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Aislamiento e identificacion de cepas bacterianas antagonistas del crecimiento
del hongo patégeno del maiz , Sporisorium reilianum.

Resumen.

El hongo Sporisorim reilianum causa el “carbén de la espiga” del maiz una
enfermedad de distribucibn mundial que ha ocasionando numerosas pérdidas
econdmicas. En el Estado de Hidalgo este basidiomiceto fue reportado en 318 campos
de cultivo de maiz y hasta ahora, no se han encontrado fungicidas efectivos para el
manejo de la enfermedad.

En este trabajo se aislaron bacterias de suelos de cultivos de maiz con
capacidad de inhibir el crecimiento de S. reilianum para ser utilizadas como alternativa

en el control de la enfermedad.

Se trabajo con una cepa de S. reilianum aislada en Mixquiahuala, Hgo., la
cual fue identificada mediante PCR. Se aislaron 300 cepas bacterias con
caracteristicas coloniales diferentes, de las cuales 27 mostraron capacidad de inhibir el
crecimiento del hongo en estudio (18 fueron Gram negativas y nueve Gram positivas).

Con la finalidad de obtener extractos extracelulares con actividad inhibitoria
de S. reilianum se realizaron curvas de crecimiento de cada cepa de bacterias y se
tomaron muestras de la fraccion extracelular en las fases de crecimiento logaritmica,
estacionaria temprana y estacionaria tardia. Los extractos con mayor actividad de 10
bacterias probadas fueron obtenidos en la fase estacionaria tardia de crecimiento, dos
de ellos soportaron un proceso de esterilizacién por calor himedo. Las dos bacterias
con capacidad de producir compuestos termoestables que inhiben el crecimiento de

S. reilianum fueron identificadas por secuenciacion del gen 16S rDNA.
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I. Introduccion.

El maiz (Zea maiz) es uno de los cultivos mas importantes para la
alimentacion humana y animal, y con aplicaciones importantes en la industria, es
por esta razon que a nivel mundial se destinan grandes superficies agricolas para
su cultivo (Giménez et al., 2002).

Este cereal frecuentemente se ve afectado por distintas enfermedades y plagas,
de las cuales aquellas que son ocasionadas por hongos constituyen las mas

importantes (Sexton y Howlett. 2006).

El carb6n de la espiga, cuyo agente causal es el basidiomiceto Sporisorium
reilianum, es una enfermedad sistémica que ataca el maiz. EI hongo penetra en la
plantula y crece dentro de ella, mostrando los sintomas en la etapa de floracion.
Existen pocas estrategias para el control de la enfermedad en campo, la que tiene
mayor aceptacion es la utilizaciéon de hibridos tolerantes con poco valor comercial,
y los fungicidas que se utilizan son poco efectivos. La rotacion de cultivos es otra
alternativa, sin embargo las teliosporas del hongo permanecen viables en el suelo

por muchos afios (Pérez y Badillo, 2007).

Control bioldgico.

Desde el advenimiento de la agricultura el hombre a combatido las plagas
gue compiten con él, por los mismos medios de supervivencia, recurriendo al uso
de compuestos quimicos toxicos, denominados plaguicidas que son
contaminantes que el ser humano esparce deliberadamente en el ambiente
poniendo en riesgo la salud Publica. En la actualidad se utilizan méas de 35,000
productos, los cuales dependiendo su objetivo pueden clasificarse en insecticidas,
fungicidas, herbicidas, acaricidas, molusquicidas, nematicidas y rodenticidas
(Norma Oficial Mexicana NOM-035-FITO-1995; Mugica y Figueroa, 1996).

El uso indiscriminado de plaguicidas no solo contribuye a la destruccion de

organismos nocivos para los cultivos, si no que también destruye e inhibe la
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proliferacion de organismos que son benéficos para plantas. Por otro lado la alta
persistencia de estos compuestos toxicos en el ambiente disminuye la calidad
agroalimentaria de los vegetales que se producen (Agrios, 1999). Una alternativa
eficaz para evitar el uso de compuestos quimicos en el manejo fitosanitario es el
control bioldgico, el cual se define como la destruccion total o parcial de patégenos
por medio de otros organismos, proceso que frecuentemente ocurre en la
naturaleza y cuya utilizacion en la agricultura ha ido en aumento (Agrios, 1999;
Spardo y Gullino, 2004). Esa capacidad natural de los microorganismos de inhibir
el crecimiento o la actividad metabdlica de otros organismos, ha sido bien
documentada y continda siendo inspiracion para la realizacion de investigaciones
que contribuyan al descubrimiento de nuevas drogas y para la proteccion de
diferentes cultivos y sus productos (Agrios, 1999; Whipps, 2001; Duffy, 2003).

Agrios (1999), sefala algunos mecanismos usados por los microorganismos
antagonistas que efecttan a la poblacion de patdgenos; por lo general no son muy

claros, pero de manera general se mencionar los siguientes:

Parasitismo directo y muerte del patégeno.
» Competencia con el patdgeno por el alimento.

» Efectos toxicos directos sobre el patégeno por el medio de

sustancias antibioticas liberadas por el antagonista.

» Efectos toxicos indirectos sobre el patégeno por sustancias volatiles,
como el etileno, liberadas por la actividad metabolica del organismo
antagonista.

En afios recientes el hombre ha intentado sacar ventaja de dichos
antagonismos biologicos naturales y ha estado desarrollando estrategias que le
permitan aplicar eficazmente el control biolégico contra diferentes enfermedades
de plantas. Dichos antagonistas, gracias a los antibiéticos que producen, por
competencia por el alimento o al parasitar directamente al patégeno, evitan que
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este Ultimo alcance poblaciones suficientemente altas como para que se difunda

ampliamente la enfermedad. (Agrios, 1999)

Muchos de los microorganismos antagonistas existen naturalmente en los
suelos de los campos de cultivo y ejercen cierto grado de control biolégico sobre
uno o muchos fitopatégenos, a pesar de las actividades humanas. Sin embargo, el
hombre ha hecho intentos por aumentar la efectividad de los microorganismos
antagonicos, ya sea introduciendo poblaciones nuevas y mas prolificas de
antagonistas, como por ejemplo Trichoderma harzianum y Bacillus penetrans en
campos donde faltan y/o afiadiendo enmiendas al suelo que sirven como
nutrientes (o que estimulan el crecimiento) de los microorganismos antagonicos e
incrementan su actividad inhibitoria sobre el patdogeno. Desafortunadamente aun
cuando dichos procedimientos han demostrado ser eficaces tanto en el
invernadero como en el laboratorio, ninguno de ellos ha dado buenos resultados
en el campo. Los nuevos microorganismos que se incorporan al suelo de un
campo de cultivo no pueden competir con la microbiota que existe en €l y no
sobreviven durante mucho tiempo. Hasta ahora, las enmiendas aplicadas no han
funcionado lo suficiente para seleccionar, mantener e incrementar Unicamente las
poblaciones de los antagonistas introducidos o ya presentes, es por esta razén
que el control final de las enfermedades por éste método es bastante limitado.
Existen otros casos en donde se ha podido controlar biolégicamente con éxito a
los fitopatégenos cuando los microorganismos antagonico se utilizan para proteger
directamente a las plantas de la infeccion causada por los patdogenos (Agrios,
1999).

La accion micopardsita ha sido visualizada como crecimiento de micelio en
forma de hifas alrededor del hongo que va a parasitar. EI micelio penetra con una
accion litica, resultado de la destruccion, desintegracion y descomposicion de
materiales biologicos. El micopardsitismo seria un mecanismo de accion muy

efectivo por la evidencias en laboratorios. (Morales, 1997).
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Se ha demostrado que Trichoderma spp. es una especie de hongo muy
eficiente contra una amplia gama de hongos fitopatogenos como por ejemplo,
Pythium spp., Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Botrytis cinerea, Phytophthora
spp., Sclerotium rolfsii, Sclerotium homeoeocarpa y Alternaria alternata a través
de la competencia y predacion. Desde 1930 se tiene reportada la capacidad
antagonista de este género y gracias a este proceso se han realizado numerosos
estudios para darle uso en el control de enfermedades de las plantas. (Harman,
1996).

Por otro lado la bacteria Bacillus subtilis es conocida por ser antagonista de
muchos hongos fitopatdgenos. Este antagonismo se logra por diversos
mecanismos que incluyen la competencia por nutrientes; exclusion de sitio;
colonizacion de las bacterias en el patdgeno y/o la liberacion de componentes
celulares durante el crecimiento, con la finalidad de eliminar o reducir los
competidores en su medio ambiente inmediato. B. subtilis no produce endotoxinas
y secreta proteinas al medio, algunas de ellas con propiedades antifingicas. Las
cuales son utilizadas por la industria para la elaboraciéon de insecticidas y
fungicidas. Esta especie corresponde al grupo de las Gram positiva, produce
endosporas y estas estructuras son termoresistentes. (Nogérska et al., 2007).

En México el uso del control biolégico como herramienta ha permitido
avanzar en la lucha contra poblaciones de plagas, evitando el uso excesivo de

compuestos quimicos y consecuentemente el deterioro de los suelos agricolas.

El control biolégico en su sentido mas amplio, es el proceso natural de
regulacion poblacional creado por la interaccion de los componentes bidticos de
un ecosistema. Incluye la mortalidad, la competencia entre individuos de una
misma o de diferentes especies, los efectos de defensa y resistencia en
organismos hospederos y los resultados directos o indirectos del ataque por

organismos pertenecientes a niveles troficos mas altos (Granados, 1996).

