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3.- RESUMEN

Diferentes estudios a nivel mundial han demostrado que organismos como las bacterias,
hongos, plantas, corales y algas tienen la capacidad de producir metabolitos secundarios con
propiedades bioldgicas interesantes como la antibacteriana, antiflngica, antitumoral,
hipocolesterolémica, inmunosupresora, antiparasitaria, herbicida, insecticida, entre otras. La
diversidad bacteriana en particular, ha resultado bastante prometedora, pues los metabolitos
secundarios producidos por algunas especies presentan actividad frente a patdégenos de
plantas y animales y, por tanto, representan una alternativa biotecnolégica para la industria,
la medicina y la agricultura.

El género bacteriano Bacillus spp. es uno de los que mas han llamado la atencién de la
investigacion cientifica debido a su capacidad para producir toxinas, enzimas y metabolitos
secundarios con actividad antifungica, antibacteriana, antiviral, estimuladora de crecimiento
vegetal y activadora de mecanismos de resistencia en plantas. Por tanto, en este proyecto el
objetivo fue extraer metabolitos secundarios de cepas de Bacillus thuringiensis y Bacillus
cereus aisladas de diferentes suelos de la Republica Mexicana, con la finalidad de evaluar su
actividad antifangica frente a los hongos Bipolaris sp., Fusarium equiseti, Fusarium
avenaceum, Fusarium oxysporum, Mucor sp., Paecilomyces sp. y Penicillium sp., todos ellos
descritos en la literatura como fitopatdgenos. Tal actividad antifingica se evalué mediante el
ensayo de difusion en agar, y los resultados obtenidos evidenciaron que s6lo algunas cepas
de las especies de B. thuringiensis y B. cereus son productoras prolificas de metabolitos

secundarios con actividad antifungica frente a fitopatdgenos.



2.- MARCO TEORICO

México cuenta con una diversidad biolégica que lo hace figurar dentro de los 17 paises
“megadiversos” del mundo, sin embargo, solo una pequefia porcion de su biodiversidad ha
sido explorada con el objetivo de identificar sustancias bioldgicamente activas como los
metabolitos secundarios®.

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular sintetizados por un
grupo muy reducido de organismos terrestres y marinos que incluyen a las bacterias, hongos,
plantas, corales, esponjas, ascidias, briozoo y algas? (Figura 1). Su produccion se lleva a cabo
en el metabolismo secundario que inicia con intermediarios metabolicos comunes que pasan
por vias enzimaticas codificadas en genes especificos del organismo (de ahi que su sintesis
tienda a depender del género, especie e incluso la cepa a la que pertenece). Los metabolitos
secundarios se caracterizan también por poseer estructuras sofisticadas, mecanismos de
accion complejos y vias de sintesis energéticamente caras; sin embargo, su produccién resulta
una inversion por parte del organismo productor, pues éstos le pueden servir como un
mecanismo de defensa frente a otros organismos o como reguladores de los procesos de
diferenciacion celular®.

La exploracion de algunas especies vegetales originarias de México ya ha permitido el
aislamiento de metabolitos secundarios con actividades bioldgicas interesantes, pero es la
diversidad microbiana la que ha resultado mas atractiva de explorar debido a que organismos
como las bacterias y hongos han mostrado un gran potencial como agentes de control
bioldgico y como productores de metabolitos secundarios a los que se les ha dado una
aplicacion en el campo de la medicina, la industria o la agricultura®.

Desde el siglo pasado algunas subdisciplinas de la biotecnologia han centrado su atencién
en la identificacion de nuevas especies microbianas que posean la capacidad de sintetizar
compuestos bioactivos® con los que se puedan crear productos como los siguientes:

- Nuevos antimicrobianos.  Antibacterianos, antimicéticos, antivirales y

antiparasitarios que atiendan al emergente desarrollo de patdgenos multirresistentes
y ofrezcan una alternativa a los antimicrobianos actuales que poseen efectos adversos
severos®.

- Nuevos farmacos distintos a los antimicrobianos. Varios compuestos bioactivos

producidos por organismos bacterianos y fungicos son utilizados actualmente como



Figura 1. Ejemplos de organismos productores de metabolitos secundarios. 1A. Aplysina aerophoba
(esponja); 1B. Bugula neritina (briozoo); 1C. Sinularia arborea (coral); 1D. Laurencia grandulifera
(alga); 1E. Styela clava (ascidia); 1F. Taraxacum officinale; 1G. Aspergillus niger; 1H. Bacillus

licheniformis.




farmacos antitumorales, antimigrafiosos, inmunosupresores, hipocolesterolémicos e
inhibidores enzimaticos’; sin embargo, es necesario continuar aislando nuevas
moléculas que pudieran tener mecanismos mas especificos o nuevas propiedades
farmacoldgicas.

- Sustancias de origen natural que puedan utilizarse para la preservacion de los
alimentos y bebidas. Siendo una alternativa para contrarrestar el uso de conservadores
quimicos y antibiéticos en la alimentacion®,

- Bioplaguicidas. Altamente especificos contra plagas agricolas objetivas y que
representen el menor riesgo para el medio ambiente y las personas®.

Los bioplaguicidas son unos de los productos mas importantes a desarrollar puesto que
las enfermedades de las plantas contintan siendo una gran preocupacion para la humanidad
al afectar la produccion agricola, la industria (alimentaria, cosmética, farmacéutica), la
floricultura, el medio ambiente y la economia de los paises. Estos productos se desarrollan
con base en los agentes microbianos de control bioldgico o sus derivados como son toxinas
y metabolitos secundarios, los cuales pueden ser mas eficientes, biodegradables y con menor
toxicidad para el ambiente y los organismos que no son blanco®®

Diversas investigaciones realizadas a nivel nacional han encontrado ya varias alternativas
de control bioloégico de plagas. Entre los microorganismos que figuran dentro de estas
alternativas estan los baculovirus, hongos del geénero Trichoderma spp. y especies
bacterianas rizosferas. Dentro de estas ultimas estan algunas pertenecientes al género

Bacillus spp. como B. thuringiensis y B. cereus® 1,

2.1 Género Bacillus spp como agente de control bioldgico

El género bacteriano Bacillus spp. incluye a un gran
numero de especies de bacilos grampositivos,
aerobios, moviles, catalasa positiva, de hemolisis
variable y con capacidad para formar endosporas de

morfologia  esférica, ovalada, elipsoidal o

cilindrica®!? (Figura 2).

Figura 2. Tincion de Gram de BaC|IIus sp.

Dentro del género Bacillus spp. se encuentran
especies consideradas buenas candidatas como agentes de control bioldgico (B. brevis, B.



subtilis, B. thuringiensis, B. liqueniformis, B. megaterium, B. pumilus, B. circulans, B.
amyloliquefaciens, entre otras) debido a que poseen caracteristicas como las siguientes:

- Son microorganismos altamente ubicuos pues se distribuyen ampliamente en el
ambiente, siendo encontrados principalmente en suelos agricolas, raices de las
plantas, agua dulce y salada, ademéas de materia vegetal en descomposicion.

- Poseen la capacidad de esporular que les confiere una alta viabilidad y capacidad de
diseminacidn, pues las esporas pueden transportarse por largas distancias a través de
corrientes de aire, hasta encontrar las condiciones 6ptimas para su crecimiento®®,

- Presentan potencialidad como solubilizadores de fosfatos y fijadores de nitrogeno
atmosférico. Ademas de que se ha demostrado su utilidad como promotores del
crecimiento vegetal®.

- Son productores de antibidticos, toxinas, quitinasas, proteasas y metabolitos
secundarios. Estos dltimos ejercen una amplia accion antifungica, antibacteriana,
antiviral, antitumoral, herbicida, insecticida y antiparasitaria; ademas de que
constituyen moléculas estimuladoras de crecimiento vegetal y activadoras de
mecanismos de resistencia en plantas®?.

El potencial de algunas especies del género Bacillus spp. consideradas agentes de control
bioldgico de fitopatdgenos, recae principalmente en su capacidad para secretar una gran
variedad de metabolitos secundarios con actividad antifingica y antibacteriana®*.

2.2 Metabolitos secundarios de Bacillus spp.

Dentro de los metabolitos secundarios producidos por especies de Bacillus spp. se encuentran
cuatro familias: bacteriocinas, lantibidticos, lipopéptidos y policétidos®?.

