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Resumen

Los hongos fitopatdgenos Botrytis sp. y Collectotrychum sp., son conocidos por causar
enfermedades devastadoras a cultivos agricolas, siendo causantes de pérdidas econdmicas
significativas a nivel nacional e internacional dada su capacidad de sobrevivir como saprofitos
y propagarse con facilidad en condiciones ambientales favorables. Dada esta problematica, es
comun que se recurra a fungicidas quimicos que, no solo resultan perjudiciales para la salud
ambiental y humana, sino que también se induce una resistencia por parte de los fitopatdgenos.
En respuesta a estas preocupaciones, se ha visto la necesidad de buscar opciones mas amigables
y eficientes, por lo cual, el objetivo principal de este trabajo es evaluar cepas de Bacillus sp.
para el control in vitro de Botrytis sp. y Colletotrichum sp. Para el proceso experimental, con
las 17 cepas que resistieron la termoterapia se llevé a cabo pruebas de enfrentamientos duales
para el andlisis del porcentaje de inhibicidn, la produccion de metabolitos secundarios mediante
sistemas de biorreactores tipo Batch aireados simples y las pruebas de antibiogramas para
evaluar la capacidad de dichos metabolitos para inhibir el crecimiento de los fitopatégenos en
cuestion. Se evalu6 que la cepa F25 para Botrytis, O41 y B. megaterium para Colletotrichum,
muestran el mejor porcentaje inhibitorio en los enfrentamientos. En cuanto a los antibiogramas
se identificd que Bacillus acttia de mejor manera frente a Botrytis en su estado celular, mientras
que para Colletotrichum la cepa que presentd mejor inhibicion con metabolitos secundarios fue
S60. Dichos resultados demuestran que el genero Bacillus sp. es un potencial biocontrolador,

ofreciendo una alternativa sostenible para el desarrollo de bioproductos.

Palabras clave: Biocontrol, Fitopatdgenos, Metabolitos, Inhibicion.



Abstract

The phytopathogenic fungi Botrytis sp. and Colletotrichum sp. are known to cause devastating
diseases in agricultural crops, causing significant economic losses at national and international
levels due to their ability to survive as saprophytes and spread easily under favorable
environmental conditions. Given this problem, it is common to resort to chemical fungicides
that are not only harmful to environmental and human health, also induce resistance by
phytopathogens. In response to these concerns, there has been a need to find more friendly and
efficient options, therefore, the main objective of this work is to evaluate Bacillus sp strains for
the in vitro control of Botrytis sp. and Colletotrichum sp. For the experimental process, with
the 17 strains that resisted thermotherapy, dual confrontation tests were carried out for the
analysis of the percentage of inhibition, the production of secondary metabolites using simple
aerated Batch bioreactor systems and antibiogram tests to evaluate the capacity of said
metabolites to inhibit the growth of the phytopathogens in question. It was evaluated that the
strain F25 for Botrytis, O41 and B. megaterium for Colletotrichum, show the best inhibitory
percentage in the confrontations. Regarding the antibiograms, it was identified that Bacillus
acts better against Botrytis in its cellular state, while for Colletotrichum the strain that presented
the best inhibition with secondary metabolites was S60. These results demonstrate that the
Bacillus sp. genus is a potential biocontroller, offering a sustainable alternative for the

development of bioproducts.

Keywords: Biocontrol, Phytopathogen, Metabolites, Inhibition.
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1 Introduccion

El crecimiento poblacional en el Ecuador ha planteado desafios considerables para la
agricultura, dado que es necesario satisfacer la alta demanda de alimentos, requerida para
abastecer las necesidades primordiales de la poblacion. A los desafios inherentes en la
produccién de alimentos, se suman los dafios en los cultivos ocasionados por fitopatégenos

(Toral-Navarro, 2019).

Segun Vinchira-Villarraga & Moreno-Sarmiento (2019), se estima que estas afecciones a nivel
mundial generan pérdidas entre el 20-40% en la produccion de cultivos sensibles, lo que en

pérdidas econdmicas son hasta 40 billones de dolares.

Uno de los hongos fitopatogenos mas prevalentes en Ecuador es Botrytis sp., un
microorganismo comun en los campos de produccién agricola, catalogado como necrétrofo,
dado que ataca a los tejidos dafiados o en fase de envejecimiento de las plantas (Pavone, 2020).
Los sintomas que produce Botrytis sp. en las plantas puede variar segln el tejido vegetal
infectado y de su huésped, su presencia se caracteriza por un crecimiento mohoso de color gris
y marrén claro, asi como por la pudricién de frutos. Este hongo también genera una gran
cantidad de micelio y conidi6foros extensos que exhiben células apicales redondas que

asemejan la forma de un racimo de uva (Toral-Navarro, 2019).

Segun Pavone (2020), este microorganismo no tiene especificidad por un hospedante, pudiendo
afectar cerca de 1000 especies de plantas, entre las cuales destacan cultivos como fresa, tomate,
uva, melon, lechuga y el brocoli. En flores, ataca a rosa y begonia. Ademas, se conoce que
Botrytis sp. puede infectar diferentes partes de las plantas como tallos, hojas, flores o frutos,
afectandolas en diferentes etapas de su desarrollo (Toral-Navarro, 2019). En Ecuador, Botrytis
causa perdidas del 50% en cultivos de tomate (Pavone, 2020) y un promedio de pérdidas del

16% en rosas (Cucas-Trejo, 2018).



Colletotrichum sp. es otro hongo que afecta considerablemente a los cultivos del Ecuador. Este
microorganismo, puede clasificarse como hemibiotrofico, necrotrofico, o endofito. Se
caracteriza por causar el sintoma de antracnosis, el cual genera lesiones necréticas hundidas,
de forma circular, oscuras o de color salmén en los tejidos vegetales. También puede ocasionar

la podredumbre de frutos, tallos, hojas y tizones en flores (Favaro et al., 2022).

Este hongo afecta a una gran variedad de hospedantes, incluyendo a verduras, legumbres, frutas
tropicales y subtropicales. Entre cultivos afectados destacan el tomate, la uva, el mango y los
citricos. En el Ecuador afecta a los cultivos de papaya y maracuya, donde de acuerdo con
Carrefio et al. (2021), Colletotrichum puede provocar epifitias que ocasionan pérdidas mayores
al 50%. La alta incidencia y la severidad de este hongo en plantas se debe a su caracter

cosmopolita (Shi et al., 2020).

Morfolégicamente, Colletotrichum se identifica por la formay tamafio de conidios y apresorios,
la presencia de setas, su velocidad de desarrollo y color del micelio, que varia desde gris hasta
naranja (Menezes, 2013). No obstante, en algunos casos, estos criterios no son suficientes para
diferenciar entre especies, debido a las alteraciones morfoldgicas y fenotipicas que pueden

ocurrir por factores ambientales (Favaro et al., 2022).

Actualmente, muchos agricultores utilizan pesticidas de origen quimico para controlar estos
fitopatogenos. No obstante, el uso excesivo de estos productos ha provocado una disminucion
de su efectividad, resistencia por parte de estos patdgenos y acumulacion de residuos dafinos
para el medio ambiente y la salud humana. Esto ha conducido a la busqueda de alternativas
mas amigables con el medio ambientes, eficaces y econdmicas para enfrentar estos problemas

(Toral-Navarro, 2019).

De alli surge el uso de controladores biolégicos. De acuerdo con Vinchira-Villarraga &

Moreno-Sarmiento (2019), se define como control biologico a la utilizacion de diferentes



organismos o sus derivados, que solos o en sinergia con otros pueden reducir los efectos
negativos que ocasiona la comunidad patogena sobre el desarrollo y/o productividad de los

cultivos.

En la actualidad, la gama de controladores bioldgicos es amplia, incluyendo microorganismos
como hongos, bacterias y levaduras. Dentro de las bacterias las mas estudiadas son las del
género Bacillus, las cuales tienen forma de bastdn, forman endosporas y pueden aislarse de una
gran variedad de agrosistemas (Zhang et al., 2023). Estas bacterias logran ser antagonistas de
muchos hongos debido a sus diferentes mecanismos, que incluye la competencia por nutrientes,
la colonizacidn de la bacteria hacia el patdgeno y la excrecion de componentes celulares como

enzimas liticas, antibidticos y metabolitos secundarios (Villarreal-Delgado et al., 2018).

No obstante, el conocimiento de los agentes de biocontrol se encuentra en desarrollo, lo que
dificulta comprender y aprovechar al maximo el potencial de estos microorganismos,
especialmente las bacterias del género Bacillus, para enfrentar a los fitopatdgenos que afectan
los cultivos y asi poder evitar el uso de pesticidas quimicos (Zhang et al., 2023). A partir de
esto, surge el objetivo principal de este trabajo de titulacion, que consiste el evaluar cepas de
Bacillus del cepario del laboratorio de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica

Salesiana, para el control in vitro de los hongos fitopatdgenos de Botrytis sp. y Colletotrichum

sp.

Adicionalmente, se busca identificar las caracteristicas en la tincion Gram de las cepas del
género Bacillus obtenidas; evaluar su actividad de control biologico a través de pruebas de
antibiogramas contra los hongos de Botrytis sp. y Colletotrichum sp.; y finalmente, determinar
la capacidad antagdnica de las bacterias mediante pruebas de antagonismo duales contra los

hongos fitopatdgenos, con el fin de identificar las mejores cepas en términos de biocontrol.



2 Fundamentacion tedrica

2.1 Hongo Fitopatdgeno Botrytis sp.

El género Botrytis corresponde a la familia Sclerotiniacea, Orden Helotiales. Se caracteriza por
ser un hongo necrotréfico por lo que ataca a tejidos dafiados, en fase de envejecimiento o
muertos, generando la “podredumbre gris” (Toral-Navarro, 2019). Este hongo infecta
especialmente a plantas dicotileddneas, ya sean de cultivos anuales o cultivos perennes.
Dependiendo del huésped y del tejido infectado, Botrytis puede generar diferentes sintomas,
entre los que se encuentran: a) Pudricion temprana: cuyas lesiones se originan en el tallo de
plantas en crecimiento; b) Tizén en flores: este sintoma puede ocasionar la muerte de los
capullos antes de que se abran o manchas descoloridas en los pétalos de las flores; y c)
Pudrimiento de frutas: genera regiones blandas de color marron en el exterior de la fruta

(InfoAgro, 2020).

Por lo general, la infeccién por Botrytis tiene una fase asintomatica latente (quiescente),
continuando con una fase necrotrofica agresiva durante la maduracién o envejecimiento de los
frutos y la post-cosecha (Pavone, 2020). Esto debido a los cambios generados en la cuticula, la
pared celular y en la bioquimica general del fruto durante este proceso, asi mismo se adiciona
las heridas durante la cosecha que hacen que la planta y el fruto sean mas susceptibles al hongo.
De igual forma se ha logrado reportar su capacidad para producir moleculas que son capaces

de inhibir los mecanismos de defensa en las plantas (Bolda & Koike, 2016).