El control biolégico en la practica es la manipulacidon, conservacion e

incremento de las poblaciones de organismos especificos benéficos para regular
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las poblaciones de especies indeseables y asi prevenir o reducir su impacto
negativo en la produccion y por tanto en el bienestar de los humanos. Supone el
manejo de enemigos naturales como son parasitos, depredadores y patégenos
para controlar la densidad poblacional de plagas de insectos, acaros y malezas
(Granados, 1996).

Il. Antecedentes.
. I. El Maiz y el Carbén de la espiga.

El maiz es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial debido a que
es utilizado principalmente en la alimentaciéon de humanos y de ganado. Se ha
estimado que mas de 120 millones de hectareas distribuidas en todo el mundo son
utilizadas para la produccion de este cereal; sin embargo, durante su cultivo y
almacenamiento es susceptible a la presencia de enfermedades y plagas que se
traducen en una disminucién en su produccion (Munkvold, 2003).

Una de las enfermedades mas importantes es la ocasionada por
Sporisorium reilianum, el agente causal del “carbén de la espiga”, la cual es
distribucion mundial y afecta principalmente al maiz (S reilianum f. sp. zeae) y al
sorgo (S. reilianum f. sp. reilianum) ocasionando numerosas peérdidas econdémicas.
Este patdgeno del suelo penetra a la planta durante la geminacién de la semilla
produciendo una infeccion sistémica que se manifiesta después de la floracion. La
caracteristica mas sobresaliente de la enfermedad es la presencia de masas
carbonosas de color negro en mazorcas y en espigas; estas Ultimas presentan un
desarrollo excesivo y deformaciones (Figura 1) (Fredericksen, 1977; Shurtleff,
1980; Matyac y Kommedahl, 1985; Martinez et al; 2000).
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Figura 1. Imagenes del carbdn de la espiga ocasiona  do por S. reilianum. Se observa
la presencia de masas carbonosas de color negro las cuales substituyen a la mazorcay ala

espiga, como se observa en los incisos A) y B), res  pectivamente.

S. reilianum pertenece al grupo Basidiomycota, Clase Ustilaginomycetes,
Subclase Ustilaginomycetidae, Orden Ustilaginales Familia Ustilaginaceae, que
incluye a los comunmente llamados carbones. Estos infectan un gran nimero de
plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas, la produccion de esporas de color oscuro
es su caracteristica distintiva (Romero, 1993; Agrios, 1999).

La enfermedad carbén de la espiga se manifiesta en las espigas masculinas
y mazorcas y se caracteriza por la presencia de soros que contiene esporas que
sustituyen la formacion de polen y de grano destruyendo por completo a sus

estructuras.

La infeccion en plantulas no presenta sintomas visibles y la infeccién se
manifiesta por severos achaparramientos, acortamientos de entrenudos vy
esterilidad. Los sintomas visibles se expresan en plantas adultas, en los tejidos
jovenes activos, en yemas axilares, flores individuales de la mazorca y espigas
(De Leodn, 1984).

La incidencia del carbdn de la espiga esta relacionada a las condiciones
ambientales y practicas culturales. La plantula es infectada por teliosporas
presentes en el suelo durante o después de la emergencia y el desarrollo de la
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enfermedad es determinado por la humedad y temperatura del suelo, la fertilidad,

el distanciamiento entre plantas y tipo de suelo (Matyac y Kommedaht, 1985).

El intervalo de temperatura 6ptimo para la infeccion es de 20 a 30° C y
humedad del suelo de 15 a 25 %; la cantidad de esporas presentes en el suelo, la
capacidad de infeccion, la virulencia del patégeno, la susceptibilidad de las
variedades de maiz y la alcalinidad del suelo, influyen en el desarrollo
epidemioldgico de la enfermedad (Mack, 1984; Romero, 1993).

Algunos carbones pueden sobrevivir en la naturaleza, por cierto periodo de
tiempo, S reilianum es un hongo con origen en el suelo que sobrevive en forma de
teliospora (Figura 2); ataca a plantulas mediante micelio dicariético septado y se
desarrolla sistémicamente invadiendo Organos reproductivos no diferenciados
(Romero, 1993). Los soros que destruyen las inflorescencias estan cubiertos cada
uno por peridio fungoso (tejido membranoso blanco) que se desintegra y forma
células estériles esféricas o subesféricas, hialinas o amarillentas palidas de
5 - 15 ym de didmetro. En los soros se forman bandas filamentosas de color
blanco, las cuales son vestigios del sistema vascular de las inflorescencias. Las
teliosporas son estructuras esféricas o subesféricas de color café amarillento
palido a rojizo oscuro o negro, equinuladas, de 9 - 12 um de diametro. Las
teliosporas al germinar producen promicelio y esporidios laterales pequefos,
hialinos y unicelulares con tipo de compatibilidad (+) y (-), aproximadamente en
igual numero que miden 7-15 um de didmetro. Las teliosporas que germinan
directamente en el suelo producen hifas infectivas dicarioticas. Las agallas que
encierran las clamidosporas (teliosporas), se rompen con facilidad y caen al suelo,
después de un periodo de reposo germinan e infectan semillas y posteriormente a
plantas jovenes. La teliospora joven sufre cariogamia, al madurar se transforma en
esporas binucleadas diploides, estas esporas germinan inmediatamente o

permanecen en un periodo de reposo de tres a cuatro meses (Alexopoulus, 1985).
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Figura 2. Imagenes de las teliosporas de  S. reilianum, estas estructuras son el principal
medio de diseminacion de la enfermedad.

Varios autores mencionan que el uso de plantas resistentes es la mejor
opcion para el control de S. reilianum en maiz sembrado en condiciones de riego y
temporal. En los programas de mejoramiento de maiz, se ha encontrado que
genotipos de maiz que se evaluaron como resistentes al ataque de S. reilianum en
un afio, al siguiente se comportan como susceptibles y el grado de ataque varia

segun la zona y el afio (Stromberg, 1984; Hirschhorn, 1986; Ramirez, 2000).

[l.Il. Importancia econémica.

Todos los carbones son patdgenos de plantas, existen aproximadamente
1100 especies que atacan a mas de 75 familias de angiospermas y algunas
especies estan confinadas geograficamente a areas pequefias; en donde se

encuentra la planta hospedadora (Alexopoulus, 1985).

S. reilianum es un hongo patdgeno de distribucion mundial (Figura 3) causa
pérdidas importantes en paises como Australia, Nueva Zelanda, URS, Sur de
Africa, sureste de Europa , E. U. Y México, principalmente donde se practica
intensivamente el cultivo de maiz; en los trépicos esta enfermedad presenta un
mayor indice de infeccion, debido a las condiciones Optimas para el crecimiento

del patégeno (Agrios, 1999).
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an”

- Paises que
presentan la enfermedad

del carbon de la espiga.

Figura 3. Distribucién Geogréficade S. reilianum.

En México, la enfermedad se encuentra presente en los estados de Jalisco,
Aguascalientes, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Puebla, México y Veracruz
(Figura 4); ataca principalmente a maiz de ciclo tardio en siembras de humedad
residual y de temporal ( Fuentes, 1962).

N
ESTADOS UNIDOS /

COAHUILA

Estados del
pais que presentan = S owfey ome
la enfermedad.

REPUBLICA MEXICANA

Figura 4. Distribucion Geografica del carbon de la espiga en el territorio nacional.
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La enfermedad que causa este hongo tiene un fuerte impacto en la
economia de los productores disminuyendo sus ganancias considerablemente ya
que es factible que con un 40% de afectacion se tenga una pérdida total del
ingreso neto.

En la década de 1960, se cuenta con reportes de afeccion de maices
criollos en el Valle del Mezquital, Hgo. A mediados de los 70°s surgi6 como
respuesta el hibrido H-133, que se mantuvo sin problemas hasta 1985, afio en el
que hubo dafios de consideracion, motivos por el cual fue remplazado por el H-
135. Fue hasta 1998 cuando resurgié este problema fitosanitario en tres hibridos
de maiz en los municipios de Tula y Francisco |. Madero. En 1999 productores
reportaron dafios en 10 parcelas y seis hibridos, principalmente en el municipio de

Francisco I. Madero, San Salvador, Mixquiahuala y Tlaxcoapan.

El problema se fue acrecentando y en el afio 2000 se atendieron reportes
de 99 parcelas, 19 genotipos y 14 municipios, observdndose un incremento

considerable en ese afo.

De acuerdo con los resultados de la evaluacion del ciclo agricola P.V.
2001, de los 22 municipios del Distrito de Desarrollo Rural se muestrearon 20, de
los cuales 17 de ellos resultaron con algun grado de afeccion, sobresaliendo:
Tlaxcoapan, Tlahuelilpan, Mixquiahuala, Atitalaquia, Tula de Allende, San
Salvador y Fco. |. Madero (Pérez, 2002).

Existen algunos factores que limitan el uso de controladores biolégicos
como la menor competitividad con respecto al control quimico; uno de los mas
importantes es el nivel sociocultural del agricultor.

Las condiciones de control cultural mas aconsejables de poner en préactica

para evitar o disminuir el ataque de S. reilianum son:

» En superficies pequefias o0 parcelas con poca incidencia del carbén de la
espiga, quitar las espigas enfermas y enterrarlas a una profundidad de 1m,

fuera del territorio agricola.
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* No arrojar espigas con carbon a los canales de riego.

