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Resumen

Fusarium verticillioides y Alternaria solani son dos hongos fitopatégenos que causan
enfermedades en cereales y solanaceas. Una alternativa para el control de estos
fitopatégenos son las bacterias del género Bacillus que producen lipopéptidos y
compuestos organicos volatiles que inhiben el desarrollo de hongos. El objetivo de
este trabajo fue determinar la actividad inhibitoria de cinco aislados de Bacillus spp.
contra F. verticillioides y A. solani. Para evaluar la inhibicion, los hongos se sembraron
en placas de PDA envenenadas con sobrenadante de los cultivos bacterianos;
mientras que el efecto de los volatiles se determiné mediante la técnica de placa
dividida. Se realizaron tres réplicas por tratamiento mas un control positivo con la cepa
Bacillus subtilis Q11. Ademas, se amplificaron los genes involucrados en la sintesis
de lipopéptidos mediante la reaccion de PCR. Los resultados obtenidos indican que
Bacillus sp. CIS52, CIS53 y CIS54 poseen los genes involucrados en la sintesis de
lipopéptidos del tipo iturinas, surfactinas y fengicinas; mientras que Bacillus sp. C1S45,
iturinas y surfactinas; Bacillus sp. CIS49 fengicinas y B. subtilis Q11, iturinas;
sugiriendo que pueden sintetizar al menos un tipo de lipopéptido. Aunque los aislados
sintetizan lipopéptidos, solo inhibieron el desarrollo de F. verticillioides, siendo Bacillus
sp. CIS49 la bacteria con mejor efecto. Respecto a los volatiles, sélo se observo
inhibiciéon de A. solani en un rango del 48.75 % al 67.73 %. Los resultados indican
gue F. verticillioides es inhibido por compuestos tipo lipopéptidos, mientras que A.
solani es inhibido por volatiles sintetizados por Bacillus sp. En conclusion, los aislados

de Bacillus spp. poseen actividad inhibitoria contra F. verticillioides y A. solani.
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Palabras clave: Biocontrol, inhibicion, hongos fitopatdgenos.

Introduccion

La actividad agricola genera aproximadamente el 80% de los alimentos que se
consumen a nivel mundial y contribuye al desarrollo econémico, social y ambiental
(Villarreal et al., 2018). Sin embargo, es afectada por diferentes factores ambientales
entre los que se encuentran las enfermedades causadas por fitopatdgenos. Las
enfermedades en plantas provocan pérdidas anuales estimadas entre el 10 al 15 %
en los principales cultivos del mundo, con pérdidas econdmicas directas de hasta
cientos de miles de millones de doélares. De estas enfermedades, el 70-80% son
causadas por hongos fitopatégenos.

En los ultimos afos, las enfermedades fangicas de los cultivos se han vuelto cada vez
mas graves, ya que afectan el rendimiento y la calidad de los cultivos (Peng et al.,
2021), entre estas se encuentran las patologias causadas por Fusarium verticillioides
y Alternaria solani.

F. verticillioides es un patdégeno necrotrofo por la capacidad que tiene de causar la
muerte del tejido hospedero y sobrevive como sapréfito en el rastrojo, siendo
transmitido por el suelo hacia la planta hospedera, el maiz (Zea mays L.). F.
verticillioides es responsable de importantes pérdidas de rendimiento al causar
pudricién de raices, tallos y mazorcas, y pérdidas en la calidad debido a la
acumulacién de micotoxinas en los granos (Einloft et al., 2021). Las fumonisinas son
las principales toxinas que se sintetizan en el tejido del hospedero y en los granos del
maiz, disminuyen la calidad e inducen toxicidad pleiotropica en animales, incluyendo
neurotoxicidad, nefrotoxicidad y hepatotoxicidad con un impacto relevante en la salud
humana (Liu et al., 2019).

