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1. RESUMEN

Es importante destacar el potencial de Bacillus sp. para sintetizar
metabolitos conactividad antifingicay antibacterianase ha utilizado en
control biolégico de fitopatégenos. De los péptidos antifingicos
producidos por Bacillus podemos citar a micobacilinas, iturinas,
bacilomicinas, surfactinas, micosubtilinas, fungistatinas y subporinas.
Muchos péptidos antifiingicos secretados por B. subtilis tienenun PM de <
2000 Da. La aparicionde resistencia contra péptidos antimicrobianos es
menos probable que la resistencia a antibi6ticos convencionales. En
Chile hay varias bacterias y hongos que afectan a cultivos de papa,
particularmente, la investigacion se enfocaen el uso de cepas de Bacillus
para controlarlos fitopatégenos Erwinia carotovora y Rhizoctonia solani,
agentes causales de pudricion blanda y sarna negra en papa
respectivamente. Para ello, se analizaron 12 cepasbacterianas del género
Bacillus, pertenecientes al cepario del Laboratorio de Fitopatologia del
Instituto de Producciéon y Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agrarias, Universidad Austral de Chile. Siendo las cepas MB2, MBS5,
MB42, MBP1, MBP2, las que presentan mayores halos de inhibicion
contra ambos fitopatégenos. La tipificacion molecular de las cepas se
realiz6 por amplificacion del gen ribosomal 16 S por PCR. El andlisis de
las secuencias DNA r16S de las cepas antagonistas se realiz6 mediante

BLAST y CLUSTAL W. Las cepas en estudio corresponden a B. subtilis



correspondiendo a un porcentaje de identidad sobre el 90%, siendo la
cepa MB5 la mas distinta con un 77% de identidad. Ademas, se analizan
curvas de crecimiento de las mejores cepasantagonistas.

Las curvas de crecimiento de las mejores cepas antagonistas (MB2,
MB5, MB42, MBP1, MBP2) mostraron que la actividad antifungica
predomina a lo largo de su ciclo en todos los casos, excepto en la cepa
MBP2 donde predomina la actividad antibidtica, siendo esta la que
predomino en la fase de crecimiento exponencial para todas las cepas.
Esta actividad antibidtica seria porla posiblesecrecién de surfactina en
las primeras etapas, esta potenciaria la accion de iturina a medida que
transcurre el ciclo para contrarrestar los hongos. Los mejoresresultados
promedio de la actividad antbidtica y antifingica se obtuvierona las 60 h
de incubacion.

Los filtrados de las cepas antagonistas evidencian estabilidad a-20,
5,25y 80 2(C, inactivAndose cuando se expone a 1212C durante 15 min.

Para estimar el peso molecular del metabolito antagonista, se utilizd
Centriplus (YM-3, YM-10, YM-30 Centrifugal Filter Unit), correspondiente
a 3 kDa, 10 kDa y 30 KDa respectivamente. El filtrado es activo a > 30
kDa, < 30 kDa, < 10 kDa, < 3 kDa para todas las cepas en estudio. Porlo
tanto, el péptido que buscamos tiene un peso molecular de <3 kDa.

El espectrograma de absorbancia de losfiltrados con PM de < 3 kDa,
evidenciaron semejanza con Iturina A (Sigma), presentando un maximo a
275 nm. Siendo Surfactina (Sigma) la que presento una menor

absorbancia. Esto podria deberse a que iturina A presentaun residuo de



tirosina en la posicién 2 invariable, el que se detectd en el espectrograma,
no asi para surfactina que carece de tirosina en su estructura.

Las fracciones activas obtenidas en la estimaciéon del peso
molecular fueron fraccionadas por HPLC, se compararon con Iturina Ay
Surfactina (Sigma). Protocolo de acuerdo a Chitarra (2003) modificado.
Del analisis de los cromatogramas se desprende que todas lasfracciones
presentaron picks en los tiempos de retencion de Iturina y Surfactina
(Sigma). Sin embargo,ambos estdndares presentan un mismo tiempo de
retencion, por lo cual HPLC o el protocolo empleado no serviria para
discriminar entre ambos. Varios investigadores sugieren utilizar
espectrometria de masa asociado a HPLC, para una adecuada

identificacion.

Key words: Bacillus subtils, control biologico, iturina, surfactina.



1.1. ABSTRACT

Is important to demonstrate the potential of Bacillus spp. in order to
synthesize metabolites with antifungus and antibacterial activity and how
can been applied to the biological control of plant pathogens. From many
antifungal peptides produced by Bacillus spp. we can mention
micobacilines, iturins, bacyllomicins, surfactins, micosubtilins,
fungistatins and subporins. These compounds secreted by B. subtilis have
a molecular size of < 2000 Da. The appearance of resistance against
antimicrobial peptides is probably less possible to appear than the one
from conventional antibiotics. In Chile, there are several bacteria and
fungi that affect potatoes production, therefore thisresearchfocuses the
use of selected strains of Bacillus spp. to biocontrol E. carotovora and R.
solani, causal agents of soft root and black scurfin potatoes, respectively.
For this purpose, 12 bacterial strains that belongto the strain collection
of the Laboratory of Bacteriology, Austral University of Chile were
studied: MB2, MB5, MB42, MBP1, MBP2. These were those thatpresented
greater inhibition against both pathogens. The molecular identification of
these strains was conducted by amplification of ribosomal gene 16 S
using PCR. The analysis of sequences of DNA r16S of the strains was made
by means of BLAST and CLUSTAL W. All the strains under study were

classified as B. subtilis corresponding to a percentage ofidentity of 90%.



Strain MB5 was the most different with a 77%. In addition, growth
curves of the best antagonistic strains MB2, MB5, MB42, MBP1, MBP2
were studied. Results showed that the antifungal activity predominates
throughout its cycle in all the cases, except in strain MBP2 in which
predominates the antibioticactivity. However, for the rest of the strains
this activity appears only during the exponential phase of growth. This
antibiotic activity could be related to the possible secretion of Surfactin
during the first stages. However, this could increase the effect of Iturin in
decreasing fungal growth. Best results of both antifungal and antibiotic
activity were established after 60 h of growth in liquid media. The filtrate
ofthe antagonistic strains demonstrates stability to -20,5, 25 and 80 2C,
inactivating itself when exposed to 1212C during 15min. In order to
establish the molecular weight of the antagonistic metabolites, Centriplus
(YM-3, YM-10, YM-30 Centrifugal Filter Unit), corresponding to 3 was
used kDa, 10 kDa and 30 KDa respectively. The filtrate is active to > 30
kDa, <30 kDa, < 10 kDa, < 3 kDa for all the strains under study. Therefore,
the peptide that we looked for has a molecular weight of <3 kDa. The
absorbance spectrogram, demonstrates a similarity between the strains
of B. subtilis tested for Iturin A (Sigma), presenting/displaying a 275
maximum to nm approximately for all the samples. Being Surfactin
(Sigma) the one thatI present/display a smaller absorbance. This could
be due to that Iturin To it presents/displays a remainder of tyrosine in
the invariable position 2, the one that was detected in the spectrogram,

but not for surfactin that lacks tyrosine in its structure. The active



fractions obtained in the estimation of the molecular weight were freeze
dried. These were divided by HPLC, they were compared with Iturin A
and Surfactin (Sigma). Analysis of the chromatograms showed that all the
fractions presented /displayed picks in the retention times of [turin Aand
Surfactin (Sigma). Nevertheless, both standards present/display a same
time of retention, therefore the HPLC protocol used cannot discriminate

between both compounds.

Key words: Bacillus subtils, biological control, iturin, surfactin.



2. INTRODUCCION

El uso de microorganismos para combatir agentes fitopatdogenos se
ha utilizado desde hace muchos afios y parece ser una herramienta eficaz,
ya que la inadecuada utilizacion y exceso de aplicacion de pesticidas ha
sido cuestionadapor el riesgo que provoca al medio ambiente y ala salud

humana, ademas por su alto costo.

De acuerdo ala definicién de Cooky Baker (1983) se entiende por
control biologico “la reduccion de la densidad o de las actividades
productoras de enfermedades de un patégeno o parasito, en su estado
activo o durmiente, lograda de manera natural o a través de la
manipulacién del ambiente, del hospedero o de antagonistas del patégeno

o plaga que se quiere controlar”.

En la naturaleza existe una interaccién continua entre los
potenciales patégenos de plantas y sus antagonistas contribuyendo asi a
que no se desarrolle la enfermedad en muchos de los casos. En
condiciones naturales, los microorganismos estan en un equilibrio
dinamico en la superficie de las plantas y también en la rizésfera. Por otra
parte, la disminucién de la flora de competencia por practicas agricolas

como lavado de frutos, aplicacion de fungicidas, y desinfeccién de suelos,



entre otras practicas, favorecen el desarrollo de los patégenos (Rollan y

col., 1998).

Sanford (1926) citado por Faull (1988) fue el primero en reconocer
la competencia de nutrientes entre organismos saprofitosy patégenos en
el sitio de la infeccion inicial como una forma de control biolégico para las
enfermedades de las plantas. El control biol6gico de agentes
fitopatogenos puede ocurrir por distintos mecanismos. Ejemplos lo
constituyen la competencia de nutrientes o espacio entre un patégeno y
especies inofensivas, parasitismo y produccion de antibioticos (Faull,
1988; Yoshida y col.,2001) y toxinas, o bien por la produccién de enzimas

que degradan la pared celular del hospedero (Krechely col., 2002).

El control bioldgico de patégenos de plantas ha protagonizado
muchas investigaciones los ultimos afios. Sustancias naturales
encontradas en bacterias, hongos y plantas superiores son importantes

fuentes de péptidos con actividad antifiingica (Czaczyk y col., 2002).

Se han utilizado microorganismos antagonistas con el fin de
prevenir o suprimir a fitopatégenos como algunos tipos que incluyen los
géneros Agrobacterium, Fusarium, Pythium, Erwinia, Pseudomonas,
Sclerotinia, Rhizoctonia 'y Cryphonectria (Driesche y Bellows, 1996). Por
ejemplo, la especie bacteriana Streptomyces scabies agente causal de la

“sarna comun de la papa”, es suprimida por poblaciones naturales de B.



subtilis y por cepas saprofiticas de Streptomyces sp. Entre otros grupos de
microorganismos, cepas de los géneros Bacillus y Pseudomonas son
reconocidos por suprimir hongos causantes de enfermedades, ademas,
estas variantes, se caracterizan por suprimir de maneraeficaz patégenos
de suelo que infectan la raiz. Por ejemplo, mediante la produccién de
antibiéticosy por competicion de iones Fe3+ mediante siderdéforos. Porsu
parte, la FDA (Food and Drug Admistration) acufia el termino GRAS
(generally recognized as safe), es decir “generalmente considerados como
seguros”, paradesignar a aquellas especies de microorganismos que son
inocuos para mamiferosy plantas. En este sentido, B. subtilis al igual que
otras especies de microorganismos tales como los géneros Pseudomonas,
Pantoea, Actinomyces, Serratia y Streptomyces son considerados como
GRAS y poseen una reconocida actividad antagonista contra varios

agentes fitopatogenos.

Las pérdidas a los cultivos causadas porlos agentes fitopatogenos
se pueden restringir con el uso de fungicidas, mediante rotacion de
cultivos y por el uso de cultivos tolerantes a los agentes causales de
enfermedades (Czaczyk y col., 2002). El uso de pesticidas, herbicidas y
fumigaciones del suelo llegan a contaminar aguas subterraneas.
Asimismo, el uso de algunos pesticidas como el insecticida (2,2-bis-(p-
clorofenil)-1,1,1-tricloroetano) perteneciente a la familia de los
organoclorados DDT, fue prohibido ya que sontéxicos, y su persistencia

en el ambiente, llega a ser de afios, se bioacumulan y han provocado la



extincion de aves de presa. Hoy en dia, el DDT estd presente en la lluvia,
en el suelo yenlafauna. Se concentra enla grasade los animales y del ser
humano, a través de los alimentos. Otros pesticidas han causado
envenenamientos humanos. El mal uso de los pesticidas puede llegar a
una fuente de contaminacién y causar envenenamiento accidental

(Driesche y Bellows, 1996).

El primer producto natural de origen microbiano que fue
comercializado parafines terapéuticos fueronlos antibioticos blasticidina
S, kasugamicina y validamicina Ay fueron desarrollados en Japon para el
control del “quemado del arroz” (Pyricularia oryzae Briosi & Cavara) y el
“tizon de la envoltura” (R. solani) (Worthington, 1988). Existen en el
mercado algunas cepas antagonistas que se han formulado
comercialmente donde se encuentran tanto hongos como bacterias con
actividad antibidtica, fungicida, nematicida, etc. Por ejemplo, B. subtilis se
comercializa con el nombre de Kodiak, Epic y se utiliza para el
tratamiento de semillas para prevenir Rhizoctonia sp.y también, para
agentes causantes de enfermedades de la raiz como las provocadas por
los fitopatogenos Pythium sp.y Fusarium sp. Por su parte, Pseudomonas
fluorescens (Trevisan) Migula se comercializa como Dagger Gy se utiliza
para combatir a Rhizoctonia sp. y Pythium sp. que causan caida de

plantulas (Czaczyky col.,2002).



De acuerdo a Stein (2005), B. subtilis, es un microorganismo
"seguro” ubicuo, se utiliza en agricultura como fungicida natural y que
promueve la proliferacién de los microorganismos en la planta y

descontaminacionde superficies sélidas.

El potencial de Bacillus sp. para sintetizar una amplia variedad de
metabolitos conactividad antifiingicay antibacteriana se ha explotado en
laindustria y en medicina. Ademas, como agente de control bioldgico de
fitopatdgenos. De los péptidos antifingicos producidos por Bacillus
podemos citar a: micobacilinas, iturinas, bacilomicinas, surfactinas,
micosubtilinas, fungistatinas y subporinas. Loslipopéptidosde la familia
iturina son potentes agentes antifingicos el cual puede ser usado como

biopesticida para la proteccion de las plantas (Vatery col.,2002).

El efecto antagonista de las bacterias se deberia principalmentea la
produccion de antibidticos antifingicos. Muchas de estas sustancias se
han identificado y caracterizado como péptidos antimicrobianos. Varias
de estas sustancias antifungicas que son secretados por B. subtilis tienen
un peso molecular de menos de 2 kDa y son sintetizados no
ribosomalmente a través de la via multi enzima catalizada. Este tipo de
sustancias incluyen los lipopéptidos iturina, surfactina, fengicina,
plipastatina, bi o tripéptido como bacilicina y rhizoctina (Moyne y col.,,
2001). Lamayoriade estos antibidticos son péptidos ciclicos compuestos

poraminoacidos, no obstante, algunos contienen otros residuos. Pocos de
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estos péptidos sonlineales, como por ejemplo la rhizocticina (Sadfiy col.,
2002). La aparicion de resistencia contra péptidos antimicrobianos es
menos probable quela resistenciaa antibioticos convencionales (Oard y

col., 2004).

De acuerdo a Ahimou y col. (2000), algunas iturinas y surfactinas
son capaces de modificar la superficie hidréfoba de la pared bacteriana y

consecuentemente, la adhesién microbiana a la superficie del micelio.

Las iturinas corresponden a una familia de lipopétidos extraidos de
varias cepas de B. subtilis (Feignier y col.,, 1995). Estos compuestos
amfifilicos se caracterizan por poseer un anillo peptidico de siete residuos
aminoacidicos incluyendo un D- tyr2 invariable (L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-
GIn-L-Pro-D-Asn-L-Ser) (Feigniery col., 1996; Asaka y Shoda, 1996), con
la secuencia quiral constante LDDLLDL cerrada por un B-aminodacido
alifatico C14-C17. Estas sustancias presentan una gran actividad
hemolitica, antiftingica contra una gran variedad de levaduras y hongos

patogenos, sin embargo, tienen una limitada actividad antibacteriana
(Stein, 2005).

Al grupo iturina pertenecen la Iturina A, C, D y E; Bacilomicina D, F y
L; Bacilpeptina y Micosubtilina (Moyne y col.,2001; Yuy col., 2002, Touré
y col.,, 2004). Hay isbmeros para cada una de las iturinas, porque la forma

de su cadena acido graso puede ser n-, iso-, 0 anteiso- (Yuy col.,2002).
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Surfactina también corresponde a un lipopétido ciclico que contiene
siete residuos D- y L-aminoacidos y un residuo de un B-hidroxi acido
graso, con una secuencia de aminoacidos completamente diferente al del
grupo iturina (L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp-D-Leu-L-Leu-) (Asaka y
Shoda, 1996). Por su parte, fengicina y plipastatinason lipopétidos con
10 aminodacidos y un lipido unido al extremo de N-terminal de la
molécula, se diferencian de las iturinas y surfactinas porla presencia de

aminoacidos poco comunes como ornitinay allo-treonina.

