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BACTERIAS ENDOFITAS PRODUCTORAS DE METABOLITOS CON EFECTO
ANTAGONICO CONTRA Fusarium verticillioides, PRINCIPAL FITOPATOGENO DE
CEREALES

Actualmente, los cereales durante su cultivo o postcosecha son afectados por enfermedades
causadas por fitopatogenos fungicos. Fusarium verticillioides, considerado entre los
principales fitopatdgenos que afectan cultivos de maiz, causa podredumbre de la planta y es
capaz de producir micotoxinas del tipo fumonisinas, ampliamente estudiadas por su efecto
cancerigeno. El control fitosanitario de este patdgeno se basa en el uso de plaguicidas, que
generan efectos perjudiciales en el medio ambiente y la salud humana. Por ello, el empleo de
bioplaguicidas a base de microorganismos o sus productos, es una alternativa para el manejo
de enfermedades en los cultivos. La presente investigacion evalué 69 cepas de bacterias
endofitas por su actividad inhibitoria directa contra Fusarium verticillioides, seleccionando
cuatro cepas C-20 i2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw y C-31 H2Tw que presentaron porcentajes
de inhibicién mayores al 50%. Posteriormente, se emplearon cultivos en estado liquido y
solido, con salvado de trigo (40%, p/v), para obtener metabolitos bioactivos solubles que
expresaron porcentajes de inhibicion entre el 45-54% contra Fusarium verticillioides. A través
de un cultivo en doble placa se reveld que las cepas enddfitas C-20 i2Th, C-22 h2-3Tw, C-24
m2Tw y C-31 H2Tw son capaces de producir metabolitos volatiles organicos con actividad
inhibitoria superior al 80% (p>0.05, ANOVA). Por ello, la cepa C-20 fi2Th fue evaluada por
su capacidad de producir metabolitos volatiles en cultivo en estado liquido y so6lido,
exhibiendo porcentajes de inhibicién entre el 59-65% contra Fusarium verticillioides.
Finalmente, la evaluacién de estrategias de cultivo en estado liquido y solido, reveld que el
efecto combinado de metabolitos solubles y volatiles producidos por la cepa C-20 Ai2Th en
cultivo en estado sélido, presentd los mayores porcentajes de inhibicion contra Fusarium
verticillioides (84%). Las cuatro cepas endofitas seleccionadas poseen caracteristicas
fisiolégicas y bioquimicas similares al género Pseudomonas con propiedades antagonistas
basadas en la produccion de metabolitos bioactivos solubles y volatiles, enzimas hidroliticas y
biosurfactantes.

Palabras clave. Fusarium verticillioides, Pseudomonas, cultivo en estado liquido, cultivo en

estado solido, metabolitos solubles, metabolitos volatiles.



ENDOPHYTIC BACTERIA PRODUCING METABOLITES WITH ANTAGONIC
EFFECT AGAINST Fusarium verticillioides, THE MAIN PHYTOOPATHOGEN OF
CEREALS

Currently, on culture or postharvest, cereals are affected by diseases caused by fungal
phytopathogens. Fusarium verticillioides is considered the main phytopathogen that affect
corn crops, this causes plant rot and is capable of producing mycotoxins fumonisin type,
widely studied for their carcinogenic effect. Phytosanitary control of this pathogen is based
on the use of pesticides, which generates harmful effects on the environment and human
health. Therefore, the use of biopesticides based on microorganisms or their products is an
alternative for the management of the diseases in crops. The present investigation evaluated
69 strains of endophytic bacteria for their direct inhibitory activity against Fusarium
verticillioides, were selected four strains C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw and C-31
H2Tw that presented inhibition greater than 50%. Subsequently, cultures in liquid and solid
state, with wheat bran (40%, wi/v), were used to obtain soluble bioactive metabolites that
expressed inhibition between 45-54% against Fusarium verticillioides. Through a double plate
culture, it was revealed that the endophytic strains C-20 i2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw and
C-31 H2Tw are capable of produce organic volatile metabolites with inhibitory activity greater
than 80% (p>0.05, ANOVA). Therefore, the C-20 fi2Th strain was evaluated for its ability to
produce volatile metabolites in liquid and solid state cultures, showing a inhibition from 59 to
65 percent against Fusarium verticillioides. Finally, the evaluation of liquid and solid state
culture strategies revealed that the combined effect of soluble and volatile metabolites
produced by C-20 i2Th strain in solid state culture, showed the highest inhibition rates against
Fusarium verticillioides (84%). The four endophytic strains selected have physiological and
biochemical characteristics similar to the Pseudomonas genus with antagonistic properties
based on the production of soluble and volatile bioactive metabolites, hydrolytic enzymes and

biosurfactants.

Keywords. Fusarium verticillioides, Pseudomonas sp., liquid culture, solid state culture,

soluble metabolites, volatile metabolites.



1. Planteamiento del Problema

Los cereales son la fuente de alimentos mas importante del mundo, tanto para el consumo
humano y para la produccion pecuaria, es asi que la produccion a nivel mundial alcanzd los
2685 millones de toneladas en la gestion 2019, un 1.2% maés que en la gestion 2018 (FAO,
2019). A pesar de ello, actualmente el rendimiento agricola enfrenta una crisis debido al
cambio climatico, que conduce a sequias, inundaciones y especialmente la afectacion por
enfermedades y plagas. La disminucion del rendimiento agricola debido a enfermedades y
plagas en la mayoria de los cultivos afecta gravemente a la economia del agricultor y a la
poblacion consumidora. Asi también, se ha reportado que las practicas modernas como la
agricultura intensiva, inciden negativamente sobre los depredadores naturales de las plagas, al
no existir las condiciones necesarias para su reproduccion debido al desgaste de los suelos. La
primera alternativa para reducir la incidencia de enfermedades y plagas en los cultivos, se basa
en el empleo de agroguimicos. Sin embargo, el impacto ambiental sobre la vida silvestre, los
polinizadores, enemigos naturales, la calidad de agua y suelo, ademéas del impacto social
(afectacion de la salud, etc.) son altamente negativos. A pesar de que los pesticidas quimicos
protegen los cultivos actuando sobre los fitopatdgenos durante su aplicacion solo el 41% se
distribuye en los cultivos, el 5% afecta a insectos y el 54% contamina el medio ambiente
incidiendo en el suelo, agua y alimentos, provocando efectos adversos en la biodiversidad
(Morant, 2010). Aunado a ello, existen reportes alarmantes que describen la resistencia
sistémica a pesticidas de uso comun. En Bolivia el uso de agroquimicos para la produccion de
alimentos se multiplico en las Ultimas dos décadas, importando 25 millones de kilos de
agroquimicos en el afio 1999 a 152 millones de kilos de agroquimicos hasta junio de 2018,
ademas se estima que un 30% de agroquimicos ingresan por contrabando al pais (El Pais,
2018).

Hoy en dia, ante estas situaciones adversas, se buscan alternativas para disminuir el uso de
plaguicidas de origen quimico. En ese sentido, se desarrollan alternativas de origen natural
como los bioplaguicidas que han demostrado ser especificos contra plagas o enfermedades y
generalmente presentan un limitado o riesgo nulo para la salud y el medio ambiente. Los
bioplaguicidas naturales son derivados de plantas, microrganismos o son metabolitos

producidos por dichos organismos. Debido a su reducida disponibilidad y al uso



indiscriminado de agroquimicos, surge la necesidad de proponer alternativas fitosanitarias
desarrollando bioplaguicidas para el control de enfermedades y plagas que afectan a cultivos
agricolas.

1.1 Justificacion

La produccion de cereales en Bolivia es afectada por distintas plagas y enfermedades, entre
ellas Fusarium verticillioides, es un fitopatdgeno necrétrofo y enddéfito transmitido por el
suelo, que tiene la capacidad de inducir muerte del tejido hospedero y, ademas, es capaz de
provocar pudricion de 6rganos como la raiz, tallo y mazorca del maiz. Este microorganismo
no solo causa severas reducciones en los rendimientos y calidad de los cultivos, si no también
es responsable de la contaminacion con micotoxinas (principalmente fumonisinas) en los

cultivos maiz, que afectan a humanos y animales (Murillo & Munkvold, 2008).

Actualmente, para el control de la infeccion causada por Fusarium verticillioides, se utilizan
distintos plaguicidas de origen quimico, que genera grandes cantidades de residuos
persistentes provocando contaminacion, disminucion de la biodiversidad de los suelos y

reduccion en el rendimiento de muchos cultivos, entre ellos el maiz.

Existen alternativas ecoldgicas para contrarrestar enfermedades producidas por fitopatdgenos,
incrementando el rendimiento de los cultivos y garantizando la sostenibilidad agricola, entre
ellas, el uso de bacterias enddfitas que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de
fitopatdgenos fungicos. Los endofitos tienen un gran impacto en la productividad de los
cultivos porque pueden estimular el crecimiento de las plantas, ya que poseen diversos
mecanismos para el uso eficiente de nutrientes como nitrogeno y fosforo, ademas, producen
metabolitos como antimicrobianos, enzimas liticas, sideréforos entre otros que inhiben el

crecimiento de fitopatdgenos (Haque, Lee, & Cho, 2015).

El empleo de bacterias endofitas como agentes de biocontrol para la prevencion de
enfermedades, es una alternativa innovadora y amigable con el medio ambiente. Sin embargo,
en nuestro medio no existen reportes de la potencialidad que albergan las bacterias endéfitas.
En ese sentido el presente trabajo de investigacion evalué la capacidad inhibitoria de
metabolitos bioactivos producidos por bacterias enddfitas, contra el crecimiento de Fusarium

verticillioides, principal fitopatdgeno de cereales. Al evaluar la potencialidad de estos agentes
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bioactivos en el control de Fusarium verticillioides se pretende otorgar una alternativa para
reducir el uso de plaguicidas de origen quimico y su acumulacion con el fin de incrementar la

productividad de los cultivos contribuyendo a la soberania alimentaria y la economia del pais.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo General

Evaluar la potencialidad de bacterias endofitas por su capacidad de producir agentes
bioactivos contra Fusarium verticillioides, principal fitopatogeno de cereales.

1.2.2 Objetivos Especificos

a) Seleccionar bacterias endofitas por su capacidad inhibitoria directa contra
Fusarium verticillioides.

b) Evaluar estrategias de cultivo en estado liquido y sélido para la produccién de
metabolitos bioactivos solubles y volatiles con actividad inhibitoria contra
Fusarium verticillioides.

c) Caracterizar bacterias endofitas productoras de metabolitos bioactivos contra
Fusarium verticillioides, de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas,

bioquimicas, fisiologicas y antagonicas.

2. Disefio Teorico
2.1 Marco Referencial
2.1.1 Antecedentes generales sobre el problema en estudio

La agricultura se convirtio en el tercer pilar de la economia boliviana por la variedad genética
que tiene nuestro pais, entre los recursos de alto valor econdmico se encuentra los cereales, la
papa, la quinua, el frijol entre otros (Agricultura en Bolivia es el tercer pilar econémico,
2017). Los diferentes cultivos, en especial los cereales se ven afectados por plagas y
enfermedades que causan pérdidas en la productividad repercutiendo en la calidad y

disponibilidad de los alimentos y el aporte econdmico hacia el agricultor.

Entre los microorganismos fitopatdgenos que afectan diversos cultivos se encuentran los

hongos que ocasionan varios tipos enfermedades siendo los mas perjudiciales Alternaria,



Botrytis, Diplodia, Monilia, Penicillium, Colletotrichum, Phomopsis, Fusarium, Rhizopus,
Mucor y otros (Juarez, Sosa, & Ldpez, 2010). Entre estos fitopatdgenos se destaca Fusarium
verticillioides, que afecta la productividad de cereales como el maiz, este hongo tiene la
capacidad de penetrar la planta y causar la muerte del tejido hospedero, provocando de esta

manera cuantiosas pérdidas econdmicas (De la Torre, Sdnchez, Galeana, & Plasencia, 2014).

Las practicas agricolas tales como la rotacion de cultivos, labranza, enmiendas organicas y el
uso de plaguicidas son utilizadas para mejorar la productividad de los cultivos. Sin embargo,
el uso de plaguicidas ha traido resultados desfavorables a nuestro ecosistema. Alternativas
innovadoras para disminuir el empleo de plaguicidas resaltan la aplicacién de varios géneros
de microorganismos como Bacillus, Burkholderia, Lysobacter, Pantoea, Pseudomonas y
Streptomyces que se utilizan como agentes de control biolégico en diversos cultivos (Chung,
Toajjal, Khan, Hyun, & Ok, 2015). Entre los microorganismos mas estudiados, Bacillus sp.
tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de patégenos, limitando la colonizacion de
Fusarium verticillioides en las raices de la planta de maiz (Cavaglieri, Rodriguez, Chulze, &
Etcheverry, 2005). Otros estudios reportan el potencial que albergan las bacterias enddéfitas
que residen asintomaticamente dentro de los tejidos vegetales sanos sin causar ningin efecto
negativo (Prabhali & Dhruva, 2015). Se ha reportado que este tipo de microorganismos tienen
la capacidad de promover el crecimiento de plantas directa o indirectamente y pueden ser
utilizados como biofertilizantes, fitoestimulantes o en el control de enfermedades provocadas
por fitopatdgenos (Bach, Dubal, De Carvalho, Brito, & Pereira, 2016).

La problematica en nuestro pais sobre el uso indiscriminado de pesticidas en los cultivos
agricolas incide en la necesidad de desarrollar investigaciones para la produccion de
bioplaguicidas. En ese sentido, el rol de la universidad es preponderante para proponer

alternativas ante estas necesidades emergentes.

2.1.2 Descripcion del &mbito de estudio

La actividad agricola constituye el principal medio de vida de las comunidades en Bolivia y es
el base de la alimentacion de millones de bolivianos. Sin embargo, la calidad de los alimentos
se ve afectadas por diferentes plagas y enfermedades. Por ello, se recurre al uso de los

pesticidas quimicos que causan contaminacion del medio ambiente, dafio a la salud debido a la



presencia de sus residuos en los alimentos, provocan disminucion de la biodiversidad y los
brotes de plagas mas resistentes al efecto de los mismos. Ante esta situacion se tiene la
necesidad de la busqueda y el desarrollo de alternativas como los bioplaguicidas, que son
plaguicidas naturales derivados de extractos de plantas, microrganismos o sus productos. Los
metabolitos producidos por microorganismos son de gran interés en agricultura porque tienen
la capacidad de inhibir o controlar la presencia de hongos fitopatdgenos que afectan a los
cultivos, entre otras aplicaciones biotecnoldgicas. Al no existir en Bolivia estudios que
reporten el potencial de microrganismos endo6fitos nativos como productores de metabolitos
bioactivos efectivos contra fitopatdgenos que afectan cultivos de maiz, el presente trabajo de

investigacion contribuira como linea base en esta area de investigacion.

2.2 Marco Tedrico
2.2.1 La agricultura en Bolivia

En Bolivia se ejerce una agricultura tradicional en el Altiplano y Valles (Cochabamba, La Paz
y Oruro) y una agricultura moderna en el Oriente, parte del norte y sur de Bolivia (Santa Cruz,
Beni y Tarija) siendo los tubérculos, hortalizas, productos estimulantes, frutas, cereales entre
otros, los cultivos agricolas més producidos (Gutierrez, 2018). Los cereales, tales como el
maiz, arroz, trigo, cebada, quinua, avena y sorgo, son importantes en Bolivia, porque
constituyen la base de la seguridad y soberania alimentaria. En los afios 2016 y 2017, Bolivia
produjo alrededor de 2,2 millones de toneladas de cereales. Entre los principales cereales
producidos en Bolivia, el maiz alcanz6 926 mil toneladas, 603 mil toneladas de sorgo y 427
mil toneladas de arroz en el afio agricola 2016/2017. Considerando que en los Gltimos 10 afios
las exportaciones de cereales del pais acumularon 1.028 millones de délares, posicionando a

Bolivia como pais de exportacion neta de cereales (IBCE, 2018).

El maiz (Zea mays L.) es un alimento basico para la poblacion mundial junto con el trigo y el
arroz, puesto que suministra elementos nutritivos a los seres humanos y animales; constituye
también la materia prima bésica en la industria del almidon, aceites, proteinas, bebidas
alcohdlicas, endulzantes entre otros (Figueroa, 2011). Es el primer cereal en rendimiento de
grano por hectarea, y el segundo después del trigo en una produccion total (Simon & Golik,
2018). En Bolivia, el maiz es uno de los granos mas importante para el agro después de la

soya, produciendo més de 350.000 hectéreas en el Departamento de Santa Cruz (Gamarra,
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2017) con alrededor de 2,15 toneladas por hectarea. Es asi que el maiz es el cultivo de mayor
proyeccion hacia la proxima década, pues sencillamente, de éste depende la alimentacion de
los 12 millones de bolivianos (Agronegocios, 2017).

2.2.2 Caracteristicas del cultivo de maiz

El maiz (Zea mays L.) es el cereal de preferencia para la alimentacion animal y es la base de la
alimentacién humana en nuestra cultura, pertenece a la familia de las gramineas, tribu maideas
y se origind en los trépicos de América Latina. EI maiz es una planta herbécea, presenta gran
desarrollo vegetativo, puede alcanzar hasta 5 m de altura y es de produccion anual (Ospina,
2015; Deras, s.f.). Entre las caracteristicas descritas, las raices son fasciculadas, en algunos
casos sobresalen nudos de las raices a nivel del suelo principalmente a nivel de raices
secundarias. El tallo es simple, recto en forma de cafia, macizo en su interior y no presenta
ramificaciones. El tallo tiene tres componentes importantes en sus tejidos: la corteza o
epidermis, los haces vasculares y la médula. Las hojas son largas, lanceoladas, alternas y de
gran tamafio. Se encuentran abrazando al tallo y presentan vellosidades en el haz. La planta de
maiz es monoica pues presenta inflorescencias masculina y femenina separadas dentro de la
misma planta. La inflorescencia masculina es una panicula (espigén o penacho) de coloracion
amarilla que posee aproximadamente entre 20 a 25 millones de granos de polen, ademas cada
flor que compone la panicula contiene tres estambres donde se desarrolla el polen. En cambio,
la inflorescencia femenina cuando ha sido fecundada por el polen se denomina mazorca, aqui
se encuentran las semillas (granos de maiz) agrupadas a lo largo de un eje, esta mazorca se
halla cubierta por hojas, terminando en una especie de penacho de color amarillo oscuro,
formado por estilos. El grano de maiz es el fruto de la planta, compuesto por una caridpside
que consta de tres partes principales: la pared, el endosperma triploide y el embrién diploide.
La cubierta o capa de la semilla, que es la pared del ovario, se llama pericarpio, es dura y
debajo de ella se encuentra la capa de aleurona, que le da el color al grano (blanco, amarillo,
morado) y que contiene las proteinas. EI embrién esta formado por la radicula y la plumula,
ubicandose en el escutelo, localizado en la parte inferior del grano, adherido a la tusa o raquis
(Guacho, 2014; Simén & Golik, 2018; Ospina, 2015; Fassio, Carriquiry, Tojo, & Romero,
1998).



El desarrollo de la planta de maiz se realiza en varias etapas reunidas en dos momentos
principales: el estadio vegetativo y el estadio reproductivo (Fig. 1). El estadio vegetativo (V)
consta de dos fases y va desde la emergencia (VE) hasta la aparicion de la espiga masculina
(VT). En la primera fase se presenta el desarrollo vegetativo inicial desde la germinacién (VE)
hasta la iniciacién de la elongacion del tallo (V6), donde se forman las hojas, y el desarrollo es
ascendente, la produccion de materia seca es lenta y finaliza con la diferenciacion tisular de
los 6rganos de reproduccion. En la segunda fase se presenta el desarrollo vegetativo activo en
el que ademas de hojas, se forman los 6rganos de reproduccién y va desde la elongacién del
tallo (V6) hasta la floracion femenina, emisién de estigmas (VT). El estadio reproductivo
comienza con la aparicion de los estigmas (R1) y finaliza con la madurez fisioldgica, cuando
todos los granos en la espiga han alcanzado su maximo peso seco 0 maxima acumulacion de
materia seca (R6) (Ransom, 2013; Simén & Golik, 2018).
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Figura 1. Estadios reproductivos y vegetativos de una planta de maiz. Fuente: Pringle, (2017).

A pesar de que el maiz constituye la base de nuestra alimentacién y se desarrollan diferentes
estrategias para mejorar la productividad del cultivo, la planta del maiz es frecuentemente

afectada por diversas enfermedades y plagas, ocasionando importantes disminuciones en el



rendimiento y la calidad del grano. Desde el momento de la siembra hasta su almacenamiento,
el maiz esta expuesto a ataques de numerosas plagas y enfermedades, que afectan distintos
organos de la planta en diferentes estadios del ciclo fenoldgico del cultivo. Los principales
factores que influyen en la propagacién de plagas y enfermedades en los cultivos de maiz,
incluyen: el clima, humedad del suelo, labores preparatorias del terreno, rotacion de cultivos y
el control de malas hierbas, tratamiento inadecuado de semillas, tiempos de siembra y
cosecha, la mala disposicién de residuos del cultivo, fertilizacién inadecuada del suelo, sequia,
inundaciones, monocultivos, secado inadecuado del grano, entre otros, que hacen que el maiz

sea mucho mas susceptible al ataque de estos organismos patdégenos (Koenning, 2003).

La incidencia de plagas y enfermedades que afectan al cultivo de maiz estan relacionadas con
su fenologia y pueden agruparse en aquellas que se ocasionan en la fase vegetativa (V0 a VT)
y en la fase reproductiva (R1 a R6). Durante el inicio de la fase vegetativa las semillas de maiz
gue estan en germinacion y/o la formacion de las raicillas de las plantulas, pueden ser atacadas
por algunos patdgenos transportados por las semillas, el suelo o el rastrojo, causando la
pudricion antes de la germinacion o la pudricion de la plantula. Entre estas enfermedades se
destacan la podredumbre de la semilla y tizén de la plantula, ocasionados por hongos como
Stenocarpella maydis, Diplodia zeae, Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum,
Rhizoctonia solani, entre otros. Por otro lado, las plagas que afectan el estadio vegetativo
incluyen Delia platura Meig (mosca de la semilla) que ataca la zona del germen de semilla,
destruyendo o deteriorando el embrién, por lo que emergen plantas deformes, Diloboderus
abderus Sturm, Lyogenis sp., y otros gusanos blancos, Connoderus sp. y Agriotes sp.
(Gusanos alambre), estos causan dafio directo ya sea alimentdndose de la semilla en
germinacion, destruyendo raices o cortando plantulas. Spodoptera frugiperda Smith (gusano
cogollero) ataca alrededor de la etapa V6, donde las larvas se alimentan del primordio apical,
generando la muerte de la planta, estos son algunos ejemplos de plagas que afectan el estadio
vegetativo de la planta. Las enfermedades que afectan en el estadio reproductivo se agrupan
segun el organo de la planta que afectan como el tallo, hojas, inflorescencias, espiga y otros.
La incidencia de plagas o enfermedades durante el crecimiento vegetativo se ve reflejada en la
fase reproductiva del maiz, llegando a causar grandes pérdidas en el potencial de rendimiento.
Entre estas enfermedades se tiene pudriciones del tallo ocasionados por Macrophomina

phaseolina, Fusarium sp., Diplodia maydis, Pythium aphanidermatum y otros. Dafio a
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cualquier tejido aéreo como espigas, tallos, hojas y panojas, especialmente en tejidos
embrionarios causado principalmente por Ustilago maydis. Podredumbre de la espiga causado
por Stenocarpella maydis, F. moniliforme, Aspergillus sp., Penicillium sp. y otros. Entre las
plagas mas frecuentes que afectan el estadio reproductivo se tienen Helicoverpa zeae que ataca
los estigmas y granos, gorgojos (Sitophilus oryzae Linneo y Sitophilus granarius Linneo)
atacan el grano, y entre otros que disminuye el rendimiento y calidad del grano (Simon &
Golik, 2018; Onate, 2016; Paliwal, 2001).

2.2.3 Principales patdgenos que afectan a los cultivos de cereales

La sequia, la incidencia de plagas y enfermedades se constituyen en limitantes principales de
la produccion agricola en Bolivia. En la actualidad se ha registrado oficialmente una lista de
plagas que afectan a una gran variedad de cultivos en Bolivia, la cual incluye organismos
como Agrotis sp., Copitarsia sp., Heterodera sp., entre otros (Plan de manejo de plagas,
2009). Por otro lado, los hongos fitopatdgenos son causantes de enfermedades de pre y
poscosecha en los cultivos de hortalizas, cereales y frutas, siendo responsables de pérdidas
econdmicas cuantiosas. El dafio que ocasionan no solo se refleja en pérdidas econémicas, sino
también en la produccién biol6gica dada por la alteracion que existe en el crecimiento y
desarrollo de las plantas hospedantes atacadas por microorganismos, que causan frecuentes
disminuciones en la calidad del grano. Entre los principales fitopatdgenos de origen flngico se
destacan: Rhynchosporium secalis, Alternaria alternata, Botrytis fabae, Colletotrichum
lindemuthianum, Fusarium oxysporium., Rhizoctonia sp, Alternaria solani, Fusarium solani,
Botrytis cinérea, Penicillium sp., entre otros (Plan de manejo de plagas, 2009). Entre estos
fitopatogenos Fusarium verticillioides es considerado el principal fitopatégeno del maiz, que
afecta la calidad de las semillas, disminuyendo su contenido de proteinas y lipidos. Este
patdgeno se puede encontrar en casi todos los campos de cosecha de maiz sobre todo en los
residuos de cultivo (Oren, Ezrati, Cohen, & Sharon, 2003).

