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1. Resumen 

El área de más importancia dentro de la industria se centra en la perdida de cultivos 

agrícolas como consecuencia de las distintas enfermedades causadas por 

patógenos, lo que ocasiona la búsqueda de estrategias para lograr combatirla, la 

más utilizada es el uso de pesticidas, sin embargo, esto conlleva un gran impacto 

negativo en el ambiente. Uno de los fitopatógenos fúngicos de mayor relevancia es 

Fusarium, causante principal del marchitamiento vascular, ya que afecta a más de 

150 huéspedes vegetales, uno de ellos es el jitomate, segundo vegetal comestible 

con una gran importancia económica a nivel mundial.  

Dado el impacto que poseen estos patógenos y las consecuencias que genera el 

uso de la principal estrategia para combatirlos, se ha buscado una alternativa 

amigable con el ambiente, dicha investigación se basa en el uso de 

microorganismos como agentes de control biológico como es el caso del género 

bacteriano de Bacillus. 

De hecho, Bacillus ha sido ampliamente estudiado por su capacidad de producir 

una diversa gama de metabolitos secundarios útiles para combatir patógenos. 

Dentro los metabolitos que produce Bacillus con propiedades antifúngicas, se 

encuentran péptidos de bajo peso molecular, siendo los más estudiados los 

lipopéptidos como la surfactina y algunos policétidos, capaces de producir enzimas 

hidrolíticas con las mismas propiedades. Bacillus presentan una gran diversidad de 

propiedades antifúngicas, como la producción péptidos de bajo peso molecular. 

Ejemplo de ello, son los lipopéptidos y policétidos con actividades antimicrobianas, 

además de la producción de enzimas hidrolíticas como quitinasas, proteasas y 

celulasas capaces de causar la lisis de la pared celular de Fusarium, por lo que la 

actividad de biocontrol en Bacillus ha sido ampliamente documentada. 

Es por ello, que el objetivo principal de este trabajo fue evaluar la actividad 

antifúngica de cepas del género Bacillus provenientes de una zona semiárida 

contaminada con metales pesados en el estado de Puebla; frente a Fusarium 

oxysporum. Para lograr dicho objetivo, se realizaron ensayos de cultivo dual, se 

evaluó la presencia de enzimas hidrolíticas a través de halos de hidrólisis, se 
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identificaron péptidos de bajo peso molecular por medio de PCR y se determinó el 

potencial de biocontrol durante el proceso de germinación en semillas de jitomate. 

Los resultados mostraron que la cepa LEM1054 B. velezensis es capaz de expresar 

proteasas y amilasas, pero no fue capaz de hidrolizar celulosa y quitinasas. La PCR 

demostró que LEM1054 es capaz de codificar para péptidos de bajo peso molecular 

que se identificaron como surfactina y macrolactina, metabolitos secundarios con 

antecedentes de actividad antifúngica. Estos resultados se refuerzan a través de los 

cultivos duales donde LEM1054 fue la principal cepa capaz de inhibir a F. 

oxysporum. En cuanto a la intervención de esta cepa durante la germinación de 

semillas de jitomate contaminadas por F. oxysporum, nuestros resultados no fueron 

significativos, a diferencias de antecedentes reportados previamente. 

Con los resultados obtenidos podemos concluir que B. velezensis LEM1054 

presenta metabolitos secundarios con propiedades antifúngicas de gran potencial 

que actúan de manera sinérgica frente a F. oxysporum, por lo que puede utilizarse 

como agente de control biológico y así disminuir los efectos negativos del uso 

excesivo de pesticidas.  
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2. Introducción  

2.1 El género Bacillus 

2.1.1 Clasificación 

Bacillus es un género que pertenece a la familia Bacillaceae, orden Bacillales, clase 

Bacilli, phylum Firmicutes y dominio Bacteria. Fue reportado y descrito por primera 

vez en 1872 por Cohn, quien propuso de manera inicial una clasificación simple que 

consideraba únicamente la forma de bastón de las células. Su especie tipo es 

Bacillus subtilis que tienen la clásica forma de bastón y además es formadora de 

esporas. De acuerdo con Cohn la característica de formar esporas es fundamental 

para incluir especies dentro de este género (Cohn, 1872). 

Desde su primera identificación el género Bacillus ha sufrido grandes 

modificaciones con el avance de la ciencia y las nuevas técnicas de identificación, 

desde las bioquímicas hasta las técnicas moleculares. Bacillus, ha integrado a 

nuevas cepas como especies. Aunque, muchas han sido reclasificadas dentro de 

géneros distintos. El género Bacillus tiene al mayor número de especies dentro de 

la familia Bacillaceae, hasta septiembre de 2014 contenía 226 especies según 

Mandic et al., en 2015. Para el año 2020 Patel, expuso que este género contiene 

293 especies/subespecies debido a todas las nuevas especies y reclasificaciones, 

realizadas, con la ayuda de las herramientas moleculares basadas en las 

secuencias del gen 16S rRNA (Patel, 2020). 

 

2.1.2 Características 

Dentro de las principales características del género Bacillus se encuentra que se 

trata de una bacteria gram positivo que destaca su morfología bacilar, un tamaño 

que varía de 0.5 a 10 μm, presentan movilidad a través de flagelo, son aerobios o 

anaerobio facultativos, para un crecimiento óptimo se requiere de un pH neutro, un 

intervalo de temperatura que va de 30 a 45°C (bacterias mesófilas). Sin embargo, 

no son características exclusivas para el género Bacillus, ya que estas pueden 
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diferir entre las distintas especies que integran el género debido a la diversidad 

fenotípica que existe como consecuencia de los mecanismos de evolución. Un 

ejemplo de esta diversidad de ambientes en los que puede crecer Bacillus de 

acuerdo a la temperatura y pH, ya que pueden dividirse en psicrófilos, termófilos, 

acidófilos y alcalófilos (Hernández, 2019; Forjado-Cavazoz, 2014). 

La característica más distintiva de este género se basa en su capacidad de 

esporular una de las etapas de su ciclo de vida. La esporulación se compone de dos 

fases: el crecimiento vegetativo y la esporulación. El primero es la fase de 

crecimiento exponencial, donde la bacteria tiene las condiciones nutricionales y 

ambientales favorables para su crecimiento. La segunda fase es la esporulación 

donde estas especies forman una endospora debido a cambios desfavorables en 

sus condiciones nutricionales o ambientales. La esporulación le permite a la bacteria 

poder sobrevivir en ambientes desfavorables, debido a que sus esporas son 

resistentes a distintos factores como el calor, radiación, desecación, falta de 

nutrientes o cualquier situación adversa (Setlow, 2014; Villarreal-Delgado et al., 

2018).  

Por otra parte, Bacillus es considerado un género ubicuo, debido a que se encuentra 

ampliamente distribuido en diferentes ambientes, como el suelo, aire, agua dulce y 

salada, el tracto gastrointestinal de animales, materia vegetal en descomposición, 

la rizosfera de plantas, desierto e incluso la Antártida. (Layton et al., 2011; Vilain et 

al., 2006). Es precisamente el proceso de esporulación el que le permite al género 

Bacillus considerarse ubicuo, ya que sus esporas pueden diseminarse por medio de 

corrientes de aire o agua en distintos ambientes y permanecer en ellos incluso 

durante años hasta que logren germinar y convertirse en una célula en crecimiento 

a través de distintos agentes que desencadenan la germinación, perdiendo así su 

latencia y sus propiedades de resistencia que presentan como una espora. Pese a 

ello aún no está del todo claro si es posible que las esporas de Bacillus, puedan 

germinar y sobrevivir en todos los ambientes que han sido halladas o simplemente 

han sido encontradas en estos ambientes por la dispersión de aire y agua 

(Hernández, 2019; Setlow, 2014). 
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2.1.3 Importancia 

A lo largo de las últimas décadas de investigación las especies de Bacillus han 

tenido una inmensa importancia debido a la gran diversidad dentro del género. 

Gracias a sus propiedades fisiológicas y metabólicas que le permiten sobrevivir en 

los distintos ambientes, las especies de Bacillus tienen la capacidad de producir una 

amplia gama de metabolitos que han sido utilizados en distintas industrias desde 

farmacéuticas, agrícolas, alimentaria, cosméticas, en procesos médicos, etc. 

(Hudson, 2008; Karpov, 2020; Su, 2020; Konuray et al., 2018). 

Sin embargo, entre las especies de Bacillus también se presentan casos de 

especies con importancia médica, un ejemplo de ello es B. thracis, ántrax, la 

enfermedad más conocida del género Bacillus. Aunque esta enfermedad es 

principalmente de los herbívoros, también la pueden adquirir los humanos como 

consecuencia del contacto con animales infectadas o productos contaminados, es 

decir, por intoxicación en alimentos debido a la contaminación por sus esporas 

(Hudson, 2008). Otra especie patógena igualmente importante por su alta 

frecuencia en casos hospitalarios es el caso de B. cereus, una de las especies que 

comúnmente pueden ocasionar distintas infecciones en ojo, tracto respiratorio, 

sistema nervioso central heridas, tracto urinario, oído, septicemia, etc. (Logan, 1988; 

Turnbull, 1996). 

Son muy pocas las especies patógenas dentro del género Bacillus, la gran mayoría 

se trata de especies inofensivas y con un alto potencial dentro de la industria 

alimenticia. No solo se ha demostrado que existen especies como contaminantes 

de los alimentos, sino que también se puede tratar de microorganismos probióticos 

que actualmente su interés ha aumentado entre los consumidores debido a su 

capacidad de inhibir a microorganismos patógenos. Los probióticos pueden ser 

producidos de dos distintas maneras, ya sea a través de su forma vegetativa o por 

sus esporas, resistentes a las altas temperaturas. Las distintas condiciones de 

crecimiento entre las especies de Bacillus, le permite considerarse como una 

alternativa para esta industria. Una de las especies de interés ha sido B. coagulans, 

una especie que puede fermentar glucosa y xilosa a ácido láctico, uno de los 
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principales productos con interés industrial para la producción de probióticos 

(Konuray et al., 2018).   

Finalmente, una las principales áreas con mayor importancia de estudio ha sido la 

agricultura debido a la gran diversidad de metabolitos que son producidos por el 

género Bacillus y que funcionan como agentes de control biológico. Entre los 

metabolitos con importancia en la agricultura se encuentran cuerpos microscópicos 

que adquieren la forma de cristal. Estos cuerpos están formados por diferentes 

proteínas, pero principalmente por las proteínas Cry las cuales presentan actividad 

de plaguicida. La principal especie que ha sido estudiada por la producción de estos 

cristales es B. thuringiensis, como biocontrol de distintas plagas agrícolas que 

incluyen a distintos géneros de insectos (lepidópteros, dípteros y coleópteros) y 

nematodos. La citotoxicidad de estas proteínas ocurre tras unirse a las membranas 

celulares al llegar al intestino, causando la muerte de la plaga. Estas proteínas has 

sido utilizadas desde hace más de 50 años en forma comercial contra plagas 

agrícolas (Vázquez-Pineda et al., 2012; Valtierra et al., 2020).  