2.1.1 Caracteristicas principales (Macroscopicas y Microscopicas)

Botrytis es comunmente conocido como el moho gris. A nivel macroscopico el micelio
inicialmente puede observarse de tonalidad blanquecina pero conforme van pasando los dias
para su crecimiento, se torna de un aspecto algodonoso de tonalidad gris hasta marrén oscuro.

El micelio esta constituido por un conjunto abundante de filamentos cilindricos tabicados



denominados hifas. De la masa hifal, se originan los conidioforos, estructuras alargadas de las
cuales se forma una vesicula de donde emergen varios esterigmas conocidos como fialides; en

estas Ultimas se forman los microconidios (Romero & Granados, 2018).

Los conidios son esporas asexuales unicelulares, de forma elipsoidal a ovoide que miden entre
6-19 um de longitud. Son de color café claro, de apariencia lisa y se forman en racimos en los
extremos de los conididforos, siendo los principales responsables de la reproduccion del hongo.
Los esclerocios, por su parte, son estructuras multicelulares de forma planoconvexa que
otorgan resistencia, permitiendo al hongo sobrevivir en condiciones adversas. Cuando las
condiciones son favorables nuevamente, los esclerocios pueden germinar y dar lugar a nuevos
conidios, dependiendo de las condiciones del cultivo; por otro lado, existen otras estructuras de
resistencia menos comunes llamadas clamidosporas, que se forman a partir de partes del
micelio y sirven para sobrevivir en ambientes desfavorables, como cultivos contaminados o
envejecidos. Estas clamidosporas son liberadas cuando las hifas se desintegran y pueden

germinar cuando las condiciones mejoran (Romero & Granados, 2018).

2.1.2 Condiciones de desarrollo

Este hongo fitopatogeno tiene la capacidad de adaptarse a diferentes condiciones para su
desarrollo; sin embargo, siempre requiere un porcentaje minimo de humedad que progrese en
funcion de la temperatura. De acuerdo con Tauma-Salvador (2023), el crecimiento optimo se
da en un rango de temperatura entre 20 °C a 25 °C. No obstante, Bolda & Koike (2016),
establece que a 35°C las esporas no germinan, llegando a morir tras permanecer al menos dos
dias a esta temperatura. Sin embargo, si pueden germinar a 13 °C, aunque su crecimiento es
muy lento. Por otro lado, el micelio de Botrytis tiene una actividad optima a 20 °C, pudiendo
desarrollarse hasta los 25 °C. En cuanto a la germinacién de conidioesporas estas soportan un
rango de 15 °C a 22 °C. Asi mismo, la presencia de lluvias de caracter tormentoso o gotas de

lluvia favorecen el desarrollo y la propagacion de este hongo, ya que genera una humedad
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relativa superior al 80% (Pavone, 2020). Para el 6ptimo desarrollo en laboratorio, Leiva-
Espinoza et al., (2017), recomiendan que para su crecimiento se debe sembrar en cultivo agar

papa dextrosa (PDA) a 25 ° C.

2.1.3 Ciclo de la enfermedad

El fitopatdgeno Botrytis entra en contacto con el huésped cuando el conidio es diseminado por
medio del viento, agua, agricultores y herramientas de trabajo. Este conidio se deposita en la
superficie de la planta, donde se adhiere al tejido del huésped mediante la produccion de
secreciones, generalmente ocasionadas por enzimas. Si las condiciones ambientales son

favorables, comienza a penetrar la cuticula epidermal mediante los apresorios (Garcia, 2004).

La penetracion esta dada por la secrecién de enzimas como las pectinasas y produccion de acido
oxalico que facilita la hidrolisis de la pared celular. Durante este proceso, el hongo se expande
a nivel intracelular que induce la muerte de las células sanas de la planta y forma lesiones
necroticas. Conforme la infeccion avanza, se crean las estructuras de resistencia que van a
permitir su viabilidad en condiciones adversas. Luego de la infeccion, el hongo puede entrar en
una fase de latencia en tejidos sanos de las plantas en donde permanece en “hibernacion’ hasta
que las condiciones sean favorables para germinar (Garcia, 2004). El ciclo de enfermedad de

Botrytis se observa en la Figura 1.



Representacion grafica del ciclo de enfermedad de Botrytis sp.
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Figura 1 Ciclo de la enfermedad de Botrytis sp.

Fuente: (Pavone, 2020).

2.1.4 Principales especies afectadas por Botrytis sp. en el Ecuador

Botrytis posee una baja especificidad en cuanto a un hospedador, lo que provoca que logre
afectar a un nimero elevado de cultivos en el Ecuador. Puede causar dafios en mas de 1000
especies de plantas, principalmente a plantas de hortalizas (Pimiento, zanahoria, pepino,
lechuga); frutales (uva, fresa, arandano, pera, manzana, entre otras) y plantas ornamentales

(Rosa, violeta, begonia, clavel) (Loyola et al., 2019).

En el Ecuador, este hongo representa una amenaza constante para el sector floricola y agricola,
debido a que causa el aumento del 30% y 25% respectivamente en costos de produccion dado
la necesidad del uso de fungicidas y medidas de manejo adicionales (Martinez-Salinas et al.,
2019). Las pérdidas economicas que Botrytis genera en los cultivos son significativas, por
ejemplo, en cultivo de frutas y hortalizas se puede llegar a dar pérdidas de hasta 3000 dolares
por hectarea y en el cultivo de rosas se da una pérdida anual de 150 a 250 millones de dolares

(Pincay et al., 2021). De acuerdo con Pavone (2020), Botrytis provoca pérdidas del 50% en el



cultivo de tomate, pérdidas anuales del 20% del costo de produccion en uvay pérdidas de otras
frutas y hortalizas del 30%, que en algunos casos pueden superar el 50% si las condiciones
climaticas son favorables. Para Rosa se reporta una pérdida promedio del 16% (Cucés-Trejo,

2018) y en otras flores pérdidas del 10% al 20% (Tauma-Salvador, 2023).

2.2 Hongo fitopatogeno Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp. es un género fitopatdgeno conocido como la fase asexual 0 “anamorfo” del
hongo Glomerella, que corresponde a la fase sexual o “teleomorfo”. Pertenece al phylum
Ascomycota, clase Hypocreomycetidae, orden Glomerellales y familia Glomerellaceae, la cual
es monotipica caracterizada por tener peritecios oscuros sin tejido estromatico, ostiolos

perifisados bien desarrollados, y parafisis con paredes delgadas (Rojo-Béaez et al., 2017).

Desde el punto de vista taxonomico, Colletotrichum ha sido un género problematico debido a
las diferencias de nomenclatura segun su estado sexual. En 2012, la Subcomisién Internacional
de Taxonomia de Colletotrichum (ISTC) recomendd priorizar el uso del nombre
Colletotrichum en lugar de Glomerella, con la intencion de minimizar los cambios taxonémicos
en las especies del género. A pesar de esto, la identidad de algunas especies importantes de

Colletotrichum sigue siendo objeto de estudio (Rojo-Béez et al., 2017).

Las especies de este género son causantes de la enfermedad de antracnosis en una amplia
variedad de huéspedes vegetales, manifestandose como lesiones semicirculares necroticas con
hundimiento y en forma de anillos en la pared celular del tejido afectado. Los investigadores
Favaro et al. (2022), mencionan que, cuando las condiciones ambientales son Optimas, en el
interior de las lesiones necréticas se desarrollan acérvulas, las cuales contienen masas
mucilaginosas de conidios con diferentes tonalidades. También son causantes de podredumbre

de tallo, corona y frutas, tizones en flores y muerte de plantulas. Algunas especies del hongo



afectan a un solo huésped. Sus estilos de vida se pueden dividir en hemibiotrofico, endofitico,

necrotréfico, quiescente o latente, siendo el mas prevalente el hemibiotrofico.

2.2.1 Caracteristicas principales (Macroscopicas y Microscopicas)

El género Colletotrichum tiene una gran variedad de especies, por lo que su morfologia puede
variar segun la especie y al hospedante que infecta. De manera general a nivel macroscépico
este hongo muestra un micelio ramificado, septado que tiende a formar masas compactas que
van desde un color blanco cremoso, naranja, rosado hasta un castafio claro (Trinidad-Angel et
al., 2017). Del micelio subyacente nace un grupo de conidios llamados acérvulos, que tienen

caracteristica subcuticular, epidermal, ovoide y cilindrica de paredes gruesas.

Algunas especies de este hongo presentan setas irregulares, con una pared fuerte y gruesa. A
partir de esta se originan conidios septados con una longitud de 6,6 pum, de forma ramificada,
cilindrica u ovoide. Durante su germinacion, estos conidios, se tornan de color castafio y
generan el apresorio (Menezes, 2013). Estos apresorios son melanizados y tienen dimensiones
variables (6 um a 12 um), producen una pua de infeccion para penetrar el fruto (Rodriguez-
Lépez et al., 2013). Otros tipos de especies pueden llegar a generar ascoesporas en peritencios

sobre los frutos de sus hospederos (Shi et al., 2020).

2.2.2 Condiciones de desarrollo

Colletotrichum es un hongo que puede adaptarse a diferentes entornos, su nivel de adaptacién
varia y en algunos casos puede requerir condiciones especificas para un crecimiento y
esporulacién 6ptimos. Tiene un crecimiento viable entre los 20 a 28 °C siendo el rango éptimo
de 27 £ 1 °C, en ambientes con una humedad relativa no menor al 80%, lo cual favorece la
germinacion de esporas, por otro lado, el pH para su desarrollo puede ir de 5,5 a 7 (Rodriguez

et al., 2009).



En cuanto a su desarrollo en laboratorio, para un crecimiento adecuado se debe sembrar en
medio de cultivo Agar Papa dextrosa (PDA) a 25 ° C. La incubacion generalmente se realiza
durante 7 a 14 dias, dependiendo de la velocidad de crecimiento y la especie en particular.
Puede crecer en condiciones tanto de luz como de oscuridad, pero la luz puede inducir la
esporulacién en algunas especies. Un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas es comdnmente

utilizado en laboratorio (Valdéz et al., 2017).

2.2.3 Ciclo de la enfermedad

La infeccidn de Colletotrichum puede ser provocada por esporas que infectan a las semillas,
causando lesiones en el cotileddn que, tras la maduracion de la planta produce una gran cantidad
de esporas. Los residuos de hojas, tallos o frutos también pueden ser fuente de inoculo para que
este patdgeno brote y genere enfermedades estacionales. Cuando este hongo se encuentra fuera
de un hospedero, su propagacion y desarrollo depende del agua, viento y las herramientas de

trabajo de los agricultores (Koima et al., 2023).

Este fitopatdgeno presenta dos fases, una biotréfica y una necrotrofica. Cuando las conidias se
adhiere a los tejidos sanos del hospedante se produce la infeccion inicial; En la primera fase el
micelio crece de manera intracelular en las células vegetales evitando secretar enzimas que
degradan la pared celular del hospedero y por ende evitando que el huésped identifique la
presencia del patdgeno. En la segunda fase el patdgeno aumenta la secrecion de estas enzimas
y provoca que las células empiecen a necrosar (Boufleur et al., 2021). EI micelio de
Colletotrichum empieza a producir los acérvulos por debajo de la cuticula, que tras la presion
ejercida rompe al interior de la masa de conidios en desarrollo. Estos se conservan unidos por
una masa viscosa y firme hasta que, a través de lluvia, viento, insectos, entre otros son

transportados a otras plantas y repitiendo el ciclo (Boufleur et al., 2021).
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Ciclo de Infeccion de Colletotrichum sp.
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Figura 2 Ciclo de infeccion Colletotrichum sp.

