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1. RESUMEN

La infeccién de hongos fitopatdgenos en cultivos agricolas representa una amenaza
importante para la seguridad alimentaria y la economia de los paises. Dado el impacto que
poseen estos patégenos, es importante llevar a cabo su control considerando el cuidado del
ambiente, la inocuidad de los productos y la salud de los humanos y animales. El biocontrol
representa una alternativa a esta problematica, pues emplea organismos vivos (agentes de
biocontrol) para reducir la densidad y efectos dafinos de estos patégenos, favoreciendo asi
una disminucién en el uso de fungicidas quimicos y sus efectos colaterales. Diferentes
especies del género bacteriano Bacillus ya han demostrado ser agentes de biocontrol
efectivos frente un amplio rango de hongos fitopatdgenos, e incluso varias cepas han sido
utilizadas para el desarrollo de biopesticidas a nivel comercial. Sin embargo, es necesario
continuar con la investigacion de nuevas cepas que posean multiples mecanismos de
biocontrol que permitan desarrollar nuevos productos comerciales con los cuales hacer
frente a la creciente demanda alimentaria, pero buscando reducir el impacto en el
ambiente. Por lo anterior, en este trabajo buscamos evaluar la actividad antifungica de
cepas de Bacillus aisladas de nédulos de mezquite (Prosopis laevigata) frente a una cepa de
Fusarium oxysporum previamente aislada como causante de marchitez vascular en plantas
de jitomate en invernaderos de Tetela de Ocampo, Puebla. Dicha enfermedad es
considerada una de las mdas devastadoras pues impacta severamente el rendimiento y la
calidad de este cultivo, el cual es uno de los mas importantes para México dado que nuestro
pais se encuentra entre los principales productores y exportadores de jitomate a nivel
mundial. Al evaluar la actividad antifungica de una coleccidon de bacterias del género
Bacillus, pertenecientes a la coleccidn del Laboratorio de Ecologia Microbiana del ICUAP-
BUAP, en contra del hongo fitopatégeno Fusarium oxyosporum, se encontraron tres cepas
de Bacillus que inhibieron significativamente al crecimiento de Fusarium oxysporum. En el
ensayo de la actividad de los compuestos organicos volatiles, se observd que estos no
inhibieron significativamente al crecimiento del hongo; sin embargo, estos compuestos
podrian estar relacionados con la disminucién en la produccién de pigmentos observada en
el micelio del hongo y por tanto esto podria contribuir a la disminucidén en su patogenicidad,
como ya se ha descrito en trabajos previos. Considerando que ya se ha reportado la
produccién de enzimas liticas como uno de los principales mecanismos del efecto
antifungico, se realizé6 un analisis in silico para estudiar la diversidad de las secuencias
aminoacidicas de enzimas liticas utilizadas por Bacillus para llevar a cabo el biocontrol de
fitopatégenos como Fusarium oxysporum. Finalmente, aunque es necesario evaluar con
mayor profundidad a estas cepas, tanto de manera in vitro como in vivo, estas podrian
resultar utiles para su aplicacidon debido al efecto antagdnico que mostraron frente a este
hongo, la diversidad encontrada en las enzimas liticas de este género, ademds de los
estudios previos que han demostrado la presencia de mecanismos promotores del
crecimiento vegetal en estas cepas; todo esto podria contribuir a la proteccion de la planta
de jitomate frente al ataque de organismos fitopatoégenos que afectan su desarrollo.



2. INTRODUCCION
2.1 Los hongos fitopatdgenos y la seguridad alimentaria

El crecimiento persistente de la poblacién mundial y los patrones de consumo contindan
generando un aumento en la demanda de alimentos (Ganivet, 2020). Tan sélo para los afios
2050 y 2100 se espera que la poblaciéon alcance los 9,700 y 10,900 millones de personas,
respectivamente (Naciones Unidas, 2019). Esta tendencia de crecimiento hace cada vez mas
dificil lograr la seguridad alimentaria global, la cual consiste en el acceso fisico y econdmico
de las personas a alimentos inocuos, nutritivos y suficientes para satisfacer sus necesidades
dietéticas y asi poder llevar una vida saludable (FAO & OMS, 2019; Prosekov & Ivanova,
2018). Existen también otras situaciones que dificultan alcanzar la seguridad alimentaria,
tales como las crisis financieras, conflictos sociales, pobreza, el cambio climatico, desastres
naturales, enfermedades de los animales de ganado, dafio ambiental, deplecién de recursos
naturales, desperdicio de alimentos, pérdidas postcosecha, asi como el ataque de plagas y
patégenos a cultivos agricolas (Garcia et al., 2020; Prosekov & Ivanova, 2018; Savary &
Willocquet, 2020; Sawicka, 2019).

Las enfermedades de los cultivos pueden resultar una amenaza importante para la
seguridad alimentaria debido a que pueden afectar la produccién, disponibilidad, acceso,
suministro, calidad, inocuidad y el valor nutricional de los productos agricolas (Savary &
Willocquet, 2020). Dentro de los organismos que pueden generar enfermedades a los
cultivos estan las bacterias, virus, nematodos, insectos, oomicetos, plantas parasitas y
hongos (Morris & Moury, 2019). Estos Gltimos amenazan severamente a la seguridad
alimentaria pues generan la pérdida de mas del 30 % de la produccion agricola global anual
a través de enfermedades en los cultivos o procesos de deterioro en los productos
postcosecha, ademas de que algunos de ellos pueden producir micotoxinas o actuar como
agentes infecciosos oportunistas. Dado el impacto que poseen, es importante llevar a cabo
su control (Avery et al., 2019).

Actualmente el control de los hongos patdgenos de cultivos puede resultar dificil debido a
diferentes situaciones, siendo la mas importante la estructura de los ecosistemas agricolas
actuales basados principalmente en monocultivos genéticamente uniformes realizados a
gran escala, con alta densidad y baja rotacidn a los que se les aplican grandes cantidades de
fertilizantes y pesticidas; y a los que se introducen tecnologias que mecanizan diferentes
procesos. Tal patron de organizacion lleva a una homogeneidad ambiental y genética en el
ecosistema que favorece el surgimiento de nuevas cepas resistentes a los fungicidas u
hospedero-especializadas que evolucionan mas rapido y son mas virulentas que sus
ancestros silvestres (McDonald & Stukenbrock, 2016). Hay otras situaciones que también
dificultan el control de estos patdgenos. Los desastres naturales como las inundaciones, por
ejemplo, crean rutas por las que se propagan los patégenos y alcanzan nuevas tierras de
cultivo (Garcia et al., 2020). La capacidad de diseminacion de los hongos o sus esporas a
través de corrientes de aire o agua también favorecen su propagacion a larga distancia. El
comercio global, por otra parte, si bien permite el suministro de alimentos entre naciones,
también favorece la propagacién de patdogenos de plantas alrededor del mundo, lo que
dificulta su control (Fones et al., 2020). Por ultimo, el cambio climatico modifica las
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propiedades de la atmdsfera y por tanto afecta al desarrollo, distribucidon y resistencia de
los patégenos y las plantas hospederas, asi como su interaccidn (Nazir et al., 2018).

El uso de fungicidas, otros pesticidas y agroquimicos en general ha permitido el incremento
de la produccion agricola desde la “revolucidon verde” en el siglo pasado. Sin embargo, sus
residuos actuales y los generados en el pasado que aun persisten en el ambiente tienen
multiples consecuencias en los ecosistemas terrestres y acuaticos, la salud humana, la biota
no humanay lainocuidad de los alimentos (Carvalho, 2017). Es poco probable que se pueda
prescindir del uso de los pesticidas quimicos en los préximos afos debido a que la seguridad
alimentaria actual continta haciendo presidn en su uso intensivo. Tan sélo entre el 2010 y
2014, los paises con los valores mas altos en uso promedio anual de pesticidas en kg/ha
fueron Japdn (18.94), China (10.45), México (7.87), Brasil (6.166), Alemania (5.123), Francia
(4.859), Reino Unido (4.034) y EUA (3.886); todos ellos por encima del promedio global
(2.784) (Zhang, 2018). Sin embargo, es importante disminuir su aplicacién y sus efectos
colaterales, por medio de diferentes medidas como lo es su uso racional, su aplicacién
precisa para reducir la cantidad empleada; la recuperacion y tratamiento de sitios
contaminados; la capacitacién de los agricultores con respecto al riesgo de estas sustancias;
un registro apropiado de estos productos, asi como la adopcidn de mejores practicas
agricolas que consideren a la proteccion de los cultivos por medio de técnicas como las del
manejo integrado de plagas (IPM; integrated pest management) que son estrategias para
controlar la poblacidn de patégenos por debajo de niveles econémicamente perjudiciales,
lo cual permite la aplicacién minima de pesticidas quimicos. Dentro del IPM, el biocontrol
es la estrategia mds estudiada y es el fundamento de diversas aplicaciones practicas para el
control de hongos y patdgenos en general de plantas (Stenberg, 2017; Syed Ab Rahman et
al., 2018).

2.2 El biocontrol

El biocontrol o también llamado control bioldgico es una estrategia que consiste en el uso
de organismos vivos para reducir la densidad de poblacion o efectos dafiinos de plagas o
patdgenos. A los organismos que llevan a cabo tal actividad supresora se les denomina
agentes de biocontrol y éstos se usan principalmente para el control de invertebrados,
hierbas, asi como patégenos de plantas y productos postcosecha (Droby et al., 2016;
Eilenberg et al., 2001).

Para el biocontrol de patégenos de cultivos agricolas se emplean principalmente a
microorganismos antagonistas como bacterias y hongos no patdgenos para el humano, los
cuales tienen la capacidad de crecer en la rizésfera o en el interior de las raices (como
enddfitos) donde actian como una linea de defensa para la planta por medio de
mecanismos como: a) La antibiosis, la cual consiste en la inhibicion del crecimiento o la
induccion de la muerte del patégeno por medio de la secrecién de compuestos antibidticos
difusibles, compuestos organicos volatiles, toxinas, ademas de la produccidon de enzimas
liticas degradadoras, b) Hiperparasitismo, mecanismo en el que los agentes invaden las
estructuras del patégeno y lo aniquilan para después invadir sus restos, c) La competencia
con el patdgeno por el espacio y nutrientes, la cual establecen por ejemplo por medio de la
produccién de compuestos como los sideréforos que quelan a diferentes iones metdlicos,
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pero en especial al hierro haciéndolo menos disponible para el patégeno y por tanto
inhibiendo su crecimiento y d) Induccion de la respuesta sistémica de las plantas, en este
mecanismo, los agentes de biocontrol producen ciertos compuestos denominados
elicitores, los cuales inducen a genes de defensa de las plantas que le permiten responder
mas rapido y mejor al subsecuente ataque de patdgenos. Los agentes de biocontrol también
pueden contribuir a la defensa al promover el crecimiento de la planta al mejorar su
nutricion por medio de mecanismos como la fijacion de nitrégeno o la solubilizacién de
fosfato, o al mejorar las habilidades de la planta para soportar el estrés bidtico o abidtico.
Muchos agentes de biocontrol ejecutan una combinaciéon de varios mecanismos y esto
favorece el ataque al patdgeno de una u otra manera. Comprender tales mecanismos
permite un mejor control de las enfermedades de las plantas (Kohl et al., 2019; Syed Ab
Rahman et al., 2018).

En la busqueda de nuevos probables agentes de biocontrol, los microorganismos
candidatos deben ser no patdgenos para el humano, poseer la capacidad de crecer en
medios de cultivo artificiales; ser efectivos contra el patégeno al que estdn dirigidos tanto
en estudios in vitro como in vivo. Sus mecanismos de accidn deben ser caracterizados para
conocer cémo lleva a cabo el control del patégeno. También se debe analizar su tolerancia
al estrés causado por factores ambientales para posteriormente realizar su estudio en
campo donde el agente también debe ser efectivo y especifico para el control del patégeno.
En este paso son criticos la formulacién y método de aplicacién del agente, dentro de los
métodos de aplicacién mds frecuentes se encuentran: el tratamiento de las semillas con la
formulacidn del agente, y la aplicacidn directa de éste en el suelo del cultivo o sobre la
planta. Es importante de igual manera realizar la evaluacidn de los riesgos que podria tener
este posible nuevo producto comercial (Eljounaidi et al., 2016; Kohl et al., 2019; Le Mire et
al., 2016).

Desde la introduccién del biocontrol, se han reportado multiples casos del éxito de su uso.
Sin embargo, su practica no ha sido aceptada universalmente debido a diferentes
circunstancias que han obstaculizado su adopcién a lo largo del tiempo tales como Ia
introducciéon y adopcién exitosa de los pesticidas quimicos, los marcos regulatorios y
politicos variables entres paises, una disminucidon en la practica e investigacién del
biocontrol en algunos paises, la experiencia limitada de las agencias regulatorias, los
procesos ineficientes de registro de productos de biocontrol, la falta de comprensién de
esta prdctica y de la apreciacion de sus beneficios ambientales, econdmicos y sociales por
parte de los agricultores, inversionistas, sociedad en general y los politicos, asi como la
aversioén al riesgo econémico por parte de los productores ante la adopcion de practicas
nuevas. Para hacer frente a estos obstaculos y lograr un progreso es necesario un enfoque
multidisciplinario que involucre a los elementos necesarios tales como cientificos,
economistas, productores, industrias, politicos e instituciones publicas para en conjunto
lograr un cambio significativo en la conciencia publica, politicas, regulaciones y practicas
gue soporten laimplementacidn de practicas agricolas sustentables como lo es el biocontrol
para el beneficio del ambiente, la sociedad y la economia (Barratt et al., 2018; Garcia et al.,
2020).



Dado que los hongos representan una seria amenaza para la seguridad alimentaria, en parte
por su ataque a cultivos agricolas es importante llevar a cabo su control por medio de
estrategias que posean un bajo impacto ecoldgico y que disminuyan la dependencia a los
fungicidas quimicos (Bebber & Gurr, 2015). En este aspecto, el biocontrol representa una
alternativa para la produccién sustentable de alimentos, la mejora en su inocuidad, asi
como la proteccién del ambiente ya que su uso permite el control de los hongos patdgenos
ademas de disminuir la dosis utilizada de fungicidas quimicos o su frecuencia de aplicacién
(Barratt et al., 2018).

Dentro de los hongos patégenos de plantas mas devastadores y por tanto de mayor
importancia econdmica a nivel global estan Magnaporthe oryzae, Botrytis cinerea, Puccinia
spp., Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum, Blumeria graminis, Mycosphaerella
graminicola, Colletotrichum spp., Melampsora lini, Phakopsora pachyrhizi y Rhizoctonia
solani, los cuales atacan a diferentes cultivos de cereales, frutas, vegetales y ornamentales
(Dean et al., 2012). Para su biocontrol ya se han reportado principalmente a cepas
pertenecientes a los géneros bacterianos Pseudomonas spp., Bacillus spp.,
Streptomyces spp., Paenibacillus spp. y Burkholderia spp., ademds de géneros fungicos
como Trichoderma spp., Glomus spp. y Ulocladium spp.(Abbey et al., 2019; Araujo et al.,
2017; Gupta et al., 2020; Islam et al., 2018; Law et al., 2017; Hui Li et al., 2018; Matzen et
al., 2019; Reiss & Jgrgensen, 2017; Shi et al., 2014; Zohora et al., 2016).

