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Resumen. 

 

  El hongo Sporisorim reilianum causa el “carbón de la espiga” del maíz una 

enfermedad de distribución mundial que ha ocasionando numerosas pérdidas 

económicas. En el Estado de Hidalgo este basidiomiceto fue reportado en 318 campos 

de cultivo de maíz 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 maíz con 

capacidad de inhibir el crecimiento de S. reilianum para ser utilizadas como alternativa 

en el control de la enfermedad.  

Se trabajó con una cepa de S. reilianum aislada en Mixquiahuala, Hgo., la 

cual fue identificada mediante PCR. Se aislaron 300 cepas bacterias con 

características 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 fracción extracelular en las fases de crecimiento logarítmica, 

estacionaria temprana y estacionaria tardía. Los extractos con mayor actividad de 10 

bacterias probadas fueron obtenidos en la fase estacionaria tardía de crecimiento, dos 

de ellos soportaron un proceso de esterilización por calor húmedo. Las dos bacterias 

con capacidad de producir compuestos termoestables que inhiben el crecimiento de   

S. reilianum fueron identificadas por secuenciación del gen 16S rDNA. 
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I. Introducción.  

El maíz (Zea maiz) es uno de los cultivos más importantes para la 

alimentación humana y animal, y con aplicaciones importantes en  la industria, es 

por esta razón que a nivel mundial se destinan grandes superficies agrícolas 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 más 

importantes (Sexton y Howlett. 2006). 

 

El carbón de la espiga, cuyo agente causal es el basidiomiceto Sporisorium 

reilianum, es una enfermedad sistémica que ataca el maíz. El hongo penetra en la 

plántula y crece dentro de ella, mostrando los síntomas en la etapa de floración. 

Existen pocas estrategias para el control de la enfermedad en campo, la que tiene 

mayor aceptación es la utilización de híbridos tolerantes con poco valor comercial, 

y los fungicidas que se utilizan son poco efectivos. La rotación de cultivos es otra 

alternativa,  sin embargo las teliosporas del hongo permanecen viables en el suelo 

por muchos años (Pérez y Badillo, 2007).   

 

Control biológico. 

 

Desde el advenimiento de la agricultura el hombre a combatido las plagas 

que compiten con él, por los mismos medios de supervivencia, recurriendo al uso 

de compuestos químicos tóxicos, denominados plaguicidas que son 

contaminantes que el ser humano esparce deliberadamente en el ambiente 

poniendo en riesgo la salud Pública. En la actualidad se utilizan más 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 destrucción de 

organismos nocivos para los cultivos, si no que también destruye e inhibe la 
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proliferación de organismos que son benéficos para plantas. Por otro lado la alta 

persistencia de estos compuestos tóxicos en el ambiente disminuye la calidad 

agroalimentaria de los vegetales que se producen (Agrios, 1999). Una alternativa 

eficaz para evitar el uso de compuestos químicos en el manejo fitosanitario es el 

control biológico, el cual se define como la destrucción total o parcial de patógenos 

por medio de otros organismos, proceso que frecuentemente ocurre en la 

naturaleza y cuya utilización 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 metabólica de otros organismos, ha sido bien 

documentada y continúa siendo inspiración para la realización de investigaciones 

que contribuyan al descubrimiento de nuevas drogas y para la protección de 

diferentes cultivos y sus productos (Agrios, 1999; Whipps, 2001; Duffy, 2003).  

Agrios (1999), señala algunos mecanismos usados por los microorganismos 

antagonistas que efectúan a la población de patógenos; por lo general no son muy  

claros, pero de manera general se mencionar los siguientes: 

•  Parasitismo directo y muerte del patógeno. 

• Competencia con el patógeno por el alimento. 

• Efectos tóxicos directos sobre el patógeno por el medio de 

sustancias antibióticas liberadas por el antagonista. 

• Efectos tóxicos indirectos sobre el patógeno por sustancias volátiles, 

como el etileno, liberadas por la actividad metabolica del organismo 

antagonista. 

En años recientes el hombre ha intentado sacar ventaja de dichos 

antagonismos biológicos naturales y ha estado desarrollando estrategias que le 

permitan aplicar eficazmente el control biológico contra diferentes enfermedades 

de plantas. Dichos antagonistas, gracias a los antibióticos que producen, por 

competencia por el alimento o al parasitar directamente al patógeno, evitan que 
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este último alcance poblaciones suficientemente altas como para que se difunda 

ampliamente la enfermedad. (Agrios, 1999) 

Muchos de los microorganismos antagónistas existen naturalmente en los 

suelos de los campos de cultivo y ejercen cierto grado de control biológico sobre 

uno o muchos fitopatógenos, a pesar de las actividades humanas. Sin embargo, el 

hombre ha hecho intentos por aumentar la efectividad de los microorganismos 

antagónicos, ya sea introduciendo poblaciones nuevas y más prolíficas de 

antagonistas, como por ejemplo Trichoderma harzianum y Bacillus penetrans en 

campos donde faltan y/o añadiendo enmiendas al suelo que sirven como 

nutrientes (o que estimulan el crecimiento) de los microorganismos antagónicos e 

incrementan su actividad inhibitoria sobre el patógeno. Desafortunadamente aún 

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 él  y no 

sobreviven durante mucho tiempo. Hasta ahora, las enmiendas aplicadas no han 

funcionado lo suficiente para seleccionar, mantener e incrementar únicamente las 

poblaciones de los antagonistas introducidos o ya presentes, es por esta razón 

que el control final de las enfermedades por éste método es bastante limitado. 

