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Resumen

En esta tesis se trabajaron con hongos de los géneros Trichoderma, Penicillum, Cladosporium,
Diaporthe y bacterias del género Bacillus y Paraburkholderia previamente aisladas de la
semilla y la rizosfera de P. chiapensis. Se hicieron ensayos de antagonismo de bacterias
contra hongos en donde el género Bacillus inhibid el crecimiento de los hongos,
principalmente a Diaporthe y Cladosporium. En el caso particular del aislado Bacillus E
presentd el mayor espectro de accion antagdnica ya que también disminuyo el crecimiento
no solo de los antes mencionados, sino también de los hongos Penicillum y cinco aislados
identificados como Trichoderma sp. Por otra parte, aislamientos pertenecientes al género
Paraburkholderia, por el contrario, el efecto antagdnico fue nulo sobre aislados de los
géneros Penicillum y Cladosporium. Asi mismo, se llevaron a cabo co-inoculaciones, de todas
las bacterias, en donde la dindmica bacteriana que se da en co-cultivo o juntando las
bacterias inhiben de manera similar el crecimiento de los hongos. Dentro de las bacterias
gue se trabajaron, Bacillus E presento el mayor biocontrol sobre los hongos por lo que se
estudio algunos de los probables mecanismos de biocontrol, dando positivo a produccion de
metabolitos secundarios, produccion de compuestos volatiles, lipopéptidos, proteasas,
celulasas, lipasas y glucanasas.

Abstract

In this thesis we worked with fungi of the genus Trichoderma, Penicillum, Cladosporium,
Diaporthe and bacteria of the genus Bacillus and Paraburkholderia previously isolated from
the seed and rhizosphere of P. chiapensis. Bacteria antagonism trials were made against fungi
where the genus Bacillus inhibited the growth of fungi, mainly Diaporthe and Cladosporium.
In the particular case of the isolated Bacillus E presented the biggest spectrum of antagonistic
action since it also diminished the growth not only of the above mentioned, but also of the
fungi Penicillum and five isolated identified as Trichoderma sp. On the other hand, isolates
belonging to the genus Paraburkholderia, on the contrary, the antagonistic effect was null
on isolates of the genus Penicillum and Cladosporium. Likewise, were carried out co-
inoculations, of all the bacteria, where the bacterial dynamics that occurs in co-culture or
joining the bacteria inhibit in a similar way the growth of the fungi. Among the bacteria that
were worked, Bacillus E presented the greatest biocontrol over the fungi so it was studied
some of the probable mechanisms of biocontrol, giving positive to the production of
secondary metabolites, production of volatile compounds, lipopeptides, proteases,
cellulases, lipases and glucanases.



INTRODUCCION

Pinus

El género Pinus incluye mas de 100 especies reconocidas, siendo asi el mas grande de la
familia Pinaceas (Farjon, 2005; Gernandt et al., 2005). Los pinos, perteneciente al grupo de
las coniferas, se consideran el género de darboles mas importante, tanto desde una
perspectiva ecolégica como econdmica. Muchas especies de pino son de alto valor
econémico como fuentes de madera, pulpa, nueces, resina y una variedad de otros
productos (Richardson y Rundel, 1998).

Ecoldgicamente, los pinos son a menudo un componente dominante de los bosques del
hemisferio norte, proporcionando una fuente esencial de alimento, habitat para una amplia
variedad de especies de animales y aves, ademas de desempefiar un papel crucial en los
procesos biogeoquimicos (Richardson y Rundel, 1998). El cambio global estd provocando un
aumento en la incidencia de perturbaciones naturales y antropogénicas en los bosques, que
frecuentemente interactlan de manera sinérgica y promueven cambios en la estructura,
composicion y funcionamiento de los bosques (Alfaro et al. 2019). Los ecosistemas forestales
estan actualmente sujetos a una amplia gama de perturbaciones naturales y antrépicas que
representan una amenaza en las poblaciones forestales (Pravalie, 2018), la tasa de
mortalidad de los arboles ha aumentado temporalmente con el cambio
climatico; acompafiado de un crecimiento reducido o un mayor crecimiento a una tasa
inferior a la pérdida de mortalidad real (Brecka et al. 2018), por lo que afecta severamente
la poblacién pindcea.

Pinus chiapensis

P. chiapensis (Martinez) Andresen, taxondmicamente ubicado hasta 1964 como Pinus
strobus var. chiapensis Martinez, se denomina con varios nombres comunes en los que se
incluye pinabete, tonatzin, cuctoj y pino gretado (CONAFOR, 2020); es un arbol nativo de
Guatemala y México. En nuestro pais, es mas abundante en los estados de Oaxaca y Chiapas,
aungue también se encuentra en pequefias poblaciones aisladas en los estados de Guerrero,
Puebla y Veracruz (Perry, 1991; Farjon & Styles, 1997; Del Castillo et al. 2009).

El arbol puede alcanzar una gran altura hasta mas de 50 m con un didmetro hastade 1 m, y
se encuentra tanto en suelos fértiles como infértiles en ambientes tropicales y subtropicales,
generalmente en sitios hUmedos con una precipitacion anual de 1500-2000 mm (Dvorak et
al, 1996).

Como con muchas otras especies de pinos en México, la mayoria de las poblaciones de P.
chiapensis han sido fuertemente explotadas para obtener madera (Perry et al, 1998). El arbol
es cosechado por al menos 11 grupos étnicos nativos en el sur de México, que usan la madera
para la construccion, fabricacién de muebles y lefia; la resina del arbol también se usa con


https://www.nature.com/articles/6800113#ref-CR34
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fines medicinales (Newton et al., 2002). La madera es suave, notablemente uniforme, estable
y muy adecuada para fines de construcciéon, paneles, tallados en madera, muebles vy
pequefios objetos de madera, como palitos de fosforos, palillos de dientes y pinzas para la
ropa, aunque puede no ser adecuada para fines estructurales donde la fuerza es
requerida. Sin embargo, en los pueblos rurales, los troncos se usan como vigas en los techos
de casas y edificios. La madera se usa como lefia para cocinar y para la fabricacién de
muebles, y puede preferirse a la de otras especies de pinos coexistentes. La resina es una
fuente de combustible y se usa en humanos y animales domésticos como ungliento en
heridas y fracturas dseas. Se dice que un extracto de resina es Util como analgésico para el
dolor (Del Castillo et al, 2009). El cambio de uso de suelo y explotacion inadecuada, han
favorecido a que dicha especie esté desapareciendo rdapidamente de muchas zonas. Por lo
anterior, Pinus chiapensis esté incluida en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL como
especie protegida(SEMARNAT, 2010). P. chiapensis una especie de importancia econdmica,
sin embargo, algunas poblaciones han sido severamente reducido o desaparecido en los
ultimos afos debido a los cambios de uso del suelo y la sobreexplotacion de su calidad de la
madera. Esta especie esta clasificada como 'vulnerable' segln los criterios de la Lista Roja de
la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza y los Recursos Naturales (UICN),
y necesita 'proteccion especial' por parte de la agencia ambiental del Gobierno de México
(Dominguez et al., 2020).

Genéticamente, los pinos se encuentran entre los organismos mas variables y se caracterizan
por una alta variacién entre poblaciones (Newton et al., 2002). La alta diversidad genética
generalmente registrada dentro de las poblaciones de pinos es atribuible a caracteristicas
reproductivas como la polinizacion por viento, alta capacidad reproductiva, mecanismos
efectivos de dispersion de semillas y sistemas de apareamiento flexibles (Ledig, 1998;
Richardson y Rundel, 1998). Newton y colaboradores en 2002 evaluaron el grado de
variacion genética dentroy entre poblaciones de esta especie, en el sur de México y noroeste
de Guatemala, obtuvieron muestras de todo el rango natural y se analizaron utilizando
marcadores de RFLP de ADNm de semillas, donde pudieron observar dos mitotipos (Figura
1). La proporcién de bandas polimdrficas fue inusualmente baja (24.5%) en comparacion con
otras especies de arboles lo que podria indicar que su poblacién se ha fragmentado como
resultado del impacto humano y el cambio climatico. Del Castillo et al. (2009) recalcan la
importancia de considerar que el riesgo de extinciéon se incrementa en una poblaciéon
pequefia, ya que decrece la variabilidad genética generando problemas de regeneracion.


https://www.redalyc.org/jatsRepo/497/49758340006/html/index.html#redalyc_49758340006_ref15

Mexico Gulf of Mexico Lo >

AL N\ . Guatemala

|©

Pacific Ocean \ L

100°W 90°W
Figura 1. Distribucion de mitotipos de Pinus chiapensis detectados por andlisis RFLP. Las poblaciones
representadas por circulos rellenos son el mitotipo A, las poblaciones representadas por circulos vacios son el
mitotipo B. Las poblaciones representadas por circulos sombreados contenian ambos mitotipos. Mapa
modificado de Newton et al, 2002.

Todos los tejidos vegetales, incluidas las raices, las hojas y las semillas, estan colonizados por
una gran diversidad de microorganismos (microbiota). Estos microorganismos se relacionan
con las plantas parasitariamente, mutualistamente, etc., con interacciones complejas
microbio-microbio y microbio-planta. El crecimiento y la salud de las plantas (incluido el
desarrollo, la nutricion, la fisiologia y la defensa) estan influenciados por estas complejas
redes microbianas alojadas. De hecho, la microbiota puede estimular la germinacion de
semillas y el crecimiento de las plantas, ayudar a las plantas a combatir enfermedades,
promover la resistencia al estrés e influir en la aptitud de las plantas. Asi, la microbiota
vegetal amplia la capacidad de las plantas para adaptarse a su entorno y contribuir a dar
forma al fenotipo vegetal (Lebreton et al, 2019, Dominguez-Castillo et al., 2020), por lo cual,
es pertinente estudiar la dindmica poblacional bacteriana y fungica autdoctona de P.
chiapensis.

ANTECEDENTES

Los microorganismos del suelo coexisten en asociacion con las raices de las plantas e
interfieren con el crecimiento de la planta, formando entre ellas una estructura microbiana.
Se estima que las bacterias ocupan entre el 7% vy el 15% de la superficie total de la raiz (Gray
& Smith., 2005). De éstas, algunas bacterias afectan positivamente a las plantas y han sido
designadas como rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR, por sus
siglas en inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Kloepper & Schroth 1978).

Las PGPR pueden promover directa o indirectamente efectos positivos en las plantas.
Indirectamente, suprimen los patdégenos mediados por la competencia y la produccion de
compuestos antimicrobianos y enzimas liticas. Directamente, solubilizan minerales y causan
una amplia gama de cambios en la rizosfera, lo que promueve una mayor eficiencia en la
absorcién de agua y macro y micronutrientes por parte de las plantas y cambios en las



concentraciones de fitohormonas, fijacion de nitrégeno y produccion de siderdforos (Salete,
et al, 2017).

En los Ultimos afios las enfermedades y plagas que afectan a la produccién forestal en
Sudamérica se han expandido alarmantemente. Ejemplos claros de esta tendencia son la
identificacién reciente de una nueva especie de Phytophthora causante de la pérdida de
60.000 ha de pinos exdticos en Chile (Duran et al., 2008)

Las enfermedades constituyen uno de los cuatro factores principales que determinan la
dinamica de los ecosistemas forestales junto con las plagas, el fuego y las condiciones
climaticas. Los hongos son los principales agentes causantes de enfermedades forestales
pudiendo atacar diferentes partes de las plantas afectando su funcionamiento en varias
formas: por ejemplo, aguellos hongos que causan defoliacion provocan una disminucién en
la tasa fotosintética; los causantes de chancros debilitan el tronco o reducen el transporte
desde y hacia las raices; los pudridores de raiz incrementan el riesgo a la caida por viento y
reducen la absorcion de agua y minerales. El registro de las principales enfermedades
causadas por hongos en plantaciones de pinos en la regidén patagdnica ha sido muy bien
caracterizado por Gémez et al. (2011).

En un estudio previo se aislaron bacterias autdctonas de la rizosfera de P. chiapensis, capaces
de tener un efecto en el proceso de germinacion al disminuir el tiempo de germinacion y
aumentar el tamafio del germinado de P. chiapensis (Dominguez-Castillo et al, 2020). Entre
las bacterias se encuentran el género Paraburkholderia, cepa potencial como PGPR
(Dominguez-Castillo et al, 2020; Sawana et al., 2014). Paraburkholderia se ha descrito como
anaerobios facultativos, quimiolitétrofos facultativos, tolerantes a dcidos y alcalis, a metales,
meteorizacion mineral y solubilizan fosfatos, degradan hidrocarburos poliaromaticos vy
xenobidticos, que promueven el crecimiento de las plantas vy fijan el nitrégeno (Wilhelm et
al., 2020). Dominguez-Castillo y col., demostraron que esta cepa tenia la capacidad de
disminuir el tiempo de germinaciéon y aumentaba el porcentaje de germinados de semillas
de P. chiapensis (Grafica 1). También analizo el probable mecanismo con que ejercia ese
efecto, ya que se observd que producia acido indol-3-acético (AlA), giberelinas; que son
fitohormonas que ayudan a regular el crecimiento de las plantas, ademds de que tiene la
capacidad de solubilizar fosfatos (Tabla 1).