Fuente: (Veloso et al., 2022).

2.2.4 Principales especies afectadas por Colletotrichum sp. en el Ecuador

En Ecuador, el género Colletotrichum es uno de los fitopatdgenos responsables de la pérdida
de cultivos importantes. La antracnosis causada por Colletotrichum gloeosporioides y
Colletotrichum tropicale provoca enfermedades que afecta a cultivos de mango, papaya,
citricos, café, fresa, fréjol, y aguacate. Por otro lado, ha llegado a ocasionar pérdidas en uno de
los cultivos mas importantes del pais, el cacao, donde, en el afio 2002, fue un grave problema
fitopatologico resultando en la devastacion de grandes areas de cultivo. Esta enfermedad,
causada por el hongo en particular Colletotrichum acutatum se manifiesta con notable

agresividad en toda la planta, siendo especialmente visible en el fruto (Martinez, 2021).

Ademas de C. acutatum, Colletotrichum tamarilloi es otra especie que ataca a los cultivos de
tomate de arbol, con la aparicion de lesiones negras, acompafiadas por la erupcion de conidios

rosados que alcanzan un diametro de entre 35 y 48 mm en la superficie del fruto. Esta especie
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ha sido identificada en diversas localidades de las provincias de Pichincha, Azuay y Loja, donde

se ha documentado su impacto severo en la produccion de este cultivo (Guaman, 2018).

2.3 Control Bioldgico

El uso excesivo de agroquimicos en los cultivos ha provocado efectos perjudiciales para el
medio ambiente, contaminando los suelos, los cuerpos de agua y afectando la diversidad
microbiana benéfica para las plantas. Ademas, representa un riesgo para salud humana debido
al contacto directo y prolongado con estos productos y su potencial ingesta. En este contexto,
la agricultura moderna se ha visto en la necesidad de adoptar un enfoque mas sostenible para
controlar plagas y enfermedades, que asegure la proteccion del medio ambiente, la

biodiversidad y la salud humana (Viera-Arroyo et al., 2020).

Viera-Arroyo et al. (2020), definen al biocontrol como la aplicacion de microorganismos vivos
para mitigar y eliminar a los fitopatdgenos, surgiendo como alternativa al uso de productos
quimicos dafinos. El uso del control bioldgico comenzé a popularizarse a finales del siglo XI1X,
obteniendo grandes avances a mediados del siglo XX, desarrollando diferentes técnicas

descritas por Xochilt Zelaya-Molina et al. (2022):

» Control Bioldgico clasico: Introduccion de enemigos no nativos de la zona para
controlar plagas introducidas, como el uso de Rodolia cardinalis para el control de
cochinillas.

» Control Biol6gico Aumentativo: Liberacion de cantidades grandes de enemigos
naturales en el entorno agricola para que se propaguen continuamente en el
ecosistema.

» Control biologico con microorganismos: Uso de microorganismos beneficos que
compitan con los patdgenos por nutrientes y espacio, reduciendo la capacidad del

fitopatdgeno para desarrollarse y causar enfermedades.
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2.4 El género Bacillus

El género Bacillus pertenece al reino Bacteria, filo Firmicutes, clase Bacilli, orden Bacillaes y
familia Bacillaceae. Fue documentado por primera vez por Ferdinand Cohn en 1872, quien la
describié como un grupo de microorganismos capaces de formar endosporas y ser resistentes
al calor (Toral-Navarro, 2019). Actualmente, este género cuenta con mas de 379 especies, las
cuales, debido a su semejanza genética, pueden clasificarse en diferentes grupos, siendo
algunos de ellos: a) El grupo de B. cereus relacionado a la patogenicidad y b) bacilos de caracter
ambiental, dentro de este Gltimo grupo existen especies con actividad antagonica frente a
diversos microorganismos fitopatdgenos. Entre estas destacan: Bacillus subtilis, Bacillus

megaterium y Bacillus thuringiensis (Villarreal-Delgado et al., 2018).

Las especies de este género estan ampliamente distribuidas en diversos ecosistemas a nivel
mundial, tanto en ecosistemas acuaticos como en terrestres, e incluso en habitats con
condiciones extremas (Zhang et al., 2023). No obstante, el suelo se considera el principal
entorno para Bacillus, ya que la mayoria de las especies son saprofitas, lo que les permite
utilizar la gran variedad de sustratos organicos presentes en el suelo, generando una gran
heterogeneidad genética y funcional entre las especies del microorganismo (Villarreal-

Delgado et al., 2018).

2.4.1 Caracteristicas principales

Las bacterias del género Bacillus presentan una morfologia bacilar con un diametro
aproximado de 850 nm y poseen flagelos peritricos que facilitan su movilidad. Son bacterias
gram positivas, conocidas por su capacidad de crecer en condiciones aerobias, aunque también
puede desarrollarse como anaerobio facultativo. Estas bacterias pueden crecer en condiciones
ambientales extremas como en intervalos de pH de 4,9 a 9,3 y temperaturas que van desde los

10 °C hasta los 48 °C. Esta capacidad de adaptacion y resistencia se debe a la formacion de
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endosporas (Gonzélez-Leon et al., 2022). Por otro lado, estas bacterias destacan en la

produccién de una amplia variedad de componentes antimicrobianos.

2.4.2 Condiciones de Desarrollo

El género Bacillus es considerado ubicuo, ya que puede desarrollarse en diferentes ambientes
como suelo, agua, aire, plantas, rizosfera vegetal e incluso desiertos (Pimentel-Silva, 2022).
Sin embargo, su desarrollo 6ptimo ocurre en un pH neutro, con un limite inferior de entre 2 y
3. De igual forma puede crecer en el rango de temperatura de 55 °C a 70 °C, aunque algunas
especies de este género son mesofilas, es decir, que crece en temperaturas de 30 °C a 45 °C
(Villarreal-Delgado et al., 2018). En condiciones de laboratorio, Bacillus crece en medios
sintéticos que contienen azucares, alcoholes y &cidos organicos como Unicas fuentes de

carbono, mientras que el amonio actta como Unica fuente de nitrégeno (Zhang et al., 2023).

2.4.3 Ciclo de vida

El ciclo de vida de Bacillus puede dividirse en dos fases. En primera, ocurre el crecimiento
somatico, que se refiere a la reproduccion exponencial de la comunidad bacteriana mediante
fisidn binaria simétrica, mientras que la segunda fase consiste en la formacion de endosporas a
través de una division celular asimétrica cuando las bacterias se encuentran en condiciones de
estrés o inanicion (Gonzélez-Leon et al., 2022). El proceso de esporulacion permite generar
células latentes, metabolicamente inactivas, donde la preespora que se encuentra dentro de la
celula madre, tiene la funcion de proteger el material genético. En la Figura 3, Gonzalez-Ledn

et al. (2022), describen las fases del proceso de formacion de endosporas:

> Fase 0: Un subgrupo de bacterias detecta un déficit de nutrientes y mediante factores
de muerte Skf y Sdp, eliminan bacterias vecinas en estado somatico. Estas “células

canibales” puedan utilizar los nutrientes disponibles y desarrollarse adecuadamente.
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> Fase I: Las dos copias de material genético se condensan en los polos de la célula,
formado el “filamento axial”, la proteina RacA asegura gque tanto la célula madre como
la preespora reciban una sola copia del material genético.

» Fase Il: Ocurre la division asimétrica, que da lugar a la formacion del “tabique polar”.

> Fase Il11: La preespora se introduce completamente en la célula madre, formando un
septo asimétrico coordinado por factores sigma oF, 67, 6® y oK.

> Fases IV y V: Lapreespora ensambla su cortex y cubierta protectoras, constituidas por
péptidoglicano y otras proteinas especializadas.

» Fase VIy VII: La endospora pasa por un proceso de maduracion y tras la lisis de la

célula madre, la endospora es liberada.

Fases del desarrollo celular y formacion de endosporas
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Figura 3 Ciclo de vida del género Bacillus sp.

Fuente: (Gonzalez-Ledn et al., 2022).

2.5 Bacillus como controlador biolégico

La pérdida de los cultivos agricolas en la actualidad se da como consecuencia de las distintas
enfermedades causadas por microorganismos como virus, hongos y bacterias. Para combatir

estas plagas, se ha utilizado estrategias como la rotacion de cultivos y el uso de pesticidas. No
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obstante, estas practicas han generado la acumulacion de sustancias toxicas en el medio

ambiente, provocando la contaminacion de suelos y agua (Pimentel-Silva, 2022).

Como alternativa, se ha investigado el uso de microorganismos con propiedades
antimicrobianas, tal como las presenta el género Bacillus. Este género ha demostrado tener la
capacidad de producir gran cantidad de metabolitos secundarios con propiedades
antibacterianas, antifangicas y antivirales (Vinchira-Villarraga & Moreno-Sarmiento, 2019).
El interés en Bacillus como agente de control bioldgico comenz6 con el hallazgo de la actividad
insecticida de B. thuringiensis, a través de su proteina Cry. La citotoxicidad de esta molécula
se produce unirse a la membrana de las células del intestino de los insectos plagas, provocando

la muerte las plagas (Villarreal-Delgado et al., 2018).

De igual forma otras especies de este género, como B. pumilis, B. licheniformis, B.
amyloliquefaciens y B. subtilis, también han sido estudiadas por su capacidad de reducir la
incidencia de fitopatdgenos de importancia agricola (Villarreal-Delgado et al., 2018). Bacillus
subtilis, en particular, produce compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular, como las
bacteriocinas, péptidos y lipopéptidos, ademas tiene la capacidad de generar enzimas

hidroliticas con propiedades antifungicas (Pimentel-Silva, 2022).

2.5.1 Mecanismos de accion

El género Bacillus desempefia un papel importante en el crecimiento vegetal al asociarse
simbidticamente con las plantas; especies como Bacillus subtilis forman parte del grupo de
rizobacterias promotoras del crecimiento a traves del sistema radicular de las plantas. Forman
biopeliculas que facilitan su establecimiento en la rizosfera mediante quimiotaxis hacia los
nutrientes liberados por la planta, como exudados y polisacaridos. Esta interaccion ofrece

beneficios para las plantas como la solubilizacion de fosfatos y una mayor fijacion de
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nitrogeno, ademas, estas bacterias son capaces de producir fitohormonas como acido

inddlacetico (AlA), giberelinas y citoquininas (Gonzalez-Leon et al., 2022).