» Sembrar semillas que estén tratadas con Triadimenol, ingrediente activo
que reduce hasta en un 30% la incidencia del carbén del la espiga.

* Emplear materiales tolerantes al carbdn de la espiga.

» Ajustarse a las fechas de siembra que muestran menor incidencia de
carbon de la espiga.

» Evitar periodos prolongados de estrés de humedad al inicio del cultivo y
durante la floracion.

* Manejo adecuado de maquinas, lavado de materiales con agua a presion.
(Pérez y Bobadilla, 2002).

e Fumigar o desinfectar la maquinaria agricola principalmente las
cosechaduras (antes de trabajar el terreno), pues son un vehiculo de

transporte de las esporas a terrenos agricolas no infestados. (Pérez, 2002).

La implementacion de estas medidas, en conjunto con un buen control bioldgico,

es la base del manejo integrado eficiente de esta enfermedad.
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I1l. Justificacion.

El carbdn de la espiga del maiz es una de las enfermedades que ocasiona
numerosas pérdidas econdmicas, impactando afio con afio a la superficie
sembrada con este cereal. Para combatir el problema los productores agricolas
utilizan variedades de maiz resistentes a la enfermedad y el uso de fungicidas que

ademas de ser costosos contaminan los suelos agricolas.

Dada la importancia que S reilianum ha adquirido recientemente en el
Estado de Hidalgo, en este trabajo se realiz6 la busqueda e identificacion de
bacterias que inhiben el crecimiento de este basidiomiceto, con el fin de ser
utilizadas como una alternativa natural compatible con el medio ambiente en el

control de la enfermedad.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. OBJETIVO GENERAL

Efectuar la busqueda, identificacion y caracterizacion de bacterias

antagonistas del crecimiento del hongo patégeno del maiz Sporisorium reilianum

de muestras de suelo donde se cultiva maiz, en el municipio de Mixquiahuala,

Hidalgo.

IV.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar una cepa de S. reilianum aislada en el Estado de Hidalgo

mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) especifica.

Aislar bacterias a partir de suelos de cultivos de maiz con capacidad

antagonica del crecimiento de los hongos S. reilianum.

Determinar la morfologia microscopica y colonial de las bacterias aisladas

con capacidad de inhibir el crecimiento de los hongos en estudio.

Obtener extractos extracelulares con capacidad antagonica del crecimiento
de los hongos en estudio a partir de los cultivos de las bacterias aisladas en

diferentes fases del crecimiento.

Identificar por métodos moleculares las bacterias con potencial para ser

utilizadas en el control biolégico de S. reilianum.

14
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V. Procedimiento experimental
V.l. Microorganismos y conservacion.

La cepa utilizada en este trabajo fue S. reilianum donada por el Dr. Gerardo
Leyva Mir de la Universidad Autdnoma de Chapingo, aislada de la localidad de

Cinta Larga municipio de Mixquiahuala, Hgo.

Los microorganismos fueron conservados a largo plazo a temperatura
ambiente en tubos con medio YPD inclinado con aceite mineral. Se realizaron
resiembras peridédicas en placas con YPD para tener disponible la cepa en

cualquier momento.

Las cepas de bacterias aisladas se conservaron en glicerol al 25 % a una

temperatura de -80°C.

V.II. Medios de cultivo.
Los medios de cultivo utilizados en este trabajo fueron los siguientes:
» Caldo Luria
B deKing
* Agar Soya Tripticaseina, TSA
* Agar Papa Dextrosa, PDA
» Caldo Papa Dextrosa, PDB
e Extracto de Levadura Peptona y Dextrosa YPD
e Agar Blando YPD

La formulacién y preparacién de cada medio de cultivo se encuentran en el

Anexo 1.
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V.III. Identificacion molecular de  S. reilianum.
V.IILI. Extraccién de DNA gendémico de  S. reilianum.

La extraccion del DNA gendmico de S. reilianum se realiz6 por el método
descrito por Hoffman y Winston (1987). La concentracion y la calidad del DNA se
determind espectrofotométricamente, realizando lecturas a 260 nm y por la
relacion As260/As280, respectivamente. Se utilizé un espectrofotometro Jenway
(Peltier controller 6405uv/vis).

Las muestras de DNA fueron diluidas hasta obtener una concentracién de
200 pg/ul para la realizacion de la PCR.

V.IILII. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para la identificacion de

S. reilianum.

Se realiz6 la identificacion molecular de una cepa de S. reilianum del
Estado de Hidalgo siguiendo la metodologia descrita por Xu et al; (1999),

utilizando el termociclador Axygen Maxigen.

V.IILII Electroforesis de DNA en geles de agarosa

El DNA y los productos de amplificacion se separaron por electroforesis en
geles de agarosa al 1%, en regulador TAE 10X (Anexo 2) a 80 V. Los geles se
tiferon en TAE con bromuro de etidio a una concentraciéon de 0.2ug/ml, y se

observaron con luz UV.
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V.IV. Muestras de suelo.

Se colectaron muestras de suelo rizosférico y no rizosfésrico de cultivos de
maiz de la localidad de Cinta Larga municipio de Mixquiahuala, Hgo., los cuales

fueron conservadas a 4° C.

V.VI. Aislamiento de las bacterias con actividad inhibito ria del crecimiento de

S. reilianum.

El aislamiento de bacterias se realiz6 mediante diluciones seriadas (107,
102,103, 104, 105,10%,107 y 108) a partir de una suspension de 10 g de suelo en
90 ml de agua destilada estéril. De las diluciones 103 hasta 10 se tomd 0.1 mly
se inocul6 por espatulado en placas con medio B de King por duplicado, las cuales
posteriormente fueron incubadas a 28°C durante 48 horas. Se tomaron las cepas
bacterianas que presentaron caracteristicas coloniales diferentes y se conservaron
en medio PDA.

Para la seleccion de bacterias con actividad antagonista, la cepa de S.
reilianum se sembr6 en forma de césped en placas de YPD, para lo cual a partir
de un cultivo en fase logaritmica en medio YPD, se tom6 0.1 mly se adicion0 a 3
ml de agar blando YPD; esta mezcla se agitd y se vertié en la placa con el mismo
medio, en la cual el in6culo fue distribuido uniformente. Posteriormente, cada cepa
bacteriana aislada fue sembrada por picadura en el césped mediante la utilizacién
de palillos estériles, teniendo cuidado de no sembrar mas de 4 unidades

formadoras de colonias. Las placas fueron incubadas a 28°C, durante 72 horas.

Las cepas con capacidad de inhibir el crecimiento de S reilianum fueron

seleccionadas por su capacidad en producir halos de inhibicién.

Las cepas que mostraron actividad antagonica del crecimiento fueron

conservadas a -80°C en glicerol al 25%.



UAEH - CIB
Aislamiento e identificacion de cepas bacterianas antagonistas del crecimiento
del hongo patégeno del maiz , Sporisorium reilianum.

V.VI. Caracterizacibn de las bacterias con activida d inhibitoria del

crecimiento de S. reilianum.

Las bacterias seleccionadas se sembraron por estria cruzada en medio
TSA y se incubaron de 24 a 48 horas a 28° C; posteriormente, se determiné la

morfologia colonial y microscépica de cada cepa.

V.VLI. Determinacién de la morfologia colonial.

Se realizaron observaciones al microscopio estereoscoépico de las colonias
aisladas crecidas en medio TSA de cada una de las bacterias y posteriormente se

describieron sus caracteristicas segun el Cuadro I.

Cuadro |. Caracteristicas coloniales del crecimiento bacteriano en medio sélido.

Tamafio Diametro en milimetros
. .
Puntiforme . Irregular
Forma Circular . Rizoide
. . <
Filamentosa % Aguja
Plana - Pulvinada
Elevacion Elevada — Umbonada _&_
Convexa _-_ Umbilicada M
Entero ) Lacerado 2’_?—;
Margen Ondulado Filamentosa
Lobulado Enrulada
Color Blanco, amarillo, sepia, negro y otros.
Luz reflejada Brillante y mate
Luz transmitida Translucida y opaca

Consistencia Butirosa, viscosa, membranosa, quebradiza y ofras

18
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V.VLIIl. Determinacién de la morfologia microscépic  a.

La morfologia microscépica se determind mediante la observacion de frotis
tefidos por la técnica de Gram (Hucker y Conn, 1927). Los resultados fueron

corroborados mediante la reaccion de KOH de la siguiente manera.

En un portaobjetos limpio se coloco una gota de solucion de KOH al 3%.
Posteriormente, se tom6 con un asa estéril una porcién del cultivo bacteriano y se
mezclé con la gota durante unos segundos posteriormente se levantd lentamente
el asa. La reaccion fue considerada positiva si se apreciaba la formacion de un
hilo, indicando que las bacterias pertenecen al grupo de las Gram negativas, por el
contrario, si no se apreciaba la formacion del hilo la reaccion es negativa y la cepa

pertenece al grupo de las Gram positivas.

V.VIl. Determinaciéon de las curvas de crecimiento d e las bacterias con
actividad antagonista de S. reilianum.

Se determinaron las curvas de crecimiento en medio PDB de cada una de
las bacterias en estudio mediante el incremento en la absorbancia a 600 nm como

se describe a continuacion.

A partir de de un preindculo de 12 horas, se inocularon matraces de 500 ml
con 100 ml de medio ajustando el cultivo a una absorbancia de 0.2 a 600 nm,
posteriormente, se incubaron a 28°C en agitacion (200 rpm.) y se tomaron lecturas
cada dos horas. Con los datos obtenidos se construyeron las gréficas de las

curvas de crecimiento.