Tabla 1: Evaluacién de posibles mecanismos PGPRs de Paraburkholderia con un efecto benéfico en la
germinacion de Pinus chiapensis. P= 0.001. Modificado de Dominguez- Castillo, 2020.

H130° LGl Paraurkholderic  0.41+0.073 0.27+0.047 0.396+0.014 0.43+0.01 26.34+1.37 86.10+4.95 6.13+0.37

Control = = - - 31.81+0.73 23.79+1.60 69.17 £3.04 7.58+0.31
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Grafica 1: Dindmica de la proporcién de germinaciéon de semillas andlisis de regresién logistica multinivel del
tiempo hasta las parcelas de eventos (P <0.05). Tomado de Dominguez-Castillo et al, 2020.

Dominguez y colaboradores al trabajar con semillas tratadas con una esterilizacién
superficial, no germinaban y presentaban signos de pudricidn, observandose a simple vista
la presencia de posibles hogos (Figura 2), por lo que se asilaron e identificaron, obteniendo
un total de 8 hongos y 5 bacterias. Se identificaron que los 8 hongos pertenecian a 4 géneros
diferentes, Trichoderma (5 cepas), Penicillim, Diaporthe y Cladosporium, y las 5 bacterias
correspondian al género Bacillus (Dominguez-Castillo et al, 2020; Mufioz-Flores, 2017).



Figura 2: Dafio de semillas y germinados de P. chiapensis por microorganismos enddfitos de las semillas.
Tomado de Dominguez-Castillo, 2020.

Las especies de Bacillus se encuentran ampliamente distribuidas a nivel mundial debido a su
habilidad para formar endosporas, caracteristica que les confiere resistencia y potencia su
aislamiento en diversos habitats, tanto ecosistemas acuaticos como terrestres, e incluso en
ambientes bajo condiciones extremas (Tejera-Hernandez et al., 2011).



Tabla 2: Lipopéptidos de Bacillus.

Lipopéptidos Actividad

Fengicina

Inturina

Interactta con
esteroles y
fosfolipidos en la
membrana celular
fungica, alterando
su estructura 'y
permeabilidad.

Interactua con
moléculas de
esteroles
principalmente
con colesterol,
interrumpe la

Género
Bacillus subtilis

B. thuringiensis CMB26

Bacillus megaterium
Bacillus subtilis IB

Bacillus subtilis GA1

Bacillus subtilis

Bacillus
amyloliquefaciens FZB42

B. subtilis

B. amyloliquefaciens
Bacillus pumilus
Bacillus subtilisdel
Bacillus subtilis NTO2
Bacillus megaterium

Biocontrol

C. gloeosporioides
Fusarium oxysporum
Rhizoctonia solani
Phytophthora capsici
Botrytis cinerea
Sclerotium cepivorum
Colletotrichum coccodes
Trichoderma harzianum
Fusarium solani.

Fusarium graminearum

Botrytis cinerea

Fusarium graminearum
Fusarium oxysporum
Pythium ultimum
Rhizoctonia solani
Rhizopus sp.

Alternaria sp.
Aspergillus flavus
MUCL14109
Aspergillus niger
Botrytis cinerea
Gaeumannomyces sp.
Mucor sp.

Penicillium expansum
Trichoderma harzanium
Trichoderma reesei

Podosphaera fusca
Fusarium graminearum
Rhizoctonia solani
Botrytis cinereal

F. oxysporum

Referencia
Akpa et al. 2001

Kim et al., 2004

Pueyo et al., 2009
Wang et al., 2007
Raaijmakers et al.,
2010

Touré et al., 2004

Romero et al., 2007

Hanif et al., 2019

Raaijmakers et al.,
2010

Akpa et al. 2001
Akpa et al. 2001
Pueyo et al., 2009



Surfactina

membrana
citoplasmdtica
fungica creando
canales
transmembrana,
que permiten la
liberacion de

iones vitales como  Bacillus subtilis GA1

K*.

Lipopéptido dcido,
biosurfactante,
desestabiliza la
bicapa lipidica.

Bacillus subtilis

Bacillus
amyloliquefaciens RC-2
B. subtilis YM 10-20
Bacillus subtilis AU195
Bacillus
amyloliquefaciens B94

Bacillus coagulans

B. pumilus

Bacillus licheniformis
Bacillus subtilisdel

Bacillus subtilis

Bacillus mojavensis
Bacillus megaterium
Bacillus polyfermenticus
Brevibacillus brevis

Fusarium graminearum
Fusarium oxysporum
Pythium ultimum
Rhizoctonia solani
Rhizopus sp.

Alternaria sp.
Aspergillus flavus
MUCL14109
Aspergillus niger
Botrytis cinerea
Gaeumannomyces sp.
Mucor sp.

Penicillium expansum
Trichoderma harzanium
Trichoderma reesei

Podosphaera fusca
Colletotrichum demiatium

Penicillium roqueforti
Aspergillus flavus

Rhizoctonia solani

Fusarium verticillioides

Touré et al., 2004

Romero et al., 2007
Hiradate et al., 2002

Chitarra et al., 2003
Moyne et al., 2001

Yu etal., 2002

Huszcza & Burczyk,
2006

Kalinovskaya et al.,
2002

Lietal., 2008
Akpa et al. 2001
Kakinuma et al.,
1969

Snook et al., 2009
Pueyo et al., 2009
Kim et al., 2009
Haddad et al., 2008



Fusarium graminearum
Fusarium oxysporum
Pythium ultimum
Rhizoctonia solani
Rhizopus sp.
Alternaria sp.
Aspergillus flavus
Bacillus subtilis GA1 MUCL14109 Touré et al., 2004
Aspergillus niger
Botrytis cinerea
Gaeumannomyces sp.
Mucor sp.
Penicillium expansum
Trichoderma harzanium
Trichoderma reesei

ﬁggg/{lt/l']‘:ormis BC9S Magnaporthe grisea Tendulkar et al. 2007
Una gran diversidad de especies del género Bacillus han demostrado tener actividad
antagonica contra diversos microorganismos fitopatdgenos ya que producen una amplia
variedad de compuestos antimicéticos y antimicrobianos (Wang et al., 2014; Li et al., 2015,
Sarwar et al., 2018). Los principales mecanismos de control biolégico del género Bacillus es
la produccién de lipopéptidos ciclicos (CLP), que se clasifican en surfactina, inturina y
fengicina, estas pueden ser producidas por diferentes especies de Bacillus, asi como tener
efecto en diferentes hongos patdgenos, como se muestra en la Tabla 2. (Raaijmakers et al.,
2010, Lou et al., 2014), sideréforos como ejemplo, B. cereus secretan bacilibactina (BB), un
sideréforo de trilactona 2,3-dihidroxibenzoil-Gly-Thr, B. anthracisy B. cereus producen
principalmente petrobactina (PB) (Zawadzka et al., 2009), enzimas liticas, la produccién de
enzimas involucradas en la degradacion de la pared celular de agentes fitopatdgenos
especialmente contra patdgenos de origen fungico (Villarreal et a/ 2017). Bacillus produce
enzimas liticas como quitinasas y 8-glucanasas (Compant et al.,, 2005), 6-endotoxinas e
induciendo la resistencia sistémica de la planta (Layton et al., 2011; Tejera-Hernandez et al.,
2011). Otros compuestos que también produce Bacillus son los Compuestos Volatiles (VOC,
Volatile Organic Compounds, por sus siglas en inglés) los cuales pueden induccién de
resistencia y tolerancia sistémicas en la planta, lo cual reduce el estrés bidtico y abidtico en
los sistemas agrondmicos y mejora la salud vegetal. Adicionalmente, los VOCs pueden actuar
de manera directa sobre microorganismos patégenos produciendo dafio en el ADN (Tabla 3).
En este contexto, merecen destacarse el benzotiazol, el benzaldehido, el fenilacetaldehido,
el ciclohexanol, 2-etil-1-hexanol, el 2,3-butanodiol, el n-decanal y el nonanal entre otros, de
los que se ha comprobado poseen actividad antimicrobiana (Pedraza et al., 2020).


http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-548X2020000100112#B27

Tabla 3. Actividad antimicrobiana de VOCs producidos por cepas de Bacillus sp. (Pedraza et al., 2020).

Cepa de Bacillus :
e VOCs Agente Fitopatégeno Referencia
Bacillus sp 3,5, 5-tnmetlhexanol , &

ki hom i e Pv. 0 2 ) Ly . .’0
cepa D13 Decilalcohol Xanthomonas oryzae pv. oryzee (Xoo) Xie etal., 2018
B amylohquefaciens FZBA42 Benzaldehido, 1,2-benzisotiazol-3 (2H y 5 s .)
B, artrophaeus LSSC22 1.3-butadieno Raistonia solanacearum Samadetal., 2016

1,3-pentadieno, acetoin (3-hidrox-2-butanona)

B. amyloliquefaciens CPA-8 A Monifinia fructicola Gotor-Vila et al., 2017
' y tiofeno
B. velezensis 2-tndecanona, pirazidina (2,5-dimeul), Botrytss cinérea Gao etal. 2017
Z5Y1 benzotiazola, fenol (4-cloro-3-mentil) Alternaria solani BLc
Ideh: n nal, ben rol -
B. subtilis FA26 Benzaldehido, nonanal, benzotiazo Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus Rajeretal, 2017

y acetofenona

En el caso de los hongos aun no se sabe realmente el efecto que pudiera tener sobre P.
chiapensis, pero en la literatura se ha reportado que para el género Trichoderma las cepas
pueden inducir defensas vegetales y estimular el crecimiento y desarrollo de las plantas al
establecer un didlogo molecular con las raices. Las interacciones beneficiosas mutuales entre
Trichoderma spp. y plantas como Arabidopsis, tomate, pepino, guisante o canola e incluso se
han observado plantas lefiosas (Poveda et al, 2019). En el caso de Cladosporium es
considerados endodfitos ya que colonizar los tejidos vegetales internos (Paul & Yu, 2008).
Muchas especies son patdgenos de las plantas (Kwon et al., 2001). Las especies de Diaporthe
a menudo se han reportado como patégenos de plantas, enddfitos no patdgenos o
saprobios, comunmente aislados de una amplia gama de huéspedes. Diaporthe spp. son
responsables de enfermedades en una amplia gama de plantas hospederas, algunas de las
cuales son econémicamente importantes, causando pudriciones de raices y frutos, muerte
progresiva, chancros, manchas foliares, tizones, pudricion y marchitez (Gomes et al, 2013).
Ha sido reportado como uno de los géneros de hongos endofiticos mas frecuentes en varios
hospedadores de plantas (Murali et al. 2006, Botella y Diez 2011). Y Penicillium es un género
diverso ya que algunas especies se consideran como patdgenas mientras que otras especies
tiene varias caracteristicas que promueven el crecimiento de las plantas, como la produccién
de fitohormonas, la solubilizacién de fosfatos, la sintesis de aminodcidos, la secrecion de
varias enzimas antioxidantes y metabolitos secundarios biolégicamente activos (Chaudhary
et al., 2018).


http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-548X2020000100112#B27
http://www.scielo.org.co/img/revistas/abc/v25n1/0120-548X-abc-25-01-112-gt3.jpg

JUSTIFICACION

El estado de conservacién de P. chiapensis es cada vez mas preocupante. Las causas de la
disminucién de la poblacién de este pino aun no son del todo conocidas. Microorganismos
tanto benéficos como perjudiciales han mostrado ser importantes en el establecimiento y
desarrollo de varias plantas.

Estudios microbioldgicos encaminados a estudiar el biocontrol de las poblaciones de hongos

endofitos de P. chiapensis por Bacillus y Paraburkholderia contribuird a entender la influencia
de microorganismos en el desarrollo del pino.

HIPOTESIS

Bacillus y Paraburkholderia controlan el crecimiento de hongos endéfitos cultivables de Pinus
chiapensis.



OBIJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el biocontrol de bacterias enddfitas y PGPR sobre hongos endoéfitos cultivables de
semillas de Pinus chiapensis.

Objetivos especificos

1.-Determinar el efecto antagénico de Bacillus y Paraburkholderia sobre hongos
provenientes de Pinus chiapensis.

2.-Determinar el efecto antagdnico de un Mix bacteriano sobre los hongos provenientes de
Pinus chiapensis.

3.-Identificar la cepa bacteriana que presenta mayor biocontrol sobre los hongos.