B. subtilis es excepcional dentro del género Bacillus por su potencial
para producir diversos antibioticos (Yoshida y col., 2001). Estos son
elaborados por cepas especificas y no son necesarios para la
supervivencia del microorganismo. La sintesis de estos péptidos,
comuinmente comienza al final de la fase exponencial de crecimiento,
cuando alcanza la concentracion maxima, después que el desarrollo
celular ha cesado. Varios autores sugieren que los microorganismos
pueden sintetizar antibiéticos en la fase de crecimiento. También se
sugiere que la sintesis de antibidticos se debe probablemente al
agotamiento de nutrientes necesarios para el desarrollo celular. Esta
limitacion de nutrientes estimula la diferenciacion, que en el caso de
Bacillus conllevaala formacionde endosporas.

El proceso de formacion de la endospora se asocia a la sintesis de

nueva pared celular y a la degradacién de la pared celular antigua. Al
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igual que los antibiéticos, la pared celular contiene D-aminoacidos y se
sugiere que una alteracion del metabolismo por la sintesis de la pared

podria aportar precursores para la sintesis de antibiéticos (Bernal y col.,
2002).

Recientemente, se ha documentado que la colonizacién de las raices
de la planta por B. subtilis esta asociadaa la produccién de surfactina y a
la formacién de un biofilm. A este respecto se ha documentado que,
sorprendentemente, surfactina protegio a la planta contra la infeccion por

el patégeno P. syringae (Stein, 2005; Bais y col.,2004).

Se ha detectado una estrecha correlacién entre la produccion de
antibiotico y la formacion de biofilm. Surfactina también es capaz de
inhibirla formacion de este tipo de peliculas de otras bacterias. La accién
antimicrobiana y fungicida de lipopéptidos, ademas de surfactina
(fengicina, iturina, bacilomicina) pudo ser ventajosa para que las células
del B. subtilis eliminen a competidores en el mismo habitat. Sin embargo,
de acuerdo a la investigacion de Ohno y col. (1995) surfactina sola no
inhibiria el desarrollo de hongos fitopatogenos, pero si aumenta

significativamente la actividad antifungica de iturina A.

De acuerdo a los estudios de Souto y col., (2004) identificaron
parcialmente surfactina e iturina de cultivos de B. amiloliquefaciens.

Seglin estos autores, la co-produccién de surfactina, la cual tiene
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propiedades surfactantes, e iturinas con actividad antifingica por la
misma bacteria, podria tener un efecto sinérgico. Estos resultados
estarian descritos para B. subtilis,donde de acuerdo a Ohnoy col. (1995),
se encontré iturina Ay surfactina. Ademas, variosautores (Souto y col.,
2004; Touré y col., 2004; Yuy col., 2002; Yoshida y col., 2001) postulan
que las especies B. subtilis y B. amyloliquefaciens estarian estrechamente
relacionadasy se distinguen por el contenido de G+C.

Muchas especies de Bacillus incluyendo B. subtilis, B. cereus, B.
mycoides son conocidos por suprimir a especies de hongos fitopatégenos
como los que incluyen en los géneros Rhizoctonia, Sclerotina, Fusarium,
Gaeummanomyces, Nectria, Pythium y Phytophthora (Sadfiy col., 2002).
Las investigaciones de Czaczyk y col. (2002), con B. coagulans revel6
antagonismo contra Bipolaris sorokiniana, Trichothecium roseum, R.
solani, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum, F. solani y F.

culmorum.

La literatura describe distintos aislamientos bacterianos
productoras de sustancias antagonistas. Por ejemplo, Moyne y col.
(2001), aisl6 Bacilomicina D que pertenece al grupo de lasiturinas desde
B. subtilis que presenté actividad contra Aspergillus flavus. Asimismo, Yu
y col. (2002), purificaron un compuesto antifingico de B.
amyloliquefaciens identificado como isdmeros de iturina A, el que era
activo contra el fitopatdgeno R. solani. Por su parte, Touréy col. (2004),

trabajaron con B. subtilis y revelaron la presencia de una amplia variedad
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de isdbmeros lipopétidos antifingicos de las familias de iturina, fengicinay
surfactina, los que redujeron al hongo Botrytis cinerea. De acuerdo a la
investigacion de Wulffy col. (2002), con B. amyloliquefaciens sugieren la
produccion de surfactina, iturina, bacilomicina y azalomicina F. Mientras
que, B. subtilis sintetiz0 surfactinay artrobactina, que tendrian actividad
contra Xanthomonas campestris pv. campestris. La investigacion de Vater
y col. (2002), revel6 surfactinas, iturinas y fengicinas aisladas desde B.
subtilis y Phister y col. (2004), identificaron 3 compuestos: iturina A,
bacilisina y clorotetaina de Bacillus sp. Por otra parte, filtrados de B.
amyloliquefaciens presentan una fuerte inhibicion al desarrollo de las
bacterias fitopatogenas Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, Erwinia carotovora subsp. carotovora

y X. c. pv. campestris.

Porotra parte, en lo que a tipificacion bacterianase refiere, varios
investigadores han tipificado muestras de Bacillus sp. incluyendo a B.
subtilis utilizando test API 50 CH y API 20 E (Souto y col., 2004; Logan y
Berkeley, 1984). Para la tipificacion molecular de microorganismos,
particularmente del género Bacillus sp., las técnicas mas utilizadas son:
amplificacion de la secuencia del gen ribosomal 16S por Reaccién de la
Polimerasa en Cadena (PCR), mediante rep-PCR (repetitve element PCR
fingerprint) y mediante el analisis de ISR-PCR (Internal Spacer Region-
PCR) 16S-23S RNAr (Souto y col., 2004; De Clercky col., 2004; Jensen y
col., 1993; Versalovicy col., 1994; Woodsy col., 1993)
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Especies de Bacillus son buenos candidatos como agentes de control
biolégico, sonbien conocidos por su actividad contra hongos y bacterias
patégenas de plantas. Esta capacidad parece contribuir al
establecimiento y persistencia del antagonista en la planta. Ademas, la
formacion de endosporas por bacterias Gram positivas otorga una alta
viabilidad comparada con las células vegetativas, ya que son resistentes a
la desecacion y al calor, se pueden formular facilmente en productos
estables y se encuentran comunmente en el suelo. (Wulff y col., 2002;

Handelsmany Stab, 1996).

En Chile, el aislamiento de bacterias antagonistas de fitopatdgenos
comenzo6 en 1987 por Ciampi y colaboradores en la Universidad Austral
de Chile. Luego de afios de investigacion, hoy en dia, el cepario del
Laboratorio de Bacteriologia Vegetal, del Instituto de Produccion y
Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Austral de Chile, cuenta conuna gran cantidad de bacteriasantagonistas
liofilizadas, destacando los aislamientos de los géneros Streptomyces

filamentosos, Pseudomonas fluorescentes, Serratia sp.y Bacillus sp.

En Chile se cuenta con una variedad de bacterias y hongos que
afectan los cultivos. Particularmente, los fitopatdégenos que afectan al
cultivo de papa (Solanum tuberosum). Enla Décima Regiéon de Los Lagos

las plantaciones de este tubérculo alcanzan a 17.010 hectareas en el
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periodo 2004 /05, siendo la zona con mayores rendimientos medios del
pais, (Instituto Nacional de Estadisticas INE, 2007). Entre las bacterias
que afectan a cultivos de papa se encuentran Streptomyces scabies, agente
causal de “sarna comun”; Ralstonia solanacearum Raza 3-Biovar Il agente
causal de “marchitez bacteriana”; “pudricién humeda” y “pie negro”
causadas por Erwinia carotovora subsp. carotovora y E. c. subsp.
atroseptica, respectivamente. En cuanto a los hongos encontramos: R.
solani agente causal de sarna negra; Phytophthora infestans causal de
tizon tardio; tizon temprano causado por Alternaria solani; pudricidon seca
causada por Fusarium solani y sarna plateada causada por

Helminthosporium solani (Apablaza, 2000).

Particularmente se prestara importancia en la presente
investigacion a los agentes fitopatdgenos pertenecientes al género

bacteriano E. carotovora y al hongo R. solani.

De acuerdo a Pérombelon (2002), tres bacterias coliformes
causantes de pudricién humeda, Erwinia carotovora subsp. carotovora
(ECC), E. c. subsp. atroseptica (ECA) y E. chrysanthemi (ECH) estan
asociadas con tubérculos de papas causando “pudricién hiumeda” y “pie
negro” (pudricién del tallo). Hace pocos afios Hauben y col. (1998),
clasificaron a estas bacterias como Pectobacterium sp.carotovorum, P. c.
sp. atrosepticum y P. chrysanthemi. Esta nomenclatura no ha sido

aceptada por la mayoria de los fitopatélogos. Sin embargo, se puede
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afirmar que estas son bacterias Gram negativas, no esporuladas,
anaerobios facultativas y se caracterizan por la produccién de enzimas
pécticas extracelulares. Ademas, producen otro tipo de enzimas que
degradan la pared celular del hospedero para causar la enfermedad
(Pérombelon, 2002). Asimismo, estos agentes causan grandes pérdidas
en productos vegetales, especialmente durante su transporte y posterior
almacenaje. De acuerdo a Smadja y col. (2004), ECA esta restringida a
regiones calidas, donde causa una infeccién (pie negro) o pudricion
humeda en tubérculos de papas almacenadas. En cambio, ECC puede
causar “pie negro” bajo particulares condiciones y pudricion aérea del

tallo.

Determinadas condiciones ambientales, tales como humedad,
temperatura, pOz y pCO2, influyen en la aparicion de la enfermedad.
Varios autores handescrito que la temperatura tiene el mayor efecto en la

capacidad de ECA y ECC de infectar papas (Smadjay col., 2004).

Las bacterias causantes de pudricion huimeda se encuentran en la
superficie de la planta y en el suelo donde pueden ingresaral vegetal via
heridas o a través de aberturas naturales que se encuentran en la
superficie de la planta, por ejemplo, las lenticelas. Una vez dentro de la
planta, residen en el tejido vascular y en los espacios intercelulares de
tejido parenquimatoso o suberizado de paredes delgadas, donde

permanecen hasta que las condiciones ambientales de agua,
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disponibilidad del oxigeno y la temperatura, sean adecuadas para el
desarrollo de la enfermedad (Tothy col., 2003a). ECCy ECA se dispersan
a través de insectos, agua de riego, maquinaria de cultivo, agua lluvia al
ser llevada por el viento, y mediante la utilizacion de material de

propagacion contaminado con el patégeno (Smith y col., 1992).

De acuerdo a Smadjay col.(2004), para desarrollar una pudricién
huimeda: la bacteria se puede encontrar en estados de latencia en areas
privilegiadas de infeccién como heridas, lenticelas, o brotes de la papa
donde comienza una activa multiplicacién sin macerar las células
vegetales. Cuando las bacterias alcanzan un namero de 107-108 cél/g de
tejido, llega al sitio de infeccién o de putrefaccion. Labacteria produce y
secreta una gran variedad de enzimas liticas extracelulares que degradan
células vegetales, tejidos y 6rganos. Dentro de las enzimas extracelulares
se encuentran: enzima pectinolitica, aparentemente esencial para la
virulencia de Erwinia. Por su parte, la actividad liasa pectato se ha

descrito como la causa mas importante de las pudriciones hiimedas.

De acuerdo a Pizano (1999), la pudricién es mas frecuente en suelos
mal drenados, que ademas predisponen las plantas a la infeccién por
hongos del suelo como Pythium o Rhizoctonia, cuyo ataque también

predispone a la infeccion bacteriana.
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En contraste ala pudriciéndel tubérculo, la enfermedad en tallos se
desarrolla generalmente bajo condiciones aerdbicas. La patologia
designada como “pienegro” se desarrolla cuando grandes cantidades de
indculo del patégeno invaden el tallo después de la multiplicacién y
pudricion en el tubérculo. La enfermedad no se desarrolla en plantas sin
tubérculos o en plantas que se desarrollan de semillas libres del

patégeno, incluso en suelos contaminados (Pérombelon, 2002).

“Pie negro” es una enfermedad econdmicamente importante, para la
cual no hay control quimico. La siembra contubérculos contaminados con
ECA provoca grandes pérdidas, debido a la disminucién de emergencia de
las plantulas, reduccién en la cosecha y porla pudricién de tubérculos en
el campo, también se provocan pérdidas en el almacenaje. El “pie negro”
es una enfermedad originada en el tubérculo que se desarrolla en suelos
humedos y a temperaturas favorables a la multiplicacién del patégeno y

pudricion del tubérculo (Toth y col.,2003b).

La contaminacién del tubérculo puede ocurrir antes, durante o
después de la cosecha. La principal fuente de contaminacion que afecta a
semillas comerciales son: pudricién himedade tubérculos semilla en el
campo, donde el fitopatdégeno se puede dispersar a través del suelo y
contaminar a la progenie del tubérculo, contaminacién por equipo de
manejo mecanico el que transmite y dispersa la bacteria (Toth y col,,

2003b).
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Estudios epidemioldgicos de “pie negro” en papa causado por ECA
revelan que las semillas de tubérculo son la mayor fuente deinéculo. La
transmisién ocurre después de la descomposicion del tubérculo madre,
liberando la bacteriaal suelo, contaminando a tubérculosde la progenie

(Hélias y col., 2000).

Estas bacterias, causantes de pudricion himeda, producen un
amplio rango de enzimas capaces de degradar la pared celular comparado
con muchas bacterias saproéfitas pectoliticas. Estas sustancias incluyen a:
pectinasas, celulasas, proteasas y xilanasas. Todo este potencial biologico
permite a Erwinia invadir plantas vivasy causar la enfermedad, con mas
facilidad que los microorganismos sapréfitos. De las enzimas producidas,
las pectinasas parecen ser las mas importantes en la patogénesis, siendo
las responsables de la maceracion de tejidos e indirectamente, de la
muerte celular. Esto es posible, por la degradacion de las sustancias
pecticas contenidas en la lamela media entre las células, causando el
colapso de los tejidos, dafio celular y salida de las células (Toth y col.,
2003a; Pérombelon, 2002). Cuatro son las principales enzimas
producidas: liasa pectato (Pel), liasa pectina (Pnl), pectina metil esterasa

y una poligalacturonasa (Peh) (Pérombelon, 2002).

Las bacterias de pudricion humeda, asimismo, también afectan al

cultivo de calas en Chile. El cultivo industrial de calas (Zantedeschia sp.)
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de colores para flores de corte, se comercializa tanto a nivel nacional
como internacional. Durante estos primeros afios de desarrollo del cultivo
de este tipo de flores en Chile, se ha podido establecer, la presencia de
“pudricionesblandas” que afectan tanto a tiberos como plantas, patologia
que es atribuida a bacterias, en particular a especiesdel género Erwinia.
Esta enfermedad es particularmente grave en aquellos paises donde la
cala constituye un rubro de gran relevancia. Este es el caso de Nueva
Zelanda, nacion que exporta un gran volumende flores y tiberos, donde

la “pudricion blanda” es un problema severo (Kunstmann, 2004).

Otro fitopatégeno importante que encontramos en Chile y que
afecta a numerosos cultivos es el hongo R. solani. Este causa “sarna
negra” y se encuentra frecuentemente de acuerdo a Apablaza (2000), en
la IX y X Regiones a nivel de campo. Aunque no afecta el rendimiento
mayormente en esazona, R. solani se transmite mediante esclerocios los
que se encuentran adheridos a la superficie de tubérculos de papa que

pueden ser usados como semillas en otrasregiones del pais.

El estado del patogeno en suelo mas comun, es el anamorfo de R.
solani del Basidiomycota Thanatephorus cucumeris. R. solani es
responsable de pérdidas de produccion de un amplio rango de
hospederos de cosechas econdOmicamente importantes, asi como en
horticultura y la agricultura por todo el mundo (Faltin y col.,2004; Grosch

y col., 2005). Presentaun ampliorango de hospederostales como papa,
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remolacha, alfalfa trébol, zanahoria, apio, repollo, poroto, lechuga, brécoli,

coliflor, pimiento, pepino, berenjenay otros (Apablaza, 2000).

De acuerdo a Agrios (1996), los sintomas caracteristicos en
tubérculos de papa son denominados como “costra negra”, donde
aparecen pequefios esclerocios negros y endurecidos sobre la superficie
del tubérculo. También pueden producirse agrietaduras, malformaciones,
concavidades y necrosis en los tubérculos. Pueden producir cancros en
brotes nuevos, estrangulamiento de tallos, menor crecimiento de la
planta, pigmentaciéon purpura de las hojas, formacién de tubérculos
axiales aéreos y una clorosis de hojas basales de la planta, con presencia
de micelio blanco del hongo en la base de los tallos. Los estolones
subterraneos también pueden mostrarlesiones de color café (Apablaza,

2000).