V.VIIIl. Cinéticas de produccién de los compuestos ¢ on actividad inhibitoria

del crecimiento de S. reilianum.

Una vez determinadas las curvas de crecimiento de cada cepa de bacterias
se realizaron cultivos en matraces de 500 ml con 100 ml de medio PDB bajo las

mismas condiciones que se especifican en el apartado V.6. Se tomaron muestras
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de 10 ml en los tiempos en lo que los microorganismos se encontraban en las
fases; logaritmica, estacionaria temprana y estacionaria tardia de crecimiento.
Cada muestra fue centrifugada a 5000 rpm. a 4° C y se dividid en dos alicuotas,
una de ellas fue esterilizada por calor himedo y la otra por filtracion utilizando un
filtro de 0.22 pc de poro. Posteriormente, para cada muestra se determind su
actividad antifangica, para lo cual la cepa de S. reilianum fue sembrada en forma
de césped en placas con YPD. Una vez distribuido el inéculo se colocaron cuatro
tubos de plastico estériles sin fondo de 0.8 cm de alto X 0.5 cm de diametro,
colocados a una distancian de 2.5 cm con respecto al centro de la caja de Petri, en
donde se adicionaron 200 pl del extracto (Figura 5). Las placas fueron incubadas a
28° C durante 48 horas y se compararon contra un testigo al cual en lugar de

extracto se adicionaron 200 ul de medio PDB.

Tubo estéril

Césped del Hongo

«—  Placacon

Figura 5. Disefio experimental para de la actividad antagB1E&iQel
crecimiento de  S. reilianum utilizando los exiracios obtenidos a partir de bact ¥4} aisladas
de suelo.

V.IX. Identificacion Molecular de las bacterias con actividad antagonista de

S. reilianum.
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V.IX.l. Extraccion de DNA bacteriano.

La extraccion del DNA bacteriano se realiz6 por el método descrito por
Sambrook et al; (1989). La concentracion y la calidad del DNA se determind
espectrofotométricamente, realizando lecturas a 260 nm y por la relacion

As260/As280, respectivamente.

V.IX.Il. Amplificacion del 16S rDNA mediante reacci On en cadena de la

polimerasa y secuenciacion.

Para la amplificacion del gen 16SDNAr de las bacterias aisladas se
utilizaron los iniciadores universales 8F 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' y
1492R 5'- GTTACCTTGTTACGACTT-3'. Las condiciones de la PCR fueron las
siguientes; desnaturalizacion inicial 5 min a 95° C , 30 repeticiones de 30 seg a 95°
C,30segab4° Cy 30sega 72°C,y finalmente 10 min a 72° C para la extensiéon
final. Los fragmentos amplificados fueron purificados mediante el kit comercial
QIAquick Gel Extraction (QIAGEN, USA) y posteriormente secuenciados mediante

un servicio externo.

V.IX.1l. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

El DNA vy los productos de PCR se separaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1%, en regulador TAE 1X a 80 V. Los geles se tifieron en TAE con
bromuro de etidio (10 mg/ml), y se observaron con luz UV utilizando un

fotodocumentador de imagenes.

V.IX.IV. Analisis de las secuencias.
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Las secuencias obtenidas fueron revisadas y comparadas en la base de datos del
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) mediante el software BLAST (Basic Local
Aligment Search Tool) 27 de Febrero de 20009.

VI. Resultados.
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VI.1. Identificacién molecular de las cepas de  S. reilianum.

La cepa de S. reilianum utilizada en este trabajo fue identificada mediante PCR
especifica como describe Xu et al; (1999), para lo cual se realiz6 la extraccion del
DNA total del hongo el cual resultd ser de buena calidad como se muestra en la
Figura 6.

DNA —>

Figura 6. Electroforesis del DNA de  S. reilianum.

A parir de la PCR especifica se obtuvieron dos amplificados de 952 pb y
de 962 pb utlizando dos pares de iniciadores especificos SR1 y SR2,
respectivamente (Figura 7).
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1 2 3 4 56 7 8
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2000ph g S

15000ph ——
<+— 960pb
INnh g 4+—— E00ph
750pb — &
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50ph ———»

Figura 7. Electroforesis de los productos de PCR pa  rala identificacion de S. reilianum. Carril
1: Marcador de talla molecular DNA,PCR DNA Marker 5 0-2000pb Amresco, Carriles 3y 4:
Amplificacién con los iniciadores SR1, Carriles 6 y 7: Amplificacién con los iniciadores SR3.

En cada uno de los carriles utilizados se colocaron 3ul del producto de la PCR.

VI.II. Aislamiento de las cepas bacterianas con act ividad inhibitoria del

crecimiento de S. reilianum.

Se aislaron 300 cepas bacterianas de suelos de cultivo de maiz, de las
cuales solo 27 presentaron actividad inhibitoria del crecimiento de S. reilianum
(Figuras 8y 9).
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Figura 8. Cepas bacterianas Gram (+) que mostraron  efecto inhibitorio del crecimiento del
hongo S. reilianum. A) Testigo, B) Cepa 1, C) Cepa 12, D) Cepa 49, E) Cepa 53, F) Cepa
54, G) Cepa 64, H) Cepa 135, 1) Cepa 150, J) Ce pa 160. En cada una de las placas se puede
observar el halo de inhibicién.
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Figura 9. Cepas Bacterianas Gram (-) que mostraron  efecto inhibitorio del
crecimiento del hongo S. reilianum. A) Testigo, B) Cepa 3, C) Cepa 5, D) Cepa 6, E) C epa 7,
F) Cepa 11, G) Cepa 14, H) Cepa 15, 1) Cepal6, J) Cepa 18, K) Cepa 20, L) Cepa 38, M) Cepa
39, N) Cepa 42, N) Cepa 47, O) Cepa 51, P) Cepa 66, Q) Cepa 115, R) Cepa 151. En esta
imagen se observa que en algunas placas las bacteri  as han inhibido completamente el
crecimiento del hongo en estudio, en algunas otras placas el halo de inhibicion es mas
reducido.
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VIIII. Caracterizacion de las cepas bacterianas co

crecimiento de S. reilianum.

VI.I11.1. Morfologia microscopica.

Para determinar

la morfologia microscopica de

del hongo patégeno del maiz

UAEH - CIB

antagonistas del crecimiento

, Sporisorium reilianum.

n actividad inhibitoria del

las bacterias que

presentaron actividad inhibitoria del crecimiento del hongo en estudio se realizaron

tinciones de Gram de las cuales 9 resultaron ser Gram positivas y 18 Gram

negativas (Cuadro Il). Estos resultados fueron corroborados mediante la reaccién

del KOH como se describe en el procedimiento experimental.

Cuadro Il. Morfologia microscépica de las bacterias con actividad inhibitoria del
crecimiento de S. reilianum.

Cepa
uT1
uT 3
UTs5
uUT 6
ut7
uT 11
uT 12
UT 14
UT 15
UT 16
UT 18
UT 20
UT 38

UT 39

Gram

(+)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(+)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)

KOH
(-)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(-)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)

Morfologia

Cocos
Cocos
Bacilos
Bacilos cortos
Bacilos cortos
Bacilos cortos
Bacilos largos
Bacilos cortos
Bacilos cortos
Bacilos
Bacilos cortos
Bacilos cortos
Bacilos

Bacilos cortos
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Cuadro Il. Continuacion. Morfologia microscoépica de las bacterias con actividad
inhibitoria del crecimiento de S. reilianum.

UT 42 (-) (+) Cocos
UT 47 (-) (+) Cocobacilos
UT 49 (+) (-) Bacilos
UT 51 (-) (+) Bacilos
UT 53 (+) (-) Bacilos
UT 54 (+) (-) Cocobacilos
UT 64 (+) (-) Bacilos
UT 66 (-) (+) Bacilos cortos
UT 115 (-) (+) Bacilos
UT 135 (+) (-) Bacilos
UT 150 (+) (-) Bacilos
UT 151 (-) (+) Bacilos
UT 160 (+) (-) Bacilos
VLIILII. Morfologia colonial.

Se encontr6 que todas las cepas bacterianas aisladas presentaron
caracteristicas coloniales diferentes como se muestra en la Cuadro .
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VI.IV. Cinética de produccién de los compuestos con actividad inhibitoria del
crecimiento de S. reilianum.

Se realizaron las curvas de crecimiento en medio PDB de cada una de las
cepas aisladas. (Figuras 10 y 11). De los resultados obtenidos se seleccionaron
los tiempos en los que cada cepa se encontraba en las fases logaritmica,
estacionaria temprana y estacionaria tardia del crecimiento, para obtener una
muestra de la fraccion extracelular, la cual fue esterilizada por filtracién con la
finalidad de eliminar las bacterias y medir Unicamente el efecto de inhibicién del

crecimiento de S. reilianum de las sustancias que se producen.
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Figura 10. Curvas de crecimiento de las bacterias G ram (+) con actividad inhibitoria del
crecimiento de S. reilianum. A) Cepa 1, B) Cepa 12, C) Cepa 49, D) Cepa 53, E) C epa 54, F)
Cepa 64, G) Cepa 135, H) Cepa 150 e 1) Cepa 160. Se observa claramente la Fase Logaritmica,

Estacionaria Temprana y Tardia.
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Figura 11. Curvas de crecimiento de las bacterias G ram (-) con actividad inhibitoria del
crecimiento de S. reilianum. A) Cepa 3, B) Cepa 5, C) Cepa 6, D) Cepa 7, E) Cepa 11, F) Cepa
14, G) Cepa 15, H) Cepa 16 e I) Cepa 18. Se observa claramente la Fase Logaritmica,

Estacionaria Temprana y Tardia.
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Figura 11. Continuacion. Curvas de crecimiento de |  as bacterias Gram (-) con actividad

inhibitoria del crecimiento de  S. reilianum. J) Cepa 20, K) Cepa 38, L) Cepa 39, M) Cepa 42, N)
Cepa 47, N) Cepa 51, O) Cepa 66, P) Cepa 115y Q) C epa 151. Se observa claramente la Fase
Logaritmica, Estacionaria Temprana y Tardia.