La produccidn de estos metabolitos es muy sensible a factores ambientales o a las
condiciones de cultivo, y por tanto, su produccion in vitro depende de la composicion del
medio de cultivo en el que se hace crecer al microorganismo productor?®.,

Las bacteriocinas son péptidos con actividad bactericida que son producidos por sintesis
ribosomal y segregados por un gran nimero de especies bacterianas como un mecanismo
para inhibir el crecimiento de otras bacterias con las que compiten por el espacio y la fuente
de nutrientes®’. Pueden presentar pesos moleculares, propiedades bioquimicas, espectros y
mecanismos de accion variables'?. Diversas especies del género Bacillus spp. producen

bacteriocinas como la liquenina, megacina, coagulina y cereina. Algunos de estos péptidos y



otros producidos por bacterias acido lacticas, han mostrado una gran capacidad para el
control de bacterias patdgenas de los alimentos, hecho que ha permitido su empleo como
bioconservadores de alimentos y bebidas. Las bacteriocinas también han sido empleadas
como agentes de control bioldgico de bacterias fitopatdgenas y como precursores de
antibioticos®®,

Los lantibidticos son péptidos antibidticos dentro de los que se encuentran a la subtilina
y bacilisina. La primera es un lantibidtico pentaciclico de 32 aminoacidos producido por B.
subtilis. La segunda, por su parte, es un dipéptido compuesto de L-alanina y el aminoécido
inusual L-anticapsina en el que recae su actividad antibiotica, pues éste es liberado por accion
de las peptidasas y entra a las células susceptibles a través de permeasas, siendo conocida por
su actividad antibacterial y antifngica. Existen otros lantibidticos tales como mersacidina,
sublancina, subtililosina Ay ericina®2,

Los lipopéptidos son compuestos anfifilicos sintetizados no ribosébicamente que exhiben
un amplio espectro antimicrobiano debido a su actividad surfactante. Comparten una
estructura ciclica comun que consiste en un acido graso B-amino o B-hidroxilo integrado a
un residuo peptidico. Las diferencias en la secuencia aminoacidica y la ramificacion del acido

graso permiten la clasificacion de los lipopéptidos en tres familias Ilamadas iturinas,

fengicinas y surfactinas®®. OH
. - . HaN- 20
- lturinas: Son un grupo de heptapéptidos unidos a : m H "
. . . N 2
acidos grasos B-amino que se caracterizan por oo N 1o l\g

exhibir una alta actividad antifungica y moderada N

. . ) . o
actividad antibacterial. Dentro de esta familia HN~"0
Ho,, NJ\,N N Yo
estan la iturina A, la micosubtilina y la H G W/S%
Hoo ©

bacilomicina (Figura 3). Su mecanismo de accion

Figura 3. Bacilomicina

consiste en interactuar con las membranas
fangicas, creando canales transmembrana que permiten la liberacion de iones vitales e
impiden el crecimiento de los hongos. La iturina A muestra especificamente una fuerte
actividad antibacteriana y un amplio espectro antifungico, haciéndolo un ideal y potente
agente de control bioldgico. La basilomicina y micosubtilina poseen una actividad
antifungica poderosa y la capacidad de suprimir el crecimiento de hongos
fitopatogenos®.
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- Fengicinas: Son decapéptidos con un acido graso B-hidroxilo que muestra propiedades
inusuales como resultado de la presencia de ornitina en la porcion peptidica. Presentan

actividad antifungica principalmente frente a hongos filamentosos®®.

Surfactinas: Consisten en heptapéptidos que

contienen un acido graso B-hidroxilo con un
numero de carbonos que va de los 13 a los 15 H . 0 0 0 HI\)\OH
(Figura 4). Muestran amplia actividad | © H H “

antiviral y anti-micoplasmica pero moderada | \gj\\ﬁ 0 o H 0
actividad antifungica. Poseen una actividad

biosurfactante excepcional que provoca

Figura 4. Surfactina

dafios subletales a nivel de la membrana de

los microorganismos sensibles, permitiendo asi, un acceso mas facil a las iturinas; por lo

anterior se dice que las surfactinas e iturinas muestran una actividad sinérgica .

Los policétidos forman otra familia de los metabolitos secundarios que poseen relevantes
actividades biologicas. Su sintesis es de tipo no ribosomal mediante vias que inician con
precursores del acetil-CoA'?. Dentro de los

OH

policétidos se encuentran la dificidina y las
macrolactinas. La dificidina presenta una amplia
actividad antibacterial debido a que inhibe la
sintesis proteica. Las macrolactinas son otros

metabolitos con actividad antibacterial; se han HO

HO =

Figura 5. Macrolactina A

descrito al menos 17 de ellas, siendo la

macrolactina A una de las mas importantes

debido a su efectividad contra patogenos Grampositivos?! (Figura 5).

Una de las especies del género Bacillus spp. mas reconocidas por su potencial como
agente de control bioldgico es B. thuringiensis. Esta propiedad recae principalmente en su
capacidad para sintetizar toxinas, enzimas y metabolitos secundarios que actan contra otras
bacterias, hongos, insectos y nematodos. B. cereus es también una especie poseedora de
propiedades como las de B. thuringiensis pero no muy aplicada como agente de control
biolégico.
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2.3 Bacillus thuringiensis como especie biocontroladora
B. thuringiensis es un ejemplo de agente de control bioldgico, cuyo habitat principal es el
suelo, donde es considerado parte de la poblacion bacteriana zimogena, aunque también ha
sido aislada de superficies de plantas y cadaveres de insectos!?. Su ciclo de vida es
relativamente sencillo. Cuando los nutrientes y las condiciones ambientales son suficientes

para crecer, las esporas germinan produciendo células vegetativas que crecen y se reproducen

por fisién binaria. Las células contintan

Espora

multiplicandose hasta que uno 0 mas nutrientes \ % Cristal
se vuelven insuficientes para continuar su /

crecimiento vegetativo. Bajo esas condiciones,
la bacteria esporula produciendo una

endospora y un cuerpo parasporal o cuerpo de /' :

inclusion (cristal) en donde radica su actividad [Figura 6. Bacillus thuringiensis, en fase estacionaria

de crecimiento, visto en microscopio de contraste def
fases a 1.000x %2.

bioinsecticida (Figura 6).

Como ya se habia mencionada, B.
thuringiensis es una especie bien conocida por su actividad bioinsecticida frente a estadios
larvarios de algunos organismos pertenecientes al orden de los lepidopteros, dipteros,
coledpteros e himendpteros?.

Un mecanismo de accién bioinsecticida de B. thuringiensis consiste en la ingesta de los
cristales formados durante su fase de esporulacion. Estos cristales estan formados por unas
pro-toxinas llamadas Cry, los cuales se solubilizan en el ambiente alcalino del intestino medio,
y esto da paso a la activacion de las pro-toxinas mediante su digestion proteolitica. Las toxinas
Cry ya activas se unen a los receptores (glicoproteinas o glicolipidos) localizados en las
microvellosidades de las células epiteliales del intestino medio?. Para algunas toxinas se han
descrito al menos cuatro diferentes sitios de unién en diferentes insectos del orden lepidoptero:
una proteina tipo caderina (CADR), una N-aminopeptidasa (APN) anclada a glicosil
fosfatidil-inositol (GPI), una fosfatasa alcalina anclada a GPI (ALP) y una proteina
glicoconjugada®. Después de la union, la toxina adopta una conformacion que permite su
insercion en la membrana celular y su posterior oligomerizacion que da paso a la formacion
de poros?. Los poros formados permiten el paso de diversos cationes monovalentes hacia el

interior de las células intestinales provocando la despolarizacion de la membrana plasmética
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y la entrada de agua hasta la lisis celular. Cuando un numero suficiente de células se han
destruido, el epitelio del intestino medio pierde su integridad, se da una colonizacién de los

tejidos del insecto y éste muere a causa de una septicemia? (Figura 7).

A B Crystals dissolve and C Toxins bind to gut
Crystal toxins activate receptors |
Protoxin m.l .
- o t
Spore ‘ Receptors T Gl‘l;er;g::g:!nne
Endotoxin =l

Activated
toxin

D Spores germinate and
bacteria grow

Bacteria

Figura 7. Accién bioinsecticida de la toxina Cry de Bacillus thuringiensis

Otro mecanismo bioinsecticida de B. thuringiensis comienza cuando sus esporas son
ingeridas por las larvas y llegan al intestino para comenzar su proceso de germinacion. Las
células vegetativas resultantes modifican su superficie celular y sintetizan péptidos
antimicrobianos (PAMs) para protegerse de las sustancias antibioticas sintetizadas por la
propia larva y por las bacterias habitantes de su intestino?®. Frecuentemente la presencia de B.
thuringiensis en el intestino puede producir la parlisis del intestino medio que detiene la
alimentacion y evita su salida por accion del movimiento peristaltico. Posteriormente, da paso
al ataque de la integridad de la larva mediante la produccion de fosfolipasas, siderdforos,
enterotoxinas, proteasas como la metaloproteasa InhA2 y quitinasas®” 28,

Las quitinasas de B. thuringiensis ademas de producir la degradacion de la quitina que
forma parte de la membrana que recubre al intestino medio de las larvas?, también ejercen su
efecto degradante sobre la quitina componente del exoesqueleto de insectos y la pared celular
de los hongos. Por tanto, estas enzimas desarrollan funciones de defensa, nutricion y
patogénesis?®.
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B. thuringiensis es también una cepa productora de metabolitos secundarios como la
melanina, zwittermicina A (Figura 8), bacteriocinas y siderdforos. La zwitermicina A es un
poderoso antibidtico y antifingico, y un potenciador de la actividad insecticida de las
proteinas Cry. La turicina, toquicina, entomocina y bacturicina son ejemplos de las
bacteriocinas que produce, las cuales presentan variados espectros de actividad
antimicrobiana. Por otro lado, la bacilibactina y petrobactina son ejemplos de sus sider6foros

que actlian como quelantes del ion hierro y lo introducen a su interior'?,

j\ q  OH NH, NH,
N ’
HNT N ;
O OH OH OH OH
o NH2 Figura 8. Zwittermicina A

2.4 Bacillus cereus como especie biocontroladora
Al igual que otras especies del género Bacillus spp. B. cereus se encuentra en el suelo y se

puede aislar de paja y arroz. De hecho, es fenotipica y genotipicamente similar a B.
thuringiensis®, la Unica diferencia establecida entre ambas bacterias es el contenido en sus
plasmidos, por ejemplo, la presencia de plasmidos que codifican las toxinas insecticidas de B.
thuringiensis®’. Es por esto que B. cereus no tiene la capacidad de sintetizar toxinas con
actividad insecticida pero si tiene la capacidad de producir enzimas proteasas y quitinasas con
actividad sobre la quitina componente de insectos y paredes celulares de hongos®?; asimismo,
puede producir metabolitos secundarios como la zwitermicina A, sideréforos como
bacilibactina y petrobactina, bacteriocinas como turicina y entomocina, ademas de toxinas
involucradas en los procesos infecciosos que producen a nivel gastrointestinal*2.