2.3 Fusarium oxysporum
2.3.1 Generalidades

Fusarium oxysporum es un hongo filamentoso que pertenece al filo de los Ascomicetos, es
aerobio facultativo, mesdfilo, de reproduccién asexual, con una morfologia microscdpica
gue varia entre aislamientos a nivel de macroconidios, microconidios, clamidosporas
(formas de resistencia) y fidlides. De igual manera, una morfologia macroscépica variada
entre aislamientos pudiendo ser de micelio escaso a abundante con una coloracién que va
del blanco al rosa y a menudo al violeta cuando se le crece en agar papa dextrosa (PDA)
(Deacon, 2006; Isaac et al., 2018). Esta especie incluye a un complejo que abarca cepas
patégenas (de plantas, animales y humanos) y no patégenas, comunmente encontradas en
suelos y en ambientes acuaticos. Las cepas patdgenas de plantas pueden causar sintomas
de marchitez vascular o de pudricidén en cultivos agricolas, ornamentales, hierbas, asi como
plantas acudticas o parasitas. Algunos de los cultivos agricolas que pueden verse afectados
por este hongo son los de jitomate, platano, algoddn, pepino, meldn, frijol, zanahoria, soya,
fresa, arroz, cebolla, espinaca, apio, chile, col, rdbano, ajo, garbanzo, uva, papa, tabaco,
jengibre, entre otros. Sin embargo, las cepas individuales de este hongo presentan una
patogenicidad selectiva hacia sus hospederos. Las cepas con el mismo rango de hospederos
son agrupadas en una forma specialis (f.sp.) que es un tipo de clasificacién no taxonémica
aceptada desde 1930 por el Cadigo Internacional de Nomenclatura para algas, hongos y
plantas. Por ejemplo, las cepas de Fusarium oxysporum que causan marchitez vascular en
la planta de jitomate pertenecen a la forma specialis lycopersici. Otro término utilizado es
“radicis” el cual permite distinguir a las cepas que producen el sintoma de pudricion de las
gue producen marchitez vascular. Por ejemplo, Fusarium oxysporum forma specialis radicis-
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lycopersici genera pudricién de la raiz en la planta de jitomate. Aunque es muy probable
que el nimero de formae speciales (plural de forma specialis) reportadas continle
aumentando, ya se han reportado mas de 100 formae speciales bien caracterizadas (Edel-
Hermann & Lecomte, 2019).

Las cepas patdgenas de Fusarium oxysporum usan diferentes mecanismos de patogenicidad
para invadir a sus hospederos, tales como enzimas hidroliticas degradadoras de pared
celular vegetal, metabolitos secundarios, componentes de vias de sealizacién celular, asi
como la produccién y secrecidn de efectores y toxinas hospedero-especificas (Rana et al.,
2017). Posteriormente estas cepas fungicas pueden causar el sintoma de marchitez vascular
que resulta de su entrada a los vasos del xilema donde proliferan e impiden el transporte
de agua y minerales, lo que da paso a un amarilleo progresivo de la planta y su marchitez.
La pudricidn es otro sintoma diferente el cual se genera cuando las cepas patdgenas del
hongo entran a la planta sin alcanzar los vasos del xilema pero cuyo crecimiento genera la
formacién de tejidos decolorados en la planta que se tornan a color café y luego a puntos
negros necroéticos que llevan a la pudricién de la planta. Este ultimo tipo de sintoma se
presenta principalmente en plantas con érganos de almacenamiento tales como bulbos,
tubérculos y rizomas (Edel-Hermann & Lecomte, 2019; Eljounaidi et al., 2016).

Dado el gran nimero de cultivos que puede afectar y las pérdidas econdmicas que esto
representa, Fusarium oxysporum, se encuentra dentro de los hongos mds devastadores a
nivel mundial (Dean et al., 2012). De igual manera, las micotoxinas producidas por algunas
cepas de este hongo tales como beauvericina, acido fusdrico, toxina T-2, moniliformina y
zearalenona representan una amenaza para la inocuidad alimentaria pues son metabolitos
secundarios producidos por el hongo como un mecanismo de defensa frente a otros
organismos, pero que sin embargo pueden llegar a contaminar a los alimentos y productos
agricolas durante cualquier etapa de su produccién, procesado, transporte,
almacenamiento y comercializacion. EI consumo de los productos contaminados con
micotoxinas lleva a fendmenos de toxicidad que dependen de la cantidad consumida, el
tiempo de exposicién, asi como la sensibilidad y el estado fisiolégico del humano o animal
gue las consume. Sin embargo, ya se ha reportado que en mamiferos las micotoxinas
pueden tener efectos inumosupresores, carcinogénicos, necrotéxicos, mutagénicos,
teratogénicos y hepatotdxicos. Por todo lo anterior, es importante prevenir y atender el
ataque de este hongo a los cultivos agricolas y la contaminacién de los alimentos con sus
micotoxinas (Cinar & Onbasi, 2019).

2.3.2 Marchitez vascular del jitomate por Fusarium oxysporum en México

El jitomate (Solanum lycopersicum) es una planta herbacea de la familia de las Solanaceas
gue se caracteriza por poseer un tallo largo, un sistema radicular profundo y poco
ramificado ademas de flores agrupadas en racimos. Su fruto es una baya que va del color
amarillo al rojo. Esta hortaliza es considerada un alimento diario esencial que puede
consumirse fresco o como producto de diferentes procesos. Posee una importancia
nutricional debida a su constitucion que incluye compuestos promotores de la salud tales
como vitaminas, compuestos fendlicos y carotenoides (Kimura & Sinha, 2008; Quinet et al.,
2019). De igual manera cuenta con una importancia econdmica pues tan solo en el 2019 en
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el mundo se produjeron aproximadamente 180.7 millones de toneladas de esta hortaliza,
lo que hace de este cultivo uno de los mas importantes a nivel mundial (FAOSTAT, 2021).

México se encuentra entre los principales paises productores de jitomate e incluso dada la
calidad de su producciéon desde el 2006 se mantiene como el principal exportador de esta
hortaliza a nivel mundial siendo Estados Unidos el destino principal (FAOSTAT, 2021). La
produccién de jitomate a nivel nacional se realiza a cielo abierto o en invernadero siendo
Sinaloa, Sonora, Baja California, Nayarit, Jalisco, Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Morelos,
San Luis Potosi, Guanajuato, Tamaulipas, Hidalgo y Puebla los estados que practicamente
cubren la demanda nacional y la de exportaciéon (Ascencio-Alvarez et al., 2008). Sin
embargo, su produccién comercial puede verse afectada por diversos factores abidticos y
bidticos a los que es sensible la planta. Dentro de los abidticos se encuentran las
temperaturas extremas, la salinidad, la sequia, los niveles de CO; asi como la presencia de
metales pesados u otros contaminantes en el suelo (Baruah et al., 2019; Hafiz & Ma, 2021;
Mami et al., 2011; Quinet et al., 2019). Con respecto a los factores bidticos estan
organismos como las bacterias, virus, nemdtodos, insectos, plantas pardsitas y hongos.
Dentro de estos ultimos esta Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici que ya se ha reconocido
como el principal agente causante de marchitez vascular en plantas de jitomate en México.
Esta enfermedad es considerada una de las mas devastadoras pues impacta severamente
el rendimiento y la calidad del producto, aunque de manera especifica su severidad e
incidencia esta condicionada por factores como la localizacion geogréfica, la fisiologia de la
planta, factores climaticos y las practicas de cultivo (Isaac et al., 2018). Ya en diferentes
fuentes se ha reportado el impacto de esta enfermedad en la produccién de jitomate de
diversas regiones del pais (Armenta-Lopez et al., 2021; Ascencio-Alvarez et al., 2008;
Hernandez et al., 2018; Isaac et al., 2018).

En México se ha detectado la presencia de las tres razas (1 a 3) hasta ahora descritas de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en la literatura, las cuales se distinguen por su
capacidad parainfectar a un grupo especifico de cultivos de jitomate dependiendo los genes
de resistencia que estos posean (Ascencio-Alvarez et al., 2008). Actualmente, dentro de las
estrategias mas utilizadas para disminuir las pérdidas econdmicas causadas por este hongo
en México estd el uso de variedades resistentes, asi como la aplicacién de grandes
cantidades de productos quimicos de los que no se tiene un control adecuado, lo que lleva
a mayores costos de produccidn y multiples consecuencias para el ambiente y la salud
(Hernandez et al., 2018). Sin embargo, es necesario atender las enfermedades que afectan
a este cultivo para obtener los rendimientos adecuados, pero manteniendo su calidad para
gue sea autorizada su exportacidon y al mismo tiempo desarrollando una agricultura
sustentable (SADER, 2017). El biocontrol de patégenos de cultivos como Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici empleando productos hechos a base de microorganismos
antagonistas como es el caso de productos a base de especies del género Bacillus, es
también una estrategia que ya se encuentran en el mercado nacional (Villarreal-Delgado et
al., 2018).



2.4 El género Bacillus
2.4.1 Caracteristicas

El género Bacillus incluye a un gran nimero de bacterias Gram-positivas pertenecientes al
filo Firmicutes que poseen forma de varilla recta o ligeramente curva con un didmetro de
0.4 a 1.8 um y una longitud de 0.9 a 10 um, las cuales pueden encontrarse individuales, en
pares, en cadenas o formando filamentos largos; son en su mayoria mdviles por medio de
flagelos peritricos, formadoras de endosporas, catalasa positiva, aerobias o anaerobias
facultativas. Poseen una amplia variedad de habilidades fisiolégicas que van desde ser
psicrofilas a termdfilas, aciddfilas a alcaldfilas, halotolerantes o haléfilas. Sus esporas son
altamente resistentes a factores como el calor, desinfectantes, radiacion y desecacién lo
qgue favorece que estas bacterias sean ubicuas pues pueden estar presentes en el suelo,
aire, agua, ambientes extremos, el tracto gastrointestinal de animales, asi como en la
superficie, interior y la rizésfera de plantas, o como contaminante en alimentos, productos
farmacéuticos o quiréfanos. La mayoria de las especies de este género son no patégenasy
raramente se asocian a enfermedades en animales o humanos. Sin embargo, existen
excepciones como Bacillus anthracis causante de antrax, y otras especies que pueden
causar intoxicacidn o infecciones oportunistas, ademas de cepas de Bacillus thuringiensis
que son patégenas de invertebrados (Fira et al., 2018; Goodfellow et al., 2009).

Muchas especies de Bacillus crecen bien en medios de rutina como el agar nutriente y el
agar soya tripticasa pero la mayoria de ellas crece en agar sangre. Su temperatura de
crecimiento varia entre 4 y 50 °C con una temperatura dptima que va de los 25 a 37 °C. La
morfologia colonial varia entre especies y cepas de una misma especie ademads de que
también se ve afectada por las condiciones de incubacion (Bhunia, 2008; Goodfellow et al.,
2009). Para la identificacion molecular de aislamientos de Bacillus, uno de los enfoques mas
aplicados es la comparacién de secuencias del gen que codifica para el RNA ribosomal 16S.
Sin embargo, ya se ha reportado también que el analisis de genes como rpoB (que codifica
la subunidad B de la RNA polimerasa) y recA (que codifica la recombinasa A) resulta mas
eficiente para diferenciar entre especies cercanamente relacionadas (Mohkam et al., 2016).

El género Bacillus posee una gran importancia biotecnoldgica y econdmica pues algunos de
sus miembros son bien conocidos por su uso en la medicina, industria y agricultura (Lyngwi
& Joshi, 2014). En esta ultima area, ya se ha reportado su uso como agentes promotores
del crecimiento vegetal que aumentan la biomasa de las plantas, la biodisponibilidad de
nutrientes y la resistencia de las plantas frente a diversos tipos de estrés. También se han
reportado como biorremediadores de aguas y suelos contaminados, asistentes del proceso
de fitorremediacion y como agentes de biocontrol que defienden a la planta del ataque de
patégenos (Fira et al., 2018; Nayak et al., 2018) Dentro de las especies de Bacillus
importantes en la agricultura se distinguen dos importantes linajes taxondmicos que son el
grupo de Bacillus subtilis y el de Bacillus cereus. El grupo de B. subtilis incluye a las especies
B. subtilis subsp. subtilis, B. tequilensis, B. mojavensis, B. halotolerans, B. atrophaeus, B.
nakamurai, B. velezensis, B. siamensis, B. amyloliquefaciens, B. sonorensis, B.
glycinifermentans, B. swezeyi, B. paralicheniformis, B. licheniformis, B. haynesi, B.
vallismortis, B. altitudinis, B. pumilus, B. safensis, B. xiamenesis, B. australimaris, B.
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zhangzhouensis, B. inaquosorum, B. spizizenii y B. stercoris Estos miembros poseen
fenotipos muy cercanos que se han podido diferenciar empleando diferentes enfoques
como el metabdlico, genético y el gendmico (Dunlap, 2019; Dunlap et al., 2020). El grupo
de B. cereus incluye a las especies B. tropicus, B. paranthracis, B. pacificus, B. anthracis, B.
mobilis, B. albus, B. luti, B. cereus, B. thuringiensis, B. toyonensis, B. mycoides, B.
paramycoides, B. nitratireduncens, B. proteolyticus, B. gaemokensis, B. pseudomycoides. B.
bingmayongensis, B. cytotoxicus y B. manliponensis. Varias de estas especies tienen
fenotipos distintos pero su analisis mediante distintos enfoques ha permitido su
clasificacién en este grupo (Dunlap, 2019).

2.4.2 Actividad antifungica de Bacillus frente a Fusarium oxysporum

Muchas especies del género Bacillus han demostrado ser efectivas contra un amplio rango
de patdgenos de plantas e incluso varias de sus cepas han sido utilizadas para el desarrollo
de biopesticidas a nivel comercial. Este género posee ciertas caracteristicas que lo hacen
uno de los mas importantes en el campo de los biopesticidas tales como su ubicuidad,
crecimiento rapido, capacidad de colonizacién de la rizosfera, formacién de esporas
resistentes a condiciones adversas lo que da estabilidad a sus formulaciones comerciales;
asi como su actividad biocontroladora basada en mecanismos como: a) La antibiosis, al
producir compuestos antimicrobianos como enzimas liticas, compuestos organicos volatiles
y metabolitos secundarios solubles bioactivos, b) Induccidn de la respuesta sistémica de la
plantay c) Competencia con el patégeno por el espacio y nutrientes. De igual manera, posee
mecanismos promotores del crecimiento vegetal que aumentan la biodisponibilidad de
nutrientes y la resistencia de la planta frente a diferentes tipos de estrés favoreciendo asi
su salud (Lyngwi & Joshi, 2014; Shafi et al., 2017).

La actividad antifungica que poseen diversas especies de Bacillus es una de las
caracteristicas que mas ha llamado la atencién pues ha permitido el control de multiples
hongos patégenos de plantas, siendo uno de ellos Fusarium oxysporum. De manera general,
dentro de los compuestos antifungicos que Bacillus puede producir estan metabolitos
secundarios como los lipopéptidos ciclicos que son importantes biosurfactantes
representados por tres principales familias que son las surfactinas, iturinas y fengicinas, las
cuales son moléculas anfifilicas que poseen una estructura ciclica que constan de siete a
diez residuos aminodcidicos unidos a un derivado de acido graso. Estas moléculas son
sintetizadas por péptido sintetasas no ribosomales durante la fase estacionaria de
crecimiento y pueden tener muchas formas isoméricas, debido a la variedad que puede
haber en la longitud de la cadena hidrocarbonada del acido graso o la composicion
aminoacidica (Castafieda & Sanchez, 2016; Fira et al., 2018; Jangir et al., 2018). Las iturinas
y fengicinas poseen una alta actividad contra hongos fitopatdgenos. Las primeras tienen la
capacidad de formar poros conductores en la membrana celular mientras que las fengicinas
actuan integrandose a la membrana desestabilizandola y desintegrandola. En ambos casos
esto conduce al vertido del contenido citoplasmico y la posterior muerte de la hifa o Ia
inhibicidn de la germinacion de las esporas. Las surfactinas por otra parte poseen actividad
antifungica débil, pero protegen a la planta de manera indirecta pues contribuyen a la
motilidad y la formacion del biofilm y por tanto a la colonizacién de los tejidos de la planta



hospedera donde compiten con el patégeno por el espacio y nutrientes (Fira et al., 2018;
Sarwar et al., 2018). Estas familias de lipopéptidos pueden actuar sinérgicamente para
inhibir el crecimiento fungico, pero poseen cierta selectividad de accién que podria
explicarse por la composicion lipidica de la membrana flngica, ademas de que su
produccién depende de factores como la especie de Bacillus que las produce; la especie del
hongo patégeno con el que interactian; la composicion del medio y las condiciones
ambientales de crecimiento (Andri¢ et al., 2020). Por ejemplo, en el trabajo de Liu et al.
(2020), B. velezensis HC6 mostré actividad antifungica frente a Fusarium oxysporum y otros
hongos fitopatdgenos en un ensayo de cultivo dual, ademas de que inhibid el crecimiento
fungico y la producciéon de micotoxinas en granos de maiz. También demostraron la
presencia de lipopéptidos de la familia de las iturinas, fengicinas y surfactina en el
sobrenadante del cultivo liquido de esta cepa. Las iturinas y fengicinas fueron las
responsables de la actividad antifungica mientras que las surfactinas mostraron fuerte
actividad antibacteriana pero débil actividad antifungica. Sin embargo, las surfactinas
también se asociaron con la capacidad de esta bacteria para formar un biofilm en los granos
de maiz que los protegieron de la contaminacién fungica. De esta manera los autores
concluyeron que B. velezensis HC6 poseia potencial para ser aplicado en maiz (Liu et al.,
2020).