2.2.4 Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides fue reportado por primera vez en Filipinas (Reinking, 1918), este
fitopatdgeno fue aislado del maiz, causando pudricion de la raiz, tallo y mazorca (Cumagun,
Ramos, Dimaano, Munaut, & Hove, 2009). Fusarium verticillioides es un ascomiceto

filamentoso perteneciente a la subdivision Deuteromycota, que agrupa a aquellos hongos en
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los que no se ha descrito una fase sexual o bien, ésta es muy rara, su correspondiente estado
teleomorfico corresponde a Gibberella moniliformis (De Oliveira et al., 2011; De la Torre,
Sanchez, Galeana, & Plasencia, 2014). Fusarium verticillioides es miembro de la seccién
Liseola, en la que sus integrantes no forman clamidosporas, sino hinchamiento de hifas que
ocasionalmente son confundidos con pseudoclamidosporas (Hernandez, 2014). En el estado
anamorfo, o de reproduccion asexual existe abundante produccion de microconidias hialinas,
en su mayoria unicelulares y de forma ovalada, agrupadas en cadenas. Algunas cepas también
forman macroconidias raramente reportadas. Por otro lado, aislamientos iniciales de este
hongo en medio agar papa dextrosa, revelan un crecimiento micelial de color blanco,
posteriormente naranja y finalmente morado, y se ha asociado la produccién de pigmentos de
Fusarium verticillioides con su grado de virulencia (De la Torre, Sanchez, Galeana, &
Plasencia, 2014; Glenn, Richardson, & Bacon, 2004; Deepa & Sreenivasa, 2017).

2.2.4.1 Diseminacion y colonizacion de Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides tiene una distribucion cosmopolita, debido a su capacidad de
adaptarse a diferentes condiciones ambientales. Existen varios mecanismos que favorecen su
diseminacion, entre ellos el hombre, animales e insectos, el agua y el viento tienen un rol
importante en el incremento de infecciones en las plantas (Luna, 2016). Aunado a ello,
Fusarium verticillioides es un fitopatdgeno capaz de infectar todos los 6rganos de la planta de
maiz, incluyendo granos, raices y tallos. Las infecciones por este fitopatdgeno varian
dependiendo de las condiciones ambientales, geogréaficas y la fase de madurez de la planta
(Mohd, Hanzah, Kusai, Zambri, & Salleh, 2017; Summerell, Salleh, & Leslie, 2003).

La infeccién del maiz por Fusarium verticillioides puede ocurrir a través de multiples rutas de
entrada en la planta, este microorganismo al colonizar distintos tejidos causa diversas
enfermedades a lo largo del desarrollo de la planta (Fig. 2). Entre los principales mecanismos
de infeccién de Fusarium verticillioides, se describe: i) infeccién sistémica de plantulas a
partir de conidios o micelios fungicos en la superficie de las semillas (desde la etapa V0). El
hongo penetra de forma directa el pericarpio e infecta la epidermis de la raiz después de que se
siembran las semillas contaminadas. Las hifas colonizan el parénquima del escutelo y llegan
hasta el cortex, dentro de la planta joven Fusarium verticillioides se transporta de las raices al

tallo y finalmente a la mazorca y los granos. La infeccion sistémica también se desarrolla a
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partir del hongo que sobrevive en los rastrojos del suelo (Oren, Ezrati, Cohen, & Sharon,
2003; Botta & Gonzalez, 2012; De la Torre, Sanchez, Galeana, & Plasencia, 2014). ii)
Infeccion del estigma y granos (desde la etapa VV14): Fusarium verticillioides produce macro y
microconidias que son transportadas mediante el viento o la lluvia y llegan al estigma, el
hongo infecta los granos, pero generalmente solo un pequefio porcentaje de los granos
infectados desarrolla sintomatologia. Los conidios acceden a las células del pericarpio y las
hifas se propagan dentro pasando de una célula a otra para acceder al grano (Botta &
Gonzalez, 2012; Oren, Ezrati, Cohen, & Sharon, 2003; Duncan & Howard, 2010; De la Torre,
Sanchez, Galeana, & Plasencia, 2014). iii) Fusarium verticillioides puede infectar el tallo y la
mazorca si existen dafios mecanicos causados por insectos que actGan como vectores de
conidias, por ejemplo: gusano barrenador (Ostrinia sp.), gusano de la raiz (Diabrotica sp.),
gusano elotero y gorgojos, entre otros (De la Torre, Sanchez, Galeana, & Plasencia, 2014;
Jacquat, 2017).

Es importante mencionar que Fusarium verticillioides, al colonizar el maiz en la mayoria de
las etapas del ciclo de crecimiento de la planta, es a la vez un parasito y un saprofito; se puede
encontrar como un endofito sistémico sin la visualizacion de sintomas dependiendo de las
condiciones ambientales (Pereira, Nesci, Castillo, & Etcheverry, 2011). Los sintomas son
variables dependiendo del genotipo de la planta, medio ambiente y la gravedad de la
enfermedad (Lanubile et al, 2014; Bacon, Glenn, & Yates, 2008). Independientemente de la
aparicion de los sintomas, la presencia de este hongo en el maiz constituye un inminente
riesgo debido a su capacidad de producir micotoxinas con efectos carcinogénicos (Joseph &
Cumagun, 2007).
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Figura 2. A. Rutas de infeccion del maiz por Fusarium verticillioides: 1. Infeccidn sistémica de plantulas, 2.
Infeccion del estigma y granos, y 3. Por dafio mecanico ocasionados por insectos. Fuente: De la Torre, Sanchez,
Galeana, y Plasencia, (2014); Jacquat, 2017. B. Podredumbre de la espiga, C. Semillas de maiz con sintomas de
estrias blancas causados por Fusarium verticillioides. Fuente: Aguaysol et al., (2013).

2.2.4.2 Produccion de micotoxinas

Numerosas especies del género Fusarium son consideradas como peligrosos fitopatdgenos,
capaces de colonizar plantas y materias primas agricolas, que ocasionan grandes pérdidas
econdémicas disminuyendo la cantidad y la calidad de los cultivos agricolas (Logrieco,
Bottalico, Mulé, Moretti, & Perrone, 2003). Especies de Fusarium producen toxinas que
amplian su virulencia, entre estas tenemos fitotoxinas (eniatinas y acido fusarico) que son
compuestos toxicos para las plantas, micotoxinas (tricotecenos y fumonisinas) que son toxicas
para los animales y el hombre (Villa et al., 2015). Actualmente se conocen cerca de 300 tipos
micotoxinas siendo las mas relevantes: aflatoxinas (AFs), ocratoxina A (OTA), patulina
(PAT), fumonisinas (FBs), zearalenona (ZEA), tricotecenos y alcaloides del ergot producidas

por especies de Fusarium, Aspergillus, Penicillium y Claviceps (Abrunhosa et al., 2012).
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Fusarium verticillioides es uno de los principales fitopatdgenos caracterizado por producir
metabolitos secundarios tdxicos como las denominadas fumonisinas (micotoxinas), que
contaminan los cultivos y los sitios de almacenamiento de granos (Desjardins & Plattner,
2000). Las fumonisinas fueron descritas por primera vez en 1988 por Gelderblom et al.
(Afolabi, Bandyopadhyay, Leslie, & Ekpo, 2006). Desde su descubrimiento mas de 15
fumonisinas se han aislado y caracterizado, agrupadas en cuatro categorias principales A, B, C
y P (Stockmann-Juvala & Savolainen, 2008). De estas las fumonisinas B1, B2 y B3, son
encontradas predominantemente en condiciones de campo (Shim & Woloshuk, 2001).
Estructuralmente, las fumonisinas contienen un esqueleto lineal de 20 carbonos, con un amino
en el C-2 y residuos de acido tricarboxilico esterificados en C-14 y C-15. Estos compuestos
difieren por la presencia o la ausencia de un grupo hidroxilo en los C-5y C-10 (De la Torre,

Sanchez, Galeana, & Plasencia, 2014).

Entre las fumonisinas, las de tipo B (FB) son sumamente toxicas y han sido clasificadas por la
Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer como sustancias de la clase 2B,
posiblemente carcindgenas para los seres humano (Serrano & Cardona, 2015; Duvick, 2001).
En especial la FB1 es generalmente el miembro mas abundante de la familia de las
micotoxinas producidas por Fusarium verticillioides y estd asociada a distintos tipos de
enfermedades, entre ellas, leucoencefalomalacia en caballos (Logrieco, Bottalico, Mulé,
Moretti, & Perrone, 2003), cancer de higado en ratas, edema pulmonar en cerdos,
neurodegeneracion en ratones (Afolabi, Bandyopadhyay, Leslie, & Ekpo, 2006), cambios
morfologicos testiculares y la reduccion de la fertilidad en conejos (Ewuola & Egbunike,
2010) y cancer de esofago, lesiones cutaneas, queratitis en humanos (Deepa & Sreenivasa,
2017). Estos efectos nocivos, se deben principalmente al mecanismo que poseen para
interrumpir vias biosintéticas de esfingolipidos ya que son estructuralmente similares a la
esfinganina, un intermediario biosintético del esfingolipido, inhibiendo la enzima esfinganina
N-aciltransferasa o ceramida sintasa. (Desjardins & Plattner, 2000; Stockmann, Juvala &
Savolainen, 2008; Merrill et al., 2001; Soriano, Gonzales, & Catala, 2005). Los esfingolipidos
son elementos esenciales en la estructura de la membrana celular particularmente en células
nerviosas y lipoproteinas, ademas actuan en la sefializacion celular como segundos mensajeros
para los factores de crecimiento, diferenciacion y muerte celular. El papel de FB1 como

elemento de virulencia en la infeccion por Fusarium verticillioides en la planta, aun no esta
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totalmente descrito, pero estudios realizados indican que la FB1 incrementa la virulencia del
patdgeno y promueve la colonizacién del hongo en el tejido vegetal. La toxina puede influir en
la reduccion del crecimiento, inhibir la elongacion radicular de las semillas de maiz en la
germinacién y, ademas, disminuir la longitud de la raiz y el tallo. También se ha reportado que
la FB1 bloquea la biosintesis de esfingolipidos en células vegetales (Desjardins & Plattner,
2000; De la Torre, Sanchez, Galeana, & Plasencia, 2014).

Las fumonisinas reciben gran atencion porque son contaminantes comunes de los cereales y
productos derivados de ellos. Son de distribucion ubicua y se encuentran con frecuencia en
productos agricolas recién coscacheados y almacenados, como cereales, en todas las etapas de
su produccion, procesamiento y almacenamiento (Deepa & Sreenivasa, 2017). Ademas, del
maiz también se ha detectado FB1 en el arroz, sorgo, salvado de trigo, harina de soja y comida
para aves de corral (Stockmann-Juvala & Savolainen, 2008) y en niveles bajos en cebada y
trigo (Deepa & Sreenivasa, 2017). En algunos paises se ha reportado presencia de FB1 en
arroz, harina, pan, cereales para el desayuno e inclusive galletas, en niveles de 0.010-0.790
ug/g (Cirillo, Ritieni, Galvano, & Coohieri, 2003). Ademas, se reportd niveles muy bajos de
FB1 en cerveza de maiz (Shephard et al., 2005). EI consumo de alimentos preparados con
cereales contaminados con estas micotoxinas se ha asociado a intoxicaciones agudas, en las
cuales se presentan manifestaciones gastrointestinales como vomitos, diarrea, dolor abdominal
y deshidratacion, como también enfermedades cronicas graves (Peraica, Radic, Lucic, &
Pavlovic, 1999; Marin, 2010).

2.2.5 Uso de plaguicidas en la agricultura

La mayor parte de los problemas fitosanitarios son causados por hongos, bacteria, insectos y
virus, que afectan diversas partes de la planta, provocando desde la disminucion de la calidad
del producto y hasta el decaimiento total de la planta. El control de plagas y enfermedades
depende, en gran parte, de la aplicacion de productos quimicos sintéticos como
organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides, biperidinas entre otros, los cuales
ocasionan problemas de salud humana, desequilibrio ambiental, y desfavorablemente el
surgimiento de plagas y enfermedades mas agresivas y resistentes a ellos (Martinez et al.,
2010). Los pesticidas son utilizados ampliamente para controlar las enfermedades de los

cultivos causadas por fitopatdégenos fangicos, sin embargo, algunos fitopatégenos fingicos son
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ademas productores de micotoxinas que se distribuyen en los cultivos, afectan animales y
humanos por su elevada toxicidad. Los pesticidas reducen las enfermedades fungicas en los
cultivos, pero no reducen su contaminacion con micotoxinas, en contraste, existe evidencia de
que el uso de pesticidas quimicos puede estar asociado con el incremento en la produccion de
micotoxinas, ademas es posible que la resistencia a los pesticidas contribuya al incremento en
la produccion de micotoxinas (D’Mello et al., 1998; Arroyo, Huertas, Gamiz, & Garcia,
2014).

El control quimico es una de las practicas mas comunes de manejo de plagas en areas de
produccion agricola. Se estima que en la actualidad aproximadamente el 85% de los
plaguicidas empleados en el mundo se utilizan en el sector agropecuario (Cervantes, 2010). En
Bolivia el uso de plaguicidas es una practica creciente y resulta de relevancia para la salud
publica por los efectos potenciales de exposicidn activa en las poblaciones trabajadoras. Es
aun muy usual observar que agricultores emplean plaguicidas extremadamente toxicos en las
practicas de explotacion agricola tales como Metamidophos, profenophos, Monocrotophos
(grado la, 1b y I1). EI manejo de plaguicidas es altamente toxico debido a varios factores, entre
ellos la falta de asistencia técnica del Estado, venta ilegal e indiscriminada de plaguicidas en
ferias rurales, deficiente control en puestos fronterizos, etc. (Plan de manejo de plagas, 2009).
En los dltimos ocho afios, las importaciones de plaguicidas a Bolivia ascendieron a 1.237
millones de ddlares, por la compra de 228 mil toneladas de plaguicidas, en términos de valor
méaximo histérico en la gestion 2014 (IBCE, 2015). Se estima que hasta un 30 a 35% de
plaguicidas ingresan al pais de manera ilegal y estan presentes en casas comerciales y campos
productores. Asimismo, se ha reportado la comercializacion libre de 2,4-D-fipronil,
cipermetrina, metamiphodos, endosulfan y monocrotophodos, los tres Gltimos prohibidos para
la venta (Zanabria, Bickel, Jacobi, & Delgado, 2018).

La presencia de residuos de plaguicidas en los alimentos puede derivar en enfermedades en el
ser humano, segun un estudio realizado por la Fundacion Plaguicidas en Bolivia (PlagBol)
donde se encontr6 cuatro tipos de plaguicidas en lechugas tales como: Cipermitrin,
Clorpirifos, Difenoconazol y Lambda-Cihalotrin (Cuevas, 2015). También se reportd, la
presencia de residuos de plaguicidas en tomates como los organosfosforados (clorpirifos,

dimetoato, metilparation, malation) por encima de los limites permisibles en dos localidades
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productoras de tomate en Bolivia, Omereque y Rio Chico. Lo méas preocupante fue la
presencia de metilparation que se encontrd en méas del 60% de muestras colectadas en cultivos
de tomate, conteniendo una concentracion mayor al limite maximo permitido (0,2mg/kg).
Segun la OMS, este plaguicida es extremadamente peligroso, por inhalacion los efectos a nivel
respiratorio incluyen hemorragias y escurrimiento nasal, en contacto con la piel causa sudores
y contracciones involuntarias y el envenenamiento agudo afecta al sistema nervioso central
(Alvarez, Rodrigo, Huici, Barbieri, & Renjel, 2010). La exposicién a plaguicidas puede
representar un riesgo potencial para los seres humanos, ocasionando neuritis, manifestaciones
psiquiatricas, trastornos hepatorenales, problemas neuroldgicos, inmunolégicos, metabdlicos,
endocrinos, infertilidad entre otros. Asimismo, ha sido relacionado con el aumento en la
incidencia de leucemia y cancer de vejiga en agricultores, como consecuencia de sus efectos

genotdxicos (Ascarrunz et al., 2006).

Debido a los efectos negativos al uso de plaguicidas, en la actualidad el agricultor emplea
practicas ecoldgicas para el mantenimiento de suelo y plantas, con el objetivo de prevenir y
minimizar el efecto de las plagas y enfermedades en los cultivos agricolas, entre ellas,
preparacion del suelo, deshierbes, fertilizacion organica o quimica que disminuye la
predisposicion de la planta a las enfermedades, enmiendas organicas, labranza, rotacion de
cultivos y/o siembra de policultivos, siembra temprana, inspeccion de plantas por lo menos
una vez por semana eliminando manualmente las posibles plagas, eliminacién de plantas
enfermas, uso de trampas para insectos, recoleccion temprana ante la aparicién de plagas,
entre otros. El uso eficiente de estas estrategias ha permitido el manejo racional de
enfermedades y plagas disminuyendo el indculo primario y creando condiciones desfavorables
para la infeccién de los patégenos (Manejo integrado de plagas, 2011; Koenning, 2003). Méas
alla de las buenas préacticas agrondmicas y horticolas, los productores a menudo dependen en
gran medida de fertilizantes quimicos y pesticidas, que han contribuido a la mejora en la
productividad y calidad de los cultivos. Sin embargo, la contaminacion ambiental causada por
el uso excesivo e indebido de agroquimicos ha provocado aversion hacia el uso de pesticidas
en la agricultura. Ante la necesidad de las comunidades de disponer insumos alternativos para
el control de enfermedades y plagas, el control bioldgico surge como una estrategia que
involucra el empleo de organismos o sus productos para el control de enfermedades y plagas,

convirtiéndose en una alternativa atractiva para la disminucion del uso de productos quimicos
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debido a los riesgos de contaminacion ambiental y al aumento de la demanda de alimentos
organicos (Krishna & McSpadden, 2006; Ibarra et al., 2006).

Adicionalmente, los microorganismos antagonistas (bacterias, levaduras y hongos) empleados
en el control bioldgico, tienen la capacidad de ejercer un efecto antagonista sobre diferentes
patdgenos y se utilizan para mejorar diversos cultivos agricolas, por ejemplo, Bacillus
licheniformis fue empleado para el control de la antracnosis y de las pudriciones pediculares
en cultivos de mango causados por Colletotrichum gloeosporioides (Hernandez, Bautista, &
Veldzquez, 2007). Bacillus thuringiensis actia como un bioinsecticida para el control de una
variedad de plagas en especial orugas (Usta, 2013), Bacillus amyloliquefaciens empleado para
el tratamiento de enfermedades fungicas transmitidas por el suelo, Trichoderma sp. es
empleado también para el control de enfermedades en diversos cultivos vegetales, cereales, de
algodon y otros (Van Lenteren, Bolckmans, Kohl, Ravensberg, & Urbaneja, 2017). Asi
también se ha reportado que Candida oleophila es un antagonista de hongos fitopatogenos
como Botrytis cinérea y Penicillium expansum, causantes de la pudricion en cultivos de
duraznos (Hernandez, Bautista, & Veladzquez, 2007). Por otro lado, metabolitos o
subproductos generados por microorganismos también son empleados en el control biol6gico
de enfermedades en cultivos agricolas, algunos ejemplos de metabolitos microbianos
reportados que estan implicados en la supresion de patdgenos de las plantas incluyen: Iturina
A producido por Bacillus subtilis QST713, metabolito implicado en la inhibicién de Botrytis
cinerea y R. solani, que afectan cultivos agricolas. Pirrolnitrina producido por Burkholderia
cepacia como inhibidor del crecimiento de R. solani y Pyricularia oryzae (Krishna &
McSpadden, 2006).

Durante méas de 50 afios se ha observado que existen bacterias y hongos que colonizan el
tejido vegetal de las plantas sin causar efectos negativos en su hospedero, estos son los
denominados microorganismos endofitos. Se ha reportado que los microorganismos endoéfitos
estan involucrados en la proteccion de la planta contra la infeccion de patégenos (Backman &
Sikora, 2008), considerandose como una alternativa para el control bioldgico de enfermedades

en plantas.
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2.2.6 Bacterias endofitas asociadas a las plantas

Los microorganismos endofitos residen asintomaticamente dentro de los tejidos vegetales
sanos sin causar efectos negativos en su hospedero (Prabhali & Dhruva, 2015). Las bacterias
enddfitas ingresan al tejido a través de las radiculas germinativas, raices, estomas 0 como
resultado del dafio foliar, aberturas o heridas naturales (Zinniel et al., 2002). El proceso
invasivo de la bacteria al tejido vegetal, involucra la produccién de enzimas hidroliticas como
proteasas, lipasas, celulasas, pectinasas, endoglucanasas (Singh, Kumar, Singh, & Pandey,
2017). Dentro del tejido vegetal los microorganismos enddéfitos pueden colonizar la raiz de las
plantas estableciendo subpoblaciones que se propagan sistematicamente dentro de las plantas
hasta colonizar tallos y hojas, y es muy probable que también puedan colonizar flores, frutos y
semillas, pero en densidades muy bajas (Compant, Clément, & Sessitsch, 2010; Purnawati,
Rochdjatun, Latief, & Hadiastono, 2014). Sin embargo, la comunidad endofita es dindmica y
esta influenciada por diversos factores como la estructura fisicoquimica del suelo, la fase de
crecimiento de la planta y su estado fisioldgico, condiciones ambientales y la diversidad
microbiana del suelo (Fig. 3) (Eljounaidi, Lee, & Bae, 2016).

La interaccion entre el enddfito y la planta se basa en una relacion simbidtica, donde las
bacterias endofitas pueden promover el crecimiento de las plantas directa o indirectamente. La
promocion directa del crecimiento vegetal implica la produccion de fitohormonas, la fijacion
de nitrégeno, solubilizacion de fosfatos, produccion de siderdoforos para la captacion de hierro
del suelo y también facilita la disponibilidad y absorcion de nutrientes. La promocion indirecta
del crecimiento vegetal ocurre reduciendo el dafio a las plantas luego de una infeccion causada
por microorganimos patogenos, incluyendo hongos y bacterias (Sgroy et al., 2009; Santoyo,
Moreno, Orozco, & Glick, 2016; Lodewyckx et al., 2002). Estudios sobre la diversidad de
microorganismos enddéfitos aislados de tejidos internos de plantas, mediante métodos basados
en cultivo, han revelado més de 129 especies aisladas, con géneros bacterianos como
Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Agrobacterium y otros (Sessitsch, Reiter, Pfeifer, &
Wilhelm, 2002).

2.2.6.1 Bacterias enddfitas como agentes de control biolégico

La pérdida de cultivos por problemas fitosanitarios sigue siendo uno de los problemas mas

graves debido al aumento de las enfermedades que se presentan durante el desarrollo de
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cultivos agricolas. Los microorganismos enddéfitos han sido reportados como agentes de
control contra fitopatdgenos en diversos cultivos, debido a que las bacterias endofitas
colonizan el mismo nicho ecoldgico compitiendo con fitopatdgenos, exhibiendo un potencial
como agentes de “control biologico” (Chebotar et al., 2015). El control bioldgico, en su
sentido mas amplio emplea organismos distintos al hombre con el fin de controlar
enfermedades en plantas o reducir la cantidad o efecto de patdgenos (Hofte & Altier, 2010).
Numerosos reportes han demostrado que los microorganismos endofitos tienen la capacidad
de controlar a microorganismos patdgenos de las plantas, ademas de insectos y nematodos
(Ryan, Germaine, Franks, Ryan, & Dowling, 2008). Las bacterias end6fitas compiten por su
nicho ecoldgico con los fitopatdgenos, por ello poseen mecanismos de control bioldgico
ampliamente reconocidos, entre ellos, la competencia con el patdgeno por nichos ecolégicos o
nutrientes; la antibiosis, un mecanismo que se caracteriza por la capacidad de una bacteria
enddfita para producir compuestos antimicrobianos e inhibir el crecimiento de fitopatdégenos;
los enddfitos tienen la capacidad de inducir resistencia sistémica en las plantas hospedadoras
promoviendo la expresion de genes que confieren resistencia contra un amplio espectro de
patdgenos; parasitismo, cuando el antagonismo puede operar simplemente usando el patdégeno
como fuente de alimento; también se describe que los endofitos pueden interferir en la
capacidad de deteccion del quorum sensing del patdgeno al degradar las sefiales de expresion
de genes de virulencia (Fig. 3) (Etminani & Harighi, 2018; Berg & Hallmanm, 2006;
Olanrewaju, Glick, & Babalola, 2017; Compant, Duffy, Nowak, Clément, & Ait, 2005; Berg
& Hallmanm, 2006). Sin embargo, lo méas probable es que exista una combinacién de varias

estrategias de biocontrol exhibidas poblaciones bacterianas endofitas.

La capacidad de inhibir el crecimiento de fitopatdgenos se ha reportado en ciertos géneros
bacterianos como ser: Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas, Burkholderia, Agrobacterium
entre otros. Por ejemplo, se reporté que Pseudomonas fluorescens y Bulkholderia sp., tienen
la capacidad de promover el crecimiento vegetal, debido a que producen metabolitos activos
que tienen efecto antagonico e inhiben el crecimiento de hongos como ser Fusarium sp,
Curvularia sp, Alternaria alternata (Trujillo, Diaz, Herndndez, & Heydrich, 2007). Otros
estudios revelan que cepas de Bacillus, aisladas de las raices de arroz, presentan la capacidad
de inhibir el crecimiento micelial de fitopatdgenos (Chung, Toajjal, Khan, Hyun, & Ok, 2015).
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En este sentido, varios estudios reportan que los microrganismos endodfitos nativos son

utilizados como una potencial alternativa de control biologico (Suarez & Rangel, 2013).
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Figura 3. Representacion esquematica de los diferentes factores que influyen en la comunidad enddfita:
condiciones ambientales, el estado de desarrollo y fisiologia de la planta, el microbiota del suelo y la estructura
fisicoquimica del suelo. Ademas, la presentacion de posibles mecanismos de supresion de enfermedades
ocasionados por patdgenos empleando bacterias endofitas: antibiosis, resistencia sistémica inducida, promocién
del crecimiento, competencia, parasitismo e interferencia de sefiales. Fuente: Eljounaidi, Lee, & Bae, (2016).