Como ya se ha mostrado anteriormente, las enzimas, toxinas y metabolitos secundarios
secretados por especies del género Bacillus spp. las hacen aptas para su uso como agentes de
control bioldgico de organismos fitopatdgenos.

2.5 Control de fitopatdgenos

Se estima que anualmente, al menos el 10% de la produccion agricola mundial se pierde
debido a enfermedades pre y pos-cosecha®. Patgenos como los virus, bacterias, nematodos,
insectos y hongos son los principales causantes de las enfermedades pre-cosecha; mientras
que en la post-cosecha estan involucrados factores como la senescencia, la transpiracion,

infecciones fingicas, dafios mecanicos, estado fisioldgico e inadecuado almacenamiento?.
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Los problemas fitosanitarios causados por patdgenos son los que mas causan
preocupacion para la humanidad, pues acarrean consecuencias como las siguientes: 1) el
compromiso de la seguridad alimentaria de los paises, principalmente la de aquellos en vias
de desarrollo donde hay un répido crecimiento de la poblacién, una pobreza endémica y, por
tanto, una escasez de recursos dirigidos al estudio y tratamiento de estas enfermedades; 2)
incremento de los costos de produccion agricola, pues existe la necesidad de implementar
estrategias adicionales para el control de los organismos patogenos y la disminucién de su
efecto sobre las cosechas; 3) pérdidas posteriores a la cosecha por afeccion durante el
almacenamiento y la comercializacion; 4) dafio a materias primas de origen vegetal usadas
en la produccién de farmacos, cosméticos y alimentos; 5) dafios ambientales pues el
tratamiento quimico convencional de estos patogenos afecta a la vida silvestre, polinizadores,
enemigos naturales de los patégenos; la calidad del agua y el suelo, ademas de que genera
especies altamente resistentes a los tratamientos convencionales; 6) dafios sociales, ya que el
uso de plaguicidas se asocia a intoxicaciones y muerte de agricultores asi como a efectos
cancerigenos y teratogénicos%,

Actualmente, con el objetivo de prevenir las enfermedades producidas por organismos
patdgenos en los cultivos, se ha recurrido a medidas como el aislamiento de las plantas, la
seleccidn de practicas de cultivo apropiadas, el uso de variedades resistentes a enfermedades,
asi como el uso de agentes de control quimico (aln con sus consecuencias), fisico y
biol6gico®. El control bioldgico es una practica amigable con el ambiente, pues consiste en
enfrentar al patogeno directamente con su ‘“enemigo” natural y/o sus metabolitos
secundarios, para asi generar su eliminacion en el cultivo®. Otro beneficio de los agentes de
control bioldgico es que no sélo actlan sobre la planta viva, sino que mantienen sus efectos
durante la etapa de post-cosecha del producto y su almacenamiento®*. Los estudios con
bacterias para el control biologico de enfermedades y la estimulacion del crecimiento vegetal
se han enfocado a especies rizésferas, especialmente algunas pertenecientes al género
Bacillus spp. debido a su capacidad para producir toxinas, enzimas hidrolasas y metabolitos
secundarios con actividad antifungica, antibacteriana, antiviral, estimuladora de crecimiento
vegetal y activadora de mecanismos de resistencia en plantas.

Es por ello que se debe aprovechar el potencial de los agentes de biocontrol para la
contencion de los organismos fitopatdgenos, pues estos son los organismos responsables del
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50% de las enfermedades pre y post-cosechas, y su incidencia va en aumento debido a que
su control se dificulta como resultado de su variabilidad genotipica, ademas del desarrollo de
mecanismos de patogenicidad y de resistencia °.
2.6 Hongos fitopatdgenos

Los hongos fitopatdgenos son aquellos que causan dafio a los productos agricolas antes o
después de la cosecha y durante su almacenamiento®. Su alta proliferacion y propagacion,
asi como su periodo corto de latencia y su capacidad para secuestrar nutrientes y producir
compuestos fitotdxicos, son algunas de las razones por las que causan dafio a las plantas y
sus productos®. Es preciso mencionar que hay otros factores ajenos a los hongos que también
favorecen las infecciones, como son las condiciones ambientales (climaticas y de
almacenamiento) y la ausencia de resistencia a patgenos por parte de las plantas®*.

Los hongos fitopatdgenos pueden ser clasificados en dos tipos segin su sitio de
infeccién: aquellos que infectan a las hojas, tallos y productos, y aquellos que proliferan en
la raiz de la planta®. Los sintomas que producen las infecciones causadas por hongos en las
plantas pueden ser manchas foliares, putrefaccion y tumoraciones de la raiz. Estos sintomas
a largo plazo pueden llevar a la atrofia de la planta, disminucion de su vitalidad,
improductividad y su muerte®.

Una amplia gama de hongos ha sido caracterizada como causante del deterioro de
productos agricolas, siendo los mas comunes los integrantes de los géneros Alternaria spp.,
Botrytis spp., Diplodia spp., Monilinia spp., Penicillium spp., Colleototrichum spp.,
Phomopsis spp., Fusarium spp., Rhizopus spp., y Mucor spp *°.

Los hongos patdgenos de las plantas normalmente no causan enfermedades a los
humanos y animales; sin embargo, les pueden ser peligrosos debido a que producen unos
metabolitos toxicos llamados micotoxinas que se pueden acumular en materiales o alimentos
de origen vegetal y de esta manera estar en contacto con ellos y producirles algin dafio®. La
produccion de las toxinas puede ocurrir durante el cultivo, la cosecha o el almacenamiento
de los granos y forraje cuando las condiciones ambientales son favorables (temperaturas altas
y humedad). Las micotoxinas mas significativas son las aflatoxinas (AFT), cratoxinas Ay B
(OT), deoxinivalenol (DON), zearaleone (ZEN), toxina T-2 y las fumonisinas (FBs) 4.

2.7 Descripcidn de los hongos utilizados en el estudio
Mucor spp.
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Las especies de Mucor habitan el suelo pudiendo sobrevivir como esporangiosporas en los
cinco centimetros mas altos del suelo. Son conocidas por ser patdgenos post-cosecha de
frutos como la manzana, pera, fresa, durazno, nectarina, guayaba y jitomate (Figura 9). Estos
organismos actlan como parasitos de macro y micro heridas causadas en el fruto
principalmente durante la manipulacion anterior al almacenamiento. Se ha descrito la
posibilidad de que sus esporas se propaguen por el agua de los tanques a nivel del suelo,
haciendo de ellos otra fuente importante de infeccion.

La temperatura Optima de crecimiento de las especies de Mucor spp. es de 20°C; sin
embargo, sus esporangiosporas tienen la capacidad de tolerar bajas temperaturas y por tanto
germinan y crecen a temperaturas iguales o inferiores a 0°C, lo que da paso a la pudricién de
la fruta aun en almacenamiento frio. Las especies mas importantes de este género son M.

piriformis, M. mucedo, M. hiemalis, M. strictus, M. racemosus y M. circinelloide®.

En México se ha reportado también qué especies del género Mucor causan dafio al silage

de maiz y por tanto disminuyen su valor nutricional“.

Figura 9. Pudricion de durazno po
Mucor sp.
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Fusarium spp.

Las especies de Fusarium han sido aisladas de una gran variedad de suelos en muchas

regiones climéaticas del mundo. Dentro de este género existen diversas especies que son

consideradas patogenas pre y post-cosecha de cereales (como el trigo, triticale, sorgo, mijo),

tubérculos como la papa y hortalizas** **. En México causan dafio al silage de maiz al igual

que las especies de Mucor spp*°.

Las especies de Fusarium son conocidas tambien por
producir una amplia variedad de micotoxinas como los
tricotecenos, dentro de los que se encuentra al DON
(deoxinivalenol), que es el mas frecuentemente detectado
en granos a nivel mundial. La toxina T-2, asi como el
tricoteceno A, también forman parte de este grupo y son
considerados los mas toxicos. Algunas otras micotoxinas
de Fusarium son zearalenona, fusacromanona, wormanina
y moniliformina*. Dentro del género Fusarium
encontramos a especies de importancia agricola como: F.

avenaceum, F. equiseti y F. oxysporum.