Existen otros casos en donde se ha podido controlar biológicamente con éxito a 

los fitopatógenos cuando los microorganismos antagónico se utilizan para proteger 

directamente a las plantas de la infección causada por los patógenos (Agrios, 

1999). 

La acción micoparásita ha sido visualizada como crecimiento de micelio en 

forma de hifas alrededor del hongo que va a parasitar. El micelio penetra con una 

acción lítica, resultado de la destrucción, desintegración y descomposición de 

materiales biológicos. El micoparásitismo seria un mecanismo de acción 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 predación.  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 fitopatógenos. Este antagonismo se logra por diversos 

mecanismos que incluyen la competencia por nutrientes; exclusión de sitio; 

colonización de las bacterias en el patógeno y/o la liberación 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 proteínas al medio, algunas de ellas con propiedades antifúngicas. Las 

cuales son utilizadas por la industria para la elaboración de insecticidas y 

fungicidas. Esta especie corresponde al grupo de las Gram positiva, produce  

endosporas y estas estructuras son termoresistentes. (Nogórska et al., 2007).  

En México el uso del control biológico como herramienta ha permitido 

avanzar en la lucha contra poblaciones de plagas, evitando el uso excesivo de 

compuestos químicos y consecuentemente el deterioro de los suelos agrícolas.  

El control biológico en su sentido más amplio, es el proceso natural de 

regulación poblacional creado por la interacción de los componentes bióticos 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 tróficos más altos (Granados, 1996). 

El control biológico en la práctica es la manipulación, conservación e 

incremento de las poblaciones de organismos específicos benéficos para regular 
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las poblaciones de especies indeseables y así prevenir o reducir su impacto 

negativo en la producción y por tanto en el bienestar de los humanos. Supone el 

manejo de enemigos naturales como son parásitos, depredadores y patógenos 

para controlar la densidad poblacional de plagas de insectos, ácaros y malezas 

(Granados, 1996). 

II. Antecedentes. 

II. I. El Maíz y el Carbón de la espiga. 

El maíz es uno de los cultivos más importantes a nivel mundial debido a que 

es utilizado principalmente en la alimentación de humanos y de ganado. Se ha 

estimado que más de 120 millones de hectáreas distribuidas en todo el mundo son 

utilizadas para la producción de este cereal; sin embargo, durante su cultivo y 

almacenamiento es susceptible a la presencia de enfermedades y plagas que se 

traducen en una disminución en su producción (Munkvold, 2003). 

Una de las enfermedades más importantes es la ocasionada por 

Sporisorium reilianum, el agente causal del “carbón de la espiga”, la cual es  

distribución mundial y afecta principalmente al maíz (S reilianum f. sp. zeae) y al 

sorgo (S. reilianum f. sp. reilianum) ocasionando numerosas pérdidas económicas. 

Este patógeno del suelo penetra a la planta durante la geminación de la semilla 

produciendo una infección sistémica que se manifiesta después de la floración. La 

característica más sobresaliente de la enfermedad es la presencia de masas 

carbonosas de color negro en mazorcas y en espigas; estas últimas presentan un 

desarrollo excesivo y deformaciones (Figura 1) (Fredericksen, 1977; Shurtleff, 

1980; Matyac y Kommedahl, 1985; Martínez et al; 2000). 
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Figura 1. Imágenes del carbón de la espiga ocasiona do por S. reilianum. Se observa 

la presencia de masas carbonosas de color negro las  cuales substituyen a la mazorca y a la 

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 comúnmente llamados carbones. Estos infectan un gran número de 

plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas, la producción de esporas de color oscuro 

es su característica distintiva (Romero, 1993; Agrios, 1999).  

La enfermedad carbón 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 formación de polen y de grano destruyendo por completo a sus 

estructuras. 

La infección en plántulas no presenta síntomas visibles y la infección se 

manifiesta por severos achaparramientos, acortamientos de entrenudos y 

esterilidad. Los síntomas visibles se expresan en plantas adultas, en los tejidos 

jóvenes activos, en yemas axilares, flores individuales de la mazorca y espigas 

(De León, 1984).  

