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RESUMEN

El jitomate (Solanum lycopersicum var. esculentum) es uno de los frutos de mayor
consumo a nivel mundial. México es uno de los principales paises exportadores de este
producto en el mundo, por lo que los dafios ocasionados en los cultivos de jitomate por la
presencia de hongos fitopatdgenos como Fusarium fujikuroi, Fusarium oxysporum vy
Alternaria alternata ocasiona importantes pérdidas econdmicas al sector agricola. La
aplicacion de técnicas biotecnoldgicas, obtenidos de la naturaleza, como la utilizacién de
microorganismos como Bacillus velezensis, favorecen la disminucién de riesgos y nos da
una nueva alternativa utilizando los recursos de la naturaleza disminuyendo el uso de
quimicos dafinos. En este proyecto se realizé la investigacion del efecto inhibitorio de
Bacillus velezensis contra los hongos fitopatdbgenos Fusarium fujikuroi, Fusarium
oxysporum y Alternaria alternata, en el cual se aprecia efectos inhibitorios por parte de la
bacteria. Estos efectos inhibitorios se estudiaron por pruebas de inhibicién en cultivo dual e
inhibicion por compuestos volatiles donde se observa efectos inhibitorios que se efectuaron
por diversos mecanismos como la liberacién de metabolitos secundarios, asi como la
presencia de enzimas y compuestos volatiles. También se estudioé su efecto inhibitorio en
semillas de jitomate (Solanum lycopersicum var. esculentum) en el cual se observan efectos
inhibitorios, ademas de que también favorecen la promocion de la germinacién debido a la
liberacion de compuestos como el acido ftalico. En la prueba de inhibicién por extractos
organicos con cloroformo como solvente, se observé un posible efecto inhibitorio mas no
eficaz para aplicarlo a futuro por lo que se debe buscar un método de promocién de la
inhibicién con extractos. Finalmente, por el método del colapso de gota se determiné que
la presencia de compuestos surfactantes es uno de los causantes de la inhibicion de hongos

fitopatégenos al degradar su membrana celular.



1. INTRODUCCION
1.1 Bacterias promotoras del crecimiento

Las bacterias promotoras del crecimiento en plantas son aquellas que tienen la capacidad
de liberar compuestos, ya sean volatiles o no volatiles, que favorecen el desarrollo de una
planta, otorgdndoles diversas capacidades, entre ellas, una de las que destaca, es la
inhibicion de fitopatégenos por la liberacién de dichos compuestos organicos (Lee et al.,
2012; Park et al., 2013; Zhang et al., 2008). Se ha observado que las especies del género
Bacillus sp. que son extraidas del suelo ayudan a las plantas en desarrollo a mejorar su
crecimiento, dandoles proteccién contra hongos fitopatégenos (Wang et al., 2013; Ryu et
al., 2004); asi como para favorecer la obtencion de nutrientes (Park et al., 2013). Se han
estudiado diversas especies de este género y se ha observado que presentan la produccion
de compuestos volatiles necesarios para inhibir agentes fitopatdgenos, favoreciendo la
germinacion de semillas que fueron infectados con hongos (Gao et al., 2018; Gotor-Vila et
al., 2017; Islam et al., 2012) y se ha logrado observar que dicho efecto fue tan favorable
como si las semillas no se hubiesen infectado con dicho fitopatégeno, por lo que la
utilizacion de bacterias del género Bacillus sp. como promotoras de crecimiento de plantas
podria ser un método de biocontrol favorable en los cultivos (Ramirez et al., 2021),
sustituyendo a aquellos fungicidas quimicos que generan efectos negativos a nivel
ambiental, dafiando la calidad del cultivo asi como el ambiente en donde es sembrado, asi
como la salud del consumidor de la fruta u hortaliza que se obtiene de dicha planta tratada

con dicho fungicida quimico (Ramirez et al., 2021).
1.2 Biocontrol

El biocontrol o control biolégico es un método de control de plagas en el cual se hace uso
de organismos que tienen la capacidad de crear un efecto antag6nico que impide el
crecimiento o aparicién de organismos que generen el dafio o la muerte de algin ser vivo
(Gardener y Fravel, 2002; Ippolito y Nigro, 2000). Este organismo biocontrol debera ser lo
suficientemente eficaz como para evitar la aparicion del patégeno, asi como para no
generar contaminacion en el ambiente, dafios en la salud, o alteraciones en el organismo
donde se aplique el biocontrol; cabe destacar que el uso de estos métodos deben de ser
utilizados como una nueva alternativa que reemplace el uso de compuestos quimicos y que
sea igual o mas eficientes que estos (Ulloa-Ogaz et al., 2015; de la Fuente et al., 2002,
Hernandez et al., 2007).



Durante muchos afios se han registrado casos de epidemias causadas por fitopatdgenos
gue afectaron diversos cultivos como papa 0 maiz dulce, y en su momento no se supieron
tratar adecuadamente (lvanoff y Keitt, 1937; Bourke 1964). Con el paso del tiempo se
implementdé el uso de pesticidas quimicos que al principio parecian ser una solucion rapida
con buenos resultados, siendo utilizados de manera desmedida en el campo, pero con él
tiempo se descubrid los graves efectos negativos que generaban en el medio ambiente
como la infertilidad de los suelos y en la salud de la personas, principalmente en las
personas que trabajaban manipulando estos pesticidas (Miller et al., 2017; Gupta y Ali,
2008; Miller, 2004; Mahmood et al. 2016). Es por ello por lo que se buscé una manera de
implementar un nuevo método, menos dafiino para las personas y el ambiente, siendo el
biocontrol el método mas natural y util en aplicar, teniendo sus primeros registro alrededor
del afio 1919 con el uso de parasitoides, y hasta el dia de hoy se continua con la
investigacion y se han obtenido mas resultados que amplian mas la variedad de posibles
agentes de biocontrol a utilizar (Smith, 1919; Tsujibo et al. 2003).

En plantas se ha observado que la presencia de ciertas especies bacterianas ayudan a
inhibir el crecimiento de hongos fitopatdégenos que son comunes en el deterioro de la planta,
asi como también se ha descubierto que en los suelos existe la presencia de hongos y
bacterias que impiden el desarrollo de fitopatégenos (Ippolito y Nigro, 2000; Serrano y
Galindo, 2007; Villoch et al., 2003); estos microorganismos que habitan en la naturaleza
forman un consorcio que libera componentes antagénicos en contra del crecimiento de
microorganismos fitopatdégenos, siendo este un método de biocontrol que no genera
alteraciones que afecten a las plantas y al suelo (Gardi y Jeffrey, 2009). Es por ello por lo
que en aquellos cultivos en los que se presente alguna infeccién por un fitopatégeno, al
aplicarles un microorganismo de control biol6gico que tenga como habitat comudn la planta
o suelo de aplicacion, se podra generar un consorcio que fortalezca el cultivo y facilite la
inhibicion de patdégenos (Compant et al., 2005). Estos microorganismos que se extraen de
los suelos pueden ser manipulados facilmente por el hombre y comercializarse como
biopesticidas para poder reemplazar el uso de productos quimicos que generan diversos
riesgos al momento de su uso. Es por ello por lo que es importante identificar cuales son
los microorganismos que pueden ser utilizados como control bioloégico y darles una

aplicacion (Slininger et al., 2003).