Figura 10. Marchitez vascular en
jitomate (Solanum lycopersicum) por

Fusarium oxysporum

- Fusarium avenaceum: es una especie comun que habita plantas vivas 0 muertas y que

estd ampliamente asociada a la pudricion de las raices de una gran variedad de cereales.

Posee la capacidad de sintetizar micotoxinas como moniliformis, bauvericina y

enniantinas®.

- Fusarium oxysporum: es una especie sapréfita abundante en suelo y materia organica,

ademas de que se encuentra alrededor del mundo en la rizésfera de muchas especies de

plantas. Este hongo tiene numerosas formas especializadas (f.sp.) que pueden ser

patégenas o no. Las formas patdgenas infectan a un gran rango de plantas causando

enfermedades como marchitez vascular y la pudricion de la raiz y bulbos. Entre las

plantas que a las que afectan estan la de jitomate (Solanum lycopersicum)*(Figura 10),

romero (Rosmarinus officinalis)®®, platano (Musa paradisiaca)*’, lechuga (Lactuca

sativa) etc. Las formas no patdgenas estan presentes en la rizésfera de la planta pero no

invaden al sistema vascular®.
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- Fusarium equiseti: es una especie saprdfita del suelo asociada a enfermedades que
afectan a frutos y tejidos de plantas de importancia economica®®. En la lista de
organismos a los que afecta estan cereales (trigo, triticale, maiz, arroz), esparragos,
algoddn, jitomate, cebolla, melén, comino, ginseng, entre otros*. Este hongo infecta a
laraiz y corona de las plantas; ademas de que puede causar deterioros al fruto, tubérculos
y semillas. Se sabe también que esta especie es productora de metabolitos secundarios
toxicos (micotoxinas) que exhiben actividad cito y fitotoxica®.

Penicillium spp.

Este género cuenta con una variedad de especies

consideradas saprofitas del suelo. Su alta ubicuidad lo hace

una amenaza para la sanidad de los alimentos, pues algunas

especies producen la podredumbre verde y azul en citricos y

la podredumbre azul en manzanas, uvas y peras (Figura 11).

De hecho, a escala mundial Penicilium spp. es una de las

Figura 11. Podredumbre azul en limoén
(Citrus limon) por Penicillium sp.

principales causas de podredumbre en citricos como la

naranja. Otra de las caracteristicas de sus especies es su
capacidad para producir toxinas®.

Bipolaris spp.

El género Bipolaris spp. esta formado por especies
habitantes del suelo, de las cuales algunas pueden ser

fitopatdgenas de cereales como el arroz (Zizania

palustris) y el trigo®L. Patégenos como B. zorokiniana

Figura 12. Conidi6foro de Bipolaris zorokiniona

(Figura 12) pudren a las raices, causan manchas en las

hojas, decaimiento de plantulas y dafios a los granos®?.
Paecilomyces spp.
Las especies de Paecilomyces spp. se han aislado a partir de suelo, restos vegetales y frutas.
Usualmente se le ha considerado como contaminante pero puede infectar tejidos vegetales
comprometidos por factores de estrés. Algunas especies de éste género han mostrado también
la capacidad de actuar como agentes de control biolégico.

Para combatir de manera eficiente estas enfermedades pre y post-cosecha y todas sus

consecuencias, es necesaria la identificacion rapida y precisa del organismo causal, la
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estimacion de la severidad de la enfermedad y su efecto en el cultivo, asi como la
identificacion del mecanismo de dafio del patgeno®2.

El control biologico o el uso de microorganismos antagénicos como las bacterias,
hongos y levaduras ha surgido como una alternativa viable para el control de enfermedades
pre y post-cosecha®®. El género Bacillus spp. es uno de los que mas se han utilizado para el
control bioldgico de fitopatdgenos debido a que, como ya se ha mostrado anteriormente,
cuenta con el potencial para sintetizar metabolitos con diversas actividades. Asimismo, las
caracteristicas de resistencia de sus endosporas permiten su facil formulacion en productos

estables?.

20



3.- MARCO DE REFERENCIA

Demain en 1999 comentd que la diversidad bacteriana es una fuente importante de
metabolitos secundarios con actividades bioldgicas interesantes como la antibacteriana,
antifingica, hipocolesterolémica, inmunosupresora, antiparasitaria, herbicida e insecticida,
asimismo, indico que era necesario utilizar estos metabolitos secundarios ya identificados para
crear productos con los cuales cubrir diferentes necesidades en el area médica, alimenticia y
agricola’. En ésta Ultima area es en donde Strange y Scot en 2005 afirmaron que gran parte de
la produccion agricola mundial se pierde debido a enfermedades pre y post-cosecha, siendo
los hongos los responsables del 50% de ellas®. Sin embargo, Mari y colaboradores, reportaron
en 2007 que a nivel mundial es muy importante reducir el uso de fungicidas quimicos, de tal
manera que es preciso desarrollar métodos de control alternativos que sean compatibles con
el medio ambiente y la salud humana®.

En 2009 Sherma y colaboradores reportaron que el control biolégico o el uso de
microorganismos antagonicos como las bacterias, hongos y levaduras ha surgido como una
alternativa viable para el control de enfermedades pre y post-cosecha*. Desde 2002, estudios
como los de Wulff y colaboradores reportaron que el género Bacillus spp. cuenta con el
potencial para sintetizar metabolitos con actividad antifungica y antibacteriana que han
utilizados en control bioldgico de fitopatdgenos®. Su capacidad para formar endosporas les
otorga una alta viabilidad comparada con células vegetativas, ya que son resistentes a la
desecacion y al calor, pudiéndose formular facilmente en productos estables?,

Romero y colaboradores en el 2006, utilizando la resina adsorbente de Amberlita XAD
16®, lograron extraer, aislar y caracterizar metabolitos secundarios con actividad antibacterial
como el compuesto 7-O-malonyl macrolactin A activo contra Staphylococcus aureus
resistente a meticilina, y con actividad antiflingica®’. Seis afios después, en 2012, Sierra y
colaboradores extraen los metabolitos secundarios de varias cepas bacterianas para evaluar su
efecto antibacteriano, antifingico e insecticida, concluyendo que las cepas pertenecientes al

género Bacillus spp. son productoras prolificas de diversas sustancias bioactivas®.
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4.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

México, a pesar de ser considerado uno de los paises con mayor diversidad biologica del
mundo, no ha enfocado suficientes esfuerzos a la exploracion de la diversidad microbiana
con el objetivo de identificar cepas productoras de metabolitos secundarios a los que se les
pueda dar una aplicacién biotecnolégica.

La identificacion e investigacion de metabolitos secundarios con actividades interesantes
contribuird al desarrollo de investigaciones cuya finalidad sea generar productos como
antibioticos u otros medicamentos, bioconservadores y bioplaguicidas. El desarrollo de estos
Gltimos es uno de los objetivos mas importantes de alcanzar debido a que gran parte de la
produccion agricola nacional se ve comprometida por el ataque de organismos patogenos
(principalmente hongos).

Por lo que nos planteamos la siguiente pregunta cientifica:

¢Sera posible identificar cepas de B. cereus y B. thuringiensis con la capacidad para
producir metabolitos con actividad antiflngica frente a hongos fitopatdgenos como F.
oxysporum, F. avenaceum, F. equiseti, Mucor sp., Paecilomyces sp., Bipolaris sp. y
Penicillium sp.?
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5.- JUSTIFICACION

La pérdida de la produccion agricola debida principalmente al atague de hongos fitopatdgenos
es un aspecto que debe ser tratado de manera urgente debido a la importancia que tiene la
agricultura en nuestro pais en cuanto al cubrimiento de la demanda alimentaria de la
poblacion, asi como la de exportacion. Es necesario entonces el desarrollo de nuevos
productos basados en la aplicacion de agentes de control bioldgico de fitopatdgenos. El uso
de estos productos permitird sustituir paulatinamente el uso de los plaguicidas quimicos
tradicionales, lo que dara paso a la proteccién ambiental y social, asi como un aumento en la
productividad y la exportacién de nuestros productos a otros paises por estar libres de
contaminantes.

La utilizacion de microorganismos en el control biolégico de plagas y enfermedades de
las plantas resulta una alternativa atractiva, pues su aplicacion directa, la de sus derivados o
sus metabolitos secundarios ya han demostrado ser eficaces en el control de plagas agricolas,
sin causar dafios graves al ambiente. Por lo tanto, en este proyecto se buscé obtener extractos
de metabolitos de diferentes cepas de B. thuringiensis y B. cereus y posteriormente evaluar su
efecto antifungico sobre hongos reportados como fitopatégenos.
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6.- OBJETIVOS

Objetivo general:

e Evaluar el efecto antifingico de los diferentes extractos obtenidos de una coleccion de
cepas de B. thuringiensis y B. cereus aisladas de muestras de suelo.