4.- Estudiar los posibles mecanismos de biocontrol presentados por la bacteria con mayor
biocontrol



Materiales y Métodos
Cepario
Los hongos vy las cepas de Bacillus se obtuvieron de semillas de P. chiapensis esterilizadas

superficialmente, Paraburkholderia se obtuvo de la rizosfera de P. chiapensis. (Dominguez-
Castillo 2020, Mufioz-Flores, 2017)

Tabla 4. Bacterias y hongos utilizados y sus caracteristicas.

Cepa Caracteristicas Macroscépicas Caracteristicas Microscépicas Bibliografia
) Colonias irregulares, borde entero ) Mufioz,
Bacillus A . g L ’ Bacilo Gram +
lisa, traslucida, brillante. 2017
Colonias irregulares, con bordes -
. . . Muhoz,
Bacillus B ondulados, rugosa, traslicida, Bacilo Gram + 2017
brillante, convexa.
. Colonias irregulares con bordes ) Mufioz
Bacillus C & Bacilo Gram + ’
ondulados, rugosa, membranosa. 2017
Colonias aisladas, pequefias,
) untiformes, redondas, bien ) Mufioz
Bacillus D .p. ’ _ ’ Bacilo Gram + !
definidas, convexas, lisas, cremosas, 2017
traslucida, opacas.
Colonias irregulares, borde lobulado, MUFoz
Bacillus E convexa, rugosa, cremosa y Bacilo Gram + 017 ’
traslucida.
) Colonia pequefia y uniforme, Blanca- . Dominguez,
Paraburkholderia Peq ) Y . ’ Bacilo Gram - g
amarillenta brillante. 2020
Colonia filamentosas, vellosas y con ) o
. . . Hifas septadas hialinas, con N
o surcos radiales, margenes definidos s ) . Mufioz,
Penicillium conidiéforos simples, métulas,
con textura algodonosa, de color . N 2017
. fidlides y conidios hialinos.
blanco- grisacea.
Colonia algodonosa, surcos radiales, Hifas cenociticas, ramificadas, N
. . . s Mufoz,
Trichoderma 2 de color blanco con un anillo verde y hialinas, conidiéforos, fidlides en 2017
centro gris. forma de botella y conidios globosas
. ) Hifas cenociticas, conidioforo hialino, -
) Colonia algodonosa, surcos radiales, L . Mufioz,
Trichoderma 3 ) fidlides alargadas con conidios
blanca, con un anillo verde. 2017
globosos
. . Hifas cenociticas, conidioforos -
. Colonia aterciopelada y algodonosa . . Mufoz,
Trichoderma 4 -, hialinos, fidlides alargadas en forma
con centro verde y coloracién blanca. o 2017
de botella con conidios globosas.
Colonia algodonosa, con vellosidades Hifas cenociticas, conidioforos N
) L . Mufoz,
Trichoderma 5 de color blanco con un centro hialinos, fidlides alargadas en forma 2017
pequefio verde. de botella con conidios globosas.
. . Hifas cenociticas, conidioforos N
. Colonia algodonosa y aterciopelada . . Mufioz,
Trichoderma 6 hialinos, fidlides alargadas en forma
de color blanco con el centro verde. 2017

de botella con conidios globosas



. . Micelio macrosifonado hialino y
Colonia vellosa aterciopelada de color

Diaporthe -, . tabicado sin presencia de cuerpos
blanco grisaceo, con un centro beige. .
fructiferos
Colonia aterciopelada, vellosa, con
pliegues radiales de color verde Hifas septadas, ramificadas con
Cladosporium obscuro en el centro de la colonia conidioforos, fidlides alargadas,
aclarandose en la periferia con conidios elipsoides.

margenes blancos.

Antagonismo Dual Inverso

Para determinar el efecto antagdnico se realizé ensayos in vitro siguiendo la metodologia de
cultivo dual inverso. Para esto, los hongos se sembraron previamente en medio PDA y se
incubaron durante 4 dias a 25°C. Para las cepas bacterianas se hicieron 2 cultivos
consecutivos en Caldo LB, el primero de 24 h. y el segundo de 48 h. en condiciones de
agitacién a 30° C. La concentracion celular se ajustd a 10%°cel.ml! para inocular
superficialmente por estriado masivo de 100 plL de esta suspensidn bacteriana en placas Petri
de 100 mm con medio PDA. Se extrajo un circulo de 0.5cm de didmetro del hongo
previamente crecido utilizando un sacabocados y se colocd en el centro de cada una de las
placas inoculadas con los aislados bacterianos. Estas se incubaron a 25°C.
Se realizaron tres réplicas por hongo. La actividad antagdnica de las bacterias se determind
a través de la medicién de 5 radios del mismo crecimiento del hongo en presencia del
antagonista bacteriano durante 10 dias. Como control negativo se utilizaron placas donde se
encontraban solamente los hongos.
Con las mediciones obtenidas se procedid al calculo del indice de Inhibicién del Crecimiento
Radial (IICR) mediante la siguiente ecuacién:

[ICR=(R1-R2) /R1
donde:
R1 es el radio mayor (radio control)
R2 es el radio menor (radio en cultivo dual).

Antagonismo por compuestos volatiles

Los hongos se sembraron previamente en medio PDA y se incubaron durante 4 dias a 25°C.
Para las cepas bacterianas se hicieron 2 sembrados consecutivos en Caldo LB, el primero de
24 h. y el segundo de 48 h. en condiciones de agitacion a 30° C. La concentracion celular se
ajusto a 109 cel.ml™ para inocular superficialmente por estriado masivo de 100 pl de esta
suspension bacteriana en placas Petri de 100 mm con medio PDA. Se extrajo un circulo de
0.5cm de didmetro del hongo previamente crecido utilizando un sacabocados y se colocd en
el centro de placas Petri de 100 mm con medio PDA estériles, posteriormente la placa con el
indculo bacteriano se colocd boca abajo sobre la que tenfa el indculo fungico, se sellaron con
Parafilm y se incubaron a 25°C.

Mufoz,
2017

Muhfoz,
2017



Se realizaron tres réplicas por hongo. La actividad antagdnica de los compuestos volatiles se
determind a través de la medicidon de 5 radios del mismo crecimiento del hongo fitopatdgeno
en presencia de los compuestos volatiles de antagonista bacteriano durante 10 dias. Como
control negativo se utilizaron placas donde se encontraban solamente los hongos en
crecimiento.

Con las mediciones obtenidas se procedid al calculo del indice de Inhibicién del Crecimiento
Radial (IICR).

Vertido en doble capa (Metabolitos secundarios)

Para determinar el efecto que tenian los metabolitos secundarios se realizd ensayos in
vitro siguiendo la metodologia de vertido de doble placa. Para esto, los hongos se sembraron
previamente en caldo PD y se incubaron durante 3 dias a 25°C en agitacién. Para las cepas
bacterianas se hicieron 2 sembrados consecutivos en Caldo LB, el primero de 24 h. y el
segundo de 48 h. en condiciones de agitacion a 30° C. La concentracion celular se ajusté a
1019 cel.mlt para inocular una gota de 10 pl sobre una membrana de nitrocelulosa de 0.025
um de esta suspension bacteriana en placas Petri de vidrio de 100 mm con medio LB, se
incubd durante 72 h. a 30° C, pasando ese tiempo se retird la membrana de nitrocelulosa. Se
agité la suspension del hongo previamente crecido y se tomé una alicuota de 1 ml para
colocarla en un matraz con medio PDA a 45° C se vertié en las placas que se les retird la
membrana de nitrocelulosa y se incubaron a 25°C durante 3 dias.

Se realizaron tres réplicas por hongo. La actividad antagdnica de los metabolitos se
determind a través de observar al tercer dia del crecimiento del hongo en presencia de los
metabolitos secundarios que permanecieron en la placa. Como control negativo se utilizaron
placas donde se encontraban solamente los hongos.

Antagonismo en medio liquido

Para determinar el efecto antagdnico se realizd ensayos in vitro siguiendo la metodologia de
antagonismo en medio liquido. Para esto, los hongos se sembraron previamente en medio
PDA Yy se incubaron durante 4 dias a 25°C. Para las cepas bacterianas se hicieron 2 sembrados
consecutivos en Caldo LB, el primero de 24 h. y el segundo de 48 h. en condiciones de
agitacion a 30° C. La concentracion celular se ajusté a 10%° cel.ml para inocular en matraces
de vidrio de 250 ml con 100 ml de medio PD. Se extrajo un circulo de 0.5cm de didmetro del
hongo previamente crecido utilizando un sacabocados estéril y se colocé en el matraz con la
bacteria. Estas se incubaron durante 5 dias en agitacion a 30°C. Posterior a los 5 dias, se filtrd
el medio a vacio, para que los hongos se quedaran en el papel filtro, estos se secaron a 50°
C durante 3 dias en una estufa.

Se realizaron tres réplicas por hongo. La actividad antagdnica de las bacterias se determind
pesando la masa fungica seca que estuvieron en contacto con la bacteria. Como control
negativo se peso la masa fungica de cada uno de los hongos que no estuvieron en contacto
con la bacteria.

Con las mediciones obtenidas se procedié al calculo del Porcentaje de Inhibicion del
crecimiento fungico (PICF)



PICF=(P1-P2) /P1
P1es pese seco (testigo)
P, es el peso seco (cultivo dual).

Antagonismo Dual Inverso (Area)

Para determinar el efecto antagdnico se realizd ensayos in vitro siguiendo la metodologia de
cultivo dual inverso. Para esto, los hongos se sembraron previamente en medio PDA y se
incubaron durante 4 dias a 25°C. Para las cepas bacterianas se hicieron 2 sembrados
consecutivos en Caldo LB, el primero de 24 h. y el segundo de 48 h. en condiciones de
agitacién a 30° C. La concentracion celular se ajusté a 10%°cel.ml! para inocular
superficialmente por estriado masivo de 100 plL de esta suspensidn bacteriana en placas Petri
de 100 mm con medio PDA. Se extrajo un circulo de 0.5cm de didmetro del hongo
previamente crecido utilizando un sacabocados y se colocd en el centro de cada una de las
placas inoculadas con los aislados bacterianos. Estas se incubaron a 25°C.
Se realizaron tres réplicas por hongo. La actividad antagdnica de las bacterias se determiné
a través de la medicion del drea con el programa Imagel del crecimiento del hongo en
presencia del antagonista bacteriano con fotografias que se tomaron durante 10 dias. Como
control negativo se utilizaron placas donde se encontraban solamente los hongos.
Con las mediciones obtenidas se procedid al célculo del indice de Inhibicién del Crecimiento
del Area (IICA) mediante la siguiente ecuacién:

[ICA=(A1-A2) /A1
A1 es el area mayor (area control)
A, es el area menor (area en cultivo dual).

Antagonismo con Mix bacteriano (Co- cultivo y juntas)

Se denomind Mix bacteriano 1y 2, al cultivo de todas las bacterias (Bacillus A, B, C, D, Ey
Paraburkholderia), y se definieron dependiendo del momento en el que se juntaron las
bacterias para los ensayos de antagonismo. El momento en que se co-cultivaron las bacterias
para hacer el Mix bacteriano 1 (MB1) fue desde el inicio, es decir desde el pre-cultivo para
hacer el ensayo de antagonismo. En el Mix bacteriano 2 (MB2), las bacterias se juntaron justo
antes de hacer el ensayo de antagonismo, es decir se hicieron pre-cultivo de cada una de las
bacterias por separado.

Para determinar el efecto antagodnico se realizd ensayos in vitro siguiendo la metodologia de
cultivo dual inverso, por compuestos volatiles, y dual simultaneo., Los hongos se sembraron
previamente en medio PDA y se incubaron durante 4 dias a 25°C en obscuridad. Para las
cepas bacterianas, en el caso de MBI, se hizo un pre-precultivo de cada una de las cepas
bacterianas por separado durante 24h a 30°C en agitacién, después se hizo un pre-cultivo,
en donde se ajustaron todas las bacteriana a una densidad éptica de 0.001, se colocaron
todas juntas en un solo matraz que contenia 100 ml de LB y se incubaron en agitaciéon
durante 48h a 30°C y se prosiguid como se ha indicado en los métodos previamente
enunciados. Con respecto al MB2, las baterias se juntaron en un mismo tubo justo antes del
ensayo de antagonismo. Para este caso, se sembraron por separado cada una de las bacterias



en Caldo LB, haciendo pre-cultivos de 24 h. y 48 h en matraces de vidrio de 250 ml con 100
ml de LB en condiciones de agitacion a 30° C. Posteriormente se tomd una alicuota de 1 ml
de cada una de las bacterias y se colocd en un tubo Falcon se agitd en vortex y se procedid a
seguir con los siguientes pasos de las metodologias.

Para el ensayo dual simultdneo se tomd una alicuota de 10 pl de un Mix de bacterias que
contiene a Bacillus A, B, C, D, E y Paraburkholderia en co-cultivo o juntandolas, el mix
bacteriano se colocd en un extremo de la placa de PDA, dejando una distancia de 0.5 cm del
borde. Se extrajo un circulo de agar del hongo previamente crecido (0.5 cm de didmetro)
utilizando un sacabocados estéril y se colocé en el otro extremo de la paca Se incubaron a
25°Caluz y obscuridad de 12h cada uno.