1.2.1 Bacterias usadas en biocontrol

Diversas bacterias que son candidatas para uso como agentes de control biolégico se
encuentran en los suelos formando grandes consorcios; entre estos se encuentran
bacterias como Agrobacterium, Bacillus, Pseudomonas y Streptomyces, los cuales han
demostrado tener la capacidad de inhibir a microorganismos patégenos presentes en
diversos tipos de cosechas (Mathre et al., 1999). Esta capacidad de inhibicién se debe a
que estas bacterias son capaces de liberar diversas enzimas que generan reacciones
antagonistas contra patégenos. Se sabe que las enzimas que promueven una actividad
inhibitoria son proteasas, celulosas, lipasas, lacasas, glucanasas y quitinasas, las cuales
pueden ser usadas como protectoras de las plantas en contra de los fitopatogenos (Mishra
et al., 2020); también las bacterias de control biolégico tienen un contenido genético en el
cual algunos de sus genes ocasionan la liberacion de sustancias volatiles que impiden el
desarrollo de los fitopatégenos generando buenas herramientas para el biocontrol. Es por
ello por lo que es de suma importancia conocer el codigo genético de los microorganismos
utilizados para biocontrol, para saber que genes se encuentran presentes y aprovechar los
estudios de inhibicion (Mishra et al., 2020) para desarrollar proyectos que se encarguen de
la producciéon masiva de las enzimas o sustancias que libera la bacteria para inhibir
fitopatdgenos y enviarlas al mercado. Se han realizado diversos experimentos que buscan
potencializar la genética y liberacién enzimatica de estos compuestos por las bacterias, los
cuales, con el paso del tiempo, han estado obteniendo buenos resultados y mejores
técnicas de desarrollo que implican menores gastos y buenos resultados (Lynd et al. 2002;
Sukumaran et al. 2005; Arora y Mishra 2016; Mishra y Arora 2018).

1.2.2 Bacillus velezensis como herramienta de biocontrol

Bacillus velezensis es una bacteria Gram positiva, aerobia, formadora de esporas (Alenezi
et al., 2021; Yao et al., 2006; Idris et al., 2007; Le Mire et al., 2016; Ye et al., 2018; Nguyen
etal., 2019, Xu et al., 2019), capaz de habitar distintos ambientes, entre ellos en los suelos,
considerandose una bacteria enddfita que habita en la rizosfera o en la filosfera (Hazarika
et al., 2019); destacando por las ventajas que presenta en diversos ambitos, como la
industria o la agricultura (Borris, 2015; Wu et al., 2016; Al-Ali et al., 2018; Belbahri et al.,
2017; Adeniji et al., 2019; Guo et al., 2019), y en investigaciones mas recientes se ha estado
descubriendo que presenta efectos inhibitorios de fitopatdgenos en diversos cultivos. Uno
de los ejemplos mas recientes es aplicado en el camote, donde B. velezensis junto con

Bacillus safensis demostraron una capacidad inhibitoria contra hongos fitopatégenos como



Plenodomus destruens; asi como también se demostré que pueden sobrevivir un largo
periodo de tiempo en el suelo y no generan ninglin cambio en la microbiota de la rizosfera
(Mateus et al., 2021). Otros estudios demostraron que B. velezensis tiene efectos contra
una gran variedad de fitopatégenos caracterizados por infectar a los cultivos de jitomate,
tomando en cuenta un total de 14 fitopatdbgenos (Chen et al., 2021). Se conoce que los
microorganismos endéfitos producen diversas sustancias que generan efectos antagonicos
contra fitopatdgenos los cuales se pueden aplicar en distintos ambitos como la agricultura
(Hazarika et al., 2019). Realizando estudios genéticos en Bacillus subtilis se expresaron
genes que codifican para la surfactina (srfA), bacillaeno (baeR), difficidina (dfnD),
macrolactinas (mInA) y fengicina (fenA) los cuales se definen como genes biosintéticos
antifingicos; esto demuestra que el género Bacillus sp. puede sintetizar sustancias que
antagonizan el crecimiento de hongos (Hazarika et al., 2019). La presencia de genes puede
variar, dependiendo de la especie que se estudie, y se pueden encontrar otros genes
biosintéticos antifiingicos en otras especies de Bacillus sp. En el caso de Bacillus velezensis
se ha logrado la secuenciacién de diversos genomas de varias cepas en los cuales han
encontrado la presencia de genes que codifican metabolitos secundarios encargados de
biosintesis de lipopéptidos, como familias de la surfactina, fengicina, iturina y bacilisina; de
bacteriocinas como amilociclina y amilolisina y de policétidos como el diffidina, bacillaene y
macrolactinas (Palazzini et al., 2016; Liu et al., 2017; Cawoy et al., 2015; Babalola et al.,
2019; Ma y Hu, 2019). El conocimiento de este genoma y su variedad de metabolitos que
libera nos ayuda a conocer como funcionan sus diversas capacidades que nos permiten
utilizar a esta bacteria como un biofertilizante ya que esta ayuda a proteger a las plantas de
los fitopatégenos, asi como de que tiene la capacidad de favorecer el crecimiento de la
planta incluso de dar respuestas favorables si se presenta en un estrés bidtico o abibtico;
es por ello que conocimiento del genoma de B. velezensis, y saber utilizar los distintos
metabolitos secundarios producidos, nos ofrece la oportunidad de utilizarlo como nuevo

método contra los diversos fitopatdgenos que atacan los cultivos.
1.3 Hongos fitopatégenos

La presencia de hongos fitopatégenos ocasiona una alta alteracion en la planta y su fruto,
siendo poco accesible para su venta y consumo. Estos fitopatdgenos infectan a la planta
desde su siembra alterando todo su crecimiento debido a que su dafio afecta desde la raiz,
nddulos, tallo, hojas y fruto observando que el aspecto de las plantas no conserva sus

caracteristicas normales (Romero-Arenas et al., 2018).



1.3.1 Fusarium oxysporum y Fusarium fujikuroi

Fusarium oxysporum y Fusarium fujikuroi son hongos fitopatégenos caracterizados por
ocasionar marchitamiento en las plantas de jitomate de manera prematura (Ramirez et al.,
2021). En la planta se puede observar que el hongo ataca desde la raiz hasta llegar al tallo
en el cual se le puede observar la marchitez dentro de este. Un ambiente humedo puede
favorecer el desarrollo de este hongo, llegando a fructificar en el tallo cuando la planta ya
esta muerta (Romero-Arenas et al., 2018). Se ha observado que en cultivos como en la
planta de arroz, las plantulas presentan un menor tamafio y los granos de arroz se
presentan mas alargados y delgados de lo que deberian (Niehaus et al., 2017). También se
menciona que estos hongos no solo generan las muertes de las plantas, si no que la
produccion de micotoxinas ocasiona dafios en la salud en las personas y el ganado que

entre en contacto con las plantas infectadas (Kai et al., 2021).