Como se muestra en las Figuras 12 y 13, sélo de 10 cepas se lograron obtener
extractos con actividad inhibitoria de S. reilianum, del resto aunque se obtuvieron

las muestras, estas no mostraron ningun efecto sobre el hongo (Cuadro V).
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Figura 12. Efecto inhibitorio del crecimiento de  S. reilianum de los extractos obtenidos por

.

filtracion de las bacterias Gram (+). A) Testigo,  B) Cepa 1 en Fases Estacionaria Tardia, C)
Cepa 150 en Fase Estacionaria Temprana, D) Cepa 160 en Fase Estacionaria Tardia.

Figura 13. Efecto inhibitorio del crecimiento de  S. reilianum de los extractos obtenidos por

filtracidn de las bacterias Gram (-). A) Testigo, B) Cepa 5 en Fases logaritmica, C) Cepa 11
en Fase Estacionaria Tardia, D) Cepa 14 en Fase Log aritmica, E) Cepa 20, F) Cepa 38, G)
Cepa 39y H) Cepa 66 en la Fase Estacionaria Tardia
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Cuadro IV. Efecto de inhibicion del crecimiento S. reilianum producido por
extractos extracelulares esterilizados por filtracion obtenidos en diferentes fases
del crecimiento de las bacterias aisladas.

Inhibicion en cm.

Testigo Fase Estacionaria Estacionaria
Logaritmica Temprana Tardia

uTi1 0.0 0.0 0.0 1.0
uTs 0.0 1.0 0.0 0.0
uT11 0.0 0.0 1.2 1.9
uTi14 0.0 1.0 0.0 0.0
uT20 0.0 0.0 0.0 1.0
uT 38 0.0 1.0 1.0 1.0
uT 39 0.0 1.0 1.0 1.0
UTeb 0.0 0.0 3.5 4

uT 150 0.0 0.0 1.9 1.1
uT 160 0.0 0.0 1.3 1.4

De todas las muestras con actividad inhibitoria, dos de ellas obtenidas a
partir de las cepas bacterianas 150 y 160 soportaron un proceso de esteilizacion
por calor himedo manteniendo su actividad (Figura 14 y Cuadro V).

Figura 14. Efecto inhibitorio del crecimiento de S. reilianum de los extractos obtenidos por
esterilizacion por calor humedo de las bacterias Gr am (+). A) Testigo, B) Cepa 150 y C) Cepa

160 en Fase Estacionaria Tardia.

35



UAEH - CIB
Aislamiento e identificacion de cepas bacterianas antagonistas del crecimiento
del hongo patégeno del maiz , Sporisorium reilianum.

Cuadro V. Efecto de inhibicién del crecimiento S. reilianum producido por
extractos extracelulares esterilizados por calor humedo obtenidos en diferentes

fases del crecimiento de las bacterias aisladas.

Testigo Fase Estacionaria Estacionaria
Logaritmica Temprana Tardia
UT 150 0.0 0.0 0.0 1.0
UT 160 0.0 0.0 1.0 1.5

VI.V. Identificacion molecular de las cepas bacteri anas con actividad

antagonista del crecimiento de  S. reilianum.

Segun los resultados anteriores las cepas 150 y 160 resultaron ser las mas
atractivas para ser utilizadas en el control de S. reilianum debido a que los
extractos obtenidos a partir de ellas fueron termoestables, y por cuestiones de

presupuesto Unicamente se realizo la identificacion molecular de estas dos cepas.

Como se muestra en la Figura 15, el DNA extraido de las bacterias en
estudio resulté ser de buena calidad, ya que se observa una banda definida de

alto peso molecular con ligera degradacion.
1 2

<— DNA

Figura 15. DNA total de bacterias de las cepas con  actividad antagonica del crecimiento de
S. reilianum. Carril 1;: 150y Carril 2: 160. En cada uno de lo s carriles fueron colocados 3ul

de la misma muestra.
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El DNA extraido fue utilizado para la amplificacion del gen 16S rDNA; para las dos

cepas bacterianas se obtuvo el amplificado esperado de 1500 pb (Figura 16).

1500pb
1500pb

500pb

1580pb
50pb

Figura 16. Amplificacion del 16S rDNA de las bacter  ias Gram positivas aisladas. 1: Marcador
de peso molecular DNA,PCR DNA Marker 50-2000pb Amre  sco, Carril 2: 150 y Carril 3: 160.

En cada uno de los carriles utilizados se colocaron 3ul del producto de la PCR.

Los fragmentos fueron secuenciados Yy las secuencias obtenidas (no se
secuenciaron completos los genes) se muestran en las figuras 17 y 18.
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ATNCCACCGATCGATAGGTGTCGGATTTGGGCGTAAGGGCTCGCAGGCGG
TTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT GGAATTCCACGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGT GGCGAAGGCGACTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGT GGGGAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGG
GGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGTCGCAAGACTGAAACT CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGC
AGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCA
GTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAA
ATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGGTACACCCGAAGTCG
GTGAGGTAACCTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGT GGGACGATGATTGGGGA
GCNTNNNCNAGGGAAAAAAAANNNNNNNNNNNNNNA

Figura 17. Secuencia del gen 16SDNAr obtenida de la  cepa 150. Se amplificé un fragmento
de 952pb del gen 16S rDNA mediante la utilizacion d e iniciadores universales. El producto

de la PCR fue purificado y secuenciado.

NNNNAAATAAAAAACGATCGTAGTTTACGCTTATCCGGCGTAAACGCTAG
CAGTGTGATTTCTTGAGCCTGATGCGAAAGCTACCGGGTCACCCGGGAGG
GTCATTGGARACTGAGGAACTTGAGT GCTGAAGAGGAGAGTGGAATTCAC
CGTGTAGCGCTGAAATGCGTAGAGAT GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGG
CGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGT
GTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCC
GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACT GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTT
CGGGGGCAGAGTGACAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCA
GCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAG
GTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAAT
CCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTG
AAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGAT CAGCATGCCGCGGTGAATACGTT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACC
CGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGAAGCAGCCGCCCAAAGTGGACAGAT
GATTGGGTGAGCTCCCACCAGGATAGGANNNNNCNNNCCCCCCGNCGNNN
NN

Figura 18. Secuencia del gen 16S rDNA obtenida de | a cepa 160. Se amplificé un fragmento
de 962pb del gen 16S rDNA mediante la utilizacion d e iniciadores universales. El producto

de la PCR fue purificado y secuenciado.
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La comparacién de las secuencias en la base de datos del GenBank

mediante el software BLAST mostro que las cepas 150 y 160 tienen un 99y 97%

de similitud, respectivamente, con secuencias del gen 16S rDNA de dos cepas de

B. subtilis (Cuadro VI1y VII).

Cuadro VI. Resultados del analisis con el programa BLAST de la cepa 150.

Bacillus subtilis strain CICC10078 16S ribosom
Bacillus subtilis strain CICC10048 16Sribosom
Bacillus sp. BM2 16Sribosomal RNA gene
Bacillus subtilis strain MSB10 16S ribosomal
Bacillus sp. DN2.6 16S ribosomal RNA gene
Bacillus subtilis strain S51 16S ribosomal RNA
Bacillus subtilis strain WD20 16S ribosomal RNA
Bacillus amyloliquefaciens strain sdg-26 16Sr
Bacillus amyloliquefaciens strain sdg-31 16Sr

Bacillus subtilis strain TCCC11429 16Sribosom

99.46

99.46

99.35.

99.35

99.35

99.35

99.35

99.35.

99.35

99.35

927

927

928

928

928

928

928

928

928

928

Cuadro VII. Resultados del analisis con el programa BLAST de la cepa 160.