A. solani causa enfermedades en el follaje (tizén temprano), tallos basales de
plantulas (podredumbre del cuello), tallos de plantas adultas (lesiones del tallo) y
frutos (podredumbre del fruto) del tomate. El tizon temprano es la enfermedad mas
destructiva en especies de la familia de las solanaceas entre las cuales se encuentra

el tomate, la berenjena y la papa (Chaerani y Voorrips, 2006). En las plantulas,
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primero se desarrollan manchas oscuras en los cotiledones, tallos y hojas verdaderas,
mientras que en las hojas de la parte inferior de las plantas mas viejas aparecen
manchas de color marrén oscuro con anillos concéntricos oscuros. Luego se produce
una defoliacion severa debido a la muerte de las hojas afectadas (Muimba, 2018).
Existen diversos compuestos quimicos tales como plaguicidas y fungicidas para
controlar a los hongos fitopatdégenos. Sin embargo, son téxicos para el ser humano,
contaminan los suelos y mantos acuiferos e incrementan el costo de la produccion.
Asimismo, se ha demostrado que contribuyen a la generacién de resistencia en
hongos fitopatdégenos. Por lo que es necesario buscar alternativas sustentables para
el control de los fitopatdégenos fungicos (Villarreal et al., 2018). Una alternativa
sustentable es el uso de bacterias del género Bacillus, las cuales producen
lipopéptidos antifingicos como las fengicinas, surfactinas e iturinas que inhiben el
desarrollo de gran variedad de hongos fitopatégenos (Harwood et al., 2018).
Adicionalmente se ha demostrado que especies pertenecientes al género Bacillus
producen compuestos organicos volatiles entre lIos que se encuentran la acetoina,
benzaldehido, benzotiazol y acetofenona que inhiben el desarrollo de hongos
fitopatdogenos (Grahovac et al., 2023). Debido a las caracteristicas mencionadas, el
género Bacillus spp. posee amplio potencial para el desarrollo de bioformulados con
efecto antifingico. Por lo que el propdésito de esta investigacion es evaluar el efecto
inhibitorio de cinco aislados de Bacillus spp. contra F. verticillioides y A. solani y
determinar si el efecto antifingico es mediado por lipopéptidos o compuestos

organicos volatiles.

Objetivo

Determinar el efecto de lipopéptidos y compuestos organicos volatiles de Bacillus spp.
contra Fusarium verticillioides y Alternaria solani.

Materiales y métodos

Microorganismos utilizados

Los aislados de Bacillus sp. CIS45, CIS49, CIS52, CIS53 y CIS54 se recuperaron del

cepario del Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Estudios Profesionales
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Zona Huasteca. Las cepas de Bacillus subtilis Q11, Fusarium verticillioides y
Alternaria solani fueron donadas por la empresa SinQuimia SA de CV.

Obtencion de lipopéptidos y técnica de alimento envenenado

Los aislados de Bacillus sp. CIS45, CIS49, CIS52, CIS53 y CIS54 se inocularon en
10 mL de caldo LB y se incubaron a 30 °C con agitacion a 200 rpm durante toda la
noche. Una alicuota de los cultivos se transfirio a 200 mL de caldo LB y se incubé a
30 °C con agitacion a 200 rpm durante 120 h de fermentacion (Cao et al., 2012).
Transcurrido el tiempo de incubacion, se recuperé el sobrenadante mediante
centrifugacion a 13000 rpm durante 30 min y se guardo en refrigeracion hasta su uso.
Para la técnica de alimento envenenado se utilizd6 la metodologia propuesta por
Erhonyota et al. (2023). Para ello, se pesé el agar dextrosa papa (PDA) y se disolvid
en el sobrenadante recuperado de cada cultivo. EI medio se esterilizé a 120 °C, 15 Ib
de presion durante 15 minutos. El medio se dejé enfriar y se vertié en placas de Petri
de 100 x 15 mm. Para el ensayo de inhibicion, un disco de micelio de 0.5 cm de cada
uno de los hongos se inocul6 en el centro de las placas de PDA envenenadas. Como
control positivo se utilizaron placas de PDA preparadas con el sobrenadante de B.
subtilis Q11. Para el control negativo el disco de micelio de cada hongo se sembré en
placas de PDA que no contenian sobrenadante. Las placas se incubaron a 30 °C
durante una semana y se monitore6 comparando el desarrollo de los tratamientos con
respecto a la placa control en medio PDA. Se realizaron tres réplicas por tratamiento,
incluyendo el control positivo y negativo. El andlisis estadistico se realiz6 en el
programa Graphad V10. El analisis de varianza (ANOVA) se realiz6 mediante la
comparacion de medias por el método Tukey. terminacion de genes involucrados en
la sintesis de lipopéptidos