Se realizaron tres réplicas por hongo. La actividad antagdnica de las bacterias se determind
a través de la medicién radial del hongo en direccion a la colonia del Mix bacteriano, se
hicieron estas mediciones durante 10 dias. Como control negativo, se utilizd el crecimiento
fungico sin interaccién con las bacterias.

Con las mediciones obtenidas se procedio al cdlculo del IICR.

Medios para probables mecanismos de control biolégico

Para determinar los probables mecanismos de control biolégico se usaron medios con
diferentes sustratos (sangre, yema de huevo, carboximetilcelulosa sddica, clara de huevo,
leche semidescremada y gelatina).

Para esto se hicieron dos pre-indculos consecutivos en Caldo LB de Bacillus E, el primero de
24 h.y el segundo de 48 h. en condiciones de agitacion a 30° C,, se hizo de esta forma ya que
se buscaba tener las mismas condiciones en las que se llevaron a cabo los ensayos de
antagonismo. La concentracion celular se ajusté a 10%° cel.ml para inocular una gota de 10
i sobre cada una de las placas con diferentes sustratos y se incubaron durante 24 h. a 30° C
a excepcion de las placas con grenetina que se incubaron a 25° durante 3 dias.

Se realizaron tres réplicas por cada medio. Los metabolitos secundarios producidos por la
bacteria se determinaron con el resultado positivo del crecimiento, halos, hemolisis y
licuefacciéon. Como controles se utilizaron placas de MMK sin fuentes de nitrégeno ni
carbono.



RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacién de antagonismo por crecimiento dual inverso

Fueron diversos los resultados que se obtuvieron cuando se evalud el efecto antagdnico de
las cinco cepas de Bacillus sp. (A, B, C, D, E) y una cepa de Paraburkholderia sp. frente a los
hongos Penicillum, Diaporthe, Cladosporium y Trichoderma 2, 3, 4, 5 y 6 mediante la
metodologia de crecimiento dual inverso.

En primer lugar, Bacillus A mostrd una variacién en el indice de inhibicion de cada hongo vy
conforme pasan los dias, también exhibe una variacién. Cuando Bacillus A se enfrenta a
Penicillum el indice de inhibicion es menor al .6 en el primer dia, y en el tercer dia es del .40,
sin embargo, en el cuarto dia disminuyd drasticamente a un 0.8. No obstante, al siguiente
dia alcanza nuevamente un porcentaje alto (0.42) como se muestra en la tabla 5 y grafica 2;
y posteriormente, ya no se pudo monitorear debido a que ya se encontraban dispersar mas
colonias del mismo hongo en las placas, esto debido a la esporulacion del hongo, por lo que
se esparcen esporas en toda la placa y hay crecimiento fungico, por lo cual ya presentaba
una interferencia en el crecimiento de los hongos que se estaban midiendo. Con respecto a
la morfologia, aparentemente Bacillus A interfiere en el color de la colonia de Penicillum, ya
gue es mas clara a comparacion del hongo control, como se muestra en la figura 3. En el caso
de Trichoderma 2, al ser de crecimiento rapido solo en los primeros tres dias se pudo
observar una notable disminucion de su crecimiento en co-cultivo con Bacillus teniendo
indices de .56y .52 en los primeros 2 dias al tercer dia disminuye a la mitad el indice siendo
de .28 ay posteriormente disminuyd su capacidad antagodnica (no mayor al 10%) como se
puede observar en la tabla 5 y la grafica 2. Se observd que el hongo abarcé casi en su
totalidad la superficie de la placa, llegando a la totalidad en el sexto dia, por lo cual ya no se
pudo seguir midiendo la disminucién del crecimiento, también se vio afectado el color de la
colonia de Trichoderma ya que en co-inoculacion con Bacillus A, este presentaba colores mas
claros. El indice de inhibicién de Bacillus A sobre Trichoderma 3 en los primeros 4 dias
presenta mayor inhibicién que va de 0.44 a 0.63, después del quinto dia la inhibicion va
siendo menor llegando a un indice de 0.1 en el décimo dia como se observa en la tabla 5y
grafica 2, también afecto el color de la colonia ya que en su mayoria se observa blanca y en
los bordes un anillo como se muestra en la figura 3. Dentro del género de los Trichoderma el
3yel4sonlos que presentan mayor inhibicidn, para el caso de Trichoderma 4, los indices de
inhibicion que presentd durante los primeros 3 dias fueron los mas altos de 0.5 a 0.7, en
posteriormente la inhibicién fue disminuyendo hasta el dia 10 presentando un indice de 0.04
como se observa en la tabla 5, también afecto el color de la colonia fungica ya que la mayor
parte de esta tiene una coloracion blanca, casi transparente y en los bordes tiene un color
verde claro. Los resultados en el co-cultivo de Bacillus A con Trichoderma 5 se presenté una
inhibicion mayor dentro de los primeros 3 dias siendo los indices mayores a 0.25 pero
menores a 0.45 (Tabla 5, gréfica 2), posteriormente ya no se pudo seguir con las mediciones
debido a que la colonia fungica ya abarcaba la totalidad de la placa, afecto también el color
de la colonia (figura 3) presentado un color blanco transparente en su mayoria, y partes en
las que se encuentra un color verde. Trichoderma 6 en co-cultivo con Bacillus A el indice de



inhibicion de los primeros dos dias son los mas altos siendo de 0.50 el primero y de 0.54 el
segundo con un porcentaje mayor al 50%, posteriormente va disminuyendo debido al el
crecimiento del hongo va abarcando la totalidad de la placa (tabla 5, grafica 2), al igual que
los otros Trichoderma el 6 también fue afectado en su color, siendo este un blanco
transparente con bordes verdes. El indice de Inhibicion de Diaporthe en co-inoculacién con
Bacillus A el primer dia presenta un indice bajo de 0.31 a comparacién del segundo al sexto
dia en donde la bacteria inhibid mas al hongo, teniendo indices de 0.33 a 0.65, después del
sexto 23%, (tabla 5, grafica 2), también hubo cambio en el color de Diaporthe siendo esta de
un color gris claro. dia la inhibicion va siendo menor del dia 1 al dia 4 va de 0.31, 0.65, 0.54 y
0.54 respectivamente. Finalmente, los co-cultivos de Bacillus A con Cladosporium se
pudieron evaluar durante los 10 dias debido a que es un hongo de crecimiento lento,
presentando la mayor inhibicion en el primer dia siendo el indice de de 0.72, los demas dias
hay una fluctuacion de los indices que van de 0.17 a 0.52 (Tabla. 5, grafica 2), también hubo
un cambio de color de la colonia fungica pasando de un color negro como se ve en la colonia
control a un verde (figura 3). En concreto, el ensayo de antagonismo de Bacillus A con todos
hongos, demuestra que tiene mayor efecto antagdnico sobre Trichoderma 3, 4, Diaporthe y
en mayor medida a Cladosporium, y también afecta morfolégicamente ya que todos los
hongos presentaban colores mas tenues a comparacion de los controles.

Tabla 5. indice de Inhibicién del Crecimiento Radial de Bacillus A sobre hongos (p<0.03) Diferencia

estadisticamente minima significativa.
IICR Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
penicillum 0.0582 ' 0.2920 0.4019 0.0839 0.4262 i ) i i i
+0.04 +0.08 +0.09 +0.01 +0.08
Trichoderma 2 0.5607 @ 0.5222 0.2450 0.0003 0.0101 i ] i i i
+0.01 +0.02 +0.01 +0.00 +0.02
0.4442  0.5501 0.6318 0.4958 0.2984 0.3538 ' 0.2870 0.2178 0.1694 0.1070
+0.02 +0.16 +0.16 +0.21 +0.02 +0.25 +0.27 +0.22 +0.13 +0.03
0.7110 0.5524 0.6252  0.2980 0.4216 0.2581 0.2020 0.1124 0.0689 @ 0.0472
+0.01 +0.19 +0.06 +0.22 +0.08 +0.21 +0.17 +0.11 +0.03 +0.01
Trichoderma s 0.4323 | 0.2509 0.4158 0.0066 i i i i i i
+0.02 +0.02 +0.04 +0.04
Trichoderma 6 0.5049 @ 0.5439 0.3132 0.0899 0.0659 i ] i i i
+0.01 +0.03 +0.01 +0.04 +0.01
Digporthe 0.3102  0.6588  0.5486 0.5472  0.4528 0.3318 0.2379  0.1283 0.0158 i
+0.01 +0.06 +0.01 +0.04 +0.01 +0.02 +0.02 +0.03 +0.02
0.7290  0.3492 0.0735 0.1774 0.5280 0.4906 0.4498 0.5007 0.5042 0.4831

+0.00 +0.04 +0.00 +0.00 +0.10 +0.07 +0.05 +0.04 +0.05 +0.02

Trichoderma 3

Trichoderma 4

Cladosporium
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Grafica 2. Antividad antagdnica de el aislado Bacillus A sobre los hongos Trichoderma sp., Penicilllium sp.
Diaporthe sp. y Cladosporium sp. Inhibicion (IICR) ejercida por Bacillus A mediante crecimiento dual inverso
sobre hongos durante 10 dias en medio PDA.
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Figura 3. Antagonismo de Bacillus A sobre hongos. Cambio morfolégico macroscépico de los hongos en co-
inoculacién, de 10 dias.

Bacillus B presentd variacién de los indices en co-cultivo con cada hongo y conforme pasan
los dias, también se presenta una variacion de los indices. En el ensayo de antagonismo de
Bacillus B en co-cultivo con Penicillum, solo se pudo hacer mediciones durante los primeros
tres dias, debido a que, tanto en el centro como a los ensayos, hubo esporulacion del hongo
causando que crecieran mas colonias que interfieren en la medicién (figura 4), el primer dia
presento la mayor inhibicion, teniendo esta un indice de 0.70, en el segundo y tercer hubo
una disminucion del afecto antagénico, presentando indices de 0.4 (tabla 6, grafica 3), en el



ensayo también se observé un cambio de color de la colonia fungica, siendo esta un gris mas
claro a comparacién del control. En los ensayos de inhibicion de Bacillus B sobre los
Trichoderma, no se pudieron seguir analizando después del 5 dia debido a que como son
hongos de crecimiento rdpido, al quinto dia, la colonia fungica ya habia abarcado la totalidad
de la placa. En el co-cultivo de Bacillus B con Trichoderma 2 presento la mayor inhibicion el
segundo dia con un indice de 0.51 (tabla 6, gréfica 4), en Trichoderma 2 se observo un cambio
de color en la colonia, ya que en co-inoculacion con Bacillus A presentd un color blanco
transparente, con borde verde claro (figura 4). El co-cultivo de Bacillus B con Trichoderma 3
el primer dia presentd la mayor inhibicion del crecimiento, teniendo un indice de 0.84,
después del primer dia hay una disminucion de los indices lo que indica que la efectividad
del antagonismo de la bacteria con el hongo va disminuyendo (grafica 3), también se observa
un cambio en el color de la colonia fungica, de un color verde que se observa en el control,
pasamos a un color amarillo a blanco en el ensayo de antagonismo (figura 4). En el co-cultivo
de Bacillus B con Trichoderma 4, se observa que el antagonismo que ejerce Bacillus B sobre
el hongo va disminuyendo conforme pasan los dias, presenta la mayor inhibicion en los
primeros dos dias, siendo los indice de 0.86 y 0.57 (grafica 3, tabla 6), en el ensayo también
se ve afectado el color de la colonia fungica, ya que presenta un color blanco con bordes
verdes claros (figura 4). Para el caso del ensayo de antagonismo de Bacillus B sobre
Trichoderma 5 los indices de inhibicion para Trichoderma 5 son de 0.80, 0.33, 0.81 y 0.01 del
primer al cuarto dia respectivamente,(tabla 6, grafica 3), como se observa hay una
fluctuacion severa en el antagonismo que ejerce la bacteria contra el hongo, también causa
un cambio de color de un verde oscuro en el control a un blanco o amarillo transparente y
verde claro (figura 4). Para el caso de Bacillus B con Trichoderma 6 sus indices van
disminuyendo conforme pasan los dias, iniciando con una inhibiciéon del 83% vy finalizando
con una menor al 10% (tabla 6, grafica 3) al igual que en los anteriores casos hubo un cambio
en el color de la colonia fungica, siendo esta de color blanco transparenté con bordes verdes
(figurad). En el co-cultivo de Bacillus B con Diaporthe conforme pasaban los dias iba
disminuyendo la actividad antagoénica, inicio con una actividad antagodnica del 81% (tabla 6,
grafica 3), ademas de disminuir el crecimiento fungico, también se modificé el color de la
colonia fungica, siendo esta de color gris claro (figura 4). En el caso de los indices de inhibicion
de Bacillus B con Cladosporium, el primer dia presenta la mayor inhibicién del crecimiento,
siendo del 88% y va disminuyendo conforme pasan los dias (tabla 6, grafica 3), también
cambio el color de la colonia fungia de un color verde oscuro como se ve en el hongo control
a un color verde claro y gris en con-cultivo con Bacillus B (figura 4).

