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Resumen

Alternaria sp es un hongo fitopatdégeno que afecta a un gran nimero de especies vegetales,
como, brocoli, coliflor, rosas, col, entre otras, por lo que actualmente la mayor demanda para el
control de fitopatogenos esta basada en la adquisicion de productos quimicos y la aplicacion continua
de estos, sin embargo debido a los problemas ambientales y de salud generados por los mismos a
largo plazo ha surgido un gran interés por el control bioldgico, y alternativas amigables con el medio
ambiente y la utilizacion de bacterias. Uno de los organismos de mayor interés en el control biol6gico
son las bacterias del género Bacillus, debido a la amplia variedad de metabolitos secundarios
producidos por estas. Del banco de cepas bacterianas aisladas de la Universidad Politécnica Salesiana,
en la fase de laboratorio se sometio a termoterapia a fin de establecer aquellas con la capacidad de
produccion de endosporas, tras reducir el grupo a un total de 73 cepas se realizd una identificacion
microscopica de Alternaria sp, por tincion simple y de las bacterias por tincion Gram y tincion de
esporas, se identificd que las cepas son del tipo Bacillus, se fomentd la produccion de metabolitos
secundarios por medio de biorreactores simples, de tipo Batch Aireado, donde tras el transcurso de
48h se obtuvo metabolitos y se aplicd la prueba de antibiograma, tras la formacién de halos de
inhibicion se redujo a un numero de 15 cepas de las cuales se aplic6 enfrentamientos duales,
obteniéndose didmetros del hongo fitopatdgeno para los calculos relacionados al porcentaje de
inhibicion, donde se destacaron dos cepas H66 y F25 con poder antagdnico demostrando porcentajes
de inhibicion mayores al 40%, ademas que en su mayoria de las cepas 14 de 15 respectivamente
tienen porcentajes de inhibicion de mas del 30% lo que indica que estas cepas de Bacillus tienen un

alto potencial para el biocontrol de Alternaria sp.

Palabras clave: Alternaria sp, Control bioldgico, Bacillus, Metabolitos, Inhibicién



Abstract

Alternaria sp is a phytopathogenic fungus that affects a large number of plant species, including
broccoli, cauliflower, roses, cabbage, among others, so currently the greatest demand for the control
of phytopathogens is based on the acquisition of chemical products and the continuous application of
these, however, due to the environmental and health problems generated by them in the long term, a
great interest in biological control has arisen, and alternatives that are friendly to the environment and
the use of bacteria. One of the organisms of greatest interest in biological control are the bacteria of
the Bacillus genus, due to the wide variety of secondary metabolites produced by them. From the
bank of bacterial strains isolated from the Salesian Polytechnic University, in the laboratory phase it
was subjected to thermotherapy in order to establish those with the capacity to produce endospores,
after reducing the group to a total of 73 strains, a microscopic identification of Alternaria sp, by
simple staining and of the bacteria by Gram staining and spore staining, it was identified that the
strains are of the Bacillus type, the production of secondary metabolites was promoted by means of
simple bioreactors, of the Aerated Batch type, where after the course of 48h it was obtained
metabolites and the antibiogram test was applied, after the formation of inhibition halos it was
reduced to a number of 15 strains of which dual confrontations were applied, obtaining diameters of
the phytopathogenic fungus for the calculations related to the percentage of inhibition, where two
stood out. strains H66 and F25 with antagonistic power demonstrating inhibition percentages greater
than 40%, in addition that most of the strains 13 out of 15 respectively have inhibition percentages of
more than 30%, which indicates that these Bacillus strains have a high potential for the biocontrol of

Alternaria sp.

Keywords: Alternaria sp, Biological control, Bacillus, Metabolites, Inhibition
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1. Introduccion

Alternaria sp, es un hongo fitopatégeno que se caracteriza por causar alteraciones en las funciones
fisiologicas de las especies vegetales que afecta, donde puede generar una obstruccion y alteracion
en los diferentes drganos por el cual ingresa, y tras la muerte de la planta el hongo permanece en el
suelo con el fin de producir una infeccion en un nuevo huésped, entre los productos agricolas con

mayor afeccion estan los de tipo frutales, hortalizas y ornamentales (Collaguazo & Tenorio, 2018).

Para el caso particular de Alternaria sp, su mecanismo de accién esta relacionado a la produccion de
toxinas que ingresan al sistema vascular hasta afectar partes aéreas del huésped y por tltimo su muerte
(Collaguazo & Tenorio, 2018). Ademas, se conoce que no solo afecta a especies vegetales en el
cultivo sino también a frutos en procesos de postcosecha como los cereales, ornamentales,
oleaginosas, frutales y vegetales, en estos ultimos de mayor interés debido a que en el Ecuador uno
de los productos mas afectados es el brocoli, donde de acuerdo con Nacato & Valencia (2016), en
temporadas de lluvias la afectacion de la produccidn de brécoli alcanza un 30% en pérdidas de pellas

de brécoli.

El hongo se caracteriza por tener especies saprofitas, ya que se encuentran en el suelo y en tejidos
vegetales en descomposicion, pero la gran problematica es su capacidad de produccion de
micotoxinas. De acuerdo con Macias (2020), puede producir mas de 70 tipos, contaminantes de
productos agricolas, implicando una posible toxicidad para los consumidores, ademas de producir

toxinas de tipo especificas resaltando aquellas toxinas selectivas para diferentes huéspedes.

Actualmente se conoce que el tratamiento de control de patdgenos estd basado en el uso de
compuestos quimicos, debido a que resultan méas faciles de aplicar y adquirir, sin embargo el
denominado manejo integral de plagas y enfermedades ha ido estableciendo alternativas en el control
de patdgenos, incluso desde principios del siglo XIX, donde destaca el uso de agentes de control
bioldgico (Villarreal, y otros, 2018), mostrando algunos beneficios de gran interés con respecto a los
quimicos empleados, por otro lado debido a que la microbiota propia de los suelos presenta una
amplia gama de microorganismos, entre los cuales pueden existir aquellos capaces de actuar como

agentes de control contra microorganismos de tipo patdgeno (Valenzuelay otros, 2021).

Es asi que se considera a las bacterias del género Bacillus como interesantes agentes de estudio dado

que forman parte de la microbiota del suelo donde se desarrollan y tendrian un papel fundamental
1



para el control bioldgico debido a que producen metabolitos bioldgicamente activos, también por la
cualidad de termorresistencia que permite la formacion de endosporas, resultando en una ventaja para
procesos donde existen aumentos de temperatura, un ejemplo de esto son los procesos de
fermentacion para elaboracion de bioinsumos (Cuaspa, 2022).Dichos metabolitos de tipo secundarios
presentan una accion reductora o inhibidora del desarrollo de patogenos, ademas de otras funciones
dadas por mecanismos especificos de los cuales se destacan: la produccién de lipopéptidos,
siderdforos, enzimas liticas, toxinas, compuestos orgéanicos volatiles (COV) e induccién de

resistencia sistémica de la planta (Villarreal, y otros, 2018).

Los mecanismos especificos empleados por bacterias del género Bacillus resultan de gran interés, por
ejemplo la produccion de lipopéptidos que son capaces de generar poros en las células propias del
microorganismo patdgeno, llevando a una alteracion en la presion osmdtica, asi lo establecen
Valenzuela y otros (2021) en su trabajo. Otro estudio de gran interés es el realizado por Sarti (2019),
donde establece que se puede dar paso a la formacion de una especie de pelicula a modo de capa
protectora de las bacterias denominada Biofilm, en donde ocurre la produccion de metabolitos

inhibidores de patdgenos.

Tanto en Ecuador como a nivel mundial uno de los sectores de mayor influencia e importancia a nivel
econdmico y social es el sector agricola, cuya actividad es fundamental debido a que se considera que
alrededor del 80% de los alimentos consumidos son producto de esta actividad, donde el 20-30% de
la produccion anual sufre afectaciones por plagas y enfermedades ocasionadas por hongos
(Velasquez, 2018) ,y no solo en este sentido sino ademas algunas toxinas producidas por Alternaria
sp pueden presentarse en algunos alimentos generando problemas de salud severos, como es el caso
del cancer, se conoce que esta afeccion es producto de mutaciones en un tipo de genes, a breves rasgos
estas toxinas producidas por el hongo fitopatdgeno generan mutagenicidad celular que da como

resultado la activacion de oncogenes produciendo asi esta enfermedad (Macias, 2020).

Por lo mencionado anteriormente nace el interés para la elaboracion del presente trabajo, con el fin
de estudiar, buscar y establecer alternativas de control bioldgico, principalmente enfocadas en el
estudio de microorganismos que puedan ser de gran ayuda para el control de especies de tipo
patogenas y méas aun que formen parte de la microbiota propia del suelo en el cual se presenta los
problemas relacionados a Alternaria sp, partiendo de un banco de cepas aisladas de bacterias que
pueden presentar un alto potencial en el control bioldgico planteando una alternativa dirigida hacia
un tratamiento diferente al convencional de tipo quimico evitando asi problemas a la salud de las

personas, como a aquellos relacionados al medio ambiente hablese de suelo, agua y aire.



Ademas es importante caracterizar las bacterias del banco a fin de determinar aquellas del género
Bacillus que resulten de interés en el control bioldgico, por medio de técnicas microscopicas como
son tincion Gram vy tincion de endosporas, ademas de verificar el potencial en la produccién de
metabolitos secundarios, mediante la aplicacion de biorreactores de tipo simples aireados y
consecuentemente el potencial biocontrolador a través de procedimientos in vitro como son el
antibiograma verificando la formacion de halos de inhibicion y los enfrentamientos duales donde el
crecimiento radial permitira la determinacién del porcentaje de inhibicion de tal manera que sea
posible establecer alternativas tanto para la produccién de metabolitos en bacterias del género
Bacillus, y para la determinacion de las mejores cepas de utilidad en lo que respecta al control de

Alternaria sp.



2. Fundamentacion teérica

2.1 Controladores Bioldgicos
El control biolégico como su nombre lo indica se define como el empleo de organismos vivos para
el control o eliminacién de plagas y enfermedades, donde el manejo integrado de plagas y
enfermedades (MIP), cuenta con un gran nimero de tacticas para dicho control sin embargo ha
establecido como alternativa el uso de agentes de control bioldgico, una técnica utilizada desde
principios del siglo XIX y ha demostrado tener un menor impacto a nivel ambiental y de
contaminacion del suelo en comparacién con los tratamientos quimicos usualmente empleados
(Villarreal, y otros, 2018). Estos agentes son los denominados controladores biol6gicos, y constituyen
especies de microorganismos que son capaces de reducir o inhibir totalmente el desarrollo de otro en

este caso un patégeno de interés.