La incidencia del carbón de la espiga está relacionada a las condiciones 

ambientales y prácticas culturales. La plántula es infectada por teliosporas 

presentes en el suelo durante o después de la emergencia y el desarrollo de la 

A) B) 
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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 óptimo para la infección 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 infección, la virulencia del patógeno, la susceptibilidad de las 

variedades de maíz y la alcalinidad del suelo, influyen en el desarrollo 

epidemiológico 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 plántulas mediante micelio dicariótico septado y se 

desarrolla sistémicamente invadiendo órganos reproductivos no diferenciados 

(Romero, 1993). Los soros que destruyen las inflorescencias están cubiertos cada 

uno por peridio fungoso (tejido membranoso blanco) que se desintegra y forma 

células estériles esféricas o subesféricas, hialinas o amarillentas pálidas de           

5 - 15 μm de diámetro. 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 

pálido a rojizo oscuro o negro, equinuladas, de 9 - 12 μm de diámetro. Las 

teliosporas al germinar producen promicelio y esporidios laterales pequeños, 

hialinos y unicelulares con tipo de compatibilidad (+) y (-), aproximadamente en 

igual número que miden 7-15 μm de diámetro. Las teliosporas que germinan 

directamente en el suelo producen hifas infectivas dicarióticas. 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 jóvenes. 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. Imágenes de las teliosporas de S. reilianum,  estas estructuras son el principal 
medio de diseminación de la enfermedad.  

Varios autores mencionan que el uso de plantas resistentes es la mejor 

opción para el control de S. reilianum en maíz sembrado en condiciones de riego y 

temporal. En los programas de mejoramiento de maíz, se ha encontrado que 

genotipos de maíz que se evaluaron como resistentes al ataque de S. reilianum en 

un año, al siguiente se comportan como susceptibles y el grado de ataque varía 

según la zona y el año (Stromberg, 1984; Hirschhorn, 1986; Ramírez, 2000). 

 

II.II. Importancia económica. 

Todos los carbones son patógenos de plantas, existen aproximadamente 

1100 especies que atacan a más de 75 familias de angiospermas y algunas 

especies están confinadas geográficamente a áreas pequeñas; en donde se 

encuentra la planta hospedadora (Alexopoulus, 1985).  

S. reilianum es un hongo patógeno de distribución mundial (Figura 3) causa 

pérdidas importantes en países como Australia, Nueva Zelanda, URS, Sur de 

África, sureste de Europa , E. U. Y México, principalmente donde se practica 

intensivamente el cultivo de maíz; en los trópicos esta enfermedad presenta un 

mayor índice de infección, debido a las condiciones óptimas para el crecimiento 

del patógeno (Agrios, 1999).  
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Figura 3. Distribución Geográfica de 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 maíz de ciclo tardío en siembras de humedad 

residual y de temporal ( Fuentes, 1962).  

 

Figura 4. Distribución Geográfica del carbón de la espiga en el territorio nacional.  

        Países que 
presentan la enfermedad 
del  carbón de la espiga.  

        Estados del 
país que  presentan 
la  enfermedad.  

AMERICA 
DEL NORTE 

OCEANO 

PACÍFICO 
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La enfermedad que causa este hongo tiene un fuerte impacto en la 

economía de los productores disminuyendo sus ganancias considerablemente ya 

que es factible que con un 40% de afectación se tenga una pérdida total del 

ingreso neto.  

En la década de 1960, se cuenta con reportes de afección de maíces 

criollos en el Valle del Mezquital, Hgo.  A mediados de los 70´s surgió como 

respuesta el hibrido H-133, que se mantuvo sin problemas hasta 1985, año en el 

que hubo daños de consideración, motivos por el cual fue remplazado por el H-

135. Fue hasta 1998 cuando resurgió este problema fitosanitario en tres hibridos 

de maíz en los municipios de Tula y Francisco I. Madero. En 1999 productores 

reportaron daños en 10 parcelas y seis híbridos, principalmente en el municipio de 

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

El problema se fue acrecentando y en el año 2000 se atendieron reportes 

de 99 parcelas, 19 genotipos y 14 municipios, observándose un incremento 

considerable en ese año. 

 De acuerdo con los resultados de la evaluación del ciclo agrícola P.V. 

2001, de los 22 municipios del Distrito de Desarrollo Rural se muestrearon 20, de 

los cuales 17 de ellos resultaron con algún grado de afección, sobresaliendo: 

Tlaxcoapan, Tlahuelilpan, Mixquiahuala, Atitalaquia, Tula de Allende, San 

Salvador y Fco. I. Madero (Pérez, 2002).     

Existen algunos factores que limitan el uso de controladores biológicos 

como la menor competitividad con respecto al control químico; uno de los más 

importantes es el nivel sociocultural del agricultor.  

Las condiciones de control cultural más aconsejables de poner en práctica 

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

 

• En superficies pequeñas o parcelas con poca incidencia del carbón de la 

espiga, quitar las espigas enfermas y enterrarlas a una profundidad de 1m, 

fuera del territorio agrícola. 
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• No arrojar espigas con carbón a los canales de riego. 

• Sembrar semillas que estén tratadas con Triadimenol, ingrediente activo 

que reduce hasta en un 30% la incidencia del carbón del la espiga. 

• Emplear materiales tolerantes al carbón de la espiga. 

• Ajustarse a las fechas de siembra que muestran menor incidencia de 

carbón de la espiga. 

• Evitar periodos prolongados de estrés de humedad al inicio del cultivo y 

durante la floración. 

• Manejo adecuado de maquinas, lavado de materiales con agua a presión.  

(Pérez y Bobadilla, 2002).     

• Fumigar o desinfectar la maquinaria agrícola principalmente las 

cosechaduras (antes de trabajar el terreno), pues son un vehículo de 

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

  

La implementación de estas medidas, en conjunto con un buen control biológico, 

es la base del manejo integrado eficiente de esta enfermedad. 
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III. Justificación.   