Los hongos de este género tienen la capacidad de que, una vez entran en la planta,
ocasionaran un colapso en el transporte del agua y obtencion de sus nutrientes (Instituto
Colombiano Agropecuario, 2018); esto a través de un diverso sistema de proteinas y
enzimas que poco a poco iran marchitando la planta. Un ejemplo de su mecanismo de
infeccion es la produccion de la tomatinasa producido por el gen Tom1 que se encarga de
degradar la a-tomatina que es un método de defensa de las plantas de jitomate (Pareja-
Jaime et al., 2008; Gonzéalez et al., 2012). También el hongo es capaz de producir una
enzima pectato liasa que se encarga de degradar la pared celular (Di-Pietro et al., 2001;
Gonzéalez et al., 2012).

1.3.2 Alternaria alternata

Este hongo es considerado como uno de los principales agentes patégenos en infectar a la
planta de jitomate, caracterizandose por su alta transmision entre plantas, que suele ser
muy rapida, y su contagio por medio de los suelos donde es dificil de eliminar. Esta infeccion
se observa con la presencia de manchas oscuras en las plantas (Akroum y Rouibah, 2020)
las cuales se observan de color café o negras, asi como las hojas amarillentas y secas,

junto con esto la planta se estara marchitando de manera prematura (Mihnea et al., 2016).

Entre sus mecanismos de infeccion a la planta se encuentra el uso de diversas micotoxinas
que son liberadas durante su infeccion, como lo son el zinniol, el acido tenuazonico (TeA) y
la tentatoxina (Thomma, 2003). El TeA es capaz de generar una inhibicion en la sintesis

proteica (Thomma, 2003). El zinniol altera la permeabilidad de la membrana uniéndose a
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los protoplastos estimulando los canales de calcio (Thuleau et al., 1988; Thomma, 2003).
La tentatoxina es un compuesto capaz de inhibir la fosforilacién por su union al cloroplasto
ATP sintetasa ocasionando clorosis por la alteracién del desarrollo del cloroplasto, asi como
también promueve la aparicion de plastidos deformados (Halloin et al., 1970; Thomma,
2003).

1.4 Efectos fungicidas

En el mundo actual, el uso de fungicidas es uno de los métodos mas comunes en los
cultivos para eliminar fitopatégenos y asi evitar pérdidas econémicas en la produccion. En
un principio parecia un método eficaz de eliminacion de hongos, pero con el tiempo se fue
descubriendo que estos quimicos pueden ocasionar dafios ambientales y en la salud del
consumidor (Ramirez et al., 2021; Mihnea et al., 2016). También se ha descubierto que el
uso excesivo de fungicidas puede ocasionar resistencia antifingica (Akroum y Rouibah,
2020; Mihnea et al., 2016, Liu et al., 2019), lo cual genera el desarrollo de hongos mas
fuertes y dificiles de eliminar (Liu et al., 2019), por lo cual se ha optado por hacer rotacion
de fungicidas para que se presente una variacién de productos y los hongos no se adapten
a ellos, aunque eso implica mayores costos y no elimina los riesgos ambientales y de salud
(Liu et al., 2019). También se ha documentado que el uso de fungicidas genera un riesgo
en la reproduccién celular de los humanos y animales (Runkle et al., 2017), lo cual implica
que la presencia de estos quimicos en el cuerpo humano puede generar problemas de
infertilidad a largo plazo debido al desarrollo de alteraciones fisiologicas y bioquimicas que

pueden iniciar distintas enfermedades (Runkle et al., 2017).
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2. ANTECEDENTES

En México, la produccién del jitomate es uno de los mayores ingresos econémicos por parte
del sector agricola debido a su alto nivel de exportacién e importacién, reportandose en la
primera mitad del 2022 una produccién de 862 mil 557 toneladas de jitomate en 22,755
hectareas de los cuales 160 mil toneladas fueron exportados. Analizando los datos
recolectados en el pais, los estados de mayor produccion fueron Sinaloa, Baja California
Sur y Sonora (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2022); asi como también se
reporté previamente que, en 2021, los paises con los que se realizé la mayor exportacion
fueron Estados Unidos, Canad4, Japon, Emiratos Arabes Unidos y Singapur (Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2021). Esta informacion nos corrobora la importancia del
cuidado de los cultivos de jitomate y el riesgo que se puede tener en caso de tener pérdidas
por infecciones por microorganismos fitopatdgenos. Un ejemplo de este riesgo de perdidas
ocurrié en el pais en el afio 2010, cuando se implement6 el aumento de uso de cultivos
hidropdnicos, y al no tener la capacitacion sobre coémo cuidar los cultivos de dichas
infecciones se lleg6 a presentar un fracaso en el 60% de los cultivos hidropénicos de todo

el pais, donde uno de sus principales productos fue el jitomate (Sanchez-Del Castillo, 2010).

El uso del biocontrol hoy en dia es mas utilizado e investigado debido al dafio que se ha
demostrado por el uso de pesticidas y fungicidas quimicos. Harry Scott Smith es
considerado uno de los principales pioneros en la aplicacién del control biolégico con sus
investigaciones y campafas en las cuales buscé eliminar plagas en cultivos causado por
insectos como la cochinilla harinosa, cochinilla citrophilus y cochinilla negra, utilizando
parasitos; este trabajo le dio un gran prestigio y reconocimiento como investigador
(Universidad de California, 1959) lo cual lo llevo a escribir un articulo en 1919 donde da por
primera vez el termino control bioldgico (Smith, 1919). Los avances de Smith dieron lugar a
que poco a poco aumentaran las investigaciones de biocontrol y hoy en dia sea un tema de

gran investigacion al querer reducir el uso de compuestos quimicos.

En investigaciones, utilizando bacterias del género Bacillus sp. inoculadas en plantas de
ciertos cultivos, se demostré la capacidad que presentan para promover el crecimiento de
las plantas, asi como sus efectos antagonicos con fitopatdgenos. Se ha demostrado que
para promover el crecimiento en plantulas de jitomate (Solanum lycopersicum), la aplicacion
de bacterias del género Bacillus sp. (Bacillus subtilis y Bacillus pumilus) pueden mejorar la
calidad de las plantulas al momento de la aplicacion de las bacterias en ellas. Esto se debe

a que las bacterias de este género tienen la capacidad para solubilizar fosfatos y producir
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compuestos indolicos del tipo Acido Indol Acético, obteniendo asi plantulas de mayor
tamafio y masa a la esperada (Cabra-Cendales et al., 2016).

Con el fin de demostrar el efecto de proteccion de Bacillus cereus contra Fusarium
oxysporum en plantas de jitomate, se realizaron pruebas en placas Petri para demostrar el
efecto antagonico de la bacteria contra el hongo; asi también se buscé conocer que tan
efectiva es su proteccion inoculando plantas de jitomate con la bacteria y el hongo. En esta
investigacion se demostrd que, en la regién donde se inoculdé B. cereus, se inhibio el
crecimiento del hongo impidiendo, su crecimiento en el resto de la placa. En el caso de las
plantas que se inocularon con la bacteria y/o el hongo, se logré demostrar que aquellas que
tenian inoculadas tanto la bacteria como al hongo presentaron un menor nivel de marchitez
en comparacion con las que solo se inocularon con el hongo; aquellas plantas inoculadas
con B. cereus presentaron tallos fuertes, una buena coloracion verde, asi como un tamafio

favorable (Ramirez et al., 2021).