Objetivos particulares:

e Aislamiento e identificacion de hongos filamentosos mediante morfologia
macroscopica y microscopica (microcultivo), de muestras vegetales.

e Obtener extractos secos de una coleccion de cepas de B. thuringiensis y B. cereus
mediante la resina adsorbente Amberlita XAD-16®.

e Evaluar el efecto antifingico de los diferentes extractos obtenidos de una coleccion
de cepas de B. thuringiensis y B. cereus sobre F. oxysporum, F. avenaceum, F.

equiseti, Penicillium sp., Paecilomyces sp., Mucor sp. y Bipolaris sp.
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7.- DISENO DE LA INVESTIGACION
a. Tipo de estudio: Descriptivo, transversal, experimental y prospectivo.
b. Universo de estudio: Cepas de B. thuringiensis y B. cereus aislados del suelo de
diferentes regiones de la Republica Mexicana.
c. Tamafio de muestra:
-27 cepas de B. thuringiensis
-23 cepas de B. cereus
-7 cepas de hongos filamentosos
d. Sede y lugar de estudio: Laboratorio de biotecnologia microbiana. Edificio 105B,
ciudad universitaria de la BUAP.
e. Criterios de seleccion:
o Inclusion:
-Aquellas cepas de B. cereus y B. thuringiensis que mostraron tener un efecto
antagénico previo contra las bacterias Klebsiella pneumoniae, Serratia
marcescens, Micrococcus luteus y Staphylococcus aureus.
-Hongos filamentosos de tipo fitopatdgenos necrotroficos no especializados.
f. Recursos humanos:
Maria Dolores Lépez Ramirez
Mauro Israel Almaraz Rosas
Estibaliz Sansinenea Royano
Recursos financieros: Beca de Proyecto VIEP 2015

Disefio estadistico: No paramétrica
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8.- METODOLOGIA

Para llevar a cabo el presente proyecto se siguio el diagrama 1.

b 4

Preparacion de
soluciones
acuosas de los
extractos

>

Diagrama 1. Diagrama general de trabajo

Organismos bacterianos utilizados

Los organismos bacterianos empleados en este trabajo fueron27 cepas de B. thuringiensis y

23 cepas de B. cereus; todas ellas aisladas a partir de muestras de suelo de diversas regiones
de la Republica Mexicana.

Los siete hongos filamentosos utilizados en este estudio son del tipo de los necrotréficos no
especializados aislados de diferentes tejidos vegetales.
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Produccidn y extraccion de metabolitos secundarios de las cepas bacterianas

La extraccion de los metabolitos secundarios de las cepas de
Bacillus spp. en estudio, se llevo a cabo mediante el uso de la
resina Amberlita XAD16N® (Figura 13), la cual es un polimero
no ionico e hidrofébico en forma de pequefas perlas blancas.
Su estructura entrecruzada, su fase continua y porosa, asi como

su gran area superficial y naturaleza aromatica le confieren la

capacidad de adsorber moléculas hidrofébicas de bajo y Figura 13. Resina Amberlita

mediano peso molecular a partir de solventes polares. Las XADI6N

resinas adsorbentes han ganado una importancia significativa en el area de recuperacion de
compuestos y particularmente antibidticos debido a las ventajas durante procesos de
produccion y recuperacion de bioproductos®, siendo utilizadas con éxito en la identificacion
y caracterizacion de antibioticos?. En este estudio se utilizaron 0.5 g de amberlita por cada
100 mL de caldo de cultivo tripticaseina de soya. La resina se lavo con 50 mL de agua
destilada y agit6 constantemente durante 30 minutos con el objetivo de retirar las sales que
contiene como conservadores. Posteriormente, la resina se lavo con 50 mL de metanol y agit6
por media hora mas para activarla y poder asi introducirla en el caldo al que previamente se
inocul6 con una asada de la cepa de B. thuringiensis o B. cereus (Figura 14 A-D). El cultivo
se incubd a 29°C durante 7 dias con una agitacion de 200 rpm, esto con el objetivo de que la
cepa llegara a su fase estacionaria y excretara los metabolitos secundarios. Después de este
tiempo, se recuper6 la Amberlita por decantacion y se colocé en un vaso de precipitado con
60 mL de metanol, se agit6é continuamente durante 20 minutos aproximadamente, hasta que
la Amberlita quedd de color blanco nuevamente y el metanol se hubiera coloreado. Este
metanol se centrifugd durante 5 minutos a 6000 rpm con el propdsito de obtener un
sobrenadante casi libre de células bacterianas. El sobrenadante, se coloco en matraz de bola
para evaporar hasta tener aproximadamente 10 mL del extracto, el cual se filtrd con
membranas de 0.45 um para eliminar esporas y células. Se evapor6 nuevamente hasta obtener
aproximadamente 4 mL del extracto y éste se colocé en recipientes individuales etiquetados
que fueron llevados a la estufa de secado durante 24 horas a 29 °C. Pasado este tiempo se

verificod que los residuos estuvieran completamente secos. Se rasparon los residuos del
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recipiente para obtener el solido del extracto y una vez obtenidos, se guardaron en tubos
rotulados (Figura 14 E-L).

A. Pesado de Amberlita B. Lavado con agua

| ':\‘f‘u.

D. Agregado de E. Incubacién F. Recuperacion de
Amberlita a caldo Amberlita

G. Tratamiento de H. Centrifugado del I. Evaporado
Amberlita con metanol
metanol

e

J. Filtrado K. Evaporado L. Secado
Figura 14 A-L. Proceso de extraccion de metabolitos secundarios de las cepas de B.
thuringiensis y B. cereus mediante el uso de la resina Amlberlita XAD16®.
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Muestreo de hongos filamentosos:

Se recolectaron muestras de origen vegetal como antéfilos (pétalos), cubiertas de frutos y
vegetales que presentaran zonas infectadas con crecimiento miceliar y que pudieran ir
acompafados de sintomas como manchas cloréticas (de color diferente al normal),
marchitez, sequedad o putrefaccion. Estas muestras se colocaron en bolsas plasticas con
cierre hermético y rotularon para su transporte al laboratorio. Una vez en el laboratorio,
se tomd una pequefa parte del micelio con una asa micoldgica y se deposito en una placa de
agar papa y dextrosa (APD) para su incubacion a 25°C por 5 dias. En los siguientes dias se
observd si hubo crecimiento de hongos. Posteriormente se realizaron las resiembras
necesarias hasta lograr el aislamiento de colonias.

Identificacion de hongos filamentosos

La identificacion de los hongos a nivel de género requirio de la observacion de su morfologia
macro y microscopica, para ello los hongos se cultivaron en APD a 25°C por 7dias. Después
de este tiempo, se identificaron las caracteristicas de las colonias, como son el aspecto,
pigmentacion, difusion del pigmento al medio, bordes, diametro, forma de crecimiento y
micelio vegetativo.

Para la observacion de la morfologia microscépica del hongo fue necesario realizar
un microcultivo (técnica de Ridell modificada). Esta técnica requiere de colocar dos palitos
de madera estériles en forma de “V” dentro de una placa petri vacia. Posteriormente colocar
un portaobjetos estéril sobre los palitos de madera, y proceder a cortar un cubo (1 cm? de
superficie y 20 mm de espesor) de a ADP. Este tltimo se coloca sobre el portaobjetos, y con
un asa micoldgica se inocula una pequefia porcion del hongo en cada uno de los lados del
cubo de agar. Se coloca un cubreobjetos sobre el agar y se verifica que se haya adherido.
Finalmente se agregan 5 mL de glicerol esteril al 10% en el fondo de la placa y se incuba a
25°C hasta observar crecimiento.

Cuando ya se observa crecimiento miceliar debajo del cubreobjetos, este se desprende y
se coloca sobre un portaobjetos al que previamente se le ha colocado una gota de azul de
lactofenol. Esta nueva preparacion se sella y se observa a microscopio con los objetivos de
10x y 40x, procediendo a observar estructuras fuangicas como hifas y esporas.

Preparacion de las soluciones de extractos
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Se prepararon soluciones de 30 mg de extracto seco con 100 pL de agua destilada estéril
(Figura 15). Antes de someter las soluciones a las pruebas de difusion en agar, es preciso
realizarles control de calidad para observar que no estén contaminadas aun con esporas
bacterianas. Para esto se empaparon discos de papel filtro estéril con cada una de las
soluciones y se colocaron en una placa de agar LB (Luria Bertani) para incubarlas a 29°C
por 24 horas. En caso de observarse crecimiento bacteriano alrededor de los discos, se
procedid a preparar nuevamente la solucion y someterla al mismo procedimiento de control
de calidad. Cuando las nuevas soluciones mostraban crecimiento bacteriano, esto indicaba
que el extracto seco era el contaminado, por lo que era necesario agregar aproximadamente

4 mL de metanol, disolver el extracto y repetir el proceso de filtrado y secado.

Figura 15. Pesado de e
preparacion de solucion acuosa de
extracto.

