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RESUMEN.

Bacterias aisladas de consorcios para la producciéon de alimento tipo Kéfir,
pertenecientes al género Bacillus y Lactobacillus, tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de microorganismos fitopatdgenos: Fusarium solani, Curvularia sp.,
Fusarium equiseti, Phytophtora capsici. Lactobacillus jensenii, Baciilus amiloquefacies
y Bacillus endofiticus frente a Fusarium equiseti, obtuvieron los mayores porcentajes
de inhibicion radial a los 6 dias de incubacion entre el 62% y 83%. Algunas tuvieron un
efecto fungistatico, mientras que otras, mostaron un efecto fungicida. Su accién
posiblemente fue debido a los diferentes metabolitos que se secretaron las bacterias
y fueron identificados como los &cidos orgénicos volatiles, enzimas proteoliticas o su
capacidad para competir por el espacio donde habita y los nutrientes disponibles.
Bacillus endofiticos inhibié el 60% del crecimiento de Fusarium equiseti por accion de
compuestos volatiles. Las fracciones mayores a 10 kD de Bacillus methylotopicus,
Bacillus amyloliquefaciens y Lactobacillus jensenii ejercieron un efecto negativo en el
crecimiento de los fitopatégenos inhibiendo su crecimiento entre 25% y 75%. En un
ensayo in planta se determina que no causa un efecto nocivo sobre plantas de
Capsicum chinense; las plantas tratadas con cultivos bacterianos y el estracto
concentrado mayor a 10 kD ejercen un efecto protector conta la infecciéon por P.

capsici.



ABSTRACT

Bacteria isolated from consortiums for the production of Kefir-type food, belonging to
the genus Bacillus and Lactobacillus, have the ability to inhibit the growth of
phytopathogenic microorganisms: Fusarium solani, Curvularia sp., Fusarium equiseti,
Phytophtora capsici. Lactobacillus jensenii, Baciilus amiloquefacies and Bacillus
endofiticus against Fusarium equiseti, obtained the highest percentages of radial
inhibition at 6 days of incubation between 62% and 83%. Some had a fungistatic effect,
while others showed a fungicidal effect. Its action was possibly due to different
metabolites that secreted bacteria and were identified as volatile organic acids,
proteolytic enzymes or their ability to compete for the space where they live and the
available nutrients. Bacillus endofiticos inhibited 60% growth of Fusarium equiseti by
volatile compounds. The fractions greater than 10 kD of Bacillus methylotopicus,
Bacillus amyloliquefaciens and Lactobacillus jensenii exerted a negative effect on the
growth of phytopathogens, inhibiting their growth between 25% and 75%. In an in-plant
trial it is determined that it does not cause a harmful effect on Capsicum chinense
plants; plants treated with bacterial cultures and concentrated extract greater tan 10 kD

exert a protective effect against P. capsici infection.
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1. INTRODUCCION

Los fitopatdbgenos son el grupo mas importante desde el punto de vista econémico en
cuanto a su frecuencia de aparicién y el dafio que puede causar, por ello se considera
uno de los principales problemas en el en el sector agricola. Debido al gran ndmero de
especies, su capacidad de reproduccion y capacidad de infectar cualquier parte de la
planta, disminyen la produccion de la planta hasta la pérdida total del fruto, trayendo
como consecuencias grandes pérdidas econdémicas, asi como aumento en los cosos
de produccion al tener que establecer medidas para su control. Uno de los métodos
utilizados desde hace mucho tiempo es el uso de agroquimicos, que son aplicados en
semillas, follaje o directamente sobre el suelo, obteniendo resultados favorables. Sin
embargo, su uso constante da lugar a efectos negativos sobre el medio ambiente ya
que se acumulan en los cuerpos de agua, el suelo, las plantas, ademas de causar
problemas de salud a las personas que manipulan estas sustancias. Pero estas
alternativas solo son temporales ya que, los microorganismos fitopatbgenos
desarrollan resistencia contra estos agroquimicos. La tendencia parece estar
cambiando hacia un uso reducido de fungicidas y la necesidad de la busqueda de
nuevas alternativas mas seguras y ecoldgicas para la solucion a este problema. El
control biolégico ha sido sugerido como la solucion mas sustentable a largo plazo y
una alternativa viable al uso indiscriminado de plaguicidas agricolas (Agrios 2005,
Cardosa et al. 2010, FAO 2004, Fraile 1993, Mari 2007, Michel et al. 2008, Rivera
2012).

El control biolégico es el uso de organismos (metabolitos o subproductos) que
son enemigos naturales de una plaga o patdgeno, con el fin de reducir o eliminar sus
efectos perjudiciales en cultivos. La razén principal por la cual muchos productos
agricolas no son destruidos completamente por las plagas y las enfermedades es la
presencia natural de agentes de control biolégico: organismos capaces de antagonizar

con las plagas o patégenos, reduciendo sus efectos dafiinos (FAO 2004, Agrios 2005).
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La aplicacion de bacterias acido lacticas (BAL) en la medicina tradicional, la
fermentacion y conservacion de alimentos se ha documentado desde la antigtiedad.
Como los vegetales son habitat natural de BAL; su potencial aplicacion para la
prevencion del deterioro de plantas y vegetales es una opcién para el area biocontrol

y bio-preservacion (Sathe et al., 2007).

El objetivo de este esdudio fue evaluar la capacidad antagdnica de bacterias acido
lacticas aisladas del Kefir, frente a microrganismos fitopatégenos; y los posibles
metabolitos involucrados en el proceso de inhibicion.En este trabajo se estudi6 el
potencial biocontrolador de bacterias acido lacticas frente a organismos fitopatégenos
y los metabolitos que posiblemente esten involucrados en esta inhibicion de los
mismos. Se determind que estas bacterias pueden tener un efecto bacterioestatico o
bactericida, que el efecto podria estar dado por la produccion de compuestos volatiles

organicos, produccién enzimatica o por competencia de nutrientes y espacio.
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2. ANTECEDENTES.
2.1 Antagonismo

El antagonismo microbiano es una relacion deletérea o negativa; es la inhibicion,

deterioro 0 muerte de un microorganismo por accioén de otro (Pérez y Terron et al.

2014). La primera publicacion sobre antagonismo microbiano es la de Willians Roberts
en Philosophia Transactions of the Royal Society en 1874. Este autor sefialaba “que
el crecimiento de los hongos a menudo suprimia el crecimiento de bacterias y afirmaba
"he observado repetidamente que los liquidos en los Penicillium glaucum crece
abundantemente es muy dificil que puedan ser infectados artificialmente con
bacterias”. Un ejemplo de antagonismo microbiano se observa en el intestino grueso.
Las células de Escherichia coli producen bacteriocinas, proteinas que inhiben el
crecimiento de otras bacterias de la misma especie o de otras especies muy
relacionadas, como por ejemplo los patégenos de Shigella y Salmonella. Una bacteria
gue produce una bacteriocina particular no es afectada por ella, pero si puede ser

destruida por otra. (Tortora et al.,2009)

Los microorganismos antagonistas (bacterias, levaduras y hongos) tienen la capacidad
de ejercer un efecto de control biolégico sobre diferentes patégenos de interés y se
han empleado para controlar diversas enfermedades en plantas y frutos (De Costa y

Erabadupitiya, 2005). Para seleccionar a los microorganismos antagonistas se deben

considerar las siguientes caracteristicas generales: a) capacidad para colonizar
rapidamente la superficie de los frutos y de persistir en ellas de manera efectiva, b)
mayor habilidad que el patébgeno para adquirir los nutrientes, y c) capacidad de

sobrevivencia bajo diferentes condiciones ambientales (Wilson y Wisniewski, 1989).

Existe una demanda de nuevos agentes de biocontrol con eficacia estable en distintas
condiciones y cultivos. Ello implica que sean capaces de utilizar maltiples mecanismos,
pero especificos, de manera que su impacto sobre la microbiota y el medio ambiente

pueda ser minimo. Deberan ser inocuos para plantas, animales y seres humanos;
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ademas de ser compatibles con los tratamientos quimicos habituales. La integracion
de varios agentes en un sistema multiple de biocontrol, apropiado para proteger de
varios patégenos es un ideal. De esta forma se crearian comunidades bacterianas
vivas, capaces de combatir al patdgeno en multiples frentes y estimular las defensas
de la planta. (Jacas et al 2011).

2.1.1 Tipos de antagonismo

Los métodos de control biolégico de las enfermedades fungicas, utilizando
microorganismos antagonicos, se estan surgiendo como alternativas ecolégicas al uso
de fungicidas. Se ha investigado el potencial de los antagonistas microbianos, aislados
de una diversidad de habitats naturales, para la supresion de las enfermedades
fitopatogenas. Los sistemas de biocontrol postcosecha implican una interaccion
tripartita entre el antagonista microbiano, el patdégeno y el huésped, afectados por las
condiciones ambientales. Se reportan diferentes modos para actividades fungistaticas
de antagonistas microbianos. Se ha sugerido, la competencia por diversos nutrientes
y el espacio, micoparasitismo, la secrecion de antibioticos antifingicos y metabolitos
volatiles, y la inducciéon de resistencia del huésped. Algunos autores sefialan que la
aplicacidon postcosecha de antagonistas microbianos es mas exitosa para un control
eficaz de la enfermedad en comparacion con la aplicacion previa a la cosecha.
También se han realizado intentos para mejorar la eficacia global de los antagonistas
combinandolos con diferentes sustancias y métodos fisicos y quimicos (Dukare et al.,
20018).

a) Competencia

La competencia mas comudn es por nutrimentos, tales como carbohidratos,

aminodcidos, vitaminas y minerales; asi como el oxigeno 6 el espacio que comparten
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gue es vital para suprimir los fitopatégenos (Spadaro et al., 2016). Los antagonistas

disminuyen los nutrientes disponibles en el sitio de la herida y hacen que los nutrientes
sean inaccesibles para que los patdégenos, asi se evita que germinen, crezcan e

infecten (Dukare et al., 2018). Se considera como el principal modo de accion por el

cual se suprime al patdgeno (Sharma et al., 2009).

Un ejemplo de esto son las levaduras, las cuales son eficaces colonizadoras de la
superficie de plantas, debido a su alta tasa de crecimiento y se destacan por la
produccion de polisacarido extracelular matriz en el sitio de la herida restringiendo el

espacio para la colonizacion por otros microorganismos (Andrews et al., 1994; Orietta-

Fernandez, 2001). Ademas, las levaduras pueden usar la mayoria de las fuentes de

carbohidratos y nitrdgeno para el crecimiento celular (Spadaro y Gullino, 2004;

Spadaro et al., 2010). Para competir con éxito con el patdgeno en el sitio de la herida,

el antagonista microbiano deberia adaptarse mejor a diversas condiciones

ambientales y nutricionales que el patégeno (Barkai-Golan, 2001; El-Ghaouth et al.,

2004); la colonizacion rapida de la fruta herida por el antagonista es critica para el
control biolégico (Mercier y Wilson, 1994).