Utilizando a Bacillus velezensis como agente de biocontrol, se han demostrado efectos
inhibitorios en las semillas de cultivos como jitomate o raices como el camote. En raices
como el camote se descubrié que, junto con la cepa B. safensis, son capaces de crear
efectos inhibitorios contra el hongo P. destruens, que cominmente suele infectar a la raiz,
asi como también se demostré que elimina los signos de infeccién en la raiz (Mateus et al.,
2021). En las semillas de jitomate se demostré que B. velezensis es capaz de inhibir
diversos hongos que infectan al jitomate como Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, F.
moniliforme, Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum orbiculare, Alternaria nees y F.
equiseti, asi como también favorece el crecimiento en las plantulas obteniendo mayor

crecimiento, didmetro del tallo y buena coloracion (Chen et al., 2021).
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3. JUSTIFICACION

El jitomate es una de las frutas de mayor comercializacién y consumo en México.
Nuestro pais es uno de los mayores exportadores en el mundo, por lo que la muerte de los
cultivos por hongos fitopatdbgenos puede generar grandes pérdidas econémicas. Hoy en
dia, los agricultores, para evitar dichos riesgos, aplican una gran cantidad de fungicidas
quimicos como un método rapido y sencillo que reduce el riesgo de infeccion del cultivo; sin
embargo, el uso indiscriminado de estas sustancias quimicas genera dafios en la salud

humana, contaminan el medio ambiente y contribuyen al deterioro de los suelos de cultivo.

El presente trabajo busca estudiar la interaccion bacteria-hongo fitopatdgeno, asi
como el posible desarrollo de una herramienta biotecnolégica para ser utilizada en el
biocontrol de fitopatégenos fangicos, sin la necesidad de aplicar fungicidas quimicos que
afecten el desarrollo y crecimiento de las plantas. Bacillus velezensis es capaz de producir
compuestos organicos que inhiben el crecimiento de hongos que causan pérdidas
econémicas en cultivos de jitomate, como Fusarium oxysporum, Fusarium fujikuroi y
Alternaria alternata; por lo tanto, el estudio de la interaccién entre esta bacteria y estos

fitopatdgenos nos podria orientar en el desarrollo de herramientas de biocontrol.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Analizar la interaccion de compuestos organicos producidos por Bacillus velezensis y su
actividad bioldgica en contra de los hongos fitopatégenos Fusarium oxysporum, Fusarium

fujikuroi y Alternaria alternata.

4.2 Objetivos especificos

£ Determinar la capacidad de inhibicion del crecimiento de hongos fitopatdgenos por
la bacteria B. velezensis, en pruebas in vitro en cultivo dual.

& Determinar la capacidad de produccién de compuestos organicos volatiles (VOC'’s)
por B. velezensis, en cultivos en placa bipartida, para determinar el potencial de
inhibicion contra hongos fitopatégenos de interés agricola.

£ Determinar la inhibicion del crecimiento de hongos fitopatdgenos utilizando extractos
organicos obtenidos de B. velezensis.

& Determinar la promocion de la germinacién de semillas de jitomate (Solanum
lycopersicum var. esculentum) inoculadas con B. velezensis y expuesto a hongos
fitopatdgeno de interés agricola.

£ Determinar la presencia de compuestos surfactantes por B. velezensis por el
método de colapso de gota para identificar el compuesto que genera la inhibicion de

fitopatdgenos.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Materiales

Se utilizara material de vidrio y plastico, placas Petri, reactivos para preparaciéon de medios

de cultivo y germinacion de semillas de jitomate, asa bacteriolégica, micropipeta, mechero.
6.2 Material biolégico

& Cepas bacterianas pertenecientes al Laboratorio de Ecologia Microbiana del CICM
del Instituto de Ciencias-BUAP: Bacillus velezensis LEM1054, Rhizobium sp.
LEM1061 y Escherichia coli BL21DE3 (Thermo Fisher SCIENTIFIC CAS#
C600003).

& Cepas micologicas Fusarium oxysporum CENAGRO1, Fusarium fujikuroi
CENAGROZ2 y Alternaria alternata CENAGRO3 donadas por el Laboratorio de
Recursos Genéticos del Centro de Agroecologia del Instituto de Ciencias-BUAP.

& Semillas de jitomate (Solanum lycopersicum var. esculentum) donado por el Dr.
Carlos Contreras Paredes y el Dr. Omar Romero Arenas del Laboratorio de Biologia

Molecular y Biotecnologia de la Facultad de Biologia.

21



6.3 Equipos
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7. METODOLOGIA
7.1 Conservacion de los microorganismos:
7.1.1 Para bacterias:

Se sembraron las cepas de Bacillus velezensis LEM1054, Rhizobium sp. LEM1061 y
Escherichia coli BL21DE3 en agar YMA modificado por el método de estria cruzada, se

incubaron a 28°C y posteriormente se colocaron en refrigeracion a -5°C.
7.1.2 Para hongos:

Se tomaron fragmentos de cultivos puros de los hongos Alternaria alternata CENAGRO3,
Fusarium fujikuroi CENAGRO2 y Fusarium oxysporum CENAGRO1 y se sembraron en
medio liquido YM modificado, se incubaron para su crecimiento en una incubadora de

agitacion a 28°C y posteriormente se conservaron a temperatura ambiente.
7.2 Prueba de inhibicién en cultivo dual

Esta prueba se realiz6 en agar YMA modificado, la prueba consiste en inocular cuatro
asadas de un cultivo fresco en medio sélido YMA modificado (Bacillus velezensis LEM1054,
Rhizobium sp. LEM1061 o E. coli BL21DE3) en los cuatro lados de la caja Petri formando
un cuadro, una cepa por caja y en el centro se inoculé 20 pl (1x10° microconidias) de un
cultivo fresco (O/N) en medio liquido YM modificado de uno de los hongos fitopatégenos,
uno por caja de Petri (Fusarium fujikuroi CENAGRO2, Fusarium oxysporum CENAGRO1 o
Alternaria alternata CENAGRO3), se incubaron a 28°C para ser revisados a los 7, 14y 21
dias para posteriormente analizar y observar si se presentd un efecto inhibitorio en el
crecimiento de los hongos, cada ensayo se realizé por triplicado para cada una de las cepas

y cada una de las condiciones (Ramirez et al., 2020).
7.3 Prueba de inhibiciéon por compuestos organicos volatiles (VOC’s)

En placas Petri bipartidas se colocaron en una mitad medio PDA y en otra medio YMA
modificado, en la mitad donde esta el medio PDA, se colocé 20 pl (1x10° microconidias) de
Fusarium oxysporum CENAGRO1, Fusarium fujikuroi CENAGRO2 o Alternaria alternata
CENAGRO3 una caja Petri por cada fitopatdgeno y en la mitad de YMA modificado se
colocé una asada de las bacterias Bacillus velezensis LEM1054, Rhizobium sp. LEM1061
o E. coli BL21DE3 después de 48 horas de incubacién del hongo, una caja por cada cepa

y se incubaron las placas a 28°C por 1 semana y posteriormente se observé el crecimiento
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gue se obtuvo, esto con el fin de conocer si las sustancias que liberan las bacterias pueden
entrar en contacto con el hongo a cierta distancia de su siembra y generar una inhibicion
cada ensayo se realizé por triplicado para cada una de las cepas y cada una de las

condiciones (Ramirez et al., 2021).
7.4 Prueba de inhibicion por extractos organicos