 

El carbón de la espiga del maíz es una de las enfermedades que ocasiona 

numerosas pérdidas económicas, impactando año con año a la superficie 

sembrada con este cereal. Para combatir el problema los productores agrícolas 

utilizan variedades de maíz resistentes a la enfermedad y el uso de fungicidas que 

además de ser costosos contaminan los suelos agrícolas. 

 Dada la importancia que S reilianum ha adquirido recientemente en el 

Estado de Hidalgo, en este trabajo se realizó la búsqueda e identificación 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 búsqueda, identificación y caracterización de bacterias 

antagonistas del crecimiento del hongo patógeno del maíz Sporisorium reilianum 

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

Hidalgo. 

  

 

IV.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

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

mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) específica. 

• Aislar bacterias a partir de suelos de cultivos de maíz con capacidad 

antagónica del crecimiento de los hongos S. reilianum. 

• Determinar la morfología microscópica y colonial de las bacterias aisladas 

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

• Obtener extractos extracelulares con capacidad antagónica 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 biológico de S. reilianum. 
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V. Procedimiento experimental 

V.I. Microorganismos y conservación. 

La cepa utilizada en este trabajo fue S. reilianum donada por el Dr. Gerardo 

Leyva Mir de la Universidad Autónoma 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 periódicas 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 de King 

• Agar Soya Tripticaseína, TSA 

• Agar Papa Dextrosa, PDA 

• Caldo Papa Dextrosa, PDB 

• Extracto de Levadura Peptona y Dextrosa YPD 

• Agar Blando YPD 

La formulación y preparación de cada medio de cultivo se encuentran en el 

Anexo 1. 
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V.III. Identificación molecular de S. reilianum. 

V.III.I. Extracción de DNA genómico de  S. reilianum.   

La extracción del DNA genómico de S. reilianum se realizó por el método 

descrito por Hoffman y Winston (1987). La concentración y la calidad del DNA se 

determinó espectrofotométricamente, realizando lecturas a 260 nm y por la 

relación As260/As280, respectivamente. Se utilizó un espectrofotómetro Jenway 

(Peltier controller 6405uv/vis). 

Las muestras de DNA fueron diluidas hasta obtener una concentración de 

200 pg/µl para la realización de la PCR. 

 

V.III.II. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  para la identificación de 

S. reilianum.  

Se realizó la identificación molecular de una cepa de S. reilianum del 

Estado de Hidalgo siguiendo la metodología descrita por Xu et al; (1999), 

utilizando el termociclador  Axygen Maxigen. 

 

V.III.III Electroforesis de DNA en geles de agarosa . 

El DNA y los productos de amplificación se separaron por electroforesis en 

geles de agarosa al 1%, en regulador TAE 10X (Anexo 2) a 80 V. Los geles se 

tiñeron en TAE  con  bromuro de etidio  a una concentración de  0.2µg/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 

maíz 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 realizó mediante diluciones seriadas (10-1, 

10-2, 10-3, 10-4, 10-5,10-6,10-7 y 10-8) a partir de una suspensión de 10 g de suelo en 

90 ml de agua destilada estéril. De las diluciones 10-3 hasta 10-8 se tomó 0.1 ml y 

se inoculó 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 características coloniales diferentes y se conservaron 

en medio PDA.  

Para la selección de bacterias con actividad antagonista, la cepa de S. 

reilianum se sembró en forma de césped en placas de YPD, para lo cual a partir 

de un cultivo en fase logarítmica en medio YPD,  se tomó 0.1 ml y se adicionó a 3 

ml de agar blando YPD; esta mezcla se agitó y se vertió en la placa con el mismo 

medio, en la cual el inóculo fue distribuido uniformente. Posteriormente, cada cepa 

bacteriana aislada fue sembrada por picadura en el césped mediante la utilización 

de palillos estériles, teniendo cuidado de no sembrar más 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 inhibición. 

Las cepas que mostraron actividad antagónica del crecimiento fueron 

conservadas a -80°C en glicerol al 25%. 
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V.VI. Caracterización de las bacterias con activida d inhibitoria del 

crecimiento de S. reilianum. 

Las bacterias seleccionadas se sembraron por estría cruzada en medio 

TSA y se incubaron de 24 a 48 horas a 28º C; posteriormente, se determinó la 

morfología colonial y microscópica de cada cepa. 

 

V.VI.I. Determinación de la morfología colonial. 

Se realizaron observaciones al microscopio estereoscópico de las colonias 

aisladas crecidas en medio TSA de cada una de las bacterias y posteriormente se 

describieron sus características según el Cuadro I. 

 

Cuadro I. Características coloniales del crecimiento bacteriano en medio sólido. 
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V.VI.II. Determinación de la morfología microscópic a. 

La morfología microscópica se determinó mediante la observación de frotis 

teñidos por la técnica de Gram (Hucker y Conn, 1927). Los resultados fueron 

corroborados mediante la reacción de KOH de la siguiente manera. 

En un portaobjetos limpio se colocó una gota de solución de KOH al 3%. 