Además de los metabolitos que Bacillus produce contra patógenos de plantas, 

también se ha encontrado que tienen la capacidad de producir compuestos 

antimicrobianos con propiedades antibióticos contra hongos, bacterias y virus, como 

es el caso de péptidos de bajo peso molecular generados ribosomalmente 

(bacteriocinas) o los no ribosomalmente (péptidos, lipopéptidos y policétidos), e 

incluso tiene la capacidad de producir enzimas hidrolíticas con las mismas funciones 

antifúngicas y antibacterianas (Miljaković et al., 2020; Wang et al., 2015). Otra 

característica de interés en Bacillus es su capacidad de producir moléculas que 

promueven el crecimiento vegetal y su participación en la biorremediación en suelos 

con alto contenido de metales pesados, gracias a la presencia de genes de 

resistencia a metales pesados,  que hace que distintas especies del género Bacillus 

puedan sobrevivir en suelos contaminados, además de ser capaces para utilizarlos 

en su metabolismo generando beneficios para las plantas (Miljaković et al., 2020; 

Olanrewaju et al., 2017). Por ejemplo, se ha demostrado la presencia de algunas 

especies de Bacillus, en suelos contaminados con metales pesados aislados de 
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nódulos Prosopis laevigata, siendo candidatos adecuados para la restauración de 

suelos contaminados por metales pesados (Ramírez et al., 2019). 

 

2.2 Bacillus como agente de control biológico  

La pérdida de cultivos agrícolas como consecuencia de las distintas enfermedades 

causadas por microorganismos como virus, bacterias u hongos cada día son más 

frecuentes, se sabe que aproximadamente entre el 20 y 40% de las pérdidas de los 

cultivos cada año son a causa estos patógenos (Savary et al., 2012). Entre las 

estrategias para combatir estas plagas está la rotación de cultivos e incluso evitar 

cultivos de plantas más susceptibles. Estos métodos son menos invasivos pero no 

tan efectivos debido a la alta supervivencia de los patógenos en el suelo, por lo que 

los agricultores se han vuelto más dependientes del uso de agroquímicos 

volviéndose un método “confiable” para la protección de los cultivos (Syed et al., 

2018).   

Sin embargo, el uso de los pesticidas en la agricultura para combatir plagas en los 

cultivos y así protegerlos ha generado gran impacto negativo acumulándose 

grandes cantidades de agroquímicos en el ambiente. Esta situación ha traído 

consigo graves problemas como la contaminación de los suelos, ocasionando la 

disminución de las poblaciones de microorganismos benéficos en los suelos, 

además de la contaminación de aguas subterráneas y superficiales. (Aktar et al., 

2009). 

Como consecuencia del uso inadecuado y en exceso de los pesticidas se ha 

provocado que muchos de los microorganismos patógenos se hayan vuelto 

resistentes a estos químicos, por lo que resulta más complido combatir estas plagas 

además de todos los contras que su uso conlleva por ejemplo el impacto directo en 

los humanos o a través de productos alimentarios generando enfermedades 

crónicas e incluso la muerta como consecuencia del envenenamiento de estos 

químicos (Aktar et al., 2009). 
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Por lo tanto, desde las últimas décadas se ha buscado una alterativa amigable con 

el ambiente con la finalidad de evitar el impacto negativo que se ha generado por el 

uso de estos pesticidas. Dicho método se basa en el uso de microorganismos con 

características antimicrobianas, tal como las que presenta el género Bacillus, al ser 

capaces de producir una gran cantidad de metabolitos secundarios con actividades 

antibacterianas, antivirales, antifúngicas, etc., por lo que muchas especies de este 

género son consideradas como agentes de control biológico. Según Layton et al.  

(2011) define el mecanismo de biocontrol como el uso del conjunto de reacciones 

metabólicas y bioquímicas que presentan algunos microorganismos, dichas 

reacciones son capaces de inhibir la expresión de microorganismos patógenos.   

Tal como se mencionó anteriormente, Bacillus también promueve el crecimiento 

vegetal debido a que pueden facilitar la disponibilidad de nutrientes para las plantas 

a través de los numerosos metabolitos que produce, siendo fijadores de N2 y/o 

solubilizadores de P, además de producir fitohormonas importantes en el desarrollo 

de las plantas (Miljaković et al., 2020). Se ha comprobado que cepas de Bacillus 

pueden inhibir la infección fúngica por distintas especies del género Fusarium en 

semillas de frijol durante la germinación sugiriendo su potente actividad de 

biocontrol desde este proceso (Hazarika et al., 2019). El mecanismo de biocontrol 

en Bacillus, se debe a la producción de antibióticos de bajo peso molecular como 

las bacteriocinas, lipopéptidos, péptidos, policétidos, también por la producción de 

enzimas líticas (Miljaković et al., 2020; Tejera-Hernández et al., 2011).  

 

2.3 Propiedades antifúngicas del género Bacillus  

Los fitopatógenos fúngicos son más complicados de controlar debido a su alto 

espectro de huéspedes, por lo tanto, se requieren de dosis más altas de pesticidas 

para combatirlos, ocasionando que el impacto en el ambiente suela ser mucho 

mayor. Bacillus es uno de los géneros bacterianos con la capacidad de producir una 

amplia gama de compuestos antimicrobianos, entre ellos, antifúngicos. Tal como se 

ha mencionado anteriormente, Bacillus es capaz de producir compuestos de bajo 

peso molecular con actividades antibióticas, así como enzimas líticas contra 
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fitopatógenos fúngicos entre las que destacan las proteasas, quitinasas, celulasas 

y amilasas; enzimas capaces de degradar la pared celular de algunos 

microorganismos (Shoda, 2000). Se ha comprobado que especies de Bacillus, 

destinan hasta el 8.5% de su maquinaria genética a la síntesis de compuestos 

antimicrobianos (Chen et al., 2009). 

Dentro de los compuestos de bajo peso molecular producidos por Bacillus con 

mayor importancia en la investigación se encuentran los producidos no 

ribosomalmente como los lipopéptidos, péptidos, policétidos ya que exhiben una 

actividad antimicrobiana mucho más fuerte actuando sobre la estructura y 

permeabilidad de la membrana a través de poros conductores de iones (Miljaković 

et al., 2020). A continuación de describen los lipopéptidos y policétidos mas 

importantes en Bacillus.  

 

2.3.1 Péptidos de bajo peso molecular. No ribosomales. (Independientes al 

ribosoma) 

2.3.1.1 Lipopéptidos. 

Los lipopéptidos son pequeños compuestos cíclicos o lineales de bajo peso 

molecular con características anfifílicas (Hashem et al., 2019), se encuentran 

constituidos por 7 a 10 aminoácidos ligados a un ácido graso β -hidroxi con 13 a 19 

átomos de C (Zhao et al., 2017). En 2007 Romero et al., informaron que los 

lipopéptidos pueden proteger a las plantas antes y después de la cosecha mediante 

la supresión directa a los hongos patógenos o al inducir la resistencia sistémica en 

las plantas hospedantes. 

 

A) Surfactina 

Se trata de un metabolito secundario, descrito y aislado por primera vez en 1968 

por Arima et al., como un compuesto biológicamente activo producido por las 

especies del género Bacillus. La surfactina como su nombre lo indica se trata de un 



10 
 

lipopéptido con actividad de biosurfactante producidos por sistemas biológicos 

como es el caso de bacterias. Los surfactantes se pueden clasificar de acuerdo con 

su origen y propiedades encontrándose principalmente los glicolípidos, lipopéptidos, 

lipoproteínas, ácidos grasos, fosfolípidos, lípidos neutros y surfactantes poliméricos 

(Desai y Banat, 1997). Los producidos por sistemas biológicos son considerados 

más amigables en comparación con los surfactantes sintéticos debido a las 

propiedades que presentan como su eficacia para mejorar la biodegradación, la 

menor sensibilidad en entornos extremos, su baja toxicidad y la solubilización de 

compuestos de baja solubilidad (Mulligan, 2005).  

Para la producción fermentativa de surfactina es necesario considerar algunos 

factores importantes para una mayor producción ya que depende de la cepa 

microbiana, de la fuente de carbono y nitrógeno, algunos factores medioambientales 

como el pH, la temperatura, la agitación, la disponibilidad de oxígeno e incluso la 

concentración de sales (Desai y Banat, 1997). 

Cada una de las propiedades que presenta la surfactina, se debe a la estructura 

química que presenta, la cual consiste en una cadena de aminoácidos de siete 

residuos con la siguiente secuencia: L-Glu1- L-Leu2- D-Leu3- L-Val4- L-Asp5- D-

Leu6-L-Leu7 en forma de anillo unida a una cadena de ácido graso β-hidroxi con 

13-15 carbonos a través de la formación de lactona y de naturaleza anfifílica 

(Théatre et al., 2021).  

Se trata de un péptido de bajo peso molecular, los cuales son independientes al 

ribosoma es decir se sintetizan de una forma no ribosómica. Estos lipopéptidos son 

sintetizados por un sistema especializado, llamado péptido sintetasa no ribosomal 

(NRPS) codificados por el operón srfA que contiene los siguientes marcos de lectura 

abiertos: srfAA, srfAB, srfAC y srfAD. Los NRPS son megaenzimas multimodulares 

constituidas por 7 módulos, en cada módulo se incorporará uno de los siete 

aminoácidos que conforman el esqueleto peptídico.  

Es fundamental mencionar que además de la actividad de biosurfactante de la 

surfactina, también presenta una gran importancia como antibiótico debido a su 

amplio espectro contra fitopatógenos, principalmente como antifúngico, con el fin de 
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buscar nuevas alternativas para combatir dichas plagas y disminuir el uso de 

pesticidas. Se considera que estas actividades se deben a sus propiedades y su 

naturaleza anfifílica como una consecuencia directa de la interacción de surfactina 

con su membrana diana y la modulación de las propiedades de las bicapas de 

fosfolípidos (Grau et al., 1999). 

Se ha demostrado que la interacción de la surfactina con la membrana lipídica de 

las células, según Grau et al. en 1999 perturba las bicapas de fosfolípidos de forma 

distinta según la composición lipídica ocasionando la formación de poros 

conductores de iones en las membranas (Grau et al., 1999). 

En los últimos años se ha realizado una investigación considerablemente creciente 

sobre el tema de la surfactina y sus actividades antimicrobianas en especies de 

Bacillus. Las familias de lipopéptidos con mayor interés se centran en la clasificación 

de acuerdo con su secuencia de aminoácidos y a la longitud del ácido graso como 

la surfactina, iturina y fengicina (Ongena y Jacques, 2008).  Siendo la familia de las 

surfactinas la más ampliamente estudiada en el género Bacillus y encontrándose en 

especies como B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. pumilus, B. 

coagulans, B. velezensis y B. spizizeni (Miljaković et al., 2020; Théatre et al., 2021).  

Queda claro que la actividad de la surfactina como antibiótico se debe a la alteración 

de la integración de la membrana, cuando se presenta una mayor concentración de 

surfactina en la célula da como resultado final la lisis celular, debido a la 

desintegración del sistema de membrana. (Vollenbroich et al., 1997; Carrillo et al., 

2003; Heerklotz y Seelig, 2007). 