Algunas especies de Bacillus también tienen la capacidad de producir enzimas liticas para
llevar a cabo el biocontrol de hongos fitopatégenos (Khan et al., 2018). En el caso de
Fusarium oxysporum, la pared celular de las hifas estd compuesta por polimeros de N-
acetilglucosamina (quitina) y de glucosa (a-1,3 glucanos y B-1,3 glucanos), ademas de
glicoproteinas que contienen manosa, galactosa, glucosa y acidos urdnicos (Schoffelmeer
et al., 1999). Estructuralmente, la quitina y los glucanos se anclan entre ellos para formar
una capa que confiere resistencia a la pared frente a la presién hidrostatica ejercida por el
citoplasma y la membrana. A esta capa de polisacdridos se unen las glucoproteinas, las
cuales determinan las propiedades antigénicas y adhesivas de la hifa ademas de que
funcionan como elicitores de las respuestas de defensa de la planta (Gow et al., 2017); por
lo tanto, para el biocontrol de este hongo, Bacillus puede producir enzimas liticas que
degradan a la quitina como las endoquitinasas, exoquitinasas y quitina desacetilasas, asi
como glucanasas y proteasas que degradan a los glucanos y proteinas de pared
respectivamente. Aunque también puede producir otras enzimas liticas como las celulasas,
pectinasas y xilanasas que degradan la pared celular vegetal para utilizarla como fuente de
carbono o para generar una via de entrada por la que ingresan y pueden vivir dentro de la
planta como endéfitos (Khan et al., 2018). Ya se ha reportado que bacterias endéfitas como
algunas del género Bacillus tienen ciertas ventajas para el biocontrol de hongos causantes
de marchitez vascular como Fusarium oxysporum pues poseen la capacidad de colonizar
nichos similares a los de estos patdgenos (Eljounaidi et al., 2016). Este aspecto da cierta
ventaja a nuestras cepas pues vivian como endéfitas dentro de nddulos de mezquite, sitio
de donde fueron aisladas previamente. En el trabajo de Khan et al. (2018), por ejemplo, tres
diferentes cepas de B. simplex y una de B. subtilis produjeron enzimas con actividad
quitinasa, celulasa, proteasa, pectinasa y xilanasa cuando se les enfrentd con los hongos
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Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans, Fusarium oxysporum f. sp. matthioli y Fusarium
solani; todo esto comparado con el hongo de la placa control.

Otros de los compuestos producidos por Bacillus son los denominados compuestos
organicos volatiles (VOC’'s en inglés) que pueden tener la funcién de promover el
crecimiento vegetal, inducir la respuesta sistémica de la planta o inhibir el crecimiento de
hongos fitopatégeno. Dentro de los VOC’'s con actividad antifungica estan el
dimetilsulfoxido, 1-butanol, acetoina, 2-tridecanona, pirazina, fenol, benzatiazol,
acetilbutanediol, 2-heptanona, 6-metil-2-heptanona, 5-metil-2-heptanona, entre otros (
Lee et al., 2017; Lim et al., 2017). En el trabajo de Islam et al. (2012), por ejemplo, a partir
del cultivo de Bacillus subtilis C9 se extrajo y purificd a un VOC estereoisémero del
acetilbutanediol, el cual inhibid el crecimiento micelial de Fusarium oxysporum y otros
hongos fitopatdgenos. Tal efecto puede estar asociado a una inhibiciéon en la germinacién
de la espora o en la sintesis de los componentes de pared celular, lo que lleva a una
alteracion en la permeabilidad de la membrana.

En el mecanismo de la induccién de la respuesta sistémica de la planta, especies de Bacillus
poseen la capacidad de proteger a los tejidos aéreos del ataque de patdgenos. Esto lo hace
al producir ciertos compuestos denominados elicitores que inducen a genes de defensa de
la planta. Dentro de estos elicitores se encuentran diferentes metabolitos secundarios
como los lipopéptidos, compuestos organicos volatiles, hormonas, entre otros, los cuales
pueden actuar sinérgicamente (Wu et al., 2018). Con respecto al mecanismo de
competencia con el patdégeno por el espacio y nutrientes, especies de Bacillus poseen la
capacidad de producir sideréforos como la bacilibactina en respuesta a una limitacién de
Fe3* en el ambiente (Andri¢ et al., 2020). Estos sideréforos son compuestos de bajo peso
molecular que cumplen la funcidn de quelar al Fe3* para privar de este elemento esencial al
patdgeno (Yu et al., 2017). Por ejemplo, en el trabajo de Li et al. (2014) se reporta que
Bacillus velezensis SQR9 sobre produjo al sideréforo bacilibactina cuando crecidé en
presencia de Fusarium oxysporum, Fusarium solani y otros hongos fitopatdgenos para
entrar en competencia con ellos por el hierro del medio.

Los mecanismos de biocontrol de los microorganismos son descritos a través de ensayos
bioquimicos, fisiolégicos e in silico, lo cual permite comparar resultados y lleva a una
eleccion mas racional de los probables agentes de biocontrol para la inhibicién de
enfermedades por hongos fitopatégenos (Khan et al., 2018). Con respecto a Bacillus,
actualmente se encuentran en el mercado global productos de biocontrol hechos a base de
especies como B. subtilis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis y B. velezensis.
Sin embargo, es necesario continuar con la investigacion de nuevas cepas que posean
multiples mecanismos para llevar a cabo el biocontrol y la promocién del crecimiento
vegetal para con ellas desarrollar nuevos productos comerciales para la agricultura con los
cuales hacer frente a la demanda creciente de alimentos considerando el cuidado del
ambiente y la salud de los humanos y animales (Fira et al., 2018).
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2.5 Prosopis laevigata en México

El género Prosopis conocido cominmente como mezquite comprende un grupo de arboles
pertenecientes a la familia Fabaceae (leguminosas) distribuido principalmente en regiones
aridas y semidridas de Asia, Africa, Australia y América (Shackleton et al., 2014). En México
destacan especies de este género tales como Prosopis articulata, P. glandulosa, P. juliflora,
P. laevigata, P. mayana, P. mezcalana, P. odorata, P. tamaulipana, P. velutina, P. vidaliana
y P. yaquiana (R. A. Palacios, 2006). La especie Prosopis laevigata es la de mayor distribucidon
geografica en el territorio mexicano al estar presente en zonas dridas y semiaridas del norte
y centro del pais que incluyen a estados como Coahuila, Durango, Guanajuato, Guerrero,
Hidalgo, Jalisco, Michoacdn, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi,
Tamaulipas y Veracruz (Palacios et al., 2017).

El arbol de P. laevigata puede alcanzar una altura y didmetro de 12 m y 1 m,
respectivamente. Sus raices pueden llegar a tener mas de 50 metros de profundidad y hasta
15 metros en sus laterales las cuales participan en la conservacién del agua y suelo. Posee
una corteza gruesa, obscura y fisurada; una copa mas ancha que alta y hojas compuestas.
Sus ramas estan provistas de espinas de 1 a 4 cm de largo, asi como de flores blanco-
amarillentas en racimos de 5 a 10 cm de longitud. Su fruto es una vaina de color café
amarillento o rojizo de 10 a 30 cm de largo que puede ser plana o cilindrica en la madurez,
algo constrenida entre las semillas y éstas ultimas pueden ir de 12 a 20, son oblongas de 8
a 10 mm de largo y de color blanco-amarillento (Rodriguez et al., 2014).

En México, el mezquite (P. laevigata) ha tenido multiples usos desde épocas remotas. Sus
vainas han sido usadas como fuente de alimento para el hombre y como forraje. Sus flores
generan polen y néctar para la produccién de miel y cera. Su madera ha sido empleada
como leia, carbén y material para la construccidn de casas, mobiliario, objetos decorativos
y artesanias. A partir de la resina que produce se han obtenido pegamentos y barnices. De
igual manera, produce una goma a la que se le ha dado un uso medicinal y actualmente uno
industrial (Rodriguez et al., 2014).

Dentro del ecosistema P. laevigata también juega un papel importante al servir como
fuente de alimento y refugio de la fauna silvestre; previene los procesos de erosién del
suelo, incrementa la diversidad vegetal, la fertilidad del suelo (al fijar nitrégeno) y la
humedad, mientras que disminuye la radiacidn solar y la temperatura bajo su copa (Bernal-
Ramirez et al., 2019; Vasquez-Méndez et al., 2010). Debido a que crece en regiones aridas
y semidridas donde hay deficiencia de agua, oscilaciones térmicas diurnas elevadas y
generalmente, presencia de suelos salinos, este arbol es capaz de tolerar la sequia, altas
concentraciones de sal, asi como las altas temperaturas (Rodriguez et al., 2014). También
se ha demostrado que el mezquite puede tolerar, translocar e hiperacumular metales
pesados como el niquel (Il), plomo (ll), hierro, aluminio, zincy titanio; ademas de que puede
asociarse a bacterias como algunas especies del género Bacillus que lo asisten en el proceso
de fitorremediacion de metales como el cromo, lo que los hace candidatos prometedores
para la fitorremediacién de metales pesados en regiones aridas y semiaridas (Buendia-
Gonzalez et al., 2010; Ramirez et al., 2019).
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3. ANTECEDENTES

Como parte de un trabajo de investigacion desarrollado en el laboratorio de Ecologia
Molecular Microbiana del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas
perteneciente al Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla,
se analizd el potencial del mezquite (Prosopis laevigata) en procesos de fitorremediacion
de suelos contaminados con metales, asi como el papel que juegan las bacterias que estan
asociadas a sus raices (Ramirez et al., 2019). Para esto, se colectaron muestras de suelos,
asi como de tejidos de raices, nédulos, vainas, hojas y tallos de diferentes mezquites que
habitaban la regidn del rio Nexapa, en Chietla, Puebla donde Pérez et al., (2018) ya habian
reportado que el suelo poseia un elevado indice de contaminacién. Las muestras fueron
estudiadas mediante un andlisis de difraccion de rayos X de onda dispersa (WDRX) para
conocer su contenido de metales. El analisis mostré que estos suelos se encuentran
contaminados con metales tales como el aluminio, titanio, cromo vy zirconio, y que las
plantas de mezquite que se desarrollan en esta regidén son capaces de acumular hasta 4,100
mg de aluminio por kilogramo de tejido, 12,000 mg/Kg de Fe, 1,600 mg/Kg de Ti, 2,500
mg/Kg de Zn; pero no se encontrd la presencia de cromo en las plantas, a pesar del elevado
contenido de este metal en los suelos de la zona (425 mg/Kg) (Ramirez et al., 2019).

El grupo de investigacién aislé a un grupo de bacterias del interior de los nédulos de
mezquite, las cuales, mediante el andlisis filogenético de los genes ribosomales 16s rDNA,
fueron identificadas como pertenecientes al género Bacillus. Bacterias pertenecientes a
este género ya han sido aisladas de la rizosfera y del interior de diferentes especies de
Prosopis; demostrando tolerancia a metales pesados, asi como la capacidad para
transformarlos y absorberlos (Khan et al., 2015). Las cepas aisladas por el grupo de
investigacidon fueron tolerantes a la presencia de elevadas concentraciones de metales
pesados. Sin embargo, los posteriores estudios de tolerancia se enfocaron en el cromo
(Ramirez et al., 2019) debido a que ya se ha reportado la elevada toxicidad que presenta
este metal es su estado de oxidacion Cr (V1) (Tchounwou et al., 2012). Como resultado de
los andlisis se tuvo que todas las cepas fueron capaces de tolerar niveles de cromo (VI) de
hasta 10,000 ppm. Una de ellas, la cepa Bacillus sp. MH778713, mostrd incluso una
hipertolerancia al cromo, al tolerar hasta 15,000 mg/kg de Cr (VI). Un andlisis de
bioadsorcién mostré que esta cepa es capaz de adsorber hasta 100 mg de Cr (VI) por gramo
de células (Ramirez et al., 2019).

La inoculacién de la cepa Bacillus sp. MH778713 en semillas de mezquite sometidas a la
presencia de diferentes concentraciones de Cr (VI) mostré una estimulaciéon de la
germinacién de las semillas aun en presencia de cantidades toxicas de cromo. Las plantas
de Prosopis laevigata fueron capaces de sobrevivir en presencia de estas elevadas
concentraciones de cromo al ser inoculadas con la cepa MH778713, lo que demuestra el
potencial de esta cepa para asistir a la tolerancia de estas plantas al estrés por cromo
(Ramirez et al., 2019). Las bacterias pertenecientes al género Bacillus también han sido
descritas por su capacidad para estimular el crecimiento de las plantas mediante la
participacién de Compuestos Orgdnicos Volatiles (VOC’s) producidos por las bacterias (Wu
et al., 2014). Debido a esto, el grupo de investigaciéon también estudié la capacidad que

13



poseen los compuestos orgdnicos volatiles producidos por Bacillus sp. MH778713 para
inducir la germinacién de semillas de Prosopis laevigata y Arabidopsis thaliana aun en
presencia de altas concentraciones de Cr (VI) en el medio. Como resultado obtuvieron que
estos compuestos ayudan a dichas semillas a tolerar el estrés causado por el Cr (VI) ademas
de que estimulan su germinacién y desarrollo (Ramirez et al., 2020). Los estudios antes
mencionados indican que tanto la cepa Bacillus sp. MH778713 como las otras aisladas del
mezquite podrian ser buenas candidatas para la restauracién de suelos aridos, o semiaridos
contaminados con metales pesados ademas de poseer la capacidad de conferir tolerancia
a las plantas frente al estrés causado por estos metales. En otro estudio también realizado
en el laboratorio se encontré que las seis cepas mds tolerantes al Cr (VI) cuentan con
mecanismos promotores del crecimiento vegetal tales como la produccion de acido indol
acético (AIA), solubilizacion de fosfato y la fijacion de nitrégeno (Datos no publicados). Dado
todo lo anterior estas cepas también podrian contar con otras propiedades como la de
actuar como agentes de biocontrol. Diferentes especies de Bacillus tales como B. subtilis, B.
pumilus, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis y B. velezensis ya han demostrado ser
efectivas contra un amplio rango de patégenos de plantas e incluso varias de sus cepas han
sido utilizadas para el desarrollo de biopesticidas a nivel comercial (Shafi et al., 2017).

Dado que es necesario continuar con la caracterizacion de nuevas cepas que posean
multiples mecanismos para llevar a cabo el biocontrol de hongos fitopatégenos de
importancia agricola (Fira et al., 2018), en este trabajo evaluamos la actividad antifungica
de Bacillus sp. MH778713 y las otras cinco cepas de Bacillus sp. que mostraron mayor
tolerancia al cromo. Esta actividad fue probada frente a una cepa patégena de Fusarium
oxysporum causante de marchitez vascular, aislada de plantas de jitomate en invernaderos
de Tetela de Ocampo, Puebla. Esta cepa fungica es originaria del cepario del Laboratorio
204 de Patologia vegetal y hongos comestibles del Ecocampus Valsequillo-BUAP. Se eligié a
este hongo debido a que la enfermedad que causa impacta severamente el rendimiento y
la calidad del producto (Isaac et al., 2018), ademas de que este cultivo es uno de los mas
importantes en México pues nuestro pais se encuentra entre los principales productores y
exportadores de jitomate a nivel mundial (FAOSTAT, 2021). De igual manera, el hecho de
gue ya se haya demostrado previamente que las cepas de Bacillus empleadas en este
trabajo podrian ser buenas candidatas para la restauracién de suelos contaminados con
metales pesados, estas podrian contribuir a la proteccién de la planta de jitomate frente a
estos metales de los que ya se ha reportado que afectan su desarrollo (Quinet et al., 2019).
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4. JUSTIFICACION

El ataque de hongos fitopatdégenos como Fusarium oxysporum a cultivos agricolas como el
de jitomate representa una amenaza importante para la seguridad alimentaria debido a que
pueden afectar la produccién, disponibilidad, acceso, suministro, calidad, inocuidad y valor
nutricional de los productos agricolas, ademds de que pueden generar grandes pérdidas
econdmicas. Dado el impacto que poseen, es importante llevar a cabo su control
considerando el cuidado del ambiente, la inocuidad de los productos y la salud de los
humanos y animales. El biocontrol representa una alternativa para el control de estos
patdgenos permitiendo una disminucion en el uso de fungicidas quimicos y sus efectos
colaterales. Diferentes especies del género Bacillus ya han demostrado ser agentes de
biocontrol efectivos frente un amplio rango de patégenos de plantas e incluso varias cepas
han sido utilizadas para el desarrollo de biopesticidas a nivel comercial. Sin embargo, es
necesario continuar con la caracterizacion de nuevas cepas que posean multiples
mecanismos de biocontrol para con ellas desarrollar nuevos productos comerciales con los
cuales hacer frente a la creciente demanda alimentaria buscando reducir el impacto en el
ambiente.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general: Evaluar la actividad antifungica de cepas de Bacillus sp. aisladas
de mezquite, como agentes de biocontrol contra Fusarium oxysporum.