2.3 Marco Conceptual

Fitopatogenos: Son aquellos microorganismos que ocasionan enfermedades y deterioro en las
plantas, los cuales son responsables de grandes pérdidas en los cultivos.

Plaguicidas: Sustancia o mezcla de ellas donde se asocia excipientes o diluyentes
denominados ingredientes inertes, destinadas a prevenir, destruir o controlar plagas,
incluyendo vectores de enfermedad humana o animal (Ramirez & Lacasafia, 2001).

Control Bioldgico: Es un método que emplea organismos vivos para reducir la densidad de la
poblacion de otros organismos como son las plagas (Villacide & Corley, 2012).

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal: Bacterias asociativas que tienen la capacidad

de estimular directamente el crecimiento de la planta, por diversos mecanismos como el aporte
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de nitrogeno por el proceso de fijacion bioldgica de nitrogeno atmosférico, produccion de
sustancias reguladoras del crecimiento, incremento en el volumen de la raiz, solubilizacion de
minerales y nutrientes, induccion de la resistencia sistémica a patdégenos (Loredo, Lopez, &
Espinosa, 2004).

Siderdforos: Moléculas secretadas por microrganismos en condiciones de deficiencia de
hierro para su secuestro, son moléculas de bajo peso molecular solubles en medio acuoso
(Moreno, Jiménez, Garcia, & Preciado, 2012).

Resistencia sistémica en la planta: Una o varias moléculas excretadas por los
microorganismos controladores bioldgicos inducen autodefensas en las plantas frente a
cualquier fitopatdgeno. Existen dos tipos de resistencia la constitutiva y la inducida (Robles,
s.f.).

Metabolitos secundarios: Son aquellos compuestos sintetizados por microorganismos, que no
tienen un rol directo en el crecimiento y reproduccién del mismo, pero confieren
caracteristicas especiales al organismo, por ejemplo, antibiéticos, pigmentos, antioxidantes y
otros. Se producen después del crecimiento (Metabolismo Secundario, 2011).

Rizosfera: Espacio de interaccion entre raices y microorganismos del suelo, esta zona esta
caracterizada por el aumento de la biomasa y su actividad. La rizdsfera provee un complejo y
dindmico microambiente, donde las bacterias y hongos se asocian con las raices (Steciow, s.f.)
Bioplaguicidas: Los bioplaguicidas son plaguicidas naturales que derivan de plantas,

microrganismos.

3. Formulacién de la hipo6tesis de investigacion

Hipétesis nula: Las bacterias endofitas seleccionadas no poseen actividad antagonica contra
el crecimiento de Fusarium verticillioides, principal fitopatdgeno de cereales, ya sea por

mecanismos de inhibicidn directa o por produccion metabolitos solubles y volatiles.

Hipdtesis alternativa: Las bacterias endofitas seleccionadas poseen actividad antagdnica
contra el crecimiento de Fusarium verticillioides, principal fitopatdgeno de cereales, ya sea

por mecanismos de inhibicion directa o por produccion de metabolitos solubles y volatiles.
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4. Operacionalizacion de las variables de investigacion

TIPO DE

VARIABLE VARIABLE

DIMENSION INDICADOR

Bacterias endofitas
antagonicas contra
Fusarium verticillioides

Cuantitativa Seleccion de bacterias Inhibicion directa del
continua enddfitas fitopatégeno

Inhibicién de
Fusarium
verticillioides a través
de la reduccién del
crecimiento micelial

Metabolitos solubles y
Cuantitativa  volatiles producidos por
continua bacterias enddfitas
seleccionadas

Capacidad antagonica de
metabolitos bioactivos
bacterianos

Propiedades fisiologicas, i Identificacion de
o Cualitativa . g
bioquimicas y : bacterias endofitas
. discreta i
antagonistas seleccionadas

Pruebas positivas y
negativas

Fuente: Elaboracidn propia

5. Disefio metodoldgico
5.1 Poblacion en estudio, &mbito y periodo de investigacion
5.1.1 Poblacion en estudio

La poblacién en estudio comprende cepas de bacterias enddfitas criopreservadas y el
fitopatdgeno que corresponde a Fusarium verticillioides, que fueron colectados del cepario del
Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (IIFB), para la evaluacién de la actividad
inhibitoria de metabolitos bioactivos producidos por bacterias enddfitas frente al crecimiento
de Fusarium verticillioides.

5.1.2 Ambito
El estudio se desarroll6 en los laboratorios del Area de Biotecnologia Microbiana del Instituto
de Investigaciones Farmaco Bioquimicas de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y

Bioguimicas de la Universidad Mayor de San Andrés.

5.1.3 Periodo de investigacion

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el periodo de 2017-2018.
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5.2 Tipo de investigacion

Se desarroll6 una investigacion de tipo experimental, para determinar la capacidad inhibitoria
de metabolitos bioactivos producidos por bacterias enddfitas frente al crecimiento de
Fusarium verticillioides in vitro, modificando la variable independiente como medio de
cultivo, tiempo, y evaluando su efecto inhibitorio contra el crecimiento de Fusarium

verticillioides, como variable dependiente.

5.3 Materiales, métodos, técnicas y procedimientos

5.3.1 Protocolo de investigacion
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Bacterias endofitas productoras de metabolitos con efecto antag6nica contra Fusarium verticillioides, principal

fitopatdgeno de cereales

Microorganismos: Bacterias endofitas (antagonista) y Fusarium verticillioides (fitopatégeno)

Activacién y Control
de axenidad

Aislamiento y
Caracterizacion

1. Seleccion preliminar de
bacterias endofitas con
actividad biocontroladora
contra Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides

2. Produccion y evaluacién de
metabolitos bacterianos con
actividad inhibitoria contra

3. Caracterizacion de bacterias
endofitas  seleccionadas por su
capacidad de producir metabolitos
bioactivos contra Fusarium
verticillioides

(CEL) — Metabolitos solubles

Enfrentamiento dual en placa Cultivo en estado liquido
|
Bacterias con  actividad - —
inhibitoria > 50% Cultivo en estado sélido —| Metabolitos volatiles
| (CES)
Cinética de crecimiento

— Metabolitos combinados

Conservacion de cepas

Evaluacion de la actividad
inhibitoria in vitro (% de
inhibicion)

Propiedades fisiologicas

Propiedades bioquimicas
I
Propiedades antagonistas
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5.3.2 Microorganismos
5.3.2.1 Microorganismos antagonicos (Cepas Bacterianas)

Cuarenta y un muestras criopreservadas de bacterias enddfitas provenientes del cepario del
IIFB fueron empleadas en este estudio. Estos microorganismos fueron aislados a partir de
tejidos vegetales de Thola (Parastrephyale pidophylla) y Tarwi (Lupinus mutabilis Sweet), los
cuales 20 cepas bacterianas corresponden a Tarwi y 21 a Thola, se reportd su capacidad de
fijacion de nitrogeno (Vasquez, 2018). Adicionalmente, con fines comparativos se empleo la

cepa Pseudomonas rhizosphaerae por su actividad biocontroladora.

5.3.2.2 Microorganismo patdgeno (Fitopatégeno Fungico)

En el presente estudio se utilizd el hongo fitopatdgeno Fusarium verticillioides, cepa
proveniente del cepario de Biotecnologia fungica-11FB, tipificada morfoldgica, fisioldgica y

genéticamente en el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimica (Mamani, 2017).

5.3.3 Activacion, control de axenidad y aislamiento

Las muestras bacterianas endofitas criopreservadas fueron activadas en caldo nutritivo (CN) a
28 * 1°C durante 48 horas. Posteriormente, se realizaron resiembras en CN (3%, v/v) y se
incubaron a 28 + 1°C durante 48 horas. Se evaluo el caracter axénico de cada muestra,
realizando diluciones seriadas (10 a 10#), sembrando 100 pL de cada suspension bacteriana
en placas de agar nutritivo (AN) e incubando a 28 + 1°C por 48 horas. Colonias aisladas en
placas con AN, fueron colectadas empleando un asa bacterioldgica y re-sembradas por estria y
agotamiento en placas con AN, las cuales se incubaron a 28 + 1°C por 48 horas.

Seguidamente, la cepa de Fusarium verticillioides fue reactivada en agar papa-dextrosa
(PDA), se inoculd 100 pL de una suspension de esporas (10° esporas/mL, aprox.) en pozos de
6 mm de didametro situados en el centro de la caja Petri y se incubo a 28 + 1 °C por 7 dias.
Posteriormente, se realiz6 un lavado monospdrico adicionando 2 mL de solucion fisiologica
(0.9%, p/v), y agitando la caja Petri con movimientos circulares. La suspension de esporas se
recolectd en viales estériles, se realizd diluciones seriadas (10 - 10-%), sembrando 100 pL de
la suspension en placas con PDA e incubando a 28 + 1°C por 24 horas. Posteriormente, se

realizaron observaciones para detectar la germinacion de las conidias empleando un
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estereomicroscopio (Optika, Italy). Se selecciond una conidia y se transfirié a una nueva caja

Petri con PDA, e incub6 a 28 + 1 °C durante 7 dias.

5.3.3.1 Preparacion de inoculo fungico

La suspensidn de esporas del Fusarium verticillioides se prepar6 a partir de un cultivo puro en
PDA de 7 dias de crecimiento, adicionando 2 mL de solucion fisiologica (0.9% p/v) y
homogenizando mediante movimientos circulares para suspender las esporas. Se recolecto la
suspension de esporas en tubos estériles de tapa rosca. 10 pL de la suspension de esporas
fueron depositados en una camara de Neubauer, para realizar el recuento en el cuadrante
central. El in6culo fungico para los experimentos subsecuentes fue ajustado a una

concentracion de 1.6 x10® esp/mL, empleando el procedimiento descrito.

5.3.3.2 Cinética de crecimiento de Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides fue evaluada en funcion a la cinética (velocidad) de crecimiento. Para
ello, se prepard una suspension de esporas una concentracion equivalente a 1.6 x10°8 esp/mL,
posteriormente se inocul6 100 pL de la suspensién en pozos de 6 mm de didmetro situados al
centro de las placas Petri, 19 cm, con medio PDA. Las placas fueron incubadas a 28 = 1°C
hasta que el micelio detuviera su crecimiento por contacto con los bordes de la caja Petri. La
medicion se realizo en el reverso de la placa de Petri desde el borde del inoculo hasta la punta
del micelio. Se midi6 cada 24 horas, el crecimiento del frente hifal en las cuatro orientaciones
(norte, sur, este, oeste). El incremento del crecimiento hifal en cm fue graficada en funcion del

tiempo.
5.3.4 Caracterizacion morfologica de microorganismos

Colonias de cepas de bacterias enddéfitas desarrolladas en placas de AN, fueron caracterizadas
en funcion a su morfologia macroscépica: tamafio, forma, color, borde, superficie y
consistencia de colonias, y sus caracteristicas microscopicas, cuando cada una de las cepas
bacterianas fue sometida a tincion diferencial Gram cuya observacion fue realizada empleando

un microscopio optico (Olympus, Taiwan) con una magnificacién de 1000X.

El micelio de Fusarium verticillioides desarrollado en PDA fue caracterizado

macroscopicamente en funcidn a la coloracion, tipo de crecimiento y aspecto del micelio
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empleando un estereomicroscopio. Para la caracterizacion microscopica se empled cinta
adhesiva transparente sobre la superficie del micelio, la cual fue colocada sobre un
portaobjetos que contenia una gota de colorante vegetal, la preparacion se observo al

microscopio utilizando una magnificacién de 400X.

5.3.5 Seleccidn preliminar de bacterias endofitas con actividad biocontroladora

Se realiz6 la evaluacion preliminar de antagonismo en placa para seleccionar las cepas de
bacterias endofitas con actividad inhibitoria in vitro sobre el crecimiento Fusarium
verticillioides. Para ello, se emple6 la técnica de enfrentamiento dual descrita por Sgroy et al.,
(2009), con las siguientes modificaciones: se emple6 un cultivo activo de cada aislado
endofito desarrollado por 24 horas en AN, 3 0 5 colonias fueron seleccionadas y transferidas a
solucion fisioldgica (0.9%, p/v) hasta obtener una turbidez equivalente al tubo 0.5 de la escala
de McFarland (1.5 x 108UFC/mL). Se sumergio un hisopo estéril dentro de cada suspension
bacteriana retirando el exceso en las paredes del tubo, y se sembré el inoculo uniformemente
en la superficie de medio PDA para obtener un crecimiento confluente. Se utilizo medio estéril
como control negativo y un saturado de Pseudomonas rhizosphaerae (1.5 x 108 UFC/mL)
como control positivo. Posteriormente, se inoculdé 80 uL de una suspensiéon de esporas de
Fusarium verticillioides a una concentracion de 1.6 x10° esp/mL en pozos de 6 mm de
diametro situados al centro de las placas Petri. Las placas fueron incubadas a 28 + 1°C por 15
dias. Los resultados fueron evaluados a través de la determinacion del porcentaje de inhibicion
micelial de Fusarium verticillioides (descrito en la seccion 5.3.7.4) y se seleccionaron como
antagonistas a aquellas cepas bacterianas cuyo porcentaje de inhibicién fue mayor o igual al
50%.

5.3.5.1 Conservacion de cepas

Las cepas de bacterias endofitas seleccionadas en la prueba de antagonismo en placa (seccion
5.3.5) fueron criopreservadas en glicerol (25%, v/v) empleando el procedimiento descrito por
Hubalck, (2003). 3 mL de un cultivo activo de cada cepa bacteriana desarrollada por 24 horas
en CN, fue centrifugado a 3500 rpm por 10 min, el paquete celular fue transferido a tubos de
criopreservacion estériles. Seguidamente, se adiciond 750 puL de CN estéril e incubd a 28 +

1°C por una hora, para agregar 250 pL de glicerol estéril. Las suspensiones celulares fueron
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mantenidas a temperatura ambiente por una hora, a 4 °C por una hora, a -20 °C por 18 horas y

fueron conservadas a -80 °C hasta su uso.

5.3.6 Determinacién de parametros cinéticos de bacterias endofitas seleccionadas

Las bacterias endofitas con actividad antagonica seleccionadas en la seccion 5.3.5, fueron
evaluadas en funcion a sus parametros cinéticos, que incluyeron: cinética de crecimiento
bacteriano y variacion de pH durante su desarrollo. Para ello, se prepard una suspension
bacteriana activa con una concentracion equivalente al tubo 0.5 de la escala de McFarland (1.5
x 108 UFC/mL). Alicuotas de 0.1% (v/v) fueron inoculadas en 150 mL de CN (pH 6.9 + 0.3) e
incubadas a 28 + 1°C, 120 rpm durante 48 horas. Muestras de 3 mL del cultivo bacteriano
fueron recolectadas cada tres horas, para determinar el incremento de la turbidez a una
longitud de onda de 620 nm en un espectrofotometro (Cary 50 Bio UV-Visible, Australia). Asi
mismo, se registrd la variacion de pH empleando un potenciometro de mesa (Oaktron,
Singapur). El incremento de absorbancia y la variacion de pH fueron graficadas en funcion del

tiempo.

5.3.7 Produccién y evaluacion de metabolitos bioactivos solubles con actividad

inhibitoria contra Fusarium verticillioides

5.3.7.1 Produccion de metabolitos bioactivos solubles por cultivo en estado liquido

Las bacterias enddfitas con actividad antagonica seleccionadas en la seccidon 5.3.5 fueron
estudiadas en funcion a su capacidad de producir metabolitos solubles con actividad
inhibitoria contra Fusarium verticillioides. Para ello, se evaluaron procesos de acuerdo al
procedimiento descrito por Mohammed & Ravishankar, (2015) con las siguientes
modificaciones: Se emplearon viales (100 mL) que contenian 70 mL de CN, los cuales fueron
inoculados con una suspensién bacteriana endofita al 0.1% (v/v), con turbidez equivalente al
tubo 0.5 de la escala de McFarland (1.5 x 108 UFC/mL), utilizando como control positivo una
suspension de Pseudomonas rhizosphaerae (1.5 x 102 UFC/mL) en las mismas condiciones.
Posteriormente, los viales se incubaron a 28 £ 1 °C y 120 rpm Yy se recolectaron muestras (70
mL) cada 0, 18, 24, 36, 48, 72, 120, 168 horas para la obtencion del filtrado bacteriano
(metabolitos solubles). Para ello, las muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 20 min

a 5 °C, recuperando el sobrenadante, para filtrarlo a través de una membrana de nitrocelulosa
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(diametro de poro 0.2 um). Cada filtrado obtenido debidamente rotulado, se almacené a 4 °C
para posteriormente evaluar su actividad antagonica in vitro sobre Fusarium verticillioides

(procedimiento descrito en la seccion 5.3.7.3).

5.3.7.2 Produccion de metabolitos bioactivos solubles por cultivo en estado solido

Las bacterias endofitas con actividad antagonica seleccionadas en la seccién 5.3.5 fueron
estudiadas en funcién a su capacidad de producir metabolitos solubles, por cultivo en estado
solido (CES) de acuerdo a los procedimientos descritos por descritos por Ghribi et al., (2012)
y Danesh, Mamo & Mattiasson (2011), con las siguientes modificaciones: Salvado de trigo
(0,3-0,4 cm) y cascarilla de arroz (0,5-0,6 cm), fueron empleados como sustratos solidos. Para
ello, se pesaron 40 g de cada sustrato y transfirieron a matraces Erlenmeyer de 1000 mL. A
continuacion, el sustrato fue esterilizado dos veces a 121 °C por 15 min, en un intervalo de 12
h para eliminar los microorganismos formadores de esporas provenientes del sustrato.
Posteriormente, se afiadié agua destilada en condiciones asépticas, 80 mL para el salvado de
trigo y 60 mL para la cascarilla de arroz (proporcion 1:2.5 y 1:1.5 p/v, respectivamente).
Luego, se inoculd 16 mL de cada cultivo enddfito seleccionado (16-20 %, v/v) activado
previamente en CN durante 24 horas. Pseudomonas rhizosphaerae fue empleada como control
positivo en las mismas condiciones y agua destilada estéril en lugar del inoculo bacteriano fue
empleada como control negativo. Todos los matraces fueron incubados en estanco a 28 £ 1 °C
por 120 horas, abriendo asépticamente los tapones de cada matraz a las 48 y 96 horas para
facilitar la transferencia de gases. Posterior a las 120 horas de incubacion, se afiadié 40mL de
agua destilada a cada matraz, agitando a 150 rpm durante 30 min., todo el contenido de cada
matraz fue centrifugado dos veces a 10.000 rpm durante 15 min a 5 °C. Los sobrenadantes
fueron colectados y filtrados empleando una membrana de nitrocelulosa (tamafio de poro 0.45
um) y cada filtrado obtenido debidamente rotulado, se almacend a 4 °C para posteriormente

evaluar su actividad antagénica in vitro (procedimiento descrito en la seccién 5.3.7.3).

5.3.7.3 Evaluacion de la actividad inhibitoria de filtrados bacterianos contra Fusarium

verticillioides

Cada filtrado bacteriano, obtenido por cultivo en estado liquida o s6lido, fue evaluado por su

actividad inhibitoria in vitro contra Fusarium verticillioides. Para ello, se emple6 la técnica de
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vertido en placa descrito por Reinozo et al., (2007) con algunas modificaciones: Se realiz6 una
dilucion 1:1 (v/v) de cada filtrado bacteriano con medio de cultivo PDA, dejando solidificar el
medio por 18 horas a 4 °C. Se emplearon placas con PDA exento de filtrado como controles
positivos. Posteriormente, se inoculé 80 pL de una suspension de esporas de Fusarium
verticillioides (1.6 x108 esp/mL) en pozos de 6 mm de didmetro situados al centro de las
placas, las cuales fueron incubadas a 28 + 1°C por 15 dias. Posteriormente, se determind el

porcentaje de inhibicién micelial.
5.3.7.4 Determinacion del porcentaje de inhibicién micelial

La evaluacion de la actividad inhibitoria de bacterias enddfitas y/o sus metabolitos bacterianos
contra Fusarium verticillioides a través de la técnica de enfrentamiento dual (seccion 5.3.5),
vertido en placa (seccion 5.3.7.3) o la actividad inhibitoria de metabolitos bacterianos volatiles
(seccion 5.3.8), fue determinada de acuerdo al porcentaje de inhibicion de Fusarium
verticillioides, de acuerdo al didmetro de crecimiento micelial medido a los 7 y 15 dias de
incubacion. El porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial se calculé mediante la

ecuacion descrita por Zarrin et al., (2009).
Porcentaje de inhibicion micelial = [(Da - Dy) / Da x100]

Donde, Da es el didmetro de la zona de crecimiento micelial (control negativo) y Dy es el

didmetro de la zona de crecimiento micelial con tratamiento.

5.3.8 Evaluacién de la actividad inhibitoria de metabolitos bacterianos volatiles contra

Fusarium verticillioides

Las bacterias enddfitas evaluadas por su actividad antagénica en la seccion 5.3.5 fueron
clasificadas en funcion a su capacidad de producir metabolitos volatiles empleando la técnica
de doble placa descrita por Montealegre et al., (2003), con las siguientes modificaciones: se
prepararon suspensiones bacterianas activas con una densidad equivalente al tubo 0.5 de la
escala de McFarland (1.5 x 108 UFC/mL). Se indculo 100 pL de cada suspension bacteriana
en una base de placa Petri con AN, realizando una siembra por extension en superficie.
Posteriormente, en la base de otra placa Petri con medio PDA se inoculé 80 pL de una

suspension de esporas de Fusarium verticillioides (1.6 x10° esp/mL) en un pozo central de 6
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mm de diametro. Se emple6 100 pL de agua destilada en lugar de la suspension bacteriana
como control negativo. Una vez que el indculo fue absorbido totalmente en la superficie del
medio, las bases fueron selladas entre si empleando parafilm®, asi se evito el contacto fisico
entre el fitopatdgeno y la suspension bacteriana y facilitd la migracion de metabolitos volatiles
en la atmosfera interna. Cada doble placa se incub6 a 28 + 1 °C durante 15 dias. Los resultados
fueron evaluados a través de la determinacion del porcentaje de inhibicion micelial de

Fusarium verticillioides descrito en la seccion 5.3.7.4.

Adicionalmente, para demostrar que los metabolitos volatiles bacterianos ejercian inhibicion
del crecimiento fangico, se afiadid carbdén activado como adsorbente en el sistema de placa
dividida empleando la técnica descrita por Fernando, Ramarathnam, Krishnamoorthy, &
Savchuk, (2005) y Raza et al., (2016) con algunas modificaciones: placas de petri de tres
compartimentos fueron empleados en el proceso, 50 pL de cada suspension bacteriana (1.5 x
108 UFC/mL) fueron inoculados en un compartimiento de la placa petri con AN. Ademas, 80
UL de una suspension de esporas de Fusarium verticillioides (1.6 x10° esp/mL) fueron
incoulados en un pozo central de 6 mm de diametro en otro compartimiento de la placa Petri
con medio PDA. Finalmente, en un tercer compartimento se afiadio carbén activado (2g), para
adsorber los compuestos volatiles bacterianos. Las placas se sellaron con parafilm® vy se

incubaron a 28 £ 1°C por 120 horas.

5.3.8.1 Produccion y evaluacion de metabolitos volatiles empleando cultivo en estado

liquido

La actividad inhibitoria de metabolitos volatiles producidos en cultivo en estado liquido (CEL)
por la cepa C-20 fi2Th, seleccionada en el ensayo previo, fue evaluada contra Fusarium
verticillioides, empleando la técnica descrita por Cordero, Principe, Jofré, Mori, & Fischer,
(2014) con las siguientes modificaciones: Se disefié un sistema cerrado de dos viales (100 mL)
conectados por una manguera de 8 mm de diametro (Masterflex®). En el primer vial, que
contenia 80 mL de CN, se inoculd una suspension de la cepa C-20 A2Th al 0.1% (v/v, con
turbidez equivalente al tubo 0.5 de la escala de McFarland: 1.5 x 108 UFC/mL), incubando a
28 £ 1 °C y 120 rpm durante 72 horas, durante este tiempo la atmosfera interna fue saturada
con los metabolitos volatiles cerrando un extremo de la manguera con una abrazadera

metélica. Posteriormente, el segundo vial que contenia medio PDA (30mL) fue inoculado con
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un disco de micelio activo de Fusarium verticillioides. Seguidamente, se retird la abrazadera
metalica para facilitar la transferencia de metabolitos volatiles en el sistema cerrado, que fue
incubado a 28 £ 1 °C y 120 rpm durante 5 dias. Adicionalmente, se emple6 un sistema similar
gue no contenia la suspension bacteriana como control negativo, ademas se empled una
suspension de Pseudomonas rhizosphaerae (1.5 x 108 UFC/mL) como control positivo. Los
resultados fueron evaluados a través de la determinacion del porcentaje de inhibicion micelial

de Fusarium verticillioides descrito en la seccion 5.3.7.4.