R. solani secreta algunas enzimas extracelulares como pectinliasa,
pectin metilesterasa, celulasa y fosfatasa. Ademas, se sabe de la
produccién de ADNasa, ARNasa, alfaamilasa, quitinasa, betaglucanasa,
xilanasa, proteasa y ureasa (Bertagnolliy col., 1996).

Las especies de R. solani estan reunidas en torno a 12 grupos
genéticos llamados “grupos de anastomosis” (AG’s) de acuerdo a la
reaccion de anastomosis hifal entre aislados del mismo grupo. Los grupos
AG’s tienen distintos grados de especificidad al huésped (Keijer y col.,

1997). Segun Agrios (1996), AG’s se encuentra asociados principalmente
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a plantas de papas. El control de R. solanies dificil, por su capacidad de
sobrevivir como esclerocios en el suelo bajo condiciones adversas por
muchos afios 0 como micelio en materia organica bajo varias condiciones
ambientales, por su condicion de sapréfito y por su amplio rango de

huéspedes (Groshy col., 2005).

Algunos agentes de control biol6gico descritos previamente para
Rhizoctonia pertenecen a hongos, por ejemplo Trichoderma (Lewisy col.,
1998). De acuerdo a Faltin y col, (2004), pocas bacterias se han
reportado para el control de Rhizoctonia, por ejemplo B. licheniforms,
Burkholderia cepacia, P. fluorescens, Chryseobacterium gleumy Lisobacter
enzymogenes. Asaka y Shoda (1996), agregan B. subtilis que presenta
antagonismo contra “damping-off’ de tomate, siendo la sustancia
antagonista iturina A y surfactina. Mientras que, Kondohy col. (2001),
postulan el uso integrado de pesticidas quimicos con microorganismos
para controlar el damping-off causado por R. solani, el que puede ser un
método practico en el campo, en el caso particular utilizan B. subtilis y el
pesticida flutolanil, donde el pesticida utilizado se reduce a un cuarto

cuando actda en conjunto con el microorganismo.

En base alo sefialado anteriormente, se puede concluir, que el uso
de microorganismos para el control de fitopatégenos es una buena

alternativa en reemplazo o en complementaciénal uso de pesticidas.
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En base a lo expuesto se plantea la siguiente hipdtesis y objetivos

especificos.

Hipotesis De Trabajo.

La actividad antagonista de cepas de Bacillus sp. hacia los agentes
fitopatégenos Erwinia carotovora y Rhizoctonia solani, se deberia a un

péptido ciclico de la familia de las iturinas.

Objetivos especificos.

- Identificar molecularmente hasta el rango de especie 12 cepas de
Bacillus spp. con actividad antagonista contra los agentes
fitopatogenos pertenecientes al género bacteriano Erwinia
carotovora y al hongo Rhizoctonia solani.

- Evaluarla produccion de metabolitos con actividad antagonista de
las cepas que presenten mayor actividad.

- Evaluar la estabilidad del metabolito producidos por las cepas de

Bacillus sp. a distintas temperaturas.
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- Identificar parcialmente la sustancia responsable de la inhibicién de
E. carotovora y R. solani, de las cepas de Bacillussp.que presenten

mayor actividad.

3. MATERIALES Y METODOS

En esta seccidon se describiran los materiales y la metodologia que se
empled en el desarrollo de la tesis. Las actividades practicas se llevaron a
cabo en: el Laboratorio de Fitopatologia del Instituto de Produccién y
Sanidad Vegetal y el ICYTAL, ambos pertenecen a la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Austral de Chile; Instituto de Ictiopatologia
perteneciente a la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad

Austral de Chile.

3.1. MATERIALES
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En esta seccion se describiran los materiales que se emplearon en el

desarrollo de la tesis.

3.1.1. Material biologico

En la presente investigacidon se utilizaron cepas bacterianas
pertenecientes al género Bacillus, algunas de estas cepas fueron
identificadas con una combinacién de Test API 50 CH y API 20E como
Bacillus subtilis. Estas cepas fueron seleccionadas por su actividad
antagonista contra los agentes fitopatégenos perteneciente al género
bacteriano E. carotovoray al hongo R. solani. Las cepasa utilizar, fueron
facilitadas por el cepario del Laboratorio de Fitopatologia Vegetal, del
Instituto de Produccion y Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Austral de Chile. Estascepasfueron:

MB2 (1) B.subtilis 93.2% PL*

MB5 (1) B.subtilis 67.6 % PI.

MB 19 (1) B.subtilis 75.7 % PL.

MB 42 (1) B.subtilis 67.6% Pl

MB 55 (1) B.subtilis 84.1% Pl

MB P1 (1) Bacillus sp.

MB P2 (1) Bacillus sp.
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PM 04 (2) B.subtilis 89.7 % Pl
PM 10 (2) B.subtilis 93.2% PI.
PM 28 (2) B.subtilis 93.2 % PL
PM 136 (2) B.subtilis 93.2 % PI.
A 47 (3) Bacillus sp.

*PL.: Porcentaje de identificacion.

(1) Identificacion obtenida a partir de los resultados de Barria (2005).
(2) Identificacién realizada por Méndez (2005).

(3) Identificacién realizada por Silva (1992).

3.1.2. Materiales y Equipos.

- Filtros 0,22 um, Millipore.

- Centriplus YM 30, YM 10, YM 3, Millipore.

- Shakeragitador 6rbital termorregulado, Max 4.000, Barnstead Lab-
line.

- Centrifuga, Universal 320R, Hettich zentrifuguen.

- Espectrofotometro Genesys 8.

- Espectrofotometro HP 8453.

- pHmetro.

- Campana de Flujolaminar, Envirco.
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- Balanza analitica.

- Camarade Incubacion, Memmert.

- Micropipetas (P 200y P 1.000), HTL.

- Wizard Genomic DNA Purification Kit, Promega.

- Termociclador modelo Gene Amp PCR System 2400, Perkin Elmer.

- Marcador de peso molecular comercial 1kb DNA Laddder,
Fermentas.

- Kit comercial E.Z.N.A. Gel ExtraccionKit, Omega Bio-Tek.

- HPLC, Merck-Hitachi.

- H;0 ¢HPLC, Merck.

- Metanol ¢ HPLC, Merck.

- Autoclave.

- Refrigerador.

- Tubos eppendorf1,5 mL.

- Aguadestilada.

- Aguadesionizada.

- Material de uso comun en laboratorio.

3.1.3. Medios de cultivo.
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En esta seccionse describen los medios de cultivo utilizados, todos estos
se autoclavana 121°C durante 15 min. Los caldos seleccionados son los
utilizados por Ortega (1998) modificado por Giacaman (2006), para el
estudio de actividad antagonista de cepas del género Bacillus contra

distintos fitopatogenos.

Caldo base melaza modificado (CBMM): se utilizara para el cultivo de
cepas antagonistas en estudio. Es un medio econémico y con un buen
rendimiento celular para cepas de Bacillus sp. La formulacién del medio

se describe a continuacion:

- Melaza 20g

- Sacarosa 2g

- Extracto levadura lg

- Sulfato de amonio 5g

- Tampon fosfato: 0,38 g K2HPO4 +

11,23 g KH2PO.4. En 1L de agua.

Agar Papa Dextrosa (APD) Difco™: Se utilizo6 para el cultivo y
mantenimiento de hongos fitopatégenos, asi como para realizar los
enfrentamientos de las cepas antagonistas contra los agentes
fitopatogenos perteneciente al género bacteriano E. carotovora (Dye) Hall

y al hongo R. solani Kiihn.



30

Agar Peptona (AP): Se utilizara para el mantenimiento de las cepas
antagonistas en estudio y para la bacteria fitopatégena. La formulacidon

del medio se describe a continuacion:

- Extracto de carne 3g
- Peptona 10g
- NaCl 5g
- Agar 20g
- Agua destilada 1L

Caldo Peptona (CP): utilizado para activar las cepas antagonistas

liofilizadas. La formulacion del medio se describe a continuacion:

- Extracto de carne 3g
- Peptona 10g
- NaCl 5g
- Agua destilada 1L
3.2.METODOS.

A continuacion se describe la metodologia utilizada en el desarrollo de la

tesis.
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3.2.1. Activacion de cepa antagonista desde cultivos liofilizados.

A los frascos que contienen las muestras liofilizadas de las cepas
antagonistas (E. carotovora y R. solani), se les agregaron 5 mL de caldo
peptona (CP) y se incub6 a temperatura ambiente durante 24 h. Después
de laincubacién se extrajo una alicuota con ayudade un asa de siembra,
la que se siembra por estria en una placa Petri que contenian agar
peptona (AP), luego se incubaron a 25 + 2 °C durante 24 a 48 h.
Transcurrida la incubacién se procedié a extraer una colonia aislada, la
que fue sembrada por estria sobre la superficie de una placa Petri con AP,
con la finalidad de obtener un cultivo puro. Luego se incubé a 25 £ 2 °C
durante 24 a 48 h (Fig.1). Las muestras se almacenaron a 5°C para

posteriores analisis.

Desde las colonias aisladas de las cepas antagonistas respectivas se
realizé una tincién de Gram (Anexo 1) para comprobar la pureza del
cultivo. Posteriormente, los cultivos puros de las cepas antagonistas
fueron respaldados por triplicado en tubos que contenian AP inclinados,

los que se almacenarona 5 °C.
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Incubar 24 h a

A estas cepas se agrego 25£2¢°C
Caldo Peptona y se incubé a
temperatura ambiente por

Cultivo Puro

Figura 1. Esquema que muestra el procedimiento para activar las cepas

de Bacillus sp. que se encontraban liofilizadas.

3.2.2.Pruebas de antagonismo.

En esta seccidon se describen los métodos utilizados para probar si las
cepas que se encontraban liofilizadas conservan la capacidad antagonista.
Se evalud la formacién de halo de inhibicién que presentan las cepas de
Bacillus sp. en estudio contra el hongo R. solani y la bacteriafitopatégena

E. carotovora (Fig.2). Empleando dostipos de pruebas.

a) Prueba de inhibicion frente a bacteria fitopatogena.
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Sobre placas Petri que contenian agar papadextrosa (APD) conuna
torula estéril se extiende un tapiz de la bacteria fitopatégena E.
carotovora desde una suspension en agua destilada estéril o en CP, este
tapiz se deja secar aproximadamente 20 min en camara de flujo laminar.
Una vez seco el tapiz, en la periferia se depositan 2 discos (uno a cada
extremo) de AP con la cepa antagonistarespectiva. Posteriormente, las
placas se incubaron a 25 + 2 °C por 24 a 48 h. La prueba se realizé por

duplicado. Procedimiento descrito por Méndez (2005).

b) Prueba de inhibicion frente a hongo fitopatégeno.

En el centro de placas que contenian APD se deposité un disco
extraido con un sacabocado desde placas Petri con APD donde
previamente fue cultivado R. solani. Mientras que en la periferia de la
placa se depositaron 2 discos (uno a cada extremo) de AP con la cepa
antagonistarespectiva o se depositaron colonias aisladas con ayuda de un
asa de siembra de la cepa respectiva, segun Silva (1992). La placa se
incub6 a 25 + 2 °C durante 3 a 5 dias. La prueba se realizé por duplicado,

mas un testigo solo con R. solani como control negativo.
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Figura 2. Esquema de las placas de pruebas de antagonismos. La
figura ilustra la metodologia utilizada para las pruebas de antagonismo
contra los agentes fitopatdégenos E. carotovora y R. solani, bajo
condicionesin vitro sobre placas de agar papa dextrosa. La presencia de
halos de inhibicion o la detencion del crecimiento de los agentes se
consideré como prueba positiva. A: placa con cepa de Bacillus sp.

antagonista, B: placa APD con E. carotovora, C: halo de inhibicion de
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enfrentamiento de Bacillus sp. con E. carotovora, D: placa APD con R.
solani, E: halo de inhibicion de enfrentamiento de Bacillus sp. con R.

solani.

3.2.3.Identificacion de cepas antagonistas.

Las cepas antagonistas utilizadas en la presente investigacion y que
actian contra los agentes fitopatégenos E. carotovora y R. solani fueron
tipificadas con técnicas de biologia molecular. La técnica elegida es
amplificacion del gen ribosomal 16 S por Reaccidon de la Polimerasa en

Cadena (PCR).

A continuacion se describen las técnicas de biologia molecular
utilizadas para la identificacién de las cepas antagonistas y en la Figura 3,

se indica un esquemade los pasos seguidos.



Aislamiento de DNA
Wizard Genomic DNA Purification Kit

Primers para amplificacion
UN5"ACGGATACCTTGTTACGAGTT
3)

CDC’ACArr™™m™TCANTCCCTCC T AN

Amplificacion se visualiza en Gel de

Purificacién Producto de PCR,
medante

Secuenciacion
Genéticay Tecnologia

Andlisis de Resultados BLAST,
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Figura 3. Organigrama de la identificacion de Bacterias antagonistas por

amplificacidon del gen ribosomal 16 S por Reaccién de la Polimerasa en

Cadena (PCR).

3.2.3.1. Extraccion de DNA gendmico bacteriano.
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Las cepas antagonistas en estudio fueron identificadas mediante la
secuenciacion de 16S rDNA. Mediante PCR fingerprint, la extraccién de
DNA de las cepas antagonistas se prepar0 a partir de un cultivo
bacteriano de 48 h en CP de la cepa respectiva, para ello se utilizé Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega), de acuerdo a Souto et al

(2004).

3.2.3.2. Aislamiento de DNA gendmico con Wizard Genomic DNA

Purification Kit (Promega).

1. Agregue 1 mL de un cultivo bacteriano de una noche a un tubo
microcentrifuga de 1,5 mL.

2. Centrifugara 13.000-16.000 x g por 2 minutos para obtener un pellet
de las células. Remover el sobrenadante.

3. Resuspenderlas células en 480 pL.de EDTA50 mM.

4. Resuspender el pellet celular en un volumen total de 120 pL de lizosima
(10 mg/mL), mezclar lentamente. El propdsito de este tratamiento previo
es debilitarla pared de celular para una lisis eficiente.

5. Incubar la muestra a 37°C por 30-60 minutos. Centrifugar por 2
minutos a 13.000-16.000 x gy remover el sobrenadante.

6. Agregar 600 pL de la solucidn de lisis nuclear. Pipetear suavemente

pararesuspender las células.
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7. Incubar a 80°C por 5 minutos para lisar las células; enfriar a
temperatura ambiente.

8. Agregar 3 pL de la soluciéon RNasa para lisar las células. Inviertir el
tubo 2-5 veces para mezclar.

9. Incubar a 37°C por 15-60 minutos. Enfriar la muestra a temperatura
ambiente.

10. Agregar 200 pL de la solucion de precipitacion de proteina al lisado
celular tratado con RNasa. Mezclar en vortex por 20 segundos para
mezclarla solucién de precipitacion de proteina conel lisado celular.

11. Incubarla muestra en hielo por 5 minutos.

12. Centrifugara 13.000-16.000 x g por 3 minutos.

13. Transferir el sobrenadante que contiene la DNA a un tubo
microcentrifuga limpio de 1,5 mL que contiene 600 pL de isopropanol a
temperatura ambiente.

14. Mezclar lentamente invirtiendo el tubo hasta observar filamentos de
DNA en forma de masa.

15. Centrifugara 13.000-16.000 x g por 2 minutos.

16. Vertir cuidadosamente el sobrenadante y drenar el tubo en papel
absorbente limpio. Agregar 600 puL de etanol 70% a temperatura
ambiente e invertir suavemente el tubo varias veces para lavar el pellet
de DNA.

17. Centrifugar a 13.000-16.000 x g por 2 minutos. Aspirar

cuidadosamente el etanol.
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18. Drenar el tubo en papel absorbente limpio y permitir que el pellet se
seque al aire por 10-15 minutos.

19. Agregar 100 pL de la Solucion de Rehidratacion de DNA al tubo y
rehidratar el DNA, incubara 65°C por 1 hora. Mezclar periddicamente la
solucion suavemente golpeando ligeramente el tubo. Alternativamente,
rehidratar el DNA e incubar la solucion durante la noche a temperatura

ambiente o a 4°C.
20. Almacenarel DNA a 2-8°C.

3.2.3.3. Amplificacion gen ribosmal 16S.

Los primers que se utilizaron para la amplificacion son los siguientes: UN
5 ACG GAT ACCTTGTTACGAGTT 3’yEB 5" AGA GTT TGATCCTGG CTC

AG 3’, estos son capaces de amplificar el DNA de cualquier eubacteria.

Los componentes, volimenes y concentraciones de la mezcla utilizada en

PCR, se detalla a continuacion en la Tablal.

Tabla 1. Mezcla utilizada en lareacciéon de PCR para amplificar 16S rDNA.