2.2 El género Bacillus

Pertenecen al reino bacteria, filo Firmicutes, clase Bacilli, orden Bacillales y familia Bacillaceae; se
conoce de este género ya mas de 100 afios el primer reporte radica al afio 1873, donde se caracterizo
a la misma debido a su capacidad de produccion de endosporas y termorresistencia (Cuaspa, 2022).
Se conocen mas de 300 especies, sin embargo, dentro de este amplio grupo se tienen: Bacillus
anthracis, Bacillus cereus, Bacillus thurigiensis, Bacillus sphaericus y Bacillus subtilis de mayor
interés; su gran distribucion mundial es debido a las endosporas, resultando de gran importancia
debido a que les otorga resistencia y potencia su aislamiento en gran diversidad de héabitats incluso
en condiciones extremas (Villarreal, y otros, 2018).

Por otro lado, se sabe que este género de bacterias encuentra como principal reservorio el suelo, esto
se establece debido a que las bacterias del género Bacillus, son saprdfitas por su capacidad de utilizar
una amplia gama de sustratos organicos presentes en los suelos esto ha llevado a que exista una
variabilidad genética y de tipo funcional de especies en los suelos muy amplia. Por consiguiente se
puede mencionar que en su mayoria se establecen o a su vez existe una mayor presencia de bacterias
de este género en la zona rizosférica de los suelos (Bustamante, 2015), es importante mencionar por
otro lado que existen investigaciones escasas relacionadas a la diversidad y dindmica del género
Bacillus, donde en el caso de la rizosfera va a depender en su mayoria de los exudados radiculares de
las especies vegetales presentes y de la fertilidad del suelo, de tal manera que seria interesante el
estudio de este género a fin de establecer relaciones asociativas, o0 relaciones simbidticas que

resultarian de gran ayuda en el control biologico (Villarreal, y otros, 2018).

2.2.1 Caracteristicas principales
La caracterizacion del género Bacillus se establece en base a su tipo de desarrollo, tincion Gram,

morfologia, movilidad y tamafio en donde de acuerdo con Villarreal y otros (2018), las bacterias de



este género pueden tener un crecimiento en su mayoria aerobio, sin embargo en ocasiones pueden
presentarse aquellas que se desarrollan en forma anaerobia facultativa, en el caso de la tincidén son
Gram positivas, en su morfologia bacilar(delgada, alargada como una barra o baston), su movilidad
se da por flagelos por Gltimo se menciona que presentan un tamafio de entre 0,5 y 10 micrémetros

(um).

2.2.2 Condiciones de desarrollo
En cuanto a su desarrollo hay que considerar algunos factores fisicos de los suelos, donde el valor
Optimo de pH es neutro es decir entre valores de 6 a 7, en cuanto a la temperatura suele ser un poco
amplio el rango sin embargo se ha establecido que en su mayoria las especies son mesdfilas, es decir
que la temperatura de desarrollo puede ir de entre 30 y 45°C. Algo importante a destacar es que en su
desarrollo estas bacterias son capaces de producir endosporas ya sean de tipo ovales o cilindricas, se
tratan de células especializadas, de tipo sométicas que son producidas en bacterias en su mayoria
Firmicutes, estas les otorga resistencia a diferentes condiciones de estrés, de tal manera que pueden
ser capaces de diseminarse y permanecer por mucho mas tiempo en el ecosistemas en el que se
encuentren ya que las endosporas permanecen viables hasta que existan las condiciones favorables

para el desarrollo de las bacterias (Villarreal, y otros, 2018).

2.2.3 Ciclo de desarrollo

Es importante considerar en el caso de la formacidn de endosporas, el ciclo que ocurre para que se de
esta produccidn, tiene lugar en la segunda fase del ciclo de vida, esto debido a que existe dos fases la
primera denominada vegetativa y otra de esporulacién teniendo lugar de la siguiente manera: La
primera etapa consiste en el crecimiento mediante fision binaria es decir se da de forma exponencial
esto siempre y cuando se tenga las condiciones adecuadas. Para el caso de la segunda etapa, va a tener
lugar debido a un factor de estrés que obligue a la bacteria a sobrevivir, estos factores pueden variar,
entre los mas comunes estan: densidad poblacional alta, nutrientes escasos, salinidad, temperatura y
pH (Boundless, 2022).

Posterior a esto las células producidas en la fase vegetativa inician la formacion de endosporas,
basada en una divisién celular de tipo asimétrica que da lugar a la formacién de una célula madre y
la insercion de una denominada preespora, misma que es tragada y da paso a la formacion de una
ceélula pero al interior de la celular madre (Villarreal, y otros, 2018). Se da paso a un recubrimiento
de la preespora, una deshidratacion y una maduracién; punto en el cual la célula madre sufre una lisis
por muerte celular programada liberando la endospora como paso final del proceso asi se muestra en

la Figura 1.
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Fuente: (Villarreal, y otros, 2018)

2.3 Bacillus spp. como controladores bioldgicos

Una gran variedad de especies del género Bacillus, producen un amplio nimero de sustancias con
accion antimicrobiana, donde se resalta a B. subtilis, que produce metabolitos que tienen un amplio
espectro en la accion antifingica y antibacterial frente a un gran nimero de patdgenos (Soria, Alonso,
& Bettucci, 2022). Por otro lado, existen algunos mecanismos de accion y produccién de sustancias
biolégicamente activas que tiene lugar gracias a la biodiversidad genética de este género
(BOCANEGRA, 2021),permitiendo el estudio de su funcion antagonica para reducir el crecimiento
y propagacion de fitopatdgenos cuyo origen fue gracias a la actividad insecticida de proteinas Cry
producidas por la especie B. thuringensis, por lo que actualmente se estudian un gran ndmero de

especies para el sector agricola (Villarreal, y otros, 2018).

Ademas, debido a la formacion de las endosporas puede resultar de interés para la elaboracion de
productos de tipo biotecnoldgico, basado en cepas de este género algo que sin lugar a duda seria de
gran ayuda para el control bioldgico debido a la resistencia a la desecacion y calor (Villarreal, y otros,
2018). Un ejemplo de esto es la elaboracion de biopesticidas basados en Bacillus, debido al factor de
toxicidad que este tipo de producto genera frente a diferentes plagas y enfermedades, ademas de ser
inocuos para los humanos, se establece ademas que alrededor de 90% del mercado mundial utiliza
este tipo de bioinsumos (Millas & Tapia, 2020), donde un mayor porcentaje es el relacionado a la
bacteria Bacillus thuringiensis, cuyo uso empezé con su produccion en el afio 1938, y hasta la
actualidad con un nimero considerable de productos se conoce alrededor de 30 0 mas aunque en su

mayoria de tipo insecticidas sin embargo no se descarte su utilidad en el control microbiano.


https://www.scielo.org.mx/img/revistas/rmfi/v36n1/2007-8080-rmfi-36-01-95-gf2.jpg

2.3.1 Mecanismos de accién de control bioldgico

Como se ha mencionado el género Bacillus, resulta de interés debido a su actividad antimicrobiana,
y no solo eso sino que dada su capacidad esporulante, favorece a su produccion y almacenamiento a
modo de “bioinoculante” a largo plazo, y por su desarrollo en diferentes sistemas ya sea agua, suelo
0 planta mayor con respecto a la mayoria de microorganismo (Valenzuela y otros, 2021) , sin embargo
es importante considerar que a su vez tiene un papel fundamental en lo que respecta a antagonismo,
esto debido a los estudios relacionados a su accionar como insecticida, sin embargo en cuanto al
efecto antagénico, este ocurre por otro tipo de mecanismos, entre los cuales se incluye los siguientes:
Excrecion de antibidticos; produccion de sideroforos, enzimas liticas, toxinas e induccidén a

resistencia sistémica(ISR) (Villarreal, y otros, 2018).

2.3.1.1 Metabolitos secundarios de interés
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Figura 2. Metabolitos de interés
Fuente: De los Santos S. (2018)

A) Antibidticos

Generalmente el género Bacillus tiene una alta capacidad en la produccién de un gran nimero
de antibidticos que permiten la inhibicion del desarrollo de los patogenos, sin embargo los
mas estudiados son los lipopéptidos ciclicos de tipo no ribosomales cuya composicion es un
péptido ciclico, con una cadena de &cido graso que puede ser B-hidroxi o B-amino, dichos
compuestos son sintetizados por NRPS (sintetasas de péptidos no ribosomales)
independientes de RNAm, se clasifican en tres familias: iturinas, fengicinas y surfactinas
(Villarreal, y otros, 2018). Estos lipopéptidos se relacionan debido a la interaccion con la
membrana plasmatica fangica, ya que son capaces de crear poros en la membrana celular de

los microorganismos patdgenos, ocasionando cambios en la presién osmotica de la célula e
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B)

C)

D)

induciendo a la muerte celular (Saldafia, 2021). Ademas de que pueden tener relacion con los
procesos de homeostasis intracelular de calcio, metabolismo energético e incluso en el
procesamiento del ARN, por lo que resultan de gran interés en lo que respecta a el control de
fitopatdgenos de tipo fungico.

Siderdforos
Se sabe que el hierro es un componente de gran importancia para el desarrollo de las funciones

celulares en muchos microorganismos por lo que esta relacionado a reacciones de tipo redox,
en reacciones enzimaticas y ademas en la cadena de transporte de electrones. Es por esta razon
que la disponibilidad del mismo es un factor fundamental en el desarrollo de los
microorganismos, no obstante se sabe que en la naturaleza el hierro se encuentra como Fe**,
dando como resultado un obstaculo para el uso por parte de los seres vivos, por tal razon
algunos microorganismos han desarrollado estructuras proteicas, de bajo peso molecular y
afines con el hierro en su forma férrica, de tal manera que se facilita la captacion de Fe3* a
estas estructuras se las conoce como sideréforos (Villarreal, y otros, 2018). Ahora bien a estas
estructuras se las denomina ademéas como quelantes y estas son producidas por bacterias del
género Bacillus, por lo que en términos generales secuestran los iones de hierro presentes
ocasionando que exista una baja disponibilidad para otros microorganismos como es el caso
de los hongos, debido a que este compuesto es indispensable para su metabolismo, por lo que
los metabolitos secundarios de tipo sider6foros resultan muy importantes para la inhibicién
del desarrollo de microorganismos patogenos (Saldafia, 2021).