5.3.8.2 Produccion y evaluacién de metabolitos volatiles empleando cultivo en estado

solido

Para evaluar la inhibicion del crecimiento de Fusarium verticillioides por compuestos volatiles
producidos por cultivo en estado sélido (CES) empleando la cepa C-20 fi2Th se utilizé la
técnica descrita en la seccidn previa. Para ello, se empled el mismo sistema cerrado con las
siguientes modificaciones: en lugar de 80 mL de CN se utilizd 15 g de salvado de trigo como
sustrato solido para el crecimiento de la cepa C-20 i2Th en el primer vial, empleando 20%
(v/v) de indculo previamente activado en CN (28 + 1°C por 24 horas). El salvado de trigo fue
previamente tratado como se describe en la seccién 5.3.7.2. Adicionalmente, el sistema se
incubd en estanco a 28 + 1°C durante 120 horas, manteniendo cerrado el extremo de la
manguera conectora como describié anteriormente. Posteriormente, en el segundo vial que
contenia medio PDA se inoculd un disco de micelio activo de Fusarium verticillioides en PDA
se abrid la manguera conectora, y se incubo el sistema cerrado a 28 + 1°C, en estanco durante
5 dias. Se empled un sistema similar que no contenia la suspension bacteriana como control
negativo y una suspension de Pseudomonas rhizosphaerae (20% v/v) como control positivo.
Los resultados fueron evaluados a través de la determinacion del porcentaje de inhibicion

micelial de Fusarium verticillioides descrito en la seccién 5.3.7.4.

5.3.8.3 Evaluacion de la inhibicion de Fusarium verticillioides por el efecto combinado de

metabolitos solubles y volatiles

Para la evaluacion de la inhibicion de Fusarium verticillioides por efecto combinado de
metabolitos solubles y volatiles producidos por la cepa C-20 fi2Th, se empled el sistema

cerrado de dos viales (100 mL) descrito en las secciones 5.3.8.1 y 5.3.8.2. Para ello,
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previamente se desarrollaron dos procedimientos paralelos: i.) Obtencién de metabolitos
solubles (filtrados crudos) a las 72 horas de CEL (seccion 5.3.7.1) y 120 horas de CES con
salvado de trigo como sustrato (seccién 5.3.7.2). ii.) Produccién de metabolitos volatiles por
CEL (5.3.8.1) y CES (seccion 5.3.8.2) empleando el sistema cerrado y favoreciendo la
saturacion con metabolitos volatiles en el primer vial. Posterior a ello, en el segundo vial se
agrego medio PDA (30 mL) suplementado con el filtrado crudo proveniente del procedimiento
i. (diluciones 1:2 y 1:3 para metabolitos solubles obtenidos por CEL y CES, respectivamente)
e inoculado con un disco de micelio activo de Fusarium verticillioides. Se abri6 la conexion
en el sistema de dos viales para evaluar la inhibicion de Fusarium verticillioides por el efecto
combinado de los metabolitos solubles y volatiles, incubando a 28 + 1°C durante 5 dias.
Adicionalmente, se empled un sistema similar que no contenia la suspension bacteriana como
control negativo y una suspension de Pseudomonas rhizosphaerae como control positivo. Los
resultados fueron evaluados a través de la determinacion del porcentaje de inhibicion micelial

de Fusarium verticillioides descrito en la seccion 5.3.7.4.

5.3.9 Caracterizacion de bacterias endofitas productoras de metabolitos bioactivos

contra Fusarium verticillioides

Las bacterias endoéfitas productoras de metabolitos con actividad antagonica, seleccionadas en
la seccion 5.3.5, fueron sometidas a pruebas de caracterizacion fisioldgica y bioquimica. La
capacidad de las cepas endofitas para crecer a diferentes temperaturas se llevd a cabo
inoculando cada aislado en AN (pH 7.0) e incubando las placas a temperaturas variables de 4,
28, 37 y 42 °C. Por otro lado, se evalud el crecimiento de los aislados en Agar MacConkey
(MERCK, Alemania), sembrando por estria agotamiento e incubando a 28 + 1 °C por 48
horas, este medio de cultivo es selectivo y diferencial disefiado para aislar selectivamente
bacilos Gram negativos y diferenciarlos sobre la base de la fermentacion de la lactosa. Test
O/F (oxidacién/fermentacion), para esta prueba se prepar6 medio basal OF de Hugh-Leifson
con glucosa (Koneman et al., 2006), y se sembro6 cada aislado por picadura en un tubo O (sin
vaselina) y otro tubo F (cubierto con vaselina), incubando a 28 + 1 °C por 48 horas. Las
bacterias oxidadoras solo produjeron &cido en el tubo O, las bacterias fermentadoras
produjeron acido en ambos tubos, O y F. Finalmente, el cultivo en Agar Cetrimida (MERCK,

Alemania) permiti6 asignar a los aislados enddfitos al género Pseudomonas, para ello fueron
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sembrados por estria agotamiento e incubados a 28 + 1 °C por 5 dias. La produccion de
pigmento fluorescente del cultivo en agar Cetrimida fue observada en luz UV empleando un
transiluminador (Spectroline, Nueva York).

Adicionalmente, pruebas bioquimicas como actividad catalasa, oxidasa, TSI y SIM fueron
realizadas a los aislados endofitos. Para la determinacion de actividad catalasa se empled un
portaobjetos conteniendo una gota de perdxido de hidrégeno (3%, v/v) a la cual se adicion6
una porcion de cada colonia, la formacion de burbujas indicé actividad positiva. Para la
determinacion de actividad oxidasa, se coloco una tira impregnada con NNN"N” tetrametil-p-
fenilendiaminadihidroclorada (OXOID, Australia), como sustrato de la enzima citocromo
oxidasa sobre cada colonia, el viraje del indicador de incoloro a azul indicé actividad positiva.
Se evalud también la capacidad fermentativa con glucosa, sacarosa y lactosa; la produccién de
H2S e Indol; y motilidad empleando agares TSI (CRITERION, Santa Maria) y SIM
(CRITERION, Santa Maria). Colonias aisladas fueron sembradas en estos medios e incubadas
a 28 + °C por 48 horas. Finalmente, se determiné la actividad proteasa y gelatinasa de cepas
enddfitas. Para ello, los aislados endéfitos fueron sembrados por estria agotamiento en placas
con AN suplementado con leche descremada (2%, p/v) (Noriega, Hernandez, Acebo, & Luis
2016), incubando a 28 £+ 1 °C por 72 horas, la actividad proteasa fue revelada por la aparicion
de una zona clara alrededor de las colonias revelo un resultado positivo. Para la actividad
gelatinasa, las cepas enddfitas fueron sembradas por picadura en medio Gelatina Nutritiva
(Scharlau, Barcelona) e incubadas a temperatura ambiente por 72 horas, la actividad gelatinasa

se observo por la licuefaccion de la gelatina.

Las propiedades antagonistas de las cepas endofitas también fueron evaluadas en el presente
trabajo de investigacion. Entre ellas, la produccion de biosurfactantes se evalué mediante la
actividad hemolitica, lipolitica y el indice de emulsificacion. Para ello, las cepas enddfitas
fueron sembrados por estria agotamiento en medio Agar Sangre, para la determinacion de la
actividad hemolitica, y en medio LB suplementado con Tween 80 (2%) y rojo de metilo
(0.01%), para la determinacion de la actividad lipolitica (Poritsanos, 2015). Ambas placas
fueron incubadas a 28 + 1 °C por 48 horas. Por otro lado, el indice de emulsificacion de
biosurfactantes, fue determinado empleando las cepas bacterianas endofitas inoculadas en

medio de sales minimo (MMS) descrito por Rivera, Martinez, Osorio, & Martinez, (2010)
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compuesto por: glicerol al 2%, NaNO3 (1,0 g/L), KH2PO4 (0,1 g/L), MgSO4+7 H20 (0,1
g/L), CaCl2 (0,1 g/L) a pH 7.0 e incubadas a 28 + 1 °C y 150 rpm durante 120 h. Transcurrido
el tiempo de incubacion, el caldo fue centrifugado a 5000 rpm, 5 °C durante 20 min. El
sobrenadante libre de células fue empleado para la determinacion del indice de emulsificacion
segun la técnica descrita por Becerra & Horna, (2016), con algunas modificaciones: a 2mL del
sobrenadante se afiadio 1mL de diésel, agitando a alta velocidad para asegurar una mezcla
homogénea de ambos liquidos dejando reposar durante 24 horas, empleando paralelamente un
medio de cultivo sin inoculacion como control negativo. La formacion de un anillo de
emulsificacion permitié determinar el indice de emulsificacion por la produccion de
biosurfactantes. Adicionalmente, se evalud la capacidad emulsificante de los filtrados crudos
bacterianos obtenidos por CEL y CES en la seccion 5.3.7.1 y 5.3.7.2 empleando proceso

descrito anteriormente.

Entre otras propiedades antagonistas descritas se destaca la produccion compuestos volatiles
inorganicos como acido cianhidrico (HCN) y amoniaco por bacterias endéfitas. Por tanto, la
produccion de &cido cianhidrico se determin6 segun la técnica descrita por Trivedi, Pandey &
Palni (2008), con algunas modificaciones: se prepard un experimento similar al procedimiento
descrito en la seccion 5.3.8, inoculando 100 pL de cada suspension bacteriana (1.5 x 108
UFC/mL) en una base de placa Petri con AN suplementado con glicina (4.4 g/L) y una placa
de AN sin glicina como control. Separadamente, otra base de placa Petri fue preparada con
medio PDA inoculando 80 pL de una suspension de esporas de Fusarium verticillioides (1.6
x10° esp/mL) en un pozo central de 6 mm de diametro. Antes del sellado de ambas bases, se
colocd entre ellas una tira de papel filtro Whatman N°1 embebido en una solucion de acido
picrico-carbonato (2.5 g de &cido picrico, 12.5 g de carbonato de sodio por 1 litro de agua
destilada) secado en oscuridad. Las bases de las placas se sellaron con Parafilm® e incubaron
a 28 + 1°C por 4 dias, observando el desarrollo cada 24 horas. El viraje en el papel filtro, de
amarillo a naranja-marron fue considerado como positivo a la produccién de HCN. La
produccion de amoniaco por las cepas enddfitas fue detectada por el método de placa dividida
descrito por Raza et al., (2016), con algunas modificaciones: 50 pL de cada suspension
bacteriana (1.5 x 10 UFC/mL) fue inoculado en una mitad de la placa petri con AN. En la
otro mitad de la placa Petri con medio PDA y azul de bromotimol (0.02 g/L) se inoculé 80 uL

de una suspension de esporas de Fusarium verticillioides (1.6 x108 esp/mL) en un pozo central
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de 6 mm de diametro. Las placas se sellaron con parafilm y se incubaron a 28 + 1°C por 72

horas. La produccion de amoniaco fue observada mediante el viraje del medio.

5.1 Procesamiento de los datos
5.1.1 Recoleccion

Los datos recopilados durante el transcurso y al final de cada experimento, fueron transcritos
en la bitacora de laboratorio y se construyeron tablas Excel elaborando una base de datos para

su procesamiento y analisis.

5.1.2 Elaboracion

Se elaboraron cuadros, tablas, figuras a partir de los datos recolectados en cada experimento
realizado durante la investigacion, se emplearon los programas estadisticos GraphPad prisma
version 7®, Minitab 17® y Microsoft office Excel 2016.

5.1.3 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se expresaron como la media y la desviacion estandar (media *
desviacion estandar) para al menos tres réplicas de cada experimento. Los resultados fueron
analizados empleando ANOVA unidireccional y su significancia (p<0.05) fue determinada
mediante la prueba de comparacion multiple de Tukey, utilizando Microsoft Excel 2016 y
Minitab 17®. Las diferencias intergrupales se consideraron estadisticamente significativas

cuando p<0.05 y altamente significativas cuando p<0.001.

6. Resultados y discusion
6.1 Caracteristicas de Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides es un hongo de distribucién global, se encuentra principalmente en
zonas de clima templado a clima subtropical y tropical, y con menor frecuencia en zonas de
temperatura fria (Herndndez, 2014). Este microorganismo habita el suelo causando la
pudricion de raices, hojas, frutos y semillas de diversos cultivos. Se ha reportado que cuando
Fusarium verticillioides esta asociado al maiz, puede ser aislado de cualquier 6rgano de la
planta (Rodriguez & Flores, 2018). Sin embargo, también se ha descrito su infeccion en otros

cereales como el trigo, la cebada, trigo, arroz, avena, sorgo (Marin, 2010) e inclusive en
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banana (Moretti et al., 2004) y mango (Marasas, Ploetz, Wingfield, Wingfield, & Steenkamp,
2006; Mamani, 2017).

Fusarium verticillioides es un patégeno necrétrofo por su capacidad de causar la muerte del
tejido hospedero y sobrevive como saprofito en el rastrojo. Ademas, durante los periodos
tempranos de la infeccion, el hongo adquiere una fase biotrofa, al grado que puede sobrevivir
como enddfito en la semilla y en el tallo de las plantas sin causar dafio visible, e infecta los
tejidos de la planta cuando las condiciones ambientales son favorables (De la Torre, Galeana,
& Plasencia, 2014). Asimismo, Fusarium verticillioides produce micotoxinas, entre ellas las
fumonisinas, que contaminan el maiz y son responsables de enfermedades en humanos y
animales. Se ha descrito que el consumo de alimentos derivados del maiz que estan
contamidados con micotoxinas ocasiona distintos tipos de enfermedades como cancer de
esofago en humanos, sindrome de edema pulmonar en cerdos, cancer de higado en ratas,
leucoencefalomalacia equina, entre otros (Cavaglieri, Passone, & Etcheverry, 2004; Nayaka, et
al., 2010).

El fitopatdgeno Fusarium verticillioides empleado en la presente investigacion fue aislado e
identificado por Mamani, (2017) a partir de hojas y frutos de mango infectados, y los
resultados obtenidos al evaluar los postulados de Koch revelaron que Fusarium verticillioides
es el causante de la enfermedad escoba de bruja en cultivos de mango. En la presente
investigacion, se empled Fusarium verticillioides como microorganismo fitopatdgeno de
estudio. La morfologia macroscopica de Fusarium verticillioides en cultivo axénico varia de
acuerdo al medio y condiciones de cultivo, en medio PDA desarrolla un crecimiento radial y
de aspecto ligeramente algodonoso, su micelio es blanco, al inicio, y forma pigmentos que van
desde gris hasta violeta (Fig. 4A). La principal caracteristica microscépica observada, fue la
formacion de microconidias ovaladas (Fig. 4B) y agrupadas en cadena, en algunas
microconidias se observd al menos un septo (Fig. 4C). De la Torre Sanchez, Galeana, &
Plasencia, (2014) reportaron que algunas cepas de Fusarium verticillioides también generan
macroconidias solas o0 en cadena con apariencia larga y delgada con cinco o seis septos
(Solano, De Ledn, Valdovinos, Silva, & Soto, 2011), sin embargo, esta caracteristica no fue

observada en el presente estudio.
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Figura 4. Fusarium verticillioides. A. Cultivo de Fusarium verticillioides en agar papa-dextrosa. B.
Microconidias de Fusarium verticillioides con una magnificacién de 400X y C. Microconidias de Fusarium
verticillioides en cadena con una magnificacion de 1000X.

Una vez determinadas las caracteristicas macro y microscopicas de Fusarium verticillioides,
se evalu6 su cinética de crecimiento en medio PDA, se realizO mediciones del diametro
crecimiento cada 24 horas. En la Figura 5, se muestra el comportamiento cinético de Fusarium
verticillioides, la fase de adaptacion no se encuentra definida porque existe crecimiento a
partir del primer dia iniciando la fase de crecimiento hasta los 12 dias de incubacion, con una
velocidad de crecimiento de 1,2 cm por dia. Los datos obtenidos fueron tiles para posteriores
evaluaciones de la actividad inhibitoria de las bacterias seleccionadas contra Fusarium
verticillioides en un cultivo de 7 dias, donde el fitopatégeno se encuentra en la fase media de
crecimiento, y a los 15 dias, donde se encuentra en fase estacionaria.

y =1,1501x + 0,1261
R*=0,9979

DIAMETRO (cm

0 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17
TIEMPO (DIAS)

Figura 5. Cinética de crecimiento de Fusarium verticillioides en PDA cultivado a una temperatura de 28 + 1°C
por 15 dias. —e— Fase de crecimiento, —o— Fase estacionaria.
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6.2 Bacterias enddfitas con actividad biocontroladora de Fusarium verticillioides

Para la seleccion de bacterias endofitas con efecto inhibitorio contra Fusarium verticillioides,
se evaluaron 41 cepas bacterianas criopreservadas, provenientes del cepario del 1IFB. Estos
enddfitos fueron aislados a partir de tejidos vegetales de Thola (Parastrephya lepidophylla) y
Tarwi (Lupinus mutabilis), y se caracterizaron por su capacidad fijadora de nitrégeno
atmosférico (Vasquez, 2018). Durante la activacion de las 41 cepas bacterianas, y al realizar el
control de axenidad, se pudo observar que algunos de los cultivos estaban constituidos por
mas de un microorganismo, caracteristicas reveladas por las diferencias en su morfologia
macroscopica. Por ello, se realizo el aislamiento de cada morfotipo proveniente de los 41
criopreservados. Este aislamiento, reveld la presencia de 69 cepas de bacterias endofitas. Las
caracteristicas macro y microscopicas de cada morfotipo se describen en la Tabla 1. El estudio
de las caracteristicas macroscopicas reveld colonias definidas, irregulares o filamentosas, con
tamafo variado, de borde entero, ondulado o filamentoso, y de color blanquecino, crema,
beige o translucido. Asimismo, la caracterizacién microscopica de los 69 aislados revel6 57
bacilos Gram-negativos, 2 bacilos Gram-positivos, 7 cocobacilos Gram-negativos y 3 cocos

Gram-positivos (Tabla 1).

Las bacterias endofitas colonizan tejidos vegetales, sin dafiar al hospedero. Sin embargo,
confieren proteccidn contra patdgenos por induccion de mecanismos de defensa en las plantas
(Reinhold, 2011). Se ha reportado una gran variedad de bacterias enddfitas aisladas de tejidos
vegetales, siendo los géneros mas predominantes: Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia,
Stenotrophomonas, Micrococcus, Pantoea, Microbacterium, y otros (Santoyo, Moreno,
Orozco, & Bernard, 2015). Sin embargo, estos microorganismos también son comunes en la
rizosfera y varios estudios reportan que las bacterias rizosféricas pueden colonizar los tejidos
internos de las plantas y por lo tanto muchas bacterias endofitas podrian provenir de la
rizosfera (Marquez, Hernandez, Orozco, Velazquez, & Santoyo, 2010). Existen varios estudios
del potencial de bacterias enddfitas que revelan su actividad inhibitoria contra un amplio
espectro de patdogenos de plantas, entre ellos microorganismos Gram-negativos,
principalmente del género Pseudomonas y Gram-positivos pertenecientes al género Bacillus,
los cuales son frecuentemente aislados por su actividad antagonista (Mohammed &
Ravishankar, 2015).
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Adicionalmente, se evalud las caracteristicas morfoldgicas de Pseudomonas rhizosphaerae,
aislada de tejido vegetal de Thola (Mamani, 2018; Vasquez, 2018) empleada como cepa
bacteriana control en el presente estudio. Pseudomonas rhizosphaerae es un bacilo Gram-
negativo, que cultivado en AN presenta colonias de forma definida, convexa, de borde entero
y de color beige. Caracteristicas morfoldgicas similares fueron descritas para Pseudomonas
rhizosphaerae aislada de suelo rizosférico de gramineas, se ha reportado que este
microorganismo solubiliza activamente fosfatos in vitro y constituye una nueva especie del
género Pseudomonas desde el afio 2003 (Peix et al., 2003).

Tabla 1. Caracteristicas morfolégicas de Bacterias endéfitas y su efecto inhibitorio contra Fusarium
verticillioides.

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS CARACTERISTICAS PORCEEITAJE
CEPA Tamafio* Forma Borde Elevacion Color MICROSCOPICAS 'NH'(E/'():'ON

(o]
P. rhizosphaerae Mediano Definida Entero Convexa Beige Bacilos G (-) 52
C-20A2Th Mediano Irregular Ondulado Convexa  Blanquecina Bacilos G (-) 71
C-22 h2-3Tw Mediano Irregular Ondulado Convexa  Blanquecina Bacilos G (-) 56
C-31 H2Tw Mediano Irregular Ondulado Convexa  Blanquecina Bacilos G(-) 53
C-24 m2Tw Mediano Definida Entero Convexa  Translucida Bacilos G (-) 50
C-23 a1 Tw Mediano  Filamentosa  Filamentosa Plana Blanquecina Bacilos G (-) 47
C-25n3Tw Pequefio Definida Entero Convexa  Blanquecina Cocobacilos G (-) 47
C-29 u2Th Mediano Definida Entero Convexa  Blanquecina Bacilos G(-) 46
C-32yTh Mediano Definida Entero Convexa  Blanquecina Bacilos G(-) 45
C-34 0Tw Grande Filamentosa  Filamentosa Plana Blanguecina Bacilos G(-) 43
C-60 C2Th Mediano Irregular Ondulado Plana Blanquecina Bacilos G(-) 42
C-30 H1Tw Pequefio Definida Entero Convexa  Blanquecina Cocos G (+) 41
C-6 A2Th Pequefio Definida Entero Convexa  Blanquecina Bacilos G (-) 41
C-8B2Th Mediano Irregular Ondulado Plana Blanguecina Bacilos G (-) 41
C-36 3-2Th Mediano Definida Entero Convexa  Blanquecina Bacilos G(-) 39
C-33 eTw Grande Definida Entero Convexa  Blanquecina Bacilos G(-) 38
C-63 F1 Tw Mediano Definida Entero Convexa Beige Bacilos G(-) 37
C-1nTh Mediano Definida Entero Convexa Crema Bacilos G (-) 36
C-62 K2 Tw Mediano Irregular Ondulado Plana Blanquecina Bacilos G(-) 36
C-501-2Th Mediano Definida Entero Convexa Crema Cocobacilos G (-) 35
C-61 K1 Tw Mediano Definida Entero Convexa Crema Bacilos G(-) 32
C-15 Sg1Tw Pequefio Definida Entero Convexa  Blanquecina Bacilos G (+) 31
C-17tlTh Mediano Definida Entero Convexa Beige Bacilos G (-) 31
C-26 j1Th Pequefio Definida Entero Convexa  Blanquecina Cocos G (+) 31
C-353-1Th Mediano Irregular Ondulado Convexa  Blanquecina Bacilos G(-) 31
C-68 E2Th Grande Irregular Ondulado Plana Blanguecina Bacilos G(-) 31



C-2rlTh
C-67 E1Th
C-9ATw
C-19AlTh
C-59 C1Th
C-70 Ko2Tw
C-491-1Th
C-550Th
C-10 MTh
C-5A1Th
C-56 qTw
C-65N1Th
C-45 g2Th
C-66 N2Th
C-13J1Tw
C-57 pTw
C-58 ITw
C-12 L2Tw
C-16 S@2Tw
C-1812Th
C-54 0Tw
C-14 J2Tw
C-64 F2Tw
C-11 L1Tw
C-511-3Th
C-46 p3Th
C-69 Kol Tw
C-21 h2-2Tw
C-47 S1Tw
C-432-2Th
C-3r2Th
C-4r3Th
C-7B1Th
C-27 j2Th
C-37rhoTw
C-38Tw
C-39 ethaTw
C-405Th
C-418Th
C-42 2-1Th
C-44 B1Th
C-48 S2Tw
C-52 4-1Th

Mediano
Mediano
Mediano
Mediano
Mediano
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Mediano
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C-534-2Th Mediano  Filamentosa  Filamentosa Plana Blanquecina Bacilos G(-) 0

. I Crecimiento radial y de aspecto ligeramente algodonoso de color blanco a gris,
**Fusarium verticillioides . L y P g 9 g -
con microconidias ovaladas.

*Tamafio: grande: 3mm, mediano: 2mm y pequefio:0.5-1mm hasta las 48 horas de incubacién en AN.

** Control negativo de Fusarium verticillioides

Nota: Las cepas de bacterias endéfitas fueron crecidas en AN, para su posterior caracterizacion y la actividad
inhibitoria fue determinada por enfrentamiento dual en placa (detallado en Seccién 5.3.5). Tw (Tarwi) y Th
(Thola) refieren a la procedencia de la cepa bacteriana.

Fuente: Elaboracidn propia.

6.2.1 Efecto inhibitorio directo de bacterias endofitas frente a Fusarium verticillioides

En la actualidad, la contaminacién por el uso indiscriminado de agroquimicos para la
proteccion de cultivos ha reducido la biodiversidad en los agroecosistemas, lo cual se
manifiesta en la incidencia de plagas y enfermedades en los cultivos (Chebotar et el., 2015).
Este y los problemas de seguridad y salud publica inherentes a la fabricacion y uso de
agroquimicos han conducido a la busqueda y establecimiento de alternativas amigables para el
manejo de plagas y enfermedades. Entre estas alternativas, las bacterias endofitas se destacan
por ser ubicuas en los tejidos vegetales terrestres (Harish et al., 2008) y son estudiadas porque
pueden influir directa o indirectamente en el desarrollo de las plantas que colonizan (Zarrin et
al., 2009). Recientemente, se ha propuesto su utilizacion en el control de enfermedades en la

agricultura moderna (Alviz, Pérez, & Pérez, 2017).