Preparacion de suspensién de esporas

Se sembré un pequefio fragmento del hongo en el centro de una placa con medio ADP y se
incubd a 25°C por 5 dias. Con un asa micoldgica se tomoO una pequefia porcion de la
superficie miceliar del hongo y se coloc6 en un tubo Falcon con 6 mL de caldo LB. La
fraccién de hongo inoculada al tubo se desintegré suavemente con ayuda del asa. Se agitd
vigorosamente por 30 segundos en un angulo de 45° y se dej6 en reposo en una gradilla para
conseguir que las esporas se separaran de las hifas y se mantuvieran en el sobrenadante.

Evaluacion del efecto antifungico de los metabolitos extraidos de las cepas de B.

thuringiensis y B. cereus

La actividad antifingica se determind con el método de difusion en agar. Con un asa de vidrio
se esparcieron 100 pL de la suspension de esporas de un hongo sobre la superficie de una
placa de medio ADP de 100 x 15 mm. Por otro lado, con las soluciones preparadas con los

extractos de cada cepa de B. thuringiensis o B. cereus se impregnaron discos de papel filtro
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estéril. Estos discos se colocaron en las placas que fueron esparcidas con las suspensiones de
esporas de los diferentes hongos. Las placas se incubaron a 29°C durante 48 horas. Como
control negativo se puso un disco de papel filtro con metanol y como control positivo un
disco impregnado con una solucién de miconazol. En los dias siguientes se observo si habia
crecimiento del hongo, y en tales casos, se registré el diametro de los halos de inhibicién del

crecimiento alrededor de los discos.
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9.- DISCUSION DE RESULTADOS

Aislamiento e identificacion de hongos filamentosos

Se identificaron siete hongos filamentosos aislados a partir de tejidos vegetales siguiendo la

metodologia antes descrita. En la Tabla 1 se muestran sus nombres, morfologias macro y

microscopica, asi como sus sitios de aislamiento.

Tabla 1. Morfologia macro y microscopica de los hongos fitopatdgenos aislados a partir

de tejidos vegetales.

Nombre
cientifico

Morfologias

Bipolaris sp.

Macroscopica

Aspecto: Colonias aterciopeladas, planas y
en ocasiones forman un velo blanco
Pigmentacion: Verde oliva que tiende al gris
y negro

Difusion del pigmento al medio: Presenta
pigmento café oscuro que difunde al medio
Bordes: Regulares con un color verde oliva
mas obscuro que el del centro

Crecimiento: Rapido y radial

Micelio vegetativo: Verde oscuro que tiende

al negro

Microscépica

Micelio: Septado, macrosifonado y oscuro
Forma de reproduccion: Asexuada
Produce macroconidios con septos
transversales, elipticos, de pared gruesa y

con superficie lisa

Fuente de obtencion

Tejido vegetal: Flor de Euphorbia pulcherrima (Noche buena)

Sitio de aislamiento: Antdéfilo (Pétalo de flor)

Sintomas del tejido: Crecimiento micelial color blanco, verde y cafe de
aspecto aterciopelado en la parte media del pétalo; en las zonas aledafias

mostraba puntos blancos polvosos, decoloracidn y regiones casi marchitas
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Macroscopica

Aspecto: Algodonoso

Pigmentacion: Amarillo en la parte media'y
blanco en el contorno

Difusidn del pigmento al medio: No
Bordes: Regulares de color blanco
Crecimiento: Lento y radial

Micelio vegetativo: Amarillo

Morfologia microscopica

% Micelio: Hialino, septado y macrosifonado
g .g_ Forma de reproduccion: Asexuada
g \g Presenta conididforos cortos que se agrupan
% g en racimos. Los macroconidos son curvados
I y puntiagudos en los extremo; se encuentran
agrupados o libres
s Tejido vegetal: Flor de Euphorbia pulcherrima
% Sitio de aislamiento: Antéfilo (Pétalo de flor)
% Sintomas del tejido: Crecimiento micelial color blanco, verde y café de
§ aspecto aterciopelado en la parte media del pétalo; en las zonas aledafas
g mostraba puntos blancos polvosos, decoloracidn y regiones casi marchitas
LL
Aspecto: Aterciopelado
= Pigmentacion: Naranja
é -g Difusion del pigmento al medio: No
GEJ % Bordes: Regulares de color blanco
'§ § Crecimiento: Lento y radial
L% = Micelio vegetativo: Naranja
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Microscépica

Morfologia microscopica

Micelio: Septado, hialino y macrosifonado
Forma de reproduccion: Asexual

Presenta macroconidios curvados y
puntiagudos en los extremos; se encuentran

agrupados o libres

Fuente de obtencién

Tejido vegetal: Fruto de Cucumis melo (melén)

Sitio de aislamiento: Epicarpio y tAlamo (céscara)

Sintomas del tejido: Regiones con crecimiento miceliar de color

anaranjado y aspecto atorciopelado compacto. Regiones aledafias

mostraban deformacién, ablandamiento y palidez

Fusarium oxusporum

Macroscopica

Aspecto: Algodonoso

Pigmentacion: Blanco en la periferia y
parpura en el centro

Difusion del pigmento al medio: No
Bordes: Regulares de color blanco
Crecimiento: Rapido y radial

Micelio vegetativo: Blanco

Microscépica

Micelio: hialino, septado y macrosifonado.

Forma de  reproduccion:  Asexuada |

Presenta conidiéforos cortos que se agrupan
en racimos. Los macroconidos son curvados,
puntiagudos en los extremos y principalmente
triceptados. Las  microconidias  son
abundantes, principalmente no septadas,
elipsoidales a cilindricas, rectas y poco

curvadas
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Fuente de obtencion

Tejido vegetal: Fruto de Allium cepa (cebolla)
Sitio de aislamiento: Hojas externas del bulbo
Sintomas del tejido: Crecimiento micelial filamentoso de color blanco con
ligera pigmentacion purpura. La region que rodeaba al crecimiento del
hongo se mostraba obscura indicando necrosis

Mucor sp.

Macroscopica

Aspecto: Velloso, algodonoso y seco
Pigmentacion: Blanco en su totalidad durante
los primeros 2 o 3 dias, posteriormente toma
una totalidad blanco-grisacea

Difusién del pigmento al medio: No

Bordes: Irregulares

Crecimiento: Rapido y extendido

Micelio vegetativo: Blanco

Microscopica

Micelio: cenocitico, hialino y macrosifonado
(4-8um)

Forma de  reproduccién:  Asexuada
Esporangioforos erectos (20-80um de
diametro) y simples que forman esporangios
multiesporados,  largos, terminales vy

globosos. Las esporangiosporas son hialinas,

globosas (3-5um de didmetro) y de pared lisa

Fuente de obtencidn

Tejido vegetal: Fruto de Psidium guajaba (guayaba)

Sitio de aislamiento: Epicarpio (cascara)

Sintomas del tejido: Crecimiento filamentoso blanco en aproximadamente
un tercio de la superficie del fruto. Madurez y ablandamiento del fruto
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Paecilomyces sp.

Macroscépica

Aspecto: Polvoso

Pigmentacion: Verde en el centro de la
colonia y café en el contorno

Difusién del pigmento al medio: No
Bordes: Irregulares

Crecimiento: Réapido y radial

Micelio vegetativo: Café

Microscopica

Micelio: septado, hialino y macrosifonado
Forma de reproduccion: asexuada
Conididforos hialinos, erectos, ramificados
apicalmente soportando conidias en las
fialides terminales. Las fialides tienen una

disposicion vertical y su base es cilindrica

Fuente de obtencién

Tejido vegetal: Flor de Euphorbia pulcherrima

Sitio de aislamiento: Antéfilo (pétalo de flor)

Sintomas del tejido: Crecimiento micelial color café y aspecto polvoso en
la parte media del pétalo; en las zonas aledafias mostraba puntos blancos

polvosos, decoloracion y regiones casi marchitas.

Penicillium sp.

Macroscépica

Aspecto: Polvoso

Pigmentacion: Verde que tiende al café en el
centro y halo blanco en el contorno

Difusion del pigmento al medio: No

Bordes: Regulares de color blanco
Crecimiento: Rapido y radial

Micelio vegetativo: Verde que tiende al café
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Micelio: Septado, hialino y macrosifonado
(2-4pm)

Forma de reproduccion: Asexuada
Conididforo hialino y largo de 5-10um que
contiene varias fialides agrupadas

Microscépica

Microconidios redondos que miden de 1-

3um de diametro

Tejido vegetal: Fruto de Citrus sinensis (naranja)

Sitio de aislamiento: Exocarpo (cascara)

Sintomas del tejido: Crecimiento micelial polvoso de color verde en una
pequefia zona de la superficie del fruto. El tejido vegetal se observaba
maduro y ablandado

Fuente de obtencion

Los hongos aislados e identificados fueron: Bipolaris sp., F. avenaceum, F. equiseti, F.
oxysporum, Mucor sp. Paecilomyces sp. y Penicillium sp. Los tres primeros fueron aislados
de un arbusto de Euphorbia pulcherrima y los cuatro restantes son hongos fitopatdgenos
post-cosecha que se aislaron de distintos frutos. Todos ellos pertenecen al grupo de los
hongos necrotréficos no especializados, los cuales se caracterizan por atacar usualmente a
tejidos inmaduros o senescentes, 0 a plantas cuya resistencia estd comprometida por factores
ambientales y aungue no poseen mecanismos de parasitismo sofisticados pueden causar
serios dafios econdmicos. Ya anteriormente, en el marco teorico, se ha descrito el tipo de
organismos vegetales que afectan géneros flingicos como los aislados en este trabajo.