Enzimas liticas

Se conoce que la pared celular de las especies fungicas estd compuesta en su mayoria por
glicoproteinas y polisacaridos ademas de otros componentes sin embargo en su mayoria con
alrededor del 80% por polisacaridos que comprende una relacion en cuanto a quitina'y glucano
en proporcion 10:70 o 20:60 respectivamente, componentes que le otorgan la resistencia a la
pared celular de los hongos (Villarreal, y otros, 2018). Ahora bien estudios demuestran que
las bacterias del género Bacillus son capaces de producir enzimas liticas, como es el caso de
las glucanasas y quitinasas que como su nombre lo indica degradan los polisacaridos quitina
y glucano por hidrélisis de enlaces glucosidicos de tal manera que la pared celular del
patogeno es degradada produciendo la muerte celular y por ultimo erradicando su desarrollo
por completo (Saldafia, 2021).

Toxinas

El género Bacillus produce mas de 300 toxinas, las cuales en su mayoria se ha reportado que
son producidas por una especie en particular y es el caso de B. thuringiensis, las cuales se

dividen en dos grupos las Cry y Cyt que es para insectos, dipteros y mamiferos
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E)

F)

respectivamente (Bocanegra, 2021). Dichas toxinas de tipo &-endotoxinas son cuerpos
paraesporales proteicos cuya formacion ocurre en la fase de esporulacion, ademas su gran
numero de toxinas, se divide a los Cry y Cyt con 73 y 3 familias respectivamente donde su
nombre viene por cristal y citolitica debido a que la primera forma una estructura oligomérica
que ocasiona un desequilibrio osmotico para una posterior muerte celular y para el segundo

caso en el proceso de citolisis en dipteros y mamiferos (Villarreal, y otros, 2018).

ISR (Resistencia Sistémica Inducida)

Debido a las diferentes etapas evolutivas que han pasado las especies vegetales han generado
mecanismos de defensa, cuando ocurre una invasion de diferentes fitopatdgenos o plagas,
estos se activan cuando existen interacciones especificas con los diferentes patdgenos a estos
mecanismos hoy en dia se lo conoce como resistencia sistémica adquirida (SAR). Este sistema
se activa por estimulos que son captados por dos tipos de receptores PRRs (receptores de
reconocimiento patrén) y NB-LRRs (Repeticion rica en leucina de union a nucle6tidos)
(Villarreal, y otros, 2018). Donde el primero reconoce componentes como la quitina de los
hongos o flagelina, ahora bien si el patdgeno evita la primera linea de defensa PTI (Inmunidad
activada por PAMP), se produce la segunda linea de defensa por el segundo receptor que
reconoce proteinas efectoras de virulencia. Finalmente la resistencia sistémica inducida (ISR)
se lleva a cabo por las bacterias del género Bacillus por medio de la produccion MAMPSs,
COVs, siderdforos y lipopéptidos de tal manera que la planta reconoce estos compuestos e
inicia el proceso de resistencia sistémica por estimulos en la PTI (Pedraza, Lopez, & Uribe,
2020).

COVs

Ademas de lo mencionado anteriormente también se sabe que existe la produccién de
compuestos organicos volatiles (COVs), que son moléculas de bajo peso molecular, a este
grupo pertenecen los alcoholes, aldehidos, cetonas, hidrocarburos, terpenos, entre otros; que
de cierta forma son una especie de mediadores en lo que representa a la comunicacion entre
especies, por ejemplo planta-planta, planta-herbivoro, planta-microorganismo e incluso entre
microorganismos (Pedraza, Lépez, & Uribe, 2020), es decir para el caso de planta-
microorganismos, este Ultimo produce COVs que son captados por la planta e induce una

respuesta que favorece a la proteccion frente a un patégeno.

2.4 Produccién de metabolitos en bacterias del género Bacillus a escala o nivel de
laboratorio.



Con el paso del tiempo se ha buscado la forma en que se logre una produccién a gran escala
de especies microbianas o sus metabolitos debido a su amplia variedad de utilidades y
aplicaciones en los diversos campos industriales con el fin de aprovechar cierta materia prima
convirtiéndola en materia valiosa a estos procesos se les denomina bioprocesos que en su
mayoria corresponden a procesos biotecnolégicos. En los procesos cominmente empleados
existen muchas limitaciones para el desarrollo de los microorganismos a gran escala, es por
esta razon que surgen ya hace mas de medio siglo los biorreactores con el proposito de
controlar con mayor precision los ambientes de desarrollo de cultivos vivos (Serrat & Méndez,
2015).

2.4.1 Biorreactores

Los biorreactores surgen de los conocimientos de la ingenieria y la biotecnologia es el lugar
donde convergen los mismos sin embargo ya hablando méas en términos relacionados a los
microorganismos, un biorreactor es un equipo o dispositivo disefiado con el fin de proporcionar
energia, nutrientes a su vez permite el control de las condiciones y constantes en los procesos
fisicoquimicos ya sean estos, agitacion, aireacion, pH, temperatura de tal manera que se genere
un ambiente éptimo para el desarrollo microbiano (Serrat & Méndez, 2015). Sin embargo el
biorreactor ademéas de proporcionar las condiciones éptimas de desarrollo y el metabolismo
celular de un sistema bioldgico, para la seleccion del biorreactor dependera de este, ademas de
su sistema de reaccion, metabolismo, expresion de metabolitos y requerimiento celular en el

entorno propio (Collaguazo G. A., 2022).

2.4.1.1 Componentes de un biorreactor
Los componentes que conforman un biorreactor van a depender del tipo de biorreactor sin
embargo hay aquellos que son mas comunes entre los que encontramos, la fuente de
alimentacion o carga, un agitador que es movido por un motor, un conducto de aireacion,
medio de cultivo, un encamisado y una valvula que permite el drenado, el esquema se muestra

en la Figura 3.
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Componentes de un biorreactor
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Figura 3. Partes comunes de un biorreactor

Fuente: (Ixta & Hernandez, 2019)

2.4.2 Tipo de biorreactores

Es importante considerar que existen muchas clasificaciones de los biorreactores depende de la
finalidad principalmente son empleados en procesos fermentativos mas comunmente se los puede
clasificar por su forma de operacién y la basada en el tipo de estructura y partes que lo conforman, a

continuacion se presenta las dos clasificaciones:

2.4.2.1 Por su operacionalidad

> Batch o Discontinuo

Se le denomina de esta forma al tipo de biorreactor en el cual se cultivan los microorganismos en
un volumen determinado de medio, pero en este no existe una entrada o salida de flujo por lo que
el proceso realizado por este tipo de biorreactor es discontinuo y termina cuando el medio de
cultivo se agota, en este tipo existen muchas limitaciones sin embargo se puede proporcionar

agitacion de tratarse de un reactor anaerobio (Martinez, 2019).

2.4.2.2 En cuanto a su conformacién
> Tanque agitado

Es el tipo de biorreactor mas utilizado, en especial para proceso de fermentacion por
microrganismos aerobios, su nombre se debe a que en su conformacién cuenta con un sistema de
agitacion automatizado, ademas de un sistema de aspersion de aire, lo que le permite un
funcionamiento en el que al ingresar el aire por la parte inferior, el agitador rompe las burbujas
producidas y da una mezcla homogénea pata que todo el medio de cultivo se mantenga aireado,

los agitadores mas empleados son de tipo radial y axial, sin embargo se da la formacién de
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vortices que no permiten una buena mezcla por lo que es posible la implementacion de deflectores
que optimizan esta mezcla (Romero, 2016).

Una de las mayores ventajas de este tipo de biorreactor es la alta eficiencia en la transferencia de
oxigeno y su utilidad para el trabajo con fluidos viscosos y como desventaja el esfuerzo cortante
y calor generado por el sistema de agitacion que puede afectar a el desarrollo de los
microorganismos (Romero, 2016).

Air-Lift y Air-Lift con lazo externo

Son muy simulares a los biorreactores de columna de burbujeo, pero a diferencia de estos, cuentan
con un tubo central el cual tiene un aspersor que controla la circulacion del aire del medio, ademas
cumple un papel importante al separar el biorreactor en dos zonas, una de tipo ascendente y otra
descendente en esta Ultima no existe circulacion de aire. Incluso se puede dar un aislamiento de
estas zonas mediante tuberias interconectadas en el exterior a este sistema se lo llama Air-Lift
con lazo externo (Romero, 2016).

Estos biorreactores son considerados energéticamente mas eficientes tanto frente a los de tanque
agitado como a los de columna de burbujeo, y mas aun en aquellos cultivos sensibles a los
esfuerzos cortantes, hay que considerar que en este tipo de biorreactores existe una alta formacion

de espuma (Romero, 2016).

Clasificacion de los biorreactores

Tanque agitado Reactor Airlift
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Figura 4. Tipos de biorreactores

Fuente: (Edgar Tec, 2022)
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2.5 Hongo fitopatdgeno Alternaria sp

Alternaria es un hongo fitopatdgeno, que se caracteriza por afectar una amplia variedad de especies
vegetales, sin embargo, estudios establecen que estan mas relacionados a especies del género
Brassica, afectando especies como el brocoli o la coliflor, ademés de algunas especies del grupo de
los citricos, este es el caso del limén. Este patdgeno tiene una mayor incidencia y causa mayores
problemas en especies vegetales jovenes, siendo en estos mas severos en comparacion con
ocasionados en plantas adultas (Collaguazo & Tenorio, 2018). Los mecanismos de infeccion de los
fitopatdgenos pueden ser variantes, no obstante para el caso de Alternaria se caracteriza por la
produccion de toxinas, dado a sus cualidades propias son capaces de ingresar al sistema vascular de
las plantas, estas son atacadas y debido a que este sistema se dirige a todas las zonas de la planta

huésped existe una afectacion generalizada en la mayoria de los érganos (Saldafia, 2021).