La microbiota natural de frutas no patégena que reside en la superficie también puede
intervenir en la competencia de nutrientes y espacio mediante la colonizacién efectiva
y la produccién de metabolitos toxicos. Ademas, la rapida colonizacion del sitio de la
herida también depende de la concentracién del antagonista y de la especie de fruta
del huésped, ya que ciertos antagonistas prefieren ciertos tipos de nutrientes (Galvez
et al., 2010; Di Francesco et al., 2016).

b) Micoparasitismo

El parasitismo directo, micoparasitismo o hiperparasitismo es la capacidad del
microorganismo antagonista para unirse a las hifas de los patdégenos fungicos para

producir enzimas extracelulares liticas de la pared celular. El ataque directo del
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antagonista depende es un proceso muy complejo que involucra eventos secuenciales,
incluye reconocimiento mutuo por antagonista y patdgeno, secrecion de enzimas
liticas, y crecimiento activo del antagonista en el anfitrion y muerte del huésped.
(Spadaro y Gullino, 2004; Talibi et al., 2014). El parasitismo causa la muerte completa

de propagulos fangicos o la destruccion y lisis de su estructura. Wisniewski et al. 1991

informo el micoparasitismo inicialmente en los estudios sobre el control biologico de
Botrytis cinera por el antagonista (una levadura) P. guilliermondii. Los autores
demostraron que la interaccion tipo lectina resultdé en firme unién de la célula
antagonista a B. cinerea. La lisis de la pared a células fungicas también se produjo
debido a la accion de la B-(1-3) glucanasa, enzima extracelular secretada por la

levadura antagonista.

c) Antibiosis através de la produccién de antibidticos.

La antibiosis es el fendbmeno en el que los antagonistas secretan metabolitos de origen
secundario (antibiéticos) que inhiben el crecimiento de potenciales patégenos
sensibles a estos. Algunos autores opinan que la antibiosis no debe ser el principal
modo de antagonismo, ya que existe el riesgo de aparicién de cepas del patégeno

resistentes al antibiético (Infante et al., 2009).

Aunque los antagonistas microbianos que producen antibiéticos se usan en el control
de la enfermedad, el papel de la antibiosis mediada por antibiéticos en algunos
sistemas de control biolégico no ha sido completamente descifrado (Nunes et al.,

2012). Por lo tanto, se hace mas hincapié en el uso de antagonistas microbianos que

no producen antibiéticos para controlar los patdgenos fungicos (Sharma et al., 2009;

Di Francesco et al., 2016).
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d) Competencia de hierro.

Entre los micronutrientes, el hierro (Fe3C) es necesario para el crecimiento y la
virulencia de los patégenos; en este contexto, la competencia por el hierro juega un
papel importante en el control biolégico de los hongos patdgenos (Saravanakumar et
al., 2008; Talibi et al., 2014).

El hierro es un micronutriente biolégicamente importante y un componente del
citocromo, otras proteinas hemo o no hemo y clusteres de azufre de hierro (Fe/S);
también actia como un cofactor en diversas enzimas celulares. Bajo condiciones
limitantes de hierro, el antagonista sintetiza compuestos de bajo peso molecular (500-
1,000 Da) denominados sideréforos para obtener competitivamente i6n férrico. Los
sideroforos son compuestos quelantes que forman un complejo firme y estable al
unirse con el ion férrico y transportarlo a la célula. En base a restos estructurales
quimicos, los sideréforos se clasifican como catecolatos producidos solo por bacterias

o como hidroximatos producidos por levaduras y bacterias (Saraf et al., 2014). El &cido

rodolinico producido por Rhodotorula glutini es un sideroforo que contiene hidroxamato
y ayuda a mejorar su eficacia de control biolégico contra la enfermedad del moho azul
postcosecha de las manzanas causada por P. expansum (Calvente et al., 1999).

2.2 Compuestos con actividad antagdnica y mecanismos de accion.
2.2.1 Acidos orgénicos
Los &cidos orgéanicos contribuyen al desarrollo de sabor, aroma y textura de los

alimentos, pero también a su estabilidad mediante la inhibicion de microorganismos

alterantes (Requena 1995). La actividad antimicrobiana de los acidos organicos y del

pH es complementaria, siendo la fraccion no disociada de los acidos organicos la que
posee una mayor actividad inhibidora debido a su naturaleza lipofilica, ya que pueden
atravesar la membrana celular y disociarse en el citoplasma. Estas moléculas pueden
ejercer dos efectos: por un lado, interfieren con funciones celulares, como puede ser

la translocacién de sustrato y la fosforilacion oxidativa, por otro lado, la disociacion de
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los acidos organicos provoca el incremento de protones en el interior celular. Cuando
la concentracion de protones excede la capacidad tampon del citoplasma se
transportan hacia el exterior mediante bomba de protones, reduciendo de esta manera
las reservas energéticas de la célula. Cuando estas reservas se agotan, la bomba de
protones se detiene y se provoca el descenso del pH interno, lo cual causa a su vez
desnaturalizacion de las proteinas y desestabilizacion de otros componentes
estructurales y funcionales de las células, interfiriendo asi con la viabilidad (Requena
1995: Urreqo et al., 2005).

Las bacterias lacticas pueden sobrevivir y desarrollarse en presencia de pH
relativamente bajo a diferencia de otros grupos microbianos con metabolismo
respiratorio, pues poseen un sistema de transporte simultdneo de acido lactico y de
protones al exterior celular, que ademas de contribuir a la homeostasis del pH interno,

origina energia (Urrego 2005).

2.2.2 Metabolitos del oxigeno

El crecimiento de las bacterias acido lacticas en medios aerobios conduce a la
formacion de varios metabolitos del oxigeno como: peréxido de hidrégeno, aniones
super 6xido y radicales libres, que poseen un efecto bacteriostatico y bactericida frente
a la flora lactica y no lactica (Requena 1995). El perdxido de hidrégeno (H202) funciona

como un oxidante produciendo radicales libres que atacan los componentes celulares

esenciales, lipidos, proteinas y DNA (Jangho 2008). La acumulacién del H202 en los

medios de cultivo, se debe a que las bacterias acido lacticas, en general no poseen
catalasa (Moreira et al., 1993). El peroxido de hidrégeno ha sido estudiado mas

ampliamente en leche cruda, donde se genera el sistema antimicrobiano
"lactoperoxidasa", sin embargo, a pesar de su potencial en la preservacion, es
reconocida la poca viabilidad de este compuesto en los alimentos, ya que puede tener
efectos perjudiciales en su calidad organoléptica causando rancidez de las grasas y

reacciones de decoloracién y enverdecimiento (Garcia, 1995).
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2.2.3 Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos evolutivos conservados, producidos por la mayoria de
los géneros bacterianos, como un mecanismo de defensa y de competencia frente a
otros microorganismos. En general las bacteriocinas se definen como un grupo
heterogéneo de péptidos antimicrobiano de sintesis ribosomal, secretados
extracelularmente y que poseen en comun el tamafio molecular, la naturaleza cationica
y anfipatica. Su actividad antimicrobiana frente a otros microorganismos es en general

relacionada taxonémicamente con la cepa productora (Hancock et al., 1995; Nissen-

Mevyer, 1997; Cotter et al., 2005). La produccién ocurre de forma natural durante la fase

logaritmica del desarrollo bacteriano o al final de la misma, guardando relacion directa

con la biomasa producida (Feria Caceres, 2005; Moreira et al.,1993).

Las bacteriocinas de bacterias lacticas son generalmente estables a pH &cido o neutro,
indicando una adaptacion al entorno natural de las bacterias que las producen.
Ademas, algunos extractos de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus brevis
presentan estabilidad al calentamiento a 50 y 80 °C, propiedad que es importante para
asegurar el control de microorganismos en algunos procesos de la industria alimentaria
(Gutiérrez et al., 2005).

Los péptidos antimicrobianos presentan una serie de pasos que conducen a la muerte
celular que ocurren con independencia del tiempo y/o la especificidad del mecanismo
de accion. La mayoria de las bacteriocinas de las BAL inhiben el crecimiento de las
bacterias mediante la formacion de poros en la membrana celular (Brogden, 2005;
Hale y Hancock, 2007).

El primer paso consiste en la interaccion electroestatica entre los péptidos catidnicos
y la membrana citoplasmatica las cuales poseen en sus superficies lipopolisacaridos
(LPS) con los fosfolipidos de la membrana de las bacterias que se encuentran
cargadas negativamente. La unién de bacteriocinas se da entre la region N-terminal
de la bacteriocina (regién hidrofilica) con la superficie polar de la membrana celular.

Una vez unida la bacteriocina a la pared celular, la region C-terminal (regién
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hidrofébica) penetra hacia el interior no polar de la membrana celular, lo que resulta
en la formacién de poros en la membrana y como consecuencia se produce un
vaciamiento intracelular, generando la pérdida de iones K, de energia en forma de ATP
y en algunos casos, de aminoacidos y moléculas de bajo peso molecular (Bemena et
al., 2014). Las consecuencias de lo anterior se traducen en la disminucion del potencial
de membrana y en la escasa disponibilidad de las reservas energéticas de la célula, lo
que conlleva a la disminucion de la sintesis de ADN, ARN y proteinas, que finalmente
desencadena la muerte de la célula (Vasquez et al., 2009; Yusuf, 2013; Bemena et al.,
2014).

En el caso de las bacterias Gram-negativas y acidos teicoicos y lipoteicoicos en las
bacterias Gram positivas, el segundo paso consiste en la adhesion de estos péptidos
de forma paralela sobre la superficie de la membrana y cuando la razén péptido/lipido
aumenta los péptidos se orientan de forma perpendicular, este reordenamiento
provoca la insercion y por consiguiente la permeabilizacion de estos péptidos en la
membrana para culminar con la formacion de poros transmembrana (Yang et al.,
2001). EI mecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos, presentan en general
algunos elementos comunes como las caracteristicas a nivel molecular, los cuales
permiten agruparlos segun sus diferentes propiedades (Chmiel, 2001; Brogden, 2005;
Kamysz et al., 2003, Hale y Hancock, 2007).

Los diferentes mecanismos de accion se representan en diversos modelos propuestos

en la actualidad, los cuales se describen a continuacion:

a) Modelo en barril.

También conocido como modelo de haces de hélices transmembrana
(Transmembrane helical-hundle model), los péptidos helicoidales orientados en
paralelo se insertan perpendicularmente en la membrana de modo que las regiones

hidrofébicas de los péptidos se alinean con la regién del core lipidico de la membrana,
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dejando las regiones hidrofilicas hacia el lumen central, figura 2.1A. Se forma asi un
poro transmembrana muy similar a un barril sin fondo cuyas paredes son los péptidos
helicoidales (Bechinger, 1997; Shai, 1999).

b) Modelo de carpeta.

Los péptidos se acumulan en la superficie de la bicapa cubriendo la superficie de la
membrana celular como una carpeta. En altas concentraciones estos péptidos
interrumpen la continuidad de la membrana insertandose en la membrana en paralelo
a la bicapa lipidica, mediante sus regiones hidrofobicas. Las regiones polares de los
péptidos quedan expuestas al exterior, de modo que actian de manera similar a los

detergentes, como se observa en la figura 2.1B (Shai, 1999; Ladokhin y White, 2001).

c) Modelo de poro toroidal.