Posteriormente, se tomó con un asa estéril una porción del cultivo bacteriano y se 

mezcló con la gota durante unos segundos  posteriormente se levantó lentamente 

el asa. La reacción fue considerada positiva sí se apreciaba la formación de un 

hilo, indicando que las bacterias pertenecen al grupo de las Gram negativas, por el 

contrario, si no se apreciaba la formación del hilo la reacción es negativa y la cepa 

pertenece al grupo de las Gram positivas.  

V.VII. Determinación 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 continuación. 

A partir de de un preinóculo 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 28ºC en agitación (200 rpm.) y se tomaron lecturas 

cada dos horas. Con los datos obtenidos se construyeron las gráficas de las 

curvas de crecimiento.  

 

V.VIII. Cinéticas de producción de los compuestos c 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; logarítmica, estacionaria temprana y estacionaria tardía de crecimiento. 

Cada muestra fue centrifugada a 5000 rpm. a 4º C y se dividió en dos alícuotas, 

una de ellas fue esterilizada por calor húmedo y la otra por filtración utilizando un 

filtro de 0.22 µc de poro.  Posteriormente, para cada muestra se determinó su 

actividad antifúngica, para lo cual la cepa de S. reilianum fue sembrada en forma 

de césped en placas con YPD. Una vez distribuido el inóculo se colocaron cuatro 

tubos de plástico estériles sin fondo de 0.8 cm de alto X 0.5 cm de diámetro, 

colocados a una distancian de 2.5 cm con respecto al centro de la caja de Petri, en 

donde se adicionaron 200 µl 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 µl de medio PDB.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Diseño experimental para la determinación  de la actividad antagónica del 
crecimiento de S. reilianum utilizando los extractos obtenidos a partir de bact erias aisladas 

de suelo.  

 

 

 

 

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

S. reilianum. 

Césped del Hongo 

Placa con 
medio 
YPD 

Tubo estéril 
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V.IX.I. Extracción de DNA bacteriano.  

La extracción del DNA bacteriano se realizó por el método descrito por 

Sambrook et al; (1989). La concentración y la calidad del DNA se determinó 

espectrofotométricamente, realizando lecturas a 260 nm y por la relación 

As260/As280, respectivamente. 

 

V.IX.II. Amplificación del 16S rDNA mediante reacci ón en cadena de la 

polimerasa y secuenciación.  

Para la amplificación 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; desnaturalización inicial 5 min a 95º C , 30 repeticiones de 30 seg a 95º 

C, 30 seg a 54º C y 30 seg a 72º C, y finalmente 10 min a 72º C para la extensión 

final. Los fragmentos amplificados fueron purificados mediante el kit comercial  

QIAquick Gel Extraction (QIAGEN, USA) y posteriormente secuenciados mediante 

un servicio externo.  

 

V.IX.III. Electroforesis de DNA en geles de agarosa . 

El DNA y los productos de PCR se separaron por electroforesis en geles de 

agarosa al 1%, en regulador TAE 1X a 80 V. Los geles se tiñeron en TAE con 

bromuro de etidio (10 mg/ml), y se observaron con luz UV utilizando un 

fotodocumentador de imágenes. 

 

 

V.IX.IV. Análisis 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 2009. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI. Resultados. 
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VI.I. Identificación molecular de las cepas de S. reilianum. 

La cepa de S. reilianum utilizada en este trabajo fue identificada mediante PCR 

específica como describe Xu et al; (1999), para lo cual se realizó la extracción del 

DNA total del hongo el cual resultó ser de buena calidad como se muestra en la 

Figura 6.  

 

 

 

Figura 6. Electroforesis del DNA de  S. reilianum.  

 

             A parir de la PCR específica se obtuvieron dos amplificados de 952 pb y 

de 962 pb utilizando dos pares de iniciadores específicos SR1 y SR2, 

respectivamente (Figura 7).  

 

DNA 
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Figura 7. Electroforesis de los productos de PCR pa ra la identificación de S. reilianum. Carril 

1: Marcador de talla molecular DNA,PCR DNA Marker 5 0-2000pb Amresco, Carriles 3 y 4: 

Amplificación con los iniciadores SR1, Carriles 6 y  7: Amplificación con los iniciadores SR3. 

En cada uno de los carriles utilizados se colocaron  3µl 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 maíz, de las 

cuales sólo 27  presentaron actividad inhibitoria del crecimiento de S. reilianum 

(Figuras 8 y 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,  I) Cepa 150,  J) Ce pa 160. En cada una de las placas se puede 
observar el halo de inhibición.   
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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,  I) Cepa16, J) Cepa 18, K) Cepa  20,  L) Cepa 38,  M) Cepa 
39,  N) Cepa  42, Ñ) 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 inhibición es más 

reducido.  



UAEH - CIB 
Aislamiento e identificación de cepas bacterianas  antagonistas del crecimiento 

del hongo patógeno del maíz , Sporisorium reilianum.  

27 

 

VI.III. Caracterización de las cepas bacterianas co n actividad inhibitoria del 

crecimiento de S. reilianum.   

VI.III.I. Morfología microscópica.  

  Para determinar la morfología microscópica de 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 II). Estos resultados fueron corroborados mediante la reacción 

del KOH como se describe en el procedimiento experimental. 