2.5.1 Caracteristicas principales

Existe un gran nimero de especies pertenecientes al genero Alternaria, se conoce mas de cien
especies y en su mayoria se los puede encontrar en suelos con alta carga de materia organica, ademas
en sitios con material en descomposicién e incluso en el aire por lo que su desarrollo es de tipo
saprofito (Rivas & Miuhlhauser, 2014). Entre las caracteristicas mas relevantes estan que son hongos
de tipo filamentoso, filo Ascomycota, del grupo de los dematiaceos cuyos conidiéforos son de tipo
simple, de forma tabicadas o a su vez alargadas o ovoides, ademas en cuyos extremos pueden generar
cadenas largas y ramificadas con presencia de conidios de coloracion café pardo, de tamafios de entre
20-93x 9-18um de maltiples formas y con septos verticales y transversales, por Gltimo en el caso de
las hifas estas son septadas y con color, las colonias se caracterizan por presentar una coloracion
blanca algodonosa al inicio, pero conforme transcurre el tiempo cambia a una coloracion negra al

igual que el reverso (Guerra, 2018).

2.5.2 Condiciones de desarrollo

Para el desarrollo de este tipo de hongos es necesario de condiciones ambientales favorables, estas
suelen ser en climas humedos y calidos, lluviay viento, y sobrevive en los tejidos enfermos. (Terraza,
2022). Por lo que las condiciones Optimas estarian fundamentadas principalmente en factores como
temperaturay humedad, en cuanto al primero se conoce que existe un mejor crecimiento de Alternaria
en temperaturas de entre 22 y 28°C, pero se establece ademas que 25°C seria la temperatura dptima,
no obstante existen reportes de que puede incluso crecer en temperaturas de entre -3°C-a 35°C, en el
caso de la humedad se establecen valores entre 88- 90% que serian los valores 6ptimos para el

crecimiento de este hongo (Pavon, Gonzalez, Martin, & Garcia, 2015). Por altimo, en cuanto a las
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condiciones de desarrollo en laboratorio se emplean medios de cultivo que le otorgan un crecimiento
rapido estos son Sabouraud Dextrosa Agar (SDA), Patata Dextrosa Agar PDA y Agar Harina de maiz,
cuyas condiciones de incubacidn estan establecidas a una temperatura 6ptima de 25°C (Rivas &
Mihlhauser, 2014).

2.5.2.1 Ciclo de vida Alternaria sp

Usualmente el ciclo de vida de Alternaria inicia con la infeccion de la semilla continda tras la
germinacion de la misma y posterior desarrollo vegetativo de la planta esto debido a sus conidios, los
cuales son transportados por mecanismos como el agua o el viento, en el caso del agua salpicada, de
tal manera que se trasladan al huésped, posteriormente a esto en alrededor de unos 45 dias tras la
siembra en campo se manifiesta la infeccion, en donde en 7 dias posteriores se empieza la produccion
de esporas que reiniciaran el ciclo de la enfermedad (Collaguazo & Tenorio, 2018). Sin embargo
debido a que los conidios permanecen viables por un largo tiempo, pueden ocasionar la infeccion a
las semillas, y posteriormente si existen las condiciones adecuadas de humedad y temperatura estas
semillas germinaran y las plantulas producto de estas semillas infectadas empezaran a crecer pero
tendrén una alta probabilidad de ser atacadas en la zona del hipocétilo por lo que existe una reduccion
del crecimiento y presenten lesiones oscuras, esto se debe a que este tipo de hongo absorbe los
nutrientes de tejidos superiores ocasionando una muerte celular ocasionada por toxinas y por ende
una descomposicion de los tejidos y muerte de la planta, tras la muerte las esporas del hongo
permanecen en el suelo y pueden ser diseminadas para un nuevo proceso de infecciébn como se

muestra en la Figura 5.

Ciclo de infeccion de Alternaria
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2.6 Mecanismos de infeccion de Alternaria sp
Es importante considerar que para que ocurra la infeccion de Alternaria se deben cumplir algunas
condiciones como son la humedad en valores de un 50%, y temperaturas de entre 20 a 27°C. Algo
importantes es la susceptibilidad del huésped misma que puede estar influenciada por factores como:
tejidos afectados por el sol, senescentes, heridas y dafios por el ambiente o insectos lo que hacen que
el huésped sea mas susceptible a la infeccion por este hongo (Herrera, 2016).

Alternaria tiene como mecanismos de infeccion la transmision a través se semillas, viento y material
vegetal infectado presente en el suelo, este ultimo el mas comun. Para el caso de la semilla puede
presentar una contaminacion interna o externa, las conidias son la principal responsable de la
reinfeccidn o transmision ya que son capaces de permanecer viables por largos periodos de tiempo
mismas que a su vez pueden ser transportados por el viento (Jiménez, 2022).Si se presentan las
condiciones adecuadas de humedad y temperatura, las conidas penetran los tejidos de la planta
huésped, iniciando su mecanismo de patogénesis dado por dos etapas, en la primera se da una
inyeccion de toxinas que generan muerte celular, generando asi el dafio a los tejidos hasta matarlos,
para que en la segunda etapa por medio de enzimas se rompan estos tejido lo que inhibe el proceso

de division celular (Herrera, 2016).

2.6.1 Sintomatologia ocasionada por Alternaria sp
Su sintomatologia, y accidn producida se caracteriza por afectaciones iniciales estas ocurren en tallos,
hojas y frutos; en tallos se presentan manchas de formas ovaladas, de color marrén rojizo, en cuyo
centro presenta una coloracion grisacea o blanquecina, en hojas manchas redondas de color café
oscuro o negro, con la particularidad de presentar un halo de color amarillo, mismo que permanece
hasta que en la hoja queda un orificio, por Gltimo en frutos en el caliz o pedunculo lesiones de color
café oscuro (Collaguazo & Tenorio, 2018). De igual forma puede llegar a afectar a plantulas, debido
a que reduce el flujo de nutrientes de la planta, dando un crecimiento lento y causando la muerte del
huésped, esto ademas puede ser ocasionado en plantas adultas debido a que Alternaria afecta a tal
medida las areas foliares que destruyen los tejidos y por ende una reduccion considerable en el

potencial fotosintético (Azanza, 2022).

2.7 Principales especies afectadas por Alternaria sp en Ecuador
De acuerdo con Jiménez (2022), Alternaria tiene un amplio nimero de huéspedes y algunos de

estos de gran importancia a nivel del Ecuador entre los que se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Principales huéspedes de Alternaria sp.

Nombre Comdn

Nombre Cientifico

Cebolla

Allum cepa.

Ajo porro

Allum porrum L.

Acelga

Beta vulgaris var. Cicla

Coliflor

Brassica oleracea var. Botrytis

Col

Brassica oleracea var. Capitata

Espinaca

Spinacia oleracea

Col china

Brassica rapa subsp. Pekinensis

Pimiento

Capsicum annuum

Pepino

Cucumis sativus

Lechuga

Lactuca sativa

Tomate rifion

Solanum lycopersicum

Habichuela

Phaseolus vulgaris

Perejil

Petroselinum crispum

Berenjena

Solanum melongena

Rosas

Rosa

Brécoli

Brassica oleracea var. Italica

Fuente: (Los Autores 2023)

2.7.1 Impacto Econémico generado por afectaciones ocasionadas por Alternaria sp
Muchas de las especies mencionadas anteriormente son de gran importancia econémica debido a que

son productos de exportacion sin embargo, anualmente se ve afectada por enfermedades de tipo

fungico afectado hasta el 30% de la produccion.

2.7.1.1 Sector Floricola

Para el caso del Ecuador el sector floricola es uno de los mas importantes ya que forma parte de la
segunda mayor fuente de ingresos del Ecuador de tipo no petroleros que alcanza ingresos muy
altos de hasta $700 millones anuales, que pueden verse afectados en mayor medida por un
gran namero de plagas y enfermedades entre las cuales resalta Alternaria, que muchas veces

debido a su sintomatologia tiende a confundirse con Botrytis y en la mayoria de los casos se

emplean tratamientos quimicos para su control (Herrera, 2016).

2.7.1.2 Sector Agricola
Otro de los sectores méas importantes econémicamente es el agricola entre los que se destaca el brocoli
(Brassica oleracea var. italica) como uno de los productos de exportacion de interés debido a su

afectacion por Alternaria ademas de que la mayoria del producto esta dirigido a exportacion que en
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el estudio de Nacato & Valencia (2016), se establece que para el afio 2000 la produccién anual era de
alrededor a 50 mil toneladas, sin embargo para el afio 2014 la produccion aumento en un 59,59% con
respecto al afio 2013. Sin embargo este porcentaje ha ido aumentando hasta el afio 2019 donde se dice
que se ha tenido un aumento del 8% promedio anual desde el 2014 por lo que se sabe que este
producto abarca mas de 9000 hectareas sembradas y en lo que respecta a exportaciones se ha tenido
ingresos de $69-70 mil ddlares en cinco meses lo que representaria mas de $100 mil anuales (Sanchez,
Vayas, Mayorga, & Freire, 2020). Por dltimo establecen que las perdidas por Alternaria pueden llegar
hasta el 30% de pellas producidas lo que representaria una pérdida econdémica considerable, sin
embargo las lesiones y mecanismos de infeccion de este patdgeno alcanzaria a una afectacion de esta
hortaliza de hasta valor mayores del 50% resultando en un impacto econémico muy grande a nivel
del pais (Herrera, 2016).

2.8 Pruebas in vitro para el biocontrol de Alternaria sp
Actualmente se busca alternativas para el control de las enfermedades generadas por hongos
fitopatdgenos, esto debido a que se quiere evitar o reducir el empleo de agroquimicos de origen
sintético debido a los problemas que han generado en los usuarios por lo que se han tomado en cuenta
las técnicas de biocontrol, a través del uso de microorganismos antagonistas, que permiten una
reduccion en el desarrollo y propagacién de enfermedades en las plantas, esto puede darse por medio
de: una competencia, antibiosis, induccion de resistencia y otros. Entre los géneros mas utilizados se
encuentran Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas, Agrobacterium y Trichoderma, donde se resalta al
género Bacillus como un referente debido a su actividad de control de enfermedades fungicas
(Collaguazo & Tenorio, 2018). Ademas en cuanto al estudio de los diferentes mecanismos de
biocontrol a resultado de gran interés el anélisis de estos a escala de laboratorio ya que permite realizar
un gran ndmero de pruebas para determinar el potencial antagonista de un alto nimero de

microorganismo a nivel in vitro.