Un papel importante de la surfactina en la actividad de biocontrol frente a hongos 

fitopatógenos se debe a su participación en la colonización de la raíz vegetal y la 

formación de biopelículas. En 2004, Bais et al., realizaron un estudio para conocer 

el sistema de patogenicidad de las raíces de Arabidopsis susceptible a la infección 

por Pseudomonas syringae, utilizando la cepa 6051 de B. subtilis como agente de 

biocontrol y la cepa M1 de B. subtilis la cual carece del gen srfA que codifica para 

la enzima surfactina sintetasa, la cual cataliza la síntesis de la surfactina por lo tanto 

al carecer de dicho gen hay una deficiente producción del péptido antibiótico. Los 
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resultados arrojaron que B. subtilis M1 es ineficaz como agente de biocontrol y una 

reducida producción de biopelícula en las raíces de Arabidopsis, contrario a la cepa 

6051 de B. subtilis, en la que se observó una biopelícula estable y secreción de 

surfactina, actuando ambas de manera sinérgica contra el ataque de P. syringae 

Otra especie bacteriana en el que también se ha demostrado que Bacillus tiene 

actividad antimicrobiana, es en Xanthomonas citri, causante de cancrosis en los 

cítricos mostrando que B. amyloliquefaciens presenta surfactina, iturina y fengicina, 

además mediante un análisis de microscopia electrónica de barrido y microscopia 

electrónica de transmisión, se pudo observar un daño en la pared celular con fugas 

del contenido bacteriano (Wang et al., 2022).  

Son muchas las especies de Bacillus en las que se ha comprobado su actividad 

como agente de biocontrol, otra de ellas es B. siamensis, de gran importancia en la 

marchitez causada por Fusarium de un sinfín de plantas como en pepino (Cucumis 

sativus L.). Con sus experimentos Zhou et al., en 2022, mostraron que con la 

aplicación de la cepa YC-9 de B. siamensis se reducía significativamente la 

incidencia de marchitez del pepino. Asimismo, con pruebas de PCR, se revelo la 

presencia de genes para antibióticos conocidos como bacilomicina, iturina y 

surfactina. Además de la marchitez en pepino, Fusarium también puede provocar la 

pudrición de la corona del trigo. Buscando alternativas amigables con el ambiente 

se encontró que B. halotolerans pueden reducir el índice de la enfermedad por la 

presencia de varios lipopéptidos, entre ellos la surfactina (Li et al, 2022). 

Podemos darnos cuenta que son muchas las especies Bacillus que presentan un 

amplio espectro contra distintos géneros bacterianos y fúngicos en las que pueden 

producir una gran gama de lipopéptidos con propiedades antimicrobianas, uno de 

los más estudiados hasta la actualidad ha sido la surfactina.  

 

2.3.1.2 Policétidos  

Los policétidos son un conjunto de péptidos de bajo peso molecular producidos de 

forma independiente al ribosoma, considerados como metabolitos secundarios 
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bioactivos sintetizados por bacterias, hongos y plantas, que pueden tener distintas 

funciones biológicas en las que destaca la de antibiótico (Staunton y Weissman, 

2001). Los policétidos son sintetizados por complejos multienzimaticos llamado 

policétido sintetasa (PKS) (Staunton y Wilkinson, 1998). Entre los policétidos con 

actividades antifúngicas y antibacterianas podemos encontrar al bacillaeno, 

dihidrobacillaeno, oxidifidina, difficidina y macrolactinas (Miljaković et al., 2020).  

 

A) Macrolactina 

Las macrolactinas son macrólidos que contienen tres elementos de estructuras de 

dienos que se encuentran separados en un anillo de lactona de 24 miembros, su 

síntesis es no ribosómica y se lleva a cabo en el sistema multienzimatico PKS 

(policétido sintetasa) (Fazle y Baek, 2020). Fueron aisladas y descritas por primera 

vez en 1989 por Gustafson et al., en una especie marina del género Bacillus 

(Gustafson et al., 1989). En su gran mayoría las macrolactinas son metabolitos 

secundarios de microrganismos marinos, sin embargo, también se han aislado de 

Bacillus sp. Sunhua en suelo en cultivos de papa. Esta cepa es capaz de producir 

Macrolactina A la cual puede inhibir el proceso de esporulación y formación de 

micelio en Steptomyces scabiei provocando también la disrupción del mismo (Han 

et al., 2005). 

Se han descrito químicamente alrededor de 17 macrolactinas las cuales difieren en 

pequeñas diferencias dentro de su estructura. Siendo la macrolactina A el 

metabolito más activo del grupo (Fazle y Baek, 2020) y una de las más estudiadas 

junto a 7-O-malonil macrolactina A, 7-O-succinil macrolactina A, macrolactina E y 

macrolactina F. En las últimas que han sido caracterizadas se han encontrado en 

especies marinas, como es el caso de la macrolactina T, macrolactina U, con 

actividad inhibitoria contra hongos como Pyricularia oryzae y Alternaria solani y la 

bacteria Staphylococcus aureus (Xue et al., 2008). También se reportó a 

macrolactina S, con actividad antimicrobiana contra Escherichia coli y 

Staphylococcus aureus (Lu et al., 2008). Otra macrolactina que presenta un efecto 



14 
 

inhibidor para estas dos especies patógenas es macrolactina N, que fue encontrado 

en caldos de cultivos de B. subtilis (Yoo et al., 2006). 

Se sabe que las macrolactinas presentan una gran gama de actividades biológicas 

con una considerable importancia en el área médica, destacando su actividad como 

antibacteriano, antiviral y antifúngico (Ortiz y Sansinenea, 2020). En el área médica 

se ha investigado su potencial como una alternativa para producción de nuevos 

fármacos con actividad antibiótica para bacterias resistentes. Se han expuesto las 

actividades antibacterianas de la macrolactina A y 7-O-succinil macrolactina A 

producidas por B. polyfermenticus contra enterococos resistentes a vancomicina y 

S. aureus resistente a la meticilina (Kim et al., 2011). 

Una de las especies de Bacillus con mayor interés en la investigación como agente 

de biocontrol ha sido B. amyloliquefaciens, la cual es capaz de producir además de 

lipopéptidos también policétidos, entre ellos la macrolactina (Yuan et al., 2014). Se 

ha descrito que la macrolactina A presenta actividades antimicrobianas en Camellia 

oleifera contra la pudrición blanda, enfermedad bacteriana que puede afectar a 

muchos cultivos de importancia agrícola ocasionando grandes pérdidas económicas 

(Chen et al., 2019). Otra bacteria patógena contra la que también se ha evaluado la 

actividad antimicrobiana de macrolactina A, 7-O- malonil macrolactina A y 7-O- 

macrolactina A frente a Ralstonia solanacearum, patógeno que puede afectar con 

marchitez cultivos de tomate, papa, plátano, etc. (Yuan et al., 2012). 

Pese a que la gran mayoría de los estudios de macrolactina se basa en su actividad 

como antibacteriano, también es importante mencionar su potencial como 

antifúngico, tal como se mencionó anteriormente, son muchos los hongos 

fitopatógenos en los que la macrolactina tiene un efecto inhibidor. 

 

2.3.2 Enzimas hidrolíticas 

La actividad antimicrobiana del género Bacillus, además de los péptidos de bajo 

peso molecular, también se debe a la producción de enzimas hidrolíticas como las 

proteasas, quitinasas, celulasas y amilasas capaces de degradar los principales 
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componentes de la pared celular de fitopatógenos (Miljaković et al., 2020). El género 

Bacillus es responsable del 50% aproximadamente del total de las enzimas con 

importancia en la industria generando 1.600 millones de dólares, por ello tanto 

interés en la investigación para la producción en masa de estas enzimas (Schallmey 

et al., 2004). 

 

2.3.2.1 Proteasas 

Las proteasas son un grupo de enzimas altamente complejas que actúan sobre la 

hidrólisis de los enlaces péptidos en una reacción esencialmente irreversible (Fink 

y Jerala, 2022). Estas pueden clasificarse de acuerdo con distintas características 

como la posición de la ruptura de los enlaces peptídicos, según ello, se clasifican 

en exopeptidasas y endopeptidasas. Dentro de las primeras se encuentran los 

aminopeptidasas y carboxipeptidasas, mientras que, en las segundas, la serina, 

cisteína, aspártico, metalo, treonina, endopeptidasas glutámicas y péptido liasas 

asparagina. Otra característica con la cual también se dividen es según el pH, en 

alcalinas, neutras y ácidas (Saggu y Mishra, 2017). 

Estas enzimas constituyen el 60% aproximadamente del total de las ventas de las 

enzimas industriales debido a la amplia gama de aplicaciones que presentan (Saggu 

y Mishra, 2017). Las proteasas se han utilizado en el campos de los detergentes, 

alimentos, productos fármacos, cosmética, textil, recuperación de metales y 

tratamientos de residuos (Banerjee y Ray, 2017; Jisha et al., 2013) 

Las especies del género Bacillus, son las principales productoras de proteasas 

durante años se ha utilizado ampliamente a B. subtilis como modelo de estudio en 

los distintos sectores industriales e incluso es la mejor especie caracterizada en este 

tema; otras especies igualmente importantes han sido B. amyloliquefaciens y B. 

licheniformis (Van Dijl y Hecker, 2013). 

Dentro de las características que favorece a Bacillus para que sea el género más 

estudiado en la producción de enzimas con aplicación en la industria se debe a su 

capacidad de producir y secretar grandes cantidades de enzimas (20-25 g/L), 
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además de su capacidad de fermentar en rangos de pH ácidos, neutros y alcalinos, 

esto combinado con sus características de crecimiento a diferentes temperaturas, 

destacando su estabilidad térmica, su rápido crecimiento, su fácil manipulación 

genética y la ausencia total de subproductos tóxicos (Van Dijl y Hecker, 2013; 

Schallmey et al., 2004). Además de que el principal interés para la industria es la 

obtención de mayor masa a un menor costo. En el proceso de producción de 

enzimas es precisamente el recuperación y purificación de las mismas lo que 

ocasione un aumento en los costos, es por ello que se han buscado géneros 

bacterianos con características que puedan ser factibles para disminuir los gastos, 

siendo el género de Bacillus el más rentable para la industria por su corto ciclo de 

fermentación (Saggu y Mishra, 2017; Contesini et al., 2018 ). 

En tal sentido, una de las utilidades de las proteasas en Bacillus es su aplicación 

como agentes de biocontrol. Se ha informado la actividad de biocontrol por 

proteasas en B. amyloliquefaciens SP1 contra F. oxysporum, con un análisis de la 

secuencia de aminoácidos se revelo un 86% de homología con subtilisina, una 

proteasa de B. subtilis (Guleria et al., 2016).  

Por ello, las proteasas de Bacillus tienen gran importancia debido a su fácil manejo 

y producción en masa en la industria, lo que las vuelve fundamentales como una de 

las mejores estrategias como alternativas para disminuir el uso de pesticidas en 

exceso. 