Los mecanismos indirectos de accion de Bacillus en el control bioldgico de fitopatégenos se
deben a su capacidad para producir metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana. Se
estima que entre el 4% y 5% de su genoma esta dedicado a la produccion de estos compuestos,
los cuales se dividen en volatiles y no volatiles segun sus caracteristicas fisicoquimicas. Entre
los compuestos volatiles se encuentran hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, ésteres, éteres, y
otros compuestos aromaticos, sulfurados y nitrogenados que pueden actuar a distancia,
afectando a los patdgenos sin necesidad de contacto directo; por otro lado, los no volatiles

comprenden lipopéptidos de sintesis ribosomal y no ribosomales (Gonzalez-Leo6n et al., 2022).

A continuacion, se describe mas a detalle el mecanismo de accion de cada uno:

> Lipopéptidos.

Compuestos con actividad antimicrobiana que interactta con la membrana citoplasmatica
de las células bacterianas o fungicas, lo que resulta en la formacién de poros y un
desequilibrio osmotico, llevando a la muerte de los microorganismos fitopatoégenos
(Villarreal-Delgado et al., 2018). A su vez, se dividen en dos grupos: lipopéptidos

ribosomales y no ribosomales.

La principal diferencia entre los ribosomales y no ribosomales es su modo de sintesis,
puesto que los primero se originan en el ribosoma de la célula y el otro grupo de enzimas
sintetasas no ribosomales. Los lipopéptidos ribosomales suelen tener funciones
relacionadas con la regulacion celular, sefializacion y comunicacion entre células. Por otro
lado, los no ribosomales tienen un mecanismo de accion directo sobre las membranas

celulares, lo que desestabilizara a la célula (Gonzalez-Ledn et al., 2022).

> Sidero6foros.

17



Estos compuestos organicos actan como quelantes de hierro, un elemento esencial para el
desarrollo de los microorganismos, por lo que inhiben el crecimiento de los fitopatdgenos.
La produccion de estas moléculas esta vinculada con la formacion de biopeliculas o

biofilms (Gonzélez-Ledn et al., 2022).

» Enzimas liticas.

Las enzimas liticas como B-glucanasas y quitinasas han demostrado degradar polisacaridos
que conforman la pared celular de hongos, mediante la hidrélisis de enlaces glucosidicos.
Villarreal-Delgado et al. (2018), mencionan que en Bacillus amyloliquefaciens, se observé
la actividad litica de una -1,3-glucanasa sobre las hifas de Colletotrichum lagenarium y
en otras investigaciones dirigidas a aumentar la actividad antifungica se ha logrado la
insercion de genes que codifican enzimas liticas, como el gen ChiA en B. circulans, dando

como resultado un fenotipo més acometedor contra Botrytis elliptica.
» Endotoxinas.

Especialmente producidas por Bacillus thuringiensis, son estructuras paraesporales
proteicas que se generan durante la esporulacion bacteriana. Se dividen en 73 familias Cry
y 3 familias Cyt, donde la proteina Cry (cristal) es reconocida por su toxicidad especifica
para ciertos organismos. Por otro lado, las proteinas Cyt (citoliticas) demuestran toxicidad
en una amplia gama de insectos dipteros y se ha evidenciado que también pueden tener

efectos citotoxicos en células de mamiferos (Villarreal-Delgado et al., 2018).

2.6  Produccion de metabolitos en bacterias del género Bacillus a escala de laboratorio

Por mas de 50 afios la produccion de metabolitos secundarios se ha considerado la principal

herramienta para desarrollar productos de biocontrol debido a sus diversas aplicaciones y su

amplia utilidad en la industria (Sierra-Garcia et al., 2012). Inicialmente se usaba frascos

Erlenmeyers para el cultivo celular para el desarrollo de bioprocesos a escala de laboratorio,
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no obstante, estos se encontraban limitados por un control indeterminado de varios factores
tales como la Temperatura, pH, % de humedad, entre otros. Para superar estas limitaciones, se
ha introducido el uso de biorreactores de tanque agitado, estableciendo un estandar en la

industria de la biotecnologia (Serrat-Diaz & Mendez-Hernandez, 2015).

2.6.1 Biorreactores

Un biorreactor es un dispositivo biotecnoldgico disefiado para llevar a cabo diferentes procesos
bioldgicos bajo condiciones controladas de pH, humedad, temperatura y nutrientes,
proporcionando el entorno 6ptimo para el crecimiento celular y su actividad metabdlica. En
términos microbioldgicos, existen diferentes tipos de sistemas y su diferencia radica en los
requerimientos de los cultivos, tipo de microorganismo con el que se trabaja y el tipo de

fermentacidn para obtener productos especificos de dichos procesos (Rosales-Lopez, 2019).

2.6.1.1 Elementos de un Biorreactor

La estructura basica un biorreactor depende del modo de operacién y aplicacion que se le dé,
sin embargo, dentro de la estructura basica de un fermentador encontramos el tanque, la fuente
de alimentacion, el motor, sistemas de control para temperatura, pH y humedad, sistema de
agitacion, conductos de aireacion, la chaqueta y valvulas que permite del drenado de residuos

(Paredes-Buenario, 2015). El bosquejo se exhibe en la Figura 4.
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Estructura Basica de un Biorreactor

Motor inductor

de agitacion
Carga

Conducto de
aireacion

= Encamisado

Superficie del fluido o
medio de cultivo

3
.
1 I

r-’ Eje central y agitador

Vilvula de drenado Agitador

Figura 4 Estructura de un Biorreactor

Fuente: (Hernandez-Ixta & Hernéndez, 2018).

2.6.2 Tipos de Biorreactores por su modo de Operacion

Los sistemas de biorreactores tienen una amplia clasificacion en cuanto a sus modos de
operacion, que se adaptan segun las necesidades y aplicaciones. Cada clasificacion presenta
modos de operacion especificos, caracteristicas Unicas, asi como ventajas y desventajas que
deben entenderse para su implementacion efectiva. A continuacion, se describen los tipos mas

comunes de biorreactores, organizados por su modo de operacién (Gonzales, 2018).

> Discontinuo o Batch

Este tipo de biorreactor se caracteriza por el cultivo de células en un tanque que contiene una
concentracion inicial, la cual no se ve alterada por la adicién de nutrientes, medio de cultivo o
lavados. De igual forma, el volumen permanece constante y solo ciertos factores como
temperatura, pH, humedad y velocidad de agitacion son controlados por el operante. Este
proceso es la forma mas simple de cultivo y termina cuando el substrato es consumido o

transformado por la biomasa (Gonzales, 2018).

> Semicontinuo o Fed Batch
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En este caso, el medio de cultivo junto con los nutrientes se afiade al biorreactor a través de una
alimentacion continua o semicontinua, no obstante, no va a existir efluente de salida., Conforme
se va dando la reaccién, se retira los productos y se incorpora mas material para ser

transformado. Todo esto se lo realiza en intervalos de tiempos determinados (Gonzales, 2018).

> Continuo

Como su nombre mismo lo indica, consiste en afiadir nutrientes y retirar productos de manera
continua del biorreactor. Bajo condiciones especificas el cultivo puede llegar a colocarse en
estado estacionario, por lo que no va a existir variacion con respecto al tiempo y volumen

dentro de este (Gonzales, 2018).

2.7 Pruebas in vitro para evaluar el biocontrol de Botrytis sp. y Collectotrichum sp.

En la actualidad con el objetivo de evitar el uso de pesticidas en los cultivos vegetales se busca
investigar el uso de microorganismos con capacidad de control biolégico contra plagas y
enfermedades a través de la utilizacién de su biomasa y metabolitos secundarios. Entre los
géneros mas utilizados se encuentran Trichoderma, Bacillus, Penicillum, Beauveria, Pochoma,
entre otros (Rivera-Méndez et al., 2019). En particular, se destaca el género Bacillus por su
capacidad antagonica contra hongos fitopatdgenos. Las pruebas in vitro permiten evaluar su
eficacia en el combate bioldgico mediante analisis microbiologicos, genéticos, metagendmicos
y bioquimicos. Una vez realizadas las pruebas en el laboratorio se puede dar paso a la

experimentacion en campos agricolas (Rivera-Mendez et al., 2019).

2.7.1 Pruebas de Enfrentamiento

Estas pruebas son una metodologia de evaluacion de la interaccidn entre el biocontrolador y el
fitopatdégeno, permitiendo estudiar el antagonismo, que es la capacidad de ciertos
microorganismos (bacterias u hongos) para inhibir el crecimiento de otros microorganismos

patdgenos. En la técnica de cultivo dual, se coloca en un extremo o en el centro de una caja de
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Petri un disco de 5mm empapado por capilaridad con el microorganismo antagonista, y en los
extremos opuestos, un disco de 5 mm del microorganismo fitopatégeno, permitiendo que
ambos microorganismos compitan mediante sus mecanismos de accién para colonizar el medio

en el que se desarrollan (Cadena & Lopez, 2021).

2.7.2 Pruebas con Antibiograma

Esta prueba tiene el objetivo de evaluar de manera in vitro la respuesta de ciertos
microorganismos ante la presencia de uno o varios compuestos antimicrobianos, permitiendo
valorar si ese compuesto tiene la capacidad de inhibir el crecimiento del microorganismo
patogeno. EI método mas utilizado para realizar un antibiograma es la técnica de difusion, en
la cual se utilizan discos de papel filtro impregnados con la sustancia antimicrobiana
(metabolito secundario, antibiotico, enzimas, etc), que se colocan en la superficie del medio de
cultivo sélido previamente inoculado con el microorganismo (hongo, bacteria) (Martinez &
Porras, 2022). La interpretacion de los resultados se establece que no va a existir crecimiento
del microorganismo cuando la concentracion de la sustancia antimicrobiana sea superior al
valor del CMI (Concentracion minima inhibitoria), es decir la concentracion minima de la
sustancia necesaria para inhibir su crecimiento en condiciones normales. Esto provoca la
formacion de un halo de inhibicién alrededor del disco, relacionando el didmetro generado por
el disco con el grado de sensibilidad y la resistencia del microorganismo a la sustancia

antimicrobiana (Flores-Paucar, 2017).

2.8 Mecanismos de antagonismo para el biocontrol de Botrytis sp. y Collectotrichum

sp.
El biocontrol de Botrytis y Colletotrichum puede lograrse mediante varios mecanismos de
antagonismo que logren reducir y suprimir el crecimiento de estos fitopatdgenos. Los cuales se

describen a continuacion:
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2.8.1 Antibiosis

Este mecanismo se basa en la capacidad del microorganismo en producir una sustancia con la
capacidad de inhibir el crecimiento o reducir la actividad metabdlica de otro microorganismo.
Para este tipo de mecanismo, no es indispensable que exista un contacto directo entre el
antagonista y el patdgeno, ya que la sustancia antibiética puede permanecer intacta inclusive
hasta que el antagonista muera (Nufiez Lara & Vinueza Péez, 2023). Algunas de las sustancias
que se pueden producir son péptidos de sintesis ribosomal, policétidos o péptidos de sintesis

no ribosomal (Pedraza-Herrera et al., 2020).