2.8.1 Pasos para analisis in vitro

Si se desea realizar un andlisis in vitro del antagonismo microbioldgico es necesario realizar una serie
de pasos en primer punto es necesario realizar un aislamiento de los microorganismos patégenos y
antagonicos, muchas veces el patdgeno se lo encuentra en especies vegetales contaminadas mientras
que el antagonico en el suelo, por lo que se toma muestras de suelo y de vegetales (Figura 6A),
después se hace la siembra de los microorganismos en medios de cultivos especificos mayormente
Patata Dextrosa Agar (PDA) (Figura 6B), posteriormente es necesaria la caracterizacion de las cepas
de interés mediante caracteristicas propias de las mismas (Figura 6C), se las incuba bajo condiciones
adecuadas para su proliferacion, y se realiza pruebas para potencial antagonico por ejemplo
antibiograma (Figura 6D) (Coromoto & Reyes, 2018).
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Procesos de asilamiento, identificacion y antibiosis

Figura 6. Toma de muestras (A); Siembra(B); Caracterizacion(C); Proliferacion(D); Prueba antagonica
Antibiograma(D).

Fuente: (Los Autores 2023)

2.8.2 Antibiosis

Este mecanismo de accion antagonista estd basado en la produccién in vitro de sustancias por parte
del microorganismo biocontrolador, estas sustancias pueden ocasionar una inhibicién del crecimiento
0 una reduccion en la actividad metabdlica del microorganismo patégeno. Se caracteriza por no ser
una metodologia directa es decir que exista un contacto intimo entre el antagonista y el patégeno, se
trataria de una especie de antibidtico que permaneceria intacto inclusive hasta que el antagonista
muera, por otro lado a fin de establecer si en realidad existe un antibiotico producido, se han empleado
mutantes generados biotecnolégicamente de microorganismos antagonicos sin esta capacidad de
producir metabolitos dando a relucir el no control del patégeno (Nuero, 1995).

2.8.3 Competencia

Como su nombre lo indica, consiste en una especie de contienda entre el microrganismos patdgeno y
el antagonista esto por el sustrato en un medio de cultivo, ya que para este caso en particular el mismo
es insuficiente para ambos por lo que se busca inhibir el desarrollo del fitopatdgeno, este mecanismo
va a depender de algunos factores y se lo puede dividir en tres tipos que son: competencia por
nutrientes y agua (Fase previa a la penetracion del patdgeno), por oxigeno(Anaerobiosis en la
rizosfera) y por espacio (Relacion de velocidades de crecimiento patdégeno-antagonista) (Nuero,
1995).

2.8.4 Induccion de resistencia
La resistencia que presentan las plantas naturalmente a ciertas afectaciones ha resultado de gran
interés a nivel in vitro ya que es posible preparar de cierta forma el mecanismo de defensa propio de

las plantas para generar una resistencia frente a diferentes tipos de patdgenos, esto puede ser por parte
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de produccion de compuestos por microorganismos antagonistas para generar un respuesta inmune,
0 a su vez también se puede hacer modificaciones menos dafiinas de los diferentes patdgenos,
denominadas cepas avirulentas, de tal manera que se dé un reconocimiento y respuesta frente a estas

generando asi una resistencia inducida (Nuero, 1995).

2.8.5 Explotacion
Este tipo de antagonismo, ya se caracteriza por ser directo, esto quiere decir que existe un contacto
intimo entre el hospedador y el patégeno, donde este Ultimo toma los nutrientes del primero, sin
embargo esto debe ocurrir en presencia de otro patdgeno que cumplird la funcion de depredador, es
decir que elimine al patdgeno de interés a esto se le denomina hiperparasitismo sin embargo esto
puede ser contraproducente por lo que se considera que el empleo de hiperparasitos deberia hacerse
para reducciones de indculo patégeno en infecciones de tipo secundarias es decir posteriores a una

primera infeccién ya tratada (Nuero, 1995).

2.8.6 Lisis
Por dltimo este tipo de control esta relacionado a la accion enzimatica, lo que se busca con este
mecanismo es que se dé una degradacion total o parcial de las paredes celulares, es decir generando
la muerte celular en los microorganismos, por lo que a nivel in vitro lo que se busca es la produccion
de enzimas ya sean de organismos antagonistas o de los propios organismos patdgenos, denominados
hidrolisis o autolisis respectivamente a fin de reducir o inhibir en su totalidad el desarrollo del

microorganismo patégeno (Nuero, 1995).
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3. Materiales y métodos

3.1 Pruebas termorresistencia (termoterapia) y microscopicas
Las bacterias del banco de cepas fueron reactivadas para lo cual se realiz6 su siembra en caldo de
triptona y soya, y se incubaron a 35°C por 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo se las sometio a
termoterapia, para esto se introdujo los tubos de ensayo dentro de una gradilla en un equipo de bafio

Maria, previamente calentado a 70°C y se los sumergié por un tiempo 20min (Figura 7).

Después de esto se sembro las bacterias en cajas Petri en medio Agar Nutritivo, se incub6 a 35°C y
por 48 horas, esto se realizd con el fin de determinar que bacterias son termorresistentes en funcion
del crecimiento positivo y negativo. De donde se obtuvo un nimero de cepas que pasen este proceso
mismas que fueron colocadas en fundas ziploc etiquetadas por separado como F1 y F2(Fuente de
recoleccion 1y Fuente de recoleccion 2), donde F1 es un banco de la localidad de Cajas y F2 es un
banco de la localidad de Puembo estos codigos permitieron mantener un orden para la aplicacion de
los procesos y diferenciar las bacterias de la Fuente 1 y | Fuente 2 considerando que ambas son

provenientes de cultivo de fresas.

Proceso de termoterapia

Figura 7. Termoterapia, A) Toma de bacteria, B) Inoculacion de bacteria, C) Preparacion para termoterapia, D)
Termoterapia en bafio maria, E) Siembre de bacteria, F) Verificacién de crecimiento.

Fuente: (Los Autores 2023)

20




Previo al cultivo se aplico técnicas de identificacion microscépicas a las cepas con resultados

positivos en el proceso de termoterapia, basadas en la fisiologia de estas bacterias por lo que se realizo

una tincion Gram, y una tincion de endosporas.

3.1.1 Tincion Gram

Al tratarse de bacterias del tipo Gram positivas se hace necesaria la aplicacion de un método de tincion

para su identificacion, y confirmacion de que estas bacterias pertenecen a este genero para este

procedimiento se aplico cristal violeta 2%, Lugol 1%, Etanol 95% y Safranina donde se realizé el

siguiente procedimiento:

>

Se preparo un frotis para lo cual se tomo6 una muestra de la bacteria sembrada en medio PDA
0 agar nutritivo por medio de una aza estéril y se la extiende sobre una gota de agua que se
encuentra en el portaobjetos

Tras la extension en la gota de agua se procedi6 a secar al aire.

Una vez que la muestra se secd, se realizé una fijacion de la muestra por calor, se paso varias
veces el portaobjetos con una pinza por la llama del mechero hasta que se fije correctamente.
Con la muestra fijada se procedid a la tincion para lo cual se empled el colorante cristal violeta,
se afladi6 sobre la muestra y se deja reposar por un minuto, es importante mencionar que este
tifie todas las células de color morado.

Se retird el exceso de cristal violeta y se procedié a agregar el Lugol, este actué como
mordiente es decir ayuda a la fijacion del colorante a la bacteria, se cubri6 toda la zona de
tincion por un minuto

Se retir6 el Lugol y se hizo una decoloracion con ayuda de alcohol al 95%, se retird el alcohol
con agua

Se afiadié safranina como colorante de contraste se dejo por 45s y se procedié a observar en
el microscopio empezando por el lente 10X.
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Diagrama del proceso de tincion Gram
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Figura 8. Tincién Gram

Fuente: ( (LABSTER THEORY, 2021)

3.1.2 Tincion de endosporas

Debido a que las bacterias presentan la cualidad de termorresistencia por la presencia de endosporas

es necesaria la confirmacion de la presencia de estas por eso se empled una técnica de tincion

denominada Schaefer Fulton, donde se utilizd como reactivos: verde brillante al 1% disuelta en agua

y safranina al 1% disuelta en agua y se sigui6 el procedimiento descrito a continuacion:

>

De las bacterias sembradas en medio PDA, se tomd una muestra del microorganismo con
ayuda de un asa metélica y se lo colocd en el portaobjetos al que se le agreg6 una gota de agua
y se extendio totalmente la muestra y se dejo secar al aire.

Una vez seco el portaobjetos con el microorganismo, se cubrié el mismo con verde brillante
al 1% hasta cubrirlo en su totalidad y se dejé que actle por un minuto.

Después se coloc6 encima del portaobjetos y cubriendo la verde brillante un trozo de papel
filtro y con ayuda de una pinza se llevd a la llama del mechero y se lo pasé por la llama hasta
que se evapore y se fije el colorante en un tiempo de 5 minutos aproximadamente, es
importante evitar que se seque el verde de malaquita si sucede esto se afiade un poco mas.
Pasados los 5 minutos se retir6 el papel filtro que se colocé encima del portaobjetos por
encima del colorante con esto las esporas y celulas se pintaron, se limpid la muestra con agua
con ayuda de una piceta retirando el exceso de verde de brillante.

Tras el lavado se emple6 la safranina al 1% se coloco sobre la muestra y se dejo actuar por
dos minutos, este colorante servird como un color de contraste de tal manera que se
diferencien las células de las endosporas tefiidas con verde malaquita.

Pasados los 2 minutos se lavo con agua de la misma forma que se hizo con la verde brillante

y se dejo secar al aire.
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> Se observd los resultados en el microscopio, empezando con el lente 10X , y se observo las
celulas de color rosa por la safranina y las endosporas de verde brillante (Figura 8)

Proceso tincion con verde brillante

Figura 9. Tincién Verde brillante (A. Toma de muestra, B. Colocacién verde brillante, C.
Papel filtro encima de verde brillante, D. Fijacién a la llama, E. Colorante de contraste.)

Fuente: (Los Autores 2023)

3.2 Siembra de cepas de interés
Transcurrido el proceso de termoterapia, se pudo establecer un total de bacterias de tipo
termorresistentes, mediante pruebas de crecimiento positivo tras siembra en cajas Petri, por lo que se
depur6 el banco de cepas reduciendo su nimero, ademas se establecié una relacion en cuanto a la
produccion de endosporas, ya que estas son las que le otorgan la resistencia a altas temperaturas a las
bacterias, estas Ultimas se emplearon a continuacion, por lo que se realiz6 un estriado con asa metéalica
en cajas Petri con medio Agar Papa Dextrosa (PDA) para las bacterias y se incubaron a 35°C por un
periodo de 48h. Por otro lado, también se realizé la siembra del hongo fitopatégeno, se aplicd una
siembra con isopos estériles de igual manera en medio PDA, teniéndose asi cajas muestra del hongo

para los procesos posteriores. (Anexo 1).