 

2.3.2.2 Quitinasas 

La quitina es un polisacárido constituido por unidades de N-acetilglusamina que se 

encuentra unida con enlaces β-1,4-glucosidicos. Es el segundo polisacárido más 

abundante disponible de forma natural después de la celulosa. La quitina es el 

componente estructural de varios organismos como insectos, crustáceos, moluscos 

y hongos. Según el organismo será el porcentaje de quitina que presentan; el mayor 

porcentaje de este polisacárido se encuentra en los cangrejos y camarones ya que 
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constituyen el 90% de los desechos quitinosos (Bhushan, 2000; Rathore y Gupta, 

2015).  

A pesar de la abundancia de la quitina esta no se acumula en el ambiente debido a 

la participación de enzimas denominadas como quitinasas que son capaces de 

capaces de degradar los enlaces β-1,4-glucosidicos. Las quitinasas son producidas 

por una gran variedad de organismos que incluyen bacterias, hongos, insectos, 

plantas y vertebrados. Las quinasas bacterianas utilizan la quitina, como fuente de 

energía, además de que desempeñan un papel importante en la patología 

bacteriana, siempre que el huésped contenga quitina (Rathore y Gupta, 2015). 

Estas enzimas han llamado mucho la atención debido a su amplia gama de 

aplicaciones en la industria, pero lo que mayormente ha destacado es su actividad 

de control biológico de fitopatógenos fúngicos (Villarreal-Delgado et al., 2018; 

Dahiya et al., 2006). Esta actividad ocurre ya que la pared celular de los hongos se 

encuentra constituida principalmente por quitina y glucano, componentes que las 

quitinasas pueden degradar (Miljaković et al., 2020). Douriet-Gámez et al. en 2018, 

realizaron un análisis genómico de Bacillus sp. Cepa B25 junto a otras cepas de 

Bacillus, encontrando la presencia de genes asociados con el antagonismo fúngico 

que incluyen a quitinasas, glucósidos hidrolasas, sideróforos y antibióticos. 

Bacillus, es uno de los géneros bacterianos, reportados como productores de 

quitinasas, en 2005, Driss et al., realizaron una caracterización molecular de una 

nueva quitinasa obtenida de B. thuringiensis subsp. Kurstaki. Tal como se ha 

mencionado anteriormente, Bacillus es un género modelo de las investigaciones 

para su aplicación a nivel industrial.  

Se ha reportado que las quitinasas obtenidas de distintas especies de Bacillus 

tienen un papel en las actividades antifúngicas (Villarreal-Delgado et al., 2018). 

Huang et al. en 2005, mostro la actividad antifúngica de una quitinasa de B. cereus 

28-9, aislada de una planta de lirio en Taiwán, frente a la germinación conidial del 

patógeno fúngico del tizón de la hoja del lirio, Botrytis elliptica (Huang et al., 2005).  
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Otra especie de Bacillus en la que se ha encontrado la presencia de quitinasas es 

en B. thuringiensis, se ha investigado su actividad al actuar frente a hongos 

fitopatógenos como Slerotium rolfsii y algunas especies de Fusarium en semillas de 

soja infectadas (Reyes-Ramírez et al., 2006). En 2012 Gomaa, realizo una 

investigación en distintas cepas bacterianas aisladas de la rizosfera de plantas 

recolectadas de Egipto para la producción de quitinasas, B. thuringiensis y B. 

licheniformis fueron positivas a quitinasas. Estas enzimas presentaron potencial 

para la lisis de la pared celular de hongos fitopatógenos, siendo más eficaz B. 

thuringiensis que B. licheniformis para aumentar la germinación de semillas de soja 

infectadas (Gomaa, 2012).  

Con todo ello, se ha comprobado la presencia de quitinasas en especies del género 

Bacillus y su contribución en la actividad de agentes de control biológico en 

fitopatógenos fúngicos a través de la degradación de la quitina que es el principal 

componente estructural de la pared celular de los hongos. 

 

2.3.2.3 Celulasas 

La celulosa es el componente más abundante de la biomasa vegetal y se encuentra 

en las paredes celulares de las plantas. Las fibras de celulosa están incrustadas en 

un biopolímero estructural constituido por hemicelulosa y lignina. Químicamente la 

celulasa es un polisacárido compuesto por monómeros de glucosa unidos por medio 

de enlaces 1,4-β- glucósidos. La celulosa se sintetiza como moléculas individuales 

que se ensamblan en unidades más grandes llamadas protofibrillas, estas a su vez 

se empaquetan en microfibrillas que interactúan para dar origen a las fibras de 

celulosas (Lynd et al., 2002).  

La biodegradación de la celulosa se lleva a cabo a través de las celulasas, enzimas 

capaces de degradar los enlaces 1,4-ß - glucosídicos de la celulosa. Estas enzimas 

son producidas por distintos microrganismos entre los que se incluyen bacterias y 

hongos. Las celulasas incluyen tres tipos de enzimas con diferentes actividades: las 

endoglucanasas que actúan en la región interna de las fibras de celulasas liberando 
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oligosacáridos de diversas longitudes, las exoglucanasas que actúan en los 

extremos de las fibras y dan lugar a la celobiosa y las ß-glucosidasas que rompen 

los enlaces de celobiosa liberando moléculas de glucosa libre (Lynd et al., 2002). 

La hidrólisis de la celulosa en sus monómeros de glucosa presenta un potencial a 

nivel de industria debido a su uso como sustrato microbiano para la producción de 

productos de fermentación, como el etanol, que puede utilizarse como una fuente 

de biocombustible alternativo. Sin embargo, no es su única aplicación, ya que 

también tiene diversas aplicaciones en la industria textil, en la producción de pulpa 

y papel, en la fabricación de detergentes e incluso el control de fitopatógenos en la 

agricultura (Fatani et al, 2021; Behera et al., 2016; Ejaz et al., 2021).  

Pese a que la mayoría de los estudios de celulasas se han basado en hongos, en 

varios géneros bacterianos como Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, 

Thermonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia y Acetivibrio se ha reportado 

la presencia de celulasas (Robson y Chambliss, 1989). Con respecto a Bacillus, ya 

que se ha mencionado que es una bacteria con predominante capacidad en la 

secreción de enzimas hidrolíticas como las quitinasas, proteasas y celulasas. 

Específicamente, las celulasas producidas por Bacillus, al ser termoestables han 

tenido un uso preferencial en la industria. Por lo tanto, el género Bacillus es una de 

los géneros bacterianos más utilizados para la producción industrial después de los 

hongos (Chang et al., 2016). 

En el género Bacillus, se han reportado celulasas en B. amyloliquefaciens (Kim, 

2020), B. licheniformis (Da-Silva et al., 2021), B. cereus (Tabssum et al., 2018). La 

especie que ha presentado mayor interés ha sido B. subtilis (Su, 2002).  

En 2018, Siu-Rodas et al., aislaron e identificaron cepas bacterianas de este género 

durante el proceso de compostaje de residuos de café con capacidad celulítica que 

fue evaluada por la formación de halos de hidrólisis. Para este mismo género se 

han realizado caracterizaciones bioquímicas y optimización de la composición de 

medios mediante métodos estadísticos para inducir una mayor producción de 

celulosa (Malik y Javed, 2021; Deka et al., 2011). 
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La mayoría de la información en cuanto a la actividad de agentes de control 

biológico de fitopatógenos se basa en celulasas producidas por hongos, ya que las 

β -glucanasas fúngicas son capaces de controlar enfermedades al degradar las 

paredes fúngicas de los patógenos vegetales. También, se sabe que las celulasas 

pueden ayudar a la germinación de semillas y sistema radicular, mejoran el 

creciente y la floración de las plantas (Kuhad et al., 2011). 

 

2.3.2.4 Amilasas 

El almidón es una macromolécula formada por dos tipos de polímeros de glucosa: 

la amilosa y la amilopectina. Estos polímeros presentan estructuras y propiedades 

que difieren entre sí; la amilosa es un polímero lineal de 6000 unidades de glucosa 

unidos por enlaces α-1,4-glucosídicos, en cambio amilopectina está compuesta por 

cadenas unidos de enlaces α-1,4 a 10-60 unidades de glucosa con un lado unido a 

α-1,6 con 15-45 unidades de glucosa (De-Souza y De-Oliveira, 2010).  

Esta macromolécula es hidrolizada por las enzimas amilasas que se clasifican en 

α -amilasa, β -amilasa y glucoamilasa o γ-amilasa. Además, estas enzimas se 

pueden dividir en endoamilasas y exoamilasas; las primeras hidrolizan el almidón 

de forma aleatoria formando oligosacáridos lineales de varias longitudes, mientras 

que las segundas hidrolizan desde el extremo resultando productos más cortos 

(Gopinath et al., 2017). Las amilasas comprenden aproximadamente el 30% de las 

enzimas de la producción mundial con una gran gama de aplicaciones en la 

industria, por ello tanto interés en su investigación (Van der Maarel et al., 2002). 

Se distribuyen ampliamente en una gran variedad de organismos que van desde 

bacterias, hongos y levaduras. Siendo las amilasas bacterianas las de mayor interés 

debido a que su producción es más económica y rápida en comparación con otros 

microorganismos (De-Souza y De-Oliveira, 2010). 

Gopinath et al. en 2017, informo en su revisión que la mayoría de las especies 

bacterianas para la secreción de amilasa pertenecen al género Bacillus, entre las 

especies están B. subtilis, B. stearothermophilus, B. amyloliquefaciens, B. 
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licheniformis, B. coagulans, B. polymyxa, B. mesentericus, B. vulgaris, B. 

megaterium, B. cereus, B. halodurans y Bacillus sp. Ferdowsicous.  

Se considera a Bacillus un caballo de batalla bacteriano debido a su ciclo de 

fermentación corto, fácil manipulación, un amplio rango de condiciones que va 

desde pH, temperatura, presión, etc., sin embargo, el principal desafío para 

satisfacer las demandas en la industria es la diversidad de patrones de crecimientos, 

perfiles enzimáticos y propiedades generales dependiendo de la cepa y especie 

(Dash et al., 2015). 

 

2.4 Fusarium vs Bacillus 

El género Fusarium pertenece al phylum ascomycota, se trata de hongos 

filamentosos con reproducción asexual que se encuentran ampliamente distribuidos 

en el suelo y sustratos orgánicos (Tapia y Amaro, 2014). Fusarium, es de los hongos 

patógenos más importantes a nivel mundial. Se han reportado como patógenos en 

ganado e incluso humanos, esto como consecuencia de la contaminación de los 

alimentos por toxinas producidas por Fusarium principalmente por la micotoxina que 

afecta en primer lugar a personas inmunocomprometidos (Antonissen et al., 2014). 

Durante años este género fúngico ha recibido mucha atención por las afectaciones 

que trae en el sector agrícola al ocasionar grandes pérdidas económicas.  