Los péptidos se acumulan en la superficie de la membrana celular y se insertan en la
membrana induciendo la distorsion de la monocapa de lipidos a curvarse a través del
poro, de modo que las regiones polares de ambas capas llegan a unirse. Asi, las
paredes del poro quedan formadas por las cabezas polares de los lipidos de
membrana y por los péptidos insertados en ella, como se observa en la figura 2.1C
(Bechinger, 1997).

11
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Figura 2.1. Esquema de los diferentes mecanismos de accidén propuestos para los
péptidos antimicrobianos. (A) Modelo de barril (B) Modelo de carpeta (C) Modelo
toroidal. Las regiones hidrofilicas del péptido se observan de color rojo y las
hidrofébicas en azul. (Broden, 2005).

2.2.4 Compuestos volatiles

Los compuestos organicos volatiles (VOC) son compuestos lipofilicos de bajo peso
molecular que pueden vaporizarse e ingresar a la fase gaseosa a temperaturas y
presiones atmosféricas normales. VOCs en general tienen una solubilidad en agua

baja a media y a menudo tienen un olor distintivo (Herrmann 2010). Quimicamente,

esta mezcla de fase gaseosa puede contienen acidos, alcoholes, aldehidos,
aromaticos, ésteres, heterociclos, cetonas, terpenos, tioles, etc. Ademas, el coécktel
complejo varia temporalmente y cambia con la temperatura, sustrato y otras variables

ambientales para cada especie (Chiron vy Michelot, 2005; Korpi et al., 2009; Lemfack

et al., 2014). Desde hace muchos afios se sabe que las bacterias benéficas de la
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rizosfera producen VOC que mejoran el crecimiento de las plantas (Lugtenberg vy

Kamilova 2009; Blom et al., 2011) muestra actividad nematicida e induce resistencia

sistémica en los cultivos (Ryu et al., 2003).

VOCs producidos por Bacillus spp. son bien conocidos por su actividad fungistatica
contra los patégenos fungicos. Los VOC producidos por B. thuringiensis y B. pumilus
redujeron aproximadamente el 88.5% de las infecciones por antracnosis en el mango

(Zheng et al., 2013). El analisis por microscopia electronica de las hifas patégenas

expuestas a los compuestos volétiles revel6 muchas anormalidades morfoldgicas,
como la alteracion de la vacuolacién celular, la permeabilidad de la membrana y la
hinchazén en las hifas, lo que provoco6 una débil formacion de apresorios y conidios (Li
et al., 2012). La hidrofobicidad de algunos volétiles les permite dividirse en la capa
lipidica de la membrana celular, haciendo que la membrana sea mas permeable. De
hecho, un estudio sobre los mecanismos de accion inhibitoria de tres monoterpenos
contra S. aureus y Escherichia coli revelé una perturbacion de la fraccion lipidica de la
membrana plasmatica de los microorganismos, dando como resultado una alteracion
de la permeabilidad de la membrana y una fuga de compuestos intracelulares
(Trombetta et al., 2005).

Weisskopf (2013) observé que estos compuestos producen inhibicion del crecimiento

del tubo germinal (nonanal), crecimiento micelial (2-etil-1-hexanol, benzaldehido,
benzotiazol y nonanal), produccion de pigmento (benzotiazol) y germinacién de
esporas (2-etil- 1-hexanol, benzotiazol y nonanal). Los derivados de benzaldehido
causan citoplasma coagulacién o lisis a través de la disrupcion de la membrana celular

(Alamri_et al., 2012). Finalmente, los compuestos volatiles pueden tener un efecto

sinérgico cuando se combinan con antibiéticos (Gallucci et al., 2009).
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2.2.5 Enzimas

La lisis es el mecanismo en la cual intervienen enzimas hidroliticas producidas por los
microorganismos antagonistas como factores biocontroladores. La pared de células
fungicas esta compuesta de compuestos como la quitina y el glucano en asociacion
con la proteina de la pared celular para proporcionar resistencia mecanica e integridad
estructural. La quitina es un compuesto polimérico lineal de subunidades N-
acetilglucosamina unidas por enlaces de 3 1-4, mientras que el glucano actia como
material de relleno y constituye aproximadamente 50-60% de la pared celular total

(Spadaro_y Droby, 2016). El contenido de quitina en la pared celular de hongos

filamentosos es mas del 20% (Seidl, 2008). La proteina de la pared celular esta
presente en forma de glicoproteina y representa el 20-30% de la pared celular total. La
desintegracion de la pared celular de los hongos patégenos por la accion de las
enzimas hidroliticas extracelulares de antagonistas, expulsado quitinasas,
quitosanasas, glucanasas, celulasa y/o proteasa, de forma individual o en

combinacion, contribuye a biocontrol una actividad (Spadaro y Droby, 2016). Las

enzimas liticas también impiden la germinacion de las esporas de los patégenos, la

longitud del tubo germinal y destruyen las oosporas (El-Tarabily, 2006).

Algunos trabajos indican que Bacillus thuringiensis tiene potencial para el control
biolégico de hongos fitopatdégenos, esto debido a la produccion de quitinasas, que
inhibe el crecimiento de los hongos Sclerotium rolftii en un 100% y Aspergillus terreus,
A. flavus, A. niger, A. candidus, Nigrospora sp., Fusarium sp., Rhizhopus sp., Absidia
sp., en porcentajes que oscilan entre 55% a 82% (Reyes et al., 2004; Morales de la
Vega et al., 2006).

2.2.6 Antibidticos

Muchos géneros bacterianos, como Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces,
Burkholderia, Pantoea, Lysobacter y Enterobacter, estan predominantemente

involucrados en la produccion de antibiéticos. Los antibiéticos producidos por Bacillus
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y Pseudomonas son bien conocido por su actividad antifingica contra hongos
patogenos. El antibidtico antifungico efectivo mas comun compuestos producidos por

bacterias es pirrolnitrina por S. plymuthica y Pseudomonas spp. (Meziane et al., 2006;

Weller, 2007) lipopéptidos de iturina por Bacillus spp. (Dimkic et al., 2013; Pretorius et

al., 2015; Waewthongrak et al., 2015) y siringomicina por P. syringae (Grgurina et al.,

2002). Ademas, Bacillus spp. también sintetiza metabolitos antibacterianos y

antimicoticos tales como gramicidina S (Cho et al., 2003), surfactina, bacillomycin y

fengycin (Arrebola et al., 2010). Estos inhiben el crecimiento y desarrollo de hongos

patdgenos a través de diversos mecanismos, incluida la inhibicion de la sintesis de la
pared celular, la destruccion y alteracion de las estructuras de la membrana celular y
prevencion de la formacion de complejos de iniciacién en las pequefias subunidades

de los ribosomas en la sintesis de proteinas (De Souza et al., 2003).

2.3 Microorganismos fitopatdgenos.

Se considera que existen mas de 8000 especies de hongos que causan enfermedades
en las plantas. La mayoria de las plantas puede ser atacada por algun tipo de hongo
(o varios), y también se sabe que un mismo hongo fitopatégeno puede infectar uno o
mas tipos de plantas, aunque sean de diferentes familias. La mayoria de los hongos
fitopatbgenos pasan gran parte de su ciclo de vida en la planta que les sirve de
huésped, y otra parte en el suelo, en los residuos vegetales que se encuentran ahi.
Generalmente los cuerpos reproductores del hongo se forman en la superficie de los
tejidos de la planta huésped, lo cual causa que las esporas se dispersen rapida y
facilmente (Garcia, 2004)

Los efectos que producen los hongos en plantas pueden ser de tipo local, cuando
afectan a una pequefia porcion del tejido, o general, si causan dafio completo a toda
la planta, sin embargo, en una misma planta pueden producir primero el efecto local y
luego uno generalizado. El dafio producido por los hongos es, principalmente una

muerte del tejido (necrosis) que infectan, por ejemplo, pudricion de raiz, manchas
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foliares o tizon. También pueden producir atrofia de la planta completa o de alguna de
sus partes y, en otros casos, pueden causar un crecimiento excesivo (hipertrofia),
como las agallas de las raices, verrugas o tumores. Ademas, los hongos afectan la
raiz, o bien el sistema vascular de la planta, tienden a producir color amarillo y

marchitez en la planta (Garcia, 2004)

Los fitopatdgenos que infectan cultivos y vegetales causan una pérdida significativa de
cultivos de campo, amenazando la seguridad alimentaria mundial y la fortaleza

econdmica de los paises afectados (Knight et al., 1997; Dariji et al., 2012). La pérdida

estimada de especies de cultivos principales como arroz, trigo, maiz, papa y soja a
hongos fitopatdégenos en los afios 2009 y 2010 habria sido suficiente para suministrar

nutricion a 600 millones de personas (Fisher et al., 2012). Los fitopatdgenos

microbianos generalmente se controlan mediante la aplicacibn de agroquimicos
agresivos o plaguicidas sintéticos. Sin embargo, el uso extensivo de estos pesticidas
ha provocado el desarrollo de resistencia a los agroquimicos comunes por parte de los

fitopatdogenos (Sparks y Lorsbach, 2017). Los plaguicidas sintéticos estan asociados

con la toxicidad en humanos y el medio ambiente (Aktar et al., 2009; Singh et al., 2016;

Valcke et al., 2017), destacando la creciente demanda de agentes de control bioldgico

alternativos y amigables con el medio ambiente.

2.3.1 Fusarium equiseti

El genero Fusarium, en general, representan uno de los principales géneros fungicos,
qgue se distribuyen de forma ubicua y se encuentran con frecuencia en productos

agricolas almacenados, como los cereales (Kachuei et al., 2009) ocasionalmente se

encuentra asociado con granos infectados por el tizon fusarium (Xue et al., 2006). Esta

especie ocurre comunmente en areas tropicales y subtropicales (Booth 1978; Bosch
and Mirocha 1992).
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Fusarium equiseti es un habitante del suelo y puede infectar semillas, raices,
tubérculos y frutos de varias plantas de cultivo. Las especies de Fusarium son
consideradas los patdégenos de plantas mas importantes del mundo, y presentan la
capacidad de sintetizar una amplia variedad de micotoxinas (Lesli et al., 2006), Ha sido

previamente implicado como un agente causal de la enfermedad en diversas especies

de plantas, como el algodon (Chimbekujwo, 2000), el caupi, las lentejas, el azlcar, la

papa y la oina. Este hongo también puede producir micotoxinas en cultivo y plantas.
Informes previos indican esta capacidad a producir varias formas de nivalenol,

diacetoxyscirpenol, y la micotoxina estrogénica zearalenona (Xue et al., 2006)

2.3.2 Fusarium solani

Es capaz de causar enfermedades en muchos cultivos agricolas importantes. Los
genomas de algunos de estos hongos incluyen cromosomas supernumerarios que son
dispensables y codifican factores de virulencia especificos del huésped. Pertenece a
la division (filo) mas grande del reino Fungi: Ascomycetos (Son hongos con micelio
tabicado que producen ascosporas enddgenas. Pueden ser unicelulares y taléfitos. La
reproduccion puede ser de dos tipos: asexual, por esporas exdégenas (conidios o
conidioesporas), y sexual, esporas enddgenas (ascospora). Han sido aislados de
lugares extremos, desde dentro de rocas en la planicie helada de Antéartica hasta las
profundidades del mar. Colectivamente tienen un amplio rango de anfitriones, y han

sido subdivididos previamente en formas especiales.