3.3 Produccion de metabolitos

3.3.1 Medio de fermentacion y cultivo bacteriano
Para las bacterias que pasaron el proceso de termoterapia se prepar6 medio liquido
digerido de soja y caseina (TSB) con un volumen total de 150mL para 10 tubos de ensayo,
se hizo una suspension de las colonias bacterianas en incubacién durante 48h en medio
PDA a un volumen de 5mL de agua destilada a temperatura ambiente, para obtener un
10% del inéculo en el medio en cada tubo de ensayo, hasta un 3 en la escala McFarland

que corresponde aproximadamente a una concentracion de la bacteria de 1.2x10° UFC. .
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3.3.2

3.3.3

Montaje de biorreactor

Para la , se realizd biorreactores pequefios en tubos de ensayo, a modo de biorreactores
aireados de tipo Batch, para lo cual se utilizo, tubos de ensayo de alrededor de 25mL de
capacidad, en los cuales se coloco 15 mL de medio de cultivo liquido digerido de soja y
caseina (TSB), se le agregd la suspension de bacterias con la escala McFarland 3se selld
el tubo de ensayo al cual se le colocaran 2 mangueras una para el suministro de aire por
medio de una bomba de pecera y otra para la verificacion del proceso, esta Ultima se
conectd a un tubo con etanol al 70% se fijo las mangueras con ayuda de algoddn y cinta
adhesiva para evitar que la manguera con etanol entre al medio y se dejo en
funcionamiento el biorreactor por 48h para la posterior extraccion de metabolitos; el
numero de biorreactores corresponde al nimero de cepas que se obtuvieron del proceso
de termoterapia (Anexo 2).

Extraccion de metabolitos

Los metabolitos secundarios son el resultado de someter a las bacterias a condiciones de
estrés, entre estas resalta la falta o disminucidn de nutrientes, por esta razén se coloc6 una
cantidad determinada de medio de cultivo y de bacterias dado que tras el transcurso de
48h los nutrientes del medio son escasos y obligan a las bacterias a formar endosporas

que inician la produccion de los metabolitos.

Por lo que para su extraccion se aplico el protocolo establecido por Miizumoto( 20086,
pags. 869-875), para lo cual se tomd 15mL de caldo bacteriano en fase estacionaria, es
decir después de la fase exponencial en los medios presentes en el biorreactor, y se formé
una solucion en conjunto con 6,9mL de etanol al 95%(solvente), se coloco en vasos de
precipitacion de 50mL, se sometieron a agitacion de 150rpm/ 1h a temperatura ambiente,
con ayuda de un shaker, el liquido obtenido se coloco en tubos ependorf de 50mL de
capacidad y se centrifugaron a 4000rpm/15min (Anexo 3).Se filtré el sobrenadante con
un filtro 0,22um con ayuda de una jeringay se almacend el filtrado a 6°C. La verificacion
de la obtencion de metabolitos se establecio por la obtencion del sobrenadante alcohdlico,
obtenido tras la eliminacidon bacteriana por medio de agitacion con etanol al 95% y

centrifugacion.

3.4 Pruebas de antagonismo (Enfrentamiento y Antibiograma)

34.1

Antibiograma
Con el fin de verificar la presencia de metabolitos en el sobrenadante alcohdlico y
establecer las mejores cepas antagonistas de Alternaria sp, se realiz6 la prueba de

antibiograma, por tanto se inoculé el hongo fitopatdgeno por medio de un hisopado en
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3.4.2

toda la caja Petri con medio Agar papa dextrosa (PDA) a partir de las cajas muestras
obtenidas en el proceso de siembra inicial. Para las prueba propia del antibiograma se
usaron discos de papel filtro mismos que fueron sumergidos por medio de una pinza estéril
en liquido obtenido de la centrifugacion, y de liquido filtrado proveniente del proceso de
la extraccion de metabolitos, por lo cual se tomaron las cajas Petri con el hongo ya
sembrado y se colocd un disco en la parte superior uno en la parte inferior tanto para el
filtrado como para el sin filtrar ademés en algunos casos se empled un control negativo,
de tal manera que se sumergieron discos de papel filtro en agua destilada, se colocaron los
mismos en la superficie del medio PDA separados, el conjunto se colocd en una
incubadora de hongos y se dejo por un periodo de 7 dias y se observo si existe la formacion
de halos de inhibicion que son un indicativo de la obtencion de metabolitos secundarios
(Anexo 4). De los datos obtenidos se realizaron tablas en las cuales se presenta la
concentracion de bacteria que entrd al biorreactor, si existe halos, y si el metabolito fue
filtrado o no Tabla 3 y Tabla 4 mismas que nos proporcionan una idea de si existe alguna
relacion en la produccién de metabolitos con la concentracion de bacteria inicial que entra
al biorreactor, si el proceso de filtrado es necesario 0 no y si estos influyen en la formacion

de halos de inhibicion.

Enfrentamiento

Las cepas bacterianas con resultados positivos de antibiosis en los antibiogramas se las
enfrentd de forma dual segun se reporta por Nacato & Valencia (2016), para Alternaria
sp pero se modifico la misma, y se utilizo la técnica de punta donde se tomd muestra de
hongo con una aza de punta y jeringas de insulina y se pincho el medio PDA, de manera
equidistante en los bordes derecho e izquierdo, esto se lo hizo con ayuda de una plantilla,
y se incub6 a 24°C por 24h.

Para las bacterias se colocé el caldo previamente incubado por 24 horas en una caja Petri
vacia y estéril, con una pinza se tomaré un portaobjetos estéril, se sumergira el borde mas
largo del mismo en el caldo y se hunde suavemente en el medio con Alternaria sp, por
Gltimo se incubd en conjunto a 24°C. Se tom6 como testigo una caja Petri con Alternaria

sp sin bacteria Figura 10 (Anexo 5).
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Esquema enfrentamientos

Figura 10. Esquema de los enfrentamientos

Fuente: (Los Autores 2023)

El porcentaje de inhibicion se realizaron pasado 5 dias y se determinaron por la siguiente

formula:

D1-D2
D1

%l = x 100 (Ec. 1)

D1: Diametro promedio testigo

D2: Diametro patdgeno en tratamiento dual

Diametro promedio del testigo:

_ (Dtj;+Dtg,)+(Dti,+Dtgy;)+(Dtiz+Dtgs3)
3

D1

(Ec. 2)

Donde:

Dt;;: Diametro testigo lado izquierdo en la repeticion 1
Dty1: Diametro testigo lado derecho en la repeticion 1
Dt;,: Diametro testigo lado izquierdo en la repeticion 2
Dty Diametro testigo lado derecho en la repeticion 2
Dt;3: Diametro testigo lado izquierdo en la repeticion 3

Dty3: Diametro testigo lado derecho en la repeticion 3

Diametro del patégeno con la bacteria:

DZ = DiB + DdB (EC 3)

Donde:
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Dig: Diametro izquierdo del patdégeno con bacteria

Dgg: Didmetro derecho del patdgeno con bacteria

3.5 Analisis Estadistico
Se aplicé un analisis estadistico ANOVA en un disefio completamente al azar (DCA), para lo
cual se planted las hipotesis nula y alternativa, donde la primera establece que los “tratamientos
son iguales”(Ho:T1=T2=T3=T4....=T15), y la segunda establece que “al menos un tratamiento
se diferencia de los demas”(Ha: al menos un T es diferente) en lo que respecta al control bioldgico
de Alternaria sp, donde el porcentaje inhibicion de las diferentes bacterias obtenidos en la técnica
de enfrentamiento corresponde a la variable dependiente, mientras que la variable de clasificacion
fueron los tratamientos que en este caso corresponden a las bacterias que se emplearon en la

técnica de enfrentamientos duales.

Se utilizé el programa estadistico InfoStat versién 2020, donde se colocd la tabla con los
porcentajes de inhibicion con 3 repeticiones, ademas se realiz6 comparaciones de los
tratamientos por medio de pruebas Post hoc, en este caso se aplico la prueba de Tukey con un
nivel de significancia a=0,05 por lo que se compard los tratamientos en base a sus medias y se

establecio la mejor cepa antagonista.
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4. Resultados esperados y discusion

4.1.1 Termoterapia

Tras el proceso de termoterapia se obtuvo un total de 73 cepas de bacterias con propiedades de
termorresistencia debido a que resultaron viables en el medio de cultivo en el cual fueron sembradas,
esto tras ser sometidas a altas temperaturas de hasta 70°C, por ende se establecié como aquellas con
la capacidad de formar endosporas y de producir de metabolitos secundarios de interés, como se
muestra en la figura 11 donde estan algunas de las bacterias que resultaron viables tras el proceso de

termoterapia.

Bacterias viables y no viables

Figura 11. Viabilidad tras termoterapia

Fuente: (Los Autores 2023)

La termoterapia permitio clasificar las bacterias de interés debido a la produccion de endosporas, ya
que estas le otorgan la capacidad de sobrevivir a condiciones de estrés, en este caso Bacillus, con
propiedades de esporulacion, microorganismos gque no solo esta presentes en los suelos, sino en
productos de gran interés como es el caso de los lacteos, en donde de igual forma para realizar una
identificacion de estos se aplica termoterapia a temperaturas altas, y una posterior siembra en medios
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de cultivo y una incubacion a diferentes temperaturas de igual forma para identificar microorganismos

viables que en su mayoria corresponden a Bacillus (Calvo, 2018).

4.1.2 Validacién microscopica

Debido a que en el banco de cepas establecia que estas son del género Bacillus fue necesaria la
validacion microscopica por lo que se empled la técnica de tincion diferencial Gram, donde se
establecio las caracteristicas propias de las bacterias del género Bacillus. Ademas, a fin de establecer
la morfologia del hongo fitopatdgeno Alternaria sp, fue necesaria una tincion simple con Azul de
lactofenol en donde se puedo apreciar la morfologia de este hongo tal como se muestra en la (Figura
11).

Analisis microscopico

Figura 12. A. Tincion Gram, forma bacilar y Gram+ (color morado), B. Azul de lactofenol, se observa
conidios, conidiéforos y vesiculas. Ademés en C. se observa hifa.