La especie más representativa del género es F. oxysporum ya que es la especie 

que provoca mayor destrucción económica debido a que afecta a más de 150 

huéspedes vegetales como el tomate, plátano, repollo, algodón, sandia, melón, 

cebolla, guisante, flores, etc. (Dean et al., 2012; Michielse y Rep, 2009). 

La principal infección en las plantas ocasionados por Fusarium es el marchitamiento 

vascular; este hongo puede invadir las plantas a través de las semillas, heridas y 

raíces, sobre todo si las células del borde de las raíces están dañadas. Lo primero 

que ocurre es el reconocimiento de la raíz, posterior a ello, la unión a la corteza de 

la raíz hasta llegar al tejido vascular, seguido de invadir la xilema con su micelio, las 
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hifas proliferan y comienza la producción de microconidios, parte de la patogenia de 

Fusarium se debe a los metabolitos tóxicos(Khan et al., 2018; Pietro et al., 2003).  

Entre las alternativas con mayor eficacia para combatir a este fitopatógeno fúngico 

es el uso de microorganismos como agentes de control biológico, sobre todo 

bacterias que se encuentren asociadas a plantas siendo el género que ha sido 

mayormente investigado ha sido Bacillus (Khan, 2018). Como se ha mencionado 

anteriormente Bacillus presenta una gran diversidad de propiedades antifúngicas 

como la producción de lipopéptidos y policétidos antibióticos, como la producción 

de las enzimas quitinasas, proteasas y celulasas capaces de causar la lisis de la 

pared celular de Fusarium, razones por las cuales la actividad de biocontrol en 

Bacillus ha sido ampliamente documentada. 

 

1. Objetivos e hipótesis  

  

3.1 Objetivo general 

Evaluar la actividad antifúngica de cepas de Bacillus sp. Aislada de Prosopis 

laevigata como agentes de control biológico frente a Fusarium oxysporum.  

 

3.2 Objetivos específicos:  

1. Evaluar in vitro el efecto antifúngico de cepas de Bacillus sp. contra Fusarium 

oxysporum por medio de ensayos de cultivo dual.   

2. Evaluar la expresión de enzimas hidrolíticas (proteasas, quitinasas, amilasas 

y celulasas) a través de la visualización de halos de hidrólisis. 

3. Identificar la presencia de péptidos de bajo peso molecular en cepas de 

Bacillus sp. con actividad antifúngica por medio de PCR. 
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4. Determinar el potencial de biocontrol de cepas de Bacillus sp. en el proceso 

de germinación de semillas de Solanum lycopersicum frente a Fusarium 

oxysporum. 

 

3.3 Hipótesis 

Si las especies de Bacillus aisladas de nódulos radiculares de Prosopis laevigata 

presentan lipopéptidos, policétidos y enzimas hidrolíticas con actividades 

antifúngicas, entonces son una alternativa como agentes de control biológico. 

 

2. Material y métodos  

4.1 Material biológico  

Se seleccionaron 35 cepas bacterianas identificadas como integrantes del género 

Bacillus de la colección del laboratorio de Ecología Molecular Microbiana del Centro 

de Investigaciones en Ciencias Microbiológicas del Instituto de Ciencias de la 

Benemérita Universidad Autónoma de Puebla (Tabla 1), las cuales provienen del 

interior de nódulos de Prosopis laevigata, pertenecientes a una zona semiárida 

contaminada con metales pesados en la región de Chietla, Puebla, México (Ramírez 

et al., 2019). Como cepa control se utilizó E. coli BL21DE3, además de 3 cepas no 

tolerantes a cromo LEM1061, LEM1031 y LEM1065, todas las cepas bacterianas 

estaban conservadas en glicerol al 20% (v/v) a -80°C. 

Para la evaluación de efecto antifúngico, se utilizó el hongo fitopatógeno Fusarium 

oxysporum proveniente de la colección de cultivos fúngicos del Centro de 

Agroecología (CENAGRO) de la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla, 

aislado de la raíz de planta de jitomate en invernaderos de Tetela de Ocampo, 

Puebla. 

Cepa Especie 

LEM1001 Bacillus sp. 

LEM1003 Bacillus sp. 

LEM1004 Bacillus sp. 
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LEM1005 Bacillus sp. 

LEM1012 Bacillus sp. 

LEM1013 Bacillus sp. 

LEM1014 Bacillus sp. 

LEM1017 Bacillus sp. 

LEM1020 Bacillus sp. 

LEM1022 Bacillus sp. 

LEM1025 Bacillus sp. 

LEM1026 Bacillus sp. 

LEM1029 Bacillus sp. 

LEM1037 Bacillus sp. 

LEM1041 Bacillus sp. 

LEM1043 Bacillus sp. 

LEM1044 Bacillus sp. 

LEM1045 Bacillus sp. 

LEM1046 Bacillus sp. 

LEM1054 Bacillus velezensis 

LEM1056 Bacillus sp. 

LEM1057 Bacillus sp. 

LEM1058 Bacillus sp. 

LEM1060 Bacillus sp. 

LEM1062 Bacillus sp. 

LEM1066 Bacillus sp. 

LEM1069 Bacillus sp. 

LEM1072 Bacillus sp. 

LEM1079 Bacillus sp. 

LEM1080 Bacillus inaquosus 

LEM1083 Bacillus subtilis 

LEM1085 Bacillus inaquosus 

LEM1086 Bacillus sp. 

LEM1087 Bacillus sp. 

LEM1088 Bacillus cereus 

LEM1031 Bacillus sp. 

LEM1061 Bacillus sp. 

LEM1065 Bacillus sp. 

BL21DE3 E. coli 

 Fusarium oxysporum 

Tabla 1. Bacterias y hongos utilizados en el trabajo de investigación 
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4.2 Condiciones de cultivo 

4.2.1 Cultivo en medio sólido 

Para su crecimiento en medio sólido se colocaron 100 µl de cada una de las cepas 

bacterianas y se sembraron por estría cruzada en placas de agar extracto de 

levadura-manitol (YMA modificado) (Anexo 1), estos se incubaron a 37°C por 48 

horas. 

 

4.2.2 Cultivo en medio líquido 

Para el crecimiento en medio liquido se preparó caldo YM (Modificado) Anexo 1 y 

se colocaron 5 ml de este caldo en tubos falcón de 50ml. En cada tubo se colocó 

una colonia bacteriana de cada una de las cepas crecidas en medios de YMA y se 

incubaron a 37 °C con agitación a 110 rpm durante 96 horas. 

 

4.3 Ensayos de hidrolasas 

4.3.1 Evaluación de la expresión de proteasas 

Para determinar la actividad proteolítica en las cepas del género Bacillus se preparó 

Agar leche a partir de 24 ml/l de leche descremada y 14 g/l de agar. A partir de la 

suspensión de células libres en el caldo YM modificado, se tomó con un asa 

bacteriológica una muestra del caldo, y se sembró por inoculación primaria de 

extremo a extremo de la caja Petri. Se realizaron triplicados para cada una de las 

cepas que se incubaron por 48 horas a 37°C. Se utilizaron como cepas control 

negativos a E. coli BL21DE3 y las cepas no tolerantes a cromo. 

Para las cepas que dieron positivas se hicieron repeticiones por triplicado 

nuevamente, en esta ocasión, se colocaron 200 ml/l de leche descremada para que 

el halo proteolítico sea más visible. Para tal efecto, se tomó una colonia de los 

medios sólidos y se sembró utilizando la misma técnica, descrita en el párrafo 

anterior. Las placas se incubaron a 37°C por 48 horas. 
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4.3.2 Evaluación de la expresión de celulasas 

Para observar la actividad de celulasas en las cepas del género Bacillus se preparó 

agar con carboximetil celulasa (Anexo 1).  

Del medio de crecimiento sólido de cada una de las cepas que dieron positivo a 

proteasas (ensayo descrito anteriormente), además de las cepas control negativo 

E. coli BL21DE3 y cepa LEM1061, se tomó una colonia y se sembró por medio de 

una sola asada de extremo a extremo a través de toda la caja Petri, esto se realizó 

por triplicado y se incubaron por 48 horas a 37 °C. 

 

4.3.3 Evaluación de la expresión de amilasas  

Para conocer la actividad de amilasas en las cepas del género Bacillus se preparó 

agar almidón (Anexo 1).  

Del medio de crecimiento sólido de cada una de las cepas que dieron positivo a 

proteasas, además de las cepas control E. coli BL21DE3 y la cepa LEM1061; se 

tomó una colonia y se sembró por medio una sola asada de extremo a extremo a 

través de toda la caja Petri, esto se realizó por triplicado y se incubaron por 48 horas 

a 37 °C. 

Para las cepas que dieron positivas se hicieron repeticiones por duplicado 

nuevamente. 

 

4.3.4 Evaluación de la expresión de quitinasas 

Para la evaluación de la actividad de quitinasas en las cepas del género Bacillus se 

preparó medio de crecimiento de quitina coloidal, que fue preparada al disolver 40 

g de quitina en 400 ml de HCl concentrado en agitación constante por 50 min. 

Pasado el tiempo se añadieron 2 L de agua destilada fría y se mantuvo en agitación 

durante 24 horas. Posteriormente se procedió a eliminar el ácido, para lo cual se 

efectuaron sucesivos lavados con agua destilada. 
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El medio de cultivo se preparó a partir agar-quitina (Anexo 1). Del medio de 

crecimiento sólido de cada una de las cepas que dieron positivo a proteasas, 

además de las cepas control E. coli BL21DE3 y la cepa LEM1061; se tomó una 

colonia y se sembró de extremo a extremo a través de toda la caja Petri, esto se 

realizó por triplicado y se inocularon por 48 horas a 37 °C. 

 

4.4 Evaluación del efecto de antifúngico de cepas del género Bacillus contra 

Fusarium oxysporum por medio de ensayos de cultivo dual 

Para el crecimiento de F. oxysporum se obtuvo una muestra de la colección del 

laboratorio, 0.5 cmᵌ de cultivo del medio sólido de F. oxysporum y se colocó en 

caldo YM, este se incubo por 48 horas a 37°C con agitación a 110 rpm. 

Para el cultivo dual, se realizaron 4 diferentes ensayos usando las cepas de Bacillus 

que fueron positivas a la expresión de proteasas: el ensayo “A” (Figura 1) consistió 

en colocar 10 µl del caldo de F. oxysporum en uno de los extremos de una placa de 

medio YMA mientras que en el extremo contrario se colocó una colonia previamente 

crecida en los medios solidos YMA de las cepas de Bacillus la cual se sembró con 

la técnica de inoculación primaria de manera horizontal al hongo fitopatógeno y se 

incubaron por 7 y 14 días a 37°C, esto se realizó por triplicado. Para el control 

positivo solo se colocaron los 10 µl del caldo de F. oxysporum sin ninguna cepa de 

Bacillus.  

En el ensayo “B” (Figura 1) se colocó 5 µl del caldo de F. oxysporum en ambos 

extremos y en el centro se sembró una sola asada a través de toda la caja Petri de 

las cepas seleccionadas, se incubaron 7 días a 37°C, esto se realizó por triplicado. 