Se obtuvo DNA de los cinco aislados de Bacillus sp. y B. subtilis Q11 utilizando el kit
GeneJET Genomic DNA Purification KO721 (Thermo SCIENTIFIC). Se utilizaron los
oligonucledtidos reportados por Cao et al., (2012) para amplificar los genes de las
principales familias de lipopéptidos (ituD y bamC), surfactinas (srfAB) y fengicinas
(fenB). Las condiciones para la reaccion en cadena de la polimerasa fueron las

siguientes, desnaturalizacion: 95 °C -10 min, 35 ciclos de 95 °C -30 segundos, 55 °C
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-30 segundos, 72 °C -1 min, extension final 72 °C -5 min. Los productos obtenidos se
tineron GelRed (Quimica Valaner) y se visualizaron en un transluminador Solo Elite
Vision.

Evaluacion del efecto de los compuestos organicos volétiles

La técnica de placa dividida se realizé de acuerdo con lo reportado por Kong et al.
(2020). En una placa de Petri con dos divisiones se vertio agar LB y PDA de manera
independiente. En el medio LB se inoculé cada una de las bacterias a evaluar,
mientras que en el agar PDA se coloc6 un disco de micelio de F. verticillioides o A.
solani. Se realizaron tres réplicas por tratamiento mas el control positivo con B. subtilis
Q11 y un control negativo en el cual se inoculd el disco de micelio en agar PDA,
mientras que en la divisiobn con agar LB sin inoculacion. El analisis estadistico se
realizé en el programa Graphad V10. El andlisis de varianza (ANOVA) se realizd

mediante la comparacién de medias por el método Tukey.

Resultados

Determinacion del efecto de Bacillus spp. contra F. verticillioides

Para determinar si los aislados de Bacillus sp. CIS45, CIS49, CIS52, CIS53 y CIS54
producen lipopéptidos, se obtuvieron compuestos extracelulares sintetizados durante
120 h de fermentacién en caldo LB. F. verticillioides se cultivd en las placas
envenenadas y se monitore0 el desarrollo del hongo en cada uno de los tratamientos
y se compard con el crecimiento en las placas de PDA utilizadas como control
negativo. Los resultados indican que Bacillus sp. CIS49 es el aislado que muestra
mayor efecto inhibitorio en el desarrollo de F. verticillioides en un 34% (p < 0.05),
mientras que los aislados Bacillus sp. C1S45, CIS52, CIS53, CIS54 y |la cepa B. subtilis
Q11 ejercen menor inhibiciéon en un 20% aproximadamente (Figura 1).

Para determinar el efecto antagénico mediado por compuestos organicos volatiles los
aislados Bacillus sp. CIS45, CIS49, CIS52, CIS53, CIS54 y la cepa B. subtilis Q11 se
co-cultivaron con F. verticillioides, utilizando la técnica de placa dividida. Los
resultados mostraron desarrollo similar de F. verticillioides en los tratamientos y en el

control negativo, sugiriendo que los compuestos organicos volatiles producidos por
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los aislados de Bacillus spp. y B. subtilis SQ11 carecen de efecto inhibitorio contra el

hongo (Figura 1).

100
90
80
70
60
50
40
30
20 A

10 5 A b A m'HHI

0 F—==—1 |

CONTROL Q11 CIS45

Porcentaje de inhibicion

B4

CIS52 CISS3 CIS54

B8 Lipopéptidos [ Volatiles

Figura 1. Efecto de lipopéptidos y compuestos organicos volatiles de Bacillus spp.
contra Fusarium verticillioides. Nota: Letras distintas indican diferencia significativa p <
0.05.