Bacillus B disminuye el crecimiento de todos los hongos hasta el dia 3, posteriormente solo
a Diaphorte y a Cladosporium, también afecta el color de los hongos ya que tienen una
tonalidad mas clara que los hongos controles.

Tabla 6. indice de Inhibicién del Crecimiento Radial de Bacillus B sobre hongos (p<0.06) Diferencia
estadisticamente significativa.

IICR Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia 9 Dia 10

Penicillum 0.7024  0.4461 0.4393 i i ] i ] _ )
+0.52 +0.05 +0.02

rrichoderma 5| 08505 05111 01855 00081 ] ] ] ] ]
£0.26  $0.04 = $0.02  £0.02
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Gréfica 3. Antagonismo de Bacillus B sobre hongos. Inhibicién (IICR) ejercida por Bacillus B mediante
crecimiento dual inverso sobre hongos.
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Figura 4. Antagonismo de Bacillus B sobre hongos. Cambio morfolégico macroscépico de los hongos en co-
inoculacion, de 10 dias.



Bacillus C mostré variacion en los indices de inhibicion con cada hongo v para el caso de
algunos hongos conforme pasan los dias va disminuyendo la afectividad de antagonismo, en
otros casos hay una fluctuacion de indices conformé pasan los dias. El co-cultivo de Bacillus
C con Penicillum el primer dia presenta mayor inhibicién y va en disminucién conforme pasan
los dias (tabla 7, gréfica 4), sin embargo, después del quinto dia no se siguid con las
mediciones debido a que, en el control como en co-cultivo hubo esporulacion, por lo que
presenta una interferencia en las mediciones. Bacillus B el color de la colonia de Penicillum
ya que de un color gris fuerte en el hongo control, en co-cultivo tiene un color gris claro. La
inhibicion que Bacillus C sobre Trichoderma 2, el primer dia presenta la mayo inhibicion con
un indice de 0.89 y disminuye conforme pasan los dias (grafica 4), después del cuarto dia ya
no se pudo seguir con las mediciones, debido a que el hongo ya habia crecido en la totalidad
de la placa, lo mismo pasa con los demas Trichoderma (tabla 7). También se vio afectado el
color de Trichoderma 2 ya presenta una coloracién blanca transparenté, con contorno verde
claro (figura 5). La inhibicion que Bacillus C da sobre Trichoderma 3 su indice mas alto se
presento en el primer dia, siendo de 0.80 y conforme pasan los dias va disminuyendo (tabla
7, grafica 4), también se observé afectado el color de la colonia, tornandose a un color blanco
transparenté, con amarillo y contorno verde (figura 5). Para el caso de co-cultivo de Bacillus
C con Trichoderma 4, el efecto de inhibicion fue disminuyendo conforme pasan los dias, sin
embargo, en el cuarto dia hay un aumento de inhibicion (tabla 7, grafica 4), también hay un
cambio en el color de la colonia fungica siendo de color blanco transparente con un halo
verde (figura 5). El co-cultivo de Bacillus C con Trichoderma 5 presento indices de inhibicién
que fueron disminuyendo conforme los dias (tabla 7, gréfica 4) y también fue afectado el
color de la colonia fungica, siendo esta de un color blanco, mientras que el hongo control se
casi en la totalidad de color verde obscuro (figura 5). En el ensayo de antagonismo de Bacillus
C con Trichoderma 6 fue disminuyendo conforme pasan los dias, por lo tanto, el indice mas
alto fue el primero de 0.84 (tabla 7, grafica 4), el color de la colonia fungica control y co-
cultivo son diferentes, siendo la ultimo de un color verde claro, con un contorno verde fuerte
(figura 5). La inhibicién que causo Bacillus C en Diaporthe, disminuye conforme pasan los
dias, presentando el mayor indice de inhibicion el primer dia y es de 0.73 (tabla 7, grafica 4)
y el color de la colonia en co-cultivo es gris claro (figura 5). La inhibicion que causa Bacillus C
sobre Cladosporium, tiene fluctuaciones, el primer dia tiene un indice de inhibicion de 0.85,
sin embargo, el segundo dia disminuye el efecto antagdnico severamente a 0.05, el tercer
dia vuelve a aumentar vy los siguientes dias se mantiene oscilando en rangos de 0.29 a 0.47
(tabla 7, grafica 4), el color de la colonia en co-cultivo es verde a café claro (figura 5).

Bacillus C inhibe principalmente el crecimiento de Diagporthe y en mayor medida a
Cladosporium, en general también afecta el color de todos los hongos.

Tabla 7. indice de Inhibicién del Crecimiento Radial de Bacillus C sobre hongos (p<0.06) Diferencia
estadisticamente significativa.
IICR Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
penicillum 0.7665 0.4317 0.3621 0.3374 0.3717 ] i i i i
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Grafica 4. Antagonismo de Bacillus C sobre hongos. Inhibicién (IICR) ejercida por Bacillus C mediante
crecimiento dual inverso sobre hongos.
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Figura 5. Antagonismo de Bacillus C sobre hongos. Cambio morfolégico macroscépico de los hongos en co-
inoculacidn, de 10 dias.

Bacillus D mostro una variaciéon en los indices de inhibicion de cada hongo, ademas de que
en la mayoria de los hongos va disminuyendo la efectividad de antagonismo conforme pasan
los dias, y en el caso de Cladosporium hay una fluctuacion de los indices como avanzan los
dias.

El co-cultivo de Bacillus D con Penicillum, se observa que realmente no hay un efecto que
causara a su crecimiento, del segundo al quinto dia se observd que hay una disminucién de
su crecimiento fungico, el dia en el que se presentd mayor inhibicién fue el tercero con un
indice de 0.28 (Tabla 8, grafica 5), sin embargo, después del quinto dia ya no se pudo seguir
con las mediciones debido a que hubo esporulacién, por parte del hongo en las placas del
co-cultivo y en el control, lo que causa una interferencia de las mediciones, con respecto al
co-cultivo de la bacteria con el hongo, se observé que cambio en el color de la colonia fungica
a un color blanco grisaceo (figura 6). En el co-cultivo de Bacillus D con Trichoderma 2, se
observd, que en los dos primeros dias no hay efecto significativo en el crecimiento del hongo,
para el tercer dia ya se observa una disminucién del crecimiento con un indice de (0.28) sien
embargo va disminuyendo el efecto conforme pasan los dias (Tabla 8, grafica 5), después del
quinto dias, no se pudo seguir con las mediciones debido a que hongo ya abarcaba toda la
placa, lo mismo para con los demas Trichoderma. Hubo un cambio de color de Trichoderma
2 siendo de un verde fuerte en el control a un centro blanco con contorno verde claro en el
co-cultivo con Bacillus D (figura 6). En el co-cultivo de Bacillus D con Trichoderma 3, el primer
dia se ve un crecimiento positivo en el hongo con un indice de -0.23, en los dias siguientes
hay un aumento del indice lo que indicativo a que una reduccion del crecimiento fungico
(Tabla 8, grafica 5), también se presenta el cambio de color en la colonia fungica con un
centro blanco transparente u un contorno verde claro (figura 6). En el co-cultivo de Bacillus
D con Trichoderma 4 cuenta con inhibiciones significativas del crecimiento, en un rango de
indices que van de 0.23 a 0.33, presentando mayor inhibicién el dia 3 (Tabla 8, grafica 5), el
cambio de color que se presento en la colonia fungica fue de una colonia verde fuerte (hongo
control) a una colonia verde claro con blanco (co-cultivo) como se observa en la figura 6. Los
indices de inhibicion significativos que se presentaron en el ensayo de antagonismo de
Bacillus D con Trichoderma 5 fueron de 0.18, 0.63 y 0.41 de primer al tercer dia (Tabla 8,
grafica 5), también se observéd un cambio en la morfologia de la colonia fungica, el cual es
mas notable en el color, debido a que en el co-cultivo se observé una colonia fungica verde



claro en su mayoria, con blanco transparente (figura 6). La inhibicién que ejercid Bacillus D a
Trichoderma 6 va aumentando del primer al tercer dia siendo en el dia 3, el ultimo
presentando una inhibicion de 0.56, después del tercer dia fue disminuyendo el efecto
antagoénico (Tabla 8, gréfica 5), también se observé afectado el color de la colonia fungica
siendo de un verde grisaceo claro (figura 6). La disminucion del crecimiento de Bacillus D
sobre Diaporthe en los dias tres y cuatro fue del 70% con un indice de inhibicién de 0.70 en
ambos casos, los primeros dias fue aumentando drasticamente la inhibicion, sin embargo,
después del quinto dia fue disminuyendo paulatinamente (Tabla 8, grafica 5), también hubo
un efecto notorio en el color del hongo a un gris claro (figura 6). Finalmente, los indices de
inhibicion del co-cultivo de Bacillus D con Cladosporium oscilaron de 0.28 a 0.59, teniendo
en la mayoria de los dias un porcentaje de inhibicién de mas del 50% (Tabla 8, grafica 5),
ademas de que el color de Cladosporium fue un verde claro a gris (figura 6).

Bacillus D por su parte inhibe fuertemente a Cladosporium ya que su crecimiento esta
reducido a mas del 40%, con respecto a Diaporthe su crecimiento tiene una disminucion
mayor al 20%, Bacillus D no solo afecto el crecimiento de los hongos si no también afecto el
color.

Tabla 8. indice de Inhibicidn del Crecimiento Radial de Bacillus D sobre hongos. (p<0.05) Diferencia
estadisticamente minima significativa.

IICR Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9
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Grafica 5. Antagonismo de Bacillus D sobre hongos. Inhibicion (IICR) ejercida por Bacillus D mediante
crecimiento dual inverso sobre hongos.
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Figura 6. Antagonismo de Bacillus D sobre hongos. Cambio morfolégico macroscépico de los hongos en co-
inoculacién, de 10 dias.

En primer lugar, Bacillus E mostré una variacion en el indice de inhibicion de cada hongo y
conforme pasan los dias, también exhibe una variacion.

Los resultados indican en el ensayo de antagonismo de Bacillus E sobre Penicillum fue
aumentando durante los tres primeros dias, del tercer al quinto dia se mantuvo el indice de
inhibicion en un rango de 0.50 hasta el sexto dia (tabla 9, grafica 6), sin embargo, ya no se
pudo seguir con las mediciones después del sexto dia, ya que en el control como en el co-
cultivo con la bacteria, hubo esporulacién del hongo por lo que presentaba una interferencia
en las mediciones. El color de la colonia fungica con Bacillus E, fue con un centro blanco y
contorno gris claro (figura 7), que difiere al color gris del hongo (Penicillum) control. El ensayo
de antagonismo de Bacillus E sobre Trichoderma 2 aumento del primer (0.66) al segundo
(0.72) dia, después de este, fueron disminuyendo los indices conforme pasaron los dias (tabla
9, grafica 6), el color la colonia de Trichoderma 2 en el co-cultivo fue mayormente blanco,
con partes verdes claras (figura 7). La inhibicion del co-cultivo de Bacillus E con Trichoderma




3 aumento drasticamente del primer (0.17) al segundo (0.72) dia, en el tercer dia se obtuvo
la mayor inhibicién con un indice de 0.75, posteriormente fueron disminuyendo los indices
de inhibicion (tabla 9, gréfica 6); esto sucede debido a la comparacion del radio del hongo
control que tiene un crecimiento rdpido (abarca la totalidad de la placa de 3 a 4 dias), el
hongo al estar en co-cultivo con Bacillus E va ralentizando el crecimiento fungico y se hace
la comparacién con el radio de la placa, lo mismo sucede con los demas Trichoderma 3. La
inhibicion que provoco Bacillus e sobre Trichoderma 3 fue en aumento del primer al tercer
dia, llegando a un indice de 0.75, después del tercer dia el indice de inhibicion fue en un
descenso paulatino (tabla 9, grafica 6). También se observd un cambio morfolégico en la
colonia fungico en co-cultivo con la bacteria, siendo esta de color verde claro con contorno
blanco (figura 7). Los indices de inhibicién del co-cultivo de Bacillus E con Trichoderma 5
estuvieron en un rango de 0.85 a 0.89 (tabla 9, gréfica 6), también hubo un cambio drastico
en el color de la colonia fungica de un verde fuerte (control) a un blanco transparente en el
co-cultivo (figura 7). Por otra parte, Para el caso de Bacillus E con Trichoderma 6 los indices
de inhibicion estuvieron en un rango de 0.80 a 0.90 (tabla 9, grafica 6), y el color de la colonia
fungica fue verde claro con contorno blanco. En el caso del ensayo de antagonismo de
Bacillus E sobre Diaporthe presento indices de inhibicion en un rango de 0.78 a 0.89 (tabla 9,
grafica 6) y el color de la colonia fungica fue blanco transparente (figura 7). Finalmente, el
co-cultivo de Bacillus E con Cladosporium el primer dia presento la mayor inhibicién con un
indice de 0.87, para el segundo la inhibicion disminuyo drasticamente a un indice de 0.39, en
los posteriores dias los indices estuvieron oscilando en un rango de 0.37 a 0.51 (tabla 9,
grafica 6).