De acuerdo con los resultados de los ensayos de cultivo dual descritos 

anteriormente se procedió con la realización del tercer y cuarto ensayo. 

Para el ensayo “C” (Figura 1) se sembró de manera inversa al segundo ensayo, es 

decir, se sembraron dos asadas de las cepas de Bacillus en los extremos de la caja 

Petri y se colocaron 4 µl del caldo de F. oxysporum en el centro de la caja, esto se 
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realizó por triplicado, se incubaron a 37°C y se estuvieron revisando a los 4, 11 y 22 

días. 

Finalmente, el ensayo “D” (Figura 1) consistió en colocar 4 asadas de las cepas de 

Bacillus, formando un cerco a  F. oxysporum del cual se colocaron 4 µl en el centro 

de la caja Petri, de igual manera, se incubaron a 37°C y se revisaron a los 4, 11 y 

22 días. 

 

Figura 1. Esquema de los ensayos de cultivo dual de F. oxysporum vs Bacillus 
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4.5 PCR 

Se utilizó como referencia a los genes detectados en B. subtilis por Hazarika, et al., 

(2019), las secuencias de dichos genes fueron obtenidas del mismo trabajo (Tabla 

2). Para esta PCR se seleccionaron los genes srfA para surfactina y mlnA para 

macrolactina.  

La reacción de PCR se realizó utilizando DreamTaq Green PCR Máster Mix (2X) en 

un volumen de 50 µl, para la cepa de Bacillus que presentó inhibición en el ensayo 

de cultivo dual (LEM1054), además de las cepas control negativo E. coli y LEM1061. 

La condición de PCR fue: desnaturalización inicial a 95°C durante 3 min; seguido 

de 34 ciclos que comprendían desnaturalización a 95°C por 30 s, recocido de 

cebador a 59°C por 30 s, extensión de cebador a 72°C por 1 min y finalmente 

extensión a 72°C por 5 min. 

Los productos amplificados obtenidos se analizaron en un gel de agarosa al 1.5% 

con 10 µl bromuro de etidio a 55V por 3 horas, posteriormente se procedió a su 

visualización bajo luz ultravioleta. 

 

Cebador Secuencia (5’-3’) Temperatura de 

recocido utilizada 

(°C) 

Tamaño aproximado 

del producto (pares 

de bases) 

SrfA-F GCTGATGATGAGGAGAGCTATG 55 890 

SrfA-R GATGGTCGATACGTCCGATAAA   

MlnA-F GGCAGGGTCATACCTCATAATC 55 920 

MlnA-R AGCAGACTTTCGGTCTCATTC   

Tabla 2. Secuencias de cebadores utilizadas para la amplificación de genes biosintéticas de metabolitos secundarios 
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4.6 Determinación de la promoción de la germinación de Bacillus velezensis 

Se utilizaron semillas de jitomate (Solanum lycopersicum) para estudiar el potencial 

de biocontrol durante la germinación de la cepa que presento inhibición en el ensayo 

dual (LEM1054) y las cepas control negativo E. coli BL21DE3 y la cepa LEM1061. 

Para este estudio se formaron tres grupos experimentales, el grupo 1 consistió en 

semillas tratadas tanto con Bacillus como con F. oxysporum, el grupo 2 de semillas 

solo tratadas con Bacillus, pero sin F. oxysporum, finalmente el grupo 3, de semillas 

que no fueron tratadas ni con Bacillus ni tampoco con F. oxysporum. 

Para la preparación de la solución bacteriana se colocó una colonia de cada una las 

cepas seleccionadas en 10 ml de caldo YM en tubos falcón, durante 72 horas a 37 

°C con agitación a 110 rpm. En otro tubo, se colocó 10 ml de caldo YM con F. 

oxysporum. 

Después de las 72 horas se procedió a centrifugar los tubos que contenían la colonia 

bacteriana durante 5 min a 1350 rpm, tras la centrifugación se extrajo el líquido 

sobrenadante, el tubo se aforó a 10 ml de NaCl a 0.85% y se colocaron en vortex 

por 30 s. 

Posterior a eso, se colocaron 10 semillas en cada tubo y se mantuvieron en la 

solución bacteriana durante 24 horas. 

Pasado ese tiempo, a cada tubo se le coloco 0.1 µl del caldo con la suspensión de 

esporas de F. oxysporum con una concentración inicial de ~10^6 esporas/ 10 µl, 

durante 30 min a 37°C con agitación a 110 rpm, para finalmente colocar las 10 

semillas de cada uno de los tubos en placas Petri con agar agua durante 72 horas 

a 37°C, para posteriormente determinar el porcentaje de germinación. 

 

4.7 Análisis estadístico  

Los datos obtenidos del porcentaje de germinación fueron sometidos a un análisis 

de varianza ANOVA en Microsoft Excel y se consideró significativo p ≤ 0,05. 
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3. Resultados  

5.1 Ensayos de hidrolasas 

Se determinó la actividad proteolítica de las cepas y la expresión de otras enzimas 

importantes con efecto antifúngico como quitinasas, celulasas y amilasas en las 

cepas del género Bacillus de la colección bacteriana del laboratorio de Ecología 

Molecular Microbiana del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiológicas del 

Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla. 

 

5.1.1 Evaluación de la expresión de proteasas 

Se tomaron como cepas positivas a proteasas, aquellas en las que se presentó la 

visualización de un halo proteolítico. De las 35 cepas solo 11 fueron positivas (Tabla 

3). Se eligió a la cepa LEM1061 que no pertenece al género Bacillus como control 

negativo, junto con la cepa E. coli BL21DE3, que tampoco presento halo proteolítico. 

En la figura 2 se pueden observar las cepas control negativo LEM1061 y E. coli 

BL21DE3, las cepas LEM1026 y LEM1069 que no presentaron halo proteolítico y 

las 11 cepas positivas a proteasas. 

LEM1001 

LEM1004 

LEM1012 

LEM1013 

LEM1014 

LEM1054 

LEM1056 

LEM1058 

LEM1066 

LEM1083 

LEM1088 

Tabla 3. Cepas de Bacillus positivas a la actividad proteolítica 
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Figura 2. Ensayo de expresión de proteasas en agar leche. Inoculadas a 37°C por 48 horas. La actividad de proteasas 

positivas o negativas se observa mediante la presencia de un halo proteolítico alrededor de la colonia. a) cepa control negativo 

E. coli BL21DE3, actividad de proteasas negativa. b) cepa control LEM1061, actividad de proteasas negativa. c) cepa 

LEM1069, actividad de proteasas negativa. d) cepa LEM1026, actividad de proteasas negativa. e) cepa LEM1012, actividad 

de proteasas positiva. f) cepa LEM1001, actividad de proteasas positiva. g) cepa LEM1004, actividad de proteasas positiva. 

h) cepa LEM1013, actividad de proteasas positiva. i) cepa LEM1058, actividad de proteasas positiva. j) cepa LEM1066, 

actividad de proteasas positiva. k) cepa LEM1014, actividad de proteasas positiva. l) cepa LEM1054, actividad de proteasas 

positiva. m) cepa LEM1083, actividad de proteasas positiva. n) cepa LEM1056, actividad de proteasas positiva. ñ) cepa 

LEM1088, actividad de proteasas positiva. 

 

5.1.2 Evaluación de la expresión de celulasas 

Se tomaron como cepas positivas a celulasas, aquellas en las que se presentó la 

visualización de un halo de hidrólisis. Las cepas seleccionadas fueron aquellas que 

dieron positivo a proteasas (Tabla 3). En el ensayo de expresión de celulasas 

ninguna cepa presentó halo de inhibición, por lo que las 11 cepas fueron negativas 

a la expresión de celulasas al igual que las cepas utilizadas como control LEM1061 

y E. coli BL21DE3. 
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5.1.3 Evaluación de la expresión de amilasas  

Las cepas que presentaron halos de hidrólisis fueron consideradas como positivas 

a amilasas. Para este ensayo fueron seleccionadas las cepas que dieron positivo a 

proteasas y únicamente la cepa LEM1054 fue positiva, el resultado de este ensayo 

se puede observar en la figura 3. 

 

Figura 3. Ensayo de expresión de amilasas. Incubadas a 37°C por 48 horas. La actividad de amilasas positivas o negativas 

se observa mediante la presencia de un halo de hidrólisis alrededor de la colonia. a) cepa control negativo LEM1061, actividad 

de amilasas negativa. b) cepa control negativo E. coli BL21DE3, actividad de amilasas negativa. c) cepa LEM1054, actividad 

de amilasas positiva. d) cepa LEM1066, actividad de amilasas negativa. e) cepa LEM1058, actividad de amilasas negativa. 

 

5.1.4 Evaluación de la expresión de quitinasas 

Fueron consideradas como cepas positivas aquellas en la que se visualizó un halo 

de hidrólisis. Al igual que en los ensayos anteriores de hidrolasas las cepas 

seleccionadas fueron las 11 que dieron positivo a proteasas (Tabla 3), así mismo, 

ninguna presento halo de hidrólisis (Figura 4), así como las cepas LEM1061 y E. 

coli BL21DE3 utilizadas como control negativo. 

 

c 
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Figura 4. Ensayo de expresión de quitinasas. Incubadas a 37°C por 48 horas. La actividad de quitinasas positivas o negativas 

se observa mediante la presencia de un halo de hidrólisis alrededor de la colonia. a) cepa control negativo LEM1061, actividad 

de quitinasas negativa. b) cepa control negativo E. coli BL21DE3, actividad de quitinasas negativa. c) cepa LEM1054, 

actividad de quitinasas negativa. 

 

5.2 Evaluación del efecto de antifúngico de cepas del género Bacillus contra 

Fusarium oxysporum por medio de ensayos de cultivo dual 

Del ensayo ”A” realizado de cultivo dual a las cepas positivas a proteasas (Tabla 3), 

fueron las cepas LEM1058 y LEM1054; las que presentaron inhibición, en donde 

podemos considerarlas como cepas positivas* hasta el día 14.  

*(Se consideraron positivas solo aquellas cepas en las que F. oxysporum no toco a 

Bacillus) 

Para el día 7 (Figura 5), no se presentan un gran crecimiento como para poder 

definir la inhibición de Bacillus frente a F. oxysporum en ninguna de las cepas. 

Pasado los 14 días (Figura 6), se observa la inhibición de las cepas LEM1058 y 

LEM1054 frente al hongo fitopatógeno a través de metabolitos secundarios como 

lipopéptidos e hidrolasas con capacidades antifúngicas. En cambio, las cepas 

LEM1001, LEM1004, LEM1012, LEM1013, LEM1014, LEM1056, LEM1066, 

LEM1083 y LEM1088 no presentaron inhibición frente a F. oxysporum, lo que quiere 

decir, que estas cepas de Bacillus tocaron al hongo e incluso crecieron por encima 

de estas. 

y E. coli. 