5.2 Objetivos especificos:

1. Evaluar in vitro el efecto antifingico de cepas de Bacillus sp. aisladas de nédulos de
mezquite contra Fusarium oxysporum por medio de un ensayo de cultivo dual.

2. Evaluar in vitro el efecto antifungico de los compuestos organicos volatiles
producidos por las cepas de Bacillus sp. contra Fusarium oxysporum.

3. Analizar la diversidad de las enzimas liticas de Bacillus con actividad antagonista
contra hongos fitopatégenos por medio de un anlisis in silico.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Material bioldgico

Se utilizd una coleccién de cepas bacterianas de la coleccidn del laboratorio de Ecologia
Molecular Microbiana del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas del
Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autéonoma de Puebla, las cuales
provienen del interior de nddulos de Prosopis laevigata que habitaba una regidon semiarida
contaminada con metales pesados perteneciente a Chietla, Puebla, México. Tales cepas
fueron identificadas como integrantes del género Bacillus (Ramirez et al., 2019) (Tabla 1).

El hongo fitopatdégeno empleado es una cepa de Fusarium oxysporum CENAGROO1, la cual
proviene de la coleccidn de cultivos fungicos del Centro de Agroecologia (CENAGRO) de la
BUAP, donado en fresco por el Dr. Omar Romero Arenas. Hongo aislado con anterioridad
de raiz de planta de jitomate en invernaderos de Tetela de Ocampo, Puebla.

Tabla 1. Bacterias y hongos utilizados en el trabajo

de investigacion

Bacillus cereus
Bacillus subtilis
Bacillus inaquosus
Bacillus inaquosus
Bacillus velezensis
Bacillus sp.
Fusarium oxysporum

6.2 Evaluacién in vitro del efecto antifingico de cepas de Bacillus sp. aisladas de
nddulos de mezquite contra Fusarium oxysporum por medio de ensayos de cultivo dual.

Un disco de micelio de 6 milimetros de diametro de Fusarium oxysporum se sembré en el
centro de una placa de agar papa dextrosa (PDA), se incubd por 7 dias a 28 °C para su
crecimiento y pasado este tiempo se cortaron discos de micelio de 6 mm de diametro. Por
otra parte, las cepas bacterianas se sembraron por estria cruzada en placas de agar extracto
de levadura-manitol (YMA) y se incubaron a 28 °C por 1 dia para lograr el aislamiento de
colonias. Para el montaje del cultivo dual se utilizaron placas de PDA. Se tomé una colonia
bacteriana previamente crecida en YMA vy se coloco en linea recta a 1 cm de la orilla de la
placa de PDA. Posteriormente, a 4 cm de esta linea se colocd un disco de micelio del hongo.
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Para cada ensayo de antagonismo se realizaron 4 réplicas. Como control negativo se utilizé
una placa de PDA similar a la de antagonismo, pero en ésta solo se colocé al disco de micelio.
Todas las placas se incubaron a 28 °C por 7 dias. Transcurrido este tiempo, se tomaron
fotografias de las placas para el posterior analisis de las imagenes con el software Image)
(Hartig, 2013) con el que se midié el radio de crecimiento fungico a diferentes dangulos (0°,
5°,10°, 15°, -5°,-10° y -15°) con respecto a la perpendicular en dngulo recto formada entre
el centro del disco de micelio y la linea recta de crecimiento bacteriano. Se obtuvo el
promedio de los radios de cada réplica. Posteriormente se calculdé el porcentaje de
inhibicidn de cada réplica con la siguiente férmula:
%I=[(RC-RA) /(RC)] x 100

Donde:

RA=Radio promedio del crecimiento fungico de la placa de antagonismo

RC=Radio promedio del crecimiento fungico del control

%= Porcentaje de inhibicién
Se obtuvo el porcentaje de inhibicidn entre réplicas y se calculd la desviacidn estandar. De
igual manera los datos experimentales fueron sometidos al andlisis de varianza (ANOVA de
un factor) y al test de LSD (Least significant difference) de Fisher en Excel para analizar la
significancia de los efectos.

6.3 Evaluacion in vitro del efecto antifingico de los compuestos organicos volatiles
producidos por las cepas de Bacillus sp. contra Fusarium oxysporum.

Las cepas fueron sembradas por estria cruzada en placas de YMA y se incubaron a 28 °C por
24 horas. Una colonia bacteriana se sembrd en 10 ml de caldo YM (manitol extracto de
levadura) y se incubd durante 24 horas, en condiciones de agitacién a 150 rpm y una
temperatura de 28 °C. Posteriormente, estas suspensiones se ajustaron a una densidad
Optica entre 0.45 y 0.5 a una longitud de onda de 600 nm con caldo YM. Por otra parte, un
disco de micelio de 6 milimetros de didametro de Fusarium oxysporum se sembré en el
centro de una placa de PDA, se incubd por 7 dias a 28 °C para su crecimiento y pasado este
tiempo se cortaron discos de micelio de 6 mm de didametro. Para el montaje del ensayo, se
utilizaron placas divididas donde una mitad tenia agar YMA y la otra mitad contenia PDA.
En el medio YMA se pusieron 50 pl de la suspensién bacteriana estandarizada y se
esparcieron con un asa de vidrio. Luego, en el centro del medio PDA se puso un disco de
micelio del hongo de 6 mm de didmetro. Como control negativo se utilizé una placa similar
a la de ensayo, pero unicamente con el disco de micelio del hongo en el centro del agar
PDA. Todas las placas fueron selladas con papel parafilm inmediatamente después de
terminar su montaje y se incubaron a 28 °C por 72 horas. Transcurrido este tiempo se
tomaron fotografias de las placas para el anélisis de las imagenes con el software Image)
(Hartig, 2013) con el que se tomaron medidas del didmetro de crecimiento fungico a
diferentes angulos (0°, 45°, 90° y 135°) con respecto a la perpendicular en angulo recto
formada entre el centro del disco de micelio y la linea que divide la placa en dos. Se obtuvo
el promedio de los didmetros por réplica. Posteriormente se calculd el porcentaje de
inhibicidn por réplica con la siguiente formula:
%I=[(DC-DA) /(DC)] x 100
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Donde:
DA=Diametro promedio del crecimiento fungico en placas de antagonismo
RC=Diametro promedio del crecimiento fungico en placas control
%l= Porcentaje de inhibicién
Se obtuvo el porcentaje de inhibicidn entre réplicas y se calculd la desviacidn estandar. De
igual manera los datos experimentales fueron sometidos al andlisis de varianza (ANOVA de
un factor) y al test de LSD (Least significant difference) de Fisher en Excel para analizar la
significancia de los efectos.

6.4 Analisis in silico de la diversidad de las enzimas liticas de Bacillus sp. con actividad
antagonista contra hongos fitopatdgenos.

En la base de datos de GenBank del NIH (National Institutes of Health) disponible en el NCBI
(National Center for Biotechnology Information; https://www.ncbi.nlm.nih.gov), se realizo
la busqueda de secuencias aminoacidicas de enzimas hidroliticas producidas por especies
de Bacillus sp. ya reportadas previamente en la bibliografia con actividad antifungica contra
fitopatdgenos. Se llevd a cabo el alineamiento multiple de las secuencias de cada enzima
con el programa Clustal X y su ediciéon con el programa BioEdit. Posteriormente, se
generaron los respectivos arboles por el método de Maxima Parsimonia con el programa
MEGA X (Kumar et al., 2018). La confianza de los nodos fue probada con 2000 réplicas de
Bootstrap.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Evaluacién in vitro del efecto antifungico de cepas de Bacillus sp. aisladas de
nddulos de mezquite contra Fusarium oxysporum por medio de ensayos de cultivo dual

El objetivo de esta prueba fue determinar y comparar los porcentajes de inhibicién
generados por las cepas de Bacillus sp. frente al hongo fitopatdégeno Fusarium oxysporum.
Los resultados de los ensayos de cultivo dual se encuentran en la figura 1y tabla 2.

Figura 1. Efecto antifungico de cepas de Bacillus sp. aisladas de nédulos de mezquite contra
Fusarium oxysporum por medio de ensayos de cultivo dual en medio PDA

A) Placa control con solo Fusarium oxysporum. B) Placa de Fusarium oxysporum vs Bacillus cereus
(LEM1088). C) Placa de Fusarium oxysporum vs Bacillus inaquosus (LEM1085). D) Placa de
Fusarium oxysporum vs Bacillus sp. (LEM1004).
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Tabla 2. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento de Fusarium oxysporum por cepas de

Bacillus sp. en ensayo de cultivo dual en PDA tras 7 dias de incubacién a 28 °C

Cepa Especie Porcentaje de inhibicion (%)
MH778813 (LEM1088) Bacillus cereus 24.77 £ 2.10
LEM1085 Bacillus inaquosus 30.30+3.76
LEM1004 Bacillus sp. 43.73£2.42

Como se puede observar en la tabla 2, se obtuvo un efecto antifungico de las cepas Bacillus
sp. LEM1004, Bacillus inaquosus LEM1085 y Bacillus cereus MH778713 contra Fusarium
oxysporum. El analisis estadistico con ANOVA de un factor y el test de LSD de Fisher arrojé
gue estas tres cepas bacterianas inhibieron significativamente al crecimiento fungico,
aungue con diferentes porcentajes de inhibicién.

El efecto inhibitorio generado por nuestras cepas pudo ser resultado de la accién en
conjunto de las enzimas liticas, lipopéptidos antifungicos, siferéforos y compuestos
organicos volatiles producidos como ya se ha reportado en diferentes trabajos. Por ejemplo,
en el trabajo de Khan et al. (2018), Bacillus subtilis 30VD-1 generd un 70 % de inhibicidén en
el crecimiento de Fusarium oxysporum en cultivo dual ademas de que provocéd el
adelgazamiento del micelio, distorsiones en las hifas, la formacién de estructuras bulbosas
y el vertido del contenido citoplasmico de las hifas. Al analizar su capacidad para producir
enzimas hidroliticas se demostrd que la cepa era capaz de producir proteasas y quitinasas
de las que ya se ha reportado que poseen un efecto degradador en la pared celular de este
hongo puesto que estd compuesta de quitina, a-1,3-glucanos, B-1,3-glucanos, proteinas y
glicoproteinas. De igual manera en el trabajo de Ramyabharathi & Raguchander, (2014), la
cepa B. subtilis EPCO16 generd un 46.04 % de inhibicion frente a Fusarium oxysporum en
cultivo dual y ésta demostré actividad quitinasa, glucanasa y proteolitica.

Con respecto a los lipopéptidos antifungicos, en el trabajo de Liu et al. (2020), B. velezensis
H6 inhibio el crecimiento de Fusarium oxysporum en un 45.1 % en el ensayo de cultivo dual.
Al realizar el analisis del sobrenadante del cultivo de esta cepa bacteriana se identificaron a
lipopéptidos de la familia de las iturinas, fengicinas y surfactinas, y al estudiar el efecto de
estos por separado se encontré que cada uno poseia actividad inhibitoria frente a Fusarium
oxysporum siendo mayor el efecto de las iturinas y fengicinas que el de las surfactinas.
Aunque es preciso mencionar que ya se ha reportado que la produccién de estos
lipopéptidos varia dependiendo de factores como la especie de Bacillus que las produce; la
especie del hongo patdgeno con el que interactian, asi como la composicion del medio y
las condiciones ambientales de crecimiento (Andric et al., 2020).
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La produccion de compuestos orgdnicos volatiles (VOC's) por las cepas bacterianas también
podria contribuir al efecto antifingico y a la disminuciéon en la pigmentacién del micelio del
hongo en las placas de antagonismo de nuestro trabajo de investigacidn comparadas con la
placa control como se observa en la figura 1. Por ejemplo, en el trabajo de Liu et al. (2008),
los VOC’s de la cepa B. subtilis BLO2, B. pumilus BSH-4 y B. pumilus ZB13 inhibieron el
crecimiento de Fusarium oxysporum entre un 30 y 60 % demds de que provocaron
deformidades en las hifas y una disminucion en la produccién de pigmentos del micelio
comparados con la placa control. Por otra parte, la produccién de sideréforos también
podria estar participando en el efecto antifungico pues con ellos Bacillus puede entrar en
competencia con el hongo por el hierro del medio como sucede en el trabajo de Li et al.
(2014) donde Bacillus velezensis SQR9 sobre produjo al sideréforo bacilibactina cuando
crecié en un cultivo dual en medio PDA modificado (con 5 g menos de glucosa) en presencia
de Fusarium oxysporum.

Los valores de porcentaje de inhibicidon frente a Fusarium oxysporum obtenidos en este
trabajo fueron 43.73 + 2.42 % para Bacillus sp. LEM1004, 30.30 = 3.76 % para Bacillus
inaquosus LEM1085 y 24.77 + 2.10 % para Bacillus cereus MH778713. La cepa Bacillus sp.
LEM1004 fue la cepa que generd el mayor efecto antifungico de las tres. De la especie
Bacillus inaguosus aun no se ha reportado actividad antifungica frente a Fusarium
oxysporum en la literatura, pero en este trabajo si se observé un efecto inhibitorio del 31.07
%. Con respecto a la especie B. cereus, ya se ha reportado previamente su actividad
antifungica frente a Fusarium oxysporum en la literatura (Aydi Ben Abdallah et al., 2016;
Ramirez et al., 2021).

En trabajos donde se han realizado cultivos duales de cepas de Bacillus y Fusarium
oxysporum causante de marchitez vascular en la planta de jitomate se han obtenido
porcentajes de inhibicion variados tales como 46.04 % para B. subtilis EPCO16
(Ramyabharathi & Raguchander, 2014), 48.3 % para B. amyloliquefaciens FZB24
(Elanchezhiyan et al., 2018), 52.22 %, 61. 11 % y 64. 44 % para las cepas de B. subtilis KR1-
2, KR2-7 y A2-9, respectivamente (Kamali et al., 2019), 68.5 % para Bacillus cereus S42 (Aydi
Ben Abdallah et al., 2016), 79.19 % para Bacillus amyloliquefaciens RWL-1 (Shahzad et al.,
2017) y 87.5 % para Bacillus sp. B44 (Jangir et al., 2018). En algunos de estos casos
mencionados las cepas fueron capaces de proteger a la planta de jitomate del ataque del
hongo en condiciones de invernadero y de campo. Por ejemplo, en el trabajo de
Elanchezhiyan et al. (2018), la cepa B. amyloliquefaciens FZB24 generd un 48.3 % de
inhibicidon en el crecimiento de Fusarium oxysporum de manera in vitro y al aplicarla a
plantas de jitomate inoculadas con el hongo en condiciones de invernadero y de campo
generd una disminucion en la incidencia de la enfermedad, un aumento en el crecimiento
de la planta y un mayor rendimiento de fruto por planta, todo ello comparado con plantas
inoculadas solo con el hongo patdégeno.