Cuadro II. Morfología microscópica de las bacterias con actividad inhibitoria del 
crecimiento de S. reilianum. 

Cepa   Gram  KOH  Morfología  

UT 1  ( + )  ( - )  Cocos 

UT 3  ( - )  ( + )  Cocos 

UT 5  ( - )  ( + )  Bacilos  

UT 6  ( - )  ( + )  Bacilos cortos  

UT 7  ( - )  ( + )  Bacilos cortos  

UT 11  ( - )  ( + )  Bacilos cortos  

UT 12  ( + )  ( - )  Bacilos largos  

UT 14  ( - )  ( + )  Bacilos cortos  

UT 15  ( - )  ( + )  Bacilos cortos  

UT 16  ( - )  ( + )  Bacilos  

UT 18  ( - )  ( + )  Bacilos cortos  

UT 20  ( - )  ( + )  Bacilos cortos  

UT 38  ( - )  ( + )  Bacilos  

UT 39  ( - )  ( + )  Bacilos cortos  
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Cuadro II. Continuación.  Morfología microscópica de las bacterias con actividad 
inhibitoria del crecimiento de S. reilianum. 

Cepa   Gram  KOH  Morfología  

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  

 

VI.III.II. Morfología colonial. 

Se encontró que todas las cepas bacterianas aisladas presentaron 

características coloniales diferentes como se muestra en la Cuadro III. 
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VI.IV. Cinética de producción 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 logarítmica, 

estacionaria temprana y estacionaria tardía del crecimiento, para obtener una 

muestra de la fracción extracelular, la cual fue esterilizada por filtración con la 

finalidad de eliminar las bacterias y medir únicamente el efecto de inhibición del 

crecimiento de S. reilianum de las sustancias  que se producen.  

 

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 I) Cepa 160. Se  observa claramente la Fase Logarítmica, 

Estacionaria Temprana y Tardía. 
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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 Logarítmica, 

Estacionaria Temprana y Tardía.  
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Figura 11. Continuación. Curvas de crecimiento de l 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, Ñ) Cepa 51, O) Cepa 66, P) Cepa 115 y Q) C epa 151. Se observa claramente la Fase 

Logarítmica, Estacionaria Temprana y Tardía. 

 

Como se muestra en las Figuras 12 y 13, sólo de 10 cepas se lograron obtener 

extractos con actividad inhibitoria de S. reilianum, del resto aunque se obtuvieron 

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

filtración de las bacterias Gram (+).  A) Testigo, B) Cepa 1 en Fases Estacionaria Tardía, C) 

Cepa 150 en Fase Estacionaria Temprana, D) Cepa 160  en Fase Estacionaria Tardía.   

 

 

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

filtración de las bacterias Gram (-).  A) Testigo, B) Cepa 5 en Fases logarítmica, C) Cepa 11 

en Fase Estacionaria Tardía, D) Cepa 14 en Fase Log arítmica, E) Cepa 20, F) Cepa 38, G) 

Cepa 39 y H) Cepa 66 en la Fase Estacionaria Tardía .  
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Cuadro IV.  Efecto de inhibición del crecimiento S. reilianum producido por 

extractos extracelulares esterilizados por filtración obtenidos en diferentes fases 

del crecimiento de las bacterias aisladas.  

 

De todas las muestras con actividad inhibitoria, dos de ellas obtenidas a 

partir de las cepas bacterianas 150 y 160 soportaron un proceso de esteilización 

por calor húmedo manteniendo su actividad (Figura 14 y Cuadro V). 

 

Figura 14. Efecto inhibitorio del crecimiento de S. reilianum de los extractos obtenidos por 

esterilización por calor húmedo de las bacterias Gr am (+).  A) Testigo, B) Cepa 150 y C) Cepa 

160 en Fase Estacionaria Tardía. 
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Cuadro V.  Efecto de inhibición del crecimiento S. reilianum producido por 

extractos extracelulares esterilizados por calor húmedo obtenidos en diferentes 

fases del crecimiento de las bacterias aisladas.  

 

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

antagonista del crecimiento de S. reilianum. 

Según los resultados anteriores las cepas 150 y 160 resultaron ser las más 

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 únicamente se realizó la identificación molecular de estas dos cepas.  

Como se muestra en la Figura 15, el DNA extraído de las bacterias en 

estudio resultó ser de buena calidad, ya que se observa una banda definida de 

alto peso molecular con ligera degradación.       

 

Figura 15. DNA total de bacterias de las cepas con actividad antagónica del crecimiento de 

S. reilianum. Carril 1: 150 y  Carril 2: 160. En cada uno de lo s carriles fueron colocados 3µl 

de la misma muestra. 

DNA 

1      2 
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El DNA extraído fue utilizado para la amplificación del gen 16S rDNA; para las dos 

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

 

Figura 16. Amplificación 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  3µl del producto de la PCR. 

 

 

Los fragmentos fueron secuenciados  y las secuencias obtenidas (no se 

secuenciaron completos los genes)  se muestran en las figuras 17 y 18.  