Muchos estudios emplean ensayos de cultivo dual, inhibicion directa, especialmente para la
bisqueda de microorganismos antagonistas de patdgenos fangicos que afectan cultivos
agricolas (Samsudin & Magan, 2016). La técnica de enfrentamiento dual es empleada para
evaluar el efecto inhibitorio de microorganismos frente a fitopatégenos fungicos. En el
presente estudio, a través de esta técnica se evalud la inhibicion directa del antagonista
(bacterias endofitas) sobre el patdgeno (Fusarium verticillioides) de una manera sencilla y
répida. Los resultados de la evaluacion de un total de 69 cepas enddfitas, durante un tiempo de
7 dias de co-incubacion con el patdgeno, revelaron diferentes niveles de inhibicion (Tabla 1).
Del total de cepas bacterianas endoéfitas evaluadas, solo cuatro (C-20 fi2Th aislado de Thola y
C-22 h2-3Tw, C-24 m2Tw y C-31 H2Tw aislados de tarwi) presentaron porcentajes de
inhibicion moderados contra Fusarium verticillioides en el rango de 50-71% (Tabla 1, Fig. 6).
Adicionalmente, la cepa control Pseudomonas rhizosphaerae presentd un porcentaje de

inhibicion moderado del 52% (Tabla 1, Fig. 6). Otras cepas endofitas aisladas, revelaron una
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actividad inhibitoria baja, en el rango de 30-47%, leve de 10-28% e inexistente de 0-9%, en
comparacién al control negativo de Fusarium verticillioides, donde no existio alteracién en su
crecimiento normal (Tabla 1). Sobre la base de los resultados obtenidos de los ensayos de
enfrentamiento dual, se seleccionaron 4 cepas bacterianas endofitas C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw,
C-24 m2Tw y C-31 H2Tw, por su actividad inhibitoria frente a Fusarium verticillioides en
funcién al porcentaje de inhibicidn igual o mayor al 50%, las cuales se caracterizaron por su
potencial como antagonistas de este patogeno.

El potencial biocontrolador de las bacterias endofitas se basa en la amplia gama de
mecanismos de defensa producidos por estos microorganismos. La inhibicidn del antagonista
sobre el patdgeno, por interaccion directa, puede deberse a mecanismos como la competencia
por nutrientes del medio en el que se encuentran, el parasitismo, donde existe una simbiosis
entre organismos filogenéticamente no relacionados que coexisten durante un periodo de
tiempo, ambos conduciendo a un crecimiento, actividad y/o fecundidad disminuidos entre los

organismos que interacttan (Krishna & McSpadden, 2006).

Figura 6. Efecto inhibitorio de C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 m2Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas
rhizosphaerae (cepa control) contra el crecimiento de Fusarium verticillioides por interaccion directa
antagonista-fitopatdgeno.

Desde una perspectiva microbiana, los suelos y las superficies vivas de las plantas son con

frecuencia entornos con nutrientes limitados. Para colonizar con éxito la fitésfera, un
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microorganismo debe competir efectivamente con el patdgeno por los nutrientes disponibles
que incluyen exudados, lixiviados o tejido senescente. Estos antagonistas también pueden
secretar al medio diversos metabolitos que actuan sobre los fitopatdégenos fingicos, en los que
se afecta la germinacion de esporas y/o la elongacién y crecimiento de hifas (Chang, Hsieh,
Hsieh, & Chen, 2009). Algunos estudios han coincidido que la frecuencia de microorganismos
antagonistas en el suelo y tejidos vegetales, puede estar asociada a diferentes factores como la
incidencia del patdgeno en el campo, el tipo de suelo, factores climatoldgicos, la salud y el

genotipo de la planta sembrada, entre otros (Noriega, Hernandez, Acebo, & Luis, 2016).

En el presente estudio, las cepas seleccionadas: C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw, C-31
H2Tw, Pseudomonas rhizosphaerae (cepa control) presentaron los mayores porcentajes de
inhibicion en el ensayo de enfrentamiento dual en placa entre el 50-71%, durante 7 dias de co-
incubacién con Fusarium verticillioides. Para evaluar la actividad antagonica entre las cepas
seleccionadas, en funcion al porcentaje de inhibicién contra Fusarium verticillioides, se
realiz6 un analisis de comparacion entre ellas, empleando el test de Tukey. Los resultados del
analisis revelaron que no existe diferencias significativas entre los porcentajes de inhibicion
(b, c 0 bc) de las cepas C-22 h2-3Tw, C-24 i2Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae,
sin embargo, el porcentaje de inhibicidn de la cepa C-20 fi2Th difiere significativamente del
resto (a), presentando un mayor porcentaje de inhibicion contra el patdgeno (Fig. 7). Otras
investigaciones han reportado porcentajes de inhibicion similares a los obtenidos en este
estudio, por ejemplo, Pseudomonas putida inhibe el crecimiento de Fusarium verticillioides
en un 67% y Pseudomonas fluorescens en un 47%, ambos porcentajes determinados por la
tecnica de enfrentaniento dual desarrollada durante 7 dias de co-incubacion (Figueroa et al.,
2016). Asimismo, Cavaglieri, Orlando, Rodriguez, Chulze, & Etcheverry, (2005)
evindenciaron el efecto inhibitorio del género Bacillus, aislado del rizoplano de maiz, contra
Fusarium verticillioides, con una antibiosis variable entre 28 y 78% evaluada durante 7 dias
de co-incubacion, resaltando la capacidad de Bacillus subtilis para inhibir la colonizacion de
raices del maiz por Fusarium verticillioides y de esta manera prevenir su transmision. Bacillus
mojavensis también inhibié el crecimiento micelial de Fusarium verticillioides; este
microorganismo causé agrandamiento e hinchamiento de las hifas, dafiando la matriz celular y
membranas de hifas y conidias (Snook, Mitchell, Hinton, & Bacon, 2009). Asimismo, se

demostro que Pseudomonas sp. y Burkholderia sp. fueron capaces de inhibir el crecimiento de
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Curvularia sp., Fusarium sp., Fusarium oxysporum y Alternaria alternata, fitopatégenos de

los cultivos de maiz y arroz (Trujillo, Diaz, Hernandez, & Heydrich, 2007).

Los estudios referentes a la actividad de microorganismos antagonistas, como Pseudomonas y
Bacillus comprenden un periodo de evaluacion corto entre 4 a 7 dias de enfrentamiento dual.
Sin embargo, existen estudios que reportan la capacidad de recuperacion de Fusarium
verticillioides después de un estado de inhibicion. En este sentido, el presente estudio evaluo
ademas el efecto antagonista de las cepas endofitas seleccionadas por un tiempo prolongado,
hasta los 15 dias de co-incubacion antagonista-patégeno. Los resultados obtenidos como se
muestra en la Fig. 7, revelan una alta reduccién significativa en los porcentajes de inhibicién
de Fusarium verticillioides (p<0.001, analisis ANOVA), de 71-53% evaluado a los 7 dias a 53-
46% hasta los 15 dias, efecto causado por las cepas C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw y C-31 H2Tw,
lo cual demuestra la capacidad de recuperacion de Fusarium verticillioides ante el efecto
antagonista de las bacterias endofitas descritas. Por otro lado, el porcentaje de inhibicién
moderado de Fusarium verticillioides obtenido con la cepa C-24 m2Tw y Pseudomonas
rhizosphaerae, de 52-50% (7 dias) no se redujo significativamente, manteniéndose entre 50-
48% a los 15 dias de co-incubacion, resaltando el elevado potencial de estas cepas como
antagonista de este patdgeno (p>0.05, analisis ANOVA). Un estudio similar fue reportado por
Rojas, Sanchez, Rosales, & Lugo, (2017) quienes evaluaron el efecto inhibitorio de cepas
bacterianas correspondientes al género Bacillus contra Fusarium verticillioides y Fusarium
oxysporum por enfrentamiento dual, los ensayos revelaron que los porcentajes de inhibicién se

mantuvieron por encima del 50-80% a los 7 y 15 dias de co-incubacion.

La reduccién observada en el porcentaje de inhibicion al evaluar las cepas C-20 i2Th, C-22
h2-3Tw y C-31 H2Tw puede explicarse debido a que los hongos filamentosos, como
Fusarium sp., son inhibidos temporalmente, pero en un cultivo prolongado, superan las
condiciones de inhibicidn, porque secretan metabolitos, entre ellos, enzimas hidroliticas que
clivan compuestos macromoleculares complejos y los utilizan para su crecimiento
prolongando su fase estacionaria (Figueroa, 2006). Se ha reportado que el género Fusarium
secreta enzimas entre ellas, amilasas, celulasas, pectinasas, proteasas, lipasas entre otras, para
facilitar la invasion degradando barreras de proteccion y compuestos intracelulares de

diferentes hospederos (Valencia et al., 2011; Forero, 2015). Otra hipdtesis para explicar la
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reduccion de la actividad inhibitoria en el tiempo, radica en la produccién de metabolitos
secundarios, por hongos fitopatégenos como Fusarium verticillioides, que limitan la actividad
metabolica de microorganismos, plantas y animales. Se ha reportado que Fusarium
verticillioides y otras especies, producen acido fusarico inhibiendo cepas antagonistas, como
Bacillus mojavensis. En concentraciones bajas de acido fusarico (aprox. 2 umol/L) se reduce
la poblacion Bacillus mojavensis en un 41%, asi mismo concentraciones elevadas de acido
fuséarico (aprox. 223 pmol/L) son toxicas para Bacillus mojavensis. Ademas, la produccion de
acido fusarico por Fusarium oxysporum altera la actividad biocontroladora de Pseudomonas
fluorescens interfieriendo en la expresion del gen que induce la produccion de 2,4-
diacetilfloroglucinol (Bacon, Hinton, Glenn, & Kuldau, 2004). Sin embargo, la produccion de
metabolitos secundarios por parte de Fusarium verticillioides no fue estudiada en la presente

investigacion.
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Figura 7. Efecto inhibitorio de Pseudomonas rhizosphaerae (cepa control), C-24 n2Tw, C-31 H2Tw, C-22 h2-
3Tw y C-20 A2Th frente a Fusarium verticillioides (Fv) a los 7 y 15 dias de co-cultivo. Las barras representan las
medias y la desviacion estandar de cuatro replicas. Letras no comunes indican diferencias significativas para el
test Tukey (p<0,05). *: Reduccién de la actividad inhibitoria del antagonista contra el patégeno hasta los 15 dias
de evaluacion (p<0,001).
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Exiten diversos géneros de bacterias, descritos por su capacidad inhibitoria contra hongos
fitopatogenos, por ejemplo, se ha reportado la actividad antagonica de bacterias epifitas como
Pseudomonas lurida, Pseudomonas rhizosphaerae, Pseudomonas parafulva y Bacillus
megaterium capaces de inhibir el crecimiento de Botrytis cinérea, agente causal de la
podredumbre gris de una amplia gama de cultivos, entre ellos frutas y verduras (Abanda,
Krimm, Schreiber, & Schwab, 2006). Asimismo, se ha reportado actividad inhibitoria del
género Pseudomonas contra Fusarium verticillioides, Chandra et al., (2008) evaluaron
semillas de maiz infectadas con Fusarium verticillioides y tratadas con Pseudomonas
fluorescens, reduciendo la incidencia de Fusarium verticillioides, y promoviendo la
germinacion de semillas, reportando resultados similares con sorgo y arroz. Otros trabajos,
emplearon Pseudomonas fluorescens que controld significativamente la enfermedad de la
pudricion de la mazorca causada por Fusarium verticillioides, reduciendo el nivel de

fumonisinas y mejorando el rendimiento del grano (Samsudin & Magan, 2016).

Diversos estudios han demostrado la factibilidad de aplicar especies microbianas, para el
control bioldgico de plagas y enfermedades, entre ellas Fusarium verticillioides. EI control
bioldgico surge como una alternativa al uso de fungicidas quimicos para cultivos en campo y
poscosecha, y comprende en la actualidad, el uso de cepas bacterianas pertenecientes a los
géneros Agrobacterium, Bacillus, Pseudomonas y Streptomyces y hongos como Ampelomyces,
Candida, Coniothyrium y Trichoderma (McSpadden & Fravel, 2002), que son eficaces en el
control directo de las enfermedades flngicas en plantas. Sin embargo, la aplicacién directa de
estos microorganismos en los cultivos y su éxito, estan limitados por distintos factores como
ser el clima, sincronizacion, especie, diferentes preferencias de habitat, tipo de cultivo,
carencia de hospederos alternativos, baja tasa de reproduccion, cantidad de microorganismos
liberados, patron de colonizacién, depredacion, disponibilidad de nutrientes entre otros, que
hacen que la efectividad de estos enemigos naturales disminuya (Salas & Salazar, 2003; Alviz,
Pérez, & Peérez, 2017). Por otro lado, el uso directo de estos agentes bioldgicos puede
determinar desequilibrios en la biodiversidad de los suelos, y se ha reportado que las especies
microbianas introducidas, pueden actuar como microorganismos oportunistas en las plantas.
De igual manera, se desconoce si estos agentes bioldgicos, en desequilibrio, podrian causar
efectos toxicos en el medio ambiente y el ser humano. Es asi que una alternativa al uso directo

de estos agentes, es el empleo de derivados de cultivos microbianos es decir productos
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celulares, como metabolitos con actividad inhibitoria contra fitopatégenos. Estos productos no
afectan el medio ambiente ya que al ser de origen biologico, son biodegradables. Se ha
demostrado que metabolitos de origen vegetal, flngico e inclusive bacteriano (Cerqueira,
Barcellos, Bueno, Aires, & Dummer, 2016) son potenciales de utilizar en el control de

patdgenos que afectan cultivos agricolas (Wilson, Solar, EI Ghaouth, & Wisniewski, 1997).

Debido a las desventajas descritas anteriormente, respecto a la aplicacién directa de
microorganismos para el control de fitopatdgenos, el presente trabajo de investigacion evalud
la actividad inhibitoria de metabolitos producidos por las bacterias endofitas seleccionadas: C-
20 A2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 m2Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae (cepa
control), para ello se evaluaron sus parametros cinéticos de crecimiento y metabolitos con
actividad inhibitoria contra Fusarium verticillioides, cuyos resultados son discutidos en las

siguientes secciones.

6.2.2 Parametros cinéticos de crecimiento de bacterias endofitas seleccionadas

Las bacterias enddfitas C-20 i2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas
rhizosphaerae (cepa control) seleccionadas por su actividad inhibitoria contra Fusarium
verticillioides (seccion 6.2.1), fueron evaluadas en funcion a su cinética de crecimiento y
variacion de pH en medio liquido. Para determinar los parametros cinéticos de crecimiento se
correlaciond la densidad oOptica a 600 nm (OD e00) con el de peso seco (g/L), utilizando la
regla de oro que indica que 1 unidad OD e0o corresponde a =0,5 g de peso seco por litro (Milo
& Phillips, 2010). En la Figura 8A, se muestra el comportamiento cinético de C-20 fi2Th
donde la fase de crecimiento exponencial de un cultivo activo se desarrolla hasta las 9 horas
con una velocidad de crecimiento de 0.54 h™* y un tiempo de generacion de 1.3 h, entrando a la
fase de desaceleracion del crecimiento hasta las 27 horas, donde se alcanza la fase
estacionaria, concomitante al incremento de pH de 6.6 a 9.1. Un comportamiento similar, fue
observado para la cepa C-22 h2-3Tw, con una fase exponencial hasta las 10 horas de cultivo
(u= 0.42 h, Tg=1.6 h), con desaceleracion hasta 26 horas y posterior ingreso a fase
estacionaria, incrementando el pH de 6.7 a 8.6, como se observa en la Fig. 8B. Por otro lado,
las cepas C-24 m2Tw y C-31 H2Tw iniciaron la fase exponencial a las 5 horas hasta las 8-9
horas, entrando a desaceleracién hasta las 20 horas de cultivo (Fig. 8C, 8D). Ademas, se

registr6 un incremento de pH de 6.6 a 8.2 y 8.7, para C-24 m2Tw y C-31 H2Tw,
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respectivamente. Ambas cepas, exhibieron velocidades de crecimiento de 0.8 h™! y tiempos de
generacion de 0.9 h (Fig. 8C, 8D). La cepa control Pseudomonas rhizosphaerae alcanzo su
fase exponencial hasta las 8 horas de cultivo (u=0.63 h, Tg=1.1 h), entrando a la fase de

desaceleracion hasta las 23 horas, donde alcanza la fase estacionaria. Ademas, se registré un

incremento de pH de 6.6 a 8.9 durante su crecimiento (Fig. 8E).
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E. Pseudomonas rhizosphaerae
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Figura 8. Cinética de crecimiento y variacion de pH de A. C-20 fi2Th, B. C-22 h2-3Tw, C. C-24 n2Tw, D. C-31
H2Tw y E. Pseudomonas rhizosphaerae, cultivadas en caldo nutritivo a una temperatura de 28 + 1°C y 120 rpm.
K (Velocidad de crecimiento), Tg (Tiempo de generacion), —o— Fase exponencial (Ln (mg/L)), —e— Cinética de
crecimiento (Ln (mg/L)) y —A— pH.

A pesar de que los parametros de crecimiento bacteriano varian en funcién a diversos factores,
condiciones y medio de cultivo, procedencia y viabilidad del inoculo, y caracteristicas
intrinsecas de cada microorganismo, entre otros. Se ha reportado por Guerra & ZUfiiga, (2018)
un tiempo de generacion similar para Pseudomonas sp. de 0.9 h en medio LMC. Asimismo,
Tortone & Lucchesi, (2005) describieron un tiempo de generacion de 1.3 h para Pseudomonas
aeruginosa en medio HPi-BSM con glucosa y cloruro de amonio. Sin embargo, en medio N3
Pseudomonas aeruginosa tuvo un crecimiento exponencial hasta las 11 horas antes de entrar a
la fase estacionaria con un aumento de pH hasta 8.9 (Barraza, Bravo, & Pérez, 2017). Por otro
lado, Pseudomonas putida presenta aproximadamente un tiempo de generacion de 0.75 h a
30°C en medios complejos (Stanier, Wheelis, & Painter, 1996). Los resultados obtenidos en el
presente trabajo tienen una similitud con lo reportado en anteriores estudios. Sin embargo, el
empleo de medios de cultivos diferentes influye directamente en el crecimiento bacteriano y

determina los pardmetros cinéticos de crecimiento.

Por otro lado, al comparar los resultados obtenidos en el presente estudio se revela que las
cepas C-20 i2Th y C-22 h2-3Tw presentan una cinética de crecimiento y caracteristicas macro
y microscopicas similares, colonias medianas, de forma definida, de borde ondulado, convexas
y de color blanquecino; ademas, ambas cepas son bacilos Gram-negativos. Contrariamente, las

cepas C-24 n2Tw y C-31 H2Tw a pesar de ser idénticas en cuanto a su cinética de crecimiento
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difieren en sus caracteristicas morfoldgicas macroscopicas, y no asi en sus caracteristicas
microscopicas (Tabla 1, ANEXO 1). Ademas, la cepa control Pseudomonas rhizosphaerae
presenta una cinética de crecimiento y caracteristicas macroscépicas diferentes a las cepas
seleccionadas, ya que se caracteriza por sus colonias de forma definida, convexa, de borde
entero y de color beige. En ese sentido, las caracteristicas descritas para las cepas seleccionas
por su actividad inhibitoria contra Fusarium verticillioides presentan similitudes con el género
Pseudomonas tanto macro y microscépicas, debido a que miembros del género Pseudomonas
son bacilos Gram-negativos no formadores de esporas, otras caracteristicas incluyen desde
colonias incoloras a blanquecinas, crema o amarillas, entre las mas comunes (UK Standards
for Microbiology Investigations, 2015). Se ha reportado también que las especies de
Pseudomonas son metabdlicamente versatiles, capaces de utilizar un amplio rango compuestos
organicos simples y complejos; ademas, generan una gran cantidad de metabolitos secundarios
como ser: floroglucinoles, fenolinas, pirrolnitrina, lipopéptidos, HCN, sideroforos, entre otros

gue promueven su actividad antagonica (Haas & Keel, 2003).

6.3 Metabolitos solubles con actividad inhibitoria contra Fusarium verticillioides
6.3.1 Metabolitos solubles producidos por cultivo en estado liquido

El desarrollo de la biotecnologia a través de los cultivos en estado liquido (CEL), por la
facilidad que proporciona este proceso en cuanto al manejo de variables, permite evaluar y
optimizar cultivos microbianos para la produccién de metabolitos, entre ellos enzimas liticas y
metabolitos secundarios como: antibidticos, siderdforos, biosurfactantes, entre otros, con
potencial antagdnico contra el crecimiento de fitopatégenos (Compant, Clément, & Sessitsch,
2010). Este tipo de cultivo permite controlar pardmetros de cultivo como: transferencia de
oxigeno, temperatura y homogenizacion, adicion de nutrientes, control de pH y otros; lo cual
le confiere una ventaja frente a los cultivos en estado solido (CES). Los CEL son facilmente
adaptables, rentables y se obtienen reproducibilidad en los resultados (Fazenda, Seviour,
McNeil, & Harvey, 2008).

En la CEL el desarrollo del microorganismo se presenta de una forma cinética tipica, dando
origen a una fase de latencia, de crecimiento (fase logaritmica), de desaceleracion, estacionaria
y la Gltima, de declinacion. Se ha reportado que durante la fase estacionaria (idiofase)

generalmente inicia el metabolismo secundario, debido a la limitacion de nutrientes en el

51



medio de cultivo o la acumulacion de productos del metabolismo generando una condicion de
estrés sobre el microorganismo cultivado, en este estado se producen los metabolitos
secundarios, los cuales no son esenciales para el crecimiento, desarrollo o reproduccién
normal; pero cumplen un papel importante en funciones de supervivencia y la provision de
mecanismos de defensa (Vaishnav & Demain, 2011). La falta de nutrientes o situaciones de
estrés, son condiciones favorables para la produccion de metabolitos secundarios con efecto
inhibitorio contra microorganismos competidores, de esta manera el productor de metabolitos
secundarios asegura la disponibilidad de nutrientes para su supervivencia. Asimismo, la
produccion de metabolitos secundarios es aprovechada en la industria para la generacion de
nuevos compuestos con actividad antimicrobiana, antibioticos, alcaloides, pigmentos,

surfactantes, etc. (Ruiz et al., 2010).

Por lo anteriormente descrito, en el presente estudio se evaluaron los pardmetros cinéticos de
crecimiento de las cepas C-20 i2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas
rhizosphaerae (cepa control) (seccién 6.2.2), y se consider6 extender el tiempo del CEL, para
evaluar la produccién y actividad de metabolitos secundarios solubles producidos por los
microorganismos atravesando idiofase (fase de desaceleracion y estacionaria, posterior a las
18 horas de incubacion). En ese sentido, muestras del cultivo de C-20 Ai2Th, C-22 h2-3Tw, C-
24 m2Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae, fueron colectadas desde las 18 hasta las
168 horas de cultivo, las mismas fueron centrifugadas y filtradas para la recuperacion de
filtrados crudos, exentos de biomasa bacteriana. Los filtrados crudos obtenidos en los tiempos
de cultivo mencionados (18 — 168 h) fueron evaluados por su actividad inhibitoria contra
Fusarium verticillioides, mediante la técnica de vertido en placa, (descrita en la seccién
5.3.7.3). Fusarium verticillioides fue sembrado en medio PDA conteniendo los filtrados
crudos bacterianos (dilucién 1:2) e incubado durante 15 dias, debido a que se evidencid en un
ensayo previo (técnica de enfrentamiento dual, seccion 6.2.1) que Fusarium verticillioides es
inhibido hasta los 7 dias de co-incubacion, pero supera o mantiene la inhibicidn en tiempos

prolongados de cultivo.

Los resultados obtenidos de la actividad inhibitoria de los filtrados crudos bacterianos
producidos por las cepas seleccionadas y Pseudomonas rhizosphaerae evaluados frente a

Fusarium verticillioides durante 7 dias de incubacion, revelaron porcentajes de inhibicion
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variables entre 20 y 47% en comparacién al control negativo de Fusarium verticillioides,
donde no existio alteracion en su crecimiento normal (p<0.001, Fig. 10). Este ensayo permitid
evidenciar dos situaciones: i) los filtrados bacterianos obtenidos en la fase de desaceleracion
(entre las 18 a 36 horas) afectaron el crecimiento radial de Fusarium verticillioides entre el 20-
28%. Por otro lado, ii) los filtrados bacterianos obtenidos en la fase estacionaria (48 a 168
horas), exhibieron mayores porcentajes de inhibicion contra Fusarium verticillioides, entre el
26-47%. Estos resultados revelan que la presencia de metabolitos secundarios extracelulares
presentes en los filtrados bacterianos, especialmente obtenidos en idiofase, conduce a la

supresion del crecimiento fungico.

Ademas, se pudo observar la alteracion que producen los filtrados crudos bacterianos en la
morfologia macro- y microscopica de Fusarium verticillioides mediante microscopia Optica.
Las principales alteraciones morfologicas revelaron disminucion del crecimiento hifal y la
germinacion conidial en comparacion al control negativo que alcanzé un crecimiento y
esporulacion normal (Fig. 9). Asimismo, se observaron cambios macroscopicos del
crecimiento micelial del patégeno al estar expuesto a metabolitos secundarios, mostrando un
aspecto algodonoso y de color blanco muy diferente al control negativo (sin tratamiento) que
presentd un aspecto levemente algodonoso, y variable en color de blanco temporal a gris
posteriormente (Fig. 9). A pesar de lo observado, no se pudo evidenciar distorsiones de hifas o
esporas mediante microscopia Optica, sin embargo, para descartar esta observacion seria

necesario utilizar otras técnicas especificas como la microscopia electrénica de barrido.

