoculada en tomate.

cepas bacterianas Bacillus Q20 y Q37, debido a sus bajos resultados en

cuanto al antagonismo fungico contra A. alternata.

Mediante el primer ensayo se pudieron descartar como tratamiento las

Posteriormente, se realiz6 un segundo ensayo (Figura 25) donde

mediante un escrutinio, se evaluaron las cepas Bacillus Q39 y Q11 ya que
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presentaron mayores capacidades de inhibicion contra A. alternata inoculada en

tomates.

Q11 Q39 Q19 Q38 C

8

Figura 25. Segundo ensayo in vivo para la evaluacién de COVs de diferentes
cepas de Bacillus spp. contra A. alternata inoculada en tomate.

En el tercer ensayo (Figura 26), ambos tratamientos bacterianos

mostraron capacidades de biocontrol de A. alternata en tomate (Tabla 10).

Figura 26. Tercer ensayo in vivo para la evaluacion de COVs de las cepas Q11
y Q39 de Bacillus contra A. alternata.

La cepa Bacillus Q11 logré una reduccion de la incidencia de la
enfermedad de 27%, ademas, inhibiciones diametrales de 69.35% de los frutos
infectados. Por otra parte, Q39 redujo la incidencia de A. alternata permitiendo
que solo el 46% de los frutos se infectaran, de los cuales redujeron el tamafio de
la lesion un 64.59%. Sin embargo, no hay diferencia significativa en ambos
tratamientos respecto a la inhibicion de la infeccion.

Por otro lado, es importante contrastar los resultados obtenidos con los
controles donde no se inoculd ninguna cepa bacteriana. En dichos ensayos se

obtuvo 100% de incidencia de la infeccion de A. alternata en los frutos.
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Tabla 10. Ensayo de antagonismo de A. alternata por compuestos volatiles en
frutos de tomate

Tratamientos (% de inhibicion)
Control Q11 Q39
0 69.35+7.8 A 64.59 £9.15 A
Incidencia
100 \ 73 \ 46

Los datos fueron adjuntados tomando en cuenta el promedio + desviacion
estandar. Las letras diferentes representan diferencia significativa (p<0.05).

Es de afiadir que, aunque se carece de reportes de antagonismo de A.
alternata en tomate mediante volétiles, estos resultados concuerdan con Jia et
al., (2023) quienes reportaron inhibiciones de 72.72% de éste patdégeno en

tomate mediante difusion de lipopéptidos provenientes de B. amyloliquefaciens.

Cabe resaltar que se encontré una correlacion entre el antagonismo y la
disminucién de la incidencia de A. alternata y la produccion de 3-hidroxi,
butanona de las cepas Bacillus Q11 y Q39. De hecho, en Arrebola et al., (2010)
se registraron inhibiciones >50% hacia Penicillium spp. cuando el compuesto

mayoritario producido por Bacillus spp. fue la 3-hidroxi, 2-butanona.

En general, en cuanto a plantas y frutos, se sabe que los COV microbianos
pueden actuar de manera directa o indirecta en cuanto al antagonismo de
patdgenos. Induciendo de esta manera respuestas sistémicas, produccion de
ROS y de exudados radiculares antagonistas asi como promocion de
crecimiento de tallo y raiz. Tales resultados heterogéneos pueden ocurrir porque
las interacciones de los microbios con los organismos receptores son complejas.
Ademas, los COV microbianos actian como sefiales multitroficas en sistemas
ecolégicamente complejos como plantas y frutos, que a su vez, no estan bien

estudiados o definidos hasta la fecha (Piechulla et al., 2017).

Es inevitable destacar la influencia de los microorganismos en las plantas,
de hecho, hay mas de 10! células bacterianas y 10° especies bacterianas en 1
g de suelo y aproximadamente 10’ células bacterianas por cm? de area foliar
(Farré-Armengol et al., 2016). En comparaciéon con las flores de las cuales se

conocen alrededor de 2,500 compuestos volatiles (Knudsen et al., 2006), solo se
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han reportado aproximadamente 1,300 COV microbianos de solo 600

microorganismos registrados como productores de COV (Lemfack et al., 2014).

Finalmente, estos resultados sientan una base preliminar para la
clarificacion de los lipopéptidos y COVs clave para el biocontrol de agentes
fungicos patdgenos comunes. Ademas, proporcionan una base teorica para
ampliar el abanico de opciones postulando cepas de Bacillus spp. cuyo valor
posiblemente aporte en el campo del biocontrol de enfermedades. Sin
mencionar, que la diversidad metabdlica existente entre cepas candidatas brinda
conocimiento de nuevas moléculas de origen microbiano con capacidades
relevantes para el antagonismo de microorganismos causantes de

enfermedades.
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6 CONCLUSIONES

Se demostrd que las cepas bacterianas estudiadas mostraron actividad
antifangica contra la mayoria de los patdégenos, a excepcion de F. oxysporum y
R. solani. Se destacan las capacidades inhibitorias por segregacion de
lipopéptidos de las cepas Bacillus Q39 y Q38. No obstante, son necesarios mas
estudios para asegurar la composicion que distingue a cada lipopéptido.

El andlisis filogenético comprobd que todas las cepas bacterianas pertenecen al
género Bacillus siendo necesario analisis mas especificos para la determinacion

de su especie.

Por otro lado, la produccion de los COV bacterianos provoc6 una mayor
inhibicidn in vitro hacia S. rolfsii y A. alternata por parte de las cepas bacterianas,
a excepcion de Bacillus Q20. Aunque se registraron 21 compuestos producidos
por Bacillus Q39, 17 por Bacillus Q11, 16 por Bacillus Q38 y 12 por Bacillus Q37;
Las especies predominantes fueron alcoholes, &cidos y compuestos
heterociclicos. Sin embargo, no se descarta la produccién de otros compuestos

o la aparicion de productos de oxidacion de estos posterior a las 24 horas.

Mediante los ensayos de infeccion en fruto se identificé que los volatiles
producidos por las cepas Bacillus Q11 y Q39 son capaces de inhibir a A.
alternata inoculada en frutos de tomate. De esta manera, los resultados sugieren
una correlaciéon entre el biocontrol del patdgeno y la produccién de 3-hidroxi, 2-
butanona por parte de la bacteria. Sin embargo, se destaca el potencial
antagonico de Bacillus Q39 ya que fue la Unica cepa bacteriana con capacidad
antagonica en las dos pruebas in vitro y la prueba in vivo. Por lo que resulta
interesante realizar estudios posteriores referentes a la cepa Bacillus Q39,
enfocados principalmente al aprovechamiento de su capacidad de produccién de

volatiles.
La utilizacion de lipopéptidos y COV resulta prometedora como alternativa
para crear soluciones novedosas para el control de microorganismos

fitopatdgenos. De esta manera, evitar comprometer la calidad y la seguridad de
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los productos agricolas antes y después de la cosecha. Son necesarias mas
investigaciones para evaluar su aplicacion, su impacto a largo plazo y su

seguridad para los consumidores.
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