Bacillus E tiene mayor biocontrol sobre los hongos, ya que disminuye severamente a las
especies de Trichoderma y Diaporthe y en menor medida a Cladosporium y Penicillum.

Tabla 9. indice de Inhibicién del Crecimiento Radial de Bacillus E sobre hongos. (p<0.06) Diferencia
estadisticamente significativa.

IICR Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia9 Dia 10
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Trichoderma = 0.6651 = 0.7298 0.6351 @ 0.4431 0.2753 0.0821 0.0301 @ 0.4786

2 +0.01  +£0.03  £0.00 @ +0.03 @ +0.03 @ +0.09 @ +0.07 @ #0.01
Trichoderma = 0.1766 = 0.7241 0.7535 | 0.6704 0.5683  0.4783 0.4206 @ 0.3678 0.2841 @ 0.2482
3 +0.00 +0.03 +0.06 = +0.08 @ +0.09 @ +0.11 @ 0.10 @ 0.07 @ 0.06 @ 10.04
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5 +0.24  +0.01 = +0.01 = +0.01 @ +0.01 @ +0.01 @ #0.01 @ +0.01 & #0.01 | +0.01
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) 0.8718 0.3933 0.5167 0.3769 0.5332 0.4589 0.3835 0.4147 0.3716 | 0.3891
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crecimiento dual inverso sobre hongos.
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Figura 7. Antagonismo de Bacillus E sobre hongos. Cambio morfoldgico macroscopico de los hongos en co-
inoculacién, de 10 dias.

Paraburkholderia mostrd variacion en el indice de inhibicion de cada hongo y conforme
pasan los dias, también exhibe una variacidén, ademas de que también se ve una promocion
de crecimiento fungico, en algunos casos.

Los resultados indican que en el co-cultivo de Paraburkholderia con Penicillum presento
indices de inhibicidon negativos que oscilan en un rango de -0.03 a -0.24 (Tabla 10, grafica 7),
lo que indica que ayuda al crecimiento del hongo e incluso se intensifico el color de la colonia
fungica (figura 8). En el caso de Trichoderma 2 presento indices de inhibicién variables
positivos con efecto de inhibicién menor al 10% y uno negativo (-0.01) (Tabla 10, grafica 7),



también se presentd un cambio de color en la colonia fungica de un amarillo claro (control)
a un verde claro (hongo en co-cultivo) (figura 8). Después del cuarto dia, en los hongos del
género Trichoderma no se pudo seguir con las mediciones debido a que la colonia fungica ya
abarcaba la totalidad de la placa, lo mismo sucedid en el caso de Diaporthe solo que en
octavo dia. En el caso del co-cultivo de Paraburkholderia con Trichoderma 3 el primer dia
disminuyo el crecimiento del hongo ya que mostro un indice de 0.11, posteriormente ayudo
al crecimiento ya que del segundo al cuarto dia los indices fueron negativos de -0.12, -0.05 y
-0.01 respectivamente (Tabla 10, gréfica 7), e intensifico el color de la colonia fungica (figura
8). El co-cultivo de Paraburkholderia con Trichoderma 4 los indices de inhibicién fueron
variables, presentando indices negativos los dos primero dias (-0.40, -0.29), el tercer dia
aumento drdasticamente a 0.33, sin embargo, en el cuarto dia volvié a prestar una
disminucion del indice (0.01) (Tabla 10, grafica 7). Los indices de inhibicidon co-cultivo de
Paraburkholderia con Trichoderma 5 estuvieron en un rango de 0.0 a-0.10 (Tabla 10, grafica
7). Los indices que se presentaron en el co-cultivo de Paraburkholderia con Trichoderma 6
fueron negativos (Tabla 10, grafica 7), lo que indica que Paraburkholderia favorecio el
crecimiento hasta un 40% de Trichoderma 6. El indice de inhibicion del co-cultivo de
Paraburkholderia con Diaporthe fueron negativos los primero dos dias, siendo de -0.25, -
0.17, posteriormente hubo una inhibicién del crecimiento ya que presento indices positivos,
los cuales son de 0.07, 0.02, 0.02 (Tabla 10, grafica 7), al ser unos indices tan bajo, realmente
no se podria concluir que afecta al crecimiento de Diaporthe, pero si intensifico el color gris
de la colonia fungica (figura 8). Al igual que en el caso de Penicillum los indices que se
presentan en el co-cultivo de Paraburkholderia con Cladosporium son negativos (Tabla 10,
grafica 7) lo que indica que promueve su crecimiento y también intensifica el color de la
colonia fungica (figura 8).

Paraburkholderia estimuld el crecimiento en Cladosporium, Penicillum y Trichoderma 6. Se
han estudiado las interacciones positivas mutualistas entre hongos y bacterias por ejemplo
Warmink (2011), Nazir (2012) y colaboradores en sus estudios iniciales sobre bacterias que
pueden interactuar con hongos del suelo como Laccaria proxima'y / o Lyophyllum sp. cepa
Karsten, se encontré que las bacterias particularmente dominantes podian migrar a lo largo
de las hifas de los hongos, las estrategias que se presume se utilizan en esta interactividad
fungica incluyen formar biopeliculas en estas y crecer por compuestos presentes en los
exudados de hongos, la cepas con estas caracteristicas se les han denominado como
fungifilicas, ejemplos del género Paraburkholderia que cuentan con estas caracteristicas son
P. terrae, P. hospitay P. caribensis, estas cepas, al igual que la Paraburkholderia con la que
trabajamos, tenian un origen en el suelo y podrian compartir rasgos que confieren
interactividad con organismos del suelo como los hongos, lo cual es consistente con una
presunta ascendencia comun y ecofisiologia cepas (Pratama et al. 2020, Pratama et al. 2017).



Tabla 10. indice de Inhibicién del Crecimiento Radial de Paraburkholderia sobre hongos. (p<0.02) Diferencia
estadisticamente minima significativa.
[ICR Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10

-0.1670 # -0.0832 -0.0346 -0.0615  -0.1842 -0.1868 @ -0.2260 -0.1702 -0.2244 @ -0.2439
+0.11 +0.04 +0.02 +0.01 +0.03 +0.02 +0.06 +0.02 +0.00 +0.01

Trichoderma 2 0.0151 -0.0158 @ 0.1099 @ 0.0596
+0.13 +0.01 +0.03 +0.01

Trichoderma 3 0.1178 -0.1224 -0.0599 -0.0184
+0.09 +0.03 +0.03 +0.01

Trichoderma 4 -0.4082 | -0.2987 0.3327 @ 0.0047 i i i i i i
+0.09 +0.07 +0.02 +0.01

Trichoderma s -0.0268 & 0.0072 -0.1011 -0.0046
+0.05 +0.06 +0.02 +0.02

. -0.4965 -0.3377 @ -0.2268 @ -0.0062
Trichoderma 6 - - - - - -
+0.14 +0.07 +0.05 +0.04
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Grafica 7. Antagonismo de Paraburkholderia sobre hongos. Inhibicién (IICR) ejercida por Paraburkholderia
mediante crecimiento dual inverso sobre hongos.
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Figura 8. Antagonismo de Paraburkholderia sobre hongos. Cambio morfolégico macroscopico de los hongos
en co-inoculacion, de 10 dias.

Para ejemplificar mas el antagonismo de todas las bacterias que ejercen sobre cada uno de
los hogos, se presenta la tabla 11, en donde se observa que Bacillus E presenta el mayor
biocontrol sobre los hongos, entre todas las cepas bacterianas, por lo que se selecciond para
seguir trabajando para los posteriores experimentos.

Tabla 11. Tabla resumen del antagonismo que ejercieron cada una de las bacterias sobre cada uno de los
hongos. +++ es un antagonismo severo, ++ antagonismo medio, + poco antagonismo y — no hubo antagonismo.

Penicillum | Trichoderma 2  Trichoderma 3 | Trichoderma 4 = Trichoderma 5 = Trichoderma 6 = Diaporthe | Cladosporium

Bacillus A + ++ +++ +++ ++ ++ +++ ++
Bacillus B + ++ ++ ++ ++ ++ +H+ ++
Bacillus C + ++ ++ ++ ++ ++ +H+ ++
Bacillus D + + + + ++ T+ ++ ++
Bacillus E +++ +++ +H+ +++ +++ +++ +H+ +++

Paraburkholderia - - - - - _ _ _

Bacillus spp. han sido identificados como potentes antagonistas contra algunas especies de
Penicillum y Trichoderma (Toure et al., 2004, Kim et al., 2004), también de otros hongos
patégenos como por ejemplo Macrophomina phaseolina , Fusarium spp., Rhizoctonia solani,
y Pythium ultimum debido a la produccion de compuestos antifungicos, antibidticos vy
proteasas (Singh et al., 2008).

ANTAGONISMO POR COMPUESTOS VOLATILES

Los compuestos volatiles pueden actuar de manera directa sobre microorganismos
patdgenos produciendo dafio en el ADN (Pedraza et al.,, 2020), esto se da, debido a que la
interaccion entre los COV y las membranas celulares juega un papel clave en la toxicidad
inducida por COV al inducir la produccién de ROS. Esta produccién de ROS puede dafiar las
proteinasy el ADN (Dezest, et al., 2017).

El ensayo de antagonismo que dan los COV de Bacillus B mostré una variacién en el indice
de inhibicién de cada hongo y conforme pasan los dias, también exhibe una variacion.

El efecto que tienen los COV sobre Penicillum, presentd indices de inhibicion mas
significativos del primer al quinto dia, siendo el indice mas alto de 0.32 (Tabla 10, grafica 8).
La inhibicion de los COV sobre Trichoderma 2 fue disminuyendo conforme pasan los dias



(Tabla 10, grafica 8), posterior al quinto dua ya no se continuo con la medicion debido a que
la colonia fungica abarcaba la totalidad de la placa, lo mismo pasa con los Trichoderma 'y
Diaporthe. Para el ensayo de COV sobre Trichoderma 3 los indices de inhibicidén estuvieron
en un rango de 0.48 a 0.58 durante los tres primeros dias, después del cuarto dia fueron
disminuyendo (Tabla 10, grafica 8). El efecto de los COV sobre Trichoderma 4 el primer dia
presentd un indice de inhibicién de 0.16, al segundo dia aumento a 0.37 y en tercer dia
disminuyo drasticamente (Tabla 10, grafica 8). Para el caso de afecto de los COV sobre
Trichoderma 5, los indices de inhibicion se mantuvieron en 0.2 en los dos primeros dias y
después disminuyo drasticamente (Tabla 10, grafica 8). Con respecto al efecto de los COV
sobre Trichoderma 6 presento indices negativos, poco significativos (-0.0), los dos primeros
dias, los dos siguientes dias también se presentaron positivos de 0.0 (Tabla 10, grafica 8), lo
gue no da una pauta a un efecto significativo de los COV sobre Trichoderma 6. Con respecto
a la interaccion de los COV sobre Diaporthe se observa que los tres primeros dias fue en
aumento, llegando hasta un 25% de inhibicién (Tabla 10, grafica 8). El efecto del antagonismo
de los COV de Bacillus E sobre Cladosporium, es donde se observa una mayor inhibicion del
crecimiento, ya que los indices de inhibicion que se muestran va en un rango de 0.44 a 0.67
en la mayoria de los dias (Tabla 10, grafica 8, figura 9). Para compuestos volatiles se puede
observar que Bacillus E inhibe severamente a Cladosporium, disminuyendo su crecimiento
radial a mas del 50% después del dia 4.

Se han estudiado los COV de Bacillus y como afectan inhibiendo el crecimiento micelial y la
germinacion de esporas de varios hongos patégenos (Chen et al., 2007). Varios COV (p. Ej.,
2-nonanona, 2-metilpirazina y B-bencenoetanamina) producidos por B. subtilis TBO9 y TB72
controlaron eficazmente el patégeno de la antracnosis (Penicillium crustosum) ya que se
demostrd que los COV producidos por B. subtilis PPCBO01 inhibid el crecimiento (Gao et
al., 2018).

Tabla 10. indice de Inhibicién del Crecimiento Radial de los COV producidos por Bacillus E sobre hongos.
(p<0.05) Diferencia estadisticamente significativa.