En correspondencia con los resultados obtenidos, varios trabajos de investigacion observaron
fendmenos similares, por ejemplo, Wang, Yieh, & Shih, (1999) demostraron que el filtrado
crudo de Pseudomonas aeruginosa K-187 inhibi6 el crecimiento de Fusarium oxysporum,
Fusarium moniliforme, Penicillium italicum y Aspergillus flavus bloqueando la germinacion
de esporas e incrementando la hinchazén de las hifas. Borah, Goswami, Sarma, Cameotra, &
Deka, (2016) indicaron que el biosurfactante Ramnolipido (RL-SS14), producido por
Pseunomonas aeruginosa SS14 altera significativamente la morfologia del micelio de
Fusarium verticillioides, probablemente debido a la ruptura de la bicapa de fosfolipidos de
membranas por la actividad surfactante de RL-SS14 conduciendo a la fuga de electrolitos,

proteinas y ADN. En otro estudio, Fusarium verticillioides fue tratado con lipopéptidos
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antimicrobianos (surfactian y fengicina) producidos por Bacillus mojavensis, una bacteria
endofita del maiz, donde se observd inhibicion del crecimiento filamentoso, distorciones
hifales, vacuolizacion vy lisis (Blacutt, Mitchell, Bacon, & Gold, 2016). Sowanpreecha &
Rerngsamran, (2018) observaron un crecimiento anormal del micelio y alargamiento de las
hifas de Phytophthora palmivora, patdgeno causante de la pudricion negra en las orquideas, al
ser tratada con proteinas antifungicas producidas por Pseudomonas aeruginosa RS1.
Probablemente estas proteinas antifingicas tienen accion durante el desarrollo de la hifas o la
sintesis de la pared celular del patdgeno. En conclusion, la estructura micelial de un hongo
desempefia un papel fundamental en la reproduccién y la progresion de la enfermedad,
cualquier dafio a la integridad del micelio podria afectar adversamente la patogenicidad del
hongo (Borah, Goswami, Sarma, Cameotra, & Deka, 2016), como se observo en el presente
estudio.

Figura 9. A. Crecimiento normal de Fusarium verticillioides en medio PDA. C. Inhibicién del crecimiento de
Fusarium verticillioides en medio PDA con el filtrado crudo bacteriano. Observacion microscopica a 400X de
Fusarium verticillioides, (B) sin y (D) con el filtrado crudo bacteriano.

En el presente estudio, se pudo evidenciar que el crecimiento hifal y la germinacion conidial
de Fusarium verticillioides fueron afectados debido a la accion de los filtrados crudos
bacterianos, hasta los 7 dias de incubacion, repercutiendo en la imposibilidad de alcanzar la
fase estacionaria de crecimiento. En un tiempo posterior, hasta los 15 dias de incubacion de
Fusarium verticillioides, se evalu6 la estabilidad de la actividad antifingica de filtrados crudos

bacterianos. Los resultados obtenidos (Fig. 10) revelaron que los filtrados crudos producidos
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por las cepas en estudio y Pseudomonas rhizosphaerae obtenidos en idiofase tardia exhibieron
un incremento en la reduccién del crecimiento micelial de 24-47% (7 dias) a 46-52% (15 dias
de incubacion). Por otro lado, los filtrados crudos bacterianos obtenidos en idiofase temprana
redujeron el crecimiento de Fusarium verticillioides de 20-28% (7 dias) a 44-46% (15 dias de
incubacidn). En ese sentido, este estudio refleja que la actividad inhibitoria de los filtrados
crudos bacterianos permanecid estable por un tiempo prolongado de 15 dias de incubacion,
donde Fusarium verticillioides presentd alteraciones morfolégicas en estructuras

reproductivas.

Por otro lado, también se evalud el tiempo de obtencion del filtrado crudo bacteriano en
funcion a su porcentaje de inhibicion contra Fusarium verticillioides. Para ello, se empleé el
andlisis de comparacion multiple de Tukey, expresando diferencias significativas entre los
distintos tiempos de obtencion del filtrado crudo bacteriano (p<0.001). Se encontré que los
filtrados crudos bacterianos recuperados en idiofase tardia poseen mayor actividad inhibitoria
que aquellos obtenidos en idiofase temprana. En las Figuras 10A, B y D, se muestra que los
filtrados crudos de las cepas C-20 ii2Th, C-31 H2Tw y C-22 h2-3Tw, obtenidos a partir de las
72 horas exhibieron mayores porcentajes de inhibicion del crecimiento de Fusarium
verticillioides, entre 30-43% (7 dias) y 45-50% (15 dias) expresados en la agrupacion a y ab
(test de Tukey).

Adicionalmente, el filtrado crudo de la cepa C-24 n2Tw obtenido a partir de las 48 horas de
CEL, inhibié el crecimiento micelial del patdgeno en un 32-36% a los 7 dias de incubacién
(Fig. 10C, agrupacion a). Sin embargo, hasta los 15 dias de evaluacién, los filtrados obtenidos
a las 72 y 120 horas de CEL produjeron mayor porcentaje de inhibicion alrededor de 50+0.5%
(Fig. 10C, agrupacion ab). El filtrado crudo producido por la cepa control Pseudomonas
rhizosphaerae present6é los mayores porcentajes de inhibicion contra el patégeno, respecto a
los demas filtrados evaluados, entre el 45-47% a los 7 dias y del 50-52% a los 15 dias de
incubacion (Fig. 9E, agrupacion a). Por tanto, los filtrados crudos de C-20 fi2Th, C-22 h2-
3Tw, C-24 m2Tw y C-31 H2Tw obtenidos en idiofase tardia, exhibieron mayor actividad
antagdnica contra Fusarium verticillioides resaltando el elevado potencial de estas cepas como

antagonista de este patdgeno. Sin embargo, el porcentaje de inhibicion del filtrado crudo de la
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cepa control Pseudomonas rhizosphaerae difiere del resto, presentando una mayor actividad

inhibitoria contra el patdgeno.

La eficacia como antifingicos de metabolitos secundarios de especies de Pseudomonas ha
sido ampliamente respaldada en estudios anteriores, por ejemplo, Sowanpreecha &
Rerngsamran (2018) reportaron que el filtrado crudo producido por Pseudomonas aeruginosa
RS1, obtenido en idiofase, inhibi6 el crecimiento de Phytophthora palmivora en un 53%,
fitopatdgeno causante de la podredumbre negra. Ademas, también se reporté porcentajes de
inhibicion del 42+2% contra Glomerella tucumensis empleando filtrados de Pseudomonas
putida N2wzH-50, obtenidos a las 72 horas de CEL (Hassan, Afghan, & Hafeez, 2011). Otro
estudio realizado reportd que Fusarium verticillioides fue inhibido en un 50 y 80% al ser
tratado con el ramnolipido RL-SS14 (>50 y 200 mg/L) de Pseunomonas aeruginosa SS14
(Borah, Goswami, Sarma, Cameotra, & Deka, 2016). Por otro lado, Pseudomonas fluorescens
ZUMBO0 se caracterizd por la capacidad de producir sideroforos, y se evidencio que a una
concentracion 20 pM disminuye el crecimiento de Colletotrichum lindemuthianum vy
Colletotrichum gloeosporioides, (Santoyo, Valencia, Orozco, Pefia, & Farias, 2010). Imran,
Darine, & Mohamed, (2012) indicaron que el filtrado crudo de Bacillus subtilis (8.3 y 12.5%,

v/v) inhibe el crecimiento de Fusarium verticillioides, Rhizoctonia solani y Botrytis cinerea.

En el presente estudio, los filtrados crudos bacterianos se caracterizaron por disminuir el
crecimiento micelial de Fusarium verticillioides y se podria presumir que en condiciones
naturales podrian reducir la concentracion del patdgeno capaz de producir infeccion, por lo
que estos hallazgos del efecto antifingico justifican su estudio como agentes de biocontrol en

campo.
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E. Pseudomonas rhizosphaerae
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Figura 10. Efecto inhibitorio de filtrados crudos producidos por cultivo en estado liquido a 28 + 1°C y 120 rpm
de las cepas A. C-20 fi2Th, B. C-22 h2-3Tw, C. C-24 n2Tw, D. C-31 H2Tw y E. Pseudomonas rhizosphaerae
(cepa control) frente a Fusarium verticillioides durante 7 y 15 dias de incubacién, empleando la técnica de
vertido en placa dilucion 1:2 (v:v). Las barras representan la media y la desviacion estandar de cuatro replicas.
Letras no comunes indican agrupaciones con diferencias significativas para la prueba Tukey (p < 0.001).

Diversos estudios informaron que las bacterias enddfitas ejercen un control bioldgico efectivo
sobre los patogenos de las plantas a través de varios mecanismos de accion, como el
incremento en la resistencia sistémica, competencia por nutrientes y nichos ecol6gicos
(Compant, Duffy, Nowak, Clément, & Ait, 2005). Sin embargo, la sintesis de antimicrobianos
es unos de los principales mecanismos de accidn contra los patdgenos (Compant, Clément, &
Sessitsch, 2010; Santoyo, Moreno, Orozco, & Glick, 2015). Se ha estimado que estos
microorganismos son una fuente inagotable de méas de 20.000 compuestos bioldégicamente
activos, los cuales influyen de manera directa en el rendimiento y supervivencia de las plantas
hospederas (Alviz, Pérez, & Pérez, 2017). Los metabolitos bioactivos producidos por bacterias
enddfitas han sido estudiados por su actividad inhibitoria contra fitopatdgenos y son
empleados en formulaciones liquidas o solidas para combatir enfermedades en los cultivos
agricolas, por ejemplo, Bacillus mojavensis RRC 101 que produce Leu7-surfactina es utilizada
como bioinsumo para combatir enfermedades del maiz. Debido a la preocupacion global por la

salud humana y el medio ambiente, el género de Pseudomonas sp. ha sido ampliamente
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aceptada como un agente seguro de control bioldgico en la agricultura. Pseudomonas sp. tiene
la capacidad de producir una amplia gama de antimicrobianos: pioluteorina (PIt), acido
fenazina-1-carboxilico (PCA), el 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG), pirrolnitrina (Prn),
cianuro de hidrégeno (HCN), sider6foros, compuestos de tipo proteico (bacteriocinas),
biosurfactantes y otros, que influyen en la supresion de patdgenos (Snook, Mitchell, Hinton, &
Bacon, 2009; Chebotar et al., 2015; Santoyo, Orozco, & Govindappa, 2012). Se demostro en
el presente estudio, que filtrados crudos bacterianos inhibireron el crecimiento de Fusarium
verticillioides, sin embargo, la caracterizacion de los metabolitos y su modo de accion necesita
ser estudiado. En ese sentido, los metabolitos presentes en filtrados crudos bacterianos pueden
usarse para obtener acciones antifingicas sinérgicas. Los filtrados crudos bacterianos
constituirian una alternativa en la agricultura para inhibir el crecimiento de Fusarium

verticillioides.

6.3.2 Metabolitos solubles producidos por cultivo en estado sélido

Industrialmente, los metabolitos secundarios son producidos por CEL porque permite un
mayor control de pardmetros como se menciond anteriormente, sin embargo, este tipo de
cultivo exige mayores costos de produccién. Una alternativa interesante al CEL es el cultivo
en estado solido (CES), ya que el proceso es mas sencillo, ecoldgico, de baja inversion de
capital y lo mas importante utiliza residuos o subproductos agroindustriales (Ziayoddin,
Manohar, & Junna, 2012). La principal diferencia entre estos dos bioprocesos, es la cantidad
de agua libre en el medio de cultivo. En la CEL existe agua libre en el sistema donde los
nutrientes se encuentran en forma soluble en el medio liquido, en contraste el CES es un
proceso sobre sustratos solidos insolubles en agua, con un bajo contenido de humedad, pero
suficiente para mantener el crecimiento y metabolismo microbiano (Mitchell, Berovic, &
Krieger, 2002; Robinson, Singh, & Nigam, 2002; Singhania, Patel, Soccol, & Pandey, 2009).
La CES simula el habitat natural del microorganismo, por lo que este sistema puede resultar
mas eficiente para la produccion de metabolitos bioactivos (Holker, Hofer, & Lenz, 2004;
Singhania, Patel, Soccol, & Pandey, 2009). EI CES tiene varias aplicaciones potenciales en la
produccion de productos de valor agregado como metabolitos secundarios incluyendo
antibioticos, alcaloides, factores de crecimiento de planta, enzimas, acidos organicos,

bioplaguicidas, micopesticidas, bioherbicidas, biosurfactantes, biocombustibles, productos
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biofarmacéuticos, etc. (Robinso, Singh, & Nigam, 2001; Manpreet, Sawraj, Sachin, Pankaj, &
Benerjee, 2005; Pandey, 2003).

Los sustratos mas empleados en el CES son los desechos agroindustriales como salvado de
trigo, salvado de arroz, desechos de banana, cascarilla de café, bagazo de cafia, pulpa de
remolacha, mazorcas de maiz, desechos de frutas y vegetales, paja de trigo entre otros, los
cuales se caracterizan por su elevado contenido de carbohidratos, proteinas y lipidos. Sin
embargo, la seleccién del sustrato sélido adecuado para el proceso, es un factor critico y, por
lo tanto, implica la evaluacién de varios sustratos agroindustriales favorables para el
crecimiento microbiano y la produccion de metabolitos de interés (Narendra, Swapna, Khan,
Reddy, & Hameeda, 2015; Subramaniyam & Vimala, 2012; Uyar & Baysal, 2004). El sustrato
solido utilizado en CES, al estar impregnado en agua, lixivia sus nutrientes en el agua
circundante; esta suspension enriquecida con nutrientes a su vez sostiene el crecimiento y la
actividad metabdlica del microorganismo. Inicialmente, el sustrato sélido es inaccesible para
los microorganismos debido a su composicion, su disponibilidad puede variar durante el
cultivo, debido a que es utilizado lentamente por el microorganismo, existiendo una liberacion
controlada de nutrientes (Subramaniyam & Vimala, 2012). Esto se debe a la interaccion
compleja de una variedad de factores que incluyen: la produccién y difusion de enzimas
hidroliticas extracelulares, la difusiébn de productos de hidrdlisis y la penetracion del
microorganismo en el sustrato (Mitchell, Berovic, & Krieger, 2002). Si se analiza el sustrato
en una microescala en el sistema de CES, el microorganismo en crecimiento se adhiere al
sustrato sélido, por ejemplo, los organismos unicelulares como bacterias forman una
biopelicula alrededor del material sélido (Mitchell, De Lima, & Krieger, 2011; Manpreet,
Sawraj, Sachin, Pankaj, & Banerjee, 2005).

Debido a las ventajas descritas del CES sobre el CEL, en el presente estudio se evalud la
produccion de metabolitos solubles producidos por C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw, C-
31 H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae (cepa control) en cultivo en estado sélido, empleando
como sustrato solido salvado de trigo y cascarilla de arroz, los cuales son desechos
agroindustriales o se utilizan para la elaboracion de productos de interés, como productos de
panaderia, fibras dietéticas, alimento balanceado para ganado, etc. (Vargas & Peréz, 2018). Es

importante mencionar que una de las principales dificultades en el CES es la imposibilidad de
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obtener muestras representativas durante el proceso, por ejemplo, cuando se requieren estudios
cinéticos, de determinacion de la concentracion de sustratos y productos, cuantificacion de
células, etc. En ese sentido, en este experimento no se recolectaron muestras en diferentes
intervalos de tiempo, sino mas bien se colecto todo el caldo a las 120 horas de cultivo de C-20
fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae, para el analisis
de la actividad inhibitoria de sus metabolitos contra Fusarium verticillioides, mediante la
técnica de vertido en placa a una dilucion 1:3, durante 7 (Fig. 12, barras rojas) y 15 dias (Fig.

12, barras azules).

Posterior al analisis de ambos sustratos solidos empleados en el CES se encontrd que el
salvado de trigo, obtenido del mercado local, es un medio de cultivo que favorece la
produccion de metabolitos bioactivos por C-20 i2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw, C-31 H2Tw
y Pseudomonas rhizosphaerae. El salvado de trigo, fue utilizado como fuente de carbono,
nitrégeno y minerales, donde las bacterias crecieron exuberantemente sin otra fuente de
carbono u otros nutrientes (Fig. 11A y B), lo cual es interesante para su aplicacién, ya que no
requiere nutrientes adicionales. La idoneidad universal del salvado de trigo puede deberse al
hecho de que contiene suficientes nutrientes y permanece accesible incluso en condiciones de

humedad, lo que proporciona una gran superficie para el crecimiento microbiano.

Los resultados obtenidos al evaluar la actividad inhibitoria de los filtrados crudos producidos
por las cepas bacterianas y Pseudomonas rhizosphaerae mediante CES, empleando salvado de
trigo como sustrato, revelaron porcentajes de inhibicion moderados entre el 43-54% contra
Fusarium verticillioides durante 7 dias de incubacion, presentando diferencias significativas
respecto al control negativo de Fusarium verticillioides y al control de medio de cultivo,
donde el fitopatdgeno desarroll6 normalmente (ANOVA, p<0,001). La evaluacion de la
actividad inhibitoria de los filtrados crudos producidos por las cepas bacterianas, en funcion al
porcentaje de inhibicion contra Fusarium verticillioides, se realiz6 mediante el analisis de
comparacion mudltiple de Tukey. Los resultados del analisis revelaron que no existen
diferencias significativas entre los porcentajes de inhibicion empleando filtrados crudos de las
cepas C-22 h2-3Tw, C-24 m2Tw y C-31 H2Tw (Fig. 12, agrupacién ab) alcanzando el 49-52%
de inhibicion de Fusarium verticillioides, incubado durante 7 dias. Por otro lado, el filtrado

crudo obtenido con la cepa C-20 fi2Th inhibié el crecimiento micelial de Fusarium
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verticillioides en un 43% (Fig. 12, agrupacion b) y el filtrado crudo producido por la cepa
control Pseudomonas rhizosphaerae presentdé el mayor porcentaje de inhibicién contra el
patdgeno, alrededor del 54% (Fig. 12, agrupacion a). Adicionalmente, los filtrados crudos
bacterianos empleando cascarilla de arroz en el CES, presentaron actividad leve o nula frente
crecimiento de Fusarium verticillioides (resultados mostrados en el ANEXO 2).

Al igual que en el experimento anterior (CEL seccién 6.3.1.) respecto a alteraciones
morfologicas de Fusarium verticillioides, al ser tratado con filtrados crudos bacterianos, en
este experimento se observo que los filtrados crudos producidos por CES con salvado de trigo,
ocasionaron disminucion del crecimiento hifal y la germinacion de Fusarium verticillioides,
asi como cambios macroscopicos de un aspecto algodonoso de color blanco diferente al

control negativo de aspecto levemente algodonoso y gris (Fig. 11C, D, Ey F).

Figura 11. A. Cultivo bacteriano en salvado de trigo hasta las 120 horas de incubacién donde se observa la
formacién de bioflim sobre el sustrato. B. Filtrados crudos exentos de biomasa bacteriana obtenidos por CES. C.
Crecimiento normal de Fusarium verticillioides en medio PDA. D. Inhibicién del crecimiento de Fusarium
verticillioides en medio PDA con el filtrado crudo bacteriano (dilucion 1:3). Observacion microscopica a 400X
de Fusarium verticillioides, (E) sin y (F) con el filtrado crudo bacteriano.

En la seccion 6.3.1 se pudo observar que la actividad inhibitoria contra Fusarium
verticillioides de filtrados crudos bacterianos, obtenidos por CEL, permanecié estable por un
tiempo prolongado de 15 dias de incubacion. En este sentido, también se evalud la estabilidad

de la actividad inhibitoria de los filtrados crudos bacterianos obtenidos por CES, durante 15

63



dias de incubacion. Los resultados del analisis ANOVA unifactorial, reportan que los filtrados
crudos obtenidos de las cepas C-22 h2-3Tw, C-31 H2Tw y C-24 m2Tw cultivas por CES, no
expresan diferencias significativas en sus porcentajes de inhibicién de 49-52% y 52-53%, a los

7'y 15 dias de incubacién de Fusarium verticillioides, respectivamente (p>0.05).

Por otro lado, empleando el filtrado crudo de la cepa C-20 i2Th se observé un incremento
significativo en el porcentaje de inhibicion de Fusarium verticillioides, de 43% (7 dias) a 54%
a los 15 dias de incubacion (ANOVA unifactorial, p<0.05). En contraste, empleando el
filtrado crudo de Pseudomonas rhizosphaerae (cepa control) se observé una leve reduccion en
el porcentaje de inhibicion de 54% a los 7 dias a 52% hasta los 15 dias de incubacion de

Fusarium verticillioides (p<0.05).
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Figura 12. Efecto inhibitorio de filtrados crudos producidos por cultivo en estado sélido, empleando salvado de
trigo como sustrato sdlido, a 28 + 1°C de las cepas C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw, C-31 H2Tw y

Pseudomonas rhizosphaerae (cepa control) frente a Fusarium verticillioides durante 7 y 15 dias de incubacion,
empleando la técnica de vertido en placa dilucion 1:3 (v:v). Las barras representan la media y la desviacion
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estandar de cuatro replicas. Letras no comunes indican agrupaciones con diferencias significativas para la prueba
Tukey (p<0,05). *: Aumento y **: Reduccién de la actividad inhibitoria de filtrados crudos bacterianos contra el
patégeno hasta los 15 dias de evaluacién (p<0.05). C(-)MC refiere al control negativo de medio de cultivoy C(-
)Fv al control negativo de Fusarium verticillioides.

A la luz de las numerosas ventajas del CES sobre el CEL, en el presente trabajo de
investigacion se realizd la comparacion de los diferentes filtrados crudos bacterianos
obtenidos por CEL y CES mediante el andlisis de comparacién multiple de Tukey. Para ello,
se compararon los porcentajes de inhibicion de Fusarium verticillioides, empleando filtrados
obtenidos en idiofase de CEL (72, 120 y 168h, debido a que se reportaron mayores porcentajes
de inhibicion descritos en la seccion 6.3.1.) y 120h de CES. Como se muestra en la Tabla 2,
los filtrados obtenidos por CES exhiben porcentajes de inhibicion superiores a aquellos
obtenidos por CEL, para todas las cepas bacterianas estudiadas C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-
24 m2Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae. Ademas, es importante resaltar que para
la evaluacion del efecto inhibitorio se emplearon filtrados mas diluidos de CES (dilucién 1:3)
que de CEL (dilucion 1:2). Por ambas razones, mayores porcentajes de inhibicion y utilizacion
de menor volumen de filtrado, el cultivo en estado sélido fue superior al cultivo en estado
liquido, y se sugiere que las bacterias endofitas C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw, C-31
H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae ofrecen posibilidades para la produccion de metabolitos

bioactivos por CES.

Tabla 2. Efecto inhibitorio de filtrados crudos producidos por CES y CEL de las cepas C-20 Ai2Th, C-
22 h2-3Tw, C-24 n2Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae (cepa control) frente a Fusarium
verticillioides durante 7 y 15 dias de incubacion.

C-20A2Th C-22 h2-3Tw C-24 m2Tw C-31 H2Tw P. rhizosphaerae
Evaluacion del
crecimiento de 7d 15d 7d 15d 7d 15d 7d 15d 7d 15d
F. verticillioides
72h 411 50+1 33+3 49+1 36+4 50+1 43+1 | 47+05 | 453 50+1
™ ab b b b b ab b bc b a
dg_‘@ 120 h 39+1 49 £ 2 33+2 501 32+3 49+1 | 36+3 451 44 + 3 52+ 2
(@) _g ab b b b b bc b Cd b a
= 168 h 34+2 48+ 1 30+3 49+0,3 331 47+1 | 40+2 48 +1 47+ 3 52+1
b b bc b b cd b B b a
CES 120 h 43+ 6 54+1 51+4 53+05 | 49+4 52+1 | 52+4 52+1 54+2 | 5205
a a a a a a a A a a

Nota: Las medias de una misma columna que no comparten una letra son significativamente diferentes (p<0,05) segin el
andlisis de comparacion multiple de Tukey. CES: tiempo de obtencién del filtrado crudo en Cultivo en estado sélido, CEL:
tiempo de obtencién del filtrado crudo en Cultivo en estado liquido, d: tiempo en dias de incubacién de Fusarium
verticillioides, h: tiempo en horas de obtencion del filtrado crudo bacteriano.

Fuente: Elaboracién propia.
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El uso de desechos agroindustriales para el cultivo en estado s6lido (CES) es una alternativa
para la produccion de metabolitos bioactivos, por ejemplo, EI Bendary, Moharam, & Foda,
(2008) emplearon salvado de trigo, como sustrato solido en el CES, para la produccion de una
toxina mosquitocida producida por Bacillus sphaericus, la cual tiene un efecto inhibidor
contra Culex pipiens. Asi mismo, Zhun, Zhang, Luo, Ran & Shen, (2012) optimizaron la
produccion de lipopéptidos por Bacillus amyloliquefaciens XZ-173 por CES, empleando paja
de arroz como sustrato principal con harina de soja, almidén y extracto de levadura,
obteniendo una elevada concentracion de lipopéptidos con actividad inhibitoria contra
Rhizoctonia solani y Ralstonia solanacearum, fitopatdgenos de diversos cultivos agricolas.
Mizumoto & Shoda, (2007) emplearon okara, un residuo de cuajada de soja producido durante
la fabricacion del tofu, utilizado en CES para la produccion de Iturina A, un antibidtico
lipopeptidico, producido por Bacillus subtilis RB14-CS. El género Pseudomonas también es
empleado en CES con salvado de trigo para la produccion de proteasas alcalinas por
Pseudomonas aeruginosa (Meena, Tripathi, Srivastava, & Jha, 2013). Existen otras
aplicaciones del cultivo en estado solido (CES) en biorremediacion y biodegradacion de
compuestos peligrosos, desintoxicacion y biotransformacion biol6gica de residuos
agroindustriales (Singhania, Patel, Soccol, & Pandey, 2009).