Tipicamente, causa la putrefaccion del pie y/o de la raiz de la planta huésped infectada,
y el grado de necrosis se correlaciona con la gravedad de la enfermedad. Los sintomas
en las porciones sobre el suelo de la planta pueden variar mucho y de la planta
huésped, y la enfermedad puede manifestarse como marchitamiento, retraso del
crecimiento y clorosis o lesiones en el tallo y/o las hojas. La implementacion de
practicas de manejo agricola, tales como la rotacién de cultivos y el tiempo de siembra,

puede reducir el riesgo de pérdida de cosechas causada por el FSSC. Si esta
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disponible, el uso de variedades resistentes es otro medio para controlar la

enfermedad en el campo. (Coleman, 2015)

Cubillos Hinojosa et al (2011) evalué bajo condiciones de invernadero el efecto

biocontrolador de la cepa nativa TCN-014 y la cepa comercial TCC-005 de
Trichoderma harzianum contra Fusarium solani, causante de la marchitez del
maracuyda, disminuyendo significativamente los sintomas, el nimero de plantulas
enfermas, plantas con pudricion en corona y plantulas muertas. El mejor resultados se
consigui6é cuando se inocula primero T. harzianum, en comparacion con su inoculacion
después de haber preinfectado las plantulas con el patégeno, esto permite pensar en
el uso de T. harzianum para el control de la enfermedad como medida preventiva mas
que curativa, aun cuando su aplicacion posterior a la presencia del fitopatégeno
también logra disminuir el efecto del mismo. Tanto de la cepa nativa como comercial.
Los resultados sugieren una accion efectiva de T. harzianum como biocontrolador de

F. solani.

2.3.3 Curvularia sp.

Curvularia es un hifomiceto (hongo), el género Curvularia agrupa un gran nimero de
especies (alrededor de 80) capaces de ser patdgenos facultativos de las plantas y del
suelo. Pueden causar diferentes tipos de dafios en hojas, tallos, flores y semillas, que
abarcan desde pequeiias manchas hasta lesiones de mayor tamafio (Jin, 1991), la
mayoria de sus apariciones se han reportado en regiones tropicales, aunque algunas
se encuentran en las zonas templadas. Las colonias son de crecimiento rapido,
parecidas a las de la gamuza, de color marrén claro a marrén negruzco con un reverso
negro. Conidioforos erectos, de forma recta a flexuosa, septados, a menudo
geniculados (que producen conidios en sucesion simpodial) a veces nodulosos. Los
conidios son elipsoidales, a menudo curvados o semilunar, marrén rojizo medio a

marrén oscuro (Cunha da et al., 2013).
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Estas afectaciones abarcan un gran namero de cultivos, muchos de ellos de gran
importancia econdmica. Estudios recientes han demostrado que la identificacion

morfolégica no se correlaciona con la identificacion molecular (Manamgoda et al.,

2012; Yanagihara et al., 2010, Cunha da et al., 2013). Un analisis filogenético de los

géneros Bipolaris y Curvularia ha resultado en una realineacion de varias especies. En
particular, los aislados clinicos previamente identificados como especies de Bipolaris,
notablemente B. australiensis, B. hawaiiensis y B. spicifera ahora se han transferido a
Curvularia (Manamgoda et al., 2012).

2.3.4 Phytophthora capsici

Cuarenta y nueve especies de plantas han sido reportadas. infectado por P. capsici.
Entre Los anfitriones principales de P. capsici son pimientos rojos y verdes (Capsicum
annuum), Sandia (Citrullus lanatus), melén (Cucumis melo), melén meloso (C. melo),
pepino (Cucumis sativus), calabaza azul Hubbard (Cucurbita maxima), calabaza
(Cucurbita moschata), calabaza (C. moschata), tomate (Lycopersicon esculentum),
pimienta negra (Piper nigrum), y berenjena (Solanum melongena) (Erwin y Ribeiro,
1996)

Phytophthora capsici es el patogeno més devastador para la produccion de chile en

todo el mundo y las estrategias de manejo actuales no son efectivas (Barchenger et

al, 2018). Este patogeno transmitido por el suelo puede infectar y causar pérdidas
severas en varios cultivos, incluidos los miembros de las familias Solanaceae y

Cucurbitaceae (Tian & Babadoost, 2004). También se han registrado infecciones

severas en pepinos donde causa la pudricion del fruto. En el campo, el modo primario
de infeccion es mediante la liberacion de zoosporas maoviles por contacto con el agua

de la lluvia o el riego (Granke et al, 2012).
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2.4 Consorcio de Bacterias Acido-Léacticas (BAL)

El Kéfir es una bebida fermentada a base de leche. Es una bebida &cida, viscosa,
espumosa debido a la produccion de COz2, que contiene un bajo porcentaje de alcohol
y se cree que se origind en las montafias del Caucaso en Rusia hace unos 2000 afios.
La leche es fermentada por una matriz solida de polisacéridos, similar a la coliflor,
conocida como grano de kéfir, que se reutiliza para iniciar las fermentaciones
posteriores. El grano se compone principalmente de kefiran producido por bacterias

(La_Riviere et al., 1967), que contiene un consorcio complejo de bacterias y levaduras

gue funcionan en simbiosis en la cual comparten sus bioproductos como fuente de
energia, o como estimulantes de crecimiento para sobrevivir o multiplicarse en el

mismo entorno (Farnworth, 2005; Lopitz et al., 2006).

Se cree gque la composicion microbiana de los granos de kéfir varia dependiendo de
las condiciones geograficas, climéticas y culturales, asi como la diversidad de especies
locales de levaduras y bacterias silvestres, el método de cultivo y el tipo de leche

utilizada (Ninane et al., 2005). Los analisis sugieren que las bacterias constituyen la

mayoria, hasta 90%, de la poblacion en el grano (Simova et al., 2002). Tales estudios

han revelado que las bacterias predominantes son las bacterias acido-lacticas (BAL)
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc y Streptococcus; asi como las bacterias de
acido acético del género Acetobacter (Witthuhn et al., 2005; Chen et al., 2008; Kesmen
y Kacmaz, 2011).

Las bacterias contribuyen a la produccion de acido lactico, que conserva la leche, y
produce diversos antimicrobianos y sabor compuestos (por ejemplo, acetaldehido)
ademas de otros metabolitos (por ejemplo, polisacaridos extracelulares), aminoacidos

libres y vitaminas (Guzel-Seydim et al., 2011).

Las bacterias acido-lacticas son organismos quimiotrofos, es decir, obtienen su
energia de la oxidacion de compuestos quimicos, concretamente azucares o hexosas.
La oxidacién de azlcares constituye la principal ruta metabdlica para la produccion de

energia en bacterias lacticas (Ribereau-Gayon et al.,, 2000). Se trata de
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microorganismos con requerimientos nutricionales exigentes, al necesitar una gran
variedad de sales minerales, vitaminas y aminoacidos. Su cultivo en medio sintético es
a menudo complejo y muestra un crecimiento escaso, debido en parte a que estas
exigencias nutricionales responden a necesidades especificas de cepa (Endo y Dicks,
2014).

En estudios previos en nuestro grupo de laboratorio asislaron 14 cepas del Kéfir de
Escarcega utilizando diferentes medios de cultivo como Luria Bertani (LB), medio
extracto de levadura, dextrosa y cloranfenicol (YGC) y medio selectivo para
acetobacter; estos aislados se fueron conservados en glicerol y para un posterior uso
a-20 °C.

21



CAPITULO 3. JUSTIFICACION

3. JUSTIFICACION

Los fitopatogenos ocasionan grandes pérdidas econdémicas en la industria agricola,
esto ocasiona alza en los precios de consumo. Los tratamientos fisicos y quimico
ocasionan contaminacién a los mantos acuiferos, suelo y a las mismas plantas;
ademas representan un peligro para los animales y/o personas que entren en contacto
con ellos. Por lo anterior se propone la busqueda de una alternativa que sea segura
para seres humanos y animales; ademas que sea amigable con el medio ambiente.
Se ha demostrado que las bacterias producen compuestos capaces de inhibir el
crecimiento de hongos. El antagonismo microbiano representa una herramienta
ecoamigable, las bacterias aisladas de un consorcio utilizado para la produccion de
leche fermentada (kéfir) podrian ser eficientes como agentes biocontrol, estas
bacterias estan dentro del grupo acido lacticas consideradas Generalmente

Reconocidas como seguras (GRAS por sus siglas en ingles).

22



CAPITULO 4. OBJETIVOS

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Identificar bacterias con capacidad antagdnica sobre microrganismos fitopatdgenos in

vitro e in planta y sus posibles metabolitos involucrados.

4.2 Objetivos Especificos.

e Evaluar la capacidad antagdnica in vitro de 14 bacterias contra Fusarium solani,

Curvularia, Fusarium equiseti, Phytophtora capsici.

e Identificar por métodos moleculares las bacterias con mayor actividad

antagonica.

e Evaluar e identificar los compuestos volatiles producidos por las bacterias

antagonicas, sobre la inhibicién de fitopatdégenos.
e Evaluar actividad proteolitica de bacterias que presente actividad antifungica.

e Determinar la capacidad antagoénica de los sobrenadantes obtenidos durante el

crecimiento bacteriano.
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5. METODOLOGIA.
51 Microorganismo

Se utilizaron bacterias aisladas de un consorcio microbiano, proveniente del municipio
de Escarcega Campeche, utilizado para la produccion de una leche fermentada
denominada Kéfir. Los fitopatogenos Fusarium solani, Curvularia sp., Fusarium
equiseti y Phytophtora capsici microorganismos que forman parte de la coleccion de
cultivos del Laboratorio de Biotecnologia Molecular de la Division de Estudios de

Posgrado e Investigacion del Instituto Tecnolégico de Mérida

5.2 Propagacion de la cepa.

Para la propagacion de las cepas utilizadas en este estudio, se realizo en cajas Petri
con medio PDA (Agar Papa y Dextrosa, de Difco) esterilizado a 121°C durante 15
minutos. Las bacterias se incubaron a 35 °C durante 24 horas en una incubadora
marca Binder. La propagacion de los hongos se realizé inoculando un fragmento
micelar de aproximadamente 1cm de diametro en placas con PDA e incubadas a 28

°C durante 6 dias en una incubadora marca Binder red LINE.

5.3 Evaluacién antagonica.

La evaluacién antagénica de las 14 cepas aisladas del consorcio microbiano Kéfir
contra los fitopatégenos Fusarium solani, Curvularia, Fusarium equiseti y Phytophtora
capsici se realizé ensayos de cocultivo inoculando tanto las bacterias como a los

fitopatdgenos en cajas Petri con medio PDA.