Determinacion del efecto de Bacillus spp. contra A. solani

Para determinar el efecto inhibitorio de los lipopéptidos sintetizados por Bacillus sp.
CIS45, CIS49, CIS52, CIS53 y CIS54 contra A. solani, se obtuvieron compuestos
extracelulares producidos durante 120 h de fermentacion en caldo LB. A. solani se
cultivo en las placas envenenadas y se monitore6 el desarrollo en cada uno de los
tratamientos con respecto al crecimiento en las placas control. Los resultados
muestran desarrollo similar de A. solani en los tratamientos y en los controles,
sugiriendo que los compuestos extracelulares producidos por los cinco aislados de
Bacillus spp. carecen de efecto inhibitorio contra el hongo. El analisis estadistico
muestra que el desarrollo de A. solani en los tratamientos es no significativo con

respecto a los controles.
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En lo que respecta al efecto de los compuestos organicos volatiles los aislados
Bacillus sp. CIS45, CIS49, CIS52, CIS53, CIS54 y la cepa B. subtilis Q11 se co-
cultivaron con A. solani en placas con dos divisiones. Se observé inhibicion del
desarrollo de A. solani cuando se co-cultivo con los aislados y con la cepa B. subtilis
Q11, con porcentajes de inhibicion desde 48.75 + 10.62% para Bacillus sp. CIS45,
mientras que, para el resto de los aislados y la cepa B. subtilis Q11 se observaron
porcentajes de inhibicion mayores al 60%. El andlisis estadistico muestra que todos
los tratamientos son similares entre si, pero diferentes al control negativo, lo cual
indica que los compuestos organicos volatiles sintetizados por aislados Bacillus sp.
CIS45, CIS49, CIS52, CIS53, CIS54 y la cepa B. subtilis Q11 inhiben el desarrollo de
A. solani (Figura 2).
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Figura 2. Efecto de lipopéptidos y compuestos organicos volatiles de Bacillus spp.
contra Alternaria solani. Nota: Letras distintas indican diferencia significativa p < 0.05.
Identificacion de los genes involucrados en la sintesis de lipopéptidos
Uno de los principales metabolitos que producen los Bacillus sp. son los lipopéptidos,
los cuales han sido clasificados en tres familias iturinas, surfactinas y fengicinas. Para
determinar si los Bacillus sp. CIS45, CIS49, CIS52, CIS53 y CIS54 poseen los genes
para la sintesis de lipopéptidos se extrajo DNA y se amplificaron los genes

involucrados en la sintesis lipopéptidos. Se amplificaron los genes bamC e ituD
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involucrados en la sintesis de iturinas, srfAB para la sintesis de surfactinas y fenB
para las fengicinas. En la reaccion de PCR se obtuvieron productos de amplificacion
con los tamafios esperados bamC, 850 pb; ituD, 647 pb; srfAB, 308 pb y fenB, 767
pb. En Bacillus sp. CIS45 se identificaron los genes ituD y srfAB, mientras que en
Bacillus sp. CIS49 se identifico el gen fenB. Para el resto de los aislados Bacillus sp.
CIS52, CIS53 y CIS54 se amplificaron los cuatro genes bamC, ituD, srfAB y fenB
(Tabla 1). Los resultados sugieren que los cinco aislados podrian producir al menos
un tipo de lipopéptido. En cuanto a la cepa B. subtilis Q11 solo se identifico el gen
ituD.

Tabla 1. Genes identificados en Bacillus spp.

Familia Gen Q11 CIS45 CIs49 CIsh2 CIsh3 CIsh4
. bamC nd nd Nd + + +
Iturinas )
ituD + + Nd + + +
Surfactinas  srfAB nd + Nd + + +
Fengicinas fenB nd nd + + + +
Discusién