2.8.2 Competencia

Este proceso implica que dos 0 mas organismos que compiten por los mismos nutrientes o
sustratos en un entorno comun, como en el medio de cultivo en un laboratorio. El uso de estos
recursos por uno de los organismos disminuye la cantidad o el espacio disponible para los
demas organismos (Cadena & Lopez, 2021). Esto dependera de factores que se clasifican en
tres tipos: competencia por agua y nutrientes en la fase previa a la penetracion del patégeno,
por oXxigeno en un proceso de anaerobiosis y por espacio en funcion de la rapidez de crecimiento

entre los dos microorganismos (Nufiez Lara & Vinueza Péez, 2023).

2.8.3 Induccidn de Resistencia

Este mecanismo radica en activar los mecanismos de defensa propios del organismo
hospedante ante un ataque del patégeno (Nuero et al., 1993). Se lleva a cabo mediante la
produccién de diferentes compuestos antimicrobianos como el &cido salicilico o proteinas
relacionadas con la patogénesis para generar una respuesta inmune (Nufiez Lara & Vinueza
Paez, 2023). Este tipo de resistencia se caracteriza por la capacidad que tiene el hospedador
para responder rapida y eficazmente a futuros ataques de patdgenos después de una exposicion

inicial (Nuero et al., 1993).
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2.8.4 Explotacion

Como describen Nufiez Lara & Vinueza Paez (2023), este tipo de antagonismo es directo e
implica un contacto estrecho entre el patégeno y el hospedador, en el que el patdgeno extrae
los nutrientes. No obstante, este proceso debe ocurrir en presencia de otro patégeno depredador
del patégeno que se desea eliminar, lo que se conoce como hiperparasitismo. Su uso se
recomienda principalmente para reducir el indculo patégeno en infecciones secundarias que

ocurren una vez tratada una infeccion primaria (Nuero et al., 1993).

2.8.5 Lisis

Este mecanismo de accion estd relacionado con la produccién de enzimas liticas como
quitinasas, peroxidasas, celulasas, lipasas y proteasas, que pueden degradar la pared celular de
ciertos microorganismos o causar su lisis celular. Esto, a su vez, provoca la liberacién de
oligébmeros de glucano, que pueden actuar como elicitores en la defensa de las plantas. Ademas,
en este mecanismo, se pueden producir enzimas que bloguean la comunicacion entre

microorganismos (Pedraza-Herrera et al., 2020).

3 Materiales y Métodos

3.1 Ensayos de Termorresistencia

Del Banco de bacterias de la Universidad Politecnica Salesiana, se seleccionaron 20 cepas de

Bacillus sp. a partir de 73 cepas disponibles (Nufiez Lara & Vinueza Péaez, 2023) para su

reactivacion. Estas cepas fueron sembradas en medio de cultivo Caldo de soya tripticaseina

(TSB) e incubadas a 35 °C durante 24 horas.

Para el ensayo de termoterapia, el equipo de bafio Maria PolyScience Wather Bath WDE10 se
precalenté a 70°C, y se introdujo la gradilla con los cultivos bacterianos de 24 horas de
incubacion, manteniéndolos durante 20 minutos, como se puede ver en la Figura 5. El siguiente
paso fue sembrar las bacterias en medio de cultivo de Agar Papa Dextrosa (PDA) con técnica
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de estriado por agotamiento y se las incubd a 35 °C durante 48 horas (Castillo Colombo et al.,

2004).

Para las cepas que mostraron resultados positivos (crecimiento en el medio), se realizo la
identificacion microscépica con el fin de observar la morfologia caracteristica de las bacterias
del género Bacillus. Utilizando la tinciobn Gram para identificacion del tipo y la tincién

Schaeffer Fulton para visualizar las endosporas presentes (Castillo Colombo et al., 2004).

Ensayo de termoterapia con cepas de Bacillus

Figura 5 Ensayo de termorresistencia. A) Bacterias de 24h de incubacién, B) Bafio Maria, C) Siembra de las
cepas

Tomado por: (Las Autoras, 2024)

3.2 Ensayos microscopicos

3.2.1 Tincion Gram

Dado que Bacillus son bacterias Gram positivas, se realizo la tincion Gram siguiendo el
protocolo descrito por Casasola (2022). Se utilizd los reactivos de Cristal violeta 2%, Lugol
1%, Alcohol acetona 95% y Safranina. Se realizo un frotis a partir de una muestra bacteriana
previamente sembrada en medio PDA, con un asa estéril se extendié la muestra con ayuda de
gota de agua destilada colocada en el portaobjetos, se dejé secar al aire y se fijé mediante calor

al pasar el portaobjetos a través de la llama de un mechero entre 4 0 5 veces.
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La tincidn se realizé agregando el colorante cristal violeta sobre la muestra y dejandola reposar
durante un minuto. Posteriormente, se retird el exceso de con agua destilada y se agregd Lugol
que actta como mordiente, (ayuda a que el colorante primario se adhiera de manera correcta a
la célula bacteriana) cubriendo toda el area de tincion dejando actuar por un minuto. De igual
forma se retird el exceso de Lugol y se realizd una decoloracién durante 10 segundos con
alcohol acetona al 95%, retirando el exceso con agua destilada. Se adiciono safranina como
tintura de contraste por 45 segundos, se lavd con agua destilada y se dejé secar (Casasola,
2022). Finalmente se observé la muestra en el microscopio empezando por el lente con menor

aumento.

Proceso de tincion Gram

Figura 6 Tincion Gram. A) realizado del frotis bacteriano B) Aplicacion de Cristal violeta C) Aplicacion
de Lugol D) Decoloracion con alcohol-cetona E) Aplicacion de la Safranina F) Observacion en el
microscopio.

Tomado por: (Las Autoras, 2024)
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3.2.2 Tincion Schaeffer Fulton (endosporas)

La metodologia para esta tincion utilizé los colorantes verde malaquita al 1% y Safranina al

1% cuyo procedimiento se puede visualizar en la Figura 7.

Se preparo6 un frotis de las cepas de Bacillus previamente cultivadas en medio PDA por 24
horas. Se cubri6 el frotis con una solucion al 1% de verde malaquita y se dej6 actuar durante
un minuto. Este colorante tiene afinidad por las esporas, permitiendo su visualizacion bajo el
microscopio. Para asegurar que el verde malaquita se haya adherido correctamente a las
esporas, se coloco un pequefio trozo de papel filtro sobre la muestra, se expuso el portaobjetos
a calor por aproximadamente 5 a 7 minutos, para evitar que el colorante se seque se adiciond
constantemente pequefias cantidades de verde malaquita. Transcurrido el tiempo de fijacion, se
retird el papel filtro y se lavo la muestra con agua destilada para eliminar el exceso del colorante

(Maksong et al., 2017).

Posteriormente, se afiadio safranina al 1% al frotis y se dejo actuar durante 2 minutos. Se realizd
un lavado final con agua destilada para retirar el exceso de safranina y se dejo que la muestra
se secara al aire. Finalmente, se observé bajo el microscopio con lente objetivo de 10X y 40X.
Las esporas se visualizaron de color verde brillante, mientras que las células vegetativas

aparecieron tefiidas de rosa debido a la safranina (Maksong et al., 2017).

Proceso de tincién Schaeffer Fulton
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Figura 7 Tincién de endosporas. A) Frotis bacteriano B) Aplicacién de verde malaquita 1% C) Colocacion del
papel filtro D) Exposicién al calor E) Aplicacion de safranina F) Observacién en microscopio

Tomado por: (Las Autoras, 2024)

3.3 Banco de cepas de interés y siembra de hongos fitopatdgenos.

Después de los ensayos de termoterapia se obtuvieron 17 cepas termorresistentes, dado a su
crecimiento positivo. Junto con su evaluacion microscopica, tanto en la produccion de esporas
como en su morfologia, se logré obtener un banco depurado de 17 cepas de Bacillus el cual se

almacen0 a una temperatura de 4 °C hasta su utilizacion.

Paralelamente se realizd la siembra de los hongos fitopatdgenos de Botrytis sp. vy
Colletotrichum sp. que previamente fueron obtenidas a través del aislamiento de cultivos

infectados de fresa y de tomate de arbol respectivamente. Siguiendo la técnica de siembra para

28



obtener cepas de hongos puros con hisopo estéril en cajas Petri con medio PDA propuesta por

Mata & Salmones (2021).
3.4 Produccion de metabolitos secundarios

3.4.1 Siembra bacteriana y medio de fermentacion

Se alicuotaron 10 mL de medio TSB y 5mL de agua destilada para alcanzar un volumen final
de 15 mL en los tubos de ensayo con tapa rosca de 20 mL. Posteriormente se realiz6 una
suspension de las cepas bacterianas en cada tubo, con el fin de obtener indculos al 10% que
corresponde aproximadamente a una concentracion bacteriana de 1,2x10° UFC/mL en una

escala McFarland 3 (Lozano et al., 2018).

3.4.2 Ensamblaje del biorreactor

Con el objetivo de producir metabolitos secundarios, se adecuaron biorreactores en tubos de
ensayo, siguiendo el modelo de fermentadores aireados tipo Batch descrito por Nufiez Lara &
Vinueza Péez (2023). Se emplearon tubos de ensayo de 25 mL, en los que se colocaron 15 mL

del medio de cultivo liquido TSB previamente inoculado con las cepas de interés.

Dentro del tubo de ensayo se colocé dos mangueras azul transparente de diametro interno de
4mm y externo de 6mm, que cominmente se utilizan para instalaciones de oxigeno de acuarios
pequefios, una se conectd desde el medio de cultivo hasta una bomba de pecera SB-348 de la
marca SOBO para el suministro de aire, y otra destinada para la comprobacién del proceso, se
conect6 a un tubo de 10 mL con etanol al 70 %. Cabe destacar que esta manguera no toco el
medio de cultivo. Dentro de las caracteristicas de la bomba de aire utilizada destacan su voltaje
de 110v/60hZ, su potencia de 2X 4.0 L/min, una presion de 0,014Mpa y un poder de 5W. El
biorreactor se mantuvo en funcionamiento durante 48 h, donde el nimero de biorreactores fue

proporcional al nimero de cepas obtenidas tras el proceso de termoterapia.
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Biorreactor Armado

Figura 8 Modelo de biorreactor tipo Batch

Tomado por: (Las Autoras, 2024)

3.4.3 Extraccion de metabolitos secundarios

Se utiliz6 como base la metodologia de extraccion descrita por Mizumoto et al. (2006). Una
vez transcurrido el tiempo de crecimiento en el biorreactor, las bacterias se encontraban en fase
estacionaria, momento en el cual los nutrientes del medio han disminuido, promoviendo la
formacion de endosporas y la produccién de metabolitos. Se tom6 un volumen de 15 mL de
cada caldo bacteriano y se trasladé a vasos de precipitacién de 50 mL, a estos se adicion6 6,9
mL del solvente etanol al 96% y colocados en una incubadora New Brunswick Excella E24

Incubator Shaker a 150 rpm durante 1 hora a temperatura ambiente (25°C).