Se tomaron asadas de Bacillus velezensis LEM1054 y se colocaron en tubos con caldo YM
modificado (20 ml) para incubarse en agitacion por 24 h a 28°C (O/N), después los cultivos
se centrifugaron por 20 minutos a 5000 rpm donde posteriormente se tomo el sobrenadante
y se desechd la pastilla, una vez con el sobrenadante se agregaron 20 ml del solvente para
realizar los extractos, en este caso se utilizé cloroformo. Se colocaron en vortex por 10
minutos para separar la fase acuosa de la organica. Después el extracto se coloc6 en un
embudo de separacion donde se agitd y se separaron las fases obteniendo la fase organica
gue es la fase de interés. Posteriormente se tomaron asadas de los hongos fitopatégenos
y se les realizé una siembra en forma de cuadro en medio YMA, a esa siembra se le agregé
en el centro del medio un sensidisco y se le agregaron 200 ul de la fase organica de los
extractos, junto con controles negativos (agua destilada y cloroformo) y un control positivo
(fluconazol). Se incubaron a 28°C por 4 dias y se buscé observar la formacién de halos de

inhibicién. Este ensayo se realiz6 por triplicado (Ramirez et al., 2021).
7.5 Determinacion de la promocion de la germinacidn

Se tomaron asadas de E. coli BL21DES, Bacillus velezensis LEM1054 o Rhizobium sp.
LEM1061 y se colocaron en tubos con 10 ml de YM madificado para incubarse en agitacion
por 24 h a 28°C, después los cultivos se centrifugaron por 20 minutos a 5000 rpm donde
posteriormente se decanto el sobrenadante, una vez sin el sobrenadante se agregaron 10
ml de solucién al 0.85% de NaCl las cuales pasaron por el vortex y se les agregaron 10
semillas de jitomate las cuales se lavaron previamente con NaCIO al 4% de manera directa
y se enjuagaron con agua destilada estéril hasta eliminar el olor del NaClO, una vez
colocadas las semillas en los tubos junto con un control negativo (sin inoculacién
bacteriana) se incubaron en agitaciébn nuevamente por 24 horas a 28°C. Después de la
incubacion se le agregaron 20 yl de los hongos Alternaria alternata CENAGRO3, Fusarium
fujikuroi CENAGRO2 o Fusarium oxysporum CENAGROL y se incubaron en agitacion por
30 minutos para posteriormente decantar el sobrenadante, las semillas se colocaron en

agar aguay se observé su germinacion. Posteriormente se realiz6é un analisis estadistico a
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través de la prueba ANOVA en la cual se buscé una diferencia significativa en la
germinacion de las plantas. Cada ensayo se realiz6 por triplicado para cada una de las

condiciones (Ramirez et al., 2021).
7.6 Deteccion de surfactantes producidos por B. velezensis LEM1054

En papel parafilm se colocaron gotas de glicerol en distintas cantidades (15, 30, 50 y 85 pl),
a estas gotas se les agreg6 la misma cantidad de las sustancias a estudiar que fueron caldo
YM modificado, B. velezensis LEM1054, sobrenadante de los componentes de B.
velezensis LEM1054 y como control negativo se us6 agua. Una vez que se le agregé las
sustancias al glicerol se esper6 observar el colapso de algunas de las gotas de glicerol para

determinar la presencia de la produccion de biosurfactantes (Bodour et al., 1998).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Prueba de inhibiciéon en cultivo dual

Tabla 1. Prueba de inhibicion dual con Alternaria alternata CENAGRO3 durante 1,2y 3

semanas

Alternaria alternata
CENAGRO3

Semana 1

E. coli BL21DE3

Rhizobium sp.
LEM1061

Bacillus velezensis
LEM1054

Negativo

Semana 2

Semana 3
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Tabla 2. Prueba de inhibicion dual con Fusarium oxysporum CENAGROL1 durante 1, 2y 3

semanas
Fusarium Semana 1 Semana 2 Semana 3
oxysporum
CENAGRO1

E. coli BL21DE3

Rhizobium sp.
LEM1061

Bacillus
velezensis
LEM1054

Negativo

27




Tabla 3. Prueba de inhibicion dual con Fusarium fujikuroi CENAGRO2 durante 1, 2y 3

semanas
Fusarium Semana 1 Semana 2 Semana 3
fujikuroi
CENAGRO2

E. coli BL21DE3

Rhizobium sp.
LEM1061

Bacillus
velezensis
LEM1054

Negativo

En la prueba de inhibicion por cultivo dual se realizaron cultivos con tres bacterias y un
control negativo para analizar los efectos que pueden presentar las bacterias contra el
crecimiento de los hongos fitopatdgenos de interés, en el caso del control negativo se

aprecia como ocurre normalmente el crecimiento del hongo durante tres semanas sin la
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intervencion de algun otro microorganismo, en este control se puede apreciar que para
Alternaria alternata CENAGRO3 el hongo cubre por completo la placa Petri en la semana
2 y alcanza su maximo crecimiento en la semana 3 (Tabla 1), para Fusarium oxysporum
CENAGROL1 desde la semana 1 su crecimiento abarca toda la placa Petri (Tabla 2) y en el
caso de Fusarium fujikuroi CENAGRO2 su crecimiento maximo se observa en la semana 2
(Tabla 3). Una vez que se conoce el crecimiento de los hongos de estudio se realiza la

comparacion de su crecimiento contra las bacterias de interés.

En el caso de los cultivos que se realizaron con las cepas de E. coli BL21DE3 y Rhizobium
sp. LEM1061 los hongos presentaron un crecimiento mas lento al que se presento en el
control negativo (Tablas 1, 2 y 3), esto puede ser debido a que puede existir una
competencia entre estas bacteria y los hongos para sobrevivir y obtener los nutrientes
presentes en el medio de cultivo, pero al ser bacterias que no producen compuestos que
generen la inhibicion del fitopatégeno el hongo seguira su crecimiento hasta cubrir toda la
placa y ser el principal microorganismo en recibir los nutrientes del medio de cultivo, este
crecimiento se puede observar desde la semana 1 en donde los hongos sobrepasan los
limites marcados por las bacterias que fueron sembradas en forma de cuadro con el fin de

rodear el hongo y para la semana 3 el hongo cubrira todo el medio (Tablas 1, 2y 3).

En el caso de los hongos que fueron rodeados de B. velezensis LEM1054 se logra apreciar
una inhibicion en el crecimiento de estos, en el caso de Fusarium fujikuroi CENAGROZ2 y
Alternaria alternata CENAGRO3 se puede apreciar como el hongo detiene su crecimiento
al estar rodeado de la bacteria y crece de una manera limitada (Tablas 1y 3), en el caso de
Fusarium oxysporum CENAGRO1 se observa que la bacteria inhibi6 por completo el
crecimiento del hongo, en este caso se observa como la bacteria logra crecer por toda la
placa y casi no deja rastro del hongo (Tabla 2). La inhibicién del crecimiento de los hongos
ocasionado por B. velezensis es un indicador de que la bacteria es capaz de liberar
compuestos que al interaccionar con el hongo se inhibe su crecimiento, estos compuestos
pueden ser aquellos que se han encontrado en su genoma que presentan efectos
antagénicos en hongos fitopatdgenos los cuales son metabolitos secundarios para la
biosintesis de lipopéptidos, bacteriocinas y policétidos (Palazzini et al., 2016; Liu et al.,
2017; Cawoy et al., 2015; Babalola et al., 2019; Ma y Hu, 2019).
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8.2 Prueba de inhibicién por compuestos organicos volatiles (VOC’s)

Para Fusarium oxysporum CENAGRO1:

Tabla 4. Prueba de voléatiles en Fusarium oxysporum CENAGRO1 a los 7 y 14 dias de

incubacion

Tiempo

E. coli BL21DE3

7 dias

14 dias

Rhizobium

LEM1061

sp.