IICR Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia 9 Dia 10

penicillum 0.2476 0.3276 # 0.2902 @ 0.1495 0.1647 0.0700 0.2124 0.0195 ) )
+0.04 +0.03 +0.06 +0.10 +0.08 +0.11 +0.07 +0.02

ichoderma 2 | 04147 03150 0.0265 00176 ) ) ) ) ]
£0.03  +0.05 $0.02  +0.03

Trichoderma 3 0.5338 0.4858 0.5871 # 0.2912 @ 0.0992 i i i i i
+0.03 +0.09 +0.08 +0.09 +0.04

ichodermaa | 01607 03795 0.0837 00029 ) ] ) ] ]
£0.02  $0.016 $0.04  +0.04

michoderma s | 02714 02433 00713 00237 ] ] ] ] ]
£0.03  £0.05 = $0.05 = £0.01

ichoderma g 0059 0035 00781 00553 ] ] ] ] ]
£0.00  $0.02  $0.01  £0.02

pioporthe | 00195 01596 0.2542 02051 00275 ] ] ] ]
P £0.00  $0.06 = $0.03  $0.01  $0.05
0.0461 -0.157 04452 06068 0.6653 05768 05813 0.6647 04974 0.6711

Cladosporium .6 03 4003 = 4001 = 40.06 002 001 008 £0.07 4018  +0.08
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Figura 9. Antagonismo causado por los CVO producidos por Bacillus E sobre hongos. Cambio morfoldgico
macroscopico de Cladosporium en co-inoculacién, de 10 dias.

Evaluacién de antagonismo por crecimiento dual inverso (EVALUACION DE AREA)

En el primer ensayo de antagonismo que se realizd, se tomaron radios representativos de
cada crecimiento fungico, por lo que se considera que se hizo una estimacion del tamafio
real de la colonia fungica, por lo que no se puede visualizar realmente el antagonismo que
ejercid la bacteria (Bacillus E) sobre los hongos. Para acercarnos lo mas posible al tamafio
real de la colonia fungica, se optd por la medicion total del drea con ayuda de fotografias y
un programa de analisis de imagenes, ayudandonos a visualizar el antagonismo real que
ejerce Bacillus E sobre los hongos. Se observa una diferencia con respecto a las mediciones
ya gque se presenta una disminucién en la desviacién estardar y los indices de inhibicié son




mayores a 0.5 y llegando a indices de 0.9 (tabla 11, grafica 9) en el ensayo de antagonismo
donde se midi6 el area, a comparacién del ensayo en donde solo se tomd radios
representativos para la evaluacion del efecto antagdnico y es evidente principalmente en las
graficas (tabla 9, grafica 6).

Tabla 11. indice de Inhibicién del Crecimiento del Area de Bacillus E sobre hongos. (p<0.04) Diferencia
estadisticamente significativa

IDCA
Penicillum

Trichoderma
2
Trichoderma
3
Trichoderma
4
Trichoderma
5
Trichoderma
6

Diaporthe

Cladosporium

12

0.8

0.6

IICR

0.4

0.2

-0.2

Dia 1
0.4712
+0.04
0.7420
+0.06
0.6021
+0.05
0.8913
+0.02
0.9232
+0.01
0.8497
+0.02
0.8906
+0.01

0.0825
+0.16

Dia1 ! Dia 2

W Penicillum

Dia 2
0.7540
+0.02
0.9063
10.01
0.8443
+0.01
0.9886
+0.00
0.9890
+0.00
0.9899
+0.00
0.9381
+0.01

0.1705
+0.15

Dia 3

W Trichoderma 2~ M Trichoderma 3~ M Trichoderma 4 M Trichoderma 5 W Trichoderma 6 ~ W Digporthe W Cladosporium

Dia 3
0.7135
+0.01
0.9630
+0.00
0.9173
+0.01
0.9905
+0.02
0.9900
+0.00
0.9916
+0.00
0.9819
+0.00

0.1265
+0.04

Dia4

Dia 4
0.7297
+0.06
0.9605
10.02
0.9457
+0.01
0.9917
+0.00
0.9925
+0.00
0.9939
+0.00
0.5543
10.10

0.9323
+0.03

Dia5

Dia 5
0.8190
+0.06
0.9564
+0.02
0.9603
+0.01
0.9917
+0.00
0.9925
+0.00
0.9939
+0.00
0.9925
+0.00

0.5886
+0.13

Dia 6
0.7010
+0.08
0.9247
+0.00
0.9524
+0.01
0.9887
+0.00
0.9928
+0.00
0.9939
+0.00
0.9915
+0.00

0.6545
+0.12

Dia6

Dia 7
0.6794
+0.09
0.9057
+0.00
0.9420
+0.01
0.9858
+0.00
0.9928
+0.00
0.9882
+0.00
0.9914
+0.00

0.5470
+0.01

Dia 8
0.6724
+0.09
0.8835
+0.02
0.9251
+0.01
0.9837
+0.00
0.9926
+0.00
0.9852
+0.00
0.9906
+0.00

0.6663
+0.10

Dia7

Dia 9
0.7423
+0.05
0.8599
+0.02
0.9192
+0.02
0.9794
+0.00
0.9897
+0.00
0.9827
+0.00
0.9903
+0.00

0.9752
+0.01

Dia8

Dia9

Dia 10
0.6677
+0.06
0.7951
+0.02
0.9059
+0.01
0.9767
+0.00
0.9918
+0.00
0.9794
+0.00
0.9903
+0.00

0.5555
+0.15

Dia 10



Grafica 9. Antagonismo del crecimiento del 4rea de Bacillus E sobre hongos. Inhibicion (IICR) ejercida por

Bacillus E mediante crecimiento dual inverso sobre hongos.
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Figura 10. Antagonismo de Bacillus E sobre hongos. Cambio morfoldgico macroscdpico de los hongos en co-
inoculacion, de 10 dias.

METABOLITOS SECUNDARIOS

Bacillus spp. secretan muchos metabolitos secundarios, incluidos antibidticos, antifungicos y
siderdforos. Los metabolitos producidos por Bacillus spp. también pueden afectar la
microflora en la rizosfera, proporcionando un ambiente antagdnico a los patdgenos, o
pueden desencadenar respuestas de defensa del huésped (Sansinenea & Ortiz, 2011). Los
metabolitos secundarios son secretados y por ello permanecen en el medio aun después de
retirar completamente a las bacterias por lo cual se puede observar que a excepcién del caso
de Penicillum donde no se ve una disminucion del crecimiento fungico con respecto al
control, el crecimiento de los demas hongos se ve disminuido debido a que hay menor
presencia de colonias fungicas, por lo que se observan mas dispersas en la placa, a
comparacién de los controles, también se observa que hay diferencia en el color que se
presenta en las colonias fungicas, ya que observan colores mas claros a comparacion de los
hongos controles, lo que indica que Bacillus E secreta metabolismos secundarios que
contribuyen a la disminucién del crecimiento de los hongos, afectando la apariencia fungica,
principalmente se observa en el color de los hongos como se observa en la Figura 11.
Los ensayos de antagonismo in vitro revelaron que las propiedades de control bioldgico
dependen del hongo. Los metabolitos secundarios se definen generalmente como
pequefias moléculas organicas producidas por un organismo que no son esenciales para su
crecimiento, desarrollo y reproduccion (Casas & Olmedo 2014). Miembros de B. subtilis se
sabe desde hace mucho tiempo que el grupo produce una variedad de metabolitos
secundarios, incluidos policétidos, terpenos y siderdforos, asi como péptidos sintetizados
ribosémicamente y no ribosdmicamente. (Harwood et al. 2018). Los metabolitos de Bacillus
subtilis secundarios que poseen amplio espectro antifungico frente a diversos hongos
fitopatégenos como Fusarium sp., Botrytis cinérea (Kiesewalter et al., 2020), otra especie del
género Bacillus, B. amyloliquefaciens SQR9 ha exhibido actividades predominantemente
antagonistas contra una amplia gama de patdgenos del suelo y algunos de los metabolitos
producidos SQR9 y han presentado efecto antagdnico; como, bacilomicina D sobre Fusarium
oxysporum . Fengycin contribuyd a la actividad antagonista contraVerticillium dahliae
kleb , Fusarium oxysporum , Fusarium solaniy Phytophthora parasitica . Surfactin participd



en el proceso antagonista contra Sclerotinia sclerotiorum , Rhizoctonia solaniy Fusarium
solani (Lietal., 2014).

Control Bacillus E Control Bacillus E Control Bacillus E
Penicillum Trichoderma 4 Trichoderma 6

Control Bacillus E
Trichoderma 2 Control Bacillus E Control Bacillus E
Trichoderma 5 Diaporthe

Control Bacillus E
Trichoderma 3 Control Bacillus E
Cladosporium

Fig. 11. Crecimiento fungico después de 3 dias en presencia de metabolitos secretados por Bacillus E,
evidenciando el cambio morfoldgico macroscopico de los hongos como es la disminucién de las colonias y su
tamafio.

ANTAGONISMO EN MEDIO LIQUIDO

En medio liquido al igual que en medio sdlido Bacillus E inhibe a todos los hongos y
principalmente a Diaphorte y Cladosporium con un porcentaje mayor al 40% de su peso total
seco, y en menor medida a Trichoderma 2 y 3 con porcentajes menores del 25% (Grafica 10),
sin embargo, la inhibicion del crecimiento es medio liquido es menor que en medio sélido.
Mejia y col. (2016) hicieron un ensayo similar, solo que ellos determinaron la inhibicion en la
germinacion de conidios por filtrados bacterianos sobre F. equiseti, y en F. solani donde los
promedios fueron 12.75 a 100%, la efectividad de 100 % se observd en Colletotrichum
musae, expuesto a filtrados de B. licheniformis, B. amyloliquefaciensy B. subtilis, ellos
determinan que hay una diferencia de inhibicion en medio liquido como en medio solo, como
también se presento en nuestros resultados.
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Grafica 10: Porcentaje de inhibicién del crecimiento fungico en co-inoculacién con Bacilllus E.
Dinamica Bacteriana

La fluctuacion de las poblaciones en las comunidades bacterianas pueden ser clave e
importante para controlar el crecimiento fungico. Se evaluaron diferentes formulaciones de
medios de cultivo y aunque no se pudo encontrar ningun medio selectivo para cada una de
las bacterias, para determinar la poblacion de cada una, al crecer en co-cultivo; cabe recalcar
que por separado el género Bacillus presento biocontrol positivo hacia los hongos, y en el
caso de Paraburkholderia promovid el crecimiento fungico, por lo que se propuso evaluar el
conjunto de bacterias en un Mix bacteriano para evaluar el efecto que producen al
crecimiento fungico.

En el caso antagonismo dual, donde su pone en un extremd la bacteria y en el extremo
contrario se coloca el hongo, se puede observar que el crecimiento a la direccién de la
bacteria es radial figura 12, sin embargo, cuando éste se va acercando a ella, va formando
una tipo boquilla, que se va cerrando, haciendo un efecto tipo “Pac-man”, para finalmente
seguir su crecimiento sobre las bacterias lo que sugiere que hay una probable secrecién de
metabolitos por parte de las bacterias y que también puede haber una competencia de
nutrientes ya que impide la bacteria el crecimiento radial uniforme del hongo. Los efectos
antagonicos del total del Mix bacteriano 1 y 2 son muy similares, sin embargo, el
antagonismo sobre Diaporthe y Cladosporium fue no mayor al 20% en MB1, y en el caso de
MB?2 las bacterias mayor al 20% sobre Diaporthe como se logra observar en las graficas
(Graficas 9y 10).
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Grafica 9. Antagonismo del crecimiento en cultivo con el MB1 sobre hongos. Inhibicién (IICR) ejercida por MB1
mediante crecimiento dual sobre hongos.
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Grafica 10. Antagonismo del crecimiento del Mix bacteriano 2 sobre hongos. Inhibicién (IICR) ejercida por el
conjunto bacteriano (MB2) mediante crecimiento dual sobre hongos.
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Fig. 12. Antagonismo que ejercen todas las bacterias (MB 1y 2) sobre Diaporthe. Tanto en co-cultivo como
juntando tolas las bacterias, observando el efecto “Pac-man” en los dias 5, 6 y 7 en ambos casos.