Aunque nuestras cepas generaron un porcentaje de inhibicidn menor a los citados
anteriormente se propone realizar pruebas extra como la observacion microscépica del
micelio para observar si existen alteraciones morfolégicas en la placa de antagonismo
comparando con la placa control. De igual manera, es necesario analizar la capacidad de
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estas cepas para producir enzimas hidroliticas, lipopéptidos y sideréforos para elegir a las
mejores cepas, caracterizar sus mecanismos y posteriormente con ellas realizar ensayos in
vivo en los que se busque que Bacillus defienda a la planta de jitomate del ataque del hongo
Fusarium oxysporum tanto en condiciones de invernadero como de campo. Finalmente, de
las cepas Bacillus subtilis LEM1083, Bacillus inaquosus LEM1080 y Bacillus velezensis
LEM1054 no se logré determinar su efecto antifungico debido a su rapido crecimiento, por
lo que se propone realizar diluciones seriadas o dar ventaja de crecimiento al hongo para
llevar a cabo el ensayo.

7.2 Evaluacién in vitro del efecto antifingico de los compuestos organicos volatiles
(VOC'’s) producidos por las cepas de Bacillus sp. contra Fusarium oxysporum.

En el ensayo de cultivo dual se encontré que los VOC’s de las cepas de Bacillus podrian ser
responsables en parte del efecto antifungico ejercido frente a Fusarium oxysporum vy
también ser causantes de la disminucion en la pigmentacién del micelio del hongo, por lo
que se decidié evaluar el efecto de los VOC's de Bacillus en el hongo por medio de cultivos
en placas divididas. Los resultados obtenidos de estos ensayos se observan en la tabla 3 y
la figura 2.

Tabla 3. Porcentajes de inhibicidn del crecimiento de Fusarium oxysporum por los compuestos

volatiles de cepas de Bacillus sp. en cultivos de placas divididas

Cepa Especie Porcentaje de inhibicion (%)
MH778813 (LEM1088) Bacillus cereus 5.58+1.15
LEM1083 Bacillus subtilis 5.85+0.76
LEM1085 Bacillus inaquosus 5.60+0.72
LEM1080 Bacillus inaquosus 9.39+0.48
LEM1054 Bacillus velezensis 4.89+0.42
LEM1004 Bacillus sp. 8.20+1.21

En la figura 2 no es tan marcada la disminucidn en la pigmentacion del micelio en las placas
de antagonismo comparadas con la placa control, tal como sucedié en el ensayo de cultivo
dual. Esto posiblemente debido a la diferencia en el tiempo de incubacidn, al ser de 7 dias
para el cultivo dual y de 3 dias para el de VOC’s, por lo que se propone tomar fotografias de
las placas a los 7 dias de incubacion en ambos ensayos para observar si hay diferencias mas
marcadas. Debido a que en este ensayo la divisidén de la placa impide el contacto directo
entre el hongo y la bacteria, la disminucién en la produccién de pigmentos en el hongo
podria explicarse por efecto de los VOC’s como se ha descrito en trabajos previos como el
de Ramirez et al. (2021) o el de Chaves-Lopez et al. (2015) donde al someter a F. oxysporum
a la actividad de los VOC’s de la cepa B. amyloliquefaciens M49 por medio de su cultivo en
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placas divididas se obtuvo un 48.3 % de inhibicidn en el crecimiento fungico y una
disminucion en la pigmentacion rosa del micelio, todo ello comparado con el control donde
solo se hizo crecer al hongo. Ahora bien, dado que ya se ha reportado que los pigmentos
fungicos podrian contribuir a la patogenicidad del hongo, una disminucidn en su produccion
también podria disminuir la capacidad del hongo para infectar a la planta y esto podria
favorecer su biocontrol por parte de Bacillus (Liu et al., 2008).

Figura 2. Ensayo de actividad antifiingica de los compuestos volatiles de
las cepas de Bacillus sp. frente a Fusarium oxysporum

A) Placa control con solo F. oxysporum. B) F. oxysporum vs Bacillus cereus
MH778713 (LEM1088). C) F. oxysporum vs B. subtilis LEM1083. D) F.
oxysporum vs B. inaquosus LEM1085. E) F. oxysporum vs B. velezensis
LEM1054. F) F. oxysporum vs Bacillus sp. LEM1004. G) F. oxysporum vs B.
inaquosus LEM1080.
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Con respecto a los porcentajes de inhibicidn, el analisis estadistico de los datos
experimentales con ANOVA de un factor y el test de LSD de Fisher arrojé que los VOC’s de
estas seis cepas bacterianas no inhibieron significativamente al crecimiento flungico. Los
bajos porcentajes de inhibicidn observados por parte de los VOC’s pudieron ser debido a
diversos factores. Por ejemplo, en el trabajo de Chaves-Lopez et al. (2015), observaron que
el patrén de produccién de VOC’s por Bacillus fue especie y cepa dependiente, mientras
qgue la actividad antifungica fue dependiente de la especie del hongo. De igual manera,
observaron que la composicién del medio de cultivo donde crecié la cepa bacteriana
también influyd en la produccion de estos compuestos. La influencia de estos factores se
puede notar en diferentes trabajos como el de Liu et al. (2008) donde los VOC’s de B. subtilis
y B. pumilus crecidos en agar LB inhibieron el crecimiento de Fusarium oxysporum en un 30
y 60 % respectivamente e inhibieron su produccidon de pigmentos. Por otra parte, en el
trabajo de Baysal et al. (2013), los VOC'’s de B. subtilis EUQ7 crecido en agar TYB (triptonay
extractos de levadura y carne) inhibieron el crecimiento de Fusarium oxysporum en un 26.2
% y por microscopia se observaron aberraciones morfolégicas en el micelio. También en el
trabajo de Lim et al. (2017), los VOC’s de Bacillus velezensis G341 crecido en TSA generaron
un 0 % de inhibicion frente a Fusarium oxysporum, pero si fueron capaces de inhibir a otros
hongos fitopatdgenos.

La produccion de VOC's por Bacillus varia entre especies y cepas, pudiendo incluir moléculas
como alcanos, alquenos, alcoholes, ésteres, cetonas, aldehidos, acidos, acidos grasos,
éteres, pirazinas y compuestos que contienen azufre cuya naturaleza quimica determina
sus diferentes actividades fungicidas o fungistaticas (Liu et al., 2008). Dentro de los VOC’s
gue ya se han reportado con actividad antifungica estan el dimetilsulfoxido, 1-butanol,
acetoina, 2-tridecanona, pirazina, fenol, benzatiazol, acetilbutanediol, 2-heptanona, 6-
metil-2-heptanona, 5-metil-2-heptanona, entre otros (Lee et al., 2017; Lim et al., 2017). Los
cuales pueden estar asociadas a una inhibicién en la esporulacidn, en la germinacion de las
esporas o en la sintesis de los componentes de pared celular, lo que lleva a una alteracién
en la estructura fungica (Islam et al., 2012). Lo cual microscépicamente puede observarse
como vacuolizacién, hinchazén, adelgazamiento o super enrollamiento de las hifas ademas
de la retraccién del protoplasma o una disminucién en el nimero o tamafio de las esporas
del hongo (Chaves-Lopez et al., 2015). Por tanto, para complementar el estudio de nuestras
cepas se propone realizar el analisis de sus VOC’s producidos y su efecto a nivel morfoldgico
por medio de la observacién microscépica ademas de estudiar mas a fondo el efecto de Ia
disminucion en la produccién de los pigmentos del micelio como ya se habia mencionado
anteriormente.

7.3 Analisis in silico de la diversidad de las enzimas liticas de Bacillus sp. con actividad
antagonista contra hongos fitopatégenos.

Debido a que en el ensayo de cultivo dual se obtuvieron efectos inhibitorios significativos
frente a Fusarium oxysporum, de tres cepas de Bacillus (LEM1080, LEM1081 y LEM1088), vy
considerando que ya se ha reportado que la produccién de enzimas liticas es uno de los
principales mecanismos del efecto antifingico, se decidid realizar un analisis filogenético
basado en las secuencias aminoacidicas de enzimas liticas utilizadas por Bacillus para llevar
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a cabo el biocontrol de fitopatégenos como Fusarium oxysporum. Para cada analisis se
introdujo un alineamiento de secuencias homodlogas de una enzima litica del género
Bacillus. Estas secuencias se analizaron por el método de maxima parsimonia en el que a
partir de todos los posibles arboles filogenéticos se obtiene un arbol cuya topologia indica
una hipétesis de relacidn evolutiva entre las especies, la cual requiere la menor cantidad de
cambios evolutivos para explicar la distribucion de los aminodcidos en las secuencias
analizadas (Kapli et al., 2020).

La pared celular fungica es la capa mds externa del hongo, la cual resulta esencial para su
viabilidad, morfogénesis y patogénesis (Gow et al., 2017). En Fusarium oxysporum, esta
estructura estd compuesta de quitina, a-1,3-glucanos, B-1,3-glucanos, proteinas y
glicoproteinas (Schoffelmeer et al., 1999). Dada la importancia de la pared, la degradacion
de estos componentes por la actividad de enzimas liticas producidas por agentes de
biocontrol representa un mecanismo por el que éstos efectiian su biocontrol (Shafi et al.,
2017). La especies de Bacillus tienen la capacidad de producir proteasas, glucanasas asi
como diferentes enzimas que degradan a la quitina de la pared celular fungica (Chang et al.,
2009; Janahiraman et al., 2016).

La quitina de la pared fungica es un polimero insoluble de N-acetilglucosamina (NAG) con
enlaces de tipo B-1,4. De manera general, el proceso de degradacién de la quitina por la
actividad enzimatica de microorganismos puede desarrollarse por la via quitinolitica o la de
desacetilacion. En Bacillus ya se han reportado ambas vias con las que puede degradar a la
quitina y obtener de ella una fuente de carbono y nitrégeno. La via quitinolitica involucra la
hidrolisis de los enlaces B-1,4 por actividad de enzimas glucosidasas llamadas
endoquitinasas y exoquitinasas. Las endoquitinasas cortan aleatoriamente en sitios
internos dentro de la cadena generando oligémeros hidrosolubles de diferentes tamanos.
Las exoquitinasas se han clasificado en quitobiosidasas y N-acetilhexosaminidasas. Las
quitobiosidasas realizan el corte de dimeros de N-acetilglucosamina (quitobiosa) en el
extremo no reductor de la cadena de quitina o de sus oligdmeros. Por otra parte, las N-
acetilhexosaminidasas degradan los oligdmeros o dimeros resultantes de la hidrélisis de la
quitina en sus monémeros de N-acetilglucosamina (NAG) (Beier & Bertilsson, 2013; Rathore
& Gupta, 2015; Veliz et al., 2017).

7.3.1 Andlisis de las endoquitinasas

Las endoquitinasas (EC 3.2.1.14) catalizan la ruptura hidrolitica de los enlaces glucosidicos
B-1,4 que unen a las unidades de N-acetilglucosamina que conforman a la quitina. Tal corte
lo realizan de forma aleatoria en sitios internos dentro de la cadena generando oligdémeros
solubles de bajo peso molecular (Khan et al., 2018; Rathore & Gupta, 2015). Segun su
secuencia aminoacidica, estructura tridimensional y su mecanismo, estas enzimas
pertenecen a la familia 18 de las glucosidasas (Drewnowska et al., 2020). En la figura 3 se
puede observar el analisis filogenético obtenido a partir de secuencias aminoacidicas de
endoquitinasas producidas por especies del grupo de B. cereus.
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Figura 3. Analisis filogenético molecular basado en secuencias aminoacidicas de la enzima

ENDOQUITINASA producida por diferentes especies pertenecientes al grupo de B. cereus.
Construido por el método de Maxima Parsimonia con el programa MEGA X con 2000 réplicas de
Bootstrap.

En este arbol se utilizd6 como grupo externo al género Paenibacillus pues representa un
taxén externo al formar parte del mismo filo, clase y orden taxondmico que Bacillus
(Goodfellow et al., 2009). En el grupo interno se observan diferentes especies del grupo de
Bacillus cereus tales como B. thuringiensis, B. cereus, B. wiedmannii, B. mobilis, B. mycoides,
B. paranthracis, B. clarus y B. cytotoxicus. Estas secuencias tuvieron una longitud de
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alrededor de 674 aminodcidos, que coincide con lo reportado para endoquitinasas
producidas por el grupo de B. cereus, las cuales se caracterizan por poseer una estructura
modular que se compone de un péptido senal, un dominio catalitico N-terminal, un dominio
similar al de tipo Ill de la fibronectina y un dominio C-terminal de unién a carbohidratos
(Barboza-Corona et al., 2003; Drewnowska et al., 2020; Mehmood et al., 2010).

En la topologia del grupo interno se observan dos ramas principales soportadas por un
Bootstrap fuerte de 100. En la rama superior estdn todas las especies analizadas excepto B.
cytotoxicus quien seria la especie mas lejanamente relacionada, lo cual coincide con un
arbol filogenético reportado por Dunlap (2019), que fue construido con el genoma core de
cepas tipo de especies del grupo de B. cereus y en el que B. cytotoxicus también aparece
como una de las especies mas lejanamente relacionadas al resto. Por otra parte, dentro de
la rama superior se observa una topologia conservada en la que las diferentes especies
tienden a distribuirse ampliamente sin verse una agrupacién clara seglin la especie
productora lo que significaria que hay una baja diversidad a nivel de secuencia aminoacidica
debido a la alta similitud existente en las secuencias de especies muy cercanamente
relacionadas filogenéticamente. Un resultado similar encontraron en el trabajo de
Drewnowska et al. (2020), en el que construyeron un arbol filogenético a partir de la
secuencia de genes chiA de las especies altamente relacionadas B. thuringiensis, B.
mycoides y B. cereus, que codifican para endoquitinasas. Dicho arbol mostré una topologia
muy conservada con una baja diversidad genética, lo que apuntd a que posiblemente la
transferencia de estos genes se haya dado de manera vertical. En otros trabajos también se
ha reportado la conservacién de las secuencias aminoacidicas de estas enzimas entre
especies altamente relacionadas del grupo de B. cereus (Barboza-Corona et al., 2003;
Mehmood et al., 2010).

Se ha reportado que la capacidad de degradacién de la quitina es una caracteristica muy
comun en miembros del grupo de B. cereus, también conocido como Bacillus cereus sensus
lato (s.1.) el cual incluye a diversas especies filogenéticamente cercanas tales como B. cereus
sensu stricto (s.s.), B. thuringiensis B. tropicus, B. paranthracis, B. pacificus, B. anthracis, B.
mobilis, B. albus, B. luti, , B. toyonensis, B. mycoides, B. paramycoides, B. nitratireduncens,
B. proteolyticus, B. gaemokensis, B. pseudomycoides. B. bingmayongensis, B. cytotoxicus y
B. manliponensis (Drewnowska et al., 2020; C. Dunlap, 2019). El estudio de esta capacidad
en el grupo de B. cereus recae principalmente en el hecho de que sus enzimas pueden
poseer multiples aplicaciones biotecnoldgicas tales como el control de hongos
fitopatdgenos y de insectos; los procesos de conversidn de residuos de quitina a productos
utiles a nivel industrial como el quitosano (Mehmood et al., 2010); ademds del efecto
potenciador que poseen las quitinasas en la actividad insecticida de las proteinas Cry de
Bacillus thuringiensis (Arora et al., 2003). Posiblemente debido a esto las secuencias
etiquetadas como “endoquitinasas” presentes en la base de datos de NCBI pertenecen a
especies de este grupo.

Con referencia a la actividad antifungica de estas enzimas de Bacillus frente a Fusarium
oxysporum, ya se han reportado diferentes casos. Por ejemplo, en el trabajo de Chang et al.
(2003) la cepa B. cereus YQ 308 secretd una endoquitinasa cuando crecié en presencia de
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quitina. Tal enzima inhibié el crecimiento de los hongos fitopatdgenos Fusarium oxysporum,

Fusarium solaniy Pythium ultimum.