Debido a que el CES utiliza desechos organicos solidos, existe una reduccion de los costos
operativos y de produccion, contribuyendo de manera concurrente a la gestion de los desechos
solidos. Los residuos agroindustriales se generan en grandes cantidades cada afio, y el CES
constituye una alternativa para su reutilizacion por su disponibilidad, bajo costo y
composicion, que permiten obtener diferentes compuestos de valor agregado. Aunque el CES
tiene potencial en areas especificas, ha recibido poca atencion. Su potencial para operar de
manera confiable a gran escala simplemente no se ha investigado en la misma medida que el
CEL. Si bien el CES permite la formacion de productos méas concentrados, otros factores tales
como la impureza del producto, elevacion de temperatura, pH, O, gradiente de sustrato y
humedad en el proceso fermentativo, son problemas a ser considerados cuando se emplea el
CES a escala industrial (Pandey, Soccol, & Mitchell , 2000; Singhaniaa, Patel, Soccolc, &
Pandeya, 2009; Robinson, Singh, & Nigam, 2002; Holker, Hofer, & Lenz, 2004).
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6.4 Potencial de metabolitos volatiles con actividad inhibitoria contra Fusarium

verticillioides

Las bacterias enddfitas tienen diferentes mecanismos por los cuales pueden inhibir a
patdgenos, la competencia por nutrientes, induccién de la resistencia sistémica en la planta,
produccion de sideroforos, degradacion de factores de virulencia y produccion de una gran
variedad de compuestos antifungicos, son algunos mecanismos ampliamente estudiados. Sin
embargo, la mayoria de los procesos mencionados requieren un contacto cercano o incluso
fisico con el patdgeno. Interesantemente, también se ha reportado que las bacterias
antagdnicas también son capaces de inhibir a distancia a fitopatdgenos flngicos por la emisién
de metabolitos volatiles (Weisskopf, 2013; Noriega, Hernandez, Acebo, & Luis, 2016). Estos
compuestos volatiles bacterianos son de gran interés para el desarrollo de una variedad de
aplicaciones, entre ellas la capacidad de inhibir el desarrollo de patdégenos que afectan cultivos
agricolas (Barraza, Bravo, & Pérez, 2017; Schulz & Dickschat, 2007). Actualmente, las
funciones bioldgicas de muchos compuestos volatiles no han sido elucidadas en detalle, pero
se ha reportado que intervienen en procesos de comunicacion inter e intra-organismos, como
una posible valvula de liberacién de carbono, promocién del crecimiento de las plantas o
inclusive inhibicion de patégenos (Kai et al, 2009). También estan involucrados en la
competencia, sefializacion y cooperacion en poblaciones celulares, sin embargo, la produccion
de compuestos volatiles estd sujeta a las condiciones ambientales. La biosintesis de
compuestos volatiles bacterianos esta generalmente vinculadas a vias catabdlicas que incluyen
la glicolisis, proteolisis y lipolisis, y pertenecen a diferentes clases quimicas (Cho et al., 2017,
Schulz & Dickschat, 2007). Los compuestos volatiles se transforman rapidamente de liquidos
0 sOlidos a gases, por su bajo peso molecular y alta presion de vapor. Estas propiedades
permiten su facil difusion a través de la estructura porosa del suelo y a grandes distancias en la
atmosfera. Por lo tanto, los metabolitos volatiles no solo desempefian un papel sobre el suelo y
en consecuencia su efecto antagonico puede llegar a largas distancias (Cho et al., 2017; Kai et
al, 2009).

Los metabolitos volatiles bacterianos son de gran interés por su rol en el control biol6gico de
patogenos. Por ello, el presente trabajo de investigacion evalud la actividad inhibitoria de
metabolitos volatiles producidos por las cepas C-20 i2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw, C-31
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H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae contra el crecimiento de Fusarium verticillioides
durante 7 y 15 dias de incubacion. Para este fin, se empled la técnica de doble placa donde los
dos organismos, bacterias endofitas y Fusarium verticillioides crecieron en diferentes
superficies de agar, pero fueron expuestos entre si, evitando cualquier contacto fisico directo,
donde solo los metabolitos volatiles difundieron entre ambos microorganismos (descrito en la

seccion 5.3.8).

Los resultados preliminares de la actividad inhibitoria de metabolitos volatiles bacterianos
producidos por las cepas seleccionadas y Pseudomonas rhizosphaerae frente a Fusarium
verticillioides durante 7 dias de co-incubacion, revelaron porcentajes de inhibicion elevados,
entre 68 y 88% en comparacion al control negativo de Fusarium verticillioides, donde no
existié alteracion en su crecimiento (ANOVA, p<0,05). La evaluacion de la actividad
inhibitoria de metabolitos volatiles producidos por las cepas bacterianas, en funcién al
porcentaje de inhibicion contra Fusarium verticillioides, se analiz6 mediante el test de
comparacion mdaltiple de Tukey, revelando que los metabolitos volatiles emitidos por las cepas
C-20 A2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw y C-31 H2Tw, fueron capaces de reducir el crecimiento
de Fusarium verticillioides en un 83-88% hasta los 7 dias de co-incubacién, no existiendo
diferencias significativas entre si (Fig. 14, p>0.05, agrupacion a). Por otro lado, la cepa control
Pseudomonas rhizosphaerae se caracterizd por emitir metabolitos volatiles que afectaron
negativamente el crecimiento de patdgeno sélo en un 68% hasta los 7 dias de co-incubacién

(Fig. 14, p<0,05, agrupacion b).

En el estudio microscopico se observaron gque los compuestos volatiles bacterianos redujeron
la esporulacion y el crecimiento hifal de Fusarium verticillioides (Fig. 13G, H). Las
caracteristicas macroscépicas también se vieron afectadas, evidenciado por el desarrollo de un
micelio blanco diferente al control negativo (Fig. 13A, B, C, D, E y F). Sin embargo, estudios
adicionales deben realizarse para comprender los mecanismos que conducen a la inhibicién de
las estructuras reproductivas de Fusarium verticillioides después de la exposicion a
metabolitos volatiles bacterianos. Estudios similares fueron reportados, por ejemplo,
Fernando, Ramarathnam, Krishnamoorthy, & Savchuk, (2005) indicaron que especies del
género de Pseudomonas sp., aisladas de las raices y el rastrojo de canola y de las raices de

soja, produjeron compuestos volatiles que inhibieron la supervivencia, infeccion y las
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estructuras reproductivas de Sclerotinia sclerotiorum, causante de la podredumbre del tallo de
canola, frijoles y la pudricion de la corona y el tallo de la alfalfa. Por otra parte, Mannaa,
Yeon, & Deok, (2017) informaron que compuestos volatiles producidos por Bacillus
megaterium KU143, Microbacterium testaceum KU313 y Pseudomonas protegens AS15
inhibieron notablemente el cremiento micelial, la esporulacién y la germienacion conidial de

Aspergillus flavus.

Figura 13. A. Cultivo doble placa: bacteria y fitopatégeno. Actividad inhibitoria de: B. C-20 A2Th, C. C-22 h2-
3Tw, D. C-24 n2Tw, E. C-31 H2Tw y F. Pseudomonas rhizosphaerae (cepa control) contra Fusarium
verticillioides por interaccién antagonista-fitopatdgeno sin contacto directo. G. Crecimiento normal de Fusarium
verticillioides en medio PDA. Observacion microscopica a 400X de Fusarium verticillioides: (H) con y (l) sin
exposicion a metabolitos volatiles bacterianos.

En el presente estudio, se evalué también la inhibicion de Fusarium verticillioides por la
emisién de metabolitos volatiles producidos por las cepas bacterianas, con un tiempo de
exposicion prolongado hasta los 15 dias de co-incubacidn. Los resultados obtenidos como se
muestra en la Figura 14, revelan que no existe diferencias significativas en los porcentajes de
inhibicién de Fusarium verticillioides (p>0.05, analisis ANOVA) de 83-88% evaluado a los 7
dias y 87-90% hasta los 15 dias, efecto causado por las cepas C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-24
m2Tw y C-31 H2Tw, lo que indica que no existio la recuperacion del fitopatogeno a la
exposicion de metabolitos volatiles. Por otro lado, se observo un incremento significativo en el
porcentaje de inhibicién de Fusarium verticillioides por la emision de metabolitos volatiles
por Pseudomonas rhizosphaerae, de 68% hasta los 7 dias a 78% a los 15 dias de co-
incubacidn (p<0.05, analisis ANOVA). Se demuestra que las cepas enddfitas evaluadas tienen
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un elevado potencial antagonista por la emisién de metabolitos volatiles que afectan
negativamente el crecimiento de Fusarium verticillioides, por ello se selecciono a la cepa

bacteriana end6fita C-20 A2Th para posteriores evaluaciones.

Varios estudios han informado sobre la participacion de metabolitos volatiles en el control
bioldgico de patégenos de plantas, por ejemplo, Elkahoui et al, (2014) indicaron que los
compuestos volatiles producidos por Pseudomonas sp. P2, endofito aislado de hojas sanas de
olivo, inhibié en un 86% el crecimiento micelial de Rhizoctonia solani, fitopatdgeno causante
de enfermedades poscosecha de cultivos de papa. Por otro lado, Pseudomonas corrugata se
caracteriz6 por la produccion de metabolitos antifingicos volatiles que inhibid en un 58% el
crecimiento de Alternaria alternata, causante de la mancha foliar y tizon foliar, y en un 49%
el crecimiento de Fusarium oxysporum, causante de marchitamientos y pudriciones de los
cultivos agricolas (Trivedi, Pandey, & Palni, 2008). Otro estudio, sefiala que los metabolitos
volatiles producido por Pseudomonas aeruginosa inhibieron el crecimiento Fusarium
oxysporum en un 31%, principal fitopatégeno aislado de cultivos de pepino (Islam, Nain,
Alam, Banu, & Islam, 2018).
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Hasta los 7 Dias de co-incubacion

[ Hasta los 15 Dias de co-incubacién

Figura 14. Efecto inhibitorio de metabolitos volatiles producidos por C-20 Ai2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 m2Tw, C-
31 H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae (cepa control) frente a Fusarium verticillioides (Fv) durante 7 y 15 dias
de co-incubacion. Las barras representan la media y la desviacién estandar de tres replicas. Letras ho comunes
indican diferencias significativas para la prueba Tukey (p<0,05). *: Aumento de la actividad inhibitoria de
metabolitos volatiles de Pseudomonas rhizosphaerae contra el patégeno hasta los 15 dias de evaluacién (p<0,05).

Se ha reportado que muchas especies de Pseudomonas producen metabolitos volatiles
inorganicos como el cianuro de hidrogeno y amoniaco, que desempefian un papel importante
en el control biologico de enfermedades en cultivos agricolas. Por tanto, en el presente trabajo
se evalu6 la produccion de cianuro de hidrégeno y amoniaco por las cepas C-20 fi2Th, C-22
h2-3Tw, C-24 m2Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae. Los resultados revelaron
que ninguna de las cepas bacterianas estudiadas produjo cianuro de hidrogeno. Asi mismo, no
se registro la produccion de amoniaco para ninguna de las cepas bacterianas evaluadas (Tabla
3, seccion 5.3.9). Estos resultados demostraron que la inhibicion del crecimiento de Fusarium
verticillioides no se debi6 a la produccion de compuestos inorganicos como cianuro de
hidrogeno y amoniaco, y es posible que otros compuestos volatiles de naturaleza organica
(COV) fueron responsables del efecto inhibitorio. Para corroborar que los metabolitos

volatiles inhibidores del crecimiento de Fusarium verticillioides fueron de tipo organico COV
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se empled carbon activado como sistema de adsorcién, co-incubando las bacterias
seleccionadas junto a Fusarium verticillioides en una placa dividida. Esta técnica reveld que
en presencia de carbon activado no existe inhibicion de Fusarium verticillioides en
comparacion a un sistema sin carbon activado donde Fusarium verticillioides fue inhibido por
el efecto de metabolitos volatiles organicos (Fig. 15A, B, C). Por tanto, se demostrd que los
efectos antifingicos de los compuestos volatiles organicos producidos por C-20 fi2Th, C-22
h2-3Tw, C-24 m2Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae (cepa control) inhiben la
germinacion o el crecimiento micelial de Fusarium verticillioides. Asimismo, se demuestra
interesantemente que los compuestos volatiles producidos por bacterias endéfitas agregan otro

mecanismo al perfil de accidn en el control bioldgico de Fusarium verticillioides.

Figura 15. Actividad antifingica de compuestos volatiles bacterianos en placa dividida: A. Crecimiento de
Fusarium verticillioides no afectado por metabolitos volatiles retenidos en carbén activado. B. El crecimiento de
Fusarium verticillioides se inhibié en presencia de metabolitos volatiles producidos por bacterias presentes en un
compartimento diferente. C. Crecimiento normal de Fusarium verticillioides en medio PDA.

La investigacion sobre COV bacterianos atrae una atencion considerable, sin embargo, la
identificacién de los COV no fue considerada en el presente trabajo investigacion, lo cual
queda pendiente para futuras investigaciones. La deteccion y determinacion de los COV
microbianos es una tarea ardua debido a la complejidad de las mezclas o la abundancia de
estos compuestos, determinar sus concentraciones bioldgicamente relevantes y evaluar si
actian como compuestos individuales o en mezclas es un desafio (Audrain, Farag, Ryu, &
Ghigo, 2015; Piechulla & Degenhardt, 2014). Se ha reportado que los compuestos volatiles
bacterianos de origen organico incluyen varias clases quimicas tales como los derivados de
acidos grasos, otros acidos, compuestos que contienen azufre y nitrégeno, terpenos entre otros
(Audrain, Farag, Ryu, & Ghigo, 2015). Varios trabajos de investigacion identificaron los

metabolitos volatiles bacterianos que estan implicados en la inhibicion de patégenos, por
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ejemplo, Elkahoui et al., (2014) reportaron que Pseudomonas P2 exhibi6é una alta actividad
antifingica contra Rhizoctonia solani, principalmente por dos compuestos volatiles como

Dimetil disulfuro y Dimetil trisulfuro.

Los bioplaguicidas basados en microorganismos vivos y sus compuestos bioactivos han sido
investigados y promovidos como una alternativa que sustituye el uso de pesticidas sintéticos
utilizados durante muchos afios. Sin embargo, durante la Gltima década se tiene una creciente
atencion sobre los metabolitos volatiles bacterianos por su potencial en la mejora de la
proteccion de los cultivos agricolas. Estudios de su efectividad como antagonistas se han
realizados en condiciones de laboratorio, sin embargo, existen pocos estudios realizados en
campo para demostrar la accion eficiente de los metabolitos volatiles microbianos para la
produccidn y proteccion sostenible de cultivos agricolas. Debido a que estos compuestos son
altamente efectivos, pueden emplearse en concentraciones relativamente bajas en comparacién
con los agroquimicos. Sin embargo, existen retos para la aplicacion de compuestos volatiles
que incluyen la alta tasa de evaporacion de estos compuestos, posibles efectos sobre el
crecimiento de las plantas y variacion en sus niveles de efectividad (Kanchiswamy, Malnoy, &
Maffei, 2015; Glare et al., 2012; Song & Ryu, 2013).

6.4.1 Inhibicion de Fusarium verticillioides por metabolitos volatiles producidos en

cultivo en estado liquido y s6lido

La mayoria de las investigaciones sobre la actividad inhibitoria de metabolitos volatiles
bacterianos contra fitopatdégenos utilizan el disefio bipartito de la placa Petri o doble placa,
pero pocos trabajos emplean cultivo en estado liquido o solido para el crecimiento bacteriano
y la produccion de compuestos volatiles. Cordero, Principe, Jofré, Mori, & Fischer, (2014)
reportaron que los compuestos volatiles producidos por Pseudomonas fluorescens MGR12 en
CEL, inhibieron el crecimiento micelial de Fusarium proliferatum RC 479, fitopatdgeno
causante de enfermedades en cultivos de cereales. En el presente trabajo de investigacion se
evaluaron las cepas C-20 fi2Th y Pseudomonas rhizosphaerae (cepa control) en CEL y CES
por su capacidad de producir metabolitos volatiles con actividad inhibitoria contra Fusarium

verticillioides empleando un sistema cerrado (Fig. 16).
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Los resultados obtenidos revelan que los metabolitos volatiles producidos por las cepas C-20
fi2Th y Pseudomonas rhizosphaerae en CEL y CES inhibieron el crecimiento de Fusarium
verticillioides entre el 58-65% (Fig. 17), en comparacién al control negativo que no presento
alteracion en su crecimiento. La evaluacion de la actividad inhibitoria de metabolitos volatiles
producidos por la cepa C-20 A2Th en CEL reveld el mayor porcentaje de inhibicion contra
Fusarium verticillioides hasta un 65% (agrupacion a). Por otro lado, no existieron diferencias
significativas entre los porcentajes de inhibicion de Fusarium verticillioides por efecto de
compuestos volatiles producidos por las cepas C-20 fi2Th en CES y Pseudomonas
rhizosphaerae en CEL y CES, el cual fluctud entre el 58-59% (agrupacién b). Este ensayo
permitié evidenciar que los metabolitos volatiles bacterianos obtenidos en CEL y CES (con
salvado de trigo como sustrato sélido) afectaron negativamente el crecimiento radial de
Fusarium verticillioides. Ademas, se puede observar claramente en la Fig. 16 que, al no existir
una interaccion directa entre el antagonista y el fitopatdgeno, los compuestos volatiles
producidos por C-20 fi2Th y Pseudomonas rhizosphaerae en CEL y CES, lograron difundir e
inhibir el crecimiento de Fusarium verticillioides. Se ha mencionado, que los metabolitos
volatiles producidos por los agentes de control bioldgico tienen un rol importante en la
inhibicion de fitopatdgenos que afectan a las plantas. Estos compuestos se encuentran en el
suelo como pequefias moléculas capaces de difundirse a través de soluciones acuosas y
espacios de aire hasta llegar a la atmosfera. El rango efectivo de los compuestos volatiles
bacterianos puede ir de micrometros a metros y actuar sobre los hongos fitopatdgenos
induciendo fungistasis, inhibiendo la germinacion o el crecimiento hifal o ejerciendo efectos
fungicidas (Garbeva et al., 2011).

La tecnologia de CEL y CES es generalmente empleada para la produccién de metabolitos
bioactivos microbianos, sin embargo, los metabolitos extraidos son generalmente de tipo
soluble. En el presente trabajo de investigacion, se ha demostrado que el empleo de sistemas
de CEL y CES son efectivos para la produccion de metabolitos solubles, y ademas volatiles
con actividad inhibitoria efectiva contra Fusarium verticillioides. Es asi CEL y CES pueden

ser empleados a la vez para la extraccion de metabolitos solubles y volatiles.
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Figura 16. Sistema cerrado de dos viales: Inhibicion de Fusarium verticillioides por metabolitos volatiles
producidos en A. CEL y B. CES por las cepas (a.) C-20 fi2Th y (b.) Pseudomonas rhizosphaerae. c. control
negativo de Fusarium verticillioides.
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Figura 17. Efecto inhibitorio de metabolitos volatiles producidos por C-20 fi2Th y Pseudomonas rhizosphaerae
(cepa control) en CEL y CES contra el crecimiento de Fusarium verticillioides (Fv). Las barras representan la
media y la desviacion estandar de tres replicas. Letras no comunes indican diferencias significativas para la
prueba Tukey (p<0,05).
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Los compuestos volatiles bacterianos tienen alta presion de vapor, son difusibles en aire y
agua, altamente reactivos, lo cual hace dificil su aplicacion en campo abierto. Muchas de las
evaluaciones respecto a la actividad inhibitoria de metabolitos volatiles bacterianos contra el
crecimiento de fitopatdgenos emplean sistemas cerrados donde desarrollan el antagonista y el
patdgeno en compartimentos separados, o alternativamente se emplean metabolitos volatiles
purificados (Park, Dutta, Ann, & Raaijmakers, 2015). Actualmente, se ha descrito que las
formulaciones de compuestos volatiles bacterianos pueden adecuarse a aquellos procesos que
se emplean para moléculas similares como las feromonas y aromas alimenticios, entre estas
técnicas se encuentran la microencapsulacion o la tecnologia de sol-gel. Estas formulaciones
permiten obtener perlas o0 matrices que concentran estos compuestos volatiles para ser
aplicadas aplicarse en campo abierto, viveros, en zonas de almacenamiento de productos

agricolas y otros (Sharifi & Ryu, 2018).

6.4.2 Inhibicion de Fusarium verticillioides por el efecto combinado de metabolitos

solubles y volatiles

Muchas bacterias asociadas a las plantas o del suelo producen una amplia gama de metabolitos
secundarios bioactivos, tanto solubles como volatiles, que tienen funciones ecologicas diversas
e importantes, como la proteccion de las plantas ante la invasion de los patégenos. Por un
lado, los metabolitos volatiles son pequefias moléculas que pueden evaporarse y difundir
facilmente a través de los poros del suelo y llegar a largas distancias. En contraste, los
metabolitos secundarios solubles tienen una mayor polaridad solubilizdndose en el agua, se
acumulan alrededor de la planta y actlan a distancias més cortas. Se ha reportado que el
sinergismo entre ambos compuestos, solubles y volétiles, exhibe una actividad antimicrobiana
mejorada. Pero, existe muy poca investigacion sobre la aplicacion combinada de compuestos
volatiles y solubles en la agricultura (Tyc, Song, Dickschat, Vos, & Garbeva, 2016). Por ello,
en el presente trabajo de investigacion se evalud la inhibicion de Fusarium verticillioides por
el efecto combinado de metabolitos solubles y volatiles producidos por las cepas C-20 i2Th y
Pseudomonas rhizosphaerae en CEL y CES para determinar las condiciones mas propicias en

el desarrollo de compuestos antiflngicos.
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La combinacion de metabolitos volatiles y solubles producidos por las cepas C-20 i2Th y
Pseudomonas rhizosphaerae en CEL y CES tiene un efecto aditivo para inhibir el crecimiento
de Fusarium verticillioides entre el 59 al 84%, en comparacion al control negativo de
Fusarium verticillioides donde no existi6 alteracion en su crecimiento normal (Fig. 18 y 19).
En este ensayo el efecto combinado de metabolitos volatiles y solubles producidos por las
cepas C-20 i2Th en CEL y Pseudomonas rhizosphaerae en CEL y CES, presentaron menores
porcentajes de inhibicion entre el 59-63% respectivamente, no existiendo diferencias
significativas (Fig. 19, agrupacion b). Sin embargo, el efecto combinado de metabolitos
volatiles y solubles producidos por la cepa C-20 i2Th en CES presentd mayor actividad contra
Fusarium verticillioides inhibiéndolo hasta un 84%, con diferencias significativas respecto a
las demas evaluaciones (Fig. 18, p<0,05, agrupacién a). Por tanto, en el presente trabajo que
evalu6 dos tipos de cultivo CEL y CES para la obtencién de metabolitos bioactivos de tipo
volatil y soluble, el CES empleando salvado de trigo como sustrato, fue la condicion
optimizada para la cepa C-20 fi2Th, y el efecto combinado de sus metabolitos solubles y

volatiles reveld un incremento de la capacidad inhibitoria contra Fusarium verticillioides.
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Figura 18. Inhibicion de Fusarium verticillioides (Fv) por el efecto combinado de metabolitos volatiles y
solubles producidos por C-20 i2Th y Pseudomonas rhizosphaerae (cepa control) en CEL y CES. Las barras
representan la media y la desviacién estandar. Letras no comunes indican diferencias significativas para la prueba
Tukey (p<0,05).
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Figura 19. Sistema cerrado de dos viales: Inhibicion de Fusarium verticillioides por la combinacién de
metabolitos volatiles y solubles crudos producidos en A. CEL y B. CES por las cepas (a.) C-20 Ai2Th y (b.)
Pseudomonas rhizosphaerae. c. control negativo de Fusarium verticillioides.

6.5 Estrategias de cultivo para la produccion de metabolitos inhibidores de Fusarium

verticillioides

El desarrollo de bioplaguicidas para el control bioldgico de enfermedades que afectan a
cultivos agricolas es el futuro para una agricultura sostenible y tiene una relacion estrecha con
el estudio y la explotacion de la biotecnologia moderna desde el aislamiento y seleccion del
microorganismo, la determinacion de las condiciones Optimas de crecimiento, la seleccion de
medios de cultivo y condiciones operacionales, entre otros. En ese sentido, se emplea la
tecnologia de cultivo en estado liquido (CES) y s6lido (CEL) para la produccién biomasa o
compuestos del metabolismo microbiano. Durante el desarrollo del presente trabajo de
investigacion, se seleccionaron bacterias endéfitas por su potencial inhibitorio directo contra
Fusarium verticillioides. En base ello, se propusieron y evaluaron diferentes estrategias de
cultivo para la obtencion de metabolitos bioactivos contra el crecimiento de Fusarium

verticillioides. Como se observa en la Fig. 20, los metabolitos solubles y volatiles producidos
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por la cepa C-20 i2Th en CEL y CES afectaron negativamente el crecimiento de Fusarium
verticillioides con porcentajes de inhibicion variables entre el 50-65%. Sin embargo, el efecto
combinado de metabolitos volatiles y solubles producidos en CES, resulté en una actividad
inhibitoria aditiva con un porcentaje de inhibicién del 84%, la cual fue la mejor estrategia
operativa a escala laboratorio. EI CES se caracteriza por simular el ambiente natural del
crecimiento microbiano y por ende la secrecion de metabolitos bioactivos demostrd ser mas
eficiente. La combinacion de metabolitos bioactivos solubles y volatiles podria resultar en una

alternativa para el control de Fusarium verticillioides.

En definitiva, el manejo de futuras enfermedades que afectan los cultivos agricolas no solo se
basara en el uso de agentes bioldgicos, como los microorganismos, sino en el empleo de
metabolitos bioactivos de tipo soluble y volatil, en formulaciones solidas o liquidas, que serén

empleadas para el control de enfermedades.