B.
LEM1054

velezensis

Control negativo
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Para Fusarium fujikuroi CENAGROZ2:

Tabla 5. Prueba de volatiles en Fusarium fujikuroi CENAGRO2 a los 10 y 14 dias de

incubacion
Tiempo | E. coli BL21DES3 Rhizobium sp. | B. velezensis | Control negativo
LEM1061 LEM1054
10 dias
14 dias
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Para Alternaria alternata CENAGRO3:

Tabla 6. Prueba de volatiles en Alternaria alternata CENAGRO3 a los 14 y 20 dias de

incubacion
Tiempo | E. coli BL21DES3 Rhizobium sp. | B. velezensis | Control negativo
LEM1061 LEM1054
14 dias
20 dias

Durante varios dias se estudi6 el crecimiento que presentaban los hongos de estudio contra
diversas bacterias y un control negativo sin bacteria, esto para conocer los efectos que
tienen B. velezensis LEM1054 contra los hongos fitopatdégenos utilizando compuestos
volatiles. Para el caso de los controles negativos se logré apreciar un crecimiento que
abarcé toda la placa Petri a pesar de estar dividida, para el caso de Fusarium oxysporum
CENAGROL1 (Tabla 4) y Fusarium fujikuroi CENAGRO2 (Tabla 5) los hongos lograron
abarcar por completo la placa en el dia 14 y Alternaria alternata CENAGRO3 (Tabla 6)
abarco su crecimiento hasta el dia 20 siendo este hongo el que presentd un crecimiento y

resultados mas lentos.

En el caso de las placas que tenian inoculadas en la mitad con medio YMA modificado las
bacterias de E. coli BL21DE3 y Rhizobium sp. LEM1061 (Tablas 4, 5y 6) se observo que
el crecimiento de los hongos fue mas lento que en el caso del control negativo, esto se
puede deber a que las bacterias y los hongos generan mecanismos de defensa para
sobrevivir pero no son los suficientemente eficaces para poder detener el crecimiento de
los hongos y al final estos si logran invadir la otra mitad de la placa, para el caso de Fusarium
oxysporum CENAGRO1 se observa que el hongo logra invadir la mitad con E. coli BL21DE3
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y Rhizobium sp. LEM1061 desde el dia 7 y para el dia 14 el hongo cubria por completo la
placa incluso donde se presentaban las bacterias (Tabla 4); en el caso de Fusarium fujikuroi
CENAGROZ2 a los 10 dias se observa que el hongo empieza a invadir la mitad de la placa
donde se encuentran las bacterias, a los 14 dias se observa que en la placa con la bacteria
de Rhizobium sp. LEM1061 el hongo logra invadir alin mas la zona de la bacteria mientras
en el caso del medio con E. coli BL21DE3 se observa un mayor crecimiento del hongo el
cual no se logra apreciar por una forma micelar pero si en la coloracion amarilla que
presenta el medio con la bacteria (Tabla 5); en el caso de Alternaria alternata CENAGRO3
la invasion es mas lenta pero a partir del dia 20 se aprecia que el hongo empieza a invadir
la mitad donde se encuentra E. coli BL21DE3 y Rhizobium sp. LEM1061 (Tabla 6).

Las pruebas que tienen a los hongos contra B. velezensis LEM1054 presentaron resultados
donde se demuestra actividad de inhibicion, el hongo no logra invadir apropiadamente la
mitad donde esta presente la bacteria, en cambio la bacteria empieza a invadir la mitad
donde se encuentran los hongos haciendo que estos no logren desarrollarse
completamente en su mitad de la placa obteniendo un tamafio menor al esperado (Tablas
4, 5y 6). La disminucién del crecimiento de los tres hongos se puede deber a que B.
velezensis es una bacteria capaz de liberar compuestos volatiles que impiden a las esporas
de los hongos fitopatdégenos sigan su crecimiento hacia otras partes del medio, existen una
variedad de compuestos volatiles como 2,4-di-terc butilfenol, heneicosano, hentriacontano
y tetracosano que pueden ocasionar esta inhibicién, estos compuestos son conocidos por
estar presentes en bacterias del género Bacillus sp. como Bacillus cereus (Ramirez et al.,
2020), también cabe destacar que no solo la actividad de los volatiles puedan ser la causa
Unica de la actividad antifingica, también hay que resaltar la posibilidad de la actividad de
los metabolitos secundarios como los lipopéptidos, las toxinas y las enzimas hidroliticas que

podrian también participar en este proceso (Ramirez et al., 2021).
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8.3 Prueba de inhibicion por extractos organicos

Tabla 7. Prueba de inhibicion contra Fusarium oxysporum CENAGRO1, Fusarium fujikuroi
CENAGRO?Z2 y Alternaria alternata CENAGROS utilizando fluconazol, extracto de B.
velezensis LEM1054 con cloroformo, cloroformo y control negativo

Fusarium oxysporum CENAGRO1

Fluconazol Extracto Cloroformo Negativo

Fusarium fujikuroi CENAGRO2

Fluconazol Extracto Cloroformo Negativo

Alternaria alternata CENAGRO3

Fluconazol Extracto Cloroformo Negativo

En esta prueba se midieron los didmetros de crecimiento de los hongos después de un
crecimiento de 4 dias en los que fueron expuestos con extractos de B. velezensis LEM1054
con cloroformo y fueron comparados con los diametros de sus controles negativos

(cloroformo, sin sensidisco) y positivos (fluconazol), obteniendo los siguientes resultados:
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Tabla 8. Promedio de diametros de crecimiento de los hongos fitopatdgenos (Fusarium
oxysporum CENAGROL1, Fusarium fujikuroi CENAGRO2 y Alternaria alternata
CENAGROZ3) al ser expuestos con compuestos como cloroformo, fluconazol y extracto de

cloroformo con B. velezensis LEM1054 incubados por 4 dias

Para Fusarium oxysporum: | Promedio

Extracto 1.9cm
Cloroformo 1.75 cm
Fluconazol 4.cm
Negativo 0.65cm
Para Fusarium fujikuroi:

Extracto 3.8cm
Cloroformo 2.5cm
Fluconazol 3.7¢cm
Negativo 1.9cm

Para Alternaria alternata:

Extracto 2.7cm
Cloroformo 2.16 cm
Fluconazol 4.6 cm
Negativo 25cm

Para Fusarium oxysporum CENAGRO1 se logra apreciar que los diametros obtenidos por
parte del extracto no son lo suficientemente significativos en comparacion con la prueba
realizada con fluconazol, aunque si se llega a observar un diametro mayor al que se observa
en el control negativo (Tabla 7) y si se comparan los diametros del control de cloroformo
con el extracto se observa mucha similitud entre ellos aunque en el caso del extracto el
diametro es ligeramente mayor al de cloroformo (Tabla 8) lo que puede indicar una débil
actividad por parte de los metabolitos. Para Fusarium fujikuroi CENAGROZ2 se observa que
la actividad del extracto forma un diametro mayor al de los dos controles negativos y mas
cercano al control positivo (Tabla 7), el diametro observado en el extracto tiene una medida
igual al fluconazol (Tabla 8), esto podria indicar que el extracto presenta una mejor funcion
de inhibicion al aplicarlo contra este hongo. Para Alternaria alternata CENAGRO3 se obtuvo
que los diametros obtenidos del extracto son similares al control negativo y el control de
fluconazol presenta un didmetro muy alto (Tablas 7 y 8), esto indica que el extracto al igual

que con Fusarium oxysporum CENAGRO1 no presenta una efectividad ideal a comparacion
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del antifangico aunque si presenta una ligera diferencia favorable en comparacion con los
controles negativo y de cloroformo por lo que puede indicar que si hay un ligero efecto

inhibitorio pero se debe de buscar una manera de mejorar la actividad de los metabolitos.

Estos resultados nos pueden indicar que puede haber cierto efecto de inhibicién de los
extractos con los hongos fitopatégenos, aunque no tan eficaz como lo es con fluconazol por
lo que se puede proponer la busqueda de un método para poder potencializar el efecto de
los metabolitos del extracto y asi aumentar la inhibicion para mejorar el efecto antagénico
contra los hongos fitopatégenos. Existen diversos metabolitos que se pueden obtener de
los extractos de Bacillus sp. para ayudar a obtener efectos inhibitorios contra los hongos
fitopatégenos como los lipopéptidos o las toxinas (Ramirez et al., 2021) algunos de los
metabolitos secundarios documentados previamente por parte de B. velezensis son
surfactina, fengicina, iturina, bacilisina, amilociclina, amilolisina, diffidina, bacillaene y
macrolactinas (Palazzini et al., 2016; Liu et al., 2017; Cawoy et al., 2015; Babalola et al.,
2019; Ma y Hu, 2019), estos compuestos presentan efectos antagonicos contra hongos

fitopatégenos por lo que se pueden crear extractos con el sobrenadante de la bacteria.
8.4 Determinacion de la promocion de la germinacion
Se realiz6 el conteo de semillas germinadas en cada condicion y los resultados fueron:

Tabla 9. Germinaciones obtenidas en las semillas de jitomate al ser inoculadas con las
bacterias de estudio e infectadas con los hongos fitopatégenos, en cada condicién se

utilizaron 30 semillas

Fusarium oxysporum CENAGRO1

B. velezensis E. coli Rhizobium sp.
LEM1054 Sin bacteria BL21DE3 LEM1061
17 8 5 4

Fusarium fujikuroi CENAGRO2
B. velezensis Rhizobium sp.
LEM1054 LEM1061 Sin bacteria E. coli BL21DE3
8 4 3 2

Alternaria alternata CENAGRO3
Rhizobium sp. | B. velezensis E. coli

LEM1061 LEM1054 BL21DE3 Sin bacteria
8 4 2 1

Sin hongo / B. velezensis
Sin hongo / Sin bacteria LEM1054
18 25
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Al realizar la prueba estadistica por el método ANOVA se obtuvo que todos los resultados
de p en los tres hongos fueron p<1 lo que significa que los valores son significativos

estadisticamente, esto se puede analizar en las gréficas:

Promocién de la germinacion Alternaria alternata
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Grafica 1. Promocion de la germinacion con Alternaria alternata
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Grafica 2. Promocion de la germinacion con Fusarium fujikuroi
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Grafica 3. Promocion de la germinacion con Fusarium oxysporum

Al observar las graficas se puede apreciar como fue la germinacion de las semillas al ser
expuestas en distintas condiciones, se puede ver como las semillas a las que solo se les
inoculd la cepa de B. velezensis LEM1054 presentaron una mejor germinacion frente a
aquellas semillas que no tuvieron ninguna inoculacién (Tabla 9) demostrando asi que la
bacteria tiene propiedades que favorecen la promocion de la germinacién en las semillas
de jitomate. B. velezensis LEM1054 es una bacteria que se obtuvo de aislamiento de
ndédulos de Prosopis laevigata lo cual es un tipo de bacteria ideal que favorece la proteccion
de las plantas de jitomate, asi como presenta influencia en su crecimiento (Ramirez et al.,
2021; Subramanian et al., 2016)

Analizando también las semillas que fueron inoculadas con los hongos fitopatégenos se
obtuvo que en el caso de las semillas inoculadas con Fusarium oxysporum CENAGRO1y
Fusarium fujikuroi CENAGRO2 (Graficas 2 y 3) presentaron un mejor crecimiento al también
haber sido inoculadas con B. velezensis LEM1054 en comparacion a las otras semillas que
tenian el hongo con E. coli BL21DE3, Rhizobium sp. LEM1061 y el control sin bacteria,
demostrando que B. velezensis es una bacteria que inhibe el crecimiento de hongos
fitopatdgenos asi como también presenta una capacidad de promocién de la germinacién y
asi favoreciendo el crecimiento de la planta, la proteccion que tiene la planta por parte de
B. velezensis se debe mucho a que la bacteria genera un mecanismo de resistencia al ser
inducido como mecanismo principal de control bioldgico, es decir, su proteccién aumenta al

ser inoculado antes de la aparicion del hongo (Ramirez et al., 2021), la inoculacién
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temprana de la bacteria a las semillas favorece una buena produccion de enzimas,
lipopéptidos, bacteriocinas o0 compuestos de acido ftalico que se encargaran de la
proteccion de las semillas de los hongos al germinar (Chang et al., 2007; Ferraz et al., 2014;
Niu et al.,, 2011; Romeiro et al., 2010). Aunque en el caso de Alternaria alternata
CENAGRO3 se obtuvo una mayor promocion de germinacion con la bacteria Rhizobium sp.
LEM1061 dejando a B. velezensis LEM1054 en segundo lugar (Gréafica 1), esto se puede
deber a que Rhizobium sp. LEM1061 es una bacteria que tiene la propiedad de promover
el crecimiento en las plantas debido a que es una bacteria aislada de nédulos de Prosopis
laevigata misma donde se aislé B. velezensis LEM1054, al ser rizobacterias tienen la
capacidad de favorecer el crecimiento de las plantas ocasionando que presentaran una
buena germinacién (Subramanian et al., 2016), a pesar de presentar una favorable
promocion a la germinacion no genera la inhibicion del hongo fitopatégeno como se ha

demostrado en las pruebas anteriores donde esta en contacto el hongo con la bacteria.