Extraccion de los metabolitos secundarios de cepas de B.thuringiensis y B. cereus mediante

el uso de la resina amberlita XAD-16.

Se realizd la extraccion de metabolitos secundarios de 27 cepas de B.thuringiensis y de 23
cepas de B. cereus de acuerdo a la metodologia descrita anteriormente. De este proceso se

obtuvieron extractos metanolicos que al someterse a evaporacion y secado generaban
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Eppendorf. Los resultados del pesado se muestran en la Tabla 2.

extracto obtenido en cada una

Tabla 2: Cepas utilizadas y rendimiento del

Nomenclatura Lugar de
interna de _Nombre o_IeI procedencia Peso
laboratorio | Microorganismo (9)
; Mérida
Sl B. thuringiensis | vucatan | 0.0927
i Puebl
B B. thuringiensis ebla 0.1148
24 B. thuringiensis Isla Veracruz 0.0895
S B. thuringiensis | " 10,0898
Eli 8 Chiautla de
B. cereus Tapia, Pue. |0.0792
Eli 2 Saltillo
B. thuringiensis Coahuila |0.0915
Eli 7 o Chiautla de
B. thuringiensis | Tapia, Pue. |0.1038
F Querétaro
Sl B. thuringiensis 0.0921
i San Luis
Eli 14 B. cereus Potosi 0.1186
Eli 4 Chetumal,
B. cereus Quintana Roo 0.1382
_ Villa
Eli 22 B. cereus Hermosa, | g gogg
Tabasco
; Atlixco
Elize B. cereus (solares) |0.1124
Eli 9 o Chiautla de
B. thuringiensis | Tapia, Pue. |0.1054
; Chiautla de
Eli1id B. cereus Tapia, Pue. |0-1152

extractos secos de color café que posteriormente fueron pesados y almacenados en tubos
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ElifL . cereus %;)?:t Pus. |0.1088
Eli 35 . thuringiensis Quﬁ?gr?;alr?oo 0.1073
Eli 54 . cereus \'\(/Iuég:tj;r; 0.1372
Eli 62 . Cereus QuiTnE[jallrLigql,Qoo 0.1037
Eli 111 cereus Puebla, Pué. 0.1056
Eli 23 . thuringiensis (af?uttlail’):lTBClE) 0.0987
Eli 4 . cereus Ch?:gli: * 101039
Eli 5 . cereus Chjl?:gliz de 0.1294
Eli 15 . thuringiensis Sggtt;is 0.0995
Eli 89 . thuringiensis Tiaxeald 101156
Eli 24 . cereus (axliyﬁ:te) 0.1059
Eli 29 cereus C.U. Puebla 0.0915
=laee . Cereus Qulisna'tgﬁlgkoo 0.0989
Eli 46 . cereus Qtﬁ:f;z? ;Ioo 0.0917
Eli 38 cereus Carrillo 0.0945
Eli 16 . cereus S‘Sgttg.'i > Jo.0057
ELI3 . thuringiensis Chi?;ptliz de 0.1055
ELI6 . thuringiensis Chj?;Ft)IiZ % 10.1084
EL110 . thuringiensis TISE:E?;& 0.1322
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Tlapanala,

=L . thuringiensis Puebla 0.1175
Tlapanala,

S . cereus Puebla 0.1320

ELIL7 . thuringiensis Queretaro 0.1673

SLlee . Cereus Puebla 0.1348

Villa

S . thuringiensis Hermosa, |0.1259
Tabasco.

ELI26 thuringiensis | oey 01269

EL127 . thuringiensis C.U. Puebla 0.1410

SLle . thuringiensis C.U. Puebla 0.1886

 — . thuringiensis Jarglur;e.ra, 0.1510

S . thuringiensis Jarg:]r;e:\ra, 0.1648

ELI32 cereus Patio, Puebla. 0.1473
Bacalar,

SlLlee . thuringiensis | Quitana Roo |0.1955
Bacalar,

Sl . thuringiensis | Quintana Roo | 0.1804
Bacalar,

SLIEY . Cereus Quintana Roo | 0.1344
Chetumal,

SLIEL .thuringiensis Quintana Roo 0.1034
Chetumal,

SLAL . Cereus Quintana Roo 0.2192
Chetumal,

SR . thuringiensis | Quintana Roo | 0.2686

El peso promedio obtenido fue de 0.1235g (123.5mg); los pesos méximo y minimo obtenidos

fueron 0.2686 g y 0.0792 g, respectivamente. Con estos extractos secos se prepararon las
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soluciones acuosas a concentracion de 30 mg/100 pL a las que se les evaluaria su efecto

antifangico.

Evaluacion de la actividad antifungica de los metabolitos extraidos

Se evalud la actividad antifingica de los metabolitos extraidos mediante el método de
difusion en agar. Los siete hongos fitopatdgenos descritos anteriormente fueron los
organismos a los que se tomaron como blanco de accién de la actividad antifngica de los
extractos obtenidos de las cepas de Bacillus sp. En estas pruebas de utiliz6 como control
negativo a un disco de papel filtro empapado de metanol, y como control positivo a
miconazol (solucién de 20 mg/mL). Fue necesario realizar diluciones acuosas no seriadas de
miconazol y seleccionar a la que permitiria obtener un halo de inhibicion de tamafio adecuado
que no interfiera con el efecto de los otros extractos probados en una misma placa. Los

resultados de este estudio se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Halos de inhibicion (mm) producidos por el miconazol y las
diluciones de acuosas de miconazol 1:2, 1:4 a las 72h de incubacion a 29°C
Miconazol
Hongo comercia_ll Dilucion 1:2 Dilucion 1:4
(concentracion:
20 mg/ml
Bipolaris sp 60 42 35
F. oxysporum 13 9 0
F. avenaceum 50 39 34
F. equiseti 25 23 21
Penicillium sp. 38 31 25
Paecilomyces sp 35 29 21
Mucor sp 13 8 0

Por los halos obtenidos se decidio usar la dilucion 1:4 (5 mg/mL) para los hongos Bipolaris
sp., F. avenaceum, F. equiseti, Penicillium sp. y Paecilomyces sp. Para los hongos F.
oxysporum y Mucor sp. se requirid utilizar la solucién de miconazol sin diluir (20 mg/mL)

pues la concentracion original gener6 halos de inhibicion muy pequefios.

Los resultados de las pruebas de la evaluacion del efecto antifungico de los 50 extractos

obtenidos se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Halos de inhibicién generados por los extractos obtenidos de las cepas de B. thuringiensis y B.

CEreus

Cepa de
Bacillus

Eli 52
Eli 102
Eli 13
Eli 19
Eli 8
Eli 2
Eli 7
Eli 20
Eli 14
Eli 4
Eli 22
Eli 25
Eli9
Eli 114
Eli 1

Eli 35

Eli 54

Eli 62

Eli 111

Especie de
Bacillus

B.
thuringiensis
B.
thuringiensis
B.
thuringiensis
B.
thuringiensis
B. cereus

B.
thuringiensis
B.
thuringiensis
B.
thuringiensis
B. cereus

B. cereus
B. cereus

B. cereus

B.
thuringiensis
B. cereus

B. cereus

B.
thuringiensis

B. cereus

B. cereus

B. cereus

Bipolaris
sp.

F.
avenaceum

F.
equiseti

F.
oxysporum

Mucor sp.

Paecilomyc
es sp.

Penicillium
sp.

42



Eli 23

Eli4

Eli 5

Eli 15

Eli 89

Eli 24

Eli 29

Eli 148

Eli 46

Eli 38

Eli 16

ELI3

ELI6

ELI10

ELI11

ELI12

ELI17

ELI1149

ELI21

ELI26

ELI27

ELI28

ELI30

B.
thuringiensis
B. cereus

B. cereus

B.
thuringiensis
B.
thuringiensis
B. cereus

B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus

B. cereus

B.
thuringiensis
B.
thuringiensis
B.
thuringiensis
B.
thuringiensis
B. cereus

B.
thuringiensis
B. cereus

B.
thuringiensis
B.
thuringiensis
B.
thuringiensis
B.
thuringiensis
B.
thuringiensis

33

12

14

29

28

19

22

20

14
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ELI31 B.
thuringiensis - - - - - i
ELI132 B. cereus

ELI33 B.
thuringiensis - - - - - - -
ELI34 B

thuringiensis - - - - - - -
ELI37 B. cereus

ELI140 B.
thuringiensis - - - - - - -
ELI41 B. cereus
14 - - - - - -
ELI142 B.
thuringiensis - - - - - - -

Concentraciénde  (5mg/mL) (5g/mL) = (5mg/mL) (20 mg/mL) = (20mg/mL) = (5mg/mL) (5mg/mL)

miconazol

Diametro
promedio de los
halos de inhibicion
generados

34.8 325 22.8 14.1mm 12.7mm 21.4mm 30.6mm
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Se puede observar en la tabla anterior que con respecto al hongo Bipolaris sp,
Unicamente los extractos de tres cepas de B. thuringiensis (ELI26, ELI28 y ELI30) y dos
cepas de B. cereus (ELI149 y ELI41) fueron los que generaron halos de inhibicion a su
crecimiento (Figura 16). Cabe mencionar, que el hongo durante sus primeros dias de
crecimiento toma una coloracion blanca y que en dias posteriores torna a verde oscuro

grisaceo.