Componentes | Concentracion | Volumen (pL) | Concentracion Final

Buffer PCR 10X 5,0 1X
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MgCl2 50 mM 3,0 3,0 mM
DNTPs 10mM c/u 2,0 0,4 mM c/u
Primer 1 50 pmol/uL 1,0 1,0 uM
Primer 2 50 pmol/ pL 1,0 1,0 uM
Taq polimerasa 5U/puL 0,2 1,00/ uL
DNA templado | 100 ngaprox. 5,0

H20 32,8

Volumen Final 50,0

El programa de amplificacién se detalla a continuacion:

- Denaturalizacion inicial: 3 mina95 °C.

Posteriormente 35 Ciclosde PCR

- Denaturacion: 1 mina95°C.
- Anneling: 1 mina45 °C.
- Extensidn: 1 mina 72 °C.
- Extension final: 5mina 72 °C.

Se empleo el termociclador modelo Gene Amp PCR System 2400 (Perkin

Elmer). Los fragmentos obtenidos seranvisualizados por electroforesis

en gel de agarosa 0,8% en tampon TAE 1x, con tinciéon de bromuro de

etidio y exposicion a luz UVzsamm. Cada pocillo se cargo con 5 pL de

muestra con 2 pL buffer de carga (Buffer de carga; 0,25% azul de

bromofenol; 0,25% xileno cianol; 30% glicerol). La electroforesis se
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realizé a 0,07 A durante 1 h. Se utiliz6 el marcador de peso molecular
comercial 1kb DNA Laddder (Fermentas) para comprobar la aparicion de
una banda de un peso molecular aproximadode 1.500 pb para cada una

de las cepas.

3.2.3.4. Purificacion del gen ribosmoal 16S.

Para la extraccion y purificacionde DNA desde geles de agarosa se utiliz6
el kit comercial E.Z.N.A. Gel Extraccién Kit (Omega Bio-Tek). El protocolo

se detalla a continuacion:

1. Recortarla banda que contiene DNA desde gel de agarosa.

2. Depositarla banda en un tubo eppendorfde 1,5 mL. Pesarla banda. Se
asume que la densidad es 1g/mL de gel. Agregar un volumen igual de
Binding Buffer. Incubara 55-60°C por 7 min o hasta queel gel se derrita
totalmente. Mezclar con vortex cada 2 o 3 min.

Importante: Cuando el pH de la mezcla banda de gel/Binding Buffer
aumenta sobre pH 8, se torna rojo o anaranjado y disminuye el producto
DNA. Agregar5 pL de acetato de sodio 5 M, para disminuir el pH. Luego,
el color de la mezcla banda de gel/Binding Buffer debe ser amarillo.

3. Aplique 700 pL de la solucion DNA/agarosa en una columna de DNA

HiBinding ensamblada en un tubo de 2 mL (provisto por el kit),
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centrifugar a 8.000-10.000 x g por 1 min a temperatura ambiente.
Descartar el liquido. Para volimenes mayores a 700 pL, se debe cargar la
columna con 700 pL por vez. Cada columna HiBinding tiene una
capacidad de extraccion total de 25-30 pg de DNA. Si la produccidn es
mayor, dividir la muestra en el nimero de columnas apropiado.

4. Descartar el liquido y agregar 300 pL de Binding Buffer. Centrifugar a
10.000 x g por 1 min.

5. Lavarla columna HiBinding, agregar 700 pL de SPW Buffer diluido con
etanol absoluto enla columnay esperar 2 a 3 min. Centrifugara 10.000 x
g por 1 min a temperatura ambiente.

Nota: Concentrado de SPW Buffer debe ser diluido con etanol absoluto
antes de usar.

6. Opcional: Descartar el liquido y repetir el paso 5.

7.Descartar el liquido y centrifugarla columna vaciapor 1 mina 10.000 x
g para secar la matriz de la columna. Este paso es critico para obtenciéon
de producto DNA.

8. Depositarla columna en tubo eppendorfde 1,5 mL. Agregar 30-50 pL
(dependiendo de la concentracién final deseada) de Buffer de Elusion o
agua desionizada directamente sobre la matriz de la columna, centrifugar
1 mina 10.000 x g para eluir el DNA. Esto representa aproximadamente el
70% del DNA. Una segunda elusion opcional extraera el DNA residual,

pero amenor concentracion.
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Nota: La eficacia de la elusién de DNA de la columnadepende del pH. Si
se eluye el DNA con agua desionizada, asegurarse que el pH de esta sea
alrededor de 8.

9. Produccién y calidad de la DNA: Determinar la absorbancia de una
dilucion apropiada de la muestra a 260 nm y luego a 280 nm. La
concentracion de DNA se calcula como:

Concentracion de DNA 260 = Az60 x 50 x factor de dilucion (pg/mL).

3.2.3.5. Lecturay Analisis de Secuencias.

Posteriormente el DNA ribosomal 16S purificado se envi6 a secuenciar a

la empresa Genéticay Tecnologia Ltda. (www.genytec.cl). Las secuencias

obtenidas se compararon con las secuencias de 16 S ADNr que se
encuentran en la base de datos del GenBank mediante el software BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) del NCBI (National Center for

Biotechnology Information, EUA).

El DNA DataBankof Japan (DDB]), The European Molecular Biology
Laboratory (EMBL) y el NCBI forman el International Nucleotide Sequence
Database Collaboration. Esta base de datos disponede una coleccion de
aproximadamente 65.369.091.950 bases en 61.132.599 expedientes de

secuencias en las divisiones tradicionales de GenBanky 80.369.977.826


http://www.genytec.cl/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/

44

bases en 17.960.667 expedientes de secuencias registradas con fecha

agosto de 2006 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html).

Estas tres organizaciones se intercambian datos diariamente siendo el
objetivo comun dar a conocer abiertamente la informaciéon obtenida
individualmente y formar un GenBank a nivel mundial cada dia mas

amplio.

Las alineaciones de las secuencias se realizaron mediante el
software Clustal W de la EBI (European Bioinformatics Institut, Reino

Unido, http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). ClustalW es un programa para

la alineacion de secuencias de ADN o proteinas. Producealineaciones de
secuencias multiples biolégicamente significativas de secuencias
divergentes. Calcula el mejor fosforo para seleccionarlas secuencias, y las
alinea hacia arriba para poder considerar las identidades, las semejanzas
y las diferencias. Las relaciones evolutivas se pueden considerar via la

vision Cladogramas o Phylogramas.

3.2.4.Curvas de crecimiento.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
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Se estimd la curva de crecimiento a aquellas cepas de Bacillus sp. que
evidencian mayor actividad de producto con capacidad antagonista en
enfrentamiento en placa. Para ello, se realiz6 un cultivo primario de la
cepa antagonista respectiva, a partir de placas de AP se extrajo una
colonia, la que seinoculé en 5 mL de CBMM, se incub6 en un shakera 150
rpm, 25 = 2 °C durante 48 h hasta alcanzar una D.O. 1. Este cultivo se
inocul6 en 500 mL de CBMM (al 1%) en un matraz Erlenmeyer de 1 L
(Bernal et al. 2002). Posteriormente se incub6 a 25 + 2 °C a 150 rpm

durante 5 dias (Fig. 4).

Para estimar el crecimiento de la cepa antagonista de Bacillus sp., se
extrajeron 3 mL aprox.del medio aintervalosde 4 h (4 vecesal dia) y 12
h durante 5 dias, y a cada muestra se le determiné Densidad Optica (D.0.)
a 600 nm, también se realizaron recuentos en placas determinando las
unidades formadoras de colonia por mL de medio (UFC/mL) por medio
de diluciones seriadas y por ultimo se probo actividad antagonista del
medio filtrado (cada 12 h) contra ambos fitopatogenos (E. carotovora y R.
solani). Para ello, muestras a cada intervalo de tiempo (12 h) de la
medicidn para la curva de crecimiento, fueron centrifugadosa 3500 rpm
durante 10 min. Luego, se extrajo el sobrenadante con ayuda de una
jeringa estéril y el contenido fue filtrado a través de filtro low protein
binding de 0,22 um (Millipore). El filtrado obtenido se deposita en tubos

estériles para su posterior analisis. Este filtrado se utiliz6 para los
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enfrentamientos contra los fitopatdgenos en estudio. Los halos de
inhibicion fueron medidos en mm como se describe a continuacién,
eligiendo asi el intervalo de tiempo donde las cepas antagonistas

presentan mayor inhibicion. Estas pruebas se realizaran por duplicado.

Para el recuento en placa, se realizaron diluciones seriadas hasta
1x107. De cada diluciéon se tomaron alicuotas de 0,1 mL que fueron
sembradas en placas de AP por duplicado, éstas se incubaron a 25 + 2 °C
durante 48 h. Para el recuento total se seleccionaran las placas que

contenian entre 30 y 300 colonias.
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CURVA DE CRECIMIENTO _ _
Diluciones
5 ml. 4 ml.
150 rpm T
x 24 h. CBM inoculado 101 10° 10 10 10
D.0.1 al 1% 150 rpm,
25 + 2 °C, durante
C Af{a~
: Absorbancia
St
-
17
,; 100 uL ) ¢

Test de Antagonismo con el =

Filtrado

Figura 4. Esquema que muestra la metodologia utilizada para la
obtencion de curvas de crecimiento de las cepas antagonistas en estudio.
Los parametros evaluados fueron: UFC/mL de medio, datos obtenidos
mediante diluciones seriadas; A 600 nm y formacién de halo de inhibicién
(cm), datos obtenidos de los enfrentamientos de los filtrados de las cepas

de Bacillus evaluadas contra E. carotovora y R. solani.
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3.2.5.Pruebas de antagonismo con el filtrado.

En esta seccion se describen los métodos utilizados para probar la
capacidad antagonistade los filtrados de las cepas bacterianas de Bacillus
sp. en estudio (Fig.4), segin Bernal etal. (2002); Yuetal. (2002); Sadfi et
al. (2002). En todos los métodos utilizados que se describen a
continuacidn se evalud la formacidon del halo de inhibicién que presentan
los filtrados de las bacterias en estudio contra el hongo R. solani y la

bacteria fitopatdgena E. carotovora.

a) Sobre placas Petri con APD con una térula estéril se extiende un
tapiz de la bacteria antagonista E. carotovora desde una suspension
en CP o agua destilada estéril, éste tapiz se deja secar
aproximadamente 20 min en camara de flujo laminar. Después de
seco el tapiz, en la periferia de la placa Petri se hicieron 2 pocillos
con un sacabocado estéril de aproximadamente 1 cmde diametro,
en ellos se depositaron 100 pL del filtrado en estudio y se dejo secar
aproximadamente por 20 min en camara de flujo laminar.
Posteriormente, la placa se incub6 a 25 + 2 °C durante 24 a 48h. La

prueba se realiz6 por duplicado.
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b) En el centro de placas Petri conteniendo APD se deposité un disco
de APD con R. solani. Mientras que en la periferia de la placa se
hicieron 2 pocillos con un sacabocado estéril de aproximadamente
1 cm de diametro, en ellos se depositaron 100 uL del filtrado en
estudio y se dejo secar aproximadamente por 20 min en cAmara de
flujo laminar. Posteriormente, la placa se incub6 a 25 + 2 °C
durante 3 a 5 dias. La prueba se realiz6 por duplicado, mas un

testigo s6lo con R. solani como control negativo.

3.2.6 Pruebas de estabilidad del filtrado.

Se probd la estabilidad de los filtrados de las cepas de Bacillus sp. de

acuerdo al procedimiento descrito por Yu etal. (2002).

Estabilidad a la temperatura: el filtrado fue sometido a condiciones de
esterilizacion (121 °C por 15min), también se expuso a -20 2C, 5 °C
durante 48 hy a 80 2C durante 15 min. Las muestras fueron estabilizadas
a temperatura ambiente y transcurrida 24 h se evalué su actividad

antagonista como se describi6 previamente (Punto 3.2.5.).

3.2.7.Proceso de purificacion del compuesto antagonista.
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A continuacién se describe la metodologia utilizada para la
purificacion de el o los compuesto(s) antagonista(s) de las cepas de
Bacillus sp. en estudio. Lospasos a seguir son: Filtracidon, Ultrafiltracion y

HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Presién).

3.2.7.1.Estimacion del peso molecular (Ultrafiltracion).

Para estimar el peso molecular del metabolito antagonista, se utilizd
el sistema de membrana Centriplus (YM-3, YM-10, YM-30 Centrifugal
Filter Unit), correspondiente a 3 kDa, 10 kDa y 30kDa respectivamente,
las fracciones obtenidas respectivamente filtradas y retenidas fueron
sometidasa prueba de antagonismo (Sadfiy col., 2002). El procedimiento

es el siguiente:

1. Desde matraces que contenian CBM inoculado al 1% con la cepa
respectiva, se tomaronalicuotasy se depositaron en envases Falcon
de 50 mL, estos fueron centrifugados a 9.000 rpm a T2 ambiente

durante 15 min.
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. El sobrenadante de la ceparespectiva fue extraido cuidadosamente
para ser filtrados mediante filtro low protein binding de 0,22 um
(Millepore). Conlos filtrados obtenidos se procede como se indica
en el punto 4.

. Antes de utilizar el sistema de membranas Centriplus se debe
agregar 0,5 mL de agua desionizada. Luego, se debe esterilizar en
autoclave a 1212Cdurante 15 min.

. Alicuotas de 10 mL de la cepa respectiva se depositaron en la
membrana Centriplus de 30 kDa y se centrifugaron durante 40 min
a 25 2C a 3.000 g. Las fracciones filtradas y retenidas fueron
sometidasa pruebas de antagonismo.

. Las fracciones retenidas del procedimiento anterior, se depositaron
en la membrana Centriplus de 10 kDa y se centrifugaron durante
90 min a 25 2C a 3.000 g. Las fracciones filtradas y retenidas
fueron sometidas a pruebas de antagonismo.

. Las fracciones retenidas del procedimiento anterior, se depositaron
en la membrana Centriplus de 3 kDa y se centrifugaron durante
250 min a 252C a 3.000 g. Las fracciones filtradas y retenidas
fueron sometidas a pruebas de antagonismo.

. Las fracciones filtradas del procedimiento anterior fueron
liofilizadas, paraello se utiliz6 el Liofilizador LYOVAC GT2 (Instituto
de Microbiologia, UACH), las condiciones fueron presion 6 x 10 -1
mbar durante 24 h a 202C. Estos liofilizados fueron utilizados

posteriormente para su separacion mediante HPLC.
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3.2.7.2.Espectro de absorcion de la sustancia antagonista.

Con el fin de ajustar la absorbancia del equipo HPLC se realiz6 un
espectro de absorbancia entre 190 y 350 nm en el Espectrofotémetro HP
8453 (Instituto de Bioquimica, UACH). Varios autores, concuerdan que

los lipopéptidos producidos por B. subtilis absorben entre 210 y 280 nm.

3.2.7.3. Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC).

Las fracciones activas y liofilizadas obtenidas en el procedimiento
anterior, fueron fraccionadas por HPLC (High Performance Liquid
Chromatography),y comparadas con Iturina Ay Surfactina (Sigma). Para
ello, se inyectaron 200 uL de las fracciones activas liofilizadas a una
concentracion de 100mg/mL, ésta concentracién se ajusto con H20 2HPLC
estéril. El equipo HPLC utilizado es Merck-Hitachi (Instituto de Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos, ICYTAL, UACH). La columna utilizada es
Columna Spherisorb S5 0DS2, 5 um, 4,6 x 250 mm (Waters), monitoreada
a 270 nm. El flujo fue de 1 mL min?! con un gradiente lineal en

metanol:agua (50:50v/v) durante 0 a 10 min, metanol:aguaaumentando
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hastallegara (80:20 v/v) durante 11 a 21 min, metanol:agua (80:20 v/v)
durante 22 a 26 min, luego de 26 a 32 min un aumento gradual de
metanol hastaun 100% y por ultimo de 33 a 36 min metanol:agua (50:50
v/v). Protocolo de acuerdo a Chitarra (2003) modificado. Fracciones
individuales fueron colectadas manualmente y ensayadas para actividad

antagonista como se indicé previamente.
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4. RESULTADOS

Los resultados obtenidos se describen en concordancia secuencial a los
experimentos realizados y corresponden a: pruebas de antagonismo,
identificacion de las cepas antagonistas de Bacillus sp., curvas de
crecimiento de las 5 mejores cepas antagonistas Bacillus sp.y finalmente
aislamiento e identificacion de los productos bacterianos responsables de

lainhibicion.

4.1.Pruebas de antagonismo.