7.3.2 Andlisis de las quitobiosidasas

Las quitobiosidasas (EC.3.2.1.29) son un tipo de exoquitinasa que cataliza la liberacidn
progresiva de dimeros de N-acetilglucosamina (quitobiosa) en el extremo no reductor de la
cadena de quitina o de oligdmeros de NAG (Rathore & Gupta, 2015). En la figura 4 se puede
observar el andlisis filogenético obtenido a partir de secuencias aminoacidicas de las

enzimas quitobiosidasas producidas por especies del grupo de B. cereus.
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Figura 4. Analisis filogenético molecular basado en secuencias aminoacidicas de la enzima
EXOQUITINASA (QUITOBIOSIDASA) producida por diferentes especies pertenecientes al grupo
de B. cereus. Construido por el método de Maxima Parsimonia con el programa MEGA X con

2000 réplicas de Bootstrap.
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Como grupo externo de este arbol se utilizé al género Paenibacillus. En el grupo interno se
observan diferentes especies del grupo de Bacillus cereus tales como B. anthracis, B. cereus,
B. thuringiensis, B. paranthracis, B. wiemannii, B. mycoides y B. toyonensis. Estas secuencias
tuvieron una longitud de alrededor de 360 aminoacidos, lo cual coincide con lo reportado
para quitobiosidasas producidas por el grupo de B. cereus, las cuales se caracterizan por
poseer una estructura modular que se compone de un péptido sefial, un dominio N-
terminal y un solo dominio caracteristico de la familia 18 de las glucosidasas (Arora et al.,
2003; Drewnowska et al., 2020; El-Hamshary et al., 2008; Huang & Chen, 2004; S. Y. Wang
et al., 2001).

En la topologia del grupo interno del arbol se observan dos ramas principales diferentes
soportadas por un Bootstrap de 99, las cuales engloban a las especies que estan mas
cercanamente relacionadas entre si pues comparten un ancestro comun mas reciente. En
la rama superior del grupo interno se nota como algunas especies tienden a agruparse como
en el caso de B. anthracis, B. wiedmanni, B. mycoides y B. toyonensis, lo cual indica una
mayor diversidad a nivel de secuencia aminoacidica de estas enzimas pues sus secuencias
son muy similares entre cepas de una misma especie, pero tienden a variar mas entre
especies diferentes aun cuando estan cercanamente relacionadas. En el caso de B. cereus y
B. thuringiensis, las secuencias quedaron ampliamente distribuidas en las dos ramas
principales del grupo interno lo que significa una alta diversidad existente en sus secuencias
pues aun cuando hay secuencias de ambas especies que son muy similares entre si como
las de la rama superior también hay secuencias como las de la rama inferior que también
son similares entre si pero que estdn mas lejanamente relacionadas de las de la rama
superior, lo cual remarca la relacién evolutiva que existe entre estas dos especies (Arora et
al., 2003). Un resultado semejante se obtuvo en el trabajo de Drewnowska et al. (2020) en
el que construyeron un arbol filogenético a partir de la secuencia de genes chiB de las
especies altamente relacionadas B. thuringiensis, B. mycoides y B. cereus, que codifican para
quitobiosidasas. Tal arbol mostré una topologia con mayor diversidad genética, lo que
apunté a que posiblemente la transferencia de estos genes chiB se haya dado de manera
horizontal dentro del grupo de B. cereus en el pasado.

Otro resultado similar se obtuvo en el trabajo de El-Hamshary et al. (2008) donde realizaron
un alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas de exoquitinasas de alrededor de
360 aminoacidos de longitud de las especies altamente relacionadas: B. thuringiensis, B.
anthracis y B. cereus, encontrando que hubo pocas diferencias en sus aminodacidos pero
éstas generaron que en el arbol filogenético construido, las cepas de B. cereus y B.
thuringiensis aparecieran dispersas en el arbol y las cepas de B. anthracis aparecieran
agrupadas pues se encontraron mas conservadas dentro de esa especie.

Con respecto a la actividad antifungica de estas enzimas, ya se ha reportado la actividad de
quitobiosidasas de Bacillus frente a Fusarium oxysporum. Por ejemplo, en el trabajo de
Pleban et al. (1997), se demostrd que la cepa B. cereus 65 poseia la capacidad de producir
y secretar una quitobiosidasa que fue capaz de inhibir la germinacidon de esporas de
Fusarium oxysporum en comparacién con el control.

30



7.3.3 Analisis de las B-N-acetilhexosaminidasas

Las B-N-acetilhexosaminidasas (EC 3.2.1.52) son glucosidasas que degradan por el extremo
no reductor a los oligdmeros o los dimeros (quitobiosa) resultantes de la degradacién de la
quitina en sus mondmeros de N-acetilglucosamina (NAG) (Rathore & Gupta, 2015; Veliz et
al., 2017). Las B-N-acetilhexosaminidasas bacterianas especificamente poseen un rol
des celulares (Slamova et al., 2010). En la figura 5 se
puede observar el analisis filogenético obtenido a partir de secuencias aminoacidicas de las
enzimas B-N-acetilhexosaminidasas del grupo de B. subtilis.
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Construido por el método de Maxima Parsimonia con el programa MEGA X con 2000 réplicas de
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Como grupo externo de este arbol se utilizé al género Streptomyces, el cual representa un
taxon externo al pertenecer a la clase Actinobacteria (Anderson & Wellington, 2001). Se
observan diferentes especies del grupo de Bacillus subtilis tales como B. licheniformis, B.
sonorensis, B. siamensis, B. velezensis, B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. atrophaeus, B.
altitudinis y B. endophyticus. Estas secuencias tuvieron una longitud de alrededor de 640
aminodacidos, lo cual coincide con lo reportado para B-N-acetilhexosaminidasas producidas
por el grupo de B. subtilis (Litzinger et al., 2010; Wang et al., 2019). Estas enzimas se
caracterizan por presentar en su dominio N-terminal una secuencia patréon altamente
conservada KHFPGHGX(4)DSH (que puede variar a KH(F/1)PG(H/L)GX(4)D(S/T)H) caracteristica
de las B-N-acetilhexosaminidasas de la familia 3 de las glucosidasas a la que pertenecen
estas enzimas cuyos aminodcidos aspartato (D) e histidina (H) (remarcados) estdn
involucrados en la actividad de estas enzimas (Litzinger et al., 2010). Esta secuencia patrén
caracteristica estuvo presente en las secuencias de Bacillus que utilizamos en este analisis.

En la topologia del grupo interno se observan dos ramas principales. Una rama corresponde
a B. endophyiticus que segun esta hipodtesis es la especie mas lejanamente relacionada del
resto de las especies del grupo interno. Se puede observar que existe una clara agrupacién
segln la especie productora de la enzima como lo demuestran los diferentes corchetes,
siendo una excepcidon B. amyloliquefaciens quien también se agrupd en la rama de B.
velezensis. Todo esto indica que existe una mayor diversidad en las secuencias de estas
enzimas pues existe una mayor variacién entre especies diferentes y una menor variacién
dentro de una misma especie. Ya se ha reportado que la estructura de estas enzimas esta
mas conservada que sus secuencias (Litzinger et al., 2010), lo que podria explicar la mayor
diversidad en sus secuencias que generan la agrupaciéon de estas seglun la especie
productora y la variacién entre especies diferentes.

Es preciso mencionar que este arbol estd construido con especies del grupo de B. subtilis
debido a que no hay secuencias reportadas para el grupo de B. cereus en la base de datos
de NCBI. En diferentes trabajos se han caracterizado estas enzimas de Bacillus como en el
trabajo de Kurakake et al. (2018) en el que la cepa Bacillus sp. CH11 aislada de suelo produjo
una B-N-acetilhexosaminidasa extracelular con un pH y temperatura éptimos de 7 y 40°C,
respectivamente. Por otra parte, en el trabajo de Sakai et al. (1994), la cepa B.
stearothermophilus CH-4 aislada de composta que contenia quitina produjo una B-N-
acetilhexosaminidasa con un pH éptimo de 6.5 y una temperatura éptima de 75°C.

Con respecto a la actividad antifingica de estas enzimas, se han reportado casos en los que
las B-N-acetilhexosaminidasas producidas por Bacillus poseen actividad antifungica frente
a hongos fitopatdgenos. Por ejemplo, en el trabajo de Oztopuz et al. (2019) aislaron a la
cepa B. subtilis Ege-B-19 a partir del suelo de un vifiedo. Tal cepa presentd actividad N-
acetilhexosaminidasa, quitinasa, quitosanasa y proteasa. Al analizar el efecto antifungico
del sobrenadante de su cultivo se encontré que este presentd actividad antifungica frente
a Fusarium solani, Colletotrichum gloeosporioides, Aspergillus ochraceus, Aspergilus
foetidus, Aspergillus niger y Rhizoctonia solani.
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7.3.4 Andlisis de la quitina desacetilasa

Otra via de degradacion de la quitina que utiliza Bacillus involucra a la enzima quitina
desacetilasa (EC 3.5.1.41) que cataliza la desacetilacion de los residuos de N-
acetilglucosamina que conforman a la quitina convirtiéndola asi en quitosano, el cual es
degradado posteriormente por las quitosanasas hasta sus unidades de glucosamina (Beier
& Bertilsson, 2013; Veliz et al., 2017). Se ha reportado la produccion de enzimas quitina
desacetilasa por especies de los grupos de B. cereus y B. subtilis las cuales son estudiadas
para su aplicacidon en el biocontrol pero también con fines industriales pues el quitosano y
sus derivados pueden ser utilizados como floculantes, adhesivos, agentes quelantes,
agentes controladores de permeabilidad, entre otros usos (Tomita et al., 2013).

En la figura 6 se puede observar el andlisis filogenético obtenido a partir de secuencias
aminoacidicas de las enzimas quitina desacetilasa producidas por especies del grupo de
Bacillus cereus.
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Figura 6. Analisis filogenético molecular basado en secuencias aminoacidicas de la enzima
QUITINA DESACETILASA producida por diferentes especies pertenecientes al grupo de B.
cereus. Construido por el método de Maxima Parsimonia con el programa MEGA X con 2000

réplicas de Bootstrap.
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Como grupo externo de este arbol se utilizaron especies del género Planococcus ya que
representa un taxon externo al formar parte del mismo filo, clase y orden taxondmico que
Bacillus, pero siendo ambos de familias diferentes (Goodfellow et al., 2009). En el grupo
interno de este arbol se observan diferentes especies del grupo de Bacillus cereus tales
como B. wiedmannii, B. cereus, B. toyonenesis, B. mycoides, B. thuringiensis, B. lutis, B.
nitratireducens y B. circulans. Estas secuencias tuvieron una longitud de alrededor de 236
aminoacidos.

En la topologia del grupo interno se observan dos ramas principales diferentes. La rama
inferior corresponde a B. circulans quien estaria mas lejanamente relacionada con las
especies de Bacillus incluidas en la otra rama. Se puede observar que existe cierta
agrupacion segun la especie productora de la enzima como lo demuestran los diferentes
corchetes, lo cual indica una mayor diversidad pues sus secuencias son muy similares entre
cepas de una misma especie, pero tienden a variar mds entre especies diferentes, aunque
hay excepciones como el caso de B. cereus cuyas secuencias tendieron a ser similares a las
de otras especies como B. toyonensis y B. nitratireducens.

Se ha reportado que las enzimas quitina desacetilasas pertenecen a las polisacarido
desacetilasas, y éstas ultimas a su vez a las esterasas de la familia 4 (CE4). Todas las
polisacarido desacetilasas poseen una regién altamente conservada llamada dominio
polisacarido desacetilasa y en general ya se ha reportado una alta conservacion de la
secuencia de estas enzimas en especies altamente relacionadas filogenéticamente
(Psylinakis et al., 2005). Sin embargo, ya también se ha reportado que a pesar de esto
existen ciertas diferencias en la secuencia aminoacidica del sitio de unién al sustrato que
crean pequenas modificaciones estructurales lo que podria causar la diversificacion
funcional de poder reconocer diferentes polisacaridos (Andreou et al., 2018). Por ejemplo,
en el trabajo de Hu et al. (2006) se cloné y estudié al gen de una polisacarido desacetilasa
(pdaA) de B. thuringiensis, el cual codificd para una proteina que presentd un 53 % de
identidad con una PdaA de B. subtilis pero un porcentaje mayor con una PdaA de B. cereus
(99 %) y B. anthracis (98 %). Esto coincide con los resultados obtenidos en nuestro arbol en
donde la topologia muestra que existe cierta conservacién de las secuencias aminoacidicas
entre las especies mas cercanamente relacionadas como las incluidas en la rama superior
del grupo interno pero la conservacidon es mayor dentro de la misma especie productora
como lo demuestran las agrupaciones marcadas por los corchetes, lo que significaria una
mayor diversidad entre sus secuencias. Por otra lado, el agrupamiento de B. cereus con
especies diferentes podria explicarse por su amplia cercania filogenética con otras especies
del grupo de B. cereus como sucedid en el trabajo antes mencionado de Hu et al. (2006).

En la figura 7 se puede observar el andlisis filogenético obtenido a partir de secuencias
aminoacidicas de las enzimas quitina desacetilasa producidas por especies del grupo de B.
subtilis. Como grupo externo se utilizd al género Streptomyces, el cual representa un taxén
externo al pertenecer a la clase Actinobacteria (Anderson & Wellington, 2001).
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Figura 7. Analisis filogenético molecular basado en secuencias aminoacidicas de la enzima QUITINA
DESACETILASA producida por diferentes especies pertenecientes al grupo de B. subtilis. Construido
por el método de Maxima Parsimonia con el programa MEGA X con 2000 réplicas de Bootstrap.

En el grupo interno de este arbol se encuentran diferentes especies del grupo de Bacillus
subtilis. Estas secuencias tuvieron una longitud de alrededor de 284 aminodcidos. En la
topologia del grupo interno se observan dos ramas principales que incluye a las especies
gue estan mas cercanamente relacionadas. Una rama incluye a las especies B. safensis, B.
stratosphericus, B. pumilus, B. altitudinis, B.paralicheniformis, B. haynessi, B.
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paralicheniformis, B. swezeyi, B. glycinifermentans y B. sonorensis. La otra rama incluye a B.
velezensis, B. siamensis, B. atrophaeus, B, subtilis, B. vallismortis, B. halotolerans y B.
mojavensis. Se puede observar que existe cierta agrupacidn segln las especies
productoras, siendo una excepcioén B. stratosphericus.

En este andlisis se obtuvieron resultados similares a los del grupo de B. cereus. Coincide con
lo reportado por Psylinakis et al. (2005) acerca de una alta conservacion de la secuencia de
estas enzimas en especies altamente relacionadas filogenéticamente. Esto mismo se denota
en el trabajo de Hu et al. (2006) donde una polisacarido desacetilasa de 260 aminodacidos
de B. thuringiensis presentd un 53 % de identidad con una PdaA de B. subtilis pero un
porcentaje mayor con una PdaA de B. cereus (99 %) y B. anthracis (98 %), lo cual indica la
diferencia a nivel de secuencias aminoacidicas entre el grupo de B. cereusy B. thuringiensis
pero también la conservacion dentro de especies cercanamente relacionadas de un mismo
grupo. Esto explicaria el agrupamiento segun la especie productora en nuestro arbol pues
existe una mayor relacién filogenética dentro de una misma especie. Sin embargo, la
presencia de varias especies en cada una de las ramas principales del grupo interno significa
gue hay una mayor diversidad en estas enzimas pues las secuencias de la rama superior
estan mas lejanamente relacionadas a las de la rama inferior.

Con respecto a la actividad antifungica de estas enzimas de Bacillus, en el trabajo de Khan
et al. (2018) Bacillus subtilis 30VD-1 generd un 70 % de inhibicién en el crecimiento de
Fusarium oxysporum en ensayos de cultivo dual y demostré la capacidad de producir a la
enzima quitina desacetilasa pues se generd una zona clara en el centro de la colonia
bacteriana cuando crecié en un medio que contenia quitina coloidal, lo cual es caracteristico
de los productores de esta enzima.

7.3.5 Andlisis de las quitosanasas

El quitosano es un polimero de residuos de glucosamina (GIcN) unidos por enlaces 3-1,4, el
cual resulta de la accién de la quitina desacetilasa que remueven el grupo acetilo de las
unidades de N-acetilglucosamina de la quitina. Las quitosanasas (EC 3.2.1.132) son enzimas
gue catalizan la hidrélisis generalmente endo de los enlaces B-1,4 que unen a las unidades
de glucosamina del quitosano generando oligosacaridos de bajo peso molecular que son
mas faciles de degradar (Veliz et al., 2017). Estas han sido estudiadas con el fin de usarlas
para el biocontrol de hongos fitopatdégenos ademas de la biotransformacién del quitosano
para la obtencién de quito-oligosacdridos de utilidad industrial. Estas enzimas han sido
aisladas a partir de bacterias, hongos y plantas ademas de que han sido clasificadas en cinco
familias diferentes de las enzimas glucosidasas (GH5, GH8, GH46, GH75 y GH78) segun la
similitud existente en la secuencia aminoacidica de sus sitios cataliticos. Ya se ha reportado
la produccion de quitosanasas en especies de los grupos de B. cereus y B. subtilis (Lee et al.,
2007).