Las mezclas resultantes fueron dispuestas en tubos Falcon de 50 mL y se centrifugaron a 4000
rpm por 15 minutos a temperatura de 4°C. En este proceso los metabolitos secundarios se
producen cuando las bacterias son sometidas a condiciones de estrés como la reduccién de
nutrientes y cambios bruscos de temperatura. Su presencia se encuentra suspendida en el

sobrenadante alcohdlico y las células bacterianas restantes se concentran en el pellet.
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Para asegurar la eliminacion completa de restos bacterianos y evitar que interfieran en la prueba
de antibiosis, se filtro el sobrenadante a través de una jeringa equipada con un filtro de 0,22 um

y el producto filtrado se almacend a 4°C durante 24 horas.

3.5 Pruebas de antagonismo

3.5.1 Enfrentamiento (Inhibicién)

A cada cepa bacteriana se la enfrento de manera dual contra cada hongo fitopatégeno de
Botrytis sp. y Colletotrichum sp., de acuerdo con la metodologia propuesta por Yanet-Suérez
& Cabrales (2016). Para lo cual en cajas Petri con medio PDA, se colocé un disco de 5mm del
fitopatdgeno en los extremos de la caja Petri, esto se lo hizo siguiendo una plantilla, la cual se

visualiza en la Figura 9.

En cuanto, a las bacterias, se afiadié el caldo que se habia previamente incubado durante 24
horas en una caja Petri estéril. Con ayuda de una pinza, se tomo un portaobjetos estéril del
borde més largo, y a este se lo sumergié en el caldo bacteriano. Posteriormente, con el
portaobjetos se toco suavemente en el centro de la caja Petri que contiene los discos del hongo
fitopatdgeno a los extremos. Finalmente se incubd las cajas a 25 °C. Para el testigo se prepar6
una caja Petri con cada hongo fitopatégeno, con la diferencia que se remplazé la bacteria con

agua destilada.

Para evaluar el porcentaje de inhibicion generado por Bacillus contra el hongo fitopatgeno, en
latoma de datos se midio el crecimiento del hongo fitopatdgeno con ayuda de un pie de rey cada
dia a partir de lo que se realizo la prueba, la toma de datos concluyd cuando en el testigo se
visualizo la union de los extremos del hongo fitopatogeno por lo que para Botrytis sp. se
obtuvieron datos durante 3 dias, y para Colletotrichum sp. se tomaron datos por 9 dias, esta
diferencia se dio debido a que el crecimiento de este tltimo hongo es mas lento en comparacion

con Botrytis sp.
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Esquema Prueba de Enfrentamiento

Enfrentamiento Testigo

Bacillus Agua Destilada

Hongo Hongo
Fitopatogeno Fitopatogeno

Hongo Hongo
Fitopatogeno Fitopatogeno

Figura 9 Esquema Enfrentamiento

Realizado por: (Las Autoras, 2024).

3.5.1.1 Determinacion de la actividad antagonica de Bacillus sp. (Porcentaje de
Inhibicion)

Para determinar el porcentaje de inhibicion generado por las diferentes cepas de Bacillus ante

los hongos fitopatdgenos se determind por ecuacion descrita en la investigacion realizada por

(YYanet-Suarez & Cabrales, 2016):

D1 — D2
%l = 1 x100 1)

Donde:

D1: Promedio del Didmetro del testigo
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D2: Diametro del patogeno en el tratamiento dual

Para obtener el valor de D1 se sac6 un promedio de los testigos de cada repeticion, para cada
dia de la toma de datos.

Para conseguir el valor de D2 se uso la siguiente ecuacion:

D2 =Dip + DaB 2

Donde:

DiB: Diametro lado izquierdo del fitopatogeno con la bacteria

DdB: Didmetro lado derecho del fitopatégeno con la bacteria

El calculo se lo hizo para cada cepa bacteriana, y de esta forma se obtuvo el porcentaje de
inhibicion
3.5.2 Antibiograma (Antibiosis)

Esta prueba permitié confirmar la eficacia de metabolitos secundarios de Bacillus para inhibir
el crecimiento de los hongos fitopatogenos, determinando cuéles fueron las mejores cepas en

el control biologico.

Para esto se inocularon Botritys sp. y Colletotrichum sp. mediante hisopado en cajas Petri con
medio PDA para sus respectivas pruebas contra cada cepa bacteriana. Posteriormente, se usaron
discos de papel filtro de 5 mm de diametro, los cuales absorbieron los metabolitos obtenidos
mediante capilaridad, evitando sobrecargar los discos con muestra. Se colocaron 4 discos en
cada caja Petri que contenia el hongo y como control negativo, se sumergieron discos de papel
filtro en agua destilada y colocaron en la superficie del medio PDA. Las pruebas se incubaron
a 25°C, y se tomaron datos durante 4 dias para ambos hongos fitopatdgenos. Se realizaron

mediciones diarias de los halos formados alrededor de los discos, loque logrd

33



identificar las cepas que poseian metabolitos secundarios con mayor eficacia en la inhibicion

del crecimiento de fitopatdgenos (Davis, 2022).

3.5.2.1 Analisis Cualitativo Botrytis

Para la prueba de antibiosis con respecto a Botrytis sp., se realiz6 una evaluacién cualitativa de
la actividad antimicrobiana de los metabolitos de Bacillus sp., mediante discos impregnados
con los mismos. Los discos de 5 mm fueron colocados sobre el medio de cultivo sélido PDA
para que los metabolitos puedan difundirse radialmente y formar un gradiente de concentracion.
Una vez transcurrido el periodo de incubacion, conforme el antimicrobiano se logra distribuir
en el medio de cultivo, inhibe el crecimiento del hongo en zonas donde alcanza concentraciones
efectivas, creando asi el halo que refleja la interaccion entre la difusion del compuesto y la

capacidad de crecimiento del patdgeno (Pérez & Rivas, 2021).

Al ser esta una evaluacion cualitativa, el objetivo de dicha prueba fue proporcionar una
evaluacion preliminar para determinar la presencia o ausencia de actividad antimicrobiana

frente a Botrytis sp. sin realizar comparaciones numéricas o inferencias estadisticas complejas.

3.5.3 Analisis Estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos en las pruebas de enfrentamiento para los dos
hongos y de la prueba de antibiograma para Colletotrichum sp., se aplico un analisis de varianza
(ANOVA) en un disefio completamente al Azar (DCA). Este tipo de disefio permite probar
hipdtesis referidas a los parametros de posicion de sujetos seleccionados aleatoriamente en
condiciones similares (Maldonado et al., 2018). La variable dependiente en la prueba de
enfrentamiento fue el porcentaje de inhibicion de los hongos fitopatdgenos causado por las
diferentes bacterias, siendo estas ultimas la variable independiente, estos ensayos contaron con

3 repeticiones.
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Se us6 el programa de estadistica InfoStat version 2020. Adicionalmente, se ejecutaron pruebas
Post hoc con el objetivo de poder diferenciar medias, aplicando la prueba Tukey con una
significancia de a = 0,05 (Maldonado et al., 2018). En la que se confrontaron las medias de los

diferentes tratamientos para establecer la cepa con mayor actividad antagonista.

4 Resultados y discusion

4.1 Termoterapia

Una vez que las cepas bacterianas fueron sometidas al tratamiento de bafio Maria, se sembraron

en medio de cultivo sélido PDA, para evaluar su viabilidad mediante el crecimiento en placas.

Los ensayos de termoterapia revelaron que 17 de las 20 cepas de Bacillus seleccionadas del
banco fueron resistentes a altas temperaturas (70 °C). La capacidad de estas bacterias para
resistir condiciones térmicas extremas sugiere que se encuentran puras y con funcionamiento
de sus mecanismos de adaptacion caracteristicos, como la formacion de endosporas. Este
resultado resalta el potencial de dichas cepas que se usaron en los procesos siguientes del

trabajo de investigacion.

Esto se puede corroborar con los ensayos realizados por Rodriguez-Hernandez et al. (2020), su
estudio consistio en separar cepas del género Bacillus a partir de raices de sorjo y maiz, para
ello sometieron las raices a bafio Maria a una temperatura de 80°C por 20 minutos y una vez
terminado el proceso fueron sembradas en agar nutritivo. Se incubaron a 37°C durante 48 horas.
Se eligieron colonias que presentaban un color crema, forma irregular y apariencia ondulada
tomando en cuenta aquellas con bordes que mostraban caracteristicas digitiformes, aserradas o
lobuladas, ademas de tener una consistencia cremosa. Las endosporas muestran viabilidad
efectiva hasta 80°C por dos horas, mientras que, en un rango mayor a 90°C pueden ser

destruidas.
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4.2 Validacion microscépica

421 Tincion Gram

Para la validacion y caracterizacion microscopica de las cepas de Bacillus, se inicié con la
tincion Gram de cada cepa viable que se obtuvo tras el proceso de termoterapia. En esta prueba
se observaron bacterias en forma de baston alargado que se tifieron de color violeta o purpura,
confirmando su clasificacion como bacterias Gram positivas, de igual forma se identificé que

algunas de ellas se encontraban formando cadenas, mientras que otras aparecian aisladas.

En todas las cepas analizadas se observé un solo tipo de bacteria, es decir todas las bacterias
presentes eran de la misma forma y se tifieron del mismo color, lo que confirma la pureza de
las muestras. Estos resultados se observan en la Figura 10 y permitieron comprobar que las
cepas de Bacillus que se utilizaron en este estudio coinciden con identificacion realizada en
otros trabajos. Por ejemplo, Corrales-Ramirez et al. (2014) describen que las bacterias de este
género se caracterizan por ser Gram positivas y esporuladas. De igual forma Vasquez &
Millones (2023), describen a estos bacilos como organismos Gram positivos con bordes

ovalados y agrupados en cadenas.

Resultados Tincion Gram de las cepas de Bacillus. Observacién en lente de 40x.

Figura 10 Resultados Tincion Gram A) Cepa F34 B) Cepa H49 C) Cepa S41

Tomado por: (Las Autoras, 2024)
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4.2.2 Tincion de endosporas

En relacion con la tincidn de endosporas, se confirmd la presencia de estas estructuras en las
17 cepas viables. El uso de verde malaquita permiti¢ identificar claramente las endosporas,
mientras que la safranina tifié el bacilo en su forma vegetativa, como se puede observar en la
Figura 11. Estos resultados son similares a los descritos por Maksong et al. (2017), quienes

emplearon este método y ha demostrado ser eficaz para la identificacion de endosporas.

Este resultado confirma que las bacterias no solo son viables y termorresistentes, sino que
también, demuestra que poseen la capacidad de producir metabolitos con actividad antifangica.
Estos pueden mantener su actividad a temperaturas elevadas, desempefiando un papel crucial
en la inhibicion del crecimiento de hongos patogenos, lo que refuerza el posible potencial de

estas cepas como agentes biocontroladores (Castillo et al., 2004).