Para la realizacion de este ensayo se inocularon las bacterias en tubos de 25 mL con
rosca que contenian 10 mL de medio liquido LB previamente esterilizados a 121 °C

durante 15 minutos en una autoclave marca GeolLab. El inoculo se incubo a 35 °C,
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durante 24 horas a 250 rpm en una incubadora con rotacion marca IKA KS 4000i
control. De estos cultivos de 24 horas se extrajeron 100 uL y se transfirieron en tubos
con medio liquido LB incubados a 35 °C y 250 rpm tomando 1 mL de muestra cada
hora y midiendo la absorbancia de cada una de las cepas en un espectrofotdmetro
marca Perkin EImer Lambda XLS+ a una longitud de onda (A) de 540nm hasta obtener

una absorbancia de 0.5, esto con el fin de ajustar las muestras a la escala McFarland.

Una vez ajustadas las muestras bacterianas a la escala McFarland se inoculé 1puL de
cada una de las cepas en cajas Petri en medio PDA (cuatro por caja), tomando como
referencia los cuatro puntos cardinales, se recomienda esperar a que el caldo de
cultivo bacteriano sea absorbido en el medio PDA, y asi, posteriormente inocular un
disco de 1 cm de diametro aproximadamente de la colonia micelir del fitopatdégeno en
el centro de la caja Petri. En una caja Petri se incubaron 4 bacterias y un fitopatdégeno,
hasta haber incubado los cuatro fitopatégenos con las 14 bacterias. Estos ensayos se

realizaron por duplicado.

La comprobacion de la accién antagonica de la(s) bacteria(s), se obtuvo después seis
dias de incubacion de las placas a 28 °C en una incubadora Binder red LINE. Se evalu6
la inhibicion del crecimiento del micelio fungico, obtenido por accion de la bacteria
midiendo el crecimiento radial del hongo con un Vernier marca Truper y comparandolo
con el su respectivo hongo control, con la finalidad de descartar aquellas bacterias que

no presenten actividad antagénica contra estos fitopatégenos

El efecto antagonico de la bacteria contra el hongo fue calculado basandose en el

porcentaje radial de inhibicion los hongos, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Rc—Ri
Rc

% radial de inhibicién:( ) 100

donde Rc es el radio del hongo control que se encontrara en ausencia de la bacteria y
Ri representa el radio del hongo en presencia de la bacteria antagonista. (Ezziyyani et
al., 2004)
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5.4 Identificacion molecular de bacterias con actividad antagdnica.

Extraccion de ADN

El DNA total de las cepas marcadas con el numero 1, 4, 5, 7, 9 y 11 fue extraidé de
células crecidas en medio LB liquido, incubadas a 35 °C, durante 24 horas en agitacion
continua a 250 rpm, en una incubadora con rotacion marca IKA KS 4000i control.
Trascurrido el tiempo de incubacién se tom6 1 mL de muestra y se agrego a un tubo
eppendorf de 2 mL y se centrifugd durante 2 minutos a 14000 rpm en una centrifuga
marca eppendorf 5418, se desecho el sobrenadante, el paso se repitié hasta completar
3 mL de muestra. El pellet obtenido fue resuspendido en 500 puL de agua ultra pura
NORGEN®. La suspension fue calentada durante 15 minutos a 100 °C e
inmediatamente sumergido en hielo por 5 minutos sigiendo el protocolo de Fernandez
(Fernandez y Chavez, 1999).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la Reaccion en cadena de la polimerasa de ADN gendmico de las cepas
seleccionadas (1, 4, 5, 7, 9, 11), Se amplificé la region comprendida del 27 al 1512 del
gen 16S ribosomal el gen 16S utilizando los primer universales 1512R 5’
CGGCTACCTTGTTACGACT 3 y 27F 5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3. La
reaccion de PCR se realizd en un termociclador Marca BIO-RAD modelo T100 con las
siguientes condiciones: 1 ciclo de desnaturalizacion previa a 94 °C durante 3 min;
seguido de 24 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C (2 min), 42 °C (30 seg) y 72 °C (4
min) para el alineamiento, mas un ciclo adicional con un alargamiento final de la
cadena de 20 min (figura 5.1). Las concentraciones de los reactivos para la reaccion

en cadena de la polimerasa se muestran en la tabla 5.1.
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Tabla 5.1 . Concentracion de reactivos utilizados en la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

Reactivos Volumen final Concentracion
1X
mM
DNTPs 0.8 uL 0.3 mM clu
MgCl2 1L 2 mM
Primer F 1L 0.3 mM
Primer R 1pL 0.3 mM
Buffer 2 uL -
Polimerasa 0.25 pL 1.2U

Agua ultra pura 13.25 uL -

ADN 2 UL 200 ng

Volumen final 20 L
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94 °C 94 °C
5 min 30 seg
72 °C 72 °C
1 min 10 min
54 °C
1 min
1x 4°C
1X 24X
1o

Figura 5.1 Condiciones empleadas en la reaccion en cadena de la polimerasa para la

implicacion de ADN genomico de bacterias aisladas.

Purificacion de los amplicones por medio del “QlAquick PCR Purification Kit”

La purificacion de los productos de PCR se realiz6 de acuerdo con el protocolo
QIAquick PCR Purification Kit. Los productos de PCR se transfirieron a tubos
eppendorf de 1.5 mL. A cada muestra se le adicionaron 5 volumenes de buffer PB.
Posteriormente se transfirié la muestra a las columnas QIAquick con sus respectivos
tubos de 2 mL para la colecta. Se procedié a centrifugar durante 60 seg a 14 000 rpm
en una microcentrifuga marca eppendorf modelo 5418. La solucién colectada de los
tubos se desechd y se reutilizdé el mismo tubo. Se agregaron 0.75 mL de buffer PE a
la columna, se centrifugd durante 60 seg y se desechd el sobrenadante. La columna
se centrifugd por un periodo adicional de 1 min a 14 000 rpm para eliminar
completamente el etanol del buffer PE. La columna se transfirio a un tubo de
microcentrifuga eppendorf de 1.5 mL y los productos de PCR se eluyeron con 50 yL

de agua.
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Electroforosis en gel de agarosa.

Para visualizar que la amplificacion fuera exitosa se realizo una electroforesis en gel
de agarosa al 2%, en los pocillos se cargo 2pL de muestra y fraccionadas a 90 volts
durante 30 min, posteriormente fue tefiido con bromuro de etidio a una concentracion
de 10mg/mL. Las bandas fueron visualizadas en un transiluminador GELDOC marca
Bio-Rad.

Los productos de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) purificados fueron
enviados a secuenciar al instituto de biotecnologia de la Universidad Autbnoma en
Cuernavaca (IBT-UNAM). Una vez obtenidas las secuencias fueron buscadas por
alineacion local basica (BLAST) en la base de datos GenBank el Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica (NBCI), para encontrar las coincidencias mas cercanas y

obtener la identidad de los microorganismos estudiados.

5.5 Evaluaciéon de compuestos volatiles sobre la inhibicién de fitopatégenos.

Preparacién del ensayo

Este ensayo se realizd solo con las cepas bacterianas que mostraron actividad en el
ensayo de antagonismo (1, 4, 5, 7, 9, 11) y los cuatro fitopatdgenos (F. solani,

Curvularia sp., F. equiseti, P. capcisi).

Para la realizacion de este ensayo se inocularon las bacterias en tubos de 25 mL con
rosca que contenian 10 mL de medio liquido LB previamente esterilizados a 121 °C
durante 15 minutos en una autoclave marca GeolLab. El inoculd se incub6 a 35 °C,
durante 24 horas a 250 rpm en una incubadora con rotaciéon marca IKA KS 4000i
control. De estos cultivos de 24 horas se extrajeron 100 uL y se transfirieron en tubos
con medio liquido LB incubados a 35 °C y 250 rpm tomando 1 mL de muestra cada

hora y midiendo la absorbancia de cada una de las cepas en un espectrofotbmetro
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marca Perkin EImer Lambda XLS+ a una longitud de onda (A) de 540nm hasta obtener

una absorbancia de 0.5, esto con el fin de ajustar las muestras a la escala McFarland.

En cajas Petri que contenia PDA se inoculo en el centro de la caja un fragmento de
micelio de aproximadamente 1 cm de diametro del hongo de seis dias de crecimiento
y las bacterias en placas Petri con medio PDA por separado. Posteriormente se
colocaron placa sobre placa evitando el contacto directo entre el fitopatdogeno y la
bacteria, de manera que se evitd el contacto de ambos microorganismos y de sus
metabolitos no volatiles, compartiendo solo el aire; posteriormente selladas con
parafiim (Parafiim® de Pechiney Plastic Packaging, Menasha, WI, E.U.A)). Se
incubaron a 28°C durante 6 dias colocando el hongo hacia abajo y la bacteria hacia
arriba. El efecto antagonico de la bacteria contra el fitopatbgeno fue calculado
basandose en el porcentaje radial de inhibicion, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

% radial de inhibicién= (RCR‘C”

) 100

donde Rc es el radio del hongo control que se encontrara en ausencia de la bacteria y
Ri representa el radio del hongo en presencia de la bacteria antagonista (Tenorio-
Salgado et al., 2013).

Extraccion de compuestos volatiles.

Para de extraer los compuestos volatiles producidos durante el ensayo, previo a la
inoculacién se realizé un orificio con ayuda de una aguja caliente y después se realizo
el procedimiento antes descrito en el apartado 5.5. Pasados los dias de incubacion, se
introdujo una jeringa de micro extraccion con la que se extrajo el aire contenido entre

las placas, los cuales fueron analizados por GC-MS.
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Deteccion de Compuestos volétiles

Los analisis GC-MS se realizaran utilizando un sistema Agilent GC-MS (GC con 6890N
y masa detectora selectivo 5973N). Se inyecto 2 yL de cada una de las muestras en
modo splitles. Un Agilent Technologies HP-5MS (30 min por 0.250 mm por 0.25 min)
se utiliz6 una columna capilar de silice fundida. El helio (99.999%) fue el gas
acarreador en una columna sobre columna Flujo de 1 mL/min. La temperatura del
horno fue programada a 60 °C durante 5 min, aumentado a una velocidad de 15 °C
/min hasta 300 °C y después se mantuvo durante 10 minutos a 300 °C. Las condiciones
del detector de masa fueron las siguientes: la linea de transferencia de GC a MS se
mantuvé de 280 °C, el cuadruplo MS se ajustd a 150 °C y la fuente MS a 230 °C. El

detector fue operado a 70 eV. El analisis fue realizadé en el modo de exploracién

completa, que van desde m/z 2 a 600 (Tenorio-Salgado et al., 2013). Los

cromatogramas obtenidos fueron analizados con el software AMDIS.