En las figuras 8 se puede observar el andlisis filogenético obtenido a partir de secuencias
aminoacidicas de las enzimas quitosanasas producidas por especies del grupo de Bacillus
cereus.
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Figura 8. Andlisis filogenético molecular basado en secuencias aminoacidicas de la enzima
QUITOSANASA producida por diferentes especies pertenecientes al grupo de B. cereus. Construido
por el método de Maxima Parsimonia con el programa MEGA X con 2000 réplicas de Bootstrap.

En este arbol se ocupé como grupo externo al género bacteriano Paenibacillus (Goodfellow
et al., 2009). En el grupo interno se encuentran diferentes especies del grupo de Bacillus
cereus cuyas secuencias tuvieron una longitud de alrededor de 450 aminoacidos, lo cual
coincide con lo reportado para quitosanasas producidas por este grupo, las cuales también
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se caracterizan por pertenecer a la familia 8 de las glucosidasas, mostrar actividad
quitosanasa y  carboximetilcelulasa ademds de presentar un  dominio
ATDGDLDIAYSLLLAHKQW caracteristico de esta familia de glucosidasas (Jang et al., 2003;
Lee et al., 2007; Liang et al., 2016; Su et al., 2006). Tal dominio caracteristico estuvo
presente en las secuencias que utilizamos para la construccion de este arbol.

En la topologia del arbol se observan dos ramas principales. Una incluye a B. thuringiensis,
B. cereus, B. tropicus, B. anthracis, B. toyonensis, P. pacificus y B. wiemannii; la otra rama
incluye sdlo a B. mycoides quien estaria mas lejanamente relacionada del resto. Esto podria
explicarse porque la mayoria de las secuencias que utilizamos en este analisis tienen una
longitud de 453 aminodcidos mientras que las de B. mycoides tienen una longitud de 455 o
457 aminoacidos, lo cual coincide con una quitosanasa de B. mycoides reportada por Liang
et al. (2016) cuyo peso de 48 kDa fue mayor a los 45 kDa de las quitosanasas de B. cereus
H-1, B. thuringiensis y B. cereus S65 de 453 aminoacidos reportadas por Jang (2003), Lee et
al. (2007) y Su et al. (2006), respectivamente.

En la parte superior del drbol se puede observar que existe cierta agrupacion de B. cereus,
B. thuringiensis y B. antracis que son especies altamente relacionadas, lo cual coincide con
el trabajo de Lee et al. (2007) donde encontraron altos porcentajes de identidad entre
guitosanasas de estas especies. La topologia del arbol también muestra que existe una
mayor variacidon en la secuencia aminoacidica entre especies diferentes y una menor
variacion dentro de una misma especie como se nota en los agrupamientos por especie
productora como en el caso de B. anthracis, B. wiedmannii, y B. toyonensis, aunque hay
excepciones en las que las secuencias no tienden a agruparse de esta manera. Todo esto
apunta a que hay una mayor diversidad a nivel de secuencia aminoacidica de estas enzimas.
Ya se ha reportado que las quitosanasas de la familia 8 de las glucosidasas son muy diversas
(Lee et al., 2007), lo cual podria explicar la topologia de nuestro arbol y en especial el
agrupamiento segun la especie productora de la enzima como se observa en cierta parte
del arbol, pues las secuencias estan mas conservadas dentro de esas especies.

En la figura 9 se puede observar el analisis filogenético obtenido a partir de secuencias
aminoacidicas de las enzimas quitosanasas producidas por especies del grupo de Bacillus
subtilis. En este se utilizd6 como grupo externo al género Streptomyces, el cual representa
un taxon externo al pertenecer a la clase Actinobacteria (Anderson & Wellington, 2001). En
el grupo interno se encuentran diferentes especies del grupo de Bacillus subtilis tales como
B. inaquosorum, B. tequilensis, B. subtilis, B. intestinalis, B. glycinifermentans, B.
amyloliquefaciens, B. velezensis, B. siamensis, B. halotolerans, B. atrophaeus y B.
nakamurai. Estas secuencias tuvieron una longitud de alrededor de 280 aminodacidos, lo
cual coincide con lo reportado para las quitosanas producidas por el grupo de B. subtilis, las
cuales también se caracterizan por pertenecer a la familia 46 de las glucosidasas, poseer
actividad solo frente al quitosano y componerse de un péptido sefial y un dominio
caracteristico de esta familia de las glucosidasas (Kang et al., 2021; Pang et al., 2021; Qin et
al., 2018).
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Figura 9. Analisis filogenético molecular basado en secuencias aminoacidicas de la enzima
QUITOSANASA producida por diferentes especies pertenecientes al grupo de B. subtilis.
Construido por el método de Maxima Parsimonia con el programa MEGA X con 2000

En la topologia del grupo interno se observan dos ramas principales, una de ellas incluye
solo a B. atrophaeus y la otra rama incluye al resto de las especies de Bacillus analizadas,
aunqgue también a varias secuencias de B. atrophaeus. En este arbol es muy notable Ia
agrupacion segun la especie productora, lo cual puede indicar que las secuencias estdn mas
conservadas dentro de una misma especie y esto se traduce en una mayor diversidad de
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estas enzimas. Esto coincide con el trabajo de Heng Li et al. (2015) donde construyeron un
arbol filogenético con las secuencias aminoacidicas de quitosanasas de diferentes cepas del
grupo de Bacillus subtilis encontrando una topologia similar a la de nuestro trabajo en
donde hubo una agrupacion segln la especie productora e incluso B. atrophaeus coincidid
en ser la especie mas lejanamente relacionada. También coincide con el trabajo de Kang et
al., (2021) donde una quitosanasa de B. amyloliquefaciens presenté el porcentaje de
identidad mds alto con una quitosanasa de otra cepa de B. amyloliquefaciens, lo que indica
la conservacién de estas secuencias dentro de una misma especie. Por tanto, segun la
hipdtesis filogenética mostrada por este arbol se podria deducir que hay una alta diversidad
a nivel de secuencia aminoacidica de estas enzimas.

Con respecto a la actividad antifungica de las quitosanasas de Bacillus, ya se han reportado
trabajos como los siguientes. Por ejemplo, Chang et al. (2009) reportaron que Bacillus
cereus AUOO4 secretd una quitosanasa al crecer en un medio que contenia quitosano y el
sobrenadante obtenido afectd el crecimiento de los hongos fitopatdgenos F. oxysporum, F.
solani y Pythium ultimum. Otro ejemplo es el trabajo de Oztopuz et al. (2019) donde el
sobrenadante del cultivo de B. subtilis Ege-B-19 mostré actividad quitosanasa e inhibié el
crecimiento Fusarium solani, Colletotrichum gloeosporioides, Aspergillus ochraceus,
Aspergilus foetidus, Aspergillus niger y Rhizoctonia solani.

7.3.6 Analisis de las B-1,3 glucanasas

El B-1,3 glucano es un polimero de unidades de glucosa unidas por enlaces de tipo B-1,3.
Este es uno de los principales componentes de la pared de Fusarium oxysporum y muchas
otras especies fungicas puesto que se ancla covalentemente a la quitina o forma puentes
de hidrégeno con ella generando microfibrillas que conforman una base estructural rigida
alrededor de la célula a la que posteriormente se anclan otros componentes superficiales
que en conjunto hacen fuerte pero flexible y quimicamente diversa a la pared fungica (Gow
etal., 2017; Schoffelmeer et al., 1999). Las B-1,3 glucanasas son un tipo de glucosidasas que
catalizan la ruptura de los enlaces B-1,3-D-glucosidicos que unen a las unidades de D-
glucosa que componen al glucano. Estas enzimas estdan ampliamente distribuidas entre
bacterias, hongos y plantas superiores pero su funcion fisioldgica depende del organismo
que las produce. En las bacterias por ejemplo estas enzimas tienen la funcion de romper las
paredes fungicas para ocuparlas como una fuente de carbono y nitrégeno (Jaafar et al.,
2020).

En la figura 10 se puede observar el andlisis filogenético obtenido a partir de secuencias
aminoacidicas de las enzimas B-1,3-glucanasas producidas por especies del grupo de
Bacillus subtilis debido a que no hay secuencias etiquetadas con este nombre para el grupo
de B. cereus en la base de datos de NCBI.
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Figura 10. Andlisis filogenético molecular basado en secuencias aminoacidicas de la enzima B-
1,3 GLUCANASA producida por diferentes especies pertenecientes al grupo de B. subtilis.

Construido por el método de Mdxima Parsimonia con el programa MEGA X con 2000 réplicas de
Bootstrap.

Como grupo externo se utilizaron especies del género Paenibacillus. En el grupo interno de
este arbol se observan diferentes especies del grupo de Bacillus subtilis tales como B.
velezensis, B. subtilis, B. cabrialesii, B. paralicheniformis, B. mojavensis, B. vallismortis, B.
sonorensis, B. spizizennii, B. intestinalis, B. rugosus, B. atrophaeus, B. halotolerans, B.
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amyloliquefaciens y B. siamensis. Estas secuencias tuvieron una longitud de alrededor de
240 aminoacidos, lo que coincide con lo reportado para B-1,3-glucanasas producidas por el
grupo de B. subtilis, las cuales también se caracterizan por pertenecer a la familia 16 de las
glucosidasas y componerse de un péptido sefial y un solo dominio catalitico caracteristico
de las B-1,3 glucanasas de esta familia de glucosidasas (Abraham et al., 2013; Jaafar et al.,
2020).

En la topologia del grupo interno se observan dos ramas principales, una de ellas incluyendo
a B. siamensis y B. amyloliquefaciens. La otra rama incluyendo al resto de las especies de
Bacillus analizadas, aunque también a B. amyloliquefaciens. En este arbol también se puede
observar que existe cierta agrupacion segun la especie productora de la enzima como lo
sefialan los diferentes corchetes, lo que denota la conservacién de estas secuencias dentro
de una misma especie, aunque existen excepciones como B. subtilis, B. velezensis y B.
amyloliquefaciens que aparecieron dispersos en el drbol. Por tanto, segun la hipdtesis
filogenética mostrada por este arbol se podria deducir que existe una mayor diversidad en
las secuencias aminoacidicas de estas enzimas pues hay una mayor variacién entre cepas
de especies diferentes y una menor variacidon dentro de una misma especie, aunque hay
ciertas excepciones en las que se agrupan integrantes de especies diferentes debido a la
similitud en sus secuencias. Esto coincide con el trabajo de Abraham et al. (2013) donde
construyeron un arbol filogenético con secuencias B-1,3-glucanasas de Bacillus subtilis y
Bacillus amyloliquefaciens encontrando en algunos casos la agrupacién entre ambas
especies pero también hubo casos donde estuvieron mas cercanamente relacionadas las
secuencias de una misma especie.

Respecto a la actividad antifungica de estas enzimas se han reportado casos como el trabajo
de Janahiraman et al. (2016), en el que Bacillus cereus PPB-1 inhibié el crecimiento de
Fusarium oxysporum y de manera bioquimica demostrd la capacidad de producir B-1,3-
glucanasas y quitinasas. Otro ejemplo es el trabajo de Shanmugam et al. (2011) donde la
cepa de B. atrophaeus S2BC-2 aislada de suelo de rizdsfera inhibié a Fusarium oxysporum vy
demostré la capacidad de producir enzimas quitinasas, B-1,3-glucanasas y siderdforos. Su
aplicacidon a semillas y suelo en condiciones de invernadero, redujo significativamente los
sintomas de marchitez vascular en plantas de jitomate que crecieron en suelo inoculado
con esporas de Fusarium oxysporum.

7.3.7 Analisis de la serina proteasa alcalina

En la pared de Fusarium oxysporum, los componentes superficiales que se anclan a la base
estructural de quitina y B-1,3-glucanos son los a-1,3-glucanos que son esenciales para la
integridad de la pared, asi como glicoproteinas que contienen dacido urdnico, manosa,
galactosa y glucosa. De hecho, las glicoproteinas constituyen una gran parte de la pared
celular de este hongo (50-60 %). Dada la importancia estructural de las proteinas y la
esencialidad de sus funciones como la de modificar las propiedades de la pared, o la de
adherencia, asi como la proteccién frente a elementos ambientales dafiinos; su degradacion
por parte de proteasas representa un mecanismo importante para el biocontrol de este
hongo (Gow et al., 2017; Guleria et al., 2016; Schoffelmeer et al., 1999).
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Las proteasas (EC 3.4) son enzimas que hidrolizan los enlaces peptidicos de las proteinas
generando pequeiios péptidos o aminodacidos. Estas se dividen principalmente en las
familias Aspartico (A), Cisteina (C), Serina (S) y Metaloproteasas (M) segun las caracteristicas
de su sitio activo catalitico (Ji et al., 2020). También pueden ser clasificadas segun sus
propiedades acidas, neutrales o bdsicas. Las proteasas de origen microbiano son de las mas
estudiadas y aplicadas en procesos industriales y productos. Dentro de los microrganismos
productores, Bacillus es uno de los mas importantes a nivel industrial debido a su capacidad
para producir proteasas alcalinas y neutrales con altos rendimientos y estas pueden ser de
las familias serina proteasas, cisteina proteasas o metaloproteasas (Contesini et al., 2017).

Las proteasas neutrales son activas a pH neutro o a un pH débilmente 4cido o alcalino. La
mayoria de las proteasas neutrales de Bacillus son activas en un rango de pHde 5a 8y
poseen una termotolerancia relativamente baja. Estas enzimas de Bacillus son usadas
principalmente en la industria de los alimentos y la cervecera. Por otra parte, las proteasas
alcalinas son activas en un rango de pH de 9 a 11. Bacillus es uno de los productores mas
activos de proteasas alcalinas, las cuales son usadas principalmente en la industria de los
detergentes, alimentos, medicamentos, textil y del cuero. Las cepas productoras de estas
enzimas estan distribuidas en el agua, el suelo y condiciones altamente alcalinas (Razzaq et
al., 2019).

Ya se ha reportado que especies de los grupos de Bacillus cereus y B. subtilis han
demostrado la capacidad de producir enzimas serina proteasa alcalina y que algunas de
ellas han presentado actividad antifungica frente a diferentes hongos fitopatdégenos de
importancia agricola (Guleria et al., 2016; Luo et al., 2013). Estas enzimas reciben su nombre
debido a su actividad a pH alcalino ademas de su aminoacido nucleofilico serina presente
en su sitio activo, el cual ataca al grupo carbonilo del enlace peptidico del sustrato para
escindirlo. La actividad de esta serina generalmente se apoya de los aminoacidos aspartato
e histidina pues en conjunto forman una triada catalitica de la que depende la nucleofilia
de la serina. Es la configuracion de esta triada dentro de la enzima la que permite la
hidrélisis de los enlaces peptidicos (Di Cera, 2009).

En la figura 11 se puede observar el analisis filogenético obtenido a partir de secuencias
aminoacidicas de las enzimas serina proteasa alcalina producidas por especies del grupo de
Bacillus cereus. Estas secuencias tuvieron una longitud de 397 aminoacidos, lo que coincide
con lo reportado para estas enzimas producidas por el grupo de B. cereus, las cuales
también se caracterizan por componerse de tres porciones: un péptido sefial, una
prosecuencia y la enzima madura de alrededor de 290 aminoacidos. De igual manera
presentan una triada catalitica de aspartato, histidina y serina que es caracteristica de las
enzimas serina proteasas (Moriyama et al., 1998; Tan & Donovan, 2000).