8.5 Deteccidn de surfactantes producidos por B. velezensis LEM1054

15ul 30 pl 50 pl 85 ul Glicerol
Sobrenadante -
con bacteria ) O O @
Sobrenadante
sin bacteria
H20
Caldo YM

Figura 8. Prueba de deteccién de biosurfactantes utilizando 15, 30, 50 y 85 ul de glicerol
agregando la misma cantidad de sobrenadante con y sin B. velezensis LEM1054, agua y
caldo YM modificado

En esta prueba se observa la capacidad que presenta B. velezensis de liberar compuestos
surfactantes que son capaces de ocasionar el colapso de la gota de glicerol (Figura 8), en
esta prueba se observa que al agregar una determinada cantidad de glicerol junto con la

misma cantidad de caldo YM con la bacteria B. velezensis LEM1054 se genera un
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esparcimiento haciendo que la gota formada pierda sus propiedades de tension interfacial
entre el glicerol y el caldo reduciendo la superficie hidréfoba y asi ocasionando que la parte
acuosa se extienda sobre la superficie hidr6foba observando que pierde esa caracteristica
forma aperlada (Bodour et al., 1998), si se centrifuga el caldo con el inoculo y tomamos solo
el sobrenadante se puede observar que se forma dicho colapso, demostrando que la
bacteria libera suficientes compuestos surfactantes que ocasionan la disminucion de la
tension interfacial del glicerol, demostrando que el sobrenadante es efectivo para utilizarlo
como antagonista de hongos fitopatdgenos. En todas las concentraciones se logré apreciar
dicha perdida de la tension interfacial siendo en una concentracion de 15 pl la que presento
un colapso a los 5 segundos de inocular el sobrenadante con la bacteria y con 85 ul se
presento el colapso a los 30 segundos de la inoculacion, en el caso del sobrenadante sin la
bacteria el colapso se presentd en un tiempo de 15 segundos en la concentracion de 15 pl
y de un minuto para la concentracion de 85 pl, esto nos indica que el sobrenadante sin la
bacteria presenta una menor cantidad de biosurfactantes pero aun asi es efectiva para

ocasionar el colapso de la gota de glicerol.

En esta prueba se agregaron controles negativos los cuales sirvieron para conocer como
se ve el glicerol sin presentar los efectos de las surfactinas, en los cuales se puede observar
gue las gotas se mantienen completamente redondas Yy sin sufrir ningan efecto de derrame,
se utilizé control negativo de agua como referencia principal y se utilizé caldo YM, esto con
el fin de demostrar que dicho caldo no genera ninguin efecto aglutinante y no influye en la
realizacion de la prueba al utilizar el medio con la bacteria y sus metabolitos. Las gotas del
control negativo permaneceran con su forma aperlada debido a que el glicerol al ser un
componente hidrofébico sin tensioactivos repelera el agua o caldo YM rechazando sus
moléculas polares en la superficie hidr6foba y por lo tanto mantendra esta forma esférica
(Bodour et al., 1998).

Los compuestos surfactantes han demostrado tener la capacidad de alterar la membrana
celular de los microorganismos, aun no se conoce en totalidad el mecanismo de accion que
presentan, pero hoy en dia se conoce que actian de manera similar a un detergente y
alteran la integridad de los fosfolipidos ocasionando su degradacion (Usmanova et al.,
2018), asi como también la pérdida de contenido vesicular (Carrillo et al., 2003; Sheppard

et al., 1991), provocando fluctuaciones estructurales (Nitschke, 2004).
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9. CONCLUSION

Bacillus velezensis es una bacteria que presenta la capacidad para inhibir de desarrollo de
hongos fitopatdgenos, demostrandose su efecto en Fusarium fujikuroi, Fusarium

oxysporum y Alternaria alternata.

Se demostr6 que B. velezensis libera compuestos organicos volatiles que limitan el

crecimiento de hongos fitopatdgenos.

Se comprobé que B. velezensis presenta efectos positivos en la promocion de la
germinacion del jitomate, incluso en presencia de hongos fitopatégenos causantes de

estrés biodtico.

Los extractos obtenidos de B. velezensis, utilizando cloroformo como solvente, presentan
propiedades inhibitorias, pero se deben de buscar métodos de extraccién mas eficientes

para que los metabolitos presenten resultados mas favorables de inhibicion.

Se demostré que B. velezensis es capaz de liberar compuestos surfactantes, los cuales son

de naturaleza lipopeptidica, que promueven la inhibicion de hongos fitopatégenos.
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11. ANEXOS

11.1 Anexo 1

Preparacion de medios YMA y YM modificado

Estos medios se preparaban con el siguiente material para 1 litro:

e 10 g de manitol

e 1 g de extracto de levadura

e 0.5 g de acido glutdmico

e Agua destilada
e Para YMA 14 g de agar

Esta preparacion fue preparada a un pH de 6.8 la cual es ideal en el medio.

11.2 Anexo 2

Prueba ANOVA para determinar % de germinacion

Con estos resultados se realizaron las pruebas ANOVA para cada hongo y se mostraron

los siguientes valores estadisticos:

Para Alternaria alternata CENAGRO3:

Tabla 10. Promedios y varianzas obtenidos de las semillas al ser expuestas con Alternaria
alternata CENAGROS3 con una bacteria

Grupos Suma | Promedio | Varianza
B. velezensis LEM1054 4 1.33 0.33
Rhizobium sp. LEM1061 8 2.67 1.33
E. coli BL21DE3 2 0.67 1.33
Sin bacteria 1 0.33 0.33

Tabla 11. Andlisis de varianza en semillas infectadas de Alternaria alternata

Origen de Grados | Promedio de

las Suma de de los Valor critico
variaciones | cuadrados |libertad | cuadrados F Probabilidad para F
Entre
grupos 9.58333333 313.194444444
Dentro de 3.83333333|0.057072006 | 4.066180551
los grupos | 6.66666667 810.833333333
Total 16.25 11
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Para Fusarium fujikuroi CENAGROZ2:

Tabla 12. Promedios y varianzas obtenidos de las semillas al ser expuestas con Fusarium
fujikuroi CENAGROZ2 con una bacteria

Grupos Suma | Promedio | Varianza
B. velezensis LEM1054 8 2.67 0.33
Rhizobium sp. LEM1061 4 1.33 0.33
E. coli BL21DE3 2 0.67 0.33
Sin bacteria 3 1 0

Tabla 13. Andlisis de varianza en semillas infectadas de Fusarium fujikuroi

Origen de Grados | Promedio de

las Suma de de los Valor critico
variaciones | cuadrados |libertad| cuadrados F Probabilidad para F
Entre
grupos 6.916666667 3|2.305555556
Dentro de
los grupos 2 8 0.25 192222222 | 0.00564105 | 4.066180551
Total 8.916666667 11

Para Fusarium oxysporum CENAGRO1:

Tabla 14. Promedios y varianzas obtenidos de las semillas al ser expuestas con Fusarium

0OXysporum con una bacteria

Grupos Suma | Promedio | Varianza
B. velezensis LEM1054 17 5. 67 2.33
Rhizobium sp. LEM1061 4 1.33 1.33
E. coli BL21DE3 4 1.33 0.33
Sin bacteria 8 2.67 6.33

Tabla 15. Andlisis de varianza en semillas infectadas de Fusarium oxysporum

Origen de Grados
las Suma de de Promedio de Valor critico
variaciones | cuadrados |libertad | los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos | 37.58333333 3| 12.52777778
Dentro de
los grupos | 20.66666667 8| 2.583333333|4.84946237 | 0.032973323 | 4.066180551
Total 58.25 11
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