5.6 Curvas de crecimiento de las cepas antagonicas

En medio liquido LB se inocularon las cepas Lactobacillus jensenii, Baciilus
amiloquefacies, Bacillus endofiticus Bacillus toyonensis, Bacillus methylotopicus vy
cepa 4 en agitacion continua a 250 rpm y una temperatura de 35 °C tomandose
muestras cada 2 horas y midiendo la absorbancia en una en un espectrofotémetro
marca Perkin EImer Lambda XLS+ a una longitud de onda (A) de 540nm, tomando
como blanco el medio liquido LB sin inocular. Los valores se graficaron y se obtuvieron

las curvas de crecimiento.
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5.7. Ensayo de actividad proteolitica

En este ensayo se utilizé un medio LB-leche, usado para la selecciéon de
microorganismos productores de proteasas. Su preparacion se describe a

continuacion:

1. Enun frasco con rosca, se disolvié 2 g de leche descremada en polvo en 10
mL de agua destilada.

2. En otro frasco, se prepar6 una suspension de 1.3 g de agar en 90 mL de
medio LB.

3. Se esterilizo en recipientes separados utilizando una autoclave a 121 °C
durante 15 minutos.

4. Se dejaron enfriar y cuando tuvieron una temperatura aproximada de 60 °C,
se mezclaron.

5. El medio LB-leche se distribuy6 en las placas de Petri estériles.

6. Se inoculan las bacterias en estas placas y se incuban a 35 °C por 24 horas

7. Para una mayor apreciacion de la degradacion del contenido proteico en el

agar, las cajas con las bacterias fueron tefiidas con azul de comassie.

5.8 Ensayo de actividad proteolitica en gel SDS-PAGE gelatina desnaturalizante

Se prepar6d un gel de poliacrilamida al 12%. Este gel se compone primero de un gel
fraccionado el cual se prepara segun las especificaciones de la tabla 5.2, el persurfato
de amonio y el TEMED se agregan al final, ya que son los agentes que catalizan la
polimerizacion. Se agregd el volumen necesario al molde y enseguida 1 mL de

isopropanol, esto se deja reposar durante 15 minutos.
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Tabla 5.2. Gel de fraccionado

Reactivo Volumen
Acrilamida-Bis al 30% 2 mL
Agua 1.2mL
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 1.25mL
Gelatina 1% (en agua) 0.5mL
SDS (10%) 50 pL
Persulfato de Amonio (10%) | 40 pL
TEMED 30pL

Pasado los 15 minutos se retir6 el isopropanol y con ayuda de un filtro se sec6 el molde
sin tocar el gel, se puede agregar agua si hay un excedente de gel o pequefias
imperfecciones que el agua ayudara a quitar; posteriormente se agreg6 al molde el gel
de apilamiento descrito en la tabla 5.3, se colocé el peine para hacer el molde de los
pocillos donde se cargan las muestras; se dejé reposar 30 minutos para que polimerice

y se retiro el peine.
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Tabla 5.3 Gel de Apilamiento

Reactivo Volumen
Acrilamida-Bis al 30% 0.65 mL
Agua 2.82 mL
Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 1.25 mL
SDS (10%) 50 pL
Persulfato de Amonio (10%) | 40 pL
TEMED 30uL

Para cargar las muestras primero en un microtubo se mezclé 20 uL del extracto libre
de células de las cepas bacterianas de estudio previamente filtrado con filtros Millipord
de 0.22 micras con el amortiguador de carga laemmli 4X para obtener una
concentracion de 1X del amortiguador. Las mezclas muestra-laemmli se dejaron

incubando a temperatura ambiente por 30 minutos.

Las muestras se encargaron en la camara electroforética y esta se llené se llena con
el amortiguador de corrida Tris-glicina-SDS 1X (tabla 5.4). Las condiciones del
fraccionamiento de las proteinas es 95 volts durante 2 horas aproximadamente o hasta

gue el azul de bromofenol se vea en la parte inferior de la camara.

Terminado el fraccionamiento se separ6 el gel de la camara electroforética y se coloca
en un recipiente, se adicion6 amortiguador de acetato de sodio 100 mM pH 5 (98 mL)
y Triton X100 (2 mL) se dejo incubando a 37 °C toda la noche con agitacion. Al dia

siguiente se retird el amortiguador y el gel fue tefiidé con azul de commasie R250 toda
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la noche o se mete al microondas por intervalos de 2 minutos con 5 repeticiones. Se
retird el tinte y se lavo con agua destilada. La aparicion de zonas blancas en el gel

indicé hidrdlisis de la gelatina por accién proteolitica.

Tabla 5.4 Buffer de corrida Tris-glicina-SDS (10X)

Reactivo Concentracion
Tris base 30.3¢g

Glicina 144 g

SDS 10 g

Aforar con agua a 1 litro

5.9 Determinar la capacidad antifingica de los sobrenadantes parcialmente

purificados

Se realizaron cultivos liquidos bacterianos en matraces que contenian 50mL de medio
MRS, se incubaron a 35 °C y agitacién continua a 250 rpm utilizando una incubadora
con agitacién marca IKA KS 4000i control. Después de 72 horas las muestras fueron
centrifugadas en una centrifuga marca eppendorf a 4 000 rpm durante 20 minutos a
4°C para obtener un extracto libre de células, el sobrenadante fue transferido a un tubo
limpio. El extracto libre de células fue filtrado con filtros Milliport de 0.22 micras. Se

tomo6 10 mL (extracto crudo) y se guardo para su posterior uso a -20 °C.

El extracto restante se ultrafiltrd utilizando centrifugal filter units de 10 kD y una
centrifuga marca eppendorf a 4°C, 6500 rpm durante 20 minutos. Con esto se obtienen
dos fracciones una con compuestos mayores a 10 kD, y otra fraccion con compuestos

menores a 10 kD; ademas del extracto libre de células.
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El ensayo in vitro se realizé colocando 3 circulos de papel de aproximadamente 0.5
cm de diametro en la orilla de una caja Petri con medio PDA dejando aproximadamente
el mismo espacio entre los discos, posteriormente sobre los discos se unoculé 20 pL
del extracto crudo (EC); extracto mayor a 10 kD (>10 kD); extracto menor a 10 kD (<10
kD) al centro se inoculo al fitopatdgeno correspondiente. Se incubaron durante 6 dias
a 28°C.

5.10 Evaluacion in planta el antagonismo de las bacterias.

Se utilizaron plantas de chile habanero (Capsicum chinense), obtenidas del vivero
certificado “Barbosa” ubicado en Muna, Yucatan, México, de aproximadamente 1 mes
de edad. Se asperj6é 2 mL de medio, caldo bacteriano ajustado a escala McFaraland y
extracto >10 kD (F-EF), de cada una de las cepas de estudio. Se inoculo 1 cm de

diametro de micelio de los fitopatégenos en el tallo de la planta.

Como controles se utilizaron la planta sin tratamiento (S/T); planta asperjada con B.
amyloliquefaciens (B); Planta infectada con P. capsici (F); asperjada con el extracto
>10 kD (EF). Las plantas infectadas con P. capsici recibieron diferentes tratamientos
primero se asperjé con medio LB (F-M); otra con B. amyloliquefaciens (F-CB); ademas

de planta infectada con P. capsici y asperjada el extracto >10 kD (F-EF).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Evaluacion antagénica
Medicidn de la inhibicidn radial a 6 dias de incubacion.

Elestudio de la evaluacion antagonica in vitro se realizo utilizando 14 bacterias BAL
aisladas del kéfir y 4 fitopatdgenos mencionados anteriormente. Esta evaluacion se
llevd a cabo a 6 y 11 dias después de la inoculacién. Se cuantificé el porcentaje de
inhibiciébn de la bacteria frente al hongo en comparacion con el hongo control

especifico. Los resultados se observan en la figura figura 6.1.

Las 14 cepas probadas inhibieron significativamente el crecimiento del micelio,
mostrando un rango de inhibicion radial del 17% al 83% en comparacion con el control.
A pesar que, en este estudio se evauaron 2 fitopatégenos de la misma especie, el
comportamiento de éstos frente a las cepas bacterianas fue distinto, esto se puede
apreciar en la figura 6.1, ya que la cepa 11 presento la mayor reduccion del crecimiento
de Fusarium equiseti 62%; mientas que la cepa 7 redujo un 65% de Fusarium solani.
La cepa 9 redujo en mayor medida el crecimiento de 2 fitopatdgenos Curvularia sp. en
un 62% y P. capsici siendo este el mas sensible a la exposicion con la cepa ya que

obtuvo el porcentaje mas alto de inhibicion 83%.

Existen reportes de evaluaciones de antagonismo con aislamientos de Bacillus firmus
y Trichoderma harzianum que se utilizan como antagonistas contra P. capsici en
jitomate y chile; en el cultivo de jitomate se evaluaron tres cepas de B. firmus y ninguna

redujo la incidencia o severidad inducida por P. capsici (Lagunas-Lagunas et al., 2001);

en el cultivo de chile, cepas de T. harzianum apenas redujeron un 22% la incidencia

por P. capsici en el suelo, en comparacion con los testigos (Ezziyyani et al., 2004); y

siempre que se utilizé el producto biolégico comercial T-22® a base de T. harzianum,
no proporciond proteccion contra P. capsici en plantas de jitomate (Fernandez-Herrera
et al., 2007). Por lo anterior podemos conluir que la capa 9 mostré ser mas eficiente
en el control de P. capsici. Este resultado es alentador debido a la incidencia y la
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severidad de la enfermedad han aumentado de manera significativa en las ultimas
décadas, asi como el impacto de la pérdida de cultivos, debido a la alta recombinacion
sexual en poblaciones de campo y a los mecanismos béasicos de virulencia del

patégeno (Lamour et al., 2012).
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Figura 6.1 Porcentajes de inhibiciones radiales de los fitopatégenos frente a las

diferentes cepas bacterianas.

Diversos estudios han comprobado la efectividad del uso de microorganismos para el
control de estos fitopatogenos, Verma et al en 2018 evaluaron nueve aislados
bacterianos frente a Fusarium oxysporum el cual causa podredumbre durante la
germinacion de diferentes especies de plantas de arroz. En experimentos de cocultivo,
la cepa SY1 (Pseudomonas sp.) inhibié fuertemente a los patdgenos fungicos con
85.71% de inhibicion del crecimiento de F. oxysporum, 86.33% de inhibicién del

crecimiento de Curvularia sp. (Verna et al., 2018).
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El biocontrol es una alternativa que ha sido estudiada desde hace tiempo esta
tendencia nos permite comparar los resultados obtenidos con los de otros autores en

la busqueda de nuevas alternativas que sean mas eficientes.

Medicién de la inhibicién radial alos 11 dias de incubacién

En la figura 6.2 se presenta el ensayo antagonico después de 11 dias de incubacion.
Se observdé que algunas cepas, aunque no tenian los mayores porcentajes de
inhibicién, mantenian dicha actividad por mayor tiempo. Estas bacterias son las
identificadas con el nimero 1, 4 y 5. Estas cepas fueron efectivas para la inhibicion de

los fitopatdgenos analizados es este estudio.