En este arbol se utiliz6 como grupo externo al género Paenibacillus. La topologia de este
arbol nos muestra una hipdtesis de la relacién evolutiva de las especies segln la secuencia
de esta enzima analizada. En la topologia del grupo interno se observan dos ramas
principales que abarcan a las especies que estan mas cercanamente relacionadas. Una
incluye a B. wiedmannii, B. toyonensis, B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis, B. albus, B.
tropicus, B. fongorum, B. paranthracis, B. pacificus y B. gaemokensis. En la otra rama sélo
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esta B. pseudomycoides. lo cual coincide con un arbol filogenético reportado por Dunlap
(2019) el cual fue construido con el genoma core de cepas tipo de especies de este grupo y
en el que B. pseudomycoides también se encuentra como una de las especies mas
lejanamente relacionada del resto de las especies del grupo de B. cereus.
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En este arbol se puede observar que también existe cierta agrupacién segun la especie
productora de la enzima como lo demuestran los diferentes corchetes, pero hubo varias
excepciones como B. cereus, B. wiedmannii, B. toyonenesis y B. thuringiensis pues quedaron
dispersos en la rama superior del grupo interno al agruparse con especies diferentes, pero
cercanamente relacionadas. Esto coincide con el caso de una serina proteasa alcalina de B.
thuringiensis reportada en el trabajo de Tan & Donovan (2000) que fue 100 % idéntica a una
serina proteasa de B. cereus reportada en el trabajo de Moriyama et al. (1998), lo que indica
la conservacién de estas secuencias dentro de especies altamente relacionadas. Por tanto,
segln este arbol se podria deducir que existe una mayor diversidad a nivel de secuencia
aminoacidica de esta enzima pues existe una mayor variacién en la secuencia aminoacidica
entre especies diferentes y una menor variacién dentro de una misma especie, aunque hay
excepciones como los casos antes mencionados donde estuvieron mds cercanamente
relacionadas con especies diferentes y por eso se agruparon con ellas. Todo esto coincide
con la alta diversidad y funcionalidad que en general se le ha atribuido al grupo de las serina
proteasas pues estas representan a un tercio de las enzimas proteoliticas conocidas al estar
presente en todos los dominios de vida celular asi como en muchos genomas virales (Di
Cera, 2009).

En la figura 12 se puede observar el andlisis filogenético obtenido a partir de secuencias
aminoacidicas de las enzimas serina proteasa alcalina producidas por especies del grupo de
B. subtilis. En este se utilizé al género Streptomyces como grupo externo. En el grupo interno
de este arbol se observan diferentes especies del grupo de Bacillus subtilis. Estas secuencias
tuvieron una longitud de alrededor de 440 aminodcidos que coincide con lo reportado para
enzimas serina proteasa alcalina producidas por este grupo, las cuales también se
caracterizan por presentar un dominio catalitico peptidasa_S8 que es caracteristico en la
familia de las enzimas serina proteasas en el grupo de B. subtilis ademas de la triada
catalitica aspartato (D), histidina (H) y serina (S) presente en su sitio activo, que es esencial
en el mecanismo catalitico y que se mantiene conservado en las enzimas serina proteasa
microbianas (Ji et al., 2020; Mahmoud et al., 2021).

En la topologia del grupo interno se observan dos ramas principales que engloban a las
especies mas cercanamente relacionadas segun la secuencia de esta enzima. Una rama
incluye a B. licheniformis y B. paralicheniformis. La otra rama incluye al resto de las especies
de Bacillus analizadas tales como B. altitudinis, B. subtilis, B. spizizenii, B. tequilensis, B.
mojavensis, B. atrophaeus, B. amyloliquefaciens y B. velezensis. Se puede observar que
existe cierta agrupacion segln la especie productora de la enzima como lo demuestran los
corchetes, aunque existen excepciones como B. amyloliquefaciens que quedd disperso en
la rama de Bacillus velezensis. Por tanto, segun la hipdtesis filogenética mostrada por este
arbol se podria deducir que en esta enzima también hay una mayor diversidad dado que en
la mayoria de los casos existe una mayor variacidon en la secuencia aminoacidica entre
especies diferentes y una menor variacion dentro de una misma especie, razén por la que
tienden a agruparse segun la especie productora, aunque existen ciertas excepciones como
B. amyloliquefaciens. Esto coincide con el trabajo de Ji et al. (2020), donde un alineamiento
multiple mostré que la secuencia aminoacidica de una serina proteasa alcalina de Bacillus
licheniformis W10 era muy similar a serina proteasas de varias especies del grupo de B
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subtilis tales como B. mojavensis, B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. licheniformis y B. velezensis, lo que indicd la conservacién de esta
enzima en especies de este grupo. Sin embargo, un arbol filogenético revelé que la
secuencia de la serina proteasa de Bacillus licheniformis W10 estaba mas cercanamente
relacionada con las secuencias de otras cepas de B. licheniformis asi como con B. velezensis

y B. amyloliquefaciens.
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Figura 12. Andlisis filogenético molecular basado en secuencias aminoacidicas de la enzima SERINA
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Se obtuvo un resultado similar en el trabajo de Mahmoud et al. (2021) en donde la
secuencia de serina proteasa de B. subtilis fue muy similar a la de diferentes especies del
grupo de B. subtilis pero obtuvo el mayor porcentaje de identidad con una secuencia de B.
subtilis, lo que también sugiere que esta enzima estd relativamente conservada entre
especies de este grupo pero aln mas entre cepas de una misma especie.

Ya se ha reportado la actividad antifingica de estas enzimas de Bacillus cuyo mecanismo
consiste en degradar las proteinas de la pared del hongo, causando lisis celular y
posteriormente su muerte. Un ejemplo es el caso de B. amyloliquefaciens SP1 aislado de la
rizosfera de un arbol de manzana. Esta cepa produjo una proteasa alcalina cuando crecié
en un medio liquido ajustado a pH 8. Se encontré que el cultivo filtrado libre de células y la
enzima purificada generaron un 68.83 % y 24.14 % de inhibicion en el crecimiento de
Fusarium oxysporum, respectivamente (Guleria et al., 2016). Otro ejemplo es el trabajo de
Luo et al. (2013) donde la cepa B. subtilis N7 aislada de rizosfera de planta de pepino
produjo una proteasa alcalina que al ser purificada inhibid la germinacién de esporas y el
crecimiento micelial de Fusarium oxysporum cuando se aplicé en una concentracion mayor
de 25 pg/ml.

7.4 Discusion general

Conocer los modos de accidn de los agentes de biocontrol es esencial para el desarrollo de
formulaciones comerciales adecuadas y métodos de aplicacién eficientes para el control de
organismos fitopatégenos de importancia agricola (Guleria et al., 2016). Con base en esto
evaluamos la actividad de cepas de Bacillus aisladas de nédulos de mezquite frente a una
cepa de Fusarium oxysporum previamente aislada como causante de marchitez vascular en
plantas de jitomate en invernaderos de Tetela de Ocampo, Puebla. Dicha enfermedad
impacta severamente el rendimiento y la calidad de este cultivo (Isaac et al., 2018), el cual
es uno de los mas importantes para México dado que nuestro pais se encuentra entre los
principales productores y exportadores de jitomate a nivel mundial (FAOSTAT, 2021).

Los resultados de la evaluacidn del efecto antiflngico mostraron que las cepas Bacillus sp.
LEM1004, Bacillus inaquosus LEM1085 y Bacillus cereus MH778713 son capaces de inhibir
significativamente al crecimiento de Fusarium oxysporum en el ensayo de cultivo dual, lo
cual pudo estar asociado al efecto en conjunto de las enzimas liticas, lipopéptidos
antifungicos, siferé6foros y compuestos organicos volatiles producidos por las cepas de
Bacillus como ya se ha reportado en diferentes trabajos (Khan et al., 2018; Li et al., 2014;
Liu et al., 2008; Liu et al., 2020). En este ensayo también se noté una marcada disminucién
en la produccion de pigmentos en el micelio del hongo en la placa de antagonismo
comparado con la placa control. Dado que ya se ha reportado que los VOC's de Bacillus han
causado un efecto similar en el micelio de Fusarium oxysporum y que esto podria contribuir
a una disminucion en la patogenicidad del hongo (Chaves-Lopez et al., 2015; Liu et al.,
2008). Se decidio evaluar la actividad de los VOC's de las cepas de Bacillus, encontrando que
estos no generaron una inhibicidn significativa en el crecimiento del hongo, ademas de que
la diminucion en la produccion de pigmentos del micelio fungico no fue tan marcada como
en el ensayo de cultivo dual, debido posiblemente a la diferencia en el tiempo de
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incubacién. Posteriormente, debido a que en el ensayo de cultivo dual se obtuvieron
efectos inhibitorios significativos y considerando que la produccién de enzimas liticas es
uno de los principales mecanismos del efecto antifluingico, se realizé un analisis in silico de
la diversidad de las enzimas liticas de Bacillus reportadas en la base de datos de NCBI con
las que ya se ha reportado que lleva a cabo el biocontrol de fitopatégenos como Fusarium
oxysporum.

En el andlisis filogenético de enzimas endoquitinasas producidas por el grupo de B. cereus
se obtuvieron secuencias de alrededor de 674 aminoacidos. Se encontrd que estas
secuencias mostraron una baja diversidad. Esto coincide con trabajos previos en los que se
han descrito endoquitinasas de Bacillus con longitud cercana a los 674 aminodcidos que han
presentado altos porcentajes de identidad con endoquitinasas producidas por la misma
especie o especies relacionadas del grupo de B. cereus (Barboza-Corona et al., 2003;
Drewnowska et al., 2020; Mehmood et al., 2010).

Para el andlisis de las quitobiosidasas producidas por el grupo de B. cereus se obtuvieron
secuencias de alrededor de 360 aminodcidos. En estas secuencias se encontré una mayor
diversidad como lo denotd la ramificacion y la agrupacidn por especie productora que es
resultado de la variacién existente entre secuencias de especies diferentes y la alta similitud
entre cepas de una misma especie. Asi mismo, la presencia de B. cereus y B. thuringiensis
en las dos ramas del grupo interno significa que las secuencias de una rama estdn
lejanamente relacionadas a las de la otra rama, lo que significaria mayor diversidad. Ya en
trabajos previos se han descrito quitobiosidasas de Bacillus de longitud cercana a los 360
aminodacidos (Arora et al., 2003; Drewnowska et al., 2020; Huang & Chen, 2004; Wang et
al., 2001) que han presentado altos porcentajes de identidad con quitobiosidasas
producidas por la misma especie o muy cercanamente relacionadas como en el caso de B.
cereus y B. thuringiensis reportado por Arora et al. (2003).

Con respecto al analisis de las B-N-acetilhexosaminidasas del grupo de Bacillus subtilis, las
secuencias que obtuvimos tuvieron una longitud de alrededor de 640 aminoacidos y todas
ellas presentaron una secuencia patron altamente conservada caracteristica de las B-N-
acetilhexosaminidasas de la familia 3 de las glucosidasas (Litzinger et al., 2010). También se
ha reportado que la estructura de estas enzimas esta mas conservada que sus secuencias
(Litzinger et al., 2010), lo que podria explicar la mayor diversidad en sus secuencias que
genero la ramificacién observada y la agrupacién de estas segun la especie productoray la
variacién entre especies diferentes.

En el andlisis de las enzimas quitina desacetilasas, se obtuvieron secuencias para el grupo
de B. cereus y el de B. subtilis. Para el grupo de B. cereus se obtuvieron secuencias de
alrededor de 236 aminodcidos y para el de B. subtilis de alrededor de 284 aminoacidos. De
igual manera, dentro de cada grupo se observé una alta diversidad denotada por la
ramificacién de los arboles y la agrupacién segun la especie productora, ademads de la
notable cercania de especies altamente relacionadas dentro de los arboles. Todo esto
coincidié con los reportado por Psylinakis et al. (2005) acerca de una alta conservacion de
la secuencia de estas enzimas en especies cercanamente relacionadas filogenéticamente,
razén por la que son diferentes las secuencias entre los grupos de B. cereus y B. subtilis.
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Con respecto a andlisis de las quitosanasas, en el grupo de B. cereus las secuencias
analizadas tuvieron una longitud de alrededor de 453 aminodcidos y en el grupo de B.
subtilis una longitud de alrededor de 280 aminoacidos dado que podrian pertenecer a las
familias 8 y 46 de las glucosidasas, respectivamente segun la bibliografia (Qin et al., 2018;
Su et al., 2006). Desde esta diferencia en la longitud y la familia a la que pertenecen se
observa una alta diversidad en estas enzimas producidas por Bacillus. Asi mismo, en ambos
casos se notd una mayor diversidad como lo demostrd la topologia de ambos arboles en los
que la ramificacién y en especial el agrupamiento segln la especie productora ademas de
la cercania en el arbol de especies altamente relacionadas. En el caso de las quitosanasas
de la familia 8 (GH8) ya se ha reportado que son muy diversas (Lee et al., 2007). Por otra
parte, con respecto a las de la familia 46 (GH46), se han reportado trabajos en donde las
secuencias estan mas conservadas dentro de la misma especie (Kang et al., 2021; Heng Li
etal., 2015).

En el analisis de las B-1,3-glucanasas del grupo de B. subtilis, se obtuvieron secuencias con
longitud cercana a los 240 aminodcidos que segln la bibliografia podrian pertenecer a la
familia 16 de las glucosidasas (Jaafar et al., 2020). En este caso también se observé una alta
diversidad como lo denotd la ramificacion y agrupaciéon por especie productora. Sin
embargo, también se observé que hubo ciertas agrupaciones de especies diferentes por la
relaciéon mas cercana que existia entre ellas segun la secuencia de esta enzima, lo que
coincidié con un trabajo reportado por Abraham et al. (2013).

En el caso de las enzimas serina proteasa alcalina se obtuvieron secuencias de 397
aminoacidos para el grupo de B. cereus y de 440 para el de B. subtilis. Esta diferencia en la
longitud también denota la alta diversidad de estas enzimas de Bacillus. Asi mismo, en
ambos casos, la topologia de los arboles, la agrupacion por especie productora y la cercania
en el arbol de especies relacionadas habla de una mayor diversidad de estas enzimas a nivel
de secuencias aminoacidicas. Esto coincide con la alta diversidad y funcionalidad que en
general se le ha atribuido a las serina proteasas (Di Cera, 2009).

Los resultados de este analisis nos muestran la gran diversidad de enzimas con las que
Bacillus puede ejercer su actividad antifungica frente a hongos fitopatdégenos y también nos
brinda informacién de cdémo es la conservacion de estas enzimas dentro del grupo de B.
cereus y B. subtilis. Finalmente, aunque es necesario evaluar mas profundamente a estas
cepas de Bacillus tanto de manera in vitro como in vivo, estas podrian resultar utiles para
su aplicacién debido al efecto que presentaron frente a Fusarium oxysporum ademads de la
alta diversidad existente en sus enzimas liticas con las que ya se ha reportado que Bacillus
tiene actividad frente a este y otros hongos fitopatdgenos. De igual manera, en estudios
previos estas cepas ya han demostrado poseer mecanismos promotores del crecimiento
vegetal ademas de ser buenas candidatas para la restauracién de suelos contaminados con
metales pesados (Ramirez et al., 2019), lo cual podria contribuir a la proteccién de la planta
de jitomate frente a estos metales de los que ya se ha reportado afectan su desarrollo
(Baruah et al., 2019).
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8. CONCLUSIONES

Al analizar la actividad antifungica de cepas de Bacillus sp. aisladas de mezquite frente al
hongo fitopatédgeno Fusarium oxysporum se encontrd que las cepas Bacillus sp. LEM1004,
Bacillus inaquosus LEM1085 y Bacillus cereus MH778713 inhibieron significativamente el
crecimiento de este hongo en el ensayo de cultivo dual. En cuanto a la actividad de sus
compuestos organicos volatiles (VOC's) se encontr6 que estos no inhibieron
significativamente el crecimiento de Fusarium oxysporum. Sin embargo, estos compuestos
podrian estar relacionados con la disminucién en la produccién de pigmentos observada en
el micelio fungico, lo cual podria contribuir a una disminucidn en la patogenicidad del hongo
favoreciendo asi su biocontrol por Bacillus. Dados los resultados obtenidos también se
analizé la diversidad de enzimas liticas con actividad antifingica producidas por Bacillus
encontrando que las quitobiosidasa, PB-N-acetilhexosaminidasa, quitina desacetilasa,
quitosanasa, B-1,3-glucansa y serina proteasa alcalina de Bacillus analizadas en este trabajo
mostraron una alta diversidad a nivel de secuencia aminoacidica, mientras que las
endoquitinasas mostraron una baja diversidad. Por todo lo anterior, estas cepas podrian
resultar utiles para su aplicacidén en la proteccidn de la planta de jitomate frente al ataque
de este hongo.
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