 

a b c 
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Figura 5. Ensayo “A”. Cultivo dual en medio YMA que muestra la inhibición de cepas de Bacillus frente a F. oxysporum a 

través de metabolitos secundarios como lipopéptidos e hidrolasas con capacidades antifúngicas. En uno extremos se 

encuentra F. oxysporum mientras que en el extremo contrario está presente de manera horizontal al hongo fitopatógeno una 

sola asada de las cepas de Bacillus, a los 7 días de su incubación, pero ninguna de las cepas había crecido lo suficiente para 

que se observara inhibición. a) cepa control positivo F. oxysporum. b) cultivo dual de E. coli BL21DE3 frente a F. oxysporum. 

c) cultivo dual de la cepa LEM1001 frente a F. oxysporum. d) cultivo dual de la cepa LEM1004 frente a F. oxysporum. e) 

cultivo dual de la cepa LEM1012 frente a F. oxysporum. f) cultivo dual de la cepa LEM1013 frente a F. oxysporum. g) cultivo 

dual de la cepa LEM1014 frente a F. oxysporum. h) cultivo dual de la cepa LEM1054 frente a F. oxysporum. i) cultivo dual de 

la cepa LEM1056 frente a F. oxysporum. j) cultivo dual de la cepa LEM1058 frente a F. oxysporum. k) cultivo dual de la cepa 

LEM1061 frente a F. oxysporum. l) cultivo dual de la cepa LEM1066 frente a F. oxysporum. m) cultivo dual de la cepa LEM1083 

frente a F. oxysporum. n) cultivo dual de la cepa LEM1088 frente a F. oxysporum.  
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Figura 6. Ensayo “A”. Cultivo dual en medio YMA que muestra la inhibición de cepas de Bacillus frente a F. oxysporum a 

través de metabolitos secundarios como lipopéptidos e hidrolasas con capacidades antifúngicas. En uno extremos se 

encuentra F. oxysporum mientras que en el extremo contrario está presente de manera horizontal al hongo fitopatógeno una 

sola asada de las cepas de Bacillus, a los 14 días de su incubación, en el que solo las cepas LEM1058 y LEM1054 mostraron 

inhibición, contrario al resto de las cepas de Bacillus y las cepas control.  a) cepa control positivo F. oxysporum. b) cultivo dual 

de E. coli BL21DE3 frente a F. oxysporum. c) cultivo dual de la cepa LEM1001 frente a F. oxysporum. d) cultivo dual de la 

cepa LEM1004 frente a F. oxysporum. e) cultivo dual de la cepa LEM1012 frente a F. oxysporum. f) cultivo dual de la cepa 

LEM1013 frente a F. oxysporum. g) cultivo dual de la cepa LEM1014 frente a F. oxysporum. h) cultivo dual de la cepa LEM1054 

frente a F. oxysporum, inhibición positiva. i) cultivo dual de la cepa LEM1056 frente a F. oxysporum. j) cultivo dual de la cepa 

LEM1058 frente a F. oxysporum, inhibición positiva. k) cultivo dual de la cepa LEM1061 frente a F. oxysporum. l) cultivo dual 

de la cepa LEM1066 frente a F. oxysporum. m) cultivo dual de la cepa LEM1083 frente a F. oxysporum. n) cultivo dual de la 

cepa LEM1088 frente a F. oxysporum.  

  

En el ensayo “B” de todas las cepas con actividad positiva a proteasa (Tabla 3), se 

mostraron los mismos resultados para las cepas LEM1058 y LEM1054 para el día 

7 (Figura 7), en ambas cepas, se presentó inhibición de las cepas Bacillus frente a 
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F. oxysporum. Mientras que el resto de las cepas de Bacillus, al igual que las cepas 

control negativo E. coli BL21DE3, LEM1061 y la cepa control positivo F. oxysporum, 

no presentaron inhibición a los 7 días de crecimiento. 

 

Figura 7. Ensayo “B”. Cultivo dual en medio YMA que muestra la inhibición de cepas de Bacillus frente a F. oxysporum a 

través de metabolitos secundarios con capacidades antifúngicas. En ambos extremos se encuentra F. oxysporum mientras 

que en el centro que encuentra una sola asada de las cepas de Bacillus, que se inocularon durante 7 días. Las letras a, b y 

c fueron las cepas control; i y k son las cepas que, si presentaron inhibición, mientras que d, e, f, g, h, j, m y n son las cepas 

de Bacillus que no presentaron inhibición. a) cepa control positivo F. oxysporum. b) cultivo dual sin inhibición de E. coli 

BL21DE3 frente a F. oxysporum. c) cultivo dual sin inhibición de la cepa LEM1061 frente a F. oxysporum. d) cultivo dual sin 

inhibición de la cepa LEM1001 frente a F. oxysporum. e) cultivo dual sin inhibición de la cepa LEM1004 frente a F. oxysporum. 

f) cultivo dual sin inhibición de la cepa LEM1012 frente a F. oxysporum. g) cultivo dual sin inhibición de la cepa LEM1013 

frente a F. oxysporum. h) cultivo dual sin inhibición de la cepa LEM1014 frente a F. oxysporum i) cultivo dual con inhibición 

de la cepa LEM1054 frente a F. oxysporum. j) cultivo dual sin inhibición de la cepa LEM1056 frente a F. oxysporum. k) cultivo 

dual con inhibición de la cepa LEM1058 frente a F. oxysporum. l) cultivo dual sin inhibición de la cepa LEM1066 frente a F. 

oxysporum. m) cultivo dual sin inhibición de la cepa LEM1083 frente a F. oxysporum. n) cultivo dual sin inhibición de la cepa 

LEM1088 frente a F. oxysporum. 

 

El ensayo “C” y “D” se les realizo a las cepas que presentaron inhibición del ensayo 

“A” y “B”, los cuales fueron las cepas LEM1058 y LEM1054. En el ensayo “C” para 
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el día 4 todas las cepas incluyendo las cepas controles no han crecido lo suficiente. 

En el día 11 ya se presenta inhibición en las cepas LEM1054 y LEM1058 frente a 

F. oxysporum. Mientras que en las cepas controles F. oxysporum ya se encuentra 

creciendo por encimas de estas. Para el día 22 la única cepa que presenta inhibición 

es la cepa LEM1054 (Figura 8). 

 

Figura 8. Ensayo “C”. Cultivo dual en medio YMA que muestra la inhibición de cepas de Bacillus frente a F. oxysporum a 

través de metabolitos secundarios como lipopéptidos e hidrolasas con capacidades antifúngicas. A los 4, 11 y 22 días después 

de su crecimiento. En ambos extremos se encuentra una sola asada de una colonia de cada una de las cepas de Bacillus, 

mientras que en centro se encuentra 4 µl del caldo de F. oxysporum. Las letras a, b, c, d, e y f son a los 4 días, a’, b’, c’, d’, 

e’ y f’ son a los 11 días, mientras que a’’, b’’, c’’, d’’, e’’ y f’’ son a los 22 días. Para el día 4 ninguna de las cepas ha crecido 

lo suficiente para presentar inhibición, mientras que para el día 11, solo las cepas LEM1054 y LEM1058 presentan inhibición, 

sin embargo, para el día 22 solo en la cepa LEM1054 se observa inhibición. a) cepa control positivo F. oxysporum. a’) cepa 

control positivo F. oxysporum. a’’) cepa control positivo F. oxysporum. b) cultivo dual de E. coli BL21DE3 frente a F. 

oxysporum. b’) cultivo dual sin inhibición de E. coli BL21DE3 frente a F. oxysporum. b’’) cultivo dual sin inhibición de E. coli 
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BL21DE3 frente a F. oxysporum. c) cultivo dual de la cepa control LEM1061 frente a F. oxysporum. c’) cultivo dual sin 

inhibición de la cepa control LEM1061 frente a F. oxysporum. c’’) cultivo dual sin inhibición de la cepa control LEM1061 frente 

a F. oxysporum. d) cultivo dual de la cepa LEM1054 frente a F. oxysporum. d’) cultivo dual con inhibición de la cepa LEM1054 

frente a F. oxysporum. d’’) cultivo dual con inhibición de la cepa LEM1054 frente a F. oxysporum. e) cultivo dual de la cepa 

LEM1058 frente a F. oxysporum. e’) cultivo dual con inhibición de la cepa LEM1058 frente a F. oxysporum. e’’) cultivo dual 

sin inhibición de la cepa LEM1058 frente a F. oxysporum.  

 

5.3 PCR 

Los genes codificantes para las enzimas que catalizan la síntesis no ribosómica de 

los péptidos antibióticos en el genoma de las distintas cepas de Bacillus, se 

investigaron mediante PCR. Los resultados en la PCR plantean la presencia de los 

genes srfA para la síntesis de surfactina y mlnA para la síntesis de macrolactinas 

en la cepa LEM1054 (Figura 9).  

Los productos amplificados fueron del tamaño mencionados en la tabla 2. Para srfA 

de un tamaño de 890 pb y para mlnA de 920 pb, mientras que los controles 

negativos E. coli BL21DE3 y LEM1061, no mostraron la presencia los genes 

anteriormente mencionados. 

 

Figura 9. Productos amplificados por PCR de dos genes biosintéticos de metabolitos secundarios en 

gel de agarosa al 1.5%. 
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5.4 Determinación de la promoción de la germinación de Bacillus velezensis 

El porcentaje de germinación en las semillas de Solanum lycopersicum en el grupo 

experimental control, es decir donde solo se encuentran las semillas de jitomate en 

condiciones normales, sin la presencia de F. oxysporum ni de Bacillus es de 90%. 

A diferencia de cuando se encuentra presente la cepa LEM1054 fue de 95%, 

mientras que cuando encontramos a la cepa LEM1054 en combinación con F. 

oxysporum es de 90%. Para las cepas control E. coli y LEM1061 en presencia de 

F. oxysporum el porcentaje de germinación fue de 90% y 80% respectivamente, 

mientras que sin la presencia del patógeno fúngico fue 100% en ambos grupos. 

Sin embargo, los resultados de esta investigación no mostraron diferencia 

significativa (p<0.5) entre los grupos experimentales en el porcentaje de 

germinación de las semillas de jitomate, tal como se observa en la Figura 10. Lo 

que quiere decir que ni las cepas Bacillus ni Fusarium o E. coli, influyen en la 

germinación de las semillas de Solanum lycopersicum. 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 10. Potencial de control de cepas de Bacillus frente a F. oxysporum durante la germinación de semillas de jitomate. 

EC (E. coli BL21DE3), FO (F. oxysporum), 61 (LEM1061), 54 (LEM1054), C (grupo control, sin cepas de Bacillus ni el hongo 

fitopatógeno), sin diferencia significativa entre los grupos. 
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4. Discusión 

El uso de pesticidas para combatir las plagas en la agricultura trae consigo una gran 

cantidad de problemas al ambiente como la contaminación de suelo y agua. 

Además, la acumulación de los residuos tóxicos representa un riesgo para la salud 

al entrar en contacto con los alimentos e ingerirlos, asimismo del peligro que 

representa para los trabajadores en el campo al utilizarlos y aquellos que están 

expuestos desde la fabricación de estos (Damalas y Eleftherohorinos, 2011). Una 

de las preocupaciones en la actualidad es la resistencia que pueden generar los 

patógenos poco después de la aplicación de los pesticidas (Hawkins et al., 2018).  