En esta seccion se describen los resultados obtenidos de las
pruebas de antagonismo para los agentes fitopatogenos efectuadas bajo
condicionesin vitroy por duplicado. Estas evaluaciones de inhibicion se
realizaron en placas con APD. La prueba consistio en evaluar la presencia
de halos de inhibicion, o la detencion del crecimiento de las cepas de los
agentes fitopatégenos utilizados. Los resultados obtenidos de estas

evaluaciones, se describenen la Tabla 1 yla Figura 5.
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Las cepas de Bacillus sp. que presentaron mayor actividad
antagonista en los enfrentamientos contra los agentes fitopatégenos R.
solani y E. carotovora realizadas bajo condiciones in vitro fueron las
siguientes: MB2, MB5, MB42, MBP1, MBP2. Estas cepas fueron
seleccionadas como las mejores antagonistas por presentar los mayores
radios (mm). A todas ellas se les realizaron curvas de crecimiento y
posteriormente se aislé la o las sustancias antagonistas. Cabe destacar la
cepa PM 136 que presenta un halo mayor contra E. carotovora (11,5 mm),
pero no presenta este mismo efecto contra R. solani, por este motivo no

fue elegida dentro de las mejores cepas con actividad antagonista.

Tabla 2. Halos de inhibicién generados por 12 cepas de Bacillus spp.

sobre los agentes fitopatdgenos Erwinia carotovoray Rhizoctonia solani.

Cada cifrarefleja el promedio de dos observaciones.



Cepasde | Erwinia carotovora | Rhizoctonia solani
Bacillus | Halos de inhibicion | Halos de inhibicion
sp. (mm) (mm)
MB2 8,5 8
MB5 11 9
MB19 10,5 4,5
MB42 9,5 5
MB55 7,5 4
MBP1 9,5 7,5
MBP2 9 8,5
PM04 5,5 4
PM10 8,5 6
PM28 10 7
PM136 11,5 1,5
A47 7,5 4

45
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Figura 5. La figura ilustra los enfrentamientos en placa in vitro contra los
agentes fitopatdgenos E. carotovora y R. solani. A. Muestra las cepas
antagonistas MBP2, MB19, PM10, PM136 contra E. carotovora. B. Muestra
las cepas antagonistas PM28, MB5, PM04, A47 contra E. carotovora. C.
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Muestra las cepas antagonistas MB55, MB42, MBP1, MB2 contra E.
carotovora. D. Muestra las cepas antagonistas PM136, MB19, PM10,
MBP2 contra R. solani. E. Muestra las cepas antagonistas A47, PM04,
MB5, PM28 contra R. solani. F. Muestra las cepas antagonistas MB2,
MBP1, MB42, MB55 contra R. solani.

4.2. Identificacion de cepas antagonistas de Bacillus sp. mediante
PCR.

A continuacion se describen los resultados de los procesos de
identificacion de las cepas antagonistas de Bacillus sp mediante

amplificacion de 16S ADNr por PCR.

4.2.1. Amplificaciony Producto de PCR.

En la Figura 6. se observa la fotografia del gel de agarosade las muestras
de 16S ADNr amplificado de cada cepa antagonista seleccionada. Los
fragmentos obtenidos se visualizaron por electroforesis en gel al 0,8 %,
con tincion de bromuro de etidio y exposicion a luz UV2ssnm. La
comparacion con el patronde peso molecular demuestraque en todos los

casos se obtuvieronbandas de aproximadamente 1.500 pb, que es el peso
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molecular del 16S ADNr. La evaluacion de las bandas permiti6
corroborarla integridad del ADN amplificadoy descartar la presencia de

artefactos de técnica.

[
1500 I Py gy “ M I S gy S = gy -
1000
pb
750
pb

1 23456789 1011

Figura. 6. Electroforesis del producto de PCR de 12 cepas de Bacillus sp.
que evidenciaron antagonismo. Carriles: 1: Estandar 1kb DNA Laddder.
2: MB19. 3: MBP1. 4: MBP2. 5: MB5. 6: PM04. 7: PM28. 8: PM10. 9:
MB2. 10:PM136. 11:A47. 12: MB55. 13:MB42. 14: CB (Control Blanco) y
15: C+ (Control positivo, gen 16S de Vibrio spp.).
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4.2.2.Purificacion del gen ribosmoal 16S.

En la Figura 7. se muestran los resultados obtenidos de la purificacion del
gen 16S DNAr extraido y purificado desde geles de agarosa mediante el

kit comercial E.Z.N.A. (Gel Extraccion Kit Omega Bio-Tek).

2 3 4 5 6 7 8 9101

Figura 7. Electroforesis del producto de PCRde 12 cepas de Bacillus sp.
que evidenciaronantagonismo. Carriles 1: Estandar 1kb DNA Laddder. 2:
MB2. 3: MB42. 4: MB55. 5: PM136. 6: A47. 7: PM10. 8: MB19. 9: MB5.
10: PM28. 11: MBP1. 12: PM04. 13: MBP2

4.2.3.Identificacion de secuencias.



50

Las secuencias obtenidas se compararon con aquellasde 16 SADNr
que se encuentran en la base de datos del GenBank mediante el software

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) del NCBI (National Center

for Biotechnology Information, EUA).

La Tabla 3, muestra los resultados de la comparaciéon de las
secuencias de las 12 cepas antagonistas con los datos de la base del
GenBank. En el Anexo 2 se encuentran las secuencias de las 12 cepas

antagonistas en estudio.

Tabla. 3. Porcentajes de identidad de la secuencia molecular de los
productos de las cepas antagonistas con la de Bacillus subtilis obtenida
del banco de datos del NCBI. Cepas: (1) = MB55, (2) =PM28,(3) = PM10,
(4) = PMO04, (5) = MBP1, (6) = A47, (7) = MB5, (8) = MB19, (9) = MB42,
(10)=MB2,(11) =MBP2, (12) =PM136, (13) = Cepa control B. subtilis.

Cepas de Bacillus sp. B.subti
lis
Secuenc| 1| 2|3 |4 |5|6|7|8|9|1|1|1 13
ias 012
1 - 194(91|98|96|97|81[98| 9 |98|97 |98 97
7
2 - |88(93(96|94|77[94| 9 |93]|93|94 92



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
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4

3 91(89194|185|91| 9 |90|91|92 91
1

4 - 196196(81|98| 9 (97(97|97 97
7

5 - 195(80({95|9(|95|95|95 94
4

6 - 184979 [96[96|96 96
7

7 - |84] 8 |82|83]|81 77
3

8 - 191989998 99
8

9 - 19719998 99

10 - 197198 98

11 - |98 99

12 - 98

13 -

Cabe destacar que todas las cepas presentan un porcentaje de

identidad de la secuencia 16S de B. subtilis sobre un 90%, a excepcion de

la cepa antagonista MB5 (7) que presenta un porcentaje de 77%.

Mientras que, las cepas antagonistas que mas se asemejan son MBP2 (11),

MB42 (9) y MB 19 (8) con un 99 % de similitud.
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En cuanto a los distintos sistemas de identificacion bacteriana, los

resultados obtenidos por una combinacion de Test API 50 CH y API 20E

comparados con los obtenidos por la amplificacion del gen ribosomal 168,

coinciden en que la cepa que presenta menor porcentaje de identidad, es

MB5 con un 67,5% obtenida por APl y un 77% obtenido por PCR (Tabla

4).

Tabla 4. Comparacion de los porcentajes de identidad con el género B.

subtilis, resultados obtenidos en la identificacion de las cepas

antagonistas de Bacillus spp. mediante la utilizacion de los sistemas de

APIy PCR.
Cepas de Bacillus sp. API Secuencia molecular
(PCR)

MB?2 93,2 (1) 98
MB5 67,6 (1) 77
MB19 75,5 (1) 99
MB42 67,6 (1) 99
MB55 84,1 (1) 97
MBP1 Bacillussp. (1) 94
MBP2 Bacillussp (1) 99
PM04 89,7 (2) 97
PM10 93,2 (2) 91
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PM28 93,2 (2) 92
PM136 93,2 (2) 98
A47 Bacillus sp. (3) 96

(1) Identificacién obtenida a partir de los resultados de Barria (2005).
(2) Identificacién realizadapor Méndez (2005).
(3) Identificacidon realizada por Silva (1992).

4.2.4.Cladograma

La Figura 8 muestra el cladograma que indica la relacion
filogenética de las cepas antagonistas en estudio comparadas con la
secuencia de B. subtilis (banco de genes NCBI). Asimismo, se compara con
otros géneros bacterianos como Escherichia coli, Pseudomonas, Bacterium,
Vibrio cholerae y Bacillus amyloliquefaciens. Se puede observar que la
totalidad de las cepas en estudio pertenecen a la rama de B. subtilis,
siendo las cepas mas cercanas filogenéticamente identificadas como
MB42 y MBP2, 1o que coincide con la identificacién molecular con 99% de
identidad con B. subtilis. Por otro lado, las cepas que presentan mas
distancia filogenética son MB5 y PM10 y fueron identificadas
molecularmente con un 77% y 91% respectivamente. Estas presentaron

el porcentaje mas bajo de identidad con B. subtilis.

De acuerdo a los datos obtenidos en 4.2.3.y 4.2.4. se puede concluir

que las doce cepasantagonistasidentificadas previamente como Bacillus




54

sp. utilizadas en la presente investigacidon, corresponden a Bacillus

subtilis.
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MB55
i MB?2
PM136
PM28
B MBP1
I PM10
L MB5
A47
PM04
MB19
MB42
MBP2
Bacillus subtilis
M | Escherichia coli
Pseudomonas
Bacterium
Vibrio cholera
Bacillus

Figura. 8. Cladograma que indica la relacién filogenética de las cepas antagonistas comparadas con
B. subtilis y otros géneros bacterianos tales como: E. coli, Pseudomonas, Bacterium, V. cholera y B.

amyloliquefaciens. Las cepas en estudio evidenciaron una mayor relacién con B. subtilis.



56

4.3. Curvas de crecimiento.

A continuacion se presentan las curvas de crecimiento de las cepas
de B. subtilis que evidenciaron mayor actividad de producto con
capacidad antagonistaen los enfrentamiento realizados en placa. Estas
cepas son: MB2, MB5,MB42, MBP1 y MBP2. Losresultados se presentan

enlos Anexos 4, 5, 6, 7 y 8, respectivamente.

En las Figuras 9, 10, 11, 12 y 13 se muestran los graficos de las
curva de crecimiento. En cada uno de ellos es posible ademas apreciar la

actividad antagonista del filtrado obtenido paralas 5 cepas en estudio.

En la Figura 9., se observa que la cepa MB2 alcanza la fase
estacionaria entre 12 h de acuerdo a los datos de log UFC/mL y 24 h de
acuerdo a A 600nm respectivamente, ya que presenta un pick a esos
tiempos. Esto coincide conla aparicion de los halos de inhibicion contra
E. carotovora alas 12 h e inhibicién contra E. carotovoray R. solani a las
24 h. También se observa, que la inhibicién que primero se presenta es
contra E. carotovora y luego contra R. solani, predominando lainhibicion
contra éste ultimo alo largo del tiempo de evaluacion. El mayor halo de
inhibicion para E. carotovora se observa a las 36 h con un promedio de
0,65 cm, mientras que el mayor halo de inhibicién observado para

R.solanise presenta alas 60 h (Figura 14) y 96 h con un promedio de 1,05
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cm. Los datos oscilantes estimados para A 600nm, log UFC/mLy halosde
inhibicion contra ambos fitopatdgenos, podrian deberse a la naturaleza de
B. subtilis, ya que es capaz de formar endosporas y volver a germinar, éste

proceso se veria reflejado a lo largo del tiempo en la curva de crecimiento.

En la Figura 10, se observa que la cepa MB5 alcanza la fase
estacionaria entre 12 acuerdo a los datos de log UFC/mL y 24 h de
acuerdo a A 600 nm respectivamente al igual que MB2, ya que presenta
un pick a esos tiempos. Los halos de inhibicion aparecen a las 24 de
incubacidon, predominando la inhibicién contra E. carotovora con 0,7 cm
v/s la inhibicion de R. solani con 0,4 cm. Al igual que con la cepa MB2
predomina la inhibicion contra el hongo a lo largo del tiempo de
evaluacion. El mayor halo de inhibicién para E. carotovora se observa a
las 96 h con un promedio de 0,85 cm, mientras que el mayor halo de
inhibicion observado para R. solani se presentaalas 60 h (Figura 14) con
un promedio de 1,35 cm. De acuerdo a los parametros medidos, la fase
estacionaria se presentaria mas estable que la el de la cepa MB2 y los

halos de inhibicion obtenidos para ambos fitopatégenos serian mayores.
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Figura 9. Curva de crecimiento de la cepa MB2. Los parametros medidos fueron A 600 nm, el

tamafio de la poblacion (Log UFC/mL). Ademas se determinaron el tamafo de los halos de

inhibicion

para

los

fitopatogenos

E.

carotovora

y

R.

solani.



59

=
[e0)

T =
N N (o]
l l l

T

inhibicién (cm)
o
o

o O
S

l

1

o
N
l
1

Log (AB00nm x 10), Halode

0O T—t +H—+—F+—F"A—+— —t
ﬂAJW?A?R??%ARR?'—?ﬁm???RmRAOB

o = N W £ (6] » ~N oo (o) B
Log UROmL

100104 108

fe)
RO

Horas

3 Inhibicion E caratovora Il Inhibicion R solani Log UFOmL—— Log (AB00nm x 10)

Figura 10. Curva de crecimiento de la cepa MB5. Los pardmetros medidos fueron A 600 nm, el
tamafio de la poblacion (Log UFC/mL). Ademas se determinaron el tamafio de los halos de

inhibicion para los fitopatégenos E. carotovoray R. solani.



60



61

En la Figura 11, se observa que la cepa MB42 alcanza la fase
estacionaria entre 12 y 24 h respectivamente al igual que las cepas
anteriores, ya que presenta un pick a esos tiempos respectivamente. Esto
coincide conla aparicion de los halos de inhibicién contra E. carotovora a
las 12 h, e inhibicion contra E. carotovoray R. solani alas 24 h. También
se observa, que la inhibicion que primero se presenta es contra E.
carotovora al igual que con la cepa MB2 y luego contra R. solani,
predominando la inhibicién contra éste ultimo a lo largo del tiempo de
evaluacidonaligual que lasanteriores cepas. El mayor halode inhibicion
para E. carotovora se observa a las 24 h y 60 h (Figura 14) con un
promedio de 0,9 cm respectivamente, mientras que el mayor halo de
inhibicion observado para R.solani se presentaalas 60 h (Figura 14) con
un promedio de 1,25 cm. De acuerdo a los parametros medidos, la fase

estacionariase presentaria mas estable a contar desde las 48 h.

En la Figura 12, se observa que la cepa MBP1 alcanza la fase
estacionaria entre 12 y 24 h respectivamente, al igual que las cepas
anteriores, ya que presenta un picka esostiempos. Esto coincide con la
aparicion de los halos de inhibicidn contra E. carotovoraalas 12 h, con un
promedio de 0,5 cm, e inhibicion contra E. carotovora y R. solani a las 24
h, con un promedio de 1 y 0,5 cm respectivamente. Claramente se
observa el predominio de la inhibicion contra E. carotovora en las
primeras 36 h de evaluacién, después de éste tiempo predomina la

inhibicion contra R. solani. El mayor halo de inhibicién para E. carotovora
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se observaalas 36 h con un promedio de 0,8 cm, mientras que el mayor
halo de inhibicion observado para R. solani se observaalas 96 h con un
promedio de 1,25 cm. De acuerdo a los parametros medidos, la fase
estacionariase presentaria alas 24 h, desde las 28 h se observa un nuevo
crecimiento en la curvallegando a las 48 h de ahi en adelante se estabiliza

la fase estacionaria.

En la Figura 13, se observa que la cepa MBP2 alcanza la fase
estacionaria 24 h. Esto coincide con la aparicion de los halos de
inhibicion contra E. carotovora y R. solanicon un promediode 0,85y 0,75
cm respectivamente. A diferencia de las cepas anteriores se observa el
predominio inhibicién contra E. carotovora excepto alas 48y 108 h. El
mayor halo de inhibicién para E. carotovora se observaalas 72 h con un
promedio de 1,1 cm, mientras que el mayor halo de inhibiciéon observado
para R. solani fue a las 48 h con un promedio de halo de 0,95 cm. De
acuerdo a los parametros medidos, al igual que con la cepaMBP1, la fase
estacionariase presentaria alas 24 h, desde las 28 h se observa un nue vo
crecimiento llegando a las 48 h de ahi en adelante se estabiliza la fase

estacionaria.
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Figura 11. Curva de crecimiento de la cepaMB42. Los pardmetros medidos fueron A 600 nm, el
tamafno de la poblacion (Log UFC/mL). Ademads se determinaron el tamafio de los halos de

inhibicion para los fitopatégenos E. carotovoray R. solani.
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Figura 12. Curva de crecimiento de la cepa MBP1. Lospardmetros medidosfueron A 600 nm, el
tamafno de la poblacion (Log UFC/mL). Ademas se determinaron el tamafio de los halos de

inhibicion para los fitopatdgenos E. carotovoray R. solani.
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Figura 13. Curva de crecimiento de la cepa MBP2. Lospardmetros medidosfueron A 600 nm, el

tamafio de la poblacion (Log UFC/mL). Ademads se determinaron el tamafio de los halos de

inhibicion para los fitopatdgenos E. carotovoray R. solani.
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La Figura 14, ilustra la fotografia de las pruebas de antagonismo con los
filtrados realizadasalas 60 h de incubacion. Este es el tiempo promedio

donde se observé una mayor actividad antagonista contra los agentes

fitopatogenos en estudio, paralas 5 cepas antagonistas evaluadas.