El género Bacillus comprende méas de 60 especies ampliamente distribuidas en la
naturaleza, se encuentran en el suelo, asociados a las raices de las plantas y se
propagan hacia el agua, plantas y animales (Villarreal et al., 2018). La colonizacion
de las raices por bacterias del género Bacillus es benéfica para la planta huésped.
Las plantas proporcionan los nutrientes, mientras que Bacillus proporciona
compuestos bacterianos y actividades que estimulan el crecimiento vegetal y brindan
proteccion contra fitopatdgenos (Hashem et al., 2019). La capacidad antag6nica de
los Bacillus esta mediada por compuestos denominados lipopéptidos y compuestos
organicos volatiles que inhiben el desarrollo de hongos fitopatdogenos (Shafi et al.,
2017; Villarreal et al., 2018; Valenzuela et al., 2024). Los lipopéptidos se han
clasificado en tres familias iturinas, surfactinas y fengicinas, son potentes disruptores
de la integridad estructural, al digerir componentes de la envoltura celular, ya sea por
lisis 0 inhibicién de la biosintesis de membrana. Los lipopéptidos pueden agregarse
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de manera selectiva, formando poros que permiten el paso descontrolado de ionesy
otros solutos a través de los canales, conduciendo a la muerte celular.

Para determinar si los cinco aislados de Bacillus sintetizan lipopéptidos, se
amplificaron los genes involucrados en la sintesis de iturinas, surfactinas y fengicinas.
Los resultados obtenidos sugieren que Bacillus sp. CIS45 sintetiza iturinas y
surfactinas, Bacillus sp. CIS49 fengicinas, mientras que Bacillus sp. CIS52, CIS53 y
CIS54 los tres tipos de lipopéptidos iturinas, surfactinas y fengicinas. En lo que
respecta al efecto antagénico se encontré efecto moderado de Bacillus sp. CIS49
contra F. verticillioides; mientras que el resto de los aislados y la cepa B. subtilis Q11
carecen de efecto inhibitorio. Respecto a A. solani ninguno de los cinco aislados ni la
cepa B. subtilis Q11 mostraron efecto inhibitorio. Los resultados difieren de los
reportados previamente por otros autores quienes reportaron una fuerte inhibicion de
F. verticillioides por lipopéptidos de B. velezensis sintetizados durante 72 h de
fermentacion (Dinitz et al.,, 2024). Mientras que Zhang et al. (2022) reportaron la
inhibicion de A. solani por lipopéptidos de B. subtilis producidos durante 12 horas de
fermentacién. Por lo que es necesario reducir los tiempos de fermentacion, analizar
la expresién de los genes y comprobar la produccion de los lipopéptidos por los
aislados Bacillus sp. CIS45, CIS49, CIS52, CIS53 y CIS54.

En lo que respecta a la inhibicibn mediada por compuestos organicos volétiles se
observé que los aislados Bacillus sp. CIS45, CIS49, CIS52, CIS53, CIS54 y la cepa
B. subtilis Q11 inhiben el desarrollo de A. solani, mientras que en F. verticillioides no
se observo inhibicion. Se han reportado que B. subtilis, B. amyloliquefaciens y B.
cereus producen compuestos organicos volatiles que inhiben el desarrollo de hongos
fitopatdgenos. En general los volatiles se clasifican en el grupo de alcoholes, cetonas
y benzotiazoles (Grahovac et al., 2023). Si bien, en este estudio no se identificaron
los compuestos organicos volatiles es probable que el efecto observado en A. solani
se deba a metabolitos previamente reportados para el género Bacillus sp. Finalmente,
es necesario identificar los compuestos organicos volatiles sintetizados por los
aislados Bacillus sp. CIS45, CIS49, CIS52, CIS53 y CIS54.
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Conclusion

Los bacilos estudiados inhiben el desarrollo de los hongos fitopatégenos, siendo
Bacillus sp. CIS49 el aislado que muestra mayor efecto inhibitorio contra F.
verticillioides, este efecto podria deberse a lipopéptidos de la familia de las fengicinas.
Respecto a los volatiles, A. solani es inhibido por los compuestos organicos volatiles
sintetizados por Bacillus sp. CIS45, CIS49, CIS52, CIS53 y CIS54. En general, los
lipopéptidos inhiben el desarrollo de F. verticillioides y los compuestos organicos
volatiles inhiben el desarrollo de A. solani.
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