1500pb 
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Figura 17. Secuencia del gen 16SDNAr obtenida de la  cepa 150. Se amplificó un fragmento 

de 952pb del gen 16S rDNA mediante la utilización d e iniciadores universales. El producto 

de la PCR fue purificado y secuenciado. 

 

Figura 18. Secuencia del gen 16S rDNA obtenida de l a cepa 160. Se amplificó un fragmento 

de 962pb del gen 16S rDNA mediante la utilización d e iniciadores universales. El producto 

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

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

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

B. subtilis (Cuadro VI y VII). 

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

 

Cuadro VII.  Resultados del análisis con el programa BLAST de la cepa 160. 
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 Las secuencias obtenidas de la cepa 150 y la cepa 160 se utilizaron para 

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

entre ellas (Figura 19). Posteriormente, se realizó 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 último 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  30   GGCGTAAGGGCTCGCAG-GCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGG  88 
            |||||||  ||| |||| | | |||||| || |||||| ||||||  |||| || ||| | 
CepaB  37   GGCGTAAACGCTAGCAGTGTGATTTCTTGAGCCTGATGCGAAAGCTACCGGGTC-ACCCG  95 
 
CepaA  89   GGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCA-CGTG  147 
            ||||||||||||||||||| ||||||||||||| |||||||||||||||||| || |||| 
CepaB  96   GGAGGGTCATTGGAAACTGAGGAACTTGAGTGCTGAAGAGGAGAGTGGAATT-CACCGTG  154 
 
CepaA  148  TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCT  207 
            ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  155  TAGCGCTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCT  214 
 
CepaA  208  GTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC  267 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  215  GTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC  274 
 
CepaA  268  CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTA  327 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  275  CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTA  334 
 
CepaA  328  ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGAC  387 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  335  ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGAC  394 
 
CepaA  388  GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC  447 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  395  GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC  454 
 
CepaA  448  CAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGA  507 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  455  CAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGA  514 
 
CepaA  508  CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG  567 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  515  CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG  574 
 
CepaA  568  AGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGT  627 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  575  AGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGT  634 
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CepaA  628  GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA  687 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  635  GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA  694 
 
CepaA  688  CACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCA  747 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  695  CACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCA  754 
 
CepaA  748  CAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCT  807 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  755  CAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCT  814 
 
CepaA  808  AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTT-CCCGGGCCTTGTACACACCGCCC  866 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| 
CepaB  815  AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC  874 
 
CepaA  867  GTCACACCACGAGAGTTTGGTA-CACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTAGGA-GCCAGC  924 
            ||||||||||||||||||| || ||||||||||||||||||||||||||| || || ||| 
CepaB  875  GTCACACCACGAGAGTTTG-TAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGAAGC-AGC  932 
 
CepaA  925  CGCCGAA-GTGGGAC-GATGATTGGG-GAGC  952 
            |||| || |||| || |||||||||| |||| 
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    TTGGGCGTAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACC  86 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  541   TTGGGCGTAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACC  600 
 
CepaA  87    GGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGT  146 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  601   GGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGT  660 
 
CepaA  147   GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTC  206 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  661   GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTC  720 
 
CepaA  207   TGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT  266 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  721   TGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT  780 
 
CepaA  267   CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCT  326 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  781   CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCT  840 
 
CepaA  327   AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGA  386 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  841   AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGA  900 
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CepaA  387   CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA  446 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  901   CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA  960 
 
CepaA  447   CCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTG  506 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  961   CCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTG  1020 
 
CepaA  507   ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC  566 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  1021  ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC  1080 
 
CepaA  567   GAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGG  626 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  1081  GAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGG  1140 
 
CepaA  627   TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT  686 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  1141  TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT  1200 
 
CepaA  687   ACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCC  746 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  1201  ACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCC  1260 
 
CepaA  747   ACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGC  806 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  1261  ACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGC  1320 
 
CepaA  807   TAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC  866 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  1321  TAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC  1380 
 
CepaA  867   GTCACACCACGAGAGTTTGGTA-CACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTT-AGGAGCCAGC  924 
             ||||||||||||||||||| || |||||||||||||||||||||||||| |||||||||| 
CepaB  1381  GTCACACCACGAGAGTTTG-TAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGC  1439 
 
CepaA  925   CGCCGAAG-TGGGAC-GATGATTGGGG  949 
             |||||||| |||||| ||||||||||| 
CepaB  1440  CGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGG  1466 

 

Figura 20. Alineamientos pareados entre la cepa 150  (CepaA) con la cepa de Bacillus subtilis 
CICC10078 (CepaB).  