En la figura 6.2 (A) se observa a Curvularia sp. frente a las cepas 5; 6.2 (B) P. capsici
frente a la cepa 1; (C) F. equiseti frente a la cepa 4. En los tres casos se observé un
halo de inhibicién, posiblemente porque las bacterias secretan metabolitos que se
difunden en el medio y por algin mecanismo detienen el crecimiento del fitopatégeno.
Muy diferente a lo que se observo en otros ensayos donde la bacteria y el fitopatégeno

tienen mayor acercamiento.

Curvularia spp./Bac 5 P. capsici/ Bac 1

F. equiseti/ Bac 4

Figura 6.2 Evaluacion del antagonismo a los 11 dias de incubacién. A) Curvularia sp.

frente a la cepa 5; B) P. capsici frente a la cepa 1; C) F equiseti frente a la cepa 4.
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6.2 Medicion del pH.

Se tiene registro que las bacterias &cido lacticas son capaces de inhibir el crecimiento
de microorganismos por medio de la secrecién de acidos organicos como: el acido
lactico, acetico. Los acidos organicos producidos, con una reduccion en el pH, se
consideran como el principal agente inhibidor del crecimiento de microorganismos

contaminantes en los alimentos fermentados (Carrasco et al., 2002).

En la imagen 6.3 se se presentan los valores de pH del espacio entre el micelio de los
fitopatdgenos y las bacterias antagodnicas, las placas control que contenian a los
fitopatégenos tienen un pH de 7, ésto si se compara con los pH de aquellos que
estaban frente a otras bacterias se observa que en algunos pocos casos se mantuvo
el pH, mientras que en la mayoria hubo un descenso del pH de hasta 5, tal es el caso
de P. capcisi frente a las cepas bacterianas de la 5 hasta la 12; por el contrario, en
otros casos principalmente F. equiseti frente a las cepas 1, 2, 3,4 7, 8 el pH subi6 a 8.
El descenso del pH podria deberse a la produccion de &cidos y estos pudieran

intervenir en la reduccion del crecimiento micelar.
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Figura 2.3 pH del medio de los hongos frente a las cepas bacterianas.

6.3 Secuenciacion e identificacion de microorganismos aislados del consorcio

microbiano.

Se amplificé la region comprendida del 27 al 1512 del gen 16S ribosomal, los
resultados se observan en la figura 6.4, en el gel de Agarosa al 2% tefildo con Bromuro
de etidio, se utilizé6 un marcado de peso molecular de 2000 pb (Carril M) para saber el
tamafio del fragmento obtenido. Como control negativo los reactivos de PCR sin
muestra (carril CN). Con esto se determind que los fragmentos (carriles de A al F)

tenian un tamafio aproximado de 1600 pb.
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600pb~

Figura 6.4 Electroforesis de los productos de PCR en gel de agarosa al 2% tefidas
con bromuro de etidio 10mg/mL. Marcador de peso molecular 100 pb (carril M), cepas

con su respectiva identificacion numérica 1, 4 ,5, 7, 9, 11 (Carril del A al F).

Los productos de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) purificados fueron
enviados a secuenciar al instituto de biotecnologia de la Universidad Autbnoma de
Cuernavaca (IBT-UNAM). Una vez obtenidas las secuencias se realizé un BLAST para
su posterior comparacién en el GenBank del NBCI, obteniendo la identidad de los
microorganismos con los cuales se realiz6 el ensayo de antagonismo. La identidad de
las bacterias se muestra en la tabla 6.1. A pesar que en el gel de agarosa se observa
el producto de PCR de la bacteria 4, la secuenciacion no fue exitosa, ésto posiblemente

por una degradacion en el traslado de los productos.
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Tabla 6.1 Identificacién de microorganismos mediante secuenciacién y comparacion

en el GenBank.

Denominacion Microorganismo E value Identidad
Bac 1 Bacillus toyonensis 6e-28 84%
Bac4 | @ e | e | e
Bac 5 Bacillus methylotopicus 9e-81 67%
Bac 7 Lactobacillus jensenii le-9 36%
Bac 9 Bacillus 2e-56 65%

amyloliquefaciens
Bac 11 Bacillus endofiticos 7e-70 65%

De las 6 cepas identificadas, 5 corresponden al género Bacillus y una al Lactobacillus,
de esta Ultima hasta el momento no se han encontrado reportes de su uso como agente
biocontrol de fitopatégenos, sin embargo, Lee et al. en el 2017 reportaron su uso para
combatir la vaginosis en mujeres coreanas. Sin embargo, se ha utilizado otra cepa del
mismo género Lactobacillus plantarum en el 2018 por Quattrini et al., quienes
estudiaron 25 cepas de Lactobacillus plantarum aisladas de cereales y productos a
base de leche. Las cepas probadas tuvieron la capacidad para inhibir los fitopatégenos
relacionados con cereales como Aspergillus flavus, A. niger, Fusarium verticillioides.
Ademas, se detectdé una reduccion moderada de la biodisponibilidad de aflatoxina

AFB1. La cepa de L. plantarum seleccionada ITEM 17215, mostr6 una fuerte
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capacidad inhibidora para el crecimiento fangico y fue capaz de producir 1,2-
dihidroxibenceno, acido benzoico, acido p-hidroxifenilactico y acido 3-fenilactico. El
altimo compuesto, ya descrito como inhibidor antifingico eficiente, fue el mas

abundante.

Beibei et al. en 2016 reportaron que Bacillus methylotrophicus Strain NKG-1, fue capaz

de suprimir el crecimiento micelial y la germinacion conidial de numerosos hongos
patégenos entre ellos Botrytis cinerea, Fusarium graminearum, Rhizoctonia cerealis,
Fusarium oxysporum, Colletotrichum lagenarium, Gloeosporium capsici, Alternaria
alternate, Botryosphaeria dothidea, y Phyllosticta ampelicide de plantas en medios
sélidos. Un experimento de invernadero mostr6 que la aplicacion del caldo de
fermentacién NKG-1 antes de la inoculacion de Botrytis cinerea, la causa del moho
gris del tomate inhibié el crecimiento del moho en un 60%.

Por otra parte en el 2016 Lin et al. estudiaron a Bacillus amyloliquefaciens, la cual
produce endosporas, lo que resulta en una larga vida util (2 afios), una caracteristica
deseable para un agente de control biolégico. Puede secretar muchos metabolitos
secundarios, incluidos lipopéptidos (surfactina, iturina y fengycina), policétidos
(macrolactina, bacilaeno y difficidina) y volatiles (acetoina/2,3-butanodiol), que pueden
suprimir directamente el crecimiento de patdégenos de plantas o provocar resistencia

sistémica inducida (ISR) del huésped de la planta.
6.4 Evaluacion de compuestos volatiles sobre la inhibicion de fitopatégenos.

Se sabe que los acidos grasos poseen actividad antibacteriana, antipalidica y
antifangica EIl desarrollo de la resistencia de microbios, incluidos los hongos y las
levaduras, hacia los agentes antimicrobianos que ya estan en uso, exige la busqueda
de alternativas antimicrobianos, que incluyen acidos grasos y sus derivados (por
ejemplo, acidos grasos metilados e hidroxilados). Aunque los acidos grasos pueden
no ser tan efectivos como los fungicidas quimicos, presentan menos riesgos
ambientales. No son solo biodegradables, sino exhiben un alto grado de especificidad.

Ademas, los acidos grasos son aditivos alimentarios aceptados y, lo mas importante,
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hongos patégenos son menos propensos a volverse resistentes a los acidos grasos
antifangicos. El objetivo mas importante de los acidos grasos antifingicos es la célula
membrana. Causan un aumento en la fluidez de la membrana, que daréa lugar a la fuga

de los componentes intracelulares y muerte celular (Pohl et al 2015)

Pasados los 6 dias de incubacion de las bacterias y hongos en el ensayo de doble
placa de observaron los crecimientos miceliales de los hongos frente a las bacterias,
y se compararon con los controles. La inhibiciébn por produccion de compuestos
volétiles fue determinada en base en la disminucion/inhibicién del crecimiento radial
del hongo. Se observa que los compuestos volatiles producidos por Bacillus
endophyticus reducen el crecimiento micelial de Fusarium equiseti en un 60% (figura
6.4). Los compuestos volatiles atrapados entre las cajas se extrajeron con la ayuda de
una jeringa de micro-extraccion, esto fue inyectado en un GC-MS, el cromatograma se

muestra en la figura 6.5, en el cual se observan claramente 14 picos

F. equiseti F. equiseti
Control Bacillus
Sin cepa endofiticos

bacteriana

Figura 6.4. Fotografia de F. equiseti del ensayo de doble placa. Izquierda: control
negativo sin cepa bacterina; derecha: F. equiseti frente a Bacillus endofiticus, se

aprecia como la accién de los compuestos volatiles.
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Figura 6.5. Cromatograma de los compuestos volatiles producidos en el ensayo de

Bacillus endophyticus frente a Fusarium equiseti

El cromatograma (figura 6.5) fue analizado con el programa AMDIS analysis, de
acuerdo a la biblioteca del software los compuestos extraidos de la caja ensayo (hongo
frente a bacteria), posiblemente en su mayoria secretados por Bacillus endophyticus,

ya se habian reportado anteriormente como antagonistas por Tenorio-Salgado et al

(2013) identific6 compuestos volatiles presentes durante la inhibicibn de Fusarium
columorum, F. oxysporum utilizando a Burkholderia tropica como antagonista. Entre
ellos se encuentran el xileno, tolueno y nonano. Ademds, se encontr6 acido

undecanoico que ha sido reportado por Liu et al (2008), como un efectivo antifungico

contra Alternaria solani Cucumerinum lagenarium y Fusarium oxysporum, esto nos
hace suponer que este acido pudiera ser el agente principal de la inhibiciébn hacia
Fusarium equiseti por parte de Bacillus endophyticus. En el cromatograma también se
identifico al acido 2-metil heptanoico, también conocido como acido enantico del cual
se han elaborado reportes de este acido como un indicador de la presencia de hongos,
por lo que se deduce que este es un compuesto producido por el hongo como método

de defensa y que hay una serie de sefalizaciones entre ambos microorganismos.

46



CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION

En otro reporte se concluyé que los compuestos volatiles organicos producidos por
Bacillus amyloliquefaciens NJN-6 redujeron el crecimiento micelial y la germinacion de
las esporas de F. oxysporum de 30% a 40% en comparacion con las placas de control
Los antibi6ticos no volatiles, incluidos los lipopéptidos, tienen fuertes actividades

antifangicas (Kim, 2004). Sin embargo, estos antibiéticos no volatiles no pueden

propagarse a grandes distancias, y solo cuando estos antagonistas colonizan
directamente las raices de las plantas pueden evitar que los hongos patdégenos
infecten a las plantas. En contraste, los compuestos organicos volatiles pueden
extenderse a gran distancia, y existen microambientes fungistaticos alrededor de las
comunidades antagénicas. Ademas, los VOC antifungicos producidos por bacterias
pueden matar las esporas supervivientes en el suelo y limitar tanto la producciéon como

el establecimiento de la enfermedad (Fernando et al., 2005).