Bacillus subtilis strain HDYM-23 165 ribosomal 9
Bacillus subtilis strain C90 165 ribosomal RNA

Bacillus sp. ZJUT-K15 165 ribosomal RNA gene

Bacillus subtilis strain QF-02 165 ribosomal

Bacillus sp. 50-3 165 ribosomal RNA gene

Bacillus subtilis strain Pab02 165 ribosomal

Bacillus sp. Aerol-1 gene for 165 rRNA

Bacillus subtilis strain Z106 165 ribosomal RN

Bacillus amyloliquefaciens strain LSCO04 165 r

Bacillus subtilis isolate C9-1 16S ribosomal

7.21

97.2

9r.2

97.3

97.2

9r.2

97.3

97.2

9r.2

97.2

931

930

930

936

930

930

926

930

930

930
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Las secuencias obtenidas de la cepa 150 y la cepa 160 se utilizaron para

realizar un alineamiento pareado entre si con la finalidad de conocer la similitud

entre ellas (Figura 19). Posteriormente, se realizé un alineamiento pareado con la

secuencia de la cepa 150 con la secuencia de la cepa de Bacillus subtilis strain

CICC10078 (Figura 20) y por ultimo la secuencia de la cepa 160 con la secuencia

de la cepa de Bacillus subtilis cepa HDYM-23 16S (Figura 21). Los alineamientos

se realizaron

mediante un Megablast (variante del Software especifico para

alinear secuencias que se sabe que son muy similares) (Bischoff et a.l, 2009)

Score = 1541 bits (834), Expect=0.0
Identities = 901/931 (96%), Gaps = 13/931 (1%)
Strand=Plus/Plus

CepaA
CepaB
CepaA
CepaB
CepaA
CepaB
CepaA
CepaB
CepaA
CepaB
CepaA
CepaB
CepaA
CepaB
CepaA
CepaB
CepaA
CepaB
CepaA

CepaB

30

37

89

96

148

155

208

215

268

275

328

335

388

395

448

455

508

515

568

575

GGCGTAAGGGCTCGCAG- GCGGT TTCTTAAGT CTGATGT GAAAGCCCCCGGECT CAACCGG

CLELE e e e fe feeee e P P e |
GGOGTAAACGCTAGCAGT GTGATTTCT TGAGCCT GATGCGAAAGCTACCGGGTC- ACCCG

GGAGGGT CATTGGAAACT GGGGAACT TGAGT GCAGAAGAGGAGAGT GGAATTCCA- CGTG

AR R AN A AR RN N A nnr
GGAGGGT CATTGGAAACT GAGGAACT TGAGT GCTGAAGAGGAGAGT GGAAT T- CACCGTG

TAGCGGT GAAATGCGTAGAGAT GT GGAGGAACACCAGT GGCGAAGGCGACTCTCTGGT CT

R R AN RN AR AR AR AR RRRREEAAN AR
TAGCGCT GAAATGOGT AGAGAT GT GGAGGAACACCAGT GGCGAAGGCGACT CTCTGGTCT

GTAACT GACGCT GAGGAGCGAAAGCGT GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT C

R AR RN R AR AR NANERRRAA AN
GTAACT GACGCT GAGGAGCGAAAGCGT GGGGAGCGAACAGGAT TAGATACCCTGGTAGTC

CACGCCGTAAACGATGAGT GCTAAGT GT TAGGEGGGT TTCCGCCCCT TAGT GCTGCAGCTA

AR AN R R R AR AR AREREERA Y
CACGCCGTAAACGAT GAGT GCTAAGT GT TAGGGGGT TTCCGCCCCTTAGT GCTGCAGCTA

ACGCATTAAGCACT CCGCCT GCGEGAGTACGGT CGCAAGACTGAAACT CAAAGGAATTGAC

R A A RN E AR AN
ACGCATTAAGCACT CCGCCT GGGGAGT ACGGT CGCAAGACT GAAACT CAAAGGAATTGAC

GGGGEGECCCGCACAAGCGGT GGAGCATGT GGT TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC

R R A R R R A R AR
GGGGGCCOGCACAAGOGGT GGAGCATGT GGT TTAAT TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC

CAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGT CCCCT TCGGGGEGECAGAGTGA

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CAGGTCTTGACATCCTCTGACAAT CCTAGAGATAGGACGT COCCT TCGGGGGCAGA!

CAGGTGGTGCATGGT TGTCGTCAGCTCGT GTCGTGAGATGT TGGGT TAAGT CCCGCAACG

AR R R AR R A R
CAGGTGGTGCATGGT TGTCGT CAGCTCGT GTCGT GAGATGT TGGGT TAAGT COCGCAACG

AGCGCAACCCTTGATCTTAGT TGCCAGCAT TCAGT TGGGCACT CTAAGGT GACT GCCGGT

R R A R R R A A
AGCGCAACCCT TGATCTTAGT TGOCAGCAT TCAGT TGGGCACT CTAAGGT GACTGCCGGT

88

95

147

154

207

214

267

274

327

334

387

394

447

454

507

514

567

574

627
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CepaA 628 GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGT CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA 687

R R R AN AN AR RN NNy
CepaB 635 GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGT CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA 694

CepaA 688 CACACGIGCTACAATGGACAGAACAAAGCGCAGCGAAACCGCGAGGT TAAGCCAATCCCA 747

R N A AR A RN ARRANRAEEARRRRAREANY
CepaB 695 CACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGT TAAGCCAATCCCA 754

CepaA 748 CAAATCTGITCTCAGI TCGGATCGCAGT CTGCAACT CGACTGCGT GAAGCTGGAATCCGCT 807

AR AR AR AR R AR RN AN RRANEARY
CepaB 755 CAAATCTGTTCTCAGT TCGGATCGCAGT CTGCAACT CGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCT 814

CepaA 808 AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT T- CCCGEGCCTTGTACACACCGECCC 866

AR R R AR AN AR AN NN AN
CepaB 815 AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC 874

CepaA 867 GICACACCACGAGAGITTGGTA- CACCCGAAGT CGGTGAGGTAACCTTTAGGA- GCCAGC 924

R AR A AR AR AR R A
CepaB 875 GICACACCACGAGAGTTTG TAACACCCGAAGT CGGTGAGGTAACCTTTATGAAGC- AGC 932

CepaA 925 CGCCGAA- GTGGGAC- GATGATTGEG GAGC 952

LV Tt L el
CepaB 933 CGCCCAAAGTGG- ACAGATGATTGGGTGAGC 962

Figura 19. Alineamientos pareados entre la cepa 150 (CepaA) con la cepa 160 (CepaB).

Score = 1679 bits (909), Expect =0.0
Identities = 922/927 (99%), Gaps = 5/927 (0.005%)
Strand=Plus/Plus

CepaA 27 TTGGECGTAAGGGECTCGCAGGCGGT TTCTTAAGT CTGATGT GAAAGCCCCCGGCTCAACC 86

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CepaB 541  TTGGGOGTAAGGGCTCGCAGGOGGT TTCTTAAGT CTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACC 600

CepaA 87 GGGGAGGGT CATTGGAAACT GGGGAACT TGAGT GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGT 146

R R R R A R RN
CepaB 601  GGGGAGGGTCATTGGAAACT GBGGAACT TGAGT GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGT 660

CepaA 147 GTAGCGGT GAAAT GCGTAGAGAT GT GGAGGAACACCAGT GGCGAAGGCGACTCTCTGGTC - 206

RN R R A AR s
CepaB 661  GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT GTGGAGGAACACCAGT GGCGAAGGOGACTCTCTGGTC 720

CepaA 207  TGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGT GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT 266

AR R R A R A R Ry
CepaB 721  TGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGOGT GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT 780

CepaA 267 CCACGCCGTAAACGATGAGT GCTAAGT GTTAGGGGGT TTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCT - 326

A R R R R R
CepaB 781  CCACGOCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGT TTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCT 840

CepaA 327 AACGCCATTAAGCACT CCCCCTGGGGAGTACGGT CGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGA 386

R AR AR AN AR RARNEERRNRRANEEY
CepaB 841  AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGT CGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGA 900
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Figura 20. Alineamientos pareados entre la cepa 150
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CGGGEGECCCCCACAAGCGGT GGAGCATGT GGT TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA

R R R R AR AR RN ARRAR NN
CGGGGGECCCGCACAAGCGGT GGAGCATGT GGT TTAAT TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA

CCAGGTCTTGACATCCTCTGACAAT CCTAGAGATAGGACGT CCCCTTCGGEGEECAGAGT G

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CCAGGT CTTGACATCCTCT GACAAT CCTAGAGATAGGACGT CCCCT TCGGGEGEGCAGAGT

ACAGGT GGTGCATGGT TGTCGT CAGCT CGT GT CGT GAGATGT TGGGT TAAGT CCCGCAAC

AR AR A R AN A A RN AR
ACAGGT GGTGCATGGT TGTCGT CAGCT CGTGT CGT GAGATGT TGGGT TAAGT CCCGCAAC

GAGCGCAACCCTTGATCT TAGT TGCCAGCAT TCAGT TGGGCACT CTAAGGT GACTGCCGG

AR R AN A RRARREEAAAN
GAGCGCAACCCT TGATCT TAGT TGCCAGCAT TCAGT TGGGECACT CTAAGGT GACTGCCGG

TGACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGT CAAAT CATCATGCCCCTTATGACCT GGGCT

AR AR R A AN AN nAEAE
TGACAAACCGGAGGAAGGT GGGGAT GACGT CAAAT CATCATGCCCCT TATGACCT GGGCT

ACACACGT GCTACAAT GGACAGAACAAAGGGECAGCGAAACCGCGAGGT TAAGCCAATCCC

R R AN A RN AN AR RANRREEARRRRANEN
ACACACGT GCTACAAT GGACAGAACAAAGGGECAGCGAAACCGCGAGGT TAAGCCAATCCC

ACAAATCTGT TCTCAGT TCGGATCGCAGT CTGCAACT CGACT GCGT GAAGCTGGAATCGC

AR R R R R R N
ACAAATCTGT TCTCAGT TCGGATCGCAGT CTGCAACT CGACT GOGT GAAGCTGGAATCGC

TAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT GAATACGT TCCCGGGECCT TGTACACACCGCCC

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TAGTAATCGCGGAT CAGCATGCCGCGGT GAATACGT TCCCGEGECCT TGTACACACCGCCC

GTCACACCACGAGAGT TTGGTA- CACCCGAAGT CGGTGAGGTAACCTTT- AGGAGCCAGC

R A A R A R A AR R A
GTCACACCACGAGAGT TTG TAACACCCGAAGT CGGTGAGGTAACCT TTTAGGAGCCAGC

CGCCGAAG- TGGGAC- GATGATTGGGEG 949

U A
CGOCGAAGGT GGGACAGATGATTGGGG 1466

CICC10078 (CepaB).