Figura 16. Halos de inhibicidn producidos por los extractos de las cepas ELI26, EL128, ELI30,
ELI149 y ELI41 sobre Bipolaris sp. a las 120 horas de incubacion. *MET= Metanol; MIC=
Miconazol (Dilucion 1:4; 5mg/ml)
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En cuanto a las especies del género Fusarium spp. se debe de remarcar que F. avenaceum
fue inhibido considerablemente por el extracto de la cepa ELI149 de B. cereus y
minimamente por el extracto de la cepa ELI30 y ELI128, ambas de B. thuringiensis (Figura
17). F. equiseti, s6lo fue inhibido por el extracto de la cepa ELI149 (Figura 18), con un halo
similar al producido por el miconazol en dilucién 1:4 (5mg/ml). Por otro lado, F. oxysporum
solo fue inhibido por el extracto de la cepa EL1149 e incluso el halo de inhibicion fue mayor

que el generado por el control positivo miconazol sin diluir (20 mg/mL) (Figura 19).

Figura 17. A-C. Halos de inhibicién producidos por el extracto de ELI1149, ELI30 y ELI28
sobre el hongo Fusarium avenaceum a las 72 horas de incubacion. D. Placa donde no se observa
inhibicién de crecimiento con los extractos probados. Met=Metanol; Mic= Miconazol (dilucién
1:4; 5 mg/mL)
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Figura 18. A. Halos de inhibicion producidos por el extracto de EL1149 sobre el hongo
F. equiseti a las 72 horas de incubacion. B. Placa donde no se observa inhibicién de
crecimiento con los extractos probados. Met=Metanol; Mic= Miconazol (dilucién 1:4;
5 mg/mL)

Figura 19. A. Halos de inhibicion producidos por el extracto de EL1149 sobre el hongo
Fusarium oxysporum a las 72 horas de incubacién con los extractos probados. B. Placa
donde no se observa inhibicion de crecimiento. Met: Metanol; Mic: Miconazol (20
mg/mL)
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Respecto al hongo Mucor sp. s6lo logré inhibirlo el extracto de la cepa ELI149 de B.
cereus, e incluso en mayor proporcion que el control positivo sin diluir (Figura 20). Por otro
lado, el extracto de la cepa ELI111 de B. cereus parecio no inhibir su crecimiento porque no
generé un halo de inhibicion visible al reverso de la placa, pero por la parte frontal se
observaba una disminucion en la velocidad de crecimiento pues el micelio se observaba muy

corto en comparacién con la zona aledafia (Figura 20 E y F).

Figura 20. A. Halos de inhibicién producidos por el extracto de EL1149 sobre el hongo
Mucopr sp. a las 72 horas de incubacién. B-D. Placas donde no se observa inhibicion
de crecimiento con los extractos probados. E. La placa no muestra un halo de inhibicién
pero su reverso F. Muestra una zona con menor velocidad de crecimiento fungico.
Met=Metanol; Mic=Miconazol (20 mg/mL). 48




En el caso del hongo Paecilomyces sp. resultd que los extractos de las cepas de ELI3,

ELI26 y ELI30 de B. thuringiensis asi como el de ELI149 de B. cereus fueron los que
generaron halos de inhibicién (Figura 21). El extracto de la cepa ELI26 sélo pudo mantener

su efecto antifungico por 48 horas, pero a las 72 horas de incubacién el hongo comenz6 a

invadir el halo de inhibicién antes formado.

Figura 21. A-C. Halos de inhibicion producidos por los extractos de la
cepa ELI3, ELI26, ELI149 y ELI30 sobre el hongo Paecilomyces sp. a
las 72 horas de incubacion. D. Placa donde no se observa inhibicion de
crecimiento fungico. * Met: Metanol; Mic: Miconazol (Dilucién 1:4; 5
mg/mL).
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Por altimo, Penicillium sp. s6lo fue inhibido por el extracto de la cepa ELI1149 de B.

cereus y pareciera que muy minimamente por ELI30 (Figura 22).

Figura 22. Halos de inhibicidn producidos por el extracto de la cepa de EL1149
y ELI30 sobre el hongo Penicillium sp. a las 72 horas de incubacién con los
extractos probados. *Met=Metanol; Mic= Miconazol (Dilucién 1:4; 5 mg/mL).

De los cincuenta extractos obtenidos y probados, Unicamente cinco (10%) generaron
halos de inhibicién en al menos uno de los hongos. Sélo el extracto de la cepa EL1149 (B.
cereus) presentd actividad antiflngica sobre todos en los hongos utilizados en este estudio,
y los otros cuatro ELI41, ELI26, ELI28 y ELI30 presentaron un espectro variado. Estos
resultados podrian explicarse mediante los siguientes puntos:

- La produccidn de los metabolitos secundarios tiende a depender del género, especie e
incluso la cepa a la que pertenece el microorganismo debido a que estos compuestos
surgen a partir de intermediarios metabolicos comunes que pasan por vias enzimaticas

especiales codificadas por genes especificos del organismo; de ahi que no todas las cepas
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utilizadas en este estudio tengan la capacidad de producir metabolitos secundarios con
actividad antifangica.

El tipo y la cantidad de metabolitos secundarios producidos y excretados por la bacteria
se ven influidos por factores ambientales (interacciones con el entorno y otras
poblaciones) o de cultivo in vitro como son la composicién del medio (fuente de carbono,
nitrogeno, fosfato y elementos traza), la temperatura y el pH, etc. Estos factores también
pudieron haber jugado un papel importante en este estudio, puesto que las condiciones
de cultivo dadas pudieron haber sido adecuadas para la produccion de los metabolitos
secundarios de algunas cepas pero no para la de otras.

Los extractos que presentaron un efecto antifingico pueden contener metabolitos
secundarios que prevengan la germinacion de las esporas evitando asi su proliferacion,
e inhiban la formacion del tubo germinativo evitando su colonizacion.

La variacion en el espectro de accidon de los extractos puede explicarse segun la
naturaleza del propio extracto o la de los hongos a los que se buscé inhibir. Con respecto
al extracto, se puede decir que probablemente la cantidad de los metabolitos responsables
del efecto pudo no ser la suficiente para mantener su efecto por un tiempo prolongado.
Con respecto a los hongos, puede explicarse por su velocidad de crecimiento y otras
propiedades como su capacidad para detoxificar los metabolitos secundarios que
intentan afectar su integridad.

El hongo Bipolaris sp. es el hongo que crece mas lentamente de todos los usados y por

tanto, los metabolitos secundarios con efecto antiflngico tienen suficiente oportunidad para

actuar sobre las esporas y evitar su germinacion; esto podria explicar porque fue el hongo

mas sensible de los utilizados.

Los hongos del género Fusarium spp, tienen una velocidad de crecimiento media, sin

embargo, estos hongos son bien conocidos por su resistencia frente a compuestos que afectan

su integridad, especialmente F. oxysporum, pero en su caso, el halo generado por el extracto

de ELI149 fue mayor en comparacion con el que produjo el control positivo miconazol. A F.

avenaceum solo lograron inhibirlo los extractos de las cepas ELI1149, ELI30 y ELI28, hecho

que indica que es mas sensible que las otras dos especies del mismo género. Por otro lado, a

F. equiseti sélo logro inhibirlo el extracto de la cepa ELI149.
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Mucor sp. fue uno de los mas dificiles de inhibir porque su micelio se expande tan
rapidamente que los extractos no tuvieron la potencia suficiente para mantener la zona de
halo de inhibicion; sélo el extracto de la cepa de NRA logré producirle un halo a su
crecimiento e incluso en mayor proporcion que el control positivo miconazol, lo cual podria
explicarse probablemente por una cantidad suficiente de metabolitos en el extracto de NRA.

Penicillium sp. y Paecilomyces sp. tienen una velocidad de crecimiento similar entre ellos,
pero el primero es mas resistente, pues solo el extracto de la cepa ELI149 logré inhibirlo,
mientras que al segundo lo inhibieron los extractos de las cepas ELI26, ELI3, ELI30 y
ELI149.

Finalmente, se tiene que el extracto de la cepa EL1149 resulto ser el mas prometedor, pues
inhibio el crecimiento de los hongos en buena proporcion y mantuvo tal efecto por méas de 7
dias, atn por méas tiempo que el control positivo usado para todos los hongos (datos no
mostrados).
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10.- CONCLUSIONES

De la evaluacion del efecto antifungico mostrado por la coleccion de extractos obtenidos de
cepas aisladas del suelo, puede identificarse a una cepa de B. cereus con caracteristicas
prometedoras contra hongos fitopatdgenos y dos de B. thuringiensis con cierto espectro de
inhibicion, todas ellas con potencial de accidn en el campo de la biorremedacion.
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