Resultados Tincion Shaeffer Fulton de las cepas de Bacillus.
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Figura 11 Resultados de tincién de endosporas bajo lente de 40X. A) Cepa 023, B) Cepa S60, C) Cepa H32
Tomado por: (Las Autoras, 2024)
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4.3 Porcentaje de Inhibicion de crecimiento radial (PIRC)

4.3.1 Botrytis sp.

Los ensayos de antagonismo dual contra el fitopatdgeno Botrytis, arrojaron resultados
favorables, ya que las 17 cepas de Bacillus que superaron la termoterapia demostraron una
capacidad para frenar el crecimiento del patdgeno. La evaluacion de la actividad inhibidora se
llevd a cabo durante 3 dias consecutivos, lo cual permitié observar el avance del efecto
antagonista de las cepas bacterianas sobre el fitopatdgeno. Este efecto se evidencié mediante
el rapido crecimiento de las bacterias en la zona de interaccion, lo que sugiere competencia por

espacio y nutrientes como puede verse en la Figura 12.

Estos resultados coinciden con los reportados por Bolivar-Anillo et al. (2021), quienes
muestran la produccion de Botryano, un expopolisacérido secretado al medio para proteccion
del hongo, facilitar su colonizacién en superficies de las plantas, y evadir respuestas de defensa
de sus hospedadores. En los ensayos de antagonismo con B. subtilis 6SM y Botrytis cinerea
B0510, identificaron que en ausencia de interaccién, la concentracion de Botryano es de 26
um/mL%; mientras que en la zona de interaccion entre la bacteria y el hongo, la concentracion
del compuesto disminuy6 a 4,6 um/mL™ con alteraciones en el citoplasma de las hifas, como
la formacion de vacuolas o sifones dentro de las células dado el estrés y dafio ocasionado por

el antagonista. Esto evidencid que B. subtilis inhibe la produccion del expopolisacarido.

En la investigacion realizada por Cedefio Alcivar et al. (2023), obtuvieron cepas de B. subtilis
50 BP, 20 BP, E-54, 31BMC, 21 BMCy B. licheniformis E-44 y fueron sometidas a interaccion
con Aspergillus sp. y Penicillum sp. de cultivos de cacao de la ciudad de Calceta en la provincia
de Manabi, Ecuador. En los ensayos in vitro, B. subtilis 31BMC mostrd inhibir el crecimiento
de Aspergillus sp en un 74,43%, mientras que B. licheniformis, logré un 81,52% de inhibicién

con respecto a Penicillium sp.
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Toral-Navarro (2019), reportd que la aplicacion preventiva de la cepa Bacillus subtilis XT1 en
cultivos de fresa, tomate y vid redujo la incidencia de Botrytis cinerea entre un 50% y un 65%,
disminuyendo la severidad de los dafios hasta en un 60%. Los ensayos han reportado que las
cepas de Bacillus logran una inhibicion significativa para Botrytis, pero no alcanzan los niveles

observados con los hongos del género Aspergillus sp. y Penicillum sp.

Resultados Enfrentamiento Botrytis sp.

Figura 12 Antagonismo de Bacillus sp contra Botrytis sp. A) Dia 1 cepa B.M, B) Dia 2 cepa B.M, C) Dia 3
cepa B.M, D) Dia 3 Testigo

Tomado por: (Los autores, 2024).

El porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PIRC) fue la variable estudiada en la
investigacion. En la Tabla 1 se muestran los datos de promedio (media) obtenido de las
repeticiones experimentales y la desviacién estandar que permite evaluar la consistencia de los

resultados del PIRC indicando la dispersién alrededor de la media, independientemente de si
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la inhibicion es alta o baja, lo que refleja mayor uniformidad en los resultados, mientras que un

valor alto indica mayor dispersion.

Por otro lado, se realizé el ANOVA la prueba la prueba de Tukey (p = 0.05) para separar en
categorias las cepas con respecto a su significancia estadistica. En el segundo dia de evaluacion,
la cepa con mayor actividad de inhibicion fue B. amyloliquefaciens (B.A), siendo superada por
F25 en el dia 3, por otro lado, la cepa con menor actividad de inhibicién durante el tratamiento
es H49. El resto de las cepas comparten las categorias A, B, C indicando que no tienen

diferencia estadistica significativa.

En el tercer dia de tratamientos se obtuvieron los valores mas altos de inhibicién donde las
cepas B. amyloliquefaciens (41,9+/-5,5), S41 (40,8+/-6,1), F25 (44,2+/-1,6) y F52 (41,7+/-0,9)
tienen valores de PIRC maés altos de media y con desviacion estandar baja, lo que indica alta

consistencia y efectividad en la inhibicion del hongo.

Tabla 1 Resultados de PIRC para Botrytis sp.

Tratamiento PIRC (Dial) PIRC (Dia 2) PIRC (Dia 3)
B.A 0,740,6 a 33,7t10a 41,9455 ab
B.M 6,816,6 a 16,2+8,4 bc 32,7+7,0 ab
B.S 3,7¢6,4 a 20,4+4,1 abc 39,1+2,0 ab
F22 18,9+4,2 a 22,5+3,3 abc 39,8+3,3 ab
F25 10,7499 a 28,4+2,0 ab 44,2+1,6 a
F34 12,1+20,9 a 16,7+5,8 bc 30,4+12,2 ab
F52 5249,0a 23,0+1,1 abc 41,7+0,9 ab
H31 5,5+6,4 a 19,1+5,1 abc 36,6+5,9 ab
H32 12,1+10,0 a 19,745,1 abc 36,2+2,5 ab
H35 7,138 a 20,5+5,6 abc 37,5+2,0 ab
H49 2,6+4,5a 13,6+6,8 c 27,1+0,2 b
H52 22,3t54 a 16,7+3,6 bc 31,4+1,6 ab
H66 10,2+11,2 a 16,6+3,1 bc 33,4+3,5 ab
023 15,1+134 21,6%6,9 abc 39,1+8.1 ab
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041 9,4+4 8 a 13,9425 bc 35,3+2,6 ab
S41 18,4+17,4 a 21,6+6,8 abc 40,8+6,1 ab
S60 3,6+£6,2 a 18,8+2,4 bc 36,8+2,8 ab

Elaborado por: (Las autoras, 2024).

4.3.2 Colletotrichum sp.

En las pruebas de enfrentamiento contra Collectotrichum sp., se observé que las 17 cepas de
Bacillus lograron inhibir el crecimiento de este hongo. Como se mencion6 en metodologia los
datos para este fitopatdgeno se recolectaron durante 9 dias debido a su lento crecimiento. Segln
los resultados obtenidos, el crecimiento de Collectotrichum en presencia de Bacillus se
mantuvo hasta el dia 6, momento en que este hongo empez6é a disminuir su tamafo y entro en
fase de senescencia. Este estado se caracteriz6 por un cambio d coloracion hacia un tono café

oscuro, indicador de la muerte de este fitopatdgeno, tal como se muestra en la Figura 13.

Estos resultados coinciden con los reportados por Ruiz-Sanchez et al. (2018), quienes
documentaron que Colletotrichum gloeosporioides expuesto a cepas de Bacillus subtilis como
la CBMN22 y la CBCC2, sufre cambios morfoldgicos y deformaciones en los tubos
germinativos lo que provoca el cambio de coloracion y un crecimiento reducido. Sin embargo,
Ayon et al. (2020), encontraron que la inhibicion de Collectotrichum por Bacillus fue
significativamente menor en comparacion con otros hongos, como Pestalotiopsis sp. e incluso

observaron que no todas las cepas de Bacillus lograron inhibir su crecimiento.

Resultados Enfrentamiento Colletotrichum sp.

A B C
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Figura 13 Resultados Enfrentamiento Colletotrichum sp. A) Dia 1 cepa S60 B) Dia 3 cepa S60 C) Dia 5 cepa
S60 D) Dia 6 cepa S60 E) Dia 9 cepa S60 F) Dia 9 Testigo

Tomado por: (Las Autoras, 2024)

De igual forma con los datos obtenidos se pudo calcular el porcentaje de inhibicion de Bacillus
contra Colletotrichum durante los 9 dias que duro el enfrentamiento y con estos datos se pudo
obtener la Tabla 2 en donde se representa la media del PIRC (Porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial), la desviacion estandar y la prueba de Tukey (p = 0.05), con el objetivo de

separar las medias, para cada cepa durante los 3 dltimos dias de evaluacion.

De acuerdo con los resultados, las cepas analizadas no lograron un PIRC mayor al 50% durante
los primeros 6 dias de evaluacion. Sin embargo, entre los dias 7, 8 y 9 se registraron valores de
PIRC entre el 65% y 83%, demostrando que estas cepas de Bacillus no poseen un efecto
inhibidor significativo en los primeros dias del enfrentamiento, pero conforme avance el

tiempo, su capacidad de inhibir el crecimiento de Colletotrichum aumenta significativamente.
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De igual forma, a través de la prueba Tukey se demostrd que en los dias 7 y 8 las cepas con
menor inhibicién son B. subtillis y O23 por lo que se les caracteriza con el grupo B, en cambio
las cepas con mayor PIRC son B. megaterium, 041, H35 y H32, categorizandose en el grupo
A. El resto de las bacterias comparten grupo entre A 'y B indicando que no existe una diferencia
estadistica significativa. En cuanto al dia 9 las mejores cepas fueron O41 y B. megaterium,
perteneciendo al grupo Ay las cepas con mejor inhibicion fueron las mismas que en los dias
anteriores, por lo que se categorizo en el grupo C. Las demas cepas comparten las letras A, B

y C indicando poca diferencia significativa.

Tabla 2 Resultados PIRC y prueba Tukey Colletotrichum sp.

Tratamiento PIRC Dia 7 PIRC Dia 8 PIRC Dia 9

B.A 64,80 +/- 7,67 ab 70,71 +/- 7,25 ab 73,94 +/- 5,69 abc
B.M 75,00 +/- 1,61 a 80,76 +/- 0,77 a 83,99 +/-1,61a
B.S 51,28 +/- 12,39 b 57,40 +/- 9,90 b 62,82 +/- 9,10 ¢
F22 66,45 +/- 2,14 ab 70,55 +/- 4,46 ab 73,89 +/- 3,30 abc
F25 61,31 +/- 9,25 ab 66,93 +/- 7,13 ab 68,02 +/- 5,53 abc
F34 63,73 +/- 3,37 ab 70,00 +/- 3,58 ab 73,56 +/- 4,11 abc
F52 61,73 +/- 12,64 ab 66,42 +/- 10,22 ab 70,03 +/- 8,78 abc
H31 67,48 +/- 5,47 ab 75,55 +/- 3,12 a 77,90 +/- 3,18 abc
H32 72,98 +/- 5,15 a 76,39 +/- 2,60 a 78,92 +/- 2,50 ab
H35 71,77 +/- 0,36 a 76,79 +/- 0,29 a 78,87 +/- 0,26 ab
H49 55,89 +/- 9,73 ab 64,51 +/- 6,10 ab 63,28 +/- 8,98 bc
H52 64,33 +/- 3,99 ab 69,61 +/- 2,23 ab 71,88 +/- 2,11 abc
H66 61,74 +/- 2,26 ab 63,87 +/- 3,05 ab 69,05 +/- 1,07 abc
023 47,85 +/-6,51 b 58,07 +/- 8,22 b 62,57 +/- 6,81 ¢
041 72,38 +/- 5,20 a 77,74 +/- 4,63 a 80,93 +/-5,15a
S41 64,70 +/- 4,35 ab 70,07 +/- 3,33 ab 72,35 +/- 2,98 abc
S60 65,13 +/- 3,72 ab 69,83 +/- 6,21 ab 73,40 +/- 5,62 abc

Elaborado por: (Las autoras, 2024).