Figura 14. La Fotografia muestra las pruebas de antagonismo con los
filtrados de las cepas de Bacillus sp. obtenidos a las 60 h de incubacion
contra los agentes fitopatégenos E. carotovora y R. solani. A. Muestra los
filtrados de las cepas antagonistas MB2, MB5 y MB42 contra E.
carotovora. B. Muestra los filtrados de las cepas antagonistas MBP1,
MBP?2 contra E. carotovora. C. Placa de APD con el hongo fitopatégenos R.

solani como control de crecimiento de éste. D. Muestralos filtrados de las
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cepas antagonistas MB2, MB5 y MB42 contra R. solani. E. Muestra los
filtrados de las cepas antagonistas MBP1 y MBP2 contra R. solani.

4.4. Pruebas de estabilidad del filtrado.

Después de los distintos tratamientos térmicos, se observdo que los
filtrados conservan la actividad antagonista hastaser expuestos a 80 2C
contra E.carotovora y R. solani ensayados en placa de APD. También se
aprecia un nulo antagonismo cuando se expusierona 1212C durante 15

min (Tabla 5y 6).

Tabla 5. Estabilidad de los filtrados a distintas temperaturasy posterior

ensayo contra Erwinia carotovora.

T2/Cepas MB2 MB5 MBP1 MBP2
-209C + + + +
5¢C + + + +
TA + + + +
802eC + + + +
1219C - - -

+: halos de inhibicion en mm.



- :no se observaron halosde inhibicion.
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Tabla 6. Estabilidad de los filtrados a distintas temperaturas y posterior

ensayo contra Rhizoctonia solani.

T2/Cepas MB2 MB5 MBP1 MBP2
-202C + + + +
5¢C + + + +
TA + + + +
802eC + + + +
1219C i i

+:halos de inhibicion en mm.

- :no se observaron halos de inhibicion.

4.5. Estimacion del peso molecular (Ultrafiltracion).



72

El peso molecular del metabolito antagonista se estimé utilizando el
sistema de membrana Centriplus (YM-3,YM-10, YM-30 Centrifugal Filter
Unit), correspondiente a 3 kDa, 10 kDa y 30 kDa respectivamente, las
fracciones obtenidas respectivamente filtradas y retenidas fueron

sometidasa pruebas de antagonismo (Tabla 7).

De acuerdo a los resultados obtenidos, la o las sustancia(s)
antagonista(s) de las 5 cepas evaluadas evidencian un peso molecular

menora 3 kDa.

Tabla 7. Actividad antagonista de los eventuales metabolitos de distintos

pesos molecular (kDa) determinados en los filtrados de cepas de Bacillus

subtilis.
Cepas/Peso| + 30kDa -30kDa -10kDa - 3kDa
MB?2 ++ ++ ++ ++
MB5 ++ ++ ++ ++
MB42 ++ ++ ++ ++
MBP1 ++ ++ ++ ++
MBP2 ++ ++ ++ ++

++: inhibicion observada.
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Como se observaenla Tabla 7,los metabolitos de peso molecular <

3 kDa mantienen la capacidad antagonista contra E. carotovra y R. solani.

4.6.Espectro de absorcion de la sustancia antagonista.

El espectro de absorbancia realizado mostré actividad entre la
longitud de onda (A) de 190 y 350 nm. Cabe destacar que las cepas en
estudio, al igual que Iturina A y Surfactina (Sigma) presentan un
espectrograma similar, destacando un picka aproximadamente 270 nm
para todas las muestras evaluadas. Siendo Surfactina (Sigma) la que
presentd una menor absorbancia. Es por éste motivo que se eligio la
absorbancia de 270 nm para ajustar el programa en HPLC para la

posterior separacion de la sustanciaantagonista (Figura 15).
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Figura 15. La Figura muestrael espectro de Absorbanciade los filtrados
de las cepas antagonistas comparado con Iturina Ay Surfactina (Sigma)

realizado entre una longitud de onda (1) de 190 y 350 nm.

4.7. Separacion de la(s) sustancia(s) antagonista mediante HPLC

(High pressure liquid chromatography).

A continuacion, se presentan los cromatogramas obtenidos en HPLC

(Figura13a17).
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La Figura 16, muestra el cromatograma obtenido para el filtrado de
la cepa antagonista MB2. El mayor pick se puede observar a los 23 min,
otros tres pick de menor tamafio entre 24 y 26 min, un quinto pick que
coincide con los estandares [turina A y Surfactina (Sigma) evaluados y un

ultimo pickalos 26,9 min que concuerda con el pick dado para Iturina A.

La Figura 17, muestra el cromatograma obtenido para el filtrado de
la cepa antagonista MB5. A diferenciadel cromatogramade MB2, hay dos
pequeiios pick, que coinciden con los estandares evaluados, pero a una
muy pequefia concentracion, ya que la altura de los picks es dificil de

percibir en la grafica, estos tienen una alturade 2,230y 2,173 mV.

La Figura 18, muestra el cromatograma obtenido del filtrado de la
cepa antagonista MB42. Se pueden observar ocho pequefios picks, siendo

el séptimo y octavo pick concordantes conambos estandares evaluados.

La Figura 19, muestra el cromatograma obtenido del filtrado de la
cepa antagonista MBP1. En este cromatograma se puede observar
claramente la concordancia de los picks del filtrado con los estandares

[turina Ay Surfactina (Sigma) evaluados.

La Figura 20, muestra el cromatograma obtenido del filtrado de la

cepa antagonista MBP2. Este cromatograma muestra un pequefio pick del
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filtrado que concuerda con los picks de los estandares Iturina A y

Surfactina (Sigma) evaluados.

Se tomaron fracciones de los 21 a 30 min, todas las fracciones
fueron probadas para antagonismo en placas de APD con 30 pL de la
fraccién evaluadade la cepa respectiva. Todaslas fracciones presentaron
antagonismo contra E. carotovora, mientras que s6lo hubo una demoraen

el desarrollo de R. solani, quizas el indculo de la fraccion fue insuficiente.
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Figura. 16. Cromatograma del filtrado de la cepa antagonista MB2 comparada con los estandares

utilizados Iturina Ay Surfactina (Sigma).
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Figura. 17. Cromatograma del filtrado de la cepa antagonista MB5 comparada con los estandares

utilizados Iturina A y Surfactina (Sigma).
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Figura. 18. Cromatograma del filtrado de la cepa antagonista MB42 comparada conlos estandares

utilizados Iturina A y Surfactina (Sigma).
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Figura. 19. Cromatograma del filtrado de la cepa antagonista MBP1 comparada con los estandares

utilizados Iturina Ay Surfactina (Sigma).



81

[mv]
100+
- Iturina A
80 - Surfactina
- MBP2
a 60+
o
8
5
= 40+
20+
P n
T T
20 22 24 . 26 28 30
Tiempo [min.]

Figura. 20. Cromatograma del filtrado de la cepa antagonista MBP2 comparada con los estdndares

utilizados Iturina A y Surfactina (Sigma).
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5. DISCUSION.

El control de agentes fitopatégenos en agricultura es un desafio
constante. Sibien, buenas practicas culturalescomolo sonla eleccion de
un suelo apropiado para las siembras, rotaciones de cultivos, y un buen
manejo del agua constituyen practicas que pueden disminuir la incidencia
de agentes fitopatdgenos. Asimismo, mediante la ingenieria genética
también se pueden obtener variedades de cultivos resistentes a
enfermedades. Todas estasson herramientas que entregan una primera

linea de defensa contra los patégenos vegetales.

De igual manera, mediante el uso de pesticidas, también se colabora
en la prevencion del ataque de patogenos de vegetales. Sin embargo, este
tipo de herramientas no son siempre productivas o econémicamente
sustentables. Porlo tanto, el control biolégico surge como unaalternativa
a tales practicas agronomicas, cuando éstas son escasaso no suficientes

para el control eficaz de la enfermedad.

La utilizacién de microorganismos como controladores biolégicos,
no es una practica reciente y en algunos casos se han utilizado desde hace

varios anos. Determinadas variantes como Bacillus, Pseudomonas,
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6. CONCLUSIONES

1. Las 12 cepas en estudio corresponden a B. subtilis con un
porcentaje de identidad sobre el 90%, siendo la cepa MB5 la mas
distinta conun 77% de identidad.

2. Las cepas que presentaron mayor actividad antagonista para R.
solani y E. carotovora fueron las siguientes: MB2, MB5, MB42,
MBP1, MBP2.

3. Deacuerdo alas curvas de crecimiento de las cepas seleccionadas
de B. subtilis, exhiben tendencias similares, predominando la
actividad antifingica. Los filtrados obtenidos a las 60 h de
incubacién, presentan la mejor produccién de metabolitos o
sustancias con actividad antibidticay antifingica. Estassustancias
son estables hasta los 80 2C, tienen un peso molecular menor a 3
kDay un pick maximo de absorcién de aproximadamente 270 nm.

4. Los cromatogramas obtenidos a partir de los analisis de HPLC a que
fueron sometidos los filtrados de las cepas antagonistas
seleccionadas, indican que las cinco cepasde B. subtilis evaluadas
presentaron actividad similar a los estandares Iturina A y Surfactina
(Sigma), sugiriendo la sintesis de éstos por parte de las cepas en
estudio. Sin embargo, la cepa MB5 evidenci6 una débil o nula
similitud con los estandares evaluados. Porlo tanto, para conocery

elucidar los metabolitos con actividad inhibitoria de las cepas de
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Bacillus subtilis se deben realizar analisis mas especificos como la

espectrometria de masa.



74

Pantoea, Actinomyces, Serratia y Streptomyces son reconocidos por

suprimir enfermedades causadas por agentes fitopatogenos.

Los microorganismos utilizados en el biocontrol deben serinocuos
parala especie que se desea controlar. Asimismo, para otras no blanco y

que se encuentran compartiendo el mismo habitat en el medio ambiente.

La presente investigacion tuvo como objetivo central el estudio de
12 cepas de Bacillus sp. de reconocido antagonismo hacia hongos y
bacterias patégenas de plantas. En especial, la especie B. subtilis ha
cobrado relevancia en los ultimos anos. En la actualidad, varias
investigaciones apuntan a su formulacion como biopesticidas. Las
propiedades de esta cepala hacenmuy interesante para estos fines. Por
ejemplo: la produccién de una variedad de lipopéptidos antibi6ticos y
antifingicos, ser residente normal del suelo, presentar una alta viabilidad
debido ala capacidad de formar endosporas resistentes a la desecacion y
al calor, y serinocua a especies vegetales y animales. Estas connotaciones
hacen que B. subtilis se puedaformular facilmente enla construccion de
productos estables, siendo un excelente candidato como controlador

bioldgico.

Algunas de estas caracteristicas, fueron estudiadas y evaluadas con
las cepas utilizadas en este estudio. Es relevante hacer notar que todas

ellas, poseen las connotaciones anteriormente descritas por varios
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investigadores. Ejemplo de ello, esla actividad antagonistacomprobada,

y suresistencia al shock térmico.

En Chile, se encuentra una variedad de agentes fitopatégenos que
afectan los cultivos En particular, la presente investigacion se enfoca en
la bioproteccion del cultivo de la papa (Solanum tuberosum) contra los
agentes fitopatégenos E. carotovora y R. solani patologias ampliamente
tratadas en la Introducciéon. De acuerdo al INE (2007), la superficie
sembrada de papa a nivel regional para el periodo 2004/05 alcanza a
17.010 hectareas, seguida por la novena regién con 15.620 hectareas.
Mientras que las intenciones de siembra de papa para el periodo
2006/2007 llegaa 18.500 hectareas seguidasde 17.700 hectareas de la
novena region de un total nacional de 63.960 hectareas. El cultivo de
papas a nivel nacional, se encuentra en cuarto lugar, después del cultivo
de cereales como trigo, avena y maiz. Evidentemente que estas
superficies destinadas a la produccionde un bien agricola y de consumo
masivo e industrial como lo son los tubérculos, constituye un campo de
accion interesante para aplicar un control biologico.

5.1.Pruebas de antagonismo.

El antagonismo biolégico es definido por Cooky Baker (1983) como
“la reduccién de la densidad o de las actividades productoras de

enfermedades de un patégeno o parasito, en su estado activo o
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durmiente, lograda de manera natural o a través de la manipulacion del
ambiente, del hospedero o de antagonistas del patdgeno o plaga que se
quiere controlar”. El control biologico de agentes fitopatdgenos puede
ocurrir por distintos mecanismos tales como: competencia de nutrientes
0 espacio entre un patdgeno y especies inofensivas, parasitismo,
produccion de antibiéticos (Faull, 1988; Yoshida y col.,2001) y toxinas o
por la sintesis de enzimas que degradan la pared celular del huésped
(Krechely col., 2002).

En concordancia con los pensamientos anteriores y a la luz de los
resultados obtenidos (punto 4.1) se puede apreciar que las cepas
evaluadas concurren con sus actividades bioldgicas a este concepto. A
este respecto, todas aquellas cepas de Bacillus sp. evaluadas presentaron
actividad antagonista contra E. carotovoray R. solani. A excepcion de la
cepa PM 136 que present6 un minimo halo de inhibicién contra R. solani.
Porlo tanto, los resultados sefialan claramente que de un grupo de cepas
evaluadas como lo son las utilizadas en este estudio, u otras que se
puedan analizar bajo este mismo concepto, se tienen diferentes
respuestas de antagonismo. Por lo tanto, la seleccidn inicial frente a un

agente fitopatogeno especifico debe ser muy rigurosa.

Algunas de las cepas utilizadas en este estudio ya fueronidentificas
con anterioridad por Barria (2005). Suinvestigacion indica quelas cepas

MB2 y MBS presentaron actividad antagonista contra una variedad de
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hongos de importancia ambiental como son R. solani, Saprolegnia sp.,
Mucor sp. Fusarium sp., Rhizopus sp., Botrytis sp., Trychophytum rubrum,
Penicillium sp. y Aspergillus sp. Mientras que, la MB42, evidencio
actividad antagonista contra R. solani, Saprolegnia sp., Fusarium sp.,
Rhizopus sp., Botrytis sp., Cladosporium sp., Penicillium sp.y Aspergillus sp.
Cabe destacar, si bien el espectro de estos dos grupos de cepases amplio,

al mismo tiempo es distinto porlas especies que inhiben.

De acuerdo a Stein (2005), varias cepas de B. subtilis, presentan
potencial de producir mas de dos docenas de antibidticos con variedad de
estructuras. Todos los genes que especifican la biosintesis antibiotica en
conjunto alcanzan a 350 kb, un promedio de cerca de 4% a 5% del
genoma del B. subtilis se dedica a la produccion antibiética. Sin embargo,
ninguna cepa los posee todos. De ahi, que se presentan marcadas
diferencias de espectros antibidticos. Asi mismo, se sugiere que B. subtilis
posee la capacidad de adquirir DNA ex6geno, mediante transferencia
horizontal de material genético, por medio de fagos, plasmidos o DNA
desnudo, esto podria ser responsable de la divergencia de espectro

antibiético dentro de una misma especie.

Segun Barria (2005), las cepas MB2, MB5 y MB42 fueron aquellas
que presentaron actividad antagonista contra el mayor nimero de hongos
evaluados de un total de 10. Asi mismo, éstas se destacaron por presentar

los mayores halos de inhibicién. Sin embargo, las MBP1 y MBP2 sélo
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presentaron actividad antagonista contra el hongo R. solani. En este
sentido, el halo de inhibicidn detectado correspondié al cuarto y quinto
lugar respectivamente, después de MB2, MB5 y MB42. En la presente
investigacion, estas cinco cepas también fueron las que presentaron los
mejores resultados para inhibir a E. carotovora y R. solani, éstas fueron

seleccionadas para el aislamiento de la sustancia antagonista.

Estos resultados avalan la idea que dentro de un grupo de
microorganismos antagonicos contra determinados agentes
fitopatogenos, las respuestas son variables y las pruebas de inhibicion

deben ser orientadas al agente especifico que se desea inhibir.