Score = 1567 bits (848), Expect=0.0
Identities = 905/931 (97%), Gaps = 10/931 (1%)
Strand=Plus/Plus
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CepaA 153 TGTAGCGCTGAAAT GCGTAGAGAT GT GGAGGAACACCAGT GGCGAAGCCGACTCTCTGGT 212

R R R R AR AR AR ANARRARREEAAAE
CepaB 701  TGTAGCGGTGAAATGOGTAGAGAT GTGGAGGAACACCAGT GGOGAAGGCGACTCTCTGGT 760

CepaA 213 CTGTAACT GACGCT GAGGAGCGAAAGCGT GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAG 272

R R R R R AR AN RN RREAAE
CepaB 761  CTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGOGT GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAG 820

CepaA 273 TCCACGCCGTAAACGATGAGT GCTAAGT GT TAGGGGGT TTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGC 332

AR R AN AR RN
CepaB 821  TCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT TAGGGGGT TTCCGOCCCTTAGTGCTGCAGC 880

CepaA 333 TAACGCATTAAGCACT CCCCCT GGGGAGTACGGT CGCAAGACT GAAACTCAAAGGAATTG 392

R AR AR AR R R AN RN AR
CepaB 881  TAACGCATTAAGCACTCCGCOCTGGGGAGTACGGT CGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTG 940

CepaA 393 ACGGGEGEECCCCCACAAGCGGT GGAGCATGTGGT TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT 452

R AR R AR NN AR RRAA AR
CepaB 941  ACGGGGGCCCGCACAAGCGGT GGAGCATGTGGT TTAATTCGAAGCAACGOGAAGAACCTT 1000

CepaA 453 ACCAGGT CTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGT CCCCTTCGGGEEECAGAGT 512

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CepaB 1001 ACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGT CCCCT TCGGGGGCAGAGT 1060

CepaA 513 GACAGGT GGTGCATGGT TGTCGT CAGCTCGTGTCGTGAGATGT TGGGTTAAGTCCCGCAA - 572

R R R AR R R A A N R Ay
CepaB 1061 GACAGGTGGTGCATGGT TGTCGT CAGCTCGT GTCGTGAGATGT TGGGTTAAGTCCOGCAA 1120

CepaA 573 CGAGCGCAACCCTTGATCTTAGT TGCCAGCATTCAGT TGGGCACTCTAAGGTGACTGCCG 632

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CepaB 1121 CGAGCGCAACCCTTGATCTTAGT TGOCAGCAT TCAGT TGGGCACTCTAA CTGCCG 1180

CepaA 633 GTGACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGT CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGEC 692

R R N R R A A AR
CepaB 1181 GTGACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGT CAAATCATCATGOCCCTTATGACCTGGGC 1240

CepaA 693  TACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCC 752

R R R R R AR AR
CepaB 1241 TACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGOGAGGT TAAGCCAATCC 1300

CepaA 753 CACAAATCTGTTCTCAGT TCGGATCGCAGT CTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCG 812

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CepaB 1301 CACAAATCTGITCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACT CGACTGOGTGAAGCTGGAATCG 1360

CepaA 813 CTAGTAATCGCGGAT CAGCAT GCCGCGGT GAATACGT TTCCCGGGCCTTGTACACACCGC 872

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII AR RN
CepaB 1361 CTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGOGGTGAATACGT T- COCGGGCCTTGTACACACCGC 1419

CepaA 873 CCGTCACACCACGAGAGT TTGTAACACCCGAAGT CGGTGAGGTAACCTTTATGAAGC- AG 931

AR AR A AR AR AR AR
CepaB 1420 CCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGT CGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAG 1479

CepaA 932 CCGCCCAAAGT GG ACAGATGATTGEG TGA 960

AR R AR AR AR
CepaB 1480 CCGOCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGIGA 1510

Figura 21. Alineamientos pareados entre la cepa 160  (CepaA) con la cepa de Bacillus subtilis
HDYM-23 16S (CepaB).
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VII. Discusion.

El uso del control biolégico en el manejo de enfermedades y plagas
agricolas representa una alternativa eficaz con respecto al uso de pesticidas, las
cuales frecuentemente son acumulados en las plantas, ademas de ser letales para
organismos benéficos presentes en el suelo (Nogérska et al; 2007). El desafio
actual en el desarrollo de esta practica es la identificacion de nuevas fuentes
genéticas, quimicas y biologicas, lo cual requiere de la participacion de grupos
multidisciplinarios los cuales buscan aportar alternativas que ademas de ser
eficientes en el manejo fitosanitario sean compatibles con el medio ambiente
(Gillican, 2008). Aunque se han estudiado diferentes microorganismos para ser
utilizados como agentes de control biologico, existen importantes evidencias del
papel de los antibidticos producidos por bacterias aisladas de suelo como
supresores o inhibidores del desarrollo de fitopatogenos (Raaijmakers et al; 2002).
En esta vertiente, en el presente trabajo se planted la idea de utilizar bacterias
aisladas de suelos de cultivos de maiz para el tratamiento del carbén de la espiga

ocasionado por S. reilianum.

De las 300 cepas de bacterias aisladas, so6lo 27 inhibieron el crecimiento del
hongo en estudio mediante la produccidén de sustancias extracelulares difusibles
en el agar. En general las bacterias Gram negativas mostraron mayor efecto de
inhibicidon con respecto a las Gram positivas; sin embargo, aunque se realiz6 la
obtencion mediante esterilizacion por filtracion de extractos de todas las bacterias,
solo 10 de ellos mostraron actividad inhibitoria, la mayoria obtenidos de la fase
estacionaria de crecimiento de siete bacterias Gram negativas (Cepa 5, 11, 14, 20,
38, 39 y 66) y tres Gram positivas(Cepa 1, 150 y 160), lo que indica que los

compuestos producidos son metabolitos secundarios.

Se han reportado numerosas especies bacterianas utilizadas en el control
de hongos fitopatdgenos, debido a que presentan actividad anti-fungica, mediante
la produccion de enzimas liticas extracelulares, sideroforos, antibidticos vy

metabolitos volatiles como el acido cianhidrico (HCN) (Walker et al; 2001; Manwar
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et al; 2004; Nagarajkumar et al; 2004; Compnat et al; 2005; Kishore et al; 2005;
Sharifi-Therani et al; 2005; Afsharmanesh et al; 2006). Probablemente algunas de
las bacterias aisladas en este trabajo, producen anti fangicos volatiles o enzimas
gue pierden durante el proceso de obtencidn de los extractos y por esta razon no
fue posible observar un efecto inhibitorio. Por otro lado, se puede suponer que es
necesaria la presencia del antagonista debido a que la o las sustancias
responsables de la inhibicion se pudieran encontrar asociadas a las envolturas

bacterianas.

Los extractos con mayor actividad antagonica fueron aquellos obtenidos a
partir de las Gram positivas. Dentro de este grupo bacterias se han reportado
algunas especies del género Bacillus que son utilizadas como agentes de control
bioldgico tales como B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens y
B. cereus, asi como algunas especies de otros géneros tales como, Brevibacillus
brevis, los cuales inhiben el crecimiento de diferentes hongos patégenos de
plantas debido a que son capaces de producir una gran variedad de antibidticos
(Munimbazi y Bullerman, 1998; Kim y Chung, 2004; Souto et al; 2004; Stein,
2005).

Se observo que los extractos obtenidos de dos cepas bacterianas (150 y
160), mantenian su actividad antagonica aun después de ser sometidos a un
proceso de esterilizacién por calor humedo. Se ha descrito que algunas especies
de Bacillus producen antibioticos con un amplio espectro de accion, los cuales son
estables a temperaturas altas y mantienen su actividad en un amplio intervalo de
pH, dichos compuestos son lipopéptidos ciclicos con caracter anfipatico, los cuales
se dividen en tres grupos; surfactinas, iturinas y fengicinas. La clasificaficacion se
basa en el tamafo de la cadena del acido graso que poseen en su estructura y su
produccion se asocia al principio y durante la fase estacionaria de crecimiento
bacteriano (Munimbazi y Bullerman, 1998; Nogdrska et al; 2007). Probablemente
las actividades detectadas en las cepas antes mencionadas corresponden a este

tipo de compuestos, los cuales tienen potencial para ser utilizados en campo en el
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manejo del carbon de la espiga debido su estabilidad en diferentes condiciones de

temperatura.

Mediante técnicas moleculares e informaticas se encontré que las cepas
bacterianas 150 y 160 pertenecen al género Bacillus con afinidad a dos cepas de
B. subtilis. La actividad antagonica de estas cepas concuerda con lo reportado
para otros aislados con actividad anti fungica (Nogérska et al; 2007), sin embargo,
no se habia reportado la utilizacion de este microorganismo en control de S.

reilianum, por lo cual el presente trabajo sienta un precedente importante.