Estos resultados difieren de los obtenidos por Ayon et al. (2020), donde obtuvieron un PIRC
menor de 23,16% al evaluar B. subtillis contra C. gloeosporioides, no obstante, el mismo autor
reportar resultados cercanos a los obtenidos en esta investigacion con un PIRC de 53,02% al

evaluar B. amyloliquefaciens contra el mismo hongo. Porcentajes similares a los nuestros
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obtuvieron Ruiz-Sanchez et al. (2018), al evaluar las cepas de Bacillus CBRF24, CBCC2 y
CBCK36 con porcentajes de entre 70% y 80% de inhibicion. Finalmente Reyes-Estebanez et
al. (2020), alcanzaron resultados que concuerdan con los conseguidos en este trabajo
experimental, donde se evidencia que las cepas de Bacillus sp. TS3B-44, TS3B-45, TS3B-92 y

TS3B-183 tienen un porcentaje de inhibicidn del 76%, 80%, 78% y 64% respectivamente.
4.4 Ensayos de antibiosis (Antibiograma)

4.4.1 Botrytis sp.

En las pruebas de antibiograma para Botrytis sp., frente a la presencia de los metabolitos
secundarios de las cepas de Bacillus, se determind que, durante los 3 dias de observacién, no
existio la presencia de halos de inhibicion. Sin embargo, el crecimiento del hongo continud, tal

como se observa en la Figura 14.Figura 1

Resultados Antibiograma Botrytis sp.
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Figura 14 Resultados Antibiograma Botrytis sp. A) Cepa S41. Dia 1 B) Cepa S41. Dia 2 C) Cepa S41. Dia 3
D) Testigo. Dia 3

Tomado por: (Las Autoras, 2024)

Estos resultados obtenidos difieren a los descritos por Rios Velasco et al. (2016) quienes
observaron halos de inhibicion de 4,95 a 13,15 mm con B. methylotrophicus y halos de 4,15 a
8,45 mm para B. amyloliquefaciens. Medidas similares obtuvo Caiza (2024) tras evaluar
extractos de Bacillus subtilis ACO1 contra B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 con un promedio

de halos de inhibicion de 7,33 mm a 9,67 mm.

Por otro lado Rivera-Salas et al. (2024), realizaron una evaluacion de halos de inhibicion
generados por B. amyloliquefaciens demostrando que las condiciones de fermentacion influyen
en la respuesta, extractos fermentados por mas de 45 horas y a temperaturas mayores o iguales
a 32,2 °C generaron halos de inhibicion entre 0,9 mm a 13 mm, siendo el tiempo de 158,6 horas
y una temperatura de 26,8 °C la méas adecuada. No obstante, los mismos autores demostraron
que cepas fermentadas a temperaturas inferiores a 30 °C y por un tiempo menor a 46 horas no
generaron halos de inhibicion. De acuerdo con Caiza (2024), la concentracion minima de
metabolitos secundarios de origen lipopeptido como la iturina y la surfactina para la generacién

de halos de inhibicion debe ser mayor a 10 mg/mL.

Estos autores nos permiten evidenciar que la condicion y el tiempo de fermentacién antes de la
extraccion de los metabolitos secundarios influye en la concentracion de estos, y por ende puede
que las condiciones de fermentacion establecidas durante esta investigacion no fueron las
Optimas para obtener una concentracion de metabolitos suficiente para generar halos de

inhibicidn frente a Botrytis sp.

En adicion, Cedefio Alcivar et al. (2023), mencionan que el control de Bacillus con respecto a

Botrytis, se muestra mas eficiente en su accién a nivel celular que a través de metabolitos
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secundarios, dado que, esta bacteria tiene la capacidad de producir enzimas hidroliticas como
la quitinasa, la -1,3-glucanasay las proteasas que actuan en la degradacion de la pared celular
del hongo, lo que ha mostrado un mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento patégeno en
comparacion con metabolitos secundarios, sugiriendo que la presencia activa de las bacterias

es crucial para una mayor eficacia con dicho hongo.

4.4.2 Colletotrichum sp.

Con respecto a Colletotrichum sp., las pruebas de antibiograma, realizadas durante 4 dias
mostraron halos de inhibicién claros y cambios en el color del micelio en presencia de los
metabolitos secundarios de las cepas de Bacillus sp., como puede verse en la Figura 15. Este
fendmeno podria atribuirse a la produccién de antibioticos como la iturina y la surfactina que
pueden inhibir el crecimiento del hongo, provocando que sus estructuras celulares se deterioren

y cambien de color como respuesta al estrés (Ruiz-Sanchez et al., 2018).

Resultados Antibiograma Colletotrichum sp.
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Figura 15 Resultados Antibiograma Colletotrichum sp. A) Dia 2 cepa B. subtilis B) Dia 4 cepa 60 C) Dia 5
cepa 041 D) Testigo Dia 4

Tomado por: (Los Autores, 2024).

Los halos fueron medidos para cuantificar la inhibicion, permitiendo identificar las cepas
efectivas para inhibir el fitopatdgeno. El anlisis estadistico mediante la prueba Tukey revel6
que la cepa de Bacillus S60 presenté mayor inhibicién, siendo significativamente diferente al

resto de cepas en el dia 3 y 4 de evaluacion como se presenta en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados Prueba Tukey para antibiograma de Colletotrichum sp.

Tratamiento Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

PIRC PIRC PIRC PIRC
B.A 2,03+£1,62 a 3,30+2,47 ab 3,65+2,77 ab 3,6+£2,77 ab
B.M 0,66+0,61 a 2,40£1,10 ab 2,54+1,26 ab 2,54+1,26 ab
B.S 2,43+2,33 a 4,23+1,48 ab 4,59+2,28 ab 4,59+2,28 ab
F22 1,86+1,30 a 3,13+1,44 ab 3,13+1,44 ab 3,13+1,44 ab
F25 0,73+0,49 a 1,89+0,80 ab 1,98+0,86 ab 1,98+0,86 ab
F34 1,03+0,86 a 2,78+2,14 ab 2,86+2,12 ab 2,86+2,12 ab
F52 1,03+1,14 a 3,52+3,55 ab 4,22+3,23 ab 4,1943,23 ab
H31 0,90+0,64 a 1,83+1,45 ab 1,83+1,45 ab 1,83+1,45 ab
H32 0,64+0,48 a 1,42+1,46 ab 1,72+1,43 ab 1,72+1,43 ab
H35 0,94+0,77 a 2,12+1,74 ab 2,32+1,64 ab 2,32+1,64 ab
H49 0,25+0,31 a 2,27+2,23 ab 2,27+2,23 ab 2,27+2,23 ab
H52 1,12+0,77 a 2,31+1,73 ab 2,27+1,76 ab 2,27+1,76 ab
H66 1,06+1,32 a 2,28+1,22 ab 2,46%1,55 ab 2,46+1,55 ab
023 1,26+0,98 a 3,36%2,31 ab 3,76%2,58 ab 3,76+2,58 ab
041 0,81+0,23 a 2,33+0,90 ab 2,29+0,85 ab 2,29+0,85 ab
S41 1,06+0,47 a 2,96+0,63 ab 3,06+0,62 ab 3,06+0,62 ab
S60 2,26+1,01a 5,16+0,56 b 6,00+£1,64 b 6,00+£1,64 b

Elaborado por: (Las autoras, 2024).

Estos resultados concuerdan con los descritos por Ruiz-Sanchez et al. (2018), quienes
demostraron que Bacillus subtilis tiene propiedades antagdnicas contra C. gloeosporioides.
mostraron tasas de inhibicion del crecimiento que oscilaban entre el 62% y el 80% cuando se
enfrentaron directamente al hongo, las zonas de inhibicién variaron de 0,20 mm a 0,88 mmy

la cepa CBCC2 logro hasta un 70% de inhibicion de la germinacion de conidios, lo que indica
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un fuerte potencial de estas bacterias en el manejo de enfermedades fungicas en los cultivos.
En las pruebas con la técnica de papel filtro para comparar los halos de inhibicion, observaron
que cinco de las siete cepas usadas en el estudio formaron halos de entre 0,13 y 0,26 mm, los
compuestos antifungicos conservaron su actividad incluso tras un tratamiento a 80 °C,
fracciones de iturina A y fengicina producidas por la cepa Bacillus subtilis CMB32 generan

halos de inhibicién en C. gloeosporioides.
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5

Conclusiones

Los resultados obtenidos evidencian la capacidad antagonista de las cepas de Bacillus
sp. ante los hongos fitopatdgenos de Botrytis sp. y Colletotrichum sp. manifestada a
través de mecanismos como la inhibicion del crecimiento micelial y la competencia
por nutrientes, posicionandolas como candidatas prometedoras para el desarrollo de
biocontroladores.

En la observacion y andlisis microscépico de las 17 cepas de Bacillus sp. se obtuvo
como resultado la identificacion de bacterias Gram + dado por su tincién morada y la
observacién de que todas tienen la presencia de esporas.

El estudio evidencio que el uso de Bacillus sp. en los ensayos de antibiosis para
contrarrestar a Botrytis sp., poseen una mayor accion de inhibicion en su forma
celular que a través de metabolitos secundarios, mientras que para Colletotrichum sp.,
la cepa con mejor accion de metabolitos secundarios fue S60.

Los resultados de enfrentamiento indican que ciertas cepas tienen una actividad
antifungica significativa frente a Botrytis sp. y Colletotrichum sp., siendo las méas
destacadas F25, S60 y B. amilo para el primer hongo y O41 y B. megaterium para

Colletotrichum sp.
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6

Recomendaciones

Profundizar en metodologia para produccion y extraccion de metabolitos secundarios,
para determinar condiciones en funcion del tiempo, medio de cultivo, temperatura y
solvente de extraccién para generar la mayor cantidad de metabolitos con actividad
antifungica.

Realizar estudios adicionales que analicen el efecto de las cepas de Bacillus sp. en
diferentes condiciones ambientales, como variaciones de pH, temperatura y humedad,
para determinar su efectividad y viabilidad en condiciones similares a las del campo.
Realizar un monitoreo a largo plazo que permita evaluar la aparicién de posibles
resistencias de Botrytis sp. y Colletotrichum sp., para asegurar la sostenibilidad del
biocontrol y generar estrategias para aumentar su efectividad.

Analizar la estabilidad de las formulaciones basadas en metabolitos secundarios de con
Bacillus sp. para productos comerciales de biocontrol e implementar un analisis de
costos que permita a los agricultores determinar la viabilidad econémica del biocontrol
a escala industrial en comparacion de los productos quimicos del mercado, para que

sean mas sostenibles.
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8 Anexos

Anexo 1 Observacion microoscopica de Botrytis sp. Aumento 40x
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Anexo 4 Observacion microscopica de Colletotrichum sp. Aumento 40x.
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