Mendez (2005) evalu6 antagonismo contra la especie bacteriana E.
carotovora, siendo las cepas de Bacillus sp. PM 04,PM10, PM28 y PM136
las que presentaronactividad antagonista, destacandola PM136 con una
mayor actividad. Mientras que, Silva ya en el afio 1992, identificd la cepa
A 47 como pertenecientes al género Bacillus sp.,la cual presento actividad
antagonista contra el hongo B. cinerea, y las especies de bacterias

fitopatogenas E. carotovoray P. solanacearum.

Por su parte, Barria (2005) inform6 que las cepas MB5 y MB42
fueron aisladas desde las rizosferas de raices de calas, MB2 a partir de
tierras de cultivo de calas, MBP1 y MBP2 de musgo y tierra
respectivamente. LasMB 19 y MB55 se obtuvieron desde tallo podrido de
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planta y de hoja de calas que evidenciaban enfermedad respectivamente.
Mientras que las cepas PM 04, PM10, PM28 y PM136 se aislaron desde
hojas de arbustos y la Gltima de hoja de arbol (Mendez, 2005). La cepa
A47 fue aislada por Silva (1992) desde frutos sanos de frambueso. Estos
antecedentes implican que una cepa antagonista que cause inhibicion de
cultivos activos de agentes fitopatdgenos pueden tener un variado y
disperso origen. Lo relevante en todos estos casos sonlas pruebas que se
realizan para detectar el antagonismo y descartar las cepas que carecen

de esta actividad.

La literatura recomienda, aislar el agente o agentes antagonicos
preferentemente del 6rgano de la planta que se desea proteger, 6 también
del cultivo o producto que evidencie signos de enfermedad. Estos
microambientes en la naturaleza se caracterizan por contener numerosas
especies de microorganismos que estan interactuando. Por lo tanto,
representan una buena fuente para detectar aislamientos con

caracteristicas de antagonistas.

En la naturaleza existe una interaccion continua entre los
potenciales patdgenosy sus antagonistas contribuyendo asi a que no se
desarrolle la enfermedad en la mayoria de los casos. En condiciones
naturales los microorganismos estan en un equilibrio dindmico en la
superficie de las plantas. De lo anteriormente sefialado, se desprende que

un buen lugar para buscar posibles cepas antagonistas seria desde
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o6rganos o plantas que presenten la lesiones atribuibles a agentes
fitopatdgenos. Asi mismo, de cualquier otra parte de la planta,
principalmente, hojas, flores y frutos son fuentes de obtencionutilizadas
con mucha frecuencia ya que la flora en estos érganos es abundante y
variada. La seleccidn de cepasantagonistas realizadas por Barria (2005),
Mendez (2005) y Silva (1992) concuerda con lo sefialado, ya que las
distintas cepas antagonistas provienen desde suelo, 6rganos sanos y

enfermos, siendo estas cepas residentes normales de nuestros suelos.

Las cepas antagonistas evaluadas y utilizadas en el presente estudio
pertenecen al cepario del Laboratorio de Fitopatologia Vegetal (Instituto
de Produccion y Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrariasde la
Universidad Austral de Chile). Todas ellas presentan actividad
antagonista contra unaampliavariedad de hongos, asi como también de
bacterias agentes causales de enfermedades en las plantas (Barria, 2005;
Mendez, 2005 y Silva, 1992). Parece pertinente, estudiar en profundidad
el modo de accidon de este grupo de inhibidores, ya sea en pruebas de
antagonismo en placa, como también en pruebas a nivel de campo.
Principalmente de aquellas cepas que presentan mayor espectro
antagonista. Asimismo, se deberia estudiar las distintas maneras de
aplicar o formular estas cepas o sus productos y probarlos a nivel de
campo. Otra alternativa, evidentemente, es evaluar mediante Ingenieria
genética, la transferencia de genes entre cepas para aumentar el

antagonismo contra mas fitopatégenos, asi como también, evaluar la
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capacidad de producir alimentos de caracter transgénico resistentes a
una amplia variedad de enfermedades. Hay mucho que hacer, estas

interrogantes podrian dar pie para futuras investigaciones.

5.2.1dentificacion de cepas antagonistas.

Mediante el uso de los primers universales UN y EB descritos por
Barry y col. (1990), fue posible obtener la amplificaciéon del gen 16S DNAr
de las 12 cepas antagonistas de Bacillus sp. evaluadas. El producto
amplificado fue de aproximadamente 1.500 pb para todas las cepas
antagonistas, lo que concuerda con el tamafio de 16S DNAr para una
amplia variedad de bacterias. Estoindica quelas cepas en estudio poseen
una secuencia homologa conservada. Varias investigaciones han revelado
que la secuencia delgen ribososmal 16S presenta regiones conservadas y
entre ellas se encuentran algunas regiones que son hipervariables, las
cuales contienen suficiente informacién para ser especie o género
especificas (Jensen y col. 1993). Estas regiones variables son bien
definidas y surol se encuentra en la formacién de estructuras secundarias
o terciarias en 16S DNAr. El alineamiento de lassecuencias de 16S DNAr,

exhiben regiones variables denominadas V2 y V6, éstas presentan mayor
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variabilidad entre las especies que otras regiones variables. Ambas
regiones se encuentran flanqueadas por regiones conservadas. Barryy
col., (1990), desarrollaron un método que permite establecer el tamafio
de la secuencia de las regiones V2 y V6, el analisis de estas secuencias
permitiria caracterizar en forma especie especifica un grupo bacteriano,
mediante la amplificacion por PCR. Esta metodologia se empleo en el
estudio de las cepas antagonistas, utilizando lo primers R1
5’AATTGAAGAGTTTGATCATG3' y R2 5’ACATTACTCACCCGTCCGGC3’ para
amplificar la regién V2 y para amplificar la region V6 se utilizaron los
siguientes  primers Ul  5'GCAACGCGAAGAACCTTA3" 'y U2
5’ACATTACTCACCCGTCCGGC3’. El producto de PCR estimado para la
region V2 es de 120 pb, mientras que paralaregion V6 correspondea 100
pb. A diferencia de los resultados obtenidos por Barry y col., (1990) y
Rodriguez (2002),las 12 cepas antagonistas de Bacillus sp.en estudio no
presentaron amplificacién, esto podria deberse a la complejidad de la
estructura de 16S DNAr, ya que esta podriaimpedirla adecuada union de

los primers con la cepa que se quiere evaluar (Datos no mostrados).

El resultado de identificacion obtenido a partir de la comparacion
de las secuencias 16S DNAr de las cepas antagonistas conlas secuencias
del programa BLAST de la base de datos de NCBI concuerdan con B.
subtilis en su totalidad. Enla Tabla 3, se muestra el valor del porcentaje
de similitud, es el parametro que asigna el analisis del programa Clustal

W entre la secuencia problema B. subtilis y cada una de las cepas
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antagonistas evaluadas. Las cepas antagonistas presentan un porcentaje
de identidad sobre un 90% con B. subtilis, excepto la cepa antagonista
MB5 que presenta un porcentaje de 77%. Mientras que, las cepas
antagonistas que mas se asemejanson MBP2, MB42 y MB 19 con un 99 %
de similitud.. Se puede observar que para una Unica especie hay un grado
de disimilitud, lo cudldemuestra que existe una gran variabilidad de las
secuencias de estos microorganismos auin cuando pertenecen en la misma

especie.

Laidentificacién bacteriana realizada mediante una combinacion de
Test API 50 CH y API 20E, al ser comparados con los porcentajes de
identidad obtenidos por amplificacién de 16S DNAr son coincidentes en la
cepa que presenta los menores porcentajes de identidad con ambas
metodologias, correspondiendo la cepaMB5 conun 67,5% obtenida por

APly un 77% obtenido por PCR (Tabla 4).

De acuerdo alos resultados obtenidos por Soutoy col., (2004) para
identificar la cepa de Bacillus sp. con actividad antagonista contra
Fusarium, Rhizoctonia y Sclerotinia. Utilizaron API 50 CHobteniendo un
47% de identidad para B. subtilis y un 36% de identidad para B.
licheniformis, con APl 20E obtuvieron un 76,7 % de identidad con B.
subtilis, 18,1% con B. licheniformis y un 3,7% con B. amyloliquefaciens.
Utilizando amplificacion por PCR de 16S DNAr la cepa dio como resultado

una estrecha relacion entre B. subtilis y B. amyloliquefaciens. Mientras
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que utilizando la amplificacion por PCR de 16S-23S rRNA (Internal Spacer
Region: ISR) y mediante rep-PCR (repetitve element PCR fingerprint)

reveld que la cepa estudiada corresponderiaa B. amyloliquefaciens.

De los resultados obtenidos por Souto y col., (2004) y los de la
presente investigacion se desprende la complejidad de identificacion del
género Bacillus sp.,no bastando para su identificacion las pruebas de API,
sino que se debe realizar un acabado estudio a nivel molecularde la cepa

que se desea estudiar.

En la Figura 8 se puede observar el cladograma, este indica la
relacion filogenética entre las cepas antagonistas en estudio comparadas
con la secuencia de B. subtilis (banco de genes NCBI), asi también, con
otros géneros bacterianos como Escherichia coli, Pseudomonas, Bacterium,
Vibrio cholerae y Bacillus amyloliquefaciens. La Figura muestra una
estrecharelacion de las cepas antagonistas evaluadas con B. subtilis, no
asicon B. amyloliquefaciens, ni con los demas géneros bacterianos. Cabe
destacar que, varios autores (Soutoy col.,2004; Touréy col.,2004; Yuy
col., 2002; Yoshida y col,, 2001) postulan que las especies B. subtilis y B.
amyloliquefaciens estarian estrechamente relacionadas y se distinguen
porel contenido de G+C. Porsu parte, Dongy Coté (2003) determinaron
la relacion filogenética entre 46 especies de Bacillus y ocho especies
bacterianas mas distantes utilizando la amplificacién por PCR de una

combinaciéon de 3’ de 16S DNAry 5’ 16S-23S, ellos determinaron que B.
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subtilis se encontraba en el mismo clusters que B. amyloliquefaciens, junto
a B. atrophaeus y B. mojavensis, siendo estas cepas estrechamente
relacionadas. Estos antecedentes, avalan la identificacion de las cepas
antagonistas del presente estudio como B. subtilis, observandose
claramente en la Figura 8, que si bien B. amyloliquefaciensy B. subtilis son

estrechamente relacionados, éstos se encontrarian en clusters distintos.

Las cepas MB42 y MBP2 se encuentran filogenéticamente mas
cercana a B. subtilis, siendo estasidentificadas con99% de identidad. Por
otro lado, las cepas que presentan mas distancia filogenética son MB5y
PM10 y fueron identificadas molecularmente con un 77% y 91%
respectivamente. Estas presentaron el porcentaje masbajode identidad

con B. subtilis.

Si bien, todas las cepas evaluadas en este estudio son identificadas
como B. subtilis, los distintos porcentajes de identidad indican que hay un
grado de disimilitud, es decir, variabilidad de las secuencias atin cuando

pertenecen a la misma especie.

5.3.Curvas de crecimiento
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Los estudios de la cinéticade crecimiento de las cepas de B. subtilis
que evidenciaron mayor actividad antagonista contra los agentes
fitopatogenos E. carotovora y R. solani se exponen en el punto 4.3
(Resultados). Las cepas MB2, MB5 y MBP2 alcanzaron su maximo
crecimiento, es decir finaliza su fase exponencialalas 12 h de acuerdo a
los datos UFC/mLyalas 24h segin A 600 nm. Estas cepas evidenciaron
actividad antibidticaalas 12 h y actividad antifingica alas 24 h, excepto
la cepa MBP2 que evidencié6 actividad antifiingica y antibidticaalas 24 h.
Asimismo, se puede observar en todaslas curvas de crecimiento de cepas
de B. subtilis la actividad antibiotica predomina al final de la fase
logaritmica, en cambio, la actividad antifingica predomina en la fase
estacionaria. A excepcién de la cepa MBP2 donde predomina la actividad

antibiotica alo largo de todo el ciclo de crecimiento.

Mientras que la estimacién de UFC/mL y A 600 nm para la cepa
MB42 alcanzo su maximo desarrollo alas 12 h y 36 h respectivamente.
Evidenciando actividad antibiética y antifungica en la fase exponencial del
ciclo de crecimiento. Sin embargo, la cepa MBP1 alcanzo su maximo
desarrollo a las 12 h de acuerdo a la estimacién de UFC/mL yalas 48 h
segun lamedicionde A 600 nm. Esta cepa evidenciauna fuerte actividad
antibiotica durante la fase exponencial, asimismo, también presenta
actividad antifungica, pero en menor medida. Sin embargo, su actividad

antifungica predomina en la fase estacionaria.
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Estos resultados son coincidentes a los datos obtenidos por Ortega
(1998), lacepa A 47 (B. subtilis) alcanza su maximo crecimiento a las 24 h
en CBM. De igual manera, coinciden con los resultados obtenidos por
Touré y col.(2004), donde la acciénantibiética producidapor surfactina
se produjo principalmente en la fase exponencial después delas 12 h. Sin
embargo, la accion antifingica de iturina y fengicina se sintetiza en la fase

estacionaria con su maximo después de las 72 h.

Segun Yoshida y col. (2001), la actividad antifingica de la cepa
Bacillus amyloliquefaciens RC-2 produjo Iturina A 2, mostrando que su
produccién aumenta proporcionalmente con el numero de células
bacterianas, aumentado su actividad en la fase estacionaria. Esto coincide
con los resultados obtenidos en la presente investigacion para la mayoria
de las cepas de B. subtilis evaluadas, excepto para MBP2. La produccion
de antibidticos se sintetiza en la Glltima fase del crecimiento exponencial o

en el comienzo de la fase estacionaria.

En cambio, Bernal y col. (2002) con la cepamutante de A 47 alcanz6
su maximo crecimiento a las 120 h, esto podria deberse a la mutacion
propiamente tal o a los precursores para la formacién de antibidticos

presentes en el medio de cultivo.

Varios autores postulan, que el medio de cultivo utilizado para el

cultivo de cepas antagonistas, debiera entregar precursores para la
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sintesis de antibioticos. Segun Yoshida y col. (2001), los compuestos
antifungicos producidos por B. amyloliquefaciens RC-2 pueden requerir
peptona o varias clases de aminoacidos como substratos para su
biosintesis. Los resultadosde Sadfiy col. (2002) con B. cereus, sugieren
que la produccion antifungica hacia F. roseum var. sambucinum es
inducida porla presencia del hongo patégeno, ademas, pareciera también
depender de las caracteristicas del medio y de las condiciones del
crecimiento. De igual manera, otrosautores sugieren que la produccién
de una gran cantidad de lipopéptidos, es dependiente de la composicion
de los medios de cultivos, donde la regulacidon catabdlica e induccion
aparecen generalmente como los mecanismos que controlanla biosintesis

de lipopéptidos (Yakimov y col., 1995; Fishery col., 1991).

De acuerdo a Giacaman (2006), el medio CBMM utilizado en la
presente investigacion, tiene un alto valor nutritivo, aportando un 50,46
% de azucares fermentables y un 53,83 % de azucaresreductoras, dentro
de los cuales se encuentra glucosa, rafinosay sacarosa, siendo éstaultima
la que se encuentra en mayor concentracion (~ 45 %). Segun Bronn,
(1985) citado por Rehm y col. (1993) y a su vez citado por Giacaman
(2006), la melaza, ademas de ser una buena fuente de carbono de facil
asimilacion para el microorganismos, es un alimento rico en vitaminas del
grupo B, contiene aminoacidos esenciales y minerales como calcio, sodio,

cloro, magnesio, potasio, hierroy cobre.
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5.4.Pruebas de estabilidad del filtrado.

En la presente investigacion se evalud la estabilidad del filtrado de
las mismas cepas antagonistas de B. subtilis utilizadas en la curva de
crecimiento. Los filtrados fueron sometidos a distintos tratamientos
térmicos: se expusieron a condiciones de esterilizacién (121 °C por 15
min), a 80 2C por 15 min y a temperatura ambiente, 5 2Cy-20 2C durante
48 h. Después de 24 h se realizaron pruebas de antagonismo con el
filtrado. Se observo que el filtrado con actividad antagonista es estable
hasta la exposicion de 80 2C contra los fitopatdégenos E.carotovora y R.
solani. Estos resultados coinciden con los planteados por Sadfi y col.
(2002) con cepas de B. cereus, ya que la actividad antagonista antifingica
es estable hastalos 80 2C, inactivandose a la exposicién a 100 2C por 30

minya1212Cpor15 min.

Asimismo, Chitarra y col., (2003),da cuenta que el compuesto
antifungico producido por B. subtilis YM 10-20 es estable a la exposiciéna
70 2C y 100 2C, conserva su actividad antagonista contra Penicillium

roqueforti.

Sin embargo, Yuy col. (2002), el filtrado de B. amyloliquefaciens con

actividad antagonista contra R. solani, es estable a la exposiciona 100 2C
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por 30 min y reduce su actividad en un 40% al exponerlo a 121 ¢C

durante 15 min.