Fuente: (Los Autores 2023)

La morfologia de Alternaria sp, varia en gran medida por ejemplo con (insst, 2022), en donde se
muestra claramente los conidioforos, algo que para este caso no se logro la identificacion, sin embargo
se pueden distinguir vesiculas, conidios y un gran numero de esporas, ademas de que el colorante no
se distingue claramente, ademas en la morfologia propia de los conidiéforos, son tabicados, alargados

y de forma ovoide.
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Tincién de endosporas

En la figura 12 se observa la tincion con verde brillante, que se aplica de la misma forma que la
tincion con verde de malaquita y permite la observacion de endosporas, en donde debido a la safranina
permite identificar los Bacillus de color rojo, mientras que con el verde brillante si distinguen las

endosporas.

Tincién de endosporas

Figura 13. Resultado tincion verde brillante

Fuente: (Los Autores 2023)

Usualmente la tincion de endosporas se realiza por medio del uso de verde de malaquita, sin embargo
el verde brillante también es til aunque no pinta una gran cantidad de endosporas es posible lograr
una fijacion del colorante verde brillante a las mismas como se observo en este proceso, al igual de
los resultados obtenidos por Nacato & Valencia (2016), en donde obtuvieron una tincion de
endosporas con un mayor visualizacion, con un mayor aumento y de igual forma con la aplicacion de

verde brillante.

4.1.3 Pruebas de antibiosis (Antibiograma)

Las bacterias son capaces de producir metabolitos secundarios, cuando existe un factor de estrés en

este caso una disminucién en la cantidad de nutrientes del medio de cultivo y de acuerdo con (Nuero,

1995), estos son capaces de inhibir el desarrollo de otros microorganismos ya que debido a la

presencia de estos puede existir esta disminucion de nutrientes, es por esto que se empled

biorreactores de tipo Batch en donde se observo que en un periodo de 48h estas bacterias del género
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Bacillus producen la mayor cantidad de metabolitos secundarios y se ve reflejado en la formacion de
halos de inhibicion.

En este punto se analizo el proceso de produccidn de metabolitos, basado en las concentraciones
empleadas de bacteria para cada uno de los biorreactores en cada uno de los casos, donde se considerd
a un proceso de 48h de tal manera que se pudo establecer relaciones en cuanto a las diferentes

variables de interés y se las relaciono con los resultados de antibiosis.

Los metabolitos obtenidos son lipopéptidos de tipo surfactina o iturina, esto debido a que en estudios
la identificacion de este tipo de compuestos se la realizé por medio de cromatografia en fase reversa
(Yesid & Ligia, 2012) , sin embargo los procesos de extraccion y purificacion esta basada en el
protocolo usado en este proyecto en la fase de laboratorio; incluso en lo que respecta al solvente
empleado en este caso etanol al 95%; en el trabajo de Bustamante (2015), recomienda el uso de otros
solventes a parte de este como son el agua destilada estéril o a su vez acido formico lo que permitiria

una obtencion mayor de metabolitos de tipo lipopéptidos.

En la Tabla 3y 4 se observa las 73 bacterias a las cuales se les someti6 a la produccion de metabolito
secundarios con su respectivo codigo del banco de cepas, ademas se muestra la concentracion inicial
de estas que entraron a los biorreactores en este caso de tipo Batch aireado, en base a la turbidez por
medio de la escala McFarland en UFCs, por otro lado se empled simbolos de positivo (+) y negativo
(-) en base a la obtencion de halos de inhibicion, donde se obtuvo un total de 15 cepas con resultados
positivos y en la ultima columnas se establecié si el metabolito de la bacteria empleado en el
antibiograma es decir de aquellas bacterias con formacién de halos fue filtrado o no, se utilizo las
valoraciones de SI'y NO para hacer referencia a esto (Anexo 6). Se obtuvo que 11 de las 15 bacterias
positivas y sus metabolitos sin filtrar tuvieron mayor incidencia en la formacion de halos de

inhibicién.
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Tabla 2. Resultados antibiosis bacterias F1

F1
Cadigo Concentracion inicial [ Inhibicién | Filtracion metabolito
bacteria Biorreactor (UFC) (+/9) Solo positivas (SI/NO)

H35 1,2x1079 + NO
026 1,2x10"9 -

S56 1,2x10"9 -

F35 1,2x10"9 -

H45 1,2x10"9 -

F21 9x10"8 -

F19 9x10"8 ;

H32 1,2x10"9 + NO
S40 1,2x10"9

F26 1,5x10"9 + NO
F28 1,2x10"9

F22 1,2x10"9 + NO
S42 1,5x10"9 -

F20 1,5x10"9 -

027 1,2x10"9 -

032 1,2x10"9 -

H34 9x10"8 ;

H31 1,5x10"9 + NO
F29 1,2x10"9 -

023 1,5x10"9 + NO
H40 1,2x10"9 -

S37 1,2x10"9 -

S45 1,2x10"9 -

H43 1,5x10"9 -

S38 1,5x10"9 -

S51 1,2x10"9 -

F18 9x10"8 -

H41 1,2x10"9 -

S54 1,2x10"9 -

S55 1,5x10"9 -

F25 1,5x10"9 + Sl
S43 1,2x10"9 -

H36 1,5x10"9 -

030 1,2x10"9 -

H37 1,2x10"9 -

S41 1,2x1079 + NO
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Tabla 3.Resultados antibiosis bacterias F2

F2
Caodigo Concentracion inicial | Inhibicién | Filtracion metabolito
bacteria Biorreactor (UFC) (+/-) Solo positivas(SI/NO)
035 1x10M9 -
F59 1,2x1079 -
F54 1,2x1079 -
040 1,2x1079 -
H66 1,2x10°9 + S|
S62 1,2x1079 -
H57 1x10M9 -
S58 1,5x1079 -
H47 1,2x10"9 -
F52 1,2x10"9 + Sl
H53 1,2x10"9 -
H61 1,5x1079 -
F39 1,5x10°9 + S|
S69 1,5x10"9 -
036 1,2x10"9 -
037 1,2x1079 -
S77 1,2x10"9 -
F46 1,2x10"9 -
S66 1,2x1079 -
041 1,5x10"9 + NO
S60 1,2x10"9 + NO
H52 1,5x10"9 + NO
H58 1,2x10"9 -
S63 1,5x1079 -
F42 1x10"9 -
F40 1x1079 -
H56 9x10"8 -
H49 1,5x10"9 + NO
F57 1,5x10"9 -
F50 1,5x10"9 -
F48 1,2x10"9 -
H64 1x10"9 -
S75 1,2x1079 -
F51 1x10"9 -
F45 1,2x10M9 -
F53 1x10"9 -
S76 1,2x10"9 -
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4.1.4 Porcentaje de inhibicion (Enfrentamientos)

En cuanto a los enfrentamientos se los realizé en primera como se menciona en el trabajo de (Nacato
& Valencia, 2016), con discos de Alternaria sp de 5mm de didmetro, sin embargo no resulté muy
favorable ya que se observd un crecimiento irregular ocasionado por una gran cantidad de
proliferacion de esporas, ademas de que la fijacion adecuada de los discos no puedo ser posible ya
que a estos no se los pudo asentar al medio, por lo que se opt6 por el método de siembra en punto en
el cual se sembré el hongo solamente realizando una punzada con hongo en cada extremo del medio
de cultivo con ayuda de un aza de punta y en base a la plantilla de papel milimetrado de tal manera
que se obtuvo mejores resultados y un crecimiento adecuado del hongo fitopatogeno (Figura 12).

Evaluacién de enfrentamientos

Figura 14 Resultados siembra en punto A. Testigo dia 3, B. Testigo dia 1

Fuente: (Los Autores 2023)

Ademas debido a que durante el proceso se determind que el hongo tenia un crecimiento muy
acelerado se opt6 por tomar los datos de diametro en los dias 1,2 y 3 posteriores a la realizacion del

enfrentamiento.

Con ayuda de los datos obtenidos se emple6 el célculo establecido por Nacato &Valencia (2016),
para la determinacién del porcentaje de inhibicién, por lo que se anot6 los didmetros del hongo testigo
a los 3 dias y del hongo con las diferentes bacterias de igual manera en el transcurso de los 3 dias,
ademas de 3 repeticiones por cada bacteria y se obtuvieron los resultados presentados en la Tabla 5.
Por otro lado ademas de presentarnos los valores de didametros medidos con ayuda de un pie de rey,
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es importante considerar que estos datos son utiles de igual forma para establecer una idea de la
capacidad antagonista inicial antes del correspondiente calculo del porcentaje de inhibicidn, existe la
escala Bell (Nacato & Valencia, 2016) que esta relacionado con el crecimiento del antagonista en este
caso, donde de acuerdo a la escala >=60mm es considerado como muy bueno, entre 60< X>40 bueno,
40< X>30 deficiente, 30< X>0 malo y por altimo =0 muy malo algo dandonos una idea del poder
antagonista de las bacterias.