Por tal motivo, se han buscado alternativas para sustituir o disminuir el uso de 

pesticidas siendo la de mayor interés el uso de agentes de control biológico.  

En los últimos años la atención se ha centrado en el uso de microorganismos como 

agentes de control biológico contra patógenos, debido a  la actividad antimicrobiana 

de los metabolitos secundarios que pueden producir. Entre los organismos 

mayormente utilizados como agentes de control biológico esta Bacillus sp. que 

debido a sus características ha llamado la atención en la industria y se prefieren por 

su capacidad de producir endosporas que son resistentes a  condiciones adversas 

en el ambiente y sobrevivir a la preparación de las formulaciones bacterianas 

(Chowdhury et al., 2013). 

Una de los microorganismos fitopatógenos fúngicos de preocupación son las 

especies de Fusarium, principal causante del marchitamiento vascular que afecta a 

una gran variedad de cultivos, entre ellos del tomate que es el segundo vegetal 

comestible más importante económicamente. 

Con los resultados de nuestro estudio, encontramos que en la colección del 

laboratorio de ecología microbiana y molecular una de las cepas con gran 

importancia para la industria es la LEM1054 perteneciente a B. velezensis.  

Entre las cepas de Bacillus con actividad de proteasas, fueron positivas B. 

velezensis, B. subtilis y B. cereus, resultados que podemos comparar con el trabajo 

de Jiang et al. en 2019, en el que se identificó la cepa F21 de B. velezensis como 
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biocontrol de Fusarium en la producción de sandia por la producción proteasas, 

glucanasas y celulasas, pero no presenta actividad de quitinasas. Resultados 

similares a nuestro estudio, con la presencia de proteasas, sin la expresión de 

ninguna quitinasa; difiriendo únicamente en la expresión de celulasas, ya que la 

cepa LEM1054, fue negativa a la expresión de estas enzimas.  

Otro ejemplo claro de la expresión de enzimas hidrolíticas en Bacillus, lo da Xu et 

al., en 2022,  con la evaluación de B. subtilis YB-04 como agente de biocontrol 

contra el marchitamiento del pepino causado por Fusarium y con un análisis de su 

genoma, informaron que esta cepa secretaba proteasa extracelular, amilasa, 

celulosa y β-1,3-glucanasa, además de expresar genes para la biosíntesis de otros 

metabolitos secundarios con actividad antifúngica que en conjunto parecen ser un 

mecanismo eficaz para el control de Fusarium.  

La actividad antifúngica de estas enzimas se debe a la composición estructural de 

la pared celular de los hongos, ya que esta está compuesta por quitina, glucano y 

glicoproteínas (Bowman y Free, 2006), compuestos que pueden ser hidrolizados 

por estas enzimas ocasionando la lisis y deformación de la pared celular, por lo 

tanto, se inhibe el crecimiento del micelio. Se ha mostrado la actividad en conjunto 

principalmente de proteasas, quitinasas y β-1,3-glucanas en cepas B. velezensis 

CE 100, mostrando una fuerte actividad antifúngica, inhibiendo la germinación de 

las esporas y el crecimiento del micelio en Colletotrichum gloeosporioides (Choub 

et al., 2021). Con ello, podemos observar el amplio espectro de las enzimas 

hidrolíticas en distintos fitopatógenos fúngicos. 

LEM1054, no mostró celulasas ni quitinasas, esta última, es la enzima que se 

encarga de hidrolizar la quitina, uno de los principales componentes de la pared 

celular fúngica. Resultados similares a los presentados por Hazarika, et al., (2019) 

en el que no se presentó actividad de quitinasas en el medio de agar quitina por B. 

subtilis. 

Sin embargo, si expresó proteasas y amilasas; se ha demostrado la importancia de 

proteasas secretadas por B. velezensis en la lisis celular en oomicetos patógenos 

del género Phytophthora spp., por lo que se corrobora su participación en la 
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actividad antifúngica (Moon et al., 2021). Además se ha informado el papel de las 

proteasas producidas por Bacillus en distintas condiciones de crecimiento, 

confirmando el medio por el cual se eliminan los nutrientes por parte de B. subtilis 

en la pared celular, además el potencial de las proteasas al degradar las proteínas 

en la pared celular fúngica (Schönbichler et al., 2020). 

En cuanto a las amilasas, en nuestros ensayos la única cepa que formó halos de 

hidrólisis fue la cepa LEM1054 (B. velezensis) reafirmamos que Bacillus puede 

hidrolizar almidón por acción de las amilasas. Al respecto, por ejemplo, Zhou et al., 

(2021) mencionan las múltiples características de B. cereus YN917 que promueven 

el crecimiento de las plantas y su actividad como agentes de control biológico frente 

a Magnaporthe oryzae por la producción de enzimas hidrolíticas como proteasas, 

β-1,3-glucanasa, además de amilasas. 

Bacillus es considerado como un género con un gran potencial en la industria como 

biocontrol del patógeno Fusarium debido su actividad como antifúngico. Nuestros 

resultados muestran que las cepas LEM1058 y LEM1054 presentan un gran 

potencial de inhibición frente a F. oxysporum después del día 7, contrario a las 

cepas control, antes del día 7 no se puede observar un alto crecimiento de ambos 

microrganismos como para observar inhibición por parte de Bacillus. Después del 

día 22 la única con actividad antifúngica es LEM1054 (B. velezensis). Resultados 

similares a los encontrados por Karthika et al., 2020, en el que B. cereus KTMA4 

mostro inhibición frente a F. oxysporum y Alternaria solani, patógenos de 

importancia en plagas del tomate, inhibiendo el crecimiento del micelio y no 

sobrecreciendo incluso después de los 7 días de incubación, relacionándolo así con 

la producción tardía de los metabolitos secundarios con actividad antifúngica en la 

última etapa de crecimiento (Swain et al., 2009). 

Los resultados de la PCR mostraron que la cepa LEM1054 tiene los genes que 

codifican para las enzimas que catalizan la síntesis no ribosómica de los péptidos 

antibióticos surfactina y macrolactina. Con ello y junto a las proteasas y amilasas 

con las mismas propiedades que expresa B. velezensis LEM1054, es posible 

explicar la inhibición que presenta frente a F. oxysporum. 
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La macrolactina es un policétido que presenta actividades antibacterianas 

principalmente se han encontrado efectos en una gran cantidad de patógenos 

bacterianos gram positivos y multirresistente, entre los que destacan S. aureus 

(Romero-Tabarez et al., 2006).  

Nuestros resultados muestran la presencia de genes mnlA, genes de gran 

importancia para la síntesis de macrolactinas. Existen estudios en los que se ha 

descrito la actividad antibiótica de las macrolactinas. Por ejemplo, un estudio 

realizado por Salazar et al. (2020), mostro la actividad antifúngica de B. 

amyloliquefaciens de las macrolactinas A y 7-O-Succinil macrolactina A frente a 

algunos importantes hongos fitopatógenos como F. oxysporum, Moniliophtrora 

roreri, F. proliferatum, Aspergillus niger, Alternaria alternata y Rhizoctonia sp., los 

resultados mostraron que 7-O-Succinil macrolactina A presenta un efecto inhibidor 

frente a todos los hongos, mientras la macrolactina A solo no mostro para M. roreri 

y A. niger.  

Además de mnlA, la cepa LEM1054 también mostro la presencia de genes srfA de 

gran importancia para la síntesis del lipopéptido surfactina. Son muchos los estudios 

en los que se expone que la actividad antifúngica de Bacillus se debe a la presencia 

de lipopéptidos principalmente de la iturina y fengicina, antibióticos principales para 

la actividad antimicrobiana de B. velezensis frente a F. oxysporum (Cao et al., 2018). 

Mientras que la surfactina presenta menor actividad e incluso nula, tal como lo 

expone Gong et al. (2015) en el que la cepa S76-3 de B. amyloliquefaciens no 

mostro actividad antifúngica frente a F. graminearum. 

Estos resultados difieren con lo informado por Tendulkar et al., (2007) en el que se 

identificó como el lipopéptido activo de B. licheniformis frente a Magnaporthe grisea 

a la surfactina, induciendo cambios morfológicos e inhibiendo el crecimiento del 

micelio.  

Para poder explicar la actividad antifúngica de la surfactina en la cepa LEM1054, 

podemos decir que ocurre debido al efecto sinérgico (Zhao et al., 2014). Un ejemplo 

lo muestra Li et al., (2016) en B. amyloliquefaciens SYBC H47 capaz de producir 

bacilomicina, fengicina y surfactina. En el que la bacilomicina es el lipopéptido más 
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efectivo de los tres en la actividad antifúngica pero la mezcla de todos los 

lipopéptidos fue la que presentó un mayor potencial debido al efecto aditivo o 

sinérgico sobre la supresión de la germinación de conidios y la permeabilidad de la 

membrana celular en Botryosphaeria dothidea. 

Los resultados del potencial de control de B. velezensis frente F. oxysporum durante 

la germinación, no fueron significativos en ninguno de los grupos experimentales, ni 

en el grupo en el que se encontraban solo las semillas de jitomate con la suspensión 

bacteriana de la cepa LEM1054. Resultados similares a los presentados por Wang 

et al. (2020), en el que semillas de Nelumbo nucifera fueron remojadas en una 

suspensión bacteriana de B. velezensis, pero los resultados no mostraron cambios 

significativos en la tasa de germinación de las semillas.  

Lo informado en este ensayo difiere con lo expuesto por Hazarika et al., (2019) en 

el que el aislado bacteriano de B. subtilis logro inhibir la infección fúngica por F. 

oxysporum en la germinación de semillas de frijol mungo.  

 

5. Conclusiones 

Los resultados de este estudio establecen a la cepa LEM1054 (B. velezensis) con 

un alto potencial antifúngico por la producción de proteasas, amilasas, surfactina y 

macrolactina; componentes importantes con propiedades antifúngicas, por lo que 

queda abierta la posibilidad de su uso en la industria como agente de control 

biológico. 
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7. Anexo 1. Medios de cultivo  

YMA modificado 

Se preparo a partir de extracto de levadura 1 g/L, manitol 10 g/L, acido glutámico 

0.5 g/L y agar 14 g/L, sin cloruro de sodio, a pH 6.8. 

YM modificado 

Se preparo con extracto de levadura 1 g/L, manitol 10 g/L, acido glutámico 0.5 g/L; 

a un pH de 6.8. 

Agar con carboximetil celulasa 

Medio de crecimiento que contenía 10 g/L de carboximetil, 5 g/L de levadura, 5 g/L 

de peptona y 15 g/L de agar, a un pH de 6.8. 

Agar almidón  

Medio de crecimiento con los siguientes nutrientes: 2 g/L de almidón, 5 g/L de 

peptona y 15 g/L de agar, a un pH de 6.8. 

Agar quitina 

A partir de 1.5 g/L de KH₂PO4, 1.5 g/L de MgSO4, 20 g/L de agar, 20 g/L de peptona, 

en medio a 1% de quitina, a un pH de 6.8. 

 