5.5.Estimacion de peso molecular.

El peso molecular del metabolito antagonista se estimé utilizando el
sistema de membrana Centriplus (YM-3,YM-10, YM-30 Centrifugal Filter
Unit), correspondiente a 3 kDa, 10 kDa y 30kDa respectivamente. Los
resultados obtenidos, indican quela o las sustancia(s) antagonista(s) de
las 5 cepas de B. subtilis evaluadas evidencian un peso molecular menor a
3 kDa, para ambos fitopatégenos al igual que los resultados obtenidos por
Giacaman (2006) para la cepa de Bacillus sp. BC10. Esto coincide a lo
expresado por Zuber y col. (1993) citado por Moyne y col. (2001)
“muchos de los péptidos antifungicos secretados por B. subtilis tienen un

peso molecular de menos de 2000 Da”.

Algunos autores han determinado el peso molecular que tendria
[turina A. De acuerdo a Yuy col. 2002, detectaron un péptido identificado
como Iturina A2 mediante espectrometria de masase estimo un peso de
1042.5533. Asimismo, Peypouxy col. (1978) e Isogaiy col. (1982),ambos
citados por Yu y col. (2002), determinaron la formula molecular de

[turina A2 como C48H74N12014 y calcularon que sumasaes de 1042.5115.
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Mientras que, Chitarray col. (2003), estimaron mediante espectrometria
de masa de picos de 1029, 1043, 1046, 1060, 1068, 1074 y 1082,

concluyendo que el compuesto antagonista es similar a [turina A.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion difieren a los
obtenidos por Yu y col. (2002). Ellos utilizaron el sistema de
ultrafiltracion para reducir el volumen total de muestra y eliminar
impurezas de mayor tamafo. Iturinafue retenida por unamembrana de
300 kDa, pero no por la membrana de 1.000 kDa. Esto sugiere que la
sustancia antagonista tendria un peso entre 300 y 1000 kDa. Esto podria
deberse ala formacion de agregados, tales como micelas o vesiculas, que

consisten en mas de un monomero molecular.

Mientras que, por medio de experimentos de ultrafiltracién Sadfiy
col. (2002), observaron que la fracciéon con actividad antagonista de B.
cereus pasa a través de la membrana de 20 kDa, aunque es retenida
totalmente por la membrana de 10 kDa. A diferencia de Oscariz y de
Pisabarro (2000) citado por Sadfiy col. (2002), que encontraron actividad

antagonistade B cereus entre 3y 10 kDa.

5.6.Espectro de absorcion de la sustancia antagonista.
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Varios autores, concuerdan que los lipopéptidos producidos por B.
subtilis absorben entre 210y 280 nm. De acuerdo a Murray (1990) citado
por Giacaman (2006), indica que las proteinas en solucién evidencian
maximas absorbancias en el espectro UV a 280 y 210 nm, los aminoacidos
con anillos aromaticos como triptofano, tirosina, fenilalanina e histidina
son los responsables de la absorciéon a 280 nm, mientras que la
absorbancia a 210 nm se deberia a los enlaces peptidicos. Aunque el
triptéfano absorbe mucho mas intensamente, normalmente hay muchos
mas residuos de tirosina en una proteina que triptéfano, por lo cual la
contribucion de ambos suele ser similar. Tirosina presenta un maximo de

absorbanciaa 275 nm.

En el espectro de absorbancia que se muestra en la figura 12, se
puede observar quelas 5 fracciones antagonistas de < 3 kDa obtenidas de
las cepas de B. subtilis en estudio, evidencian un espectrograma similar, al
igual que Iturina A (Sigma). presentando un maximo a 275 nm
aproximadamente para todas las muestras evaluadas. Siendo Surfactina
(Sigma) la que presenté una menor absorbancia. Esto podria deberse a
que iturina A presenta un residuo de tirosina en la posicién 2 invariable,
el que se detect6 en el espectrograma, no asi para surfactina que carece
de tirosina en su estructura. Estos resultados coinciden a los obtenidos

por Giacaman (2006).
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5.7.Separacionde la(s) sustancia(s) antagonista mediante HPLC.

En el punto 4.7 (Resultados), se muestran los cromatogramas
obtenidos mediante la separacidn de la sustancia antagonista por HPLC.
Las cinco cepas de B. subtilis evaluadas presentaron actividad similar a los
estandares Iturina Ay Surfactina (Sigma), sugiriendo la sintesis de éstos
por parte de las cepas en estudio. Sin embargo, la cepa MB5 evidencid

una débil o nula similitud con los estandares evaluados.

Chitarra y col. (2003), identificaron mediante HPLC y andlisis de
espectrometriade masala presencia de iturina A producida por cepas de
B. subtilis. Sin embargo, en la presente investigacion utilizando la misma
metodologiadescritapor Chitarray col. (2003) no se pudo discriminar si
las cepas de B. subtilis secretaban Iturina A, Surfactina o ambos u otro tipo
de metabolito, ya que estos presentaban el mismo tiempo de retencion.
Esto podria deberse a que Chitarra y col. (2003) planificaron la
metodologia solamente para identificar Iturina A. Ademas, estos
investigadores, al igual que muchos otros, confirmaron sus resultados
utilizando espectrometria de masa, siendo esta ultima técnica, mas
sensible y certera para la identificacién de lipopéptidos, los cuales

presentan estructuras muy similares.
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Hay que recordar que Bacillus subtilis, puede producir mas de dos
docenas de antibidticos con una variedad asombrosa de estructuras Stein

(2005).

Quizas la cepa de B. subtilis MB5 evaluada en la presente
investigacion, produce otro tipo de lipopéptido o alginisémero de estos,
como los descritos por Touréy col. (2004), ellos indicaron que B. subtilis
GA1 coproduce tres familias de lipopéptidos. Estosfueron identificados
como isémeros de fengicinas A C-14 a C-18 y fengicinas B C-17, iturinas A
C-14 a C-17 y surfactinas C-13 a C-15. De igual manera, Moyne y col.
(2001) reportaron que la cepa B. subtilis AU195 antagonista de
Aspergillus flavus, sintetizaba una mezcla de dos analogos de bacilomicina
D analizado con espectrometria de masa. Phistery col. (2004) detectaron
3 compuestos antimicrobianos iturina, bacilomicina y clorotetaina
mediante HPLC y espectrometriade masadesdeuna cepade Bacillus sp.
Por su parte, Vatery col., 2002, revelaron surfactinas, iturinas y fengicinas
aisladas desde B. subtilis, mediante espectrometriade masa MALDI-TOF

(matrix-assisted laser desorptionionization-time of flight).

Sin embargo, Leelasuphakul y col. (2006), reportaron que la
actividad antifungica de B. subtilis se deberia no s6lo a compuestos
antimicrobianos, sino que también, a la sintesis de la enzima 1,3 P
glucanasa,dondela enzima ejerceria un efecto sinérgico con el compuesto

antimicrobiano.
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El proceso de purificacion de lipopéptidos producidos por B. subtilis
es una tarea engorrosa. Varios autores han utilizado precipitacion de
lipopéptido con HCI, extraccion con solventes organicos,ademas de varios
procesos cromatograficos incluyendo HPLC y espectrometria de masa.
Parece pertinente, recomendar la utilizacion de técnicas como
espectrometria de masa, para la adecuada identificacion de los

lipopéptidos producidos porlas cepas de B. subtilis evaluadas.

En base alos resultados obtenidos en la presente tesis se considera

que la hipotesis formulada se acepta como fue formulada.
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ANEXO 1.

Tincion de Gram: permite diferenciar las bacterias por su afinidad a los
colorantes utilizados en la tincion, lo que depende de las caracteristicas

de la pared celular.

Procedimiento: hacer un frotis a partir de un cultivo de la cepa
bacteriana que se deseateilir, luego se cubrela preparacion convioleta de
genciana por 2 minutos, lavar con agua, cubrir con lugol por 1 minuto,
lavar con alcohol acetona por 20 segundos, enseguida cubrir con
safranina al 0.25% por 15 segundos, lavar con agua y observar al
microscopio. Son Gram positivaslas bacterias que se tifien de color azul

violeta y Gram negativas las bacterias que se tifien de color rojizo.
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ANEXO 2

A continuacién se muestranlas secuencias de las cepas antagonistas en

estudio, estas se compararon conla base de datos de GenBank de NCBI.

MB2

CTTTGACATCCTCTTACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACT
CTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATC
ATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAA
GGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCG
GATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGG
ATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTNCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACTTTTAGGAGCCA
GCCGCGAAGGTGAA

MB5

CTTTGACATCCCTCGTCAACAGTTCCTAGAAGANTAGGGACCGTCCCCNTTT
CCTGGGGCCAGAGGTGACAAGGTGGGTGCAAGGGTTGTTGGTCAAGCCTCGC
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ATTGNGTGAAATGGTTGGGAGTAAGTCCGCCTCATTCGATGCGGCCAACCCC
CTTGATTGTAAAGTTGACCAAGCATTTCAGGTTGGGCANCTTCTAAAGGNTG
TCCTGCCCGGATGACAAGCCCGGGAGGGAAAGGGTGGGGAAGACGGGCAAAA
CTCATCATTGCCCCTCTTTATGACCTGGGCTACACCACGTGATACATAGGACA
GAGCAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCT
CAGTTCGGATCGCAGTGCTGCAACTCGCACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAG
TAATTCGCGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTACCCGGGCCTTGTACAC
ATCCGTCCCGTCACACNCACGGAGGAGTCTTGTANACANCCGGCAAGT

MB19

TCTTGACATCCTTCTGACAATCCTAGAAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAG
AGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGC
ACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
ATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAAC
AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGT
TCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCG
CGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGA
GCCAG

MB42

CTTTCTGGTAGGTCCCGCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCACTTGTTCTTC
CCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGC
TCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGG
AGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCT
ACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCG
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GGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTCTGAACCATGCGG
TTCAAACAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAAGATCT
TAACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGGCTAACATGGAGG
TTTCCCCCCCAGTTTAAACCGCGGACTGNGATGTCCCCACTCTTTTACAGCTT

MB55

CCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCAC
TCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAAT
CATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAA
AGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTC
GGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCG
GATCAGGCATGCCGCGGTGAATACGTTACCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCACGAGAGTTTGTAACACCGGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAG
CCAGCCGCGGAAGGTGAAACAAA

MBP1

CTTACCAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGG
TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCG
AAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAG
TCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAT
GCCGCGGTGAATACGTTACCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGA
GAGTTTGTAACACCGGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCGGGGG
NCCCCAAAAAAAAAA
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MBP2

ACCAGGTCTTGACATCCTCTTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGG
GGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGT
TGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACA
GAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCT
CAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTACCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTT
AGGAGCCAG

PM04

CTTTACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGT
GACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACT
CTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATC
ATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAA
GGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCG
GATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGG
ATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGTAACCTTTTAGGAGCCAG
CCGCCGAAGGAANAAAAAA

PM10

GCCATCCTTCTGACAATTCCTAGAAGATTAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGA
GTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTTCGTGTCGTGAGGATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGG
GCACTCTAAGGTGACTTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAG
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AACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTC
AGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAA
TCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTACCCGGGCCTTGTACACACCGC
CCGTCACACCACGAGAGTTTTGTANTCAGGGGGGNNGTNCCCCCCAAAAAAA
NAAAA

PM28

CCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGG
TTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGA
CTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAAT
ACGTTACCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACA
CCCGAAGTCGGTGAGGTAACTTTTAGGAGCCAGCGGCGCCCCAAGNGAAAAA
ACCCCCCCCNAANCCCCcCC

PM136

GTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAG
AGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCA
CTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAA
TCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACA
AAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTT
CGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGC
GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTACCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGGAGGTAACTTTTAGGAGCC
AGCNGCGAGGTGAAACAAA

A47
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CCTTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTTGACAG
GTGGTGCATGGTTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATTGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTA
AGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATC
ATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGG
CAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGAT
CGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC
AGCATGCCGCGGTGAATACGTTACCCGGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA
CCACGAGAGTTTGTATACATGCGGGAAGTTCGGTGAGGAAAACTTT

Anexo 3

Muestra el resumen de los datos evaluados en la curva de crecimiento

parala cepa MB2.

MB2
A 600 Antagonismo _
Horas Log nm E. carotovora Antagonismo
UFC/mL (cm) R. solani (cm)
0 0 - -
4 5,06 0 = -
8 5,87 0,086 - -
12 8,81 0,955 0,1 0
24 6,41 3,261 0,4 0,95
28 7,27 2,484 - -
32 6,52 2,788 - -
36 7,78 3,025 0,65 0,55
48 7,24 4,944 0,45 0,9




52 7,88 3,426 - -
56 7,23 3,522 - -
60 6,88 3,606 0,45 1,05
72 7,69 4,494 0,35 0,7
76 7,1 4,476 - -
80 8,61 4,272 - -
84 7,26 3,558 0,45 0,7
96 7,54 4,806 0,4 1,05
100 7,61 4,584 - -
104 8,08 4,878 - -
108 8,34 5,19 0,5 1
Anexo 4
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Muestra el resumen de los datos evaluados en la curva de crecimiento

parala cepa MB5.
MB5
A 600 Antagonismo _
Horas Log E. carotovora Antagonismo
UFC/mL nm (cm) R. solani (cm)
0 - -
4 5,12 0 - -
8 5,7 0,068 - -
12 8,5 1 0 0
24 7 3 0,7 0,4




28 7,46 2,76 - -
32 7,76 3 - -
36 8,27 3,25 0,75 1,15
48 7,6 4,224 0,6 0,95
52 7,56 3,696 - -
56 7,86 3,96 - -
60 7,43 4,122 0,75 1,35
72 7,24 4,02 0,8 0,85
76 6,96 4,578 - -
80 7,41 3,132 - -
84 7,41 4,266 0,7 1,15
96 7,65 3,582 0,85 1,05
100 7,62 4,374 - -
104 7,91 4,632 - -
108 8,23 5,562 0,55 0,7
Anexo 5
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Muestra el resumen de los datos evaluados en la curva de crecimiento

parala cepa MB42.
MB42
A 600 Antagonismo
Horas Log nm E. carotovora | Antagonismo R.
UFC/mL (cm) solani (cm)
0 - -




4 5,23 0 - -
8 5,68 0,045 - -
12 7,94 0,973 0,1 0
24 5,82 2,823 0,9 0,65
28 6,38 3,051 - -
32 5,52 3,332 - -
36 7,8 3,52 0,65 1,1
48 6,47 2,928 0,55 0,8
52 7,04 4,272 - -
56 7,75 4,536 - -
60 7,15 4,584 0,9 1,25
72 7,67 4,854 0,65 0,9
76 7,26 5,064 - -
80 7,51 4,65 - -
84 7,25 4,806 0,7 1
96 7,52 4,926 0,6 0,85
100 7,69 5,19 - -
104 7,33 3,978 - -
108 7,98 5,346 0,6 1
Anexo 6
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Muestra el resumen de los datos evaluados en la curva de crecimiento

parala cepa MBP1.

MBP1



Antagonismo

Horas Log An6:10 E. carotovora Antagonismo
UFC/mL (cm) R. solani (cm)
0 - -
4 5,17 0 - -
8 5,9 0,085 - -
12 7,33 1,071 0,5 0
24 4,89 2,877 1 0,55
28 5,98 2,814 - -
32 5,62 3,212 - -
36 8 4 0,8 0,5
48 7,44 5,004 0,6 0,85
52 7,21 4,842 - -
56 7,54 5,052 - -
60 7,4 5,322 0,6 0,7
72 7,37 5,358 0,45 1,1
76 7,7 5,478 - -
80 7,74 5,022 - -
84 7,83 5,352 0,5 0,85
96 7,78 5,688 0,5 1,25
100 7,47 5,808 - -
104 6,98 5,868 - -
108 7,08 5,874 0,65 1
Anexo 7

11C

Muestra el resumen de los datos evaluados en la curva de crecimiento

parala cepa MBP2.



MBP2

A 600 Antagonismo _
Horas Log E. carotovora Antagonismo
UFC/mL nm (cm) R. solani (cm)

0 - -

4 4,97 0 - -

8 5,28 0,109 - -
12 6,37 1,012 0 0
24 5,94 3,45 0,85 0,75
28 7,67 2,79 - -
32 6,83 3,08 - -
36 7 3 0,7 0,4
48 7,31 5,196 0,6 0,95
52 7,41 3,342 - -
56 7,81 3,306 - -
60 7,98 3,18 1 0,15
72 8,07 3,168 1,1 0,6
76 7,88 3,36 - -
80 7,89 2,928 - -
84 7,92 3,012 0,95 0,7
926 7,96 3,212 0,9 0,35

100 8,01 3,09 - -
104 8,44 3,222 - -
108 7,9 3,018 0,3 0,5
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