El alineamiento pareado que se realizé entre la secuencia de la cepa 150
con la secuencia de la cepa 160 mostré que existe un 96% de similitud, lo cual
podemos interpretar que son especies muy semejantes. Al realizar el alineamiento
de la secuencia de la cepa 150 con la secuencia de la cepa Bacillus subtilis
CICC10078 mostré una afinidad del 99%, lo cual demuestra que se su similitud es
significativa. El resultado del alineamiento de la secuencia de la cepa 160 con la
secuencia de la cepa Bacillus subtilis HDYM-23 16S mostrd0 que existe una
similitud de 97%. Se podria pensar que se trata de la misma especie y que por
cuestiones del proceso de mutacion ha cambiado su genotipo y por ello hay

ciertas diferencias.

Tomando en cuenta de que el rDNA de las cepas 150 y 160 no se
secuencié en su totalidad (un 60% aproximadamente, la cual corresponde a la
primera parte de ambas cepas) lo cual las convierte en secuencias parciales, cabe
la posibilidad de que al tenerlo completo, la afinidad cambie por completo en las

dos cepas y su afinidad se incline a otra u otras especies de bacterias.

La ventaja en la utilizacion de las cepas de B. subtilis 150 y 160 reportadas
en este trabajo, es que tienen la capacidad de formar endosporas, que son
estructuras de resistencia que permanecen en el suelo durante periodos
prolongados; pueden ser producidas a nivel industrial facilmente y a bajo costo
(Stein, 2005). Esto podria ser conveniente en la elaboracion de formulados, los

cuales, podrian contener los extractos para comenzar el manejo de la enfermedad
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en el campo, ademas de estar suplementados con las esporas para ayudar a la
permanencia del agente de control biolégico en los suelos previniendo futuras

infecciones en los cultivos.

Esta especie no patdgena vive naturalmente en asociacion con las raices
de plantas superiores y es capaz de mantener un contacto estable con las plantas
y de cierta forma promover su crecimiento. A esto se le puede sumar la capacidad
de colonizacion, produccién de compuestos biologicamente activos y su habilidad
para formar endosporas, es por esta razon que B. subtilis como otros miembros
del genero Bacillus son potencialmente usados como agentes de biocontrol.
Hasta el momento no se han realizado estudios que demuestren que este
microorganismo, afecte a la microbiota existente en las plantas hospederas y en

los suelos agricolas.

Como ya ha sido mencionado anteriormente S. reilianum se encuentra en el
grupo de los Ustilaginales que esta constituido por diferentes hongos
fitopatbgenos que ocasionan enfermedades en monocotiledoneas de todo el
mundo. A pesar de los tratamientos quimicos aplicados a semillas y cultivos y a la
existencia de variedades de resistentes, estos hongos, han sido considerados
como la causa potencial del carbon de las plantas (Ruiz-Herrera y Martinez-
Espinoza, 1998; Agrios, 1999).

Dentro de este grupo de basidiomicetos el hongo Ustilago maydis o
cuitlacoche (del nahuatl cuitlatl, excremento y chochini, dormir) tiene importancia a
nivel mundial por ser el agente causal del carbon comun del maiz una enfermedad
que bajo ciertas condiciones ocasiona numerosas peérdidas economicas; sin
embargo, en la parte central de México el carbon que invade al maiz dulce, es
considerado un platillo exquisito desde el periodo pre-colombino y ha sido
introducido recientemente a platillos de alta cocina con bastante aceptacion.

(Herrera y Ulloa, 1990; Ruiz-Herrera y Martinez-Espinoza, 1998).

A diferencia de S. reilianum que infecta arriba de un 80 % de las plantas en
campo (White 1999), U. maydis afecta del 1 al 5 % (Shurtleff 1980), por lo tanto la
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primera es considerada una de las enfermedades con importancia econémica para
el cultivo el maiz. En el caso de U. maydis aunque es un fitopatdgeno, su
popularidad como hongo comestible ha ido en aumento al ser mas rentable su
produccion que la del maiz (Pataky y Chandler 2003), en este contexto, se pueden
identificar dos problematicas diferentes, por un lado la capacidad destructiva de S.
reilianum, es motivo de busqueda de estrategias que permitan controlar la
enfermedad para evitar pérdidas en la producciéon de maiz, y por el otro, la
importancia de U. maydis como hongos comestible, ha sido permitido avanzar en
el disefio de metodologias para la produccién de este basidiomiceto de manera
artificial. Dado lo anterior y por los resultados obtenidos en este trabajo, el uso de
las bacterias con actividad antifungica aisladas debe de ser restringido en funcion
de los intereses de los productores agricolas, haciendo una planeacion a mediano
y largo plazo en la aplicacion de los microorganismos, debido a que muy
probablemente las bacterias tengan un efecto inhibitorio en el desarrollo de U.
maydis, por lo tanto los suelos destinados a la produccion de este hongo

comestible no deben ser tratadas con los agentes de control bioldgico.

Es importante mencionar, que las bacterias fueron aisladas de una region del
estado de Hidalgo, con problemas serios de carb6n de la espiga, en donde la
produccion de maiz es la mas importante con respecto a la de cuitlacoche, en este
caso a los productores les interesa que el inéculo de S. reilianum en suelo sea

disminuido para evitar las pérdidas econdmicas en la produccion de este cereal.

El control de S. reilianum en campo incluye la utilizaciéon de hibridos de
maiz resistentes a la enfermedad, asi como la rotacién de cultivos; sin embargo,
los hibridos presentan susceptibilidad a otras enfermedades, ademas de no ser
preferidos por los agricultores. Por otro lado, aunque la rotacién de cultivos podria
dar buenos resultados, deberan de pasar varios afos para disminuir el inéculo del
hongo en el suelo a niveles aceptables. Hasta la fecha no se conocen fungicidas
efectivos contra esta especie de hongos, en este caso el control bioldgico

representa una excelente opcion y las cepas de B. subtilis 150 y 160 aisladas en
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este trabajo tienen potencial para su utilizacion como herramienta adicional en el

manejo fitosanitario del carbon de la espiga del maiz.

A partir de este trabajo pueden realizarse diversos estudios que permitan la
determinacion del aislamiento y caracterizacion de los compuestos con actividad
antifingica producidos por las cepas bacterianas aisladas, asi como su
efectividad en campo para el disefio de metodologias de transferencia en el

manejo integrado del carbon de la espiga.
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VIIl. Conclusiones.

» Se identificé la cepa de S. reiliamun del Estado de Hidalgo, mediante PCR
especifica, con la finalidad de tener la seguridad de trabajar con la cepa
correcta.

* Se aislaron un total de 300 cepas bacterianas a partir de muestras de
suelos de cultivos de maiz de las cuales 27 cepas mostraron actividad
inhibitoria del crecimiento de S. reilianum.

* Se determind la morfologia microscopica y colonial de las 27 cepas que
mostraron actividad antagonica, de las cuales 18 fueron Gram negativas y
nueve Gram positivas.

* A patrtir de las bacterias aisladas se obtuvieron 10 extractos extracelulares
con actividad inhibitoria del crecimiento del hongo en estudio mediante un
proceso de esterilizacion por filtracion, de los cuales siete fueron producidos
por bacterias Gram negativas y tres por Gram positivas. De todos los
extractos obtenidos dos resistieron un proceso de esterilizacién por calor
hiamedo lo que indica que el o los compuestos con actividad son
termoestables, los cuales fueron producidos por bacterias Gram positivas.
La mayoria de los extractos fueron obtenidos en la fase estacionaria de
crecimiento lo que indica que son metabolitos secundarios.

» Las cepas 150 y 160 productoras de extractos termoestables con actividad
fueron identificadas como B. subtilis mediante la amplificacion,
secuenciacion y analisis de la secuencia obtenida del gen 16S rDNA.

» Las cepas bacterianas encontradas en este trabajo tienen potencial para
ser utilizadas en el control del carbén de la espiga del maiz ocasionado por

S. reilianum.
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XI. Anexo 1. Preparacion de los medios de cultivo
Caldo Luria

Triptona 10g

Extracto de levadura 50g
Cloruro de Sodio 10g

Sulfato de Magnesio 0.125¢g
Agua destilada 1000ml.

B de King

Fosfato de Potasio dibasico 1.5g
Bactopeptona 20g

Agar bacterioldgico 1.5g

Sulfato de Magnesio 1.5g
Glicerol 15ml

Agua destilada 1000ml.

TSA

Agar Soya Tripticaseina 40g
Agua destilada 1000ml.

PDA

Agar Dextrosa Papa 399

Agua destilada 1000ml.



UAEH - CIB
Aislamiento e identificacion de cepas bacterianas antagonistas del crecimiento
del hongo patégeno del maiz , Sporisorium reilianum.

PDB

250g de papa se pusieron a hervir con 800ml de agua durante 20 minutos, se
filtraron para eliminar la papa, la infusion fue suplementada con 10g de Glucosa y

aforada a 1000ml de agua destilada.
YPD

Extracto de levadura 1%
Peptona de gelatina 2%,
Dextrosa 2%.

Agua destilada 1000ml.
AGAR BLANDO YPD
Extracto de levadura 1%
Peptona de gelatina 2%
Dextrosa 2%

Agar 0.52qr.

Agua destilada 1000ml.

Los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 120Lb/pul® a 121° C por

15 minutos.
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XIl. Anexo 2.

Preparacion de TAE 10X

TrismaBase .......ccccoevvviiiiiinin, 48.4 g
Acido &cetico glacial ..................... 10.9 ml
EDTA .o 2.92 g

Agua desionizada ................ceeunnen 1000 ml
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