Por otra parte la inhibicion con la respectiva formacion de halos estan estrechamente relacionadas
puesto que estos pueden tener un efecto en el crecimiento de los hongos patdgenos, donde de acuerdo
con Caro & Ledn(2014), el crecimiento de los hongos fitopatdgenos se ve afectado por la presencia
de SLC( Sobrenadantes libres de la célula), en el medio de cultivo disminuye la velocidad de
desarrollo del hongo y por tanto le toma mas tiempo de adaptacion para crecer, y se da paso a la
formacion de halos.EI calculo del diametro de la bacteria con el patdégeno Ec.3 se lo realiz6 para cada
una de las bacterias, y se calculé el porcentaje de inhibicion como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 4. Didametros de Alternaria sp en enfrentamientos después de 3 dias

Diametro
Tratamiento Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
Izquierdo(mm)| Derecho(mm) | Izquierdo(mm) | Derecho(mm) | Izquierdo{mm) | Derecho(mm)
TO Testigo 29,46 29,57 30,03 29,73 30,07 29,54
T1(H31) 19,27 18,85 17,73 18,53 19,2 18,33
T2(F26) 20,17 19,74 18,57 19,36 21,04 20,47
T3(H35) 19,15 18,9 19,73 20,15 17,9 19,83
T4(H32) 19,52 18,89 18,3 20,47 20,32 19,54
T5(F22) 19,84 18,62 20,77 19,13 18,27 17,84
T6(023) 22,17 19.6 20,15 19,48 22,17 19.45
T7(F25) 17,32 17,13 16,91 16,97 16,57 17,69
T8(S41) 19,72 18,14 16,74 17,2 18,25 17,49
TO(H66) 16,11 17,93 16,54 17,12 16,98 17,34
T10(F52) 18,47 19,16 17,52 18,33 17,45 16,94
T11(F39) 20,14 19,87 20,34 18,82 19,76 18,94
T12(041) 16,44 17,43 18,7 19,27 17,98 18,64
T13(S60) 20,24 21,53 20,34 21,12 22,03 19,33
T14(H52) 21,43 26,16 22,11 24,27 22,12 21,47
T15(H49) 17,41 19,49 18,45 20,23 19,73 20,19
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Tabla 5. Resultados % de Inhibicion

Tratamiento Suma de diametros % Inhibicion
TI(H31) 38,12 36,26 37,53 35,9 39,0 36,9
T2(F26) 3991 37,93 41,51 32,9 36,2 30,2
T3(H35) 38,05 39,88 37.73 36,0 32,9 36,6
T4(H32) 38,41 38,77 39.86 354 348 33,0
T5(F22) 38,46 399 36.11 35,3 32,9 393
T6(023) 41,77 39,63 41,62 29.8 334 30,0
T7(F25) 34,45 33,88 34,26 42,1 43,0 42.4
T8(S41) 37,86 33,94 35,74 36,3 42,9 399
T9(HG66) 34,04 33,66 34,32 42.8 43.4 423
T10(F52) 37,63 35,85 34,39 36,7 39.7] 42,2
TI11(F39) 40,01 39,16 38.7 32,7 34,1 349
T12(041) 33,87 37,97 36,62 43,0 36,1 384
T13(S60) 41,77 41,46 41,36 29.8 30,3 304
T14(H52) 47.59 46,38 43,59 20,0 22,01 26,7
T15(H49) 36,9 38.68 3992 37,9 35,0 32,9
TO(Testigo) 59,03 59,76 59,61 |Promedio 59,47

Como se observa en la (Tabla 6), se obtuvo un p-valor < 0.01 en los tratamientos por lo que se negé

la hipdtesis nula que dice que los tratamientos son iguales, y se acepta la hipotesis alternativa, y por

tanto al menos un tratamiento es diferente y es necesario el analisis individual.

En la Tabla 8. Se observa valores considerables en las medias, ademas de que existen valores

considerables en ellos donde en su mayoria sobrepasan valores del 20%, y en otros mayores al 40%

con errores muy bajos, ademas se establece el minimo y mé&ximo valor de inhibicion obtenido por

cada cepa.
Tabla 6. Andlisis de la varianza tratamientos
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 1109,73 14 79,27 14,43 | <0,0001
Tratamientos 1109,73 14 79,27 14,43 | <0,0001
Error 164,84 30 5,49
Total 1274 57 44
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Tabla 7. Medidas de resumen para las diferentes cepas

CEPA MEDIA(MM) DE EE (mm)  Min(mm) Max(mm)

F22 35,83 3,23 +1,87 32,9 39,3
F25 42,5 0,46 10,26 42,1 43
F26 33,1 3 +1,73 30,2 36,2
F39 33,9 1,11 +0,64 32,7 34,9
F52 39,53 2,75 +1,59 36,7 42,2
H31 37,27 1,58 10,91 35,9 39
H32 34,4 1,25 40,72 33 35,4
H35 35,17 1,99 +1,15 32,9 36,6
H49 35,27 2,51 +1,45 32,9 37,9
H52 22,9 3,44 +1,99 20 26,7
H66 42,83 0,55 +0,32 42,3 43,4
023 31,07 2,02 +1,17 29,8 33,4
041 39,17 3,51 +2,03 36,1 43
S41 39,7 3,3 +1,91 36,3 42,9
S60 30,17 0,32 10,19 29,8 30,4

Con ayuda de la prueba de Tukey es posible establecer el mejor tratamiento, se obtuvo que existen
dos bacterias con un mayor porcentaje de inhibicion a pesar de que estadisticamente desde la cepa
F22 a la H66 son iguales ya que tienen la misma letra (E), sin embargo gracias a que no comparten
otras letras con los grupos se establece el analisis y se considera que tanto F25 como H66 son las
mejores en lo que respecta a la inhibicidn de Alternaria sp, y ademas es posible identificar que las
cepas H52, S60 y 023 fueron aquellas que tuvieron resultados no favorables con porcentajes menores
al 32% Tabla 9.

Tabla 8. Prueba Tukey (5%)

Cepa Media Diferenciacion de medias
H52 22,9 A
S60 30,17 B
023 31,07 B C
F26 33,1 B C D
F39 33,9 B C D
H32 34,4 B C D
H35 35,17 B C D
H49 35,27 B C D
F22 35,83 B C D E
H31 37,27 C D E
041 39,17 D E
F52 39,53 D E
S41 39,7 D E
F25 42,5 E
H66 42,83 E
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Las bacterias del género Bacillus, han resultado de gran interés como agentes de control bioldgico,
debido a las diferentes formas de antagonismo, en este caso la produccion de metabolitos secundarios,
se obtuvo la formacion de halos de inhibicion que permitieron establecer que existen metabolitos
producidos por las bacterias del género Bacillus del banco de cepas, que son capaces de inhibir el
desarrollo de Alternaria sp, ademas esto se puede corroborar ya que con ayuda de los enfrentamientos
se obtuvo que todas las bacterias obtenidas debido a la formacion de halos de inhibicién regulan el
crecimiento del hongo fitopatdgeno con % de inhibicion mayores al 22 % en su mayoria, ademas
que se tienen resultados favorables para el caso de dos bacterias F25 y H66 con valores mayores al
40% algo que resulta de gran interés para el descubrimiento de cepas controladoras de Alternaria sp.
Ademas si comparamos los resultados del porcentaje de inhibicidn obtenido con los planteados por
Nacato & Valencia (2016), donde se obtuvieron porcentajes de antagonismo del 58% méximos, por
lo que se puede establecer que los resultados son aceptables ademéas debido a que la mayoria
sobrepasan el 20% y por Gltimo que se restringe considerablemente el crecimiento de Alternaria sp,
observable en los didmetros obtenidos y comparados con el testigo. Por otro lado es importante
también considerar el in6culo bacteriano ya que se lo realizé una siembra en la parte central sin
embargo en estudios como el de (Rios, y otros, 2016), se aplico enfrentamientos con siembra central
del hongo y siembra de bacterias en los puntos cardinales por medio de papel filtro y obtuvieron
resultados mayores al 60% en inhibicion por lo que se puede considerar que un abarcamiento mayor
de la bacteria podria reducir ain mas el desarrollo de hongos fitopatdgenos Esto también e observé
en el estudio realizado por Mejia, Cristébal, Tun & Reyes (2016), donde obtuvieron porcentajes de
inhibicidn altos con la aplicacion de discos de bacterias alrededor del hongo por lo que el desarrollo
de Alternaria tendria una reduccién ain mayor si se abarca mayor nimero de zonas con las bacterias

a analizar.

Los tiempos de incubacion para determinar el potencial antagonista es muy variante que se puede
obtener resultados en los dias inmediatamente después a la siembra, 0 a su vez puede tomar mayores
tiempos, en este caso se obtuvo un mayor crecimiento y mejores resultados al tercer dia, ademas las
bacterias del género Bacillus, ejerceran su mayor efecto antagonista inmediatamente debido a su
velocidad de desarrollo para llegar a la fase estacionaria y producir metabolitos, ademas si se
consideran tiempos muy largos el hongo puede producir de igual forma metabolitos que contrasten a
los de las bacterias y se pierda su efecto (Tejera, Heydrich, & Rojas, 2012).
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5.

Conclusiones

>

La termoterapia permitié identificar aquellas cepas que tengan la capacidad de formar
endosporas donde de 129 bacterias se identifico a 73 como termorresistentes por lo que fueron
seleccionas para la produccion de metabolitos, y se evalud por medio del antibiograma es
decir por halos de inhibicién.

Se logro identificar por tincion que las 15 bacterias con resultado positivo de antibiosis
pertenecen al género Bacillus mostrando que todas eran de tipo Gram + por su coloracion
morada y la presencia de endosporas verificada por tincion de endosporas con verde brillante.
Los metabolitos de tipo lipopéptidos obtenidos restringieron el crecimiento de Alternaria sp,
mediante la formacion de halos de inhibicion donde las 15 bacterias: H31, F26, H32, H32,
F22, 023, F25, S41, H66, F52, F39, 041, S60, H52 y H49, en su mayoria formaron halos de
inhibicidn considerablemente pequefios mientras que H66, H49, y F25 formaron halos de
mayor tamano.

La mayoria de las bacterias presentan un porcentaje de inhibicion mayor al 22%, sin embargo
tanto las cepas H66 y F25 mostraron un porcentaje mayor de 42.5 y 42.83 % respectivamente,
gue son porcentajes un poco bajos sin embargo aceptables al tratarse de biorreactores

pequefos.

Recomendaciones

>

Se recomienda realizar investigaciones para la validacion de procesos de filtrado de
metabolitos, dandole un enfoque al empleo de filtros con niveles de porosidad mayor y menor
de tal manera que sea posible analizar el punto 6ptimo para la obtencion de metabolitos
purificados y de alto nivel.

Se recomienda un andlisis en perspectiva a la identificacion y cuantificacion de metabolitos
por medio del empleo de técnicas como la cromatografia a fin de establecer los metabolitos
de mayor importancia o aquellos de mayor incidencia en los procesos de inhibicion de
patogenos.

Seria de gran interés el estudio del género Bacillus y de estas cepas a fin establecer relaciones
de asociacion, 0 a su vez relaciones simbidticas que favorezcan a obtener un banco de

conglomerados de bacterias que actden como controladores bioldgicos de mayor efectividad.
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8. Anexos
Anexo 1 Siembra de cepas de interés (Bacillus y Alternaria sp.)

Anexo 2. Biorreactores de tipo Bach Aireado

Llave reguladora
de flujo

Fuente de aireacion
(bomba de pecera)

Entrada de aire a
biorreactor

Salida de
aire (tubo
con etanol)

Medio de cultivo
con bacteria

45



Anexo 4. Antibiograma
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Anexo 5. Enfrentamientos disco y en punta
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Anexo 6. Antibiosisi positiva
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Anexo 7. Enfrentamientos duales Parte 1
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Anexo 8. Enfrentamientos duales Parte 2
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