Tabla 6.3 Compuestos volatiles detectados en el ensayo de Bacillus endophyticus

frente a Fusarium equiseti se numeran en esta tabla

Tolueno
Xileno
3- metilpentano
Undecano
Hepadecano
3-Metil catecol
Tetrahidroxitronel

Acido 2-metil heptanoico

© 00 N O O~ WwDN P

Acido undecanoico

[N
o

Eicosano

H
H

Nonano
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12 Henecoisano
13 Pentadecano
14 Octacosano

6.5 Establecimiento de la cinética de crecimiento de las cepas de estudio.

Diferentes autores indican que la fase de crecimiento de una cepa bacteriana esta
directamente relacionada con la produccion de metabolitos. Tal es el caso de las
bacteriocinas que se ha reportado que son sintetizada en la fase logaritmica de
crecimiento. Mientras que los metabolitos secundarios como los antibiéticos son
secretados en la fase estacionaria. Por todo lo anterior mencionado se realizo las
cinéticas de crecimiento de las cepas antagdnicas para reconocer los tiempos en que

estas cepas llegan a sus diferentes fases, por todo lo anterior mencionado.
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CINETICA DE CRECIMIENTO
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Figura 6.6 Cinética de crecimiento de las cepas antagonicas en medio LB a 35°C

durante 30 horas de crecimiento

En la figura 6.6 Se muestra la cinética de crecimiento de las cepas donde se puede
observar una diferencia de las fases de adaptacion que va desde el tiempo 0 hasta el
tiempo 8, empezando la fase logaritmica de las 4 hasta las 10 horas aproximadamente,

se determina que todas coinciden con el inicio de la fase estacionaria a las 12 horas.
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6.6 Ensayo de actividad proteolitica

Ensayo de Actividad proteolitica en medio LB-leche

Numerosos estudios mostraron que las especies del género Bacillus se caractrizan por
produccion de proteasas. Las bacterias del género Bacillus pueden tener diferentes
mecanismos cuando se usan como agentes de control biolégico para controlar
enfermedades y promover el crecimiento de las plantas. Las enzimas antifingicas, que
incluyen quitinasa, B-1,3-glucanasa y proteasa, desempefian papeles importantes en

la supresion del crecimiento de hongos fitopatégenos. Rodas et al (2011) concluyé que

Bacillus pumillus ATCC7061 fue la cepa bacteriana mas potente para la produccion de

enzimas.

En la figura 6.6 se muestran las fotografias las cajas en medio LB—Ieche tefiidas con
azul de comassie, en después de 24 horas de inoculacion se observan halos alrededor
del crecimiento bacteriano, esto producido por hidrolisis de la proteina de la leche por
accion de las proteasas secretadas por las cepas. Todas las cepas mostraron
diferentes grados de protedlisis. Segun lo observado se puede concluir que la Bacillus
methylotopicus presentd el mayor halo de inhibicion, lo que esta directamente

relacionadocon la produccién enzimatica.

Bacillus toyonensis Bac4 Bacillus methylotopicus

Lactobacillus jensenii Bacillus amyloliquefaciens Bacillus endofiticos
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Figura 6.6. Cajas de medio LB-leche inoculadas con las bacterias antagonicas. Las

cajas fueron tefiidas con azul de Commasie

En otro estudio realizado por Li et al (2016) de. B. amyloliquefaciens SYBC H47
podria formar una zona de limpieza al hidrolizar la leche desnatada y la quitina, lo que
indica que es positiva para proteasa, quitinasa y. Es bien sabido que la solubilizacion
de IAA, sideroforo y fosfato puede promover el crecimiento de las plantas. Los niveles
de produccién de IAA y sideréforos en B. amyloliquefaciens SYBC H47 fueron

positivos.

Figura 6.7 Gel de poliacrilamida al 12% y gelatina desnaturalizante

Ensayo de actividad proteolitica en gel SDS-PAGE gelatina desnaturalizante

Esta técnica permite separar mezclas complejas de polipéptidos en funcién de su
tamafio molecular. La electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato
sodico (SDS-PAGE). El dodecil sulfato sédico es un detergente que, con otros agentes,
como el B-mercaptoetanol y el calor, interviene en la desnaturalizacion de las proteinas
a subunidades y. ademas, proporciona a las cadenas polipeptidicas una densidad de
carga similar. De esta forma cuando el complejo SDS-proteina se somete a
electroforesis en un gel que contiene SDS, su velocidad de migraciéon viene

determinada principalmente por la masa de la particula SDS-polipéptido segun el
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principio de exclusion molecular. EI campo eléctrico, en este caso, s6lo suministra la
fuerza impulsora. Aungue la técnica aun no la domino y falta mejorar el ensayo se

puede apreciar en la figura bandas decoloradas lo que indica la actividad proteolitica.

6.7 Evaluacion del extracto crudo y fraccionado

En la figura 6.8 se muestra el ensayo in vitro de los extractos libres de células y los
extractos fraccionados y concentrados de 4 cepas frente a 3 fitopatdogenos, 5 dias
después de la inoculacién de inoculacion; teniendo la fraccion mayor a 10kD la
capacidad en todos los ensayos. Ninguno de los extractos a diferentes tiempos de las
cepas antagonicas de F. equiseti tuvieron actividad antagonica, esto posiblemente
debido a que la inhibicion esta dada por competencia de nutrientes y espacio, o el
volumen utilizado en el ensayo tenia una baja concentracidbn de componentes con
potencial antagononico. En la figura 6.8A se muestra a Curvularia sp. frente a los
extractos a 60 horas después de la inoculacién: extracto crudo (EC), fraccion del
extracto crudo con componentes mayores a 10 kD (EC >10 kD) y fraccion del extracto
crudo con componentes menores a 10 kD (EC <10 kD) tanto de Bacillus methylotopicus
como Bacillus amyloliquefaciens, la fraccion >10 kD ejerce un efecto negativo en el
crecimiento de Curvularia sp. inhibiendo su crecimiento en un 75% y 25%. P. capsici

fue inhibido en un 72% por el extracto mayor a 10 kD de B. amyloliquefaciens.

Fusarium equiseti presento una reduccion del crecimiento frentes al extracto crudo y
la fraccion que contiene metablitos mayores a 10 kD (Lactobacillus jensenii), en un
33% y 40% respectivamente (figura 6.8C)
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Curvularia sp. Curvularia sp. Curvularia sp.
B. methylotopicus B. amyloliquefaciens

P. Capcisi P. capcisi
B. amyloliquefaciens

Fusarium solani

Fusarium solani
Lactobacillus jensenii

Figura 6.8. Imagen del ensayo realizado con tres fitopatégenos Curvularia sp (A), P.
capsici y F. solani (C); frente al extracto crudo (EC), fraccidn del extracto crudo con
componentes mayores a 10 kD (EC >10 kD) y fraccion del extracto crudo con

componentes menores a 10 kD (EC <10 kD).

En un ensayo en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15% (figura 6.9) tefiido con azul
de comassie, se analizaron los extractos libres de células de las 6 cepas de estudio a
las 10 horas después de su inoculacion (fase logaritmica) y se observan en los carriles
A, B, C, E, F, G diferentes perfiles proteicos los cuales posteriormente seran
fraccionados y analizados por separado para determinar cual de ellos es responsable

de la actividad.
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PM A B CDEPM F G
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100 kD
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Figura 6.9 Perfil proteico de extractos libres de células de las cepas Bacillus
toyonensis (A), Cepa 4 (B), Bacillus methylotopicus (C), Lactobacillus jensenii (E),
Bacillus amyloliquefaciens (F), Bacillus endofiticos (G). marcador de peso molecular
(PM); Control negativo (D).

6.8 Evaluacion AntagOnica in planta.

Se realizé un ensayo en el cual se usaron plantas de chile habanero (Capsicum
chinense) para observar la reaccidon de la planta cuando ésta interactuaba con los
microorganismos de estudio. Aunque el ensayo se realizé con todos los fitopatégenos
la infeccion no fue éxitos para el resto. Se tiene evidencia que P. capsici tiene la
capacidad al infectar a Capsicum chinense, a los 12 dias después de la inoculacion se
percibieron los primeros signos de necrosis en la planta para el dia 20 la planta estaba
completamente necosada. Del lado izquierdo de la figura 6.10 se muestrala planta sin
tratamiento (S/T); seguida de la planta asperjada con Bacillus amyloliquefaciens (B);
posteriormente se observan dos muestras necrosadas una de ellas infectada con P.
capsici (F) y la otra infectada con P. capsici y asperjada con medio LB (F-M); seguida
de las plantas tratadas con caldo bacteriano de B. amyloliquefaciens e infectada con
P. capsici (F-CB); también se asperjo la planta con el extracto fraccionado >10 kD que
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se obtuvo de la fermentacion de B. amyloliquefaciens (EF) e infectada con P. capsici
(F-EF).

Las plantas infectadas con P. capsici y no recibieron ningun tratamiento ya sea con el
caldo bacteriano o la fraccion libre de células de B. amyloliquefaciens sufrieron
necrosis y una reduccion en el desarrollo de las raices esto respecto a la planta control
(S/T); se puede concluir que el medio de cultivo no le confiere ningun tipo de
proteccion; por otra parte, las plantas infectadas con el fitopatdgeno y tratadas con B.
amyloliquefaciens y el extracto >10 kD obtenido de este antagonista no mostraron
efecto fenotipico negativo respecto a la planta control. Se asperjaron plantas B.
amyloliquefaciens y el extracto >10 kD, esto para determinar que el antagonista no sea
patogeno para Capsicum chinense, sin embargo, se observa que estos no provocaron

ningun efecto negativo comparacion con la planta control.

Figura 6.102. Plantas de chile habanero (Capsicum chinense) 20 dias después de
ser asperjadas. Planta sin tratamiento (S/T); planta asperjada con B.
amyloliquefaciens (B); Planta infectada con P. capsici (F); Planta infectada con P.

capsici y asperjada con medio LB (F-M); Planta infectada con P. capsici y asperjada
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con B. amyloliquefaciens (F-CB); planta asperjada con el extracto >10 kD (EF);

Planta infectada con P. capsici y asperjada el extracto >10 kD (F-EF).
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7. CONCLUSION

En este estudio se determindé que las bacterias aisladas de consorcios para la
produccion de alimento tipo Kéfir, pertenecientes al género Bacillus y Lactobacillus,
tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de fitopatdgenos: Fusarium solani,
Curvularia sp., Fusarium equiseti, Phytophtora capcisi. Algunas tuvieron un efecto
fungistatico, mientras que otras mostaron un efecto fungicida. Su accién posiblemente
fue debido a los diferentes metabolitos que se secretaron las bacterias y fueron
identificados como los acidos organicos volatiles, enzimas proteoliticas y proteinas,
ademas de su capacidad para competir por el espacio donde habita y los nutrientes
disponibles. La ventaja del uso de estas bacterias como agentes antagonicos de
organismos fitopatdgenos es que al ser aisladas de un consorcio utilizado para la
produccion de un alimento consumido por los seres humanos éstos no representan un
peligro para la salud de quien lo manipule en el campo o de quien consuma el producto
final y teniendo como ventaja que no causa un efecto nocivo sobre plantas de

Capsicum chinense .
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