En el caso de el antagonismo dual inverso se observé que la inhibiciéon de hongos es similar
al estar todas las bacterias cultivadas en co-cultivo (MB 1y 2). Se puede observar que las
bacterias al estar en contacto directo con los hongos ejercen mayor biocontrol sobre todos
los hongos, observando que los indices de inhibicién son mayores al 0.20 en la mayoria de
los casos, llegando hasta un 80% en Diaporthe. Ademas de haber una disminucién del



crecimiento, también hay un cambio de coloracién, haciéndolo mas claro (Grafica 11y 12,
figura 13), que al estar separadas las bacterias del hongo como es en el caso anterior (graficas
9y 10) donde los indices de inhibicién son menores al 20% en todos los hongos. Al comparar
las graficas del antagonismo dual inverso de cada una de las bacterias por separado (graficas
2-7) hay una mayor inhibicion de los hongos con el Mix bacteriano (1y 2) que por separado,
sin embargo en el caso de Bacillus E la efectividad bajo.
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Gréfica 11. Antagonismo del crecimiento del MB1 sobre hongos. Inhibicién (IICR) ejercida por co-cultivo
bacteriano mediante crecimiento dual inverso sobre hongos.
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Grafica 12. Antagonismo del MB2 sobre hongos. Inhibicién (IICR) ejercida por el conjunto bacteriano mediante
crecimiento dual inverso sobre hongos.
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Fig. 13. Antagonismo dual inverso que del MB1 sobre cada uno de los hongos. en co-cultivo y juntando las
bacterias. Observando el cambio morfoldgico y tamafios de la colonia.

Como se sabe las bacterias producen compuestos volatiles, en la interaccion de todas las

bacterias (MB 1y 2) se observa con las graficas y las fotografias, que ejercen un biocontrol
positivo sobre todos los hongos, principalmente sobre Penicillumy Cladosporium (Figura 14).
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Gréafica 13. Antagonismo ejercido por los compuestos volatiles del MB1 sobre hongos. Inhibicion (IICR)
ejercida por MB1 mediante compuestos volatiles sobre hongos.
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Figura 14. Antagonismo por compuestos volatiles que ejercen todas las bacterias sobre cada uno de los hongos.
Fotografias de 10 dias.

Como se pudo observar en la figura 14 vy las graficas 13 y 14, las inhibiciones de hongos por
todas las bacterias tanto en co-cultivo como juntdndolas antes de hacer el ensayo de
antagonismo son similares, por ejemplo en el caso de Diaporthe que fue el hongo que
presento mayor disminucién en su crecimiento siendo de mas del 50 % en co-cultivo y
juntando las bacterias.

Se ha estudiado que la combinacion de diferentes agentes de biocontrol aumenta la
capacidad de contencién de los patdgenos mas alld de la contribuciéon de los aislados
individuales, a menudo resultando en efectos sinérgicos sobre biocontrol y crecimiento de
las plantas. El uso de diferentes especies de microbios en combinacién puede proporcionar
ademas la ventaja de mejorar la eficacia del biocontrol ya que diferentes microbios ocupan
diferentes nichos en la rizosfera y, por lo tanto, restringen la competencia entre
ellos. Ademas, la diversidad en los mecanismos de control bioldgico que muestra cada
componente microbiano también puede aumentar y optimizar la supresion de
enfermedades (Palmieri et al., 2016).

Produccién de lipopéptidos
(Medios para probables mecanismos de control biolégico)

Los mecanismos de biocontrol pueden ser por competencia hacia nutrientes u ocupando el
mismo sitios y desplazando fisicamente a los microorganismos, o bien por antagonismo,
mediante la secrecién de siderdforos, sintesis de antibidticos, de bacteriocinas y una
variedad de moléculas que inhiben el crecimiento de otros microorganismos, ademas de la
posibilidad de producir una variedad de enzimas que inhiben el crecimiento e incluso
indirectamente mediante la estimulacion de la resistencia sistémica en las plantas (Reddy
P.P.2014).

Algunas especies del género Bacillus han sido bien conocido para la produccion de
lipopéptidos ciclicos (CLP) con amplio potencial antifungico (Borriss 2011 ; Falardeau et al .
2013); los CLP controlan los fitopatégenos fungicos, ya sea indirectamente induciendo
resistencia en la planta huésped o directamente apuntando a las membranas fungicas



(Jourdanetal.2009 ; Patel etal.2011). Bacillus E presentd B-hemolisis en agar sangre Figura
15 y en el medio LB con yema de huevo muestra un halo, por lo que se podria considerar
como probable productor de lipopéptidos. Para asegurar que la bacteria ocupo estos dos
sustratos, se sembré en medio minimo sin fuente de carbono ni nitrégeno y solo se adiciond
la sangre al 2.5% y 5 % o la yema de huevo al 5%, y dio positivo a crecimiento en ambos
medios. Por lo que se considera a Bacillus E, es probable productora de lipopéptidos debido
a que los tensioactivos son moléculas anfipaticas que reducen la tensién en la interfase
(Tablas 11, 12 y Figs. 15, 16). Debido a esta propiedad, las moléculas de los tensioactivos se
ubican en la interfase de fluidos como son los sistemas aceite-agua y aire-agua (Stoyanov et
al., 2003). La presencia de tensioactivos en un medio acuoso incrementa la solubilidad en
agua y disponibilidad de compuestos organicos. Los biosurfactantes producidos por
bacterias, hongos, y levaduras incluyen glicolipidos, lipoaminoacidos, lipopéptidos,
lipoproteinas, lipopolisacaridos, fosfolipidos, monoglicéridos y diglicéridos. (Becerra, L., &
Horna 2016). Las especies de Bacillus producen un amplio espectro de biosurfactantes
lipopéptidos entre ellos, la surfactina, un lipopéptido producido por cepas de Bacillus subtilis,
es uno de los biosurfactantes mas efectivos conocidos hasta ahora (Gudifia et al., 2015).

Tabla 12. Crecimiento de Bacillus E en dos diferentes medios y concentraciones sangre al 2.5% y 5%.

24h 48h
Crecimiento Halo Crecimiento Halo
Agar sangre 2.5% + + + B-hemolisis
Agar sangre 5% + - + B-hemolisis
MMK* + Sangre 2.5% + - + -
MMK* + Sangre 5% + - + -

MMK* - - - -

ﬂ V

Agar sangre 2.5% Agar sangre 5% MMK* + Sangre 2.5% MMK* + Sangre 5%

MMK* = Sin fuente de carbono ni nitrégeno

Fig. 15. Fotografias donde se muestra la B- hemolisis en el caso de agar sangre y el crecimiento bacteriano en
el medio minimo con sangre.

Tabla 13. Crecimiento de Bacillus E en dos diferentes medios y concentraciones de la yema de huevo al 2.5% y
5%.
24h 48h
Crecimiento Halo Crecimiento Halo

LB + yema de huevo 2.5% + - + +



LB + yema de huevo 5% + - + +
MMK* + yema de huevo

5%

MMK* - - - -

MMK* = Sin fuente de carbono ni nitrégeno

LB + yema de huevo 5% LB + yema de huevo 2.5% MMK* + yema de huevo 5%

Fig. 16. Fotografias donde se muestra los halos formados en medio LB con yema de huevo y crecimiento en el
medio minimo con yema de huevo.

Sarwar et al., (2018) al igual que otros autores como Mulligan et al. (1984), la seleccién de
bacterias productoras de biosurfactantes mediante agar sangre es un método Util para la
seleccidn preliminar. Este método no es especifico, ya que algunas enzimas liticas también
pueden provocar halos de hidrolisis. Carrillo et al., (1996) Observaron una relacion directa
entre la produccion de biosurfactantes y la actividad hemolitica. Estudios previos han
indicado la posibilidad de produccién de biosurfactantes sin actividad hemolitica
asociada. Sin embargo, la presencia o ausencia de actividad hemolitica puede deberse a
productores de biosurfactantes fuertes o débiles. Es de destacar que no todos los
biosurfactantes poseen actividad hemolitica, y algunos compuestos adicionales que no
tienen actividad biosurfactante pueden causar hemdlisis (Sarwar et al., 2018). En nuestro
estudio si se detectd la probable actividad biosurfactante de las cepas de Bacillus E ya que
presentd resultados positivos del ensayo hemolitico, lo que se podria considerar que hay una
probable produccién de lipopéptidos producida por Bacillus E.

Produccion de enzimas liticas.

La produccion de enzimas implicadas en la degradacién de la pared celular de agentes
fitopatégenos es uno de los mecanismos de control bioldgico mas ampliamente reportados,
en particular contra patégenos de origen fungico (Villarreal et al., 2018).

Para saber con qué tipo de enzimas liticas cuenta Bacillus E, se sembrd en medio minimo K
(MMK) modificado sin fuente de carbono ni nitrogeno y se adiciond diferentes sustratos, en
el caso de la yema de huevo y sangre, se puede deducir que posiblemente hay lipasas ya que
se encuentran lipidos en estos dos sustratos que son degradados y producen los halos
translucidos en el agar, sefial que indica que posiblemente existan lipasas o enzimas liticas
gue degraden la pared celular(Tablas 11, 12 y Figs. 15, 16). Para el caso de la leche y la clara
de huevo se puede decir que hay algunas proteasas, mas compatibles con las proteinas que
se encuentran con la leche que las que se encuentran en la clara de huevo, pues en el medio



MMK* + clara de huevo 2.5%

con este Ultimo sustrato no hubo crecimiento de la bacteria, para el caso de la
carboxilmetilcelulosa, se encontraron celulasas, que se podria considerar como algo positivo
para la planta, ya que esto puede inducir la repuesta sistémica, se ha comprobado que
diferentes especies de Bacillus producen celulasas, como por ejemplo; B. amyloliquefaciens-
ASK11 (Aslam et al., 2017) o Bacillus subtilis (Sreena & Sebastian., 2018). En el caso de la
gelatina se puede deducir que hay proteasas ya que pueden degradar la gelatina, por lo cual
hay licuefaccion, pero esto se observo solo cuando se tenia 2% de gelatina, a un porcentaje
menor no se observaba el fendmeno de licuefaccion, debido a que la gelatina a una
temperatura de 25°C tenia una consistencia liquida, Entre las bacterias, Bacillus sp. son
productores especificos de proteasas extracelulares (Chu, 2006), estan involucradas en la
degradacién de sustratos polipeptidicos a moléculas mas pequefias (Ferrero, 1995) (Tabla 13
y Fig. 17).

Tabla 14. Crecimiento de Bacillus E en medio minimo sin fuente de carbono y nitrégeno, con diferentes
sustratos.

24h 48h 72h

Crecimiento Halo Crecimiento Halo Crecimiento

MMK* + clara de huevo 5% - - - -

MMK* +
Carboximetilcelulosa
sddica 200 mM
MMK+ leche
semidescremada
0.25%

MMK* + gelatina 1%
MMK* + gelatina 1.3%
MMK + gelatina 2%

MMK*

MMK* = Sin fuente de carbono ni nitrogeno

Halo

licuefaccion



MK* + Carboximetilcelulosa
soédica 200 mM

MMK+ leche semidescremada 0.25% MMK + gelatina2%

Fig. 17. Fotografias donde se muestra el crecimiento de Bacillus E en MMK modificado, con diferentes sustratos.



CONCLUSIONES

1. Las cepas de Bacillus A, B, C, D y E presentan antagonismo hacia todos los hongos,
principalmente sobre el género Diaporthe y Cladosporium

2. Bacillus E disminuye el crecimiento de todos los hongos de manera drastica, por lo
gue se puede considerar un buen biocontrolador.

3. Paraburkholderia estimula el crecimiento de Penicillum y Cladosporium

4. Bacillus E tiene como probables mecanismos de accidon antagdnica, compuestos
volatiles, lipopéptidos, y algunas enzimas liticas como proteasas, lipasas, celulasas y

glucanasas.

5. Bacillus E tiene un mayor biocontrol hacia los hongos cuando estan en contacto
directo.

6. Los Mix bacterianos 1y 2 disminuyen el crecimiento de los hongos de manera similar
entre ellos.

7. Los Mix bacterianos 1y 2, son menos eficientes para inhibir el crecimiento del hongo
gue cuando Bacillus E se encuentra solo, pero son mas eficientes que Bacillus A, B, C,
Dy Paraburkholderia.
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Anexos

Medios
-Medio Luria-Bertani (LB)
Por litro
10 g Peptona de caseina
5 g de extracto de levadura
5 g de cloruro de sodio
13 g de agar- agar
e yema de huevo al 5%y 2.5% (solo en caso de ser requerido)
-Agar sangre
Por litro
e 20 g Sustrato nutritivo (Extracto de corazdn y peptonas)
e 5 gcloruro sddico
e 15 gAgar-agar
e Sangreal 5%y 2.5%
-Medio Papa dextrosa
Por litro
e 200 g Infusidn de papa
e 20 gdextrosa
e 15 gagar-agar
-MMK modificado sin fuente de carbono ni nitrogeno
Por litro
e 1.67gKyHPO4
o (.87 g KH2PO4
e 0.29 g MgS0O4H,0

e (.48 g NaCl
e 7% CaCl
o 1% FeCls

e 0.5% Na;Mo0O47H,0

e 1 XOligoelementos

e 13 gAgar

e Sustratos, como sangre al 5% y 2.5%, yema de huevo al 5%, 200 mM de
Carboximetilcelulosa sédica por cada 100 mL, clara de huevo al 2.5% y 5%, leche
semidescremada al 0.25% y gelatina al 1%, 1.5% vy 2%.
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