Enfrentamiento dual en placa

M etabolitos solubles producido por CEL (72 h)

M etabolitos solubles producidos por CES (120 h)

M etabolitos volatiles producidos por CEL (72 h)

M etabolitos volatiles producidos por CES (120 h)

M etabolitos volatiles y solubles producidos por CEL (72 h)
M etabolitos volatiles y solubles producidos por CES (120 h)

C(-)Fv

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Inhibicién del crecimiento micelial de Fv (%)

Figura 20. Estrategias operativas para la inhibicion de Fusarium verticillioides (Fv) empleando metabolitos

bioactivos producidos por la cepa C-20 fi2Th. Las barras representan la media y la desviacion estandar. Letras no

comunes indican diferencias significativas para la prueba Tukey (p<0,05).

6.6 Caracteristicas fisioldgicas, biogquimicas y antagonistas de bacterias endofitas
seleccionadas

Para concluir el presente trabajo de investigacion, se evaluaron las propiedades fisioldgicas y

bioquimicas para la caracterizacion de las cepas C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw y C-31
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H2Tw seleccionadas por su capacidad inhibitoria contra Fusarium verticillioides. Como se
muestra en la Tabla 3, las cepas bacterianas seleccionadas y Pseudomonas rhizosphaerae
desarrollaron a temperaturas de 6, 28 y 37°C. Asimismo, las cepas bacterianas desarrollaron
levemente en Agar MacConkey, sin fermentar lactosa. Se reporta que los bacilos gram-
negativos con leve o no desarrollo en agar MacConkey pertenecen al grupo de los no
fermentadores (Koneman et al., 2006). Para confirmar que las cepas bacterianas pertenecen a
este grupo se empleo el test O/F basado en la oxidacién y fermentacién de la glucosa descrito
por Hugh & Leifson. Se reveld que todas las cepas bacterianas y Pseudomonas rhizosphaerae
poseen la capacidad de oxidar glucosa, pero no son fermentadoras. Por tanto, las cepas
bacterianas evaluadas se clasifican como bacilos gram-negativos no fermentadores. Se ha
descrito que los bacilos gram-negativos no fermentadores como los del género Pseudomonas,
constituyen un grupo microorganismos aerobios que no necesariamente utilizan hidratos de
carbono como fuente de energia o los degradan a través de vias metabdlicas distintas a la
fermentacion. Por otro lado, las cepas enddfitas bacterianas desarrollaron en agar selectivo
Cetrimida, y se observo la produccion de pigmentos fluorescentes, en contraste a
Pseudomonas rhizosphaerae que no produce pigmentos fluorescentes (Fig. 21), lo que revela
que las cepas seleccionadas pertenecen al género Pseudomonas del grupo fluorescente.

Por otro lado, respecto a las propiedades bioquimicas, las cepas C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-
24 12Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae poseen actividades catalasa y oxidasa
positivas, asimismo, las cepas bacterianas evaluadas poseen motilidad, hidrolizan caseina y
gelatina, excepto las cepas C-24 m2Tw con respuesta variable a hidrolisis de gelatina y
Pseudomonas rhizosphaerae que no presento actividad gelatinasa. Adicionalmente, se observé
una respuesta negativa a la produccion de H2S e Indol. En medio TSI se observo crecimiento
abundante de las cepas bacterianas sobre la superficie del agar, pero no existio acidificacion

del medio, lo que confirma su naturaleza no fermentadora (Tabla 3).

Las cepas C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw y C-31 H2Tw presentaron caracteristicas fisioldgicas y
bioquimicas similares entre si (Tabla 3). Asi como morfologia macro y microscopica similar
(seccidn 6.2.2.). Contrariamente, a pesar de que las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas,
excepto la respuesta a hidrolisis de gelatina, fueron similares para la cepa C-24 n2Tw respecto

a las demas bacterias evaluadas, existieron diferencias en sus caracteristicas morfologicas
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macroscopicas. Las cepas en estudio presentaron caracteristicas fisiologicas y bioquimicas
similares a Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas rhizosphaerae, sin embargo, para
asignacion de especie y su ubicacion taxondmica son necesarias pruebas moleculares
adicionales, aun asi, no todas las cepas de una misma especie podrian poseer caracteristicas
homogéneas. Dados los problemas inherentes que presentan los sistemas de identificacién
fenotipicos, los métodos moleculares son empleados como procedimientos complementarios,
alternativos o incluso de referencia. EI ARN ribosomico (ARNTr) 16S es la macromolécula méas
ampliamente utilizada en estudios de filogenia y taxonomia bacterianas actuando como un
marcador eficiente de evolucidn. Su estructura y funcion han permanecido constantes durante
un tiempo muy prolongado (Rodicio & Mendoza, 2004; Reller, Weinstein, & Petti, 2007). Sin
embargo, la identificacion molecular de las cepas en estudio queda pendiente para futuras

investigaciones.

A. C-20A2Th B. C-22 h2-3Tw C.C-24 m2Tw

&% m‘

y.

Figura 21. Pigmento fluorescente de las cepas C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw, C-31 H2Tw y
Pseudomonas rhizosphaerae (cepa control) bajo luz UV en medio agar Cetrimida.

El género Pseudomonas posee un metabolismo adaptativo y produce una gran variedad de

compuestos antifungicos para el control biolégico de patdgenos. Por ello, en el presente
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trabajo de investigacion se evalud las propiedades antagonistas de las cepas que inhiben a
Fusarium verticillioides. En primer lugar, se determin0 la capacidad de produccion de
biosurfactantes por las cepas bacterianas en estudio y Pseudomonas rhizosphaerae. Los
resultados obtenidos como se muestra en la Tabla 3, revelan que solo las cepas C-20 fi2Th, C-
22 h2-3Tw y C-31 H2Tw formaron halos de hemdlisis en agar sangre y no asi las cepas C-24
n2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae. La formacién de halos de hemolisis es provocada por la
disminucidn de la tension superficial y el rompimiento de la membrana de los hematies del
medio a causa de los biosurfactantes secretados. El crecimiento de bacterias productoras de
biosurfactantes en agar sangre es un método Util para la seleccion preliminar de estos
microorganismos; mas no se considera un método definitivo por las limitaciones que tiene,
debido a que no todas las bacterias con actividad hemolitica son productoras de
biosurfactantes, ya que otro tipo de compuestos también pueden causar hemdlisis (Narendra,
Swapna, Khan, Reddy, & Hameeda, 2015). Otro método de deteccion preliminar de la
produccion de biosurfactantes es la actividad lipolitica. Los resultados obtenidos muestran que
las cepas C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw C-24 n2Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae,
sembradas en agar Tween 80, poseen actividad lipolitica positiva revelada mediante la
formacién de un halo transparente que indica la degradacion de lipidos del medio,
posiblemente para la sintesis de acidos grasos que conforman la estructura del biosurfactante.
Debido a que no todos los cultivos con actividad lipolitica presentaron actividad hemolitica, la
produccién de biosurfactantes fue evaluada en medio minimo de sales suplementado con
glicerol como fuente de carbono, en ese sentido los sobrenadantes libres de células de C-20
fi2Th, C-22 h2-3Tw C-24 m2Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae mostraron
capacidad emulsificante del diésel (Tabla 3), por la formacién de anillos de emulsificacion
entre los dos liquidos inmiscibles que se mantuvieron estables y densos por mas de 24 horas.
Como resultado, esta evaluacion permitié establecer que las cepas bacterianas en estudio y
Pseudomonas rhizosphaerae son productoras de biosurfactantes como metabolitos

secundarios.

Adicionalmente, en el presente estudio se evalud la capacidad emulsificante de los filtrados
crudos bacterianos, producidos por CEL y CES, empleando diésel. Los resultados obtenidos
revelaron que los filtrados crudos de las cepas C-20 ii2Th, C-22 h2-3Tw C-24 n2Tw, C-31

H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae producidos por CEL y CES mostraron actividad
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emulsificante positiva sobre el diésel (Fig. 22). Esto demuestra que entre los distintos
metabolitos bioactivos solubles producidos por CEL y CES de las cepas C-20 i2Th, C-22 h2-
3Tw C-24 m2Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae, se encuentran los
biosurfactantes que posiblemente estdn involucrados en la inhibicién del crecimiento de
Fusarium verticillioides. Se ha reportado que los biosurfactantes tienen la capacidad de
modificar las propiedades de un medio liquido o su interfase, reduciendo la tension superficial.
Esta condicion permite a los biosurfactantes penetrar e intercalarse dentro de la membrana
plasmatica de las estructuras reproductivas del fitopatégeno, conduciendo al rompimiento de
la membrana y la liberacion del contenido citoplasmatico (Rivera, Martinez, Osorio, &
Martinez, 2010; Martinez & Osorio, 2007).

Figura 22. Prueba de emulsificacion positiva de diésel, producida por los filtrados crudos bacterianos obtenidos
por: A. Cultivo liquido (CEL) y B. Cultivo en estado s6lido (CES). a. Control negativo (medio de cultivo sin
inoculacion), b. C-20 A2Th, c. C-22 h2-3Tw, d. C-24 n2Tw, e. C-31 H2Tw y f. Pseudomonas rhizosphaerae.

Por otro lado, también se evaluaron otras propiedades antagonistas como la produccién de
cianuro de hidrogeno y amoniaco por las cepas C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw C-24 n2Tw, C-31
H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae. Estos metabolitos bioactivos volatiles son de tipo
inorgénico y su produccion ha sido descrita para algunas especies del género Pseudomonas.
Sin embargo, como se muestra en la Tabla 3 las cepas bacterianas en estudio y Pseudomonas

rhizosphaerae fueron negativas a la produccion de cianuro de hidrogeno y amoniaco.

El género Pseudomonas se encuentra entre los grupos méas importantes de bacterias que
contribuyen a la defensa natural de las raices de las plantas (Weller et al., 2007). Estas
bacterias se hallan en la rizosfera y en el interior de los tejidos vegetales, poseen una
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maquinaria de control bioldgico de vanguardia contra muchos patégenos del suelo (Mishra &
Arora, 2017). Se ha reportado que especies de Pseudomonas poseen muchas caracteristicas,
por lo que son consideradas como agentes de biocontrol y promotores del crecimiento vegetal,
tienen la capacidad de crecer rapidamente utilizando exudados de semillas y raices,
colonizando y multiplicandose en la rizésfera o en el interior de la planta, produciendo a su
vez un amplio espectro de metabolitos bioactivos (antibioticos, siderdforos, sustancias
volatiles, biosurfactantes y promotoras del crecimiento), compiten agresivamente con otros
microorganismos, sobreviven en diferentes condiciones ambientales y también inducen
resistencia sistémica en las plantas. Por tanto, estos microorganismos son utilizados para el
desarrollo de bioinoculantes, para reducir las enfermedades de cultivos agricolas causadas por
fitopatogenos (Villa, Frias, & Gonzalez, 2005; Madbouly, 2018; Weller, 2007).

El género Pseudomonas tienen la capacidad de sintetizar un amplio espectro de metabolitos
bioactivos que estan involucrados en la inhibicién de hongos patégenos de las plantas
mediante la inhibicidn de la germinacion de las esporas, lisis de micelios fungicos o ejerciendo
efectos fungicidas (Mishra & Arora, 2017; Santoyo, Orozco, & Govindappa, 2012). Por
ejemplo, Jain & Das, (2016) menciona que las Pseudomonas productoras de fenazina
contribuye a la supresiéon natural del marchitamiento provocado por Fusarium sp. En el
presente trabajo de investigacion se reporta que los metabolitos bioactivos producidos por las
cepas C-20 f2Th, C-22 h2-3Tw C-24 m2Tw y C-31 H2Tw pertenecientes al género
Pseudomonas y Pseudomonas rhizosphaerae (cepa control), inhiben el crecimiento de
Fusarium verticillioides, siendo una alternativa biotecnoldgica, para el control biologico de
Fusarium verticillioides. ElI uso de metabolitos bioactivos bacterianos para reducir
enfermedades en varios cultivos de importancia agrondémica y disminuir el uso de
agroquimicos se considera uno de los métodos mas prometedores en las practicas de manejo
de cultivos. La prioridad de la agricultura moderna es la proteccion de los cultivos agricolas

frente a los fitopatdgenos y su erradicacion mediante enfoques alternativos y ecolégicos.
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Tabla 3. Caracteristicas fisiologicas, bioquimicas y antagonistas de las cepas bacterianas endéfitas C-
20 i2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw y C-31 H2Tw seleccionadas por su capacidad de inhibir a Fusarium

verticillioides.

P. rhizosphaerae

P. rhizosphaerae

P. fluorescens

CARACTERISTICAS | C-20i2Th ~ C-22h2-3Tw C-24m2Tw  C-31 H2Tw Este estudio IH5" Peix etal.,  Koneman et
2003 al., (2006)
Propiedades fisiol6gicas
Temperatura de crecimiento (°C)
6 + + + + + + +
28 + + + + + ND
37 + + + + + ND +
42 - - - - - - -
Crecimiento en medio selectivo
Agar MacConkey + + + + + ND +
Agar Cetrimida + + + + + ND +
fuorescents| ¥ + + + - - +
Tipo de metabolismo | Oxidativo Oxidativo Oxidativo ~ Oxidativo Oxidativo ND Oxidativo
Propiedades bioguimicas
Oxidasa + + + + + - +
Catalasa + + + + + ND +
TSI - - - - - ND -
Produccion de H2S - - - - - ND -
Produccion de Indol - - - - - ND -
Motilidad + + +
Hidrolisis de caseina + + - -
Hidrdlisis de gelatina + + +/- - -
Propiedades antagonistas
Hemolisis + + - + - ND +
Hidrolisis de lipidos ND +
i D
Produccién de HCN - - - - - ND -
Produccion de ) _ _ } ) ND )

Amoniaco

Nota: "+" Positivo para el crecimiento y / o actividad, "-" No hay crecimiento o actividad y "+/-" crecimiento o

actividad baja. ND: no determinado.

Fuente: Elaboracion propia.
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7. Conclusiones

a) En el presente estudio, cuatro cepas bacterianas endéfitas C-20 i2Th, C-22 h2-3Tw, C-24

n2Tw y C-31 H2Tw fueron seleccionadas por su actividad inhibitoria directa contra

Fusarium verticillioides, presentando porcentajes de inhibicidn superiores al 50%.

b) Entre las diferentes estrategias de cultivo evaluadas para la produccién de metabolitos

c)

bioactivos producidos por las cepas seleccionadas, se concluye que:

El CEL en etapa de idiofase permitié producir metabolitos solubles, empleando las
cepas C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw y C-31 H2Tw, que exhibieron
porcentajes de inhibicion entre el 45-50% contra Fusarium verticillioides.

El empleo de salvado de trigo como sustrato solido en CES permitié obtener
metabolitos solubles, producidos por las cepas C-20 i2Th, C-22 h2-3Tw, C-24
n2Tw y C-31 H2Tw, capaces de inhibir el crecimiento de Fusarium verticillioides
entre el 52-54%.

La evaluacion preliminar de la actividad inhibitoria de metabolitos volatiles organicos
producidos por las cepas C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw y C-31 H2Tw frente a

Fusarium verticillioides revelaron porcentajes de inhibicion elevados entre el 87-90%.

Los metabolitos volatiles producidos por el endofito C-20 Ai2Th en CEL y CES,
empleando salvado de trigo como sustrato sélido, inhibieron el crecimiento de
Fusarium verticillioides entre el 59-65%.

La evaluacion de la inhibicion de Fusarium verticillioides por el efecto combinado
de metabolitos volatiles y solubles producidos por la cepa C-20 Ai2Th en CEL y
CES revel6 porcentajes de inhibicion entre el 63-84%, siendo el CES la mejor
condicion para la produccion de metabolitos solubles y volatiles para la cepa C-20

fi2Th con mayor actividad inhibitoria contra Fusarium verticillioides (84%).

Las cepas en estudio C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw y C-31 H2Tw presentaron
caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas similares al género Pseudomonas. Entre las
propiedades antagonicas, las cepas C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 i2Tw y C-31 H2Tw

son productoras de biosurfactantes, enzimas hidroliticas y metabolitos bioactivos solubles

y volatiles.
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8. Analisis prospectivo del impacto de la investigacion

El maiz es el cereal mas importante y tradicional cultivado en diferentes regiones de Bolivia,
constituye una fuente importante de nutrientes, tanto para consumo humano como animal,
comercial e industrial. Segun el Instituto Nacional de Estadistica (INE) en su Gltima encuesta
relata que la superficie de maiz sembrada en el afio 2017-2018 alcanzé las 462.187,00 ha con
una produccion de 1.260.926,00 toneladas métricas y un rendimiento de 2,728 t/ha. En nuestro
pais el rendimiento en la produccién de maiz es limitado en relacion a los principales
productores de maiz, siendo EEUU lider en productividad con 10,64 t/ha, seguido por
Argentina con 8,19 t/ha y Brasil con 5,37 t/ha (EMAPA, 2018), considerando que estos paises

son los principales productores de maiz transgenico.

Las sequias, vientos, escasa precipitacion durante el ciclo del cultivo, baja fertilidad de suelo,
presencia de plagas y enfermedades afecta el rendimiento del cultivo de maiz en nuestro Pais.
Entre estas condiciones adversas, se destaca la incidencia de plagas en el maiz, como el
gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) y enfermedades, como Fusariosis, que en los
cultivos de maiz provocan pérdidas considerables en el rendimiento alcanzando el 50% e
inclusive hasta el 100%, si no existe un control fitosanitario adecuado. Este hecho ha obligado
al productor, a realizar resiembras con la consecuente pérdida de recursos, esfuerzos y tiempo.
Como consecuencia, se invierten recursos economicos para emplear medidas fitosanitarias,
entre ellas, el uso de pesticidas quimicos con 3 a 4 aplicaciones, que afectan al ecosistemay la

biodiversidad.

Una interesante alternativa de control de plagas y enfermedades es el control biolégico que
permite reducir las pérdidas de los cultivos. ElI Centro de Investigaciones Agricola Tropical
(CIAT) propone dos nuevas alternativas para reducir la incidencia del gusano cogollero en los
cultivos de maiz con el uso de feromonas y enemigos naturales como agentes de control
bioldgico. Sin embargo, el cultivo de maiz es susceptible a la infeccién de una gran variedad
de plagas como es la afectacion de gran importancia por Fusarium sp. que reduce la calidad
del grano. Por ello, es necesario contar con nuevas alternativas para su control. Entre estas
alternativas, se propone el uso de metabolitos bioactivos producidos por bacterias endoéfitas,
que ha demostrado ser eficiente para el control de Fusarium verticillioides in vitro inhibiendo

su crecimiento en un 50-84% aproximadamente, empleando diferentes estrategias de cultivo,
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como se observo en el presente trabajo (seccién 6.5). Entre las diferentes estrategias evaluadas
en el presente trabajo, el cultivo en estado sélido demostré ser efectivo para la produccion de
filtrados bacterianos conteniendo metabolitos bioactivos, con capacidad biofungicida de
Fusarium verticillioides. Por ello, se realizé una estimacién basica de los costos de produccién
del filtrado bacteriano (250 L/mensuales) que podria ser producido en el Laboratorio de
Biotecnologia Microbiana (IIFB). Como se muestra en el Anexo 3, un litro de filtrado
bacteriano, producido en cultivo en estado sélido empleando salvado de trigo como sustrato,
tendria un costo de 1,70 Bs., esta estimacién incluye insumos béasicos (sustrato, agua, filtros,
electricidad) y excluye el costo de mano de obra, otros insumos menores (material de vidrio,
etc.), transporte y otros (infraestructura y equipamiento basico). Sin embargo, es importante

mencionar que el empleo de residuos agroindustriales (salvado de trigo) puede ser rentable.

Es asi, que de emplearse este filtrado bacteriano para el control de fusariosis en cultivos de
maiz, por su efectividad demostrada en laboratorio podria mejorar la productividad y la
calidad del grano, si el producto es evaluado en campo. Actualmente, el rendimiento del
cultivo de maiz es de 2,728 t/ha, para ello se invierte alrededor de 421,5 $/ha teniendo un
ingreso bruto de 490 $/ha y una utilidad de 68,5 $/ha, resultando en ingresos muy bajos para el
productor (Tabla 4). Ahora, considerando que este rendimiento (2,728 t/ha) solo representa el
50% de produccion, ya que las pérdidas alcanzan el restante 50%, debido a la incidencia
enfermedades, entre ellas fusariosis. La aplicacion del filtrado bacteriano, producido por
Pseudomonas sp. en cultivo en estado solido, podria recuperar el 25% de esas pérdidas,
tomando en cuenta que en este estudio se ha demostrado un porcentaje de inhibicién de
Fusarium verticillioides superior al 50%. Esto significaria, un incremento del rendimiento en
la produccién de maiz de aproximadamente 4,092 t/ha (75% de produccion y 25% de
pérdidas) con una inversion de 496,5 $/ha que incluye el costo del filtrado bacteriano estimado
en 75 $/ha (de acuerdo a la densidad de plantacién). La cantidad del producto a utilizar, fue
estimada tomando en cuenta el volumen del producto empleado para la inhibicion de
Fusarium verticillioides in vitro en un area determinada, y fue relacionado con el nimero de
plantas por hectarea (densidad de plantacion), para una estimacion real estos datos pueden ser
utilizados preliminarmente para la evaluacion de efectividad del producto. En conclusion, en
base a esta estimacion (Tabla 4), el producto (filtrado bacteriano con capacidad biofungicida)

con un costo estimado de 75 $/ha mejoraria el ingreso bruto a 716,1 $/ha con una utilidad de
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219,6 $/ha mayor a la actual (68,5 $/ha), sin embargo, en esta prospeccion tendria que
considerarse que al aumentar el rendimiento en la produccién de maiz el costo de operaciones

en la cosecha y transporte también podria incrementarse.

El uso de metabolitos bioactivos provenientes de microorganismos categorizados como
agentes de control biolégico, para la prevencion de enfermedades que afectan cultivos
agricolas no solo incrementara el rendimiento y los ingresos econémicos del productor, sino
también al sustituir el uso de plaguicidas quimicos, reducira el impacto ambiental. La
demanda consiente del consumidor relacionada con el impacto negativo de los plaguicidas
quimicos sobre el medio ambiente y la salud humana, incrementard la demanda por
bioplaguicidas de origen natural. Sin embargo, actualmente en nuestro pais los bioplaguicidas
solo representan menos del 5% del mercado entre los productos para la proteccion de los
cultivos. Esta situacién conlleva a la necesidad del desarrollo de nuevas investigaciones para

busqueda de agentes para el control bioldgico.

Tabla 4. Analisis prospectivo del empleo de bifungicidas en el control biolégico de fusariosis

PRODUCCION DE MAiz

Rendimiento  Inversion Ingreso bruto Utilidad

(tha) ($/ha) ($/ha) ($/ha)
Datos operativos actuales
(Agronegocios, 2018) 2,728 421,5 490 68,5
Prospeccion del uso de Biofungicida 4,002 496 5* 716.1 05

(esta investigacion)

*Esta cifra incluye el costo del biofungicida que es 75 $/ha.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de las cepas bacterias endéfitas

seleccionadas.
Caracteristicas A. macroscopica y B. microscopicas de las cepas C-20 i2Th, C-22 h2-3Tw, C-

24 m2Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae (cepa control).
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Anexo 2. Actividad inhibitoria de metabolitos solubles producidos por las cepas
bacterianas enddfitas seleccionadas producidas por cultivo en estado sélido, empleando

como sustrato solido cascarilla de arroz, contra Fusarium verticillioides.

Los filtrados crudos producidos por C-20 fi2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw, C-31 H2Tw y
Pseudomonas rhizosphaerae (cepa control) mediante CES empleando como sustrato cascarilla
de arroz, exhibieron porcentajes de inhibicién leves o inexistentes entre el 0.8-21% contra
Fusarium verticillioides, durante 7 dias de incubacion. Se observé un crecimiento micelial

normal de Fusarium verticillioides, no existiendo alteraciones en su morfoldgica.
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Figura 1. A. Crecimiento normal de Fusarium verticillioides en medio PDA. B. Inhibicién del crecimiento de
Fusarium verticillioides en medio PDA con el filtrado crudo bacteriano. C. Actividad inhibitoria de filtrados
crudos de C-20 i2Th, C-22 h2-3Tw, C-24 n2Tw, C-31 H2Tw y Pseudomonas rhizosphaerae (cepa control)
producidos por cultivo en estado sdlido, empleando como sustrato cascarilla de arroz. Las barras representan la
media y la desviacion estdndar de cuatro replicas. Letras no comunes indican diferencias significativas para la
prueba Tukey (p<0,05). C(-)MC refiere al control negativo de medio de cultivo y C(-)Fv al control negativo de
Fusarium verticillioides.

Anexo 3

Costos de produccidn de filtrado crudo bacteriano mediante cultivo en estado sélido.

Costos de produccion de filtrado crudo bacteriano mediante cultivo en estado sélido a escala
laboratorio. Esta estimacion incluye insumos basicos (sustrato, agua, filtros, electricidad) y
excluye el costo de mano de obra, otros insumos menores (material de vidrio, etc.), transporte

y otros (infraestructura y equipamiento basico).
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Costos de produccion de filtrado crudo bacteriano por CES a

escala laboratorio

Descripcion Cos_to para
250 litros (Bs)
Salvado de trigo 4375
Insumos Agua 10.9
Energia 170
Filtros de nitrocelulosa 1250
Equipos Centrifugadora 166,7
Bomba al vacio 200
Impuestos (15%) 335,3
Costos .. .
adicionales Mantenimiento de equipos (20%) 67,1
Improvistos 10 % 435,9
Costo por litro (Bs.) 1,7

112