 
Score = 1567 bits (848),  Expect = 0.0 
Identities = 905/931 (97%), Gaps = 10/931 (1%) 
Strand=Plus/Plus 
 
CepaA  37    GGCGTAAA-CGCTAGCAGTGTGATTTCTTGAGCCTGATGCGAAAGCTACCGGGTC-ACCC  94 
             ||||||||  ||| |||| | | |||||| || |||||| ||||||  |||| || |||| 
CepaB  583   GGCGTAAAGGGCTCGCAG-GCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCC  641 
 
CepaA  95    -GGGAGGGTCATTGGAAACTGAGGAACTTGAGTGCTGAAGAGGAGAGTGGAATT-CACCG  152 
              |||||||||||||||||||| ||||||||||||| |||||||||||||||||| || || 
CepaB  642   GGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCA-CG  700 
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CepaA  153   TGTAGCGCTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGT  212 
             ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  701   TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGT  760 
 
CepaA  213   CTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAG  272 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  761   CTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAG  820 
 
CepaA  273   TCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGC  332 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  821   TCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGC  880 
 
CepaA  333   TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTG  392 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  881   TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTG  940 
 
CepaA  393   ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT  452 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  941   ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT  1000 
 
CepaA  453   ACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGT  512 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  1001  ACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGT  1060 
 
CepaA  513   GACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA  572 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  1061  GACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA  1120 
 
CepaA  573   CGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCG  632 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  1121  CGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCG  1180 
 
CepaA  633   GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC  692 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  1181  GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC  1240 
 
CepaA  693   TACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCC  752 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  1241  TACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCC  1300 
 
CepaA  753   CACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCG  812 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
CepaB  1301  CACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCG  1360 
 
CepaA  813   CTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC  872 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||| 
CepaB  1361  CTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTT-CCCGGGCCTTGTACACACCGC  1419 
 
CepaA  873   CCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGAAGC-AG  931 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| || 
CepaB  1420  CCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAG  1479 
 
CepaA  932   CCGCCCAAAGTGG-ACAGATGATTGGG-TGA  960 
             ||||| || |||| ||||||||||||| ||| 
CepaB  1480  CCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGA  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. Discusión.  

El uso del control biológico en el manejo de enfermedades y plagas 

agrícolas representa una alternativa eficaz con respecto al uso de pesticidas, las 

cuales frecuentemente son acumulados en las plantas, además de ser letales para 

organismos benéficos presentes en el suelo (Nogórska et al; 2007). El desafío 

actual en el desarrollo de esta práctica es la identificación de nuevas fuentes 

genéticas, químicas y biológicas, lo cual requiere de la participación de grupos 

multidisciplinarios los cuales buscan aportar alternativas que además 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 biológico, existen importantes evidencias del 

papel de los antibióticos producidos por bacterias aisladas de suelo como 

supresores o inhibidores del desarrollo de fitopatógenos (Raaijmakers et al; 2002). 

En esta vertiente, en el presente trabajo se planteó la idea de utilizar bacterias 

aisladas de suelos de cultivos de maíz para el tratamiento del carbón de la espiga 

ocasionado por S. reilianum. 

De las 300 cepas de bacterias aisladas, sólo 27 inhibieron el crecimiento del 

hongo en estudio mediante la producción de sustancias extracelulares difusibles 

en el agar. En general las bacterias Gram negativas mostraron mayor efecto de 

inhibición con respecto a las Gram positivas; sin embargo, aunque se realizó la 

obtención mediante esterilización por filtración de extractos de todas las bacterias, 

solo 10 de ellos mostraron actividad inhibitoria, la mayoría 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 fitopatógenos, debido a que  presentan actividad anti-fúngica, mediante 

la producción de enzimas líticas extracelulares, sideroforos, antibióticos y 

metabolitos volátiles como el ácido cianhídrico (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 fúngicos volátiles o enzimas 

que pierden durante el proceso de obtención de los extractos y por esta razón 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 inhibición se pudieran encontrar asociadas a las envolturas 

bacterianas.  

Los extractos con mayor actividad antagónica 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 

biológico tales como B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens y 

B. cereus, así como algunas especies de otros géneros tales como, Brevibacillus 

brevis, los cuales inhiben el crecimiento de diferentes hongos patógenos de 

plantas debido a que son capaces de producir una gran variedad de antibióticos 

(Munimbazi y Bullerman, 1998; Kim y Chung, 2004; Souto et al; 2004; Stein, 

2005).  

Se observó que los extractos obtenidos de dos cepas bacterianas (150 y 

160), mantenían su actividad antagónica aún después de ser sometidos a un 

proceso de esterilización por calor húmedo. Se ha descrito que algunas especies 

de Bacillus producen antibióticos con un amplio espectro de acción, los cuales son 

estables a temperaturas altas y mantienen su actividad en un amplio intervalo de 

pH, dichos compuestos son lipopéptidos cíclicos con carácter anfipático, los cuales 

se dividen en tres grupos; surfactinas, iturinas y fengicinas. La clasificaficación se 

basa en el tamaño de la cadena del ácido graso que poseen en su estructura y su 

producción se asocia al principio y durante la fase estacionaria de crecimiento 

bacteriano (Munimbazi y Bullerman, 1998; Nogórska 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 carbón de la espiga debido su estabilidad en diferentes condiciones de 

temperatura. 

Mediante técnicas moleculares e informáticas se encontró que las cepas 

bacterianas 150 y 160 pertenecen al género Bacillus con afinidad a dos cepas de 

B. subtilis. La actividad antagónica de estas cepas concuerda con lo reportado 

para otros aislados con actividad anti fúngica (Nogórska et al; 2007), sin embargo, 

no se había reportado la utilización de este microorganismo en control de S. 

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

El alineamiento pareado que se realizó entre la secuencia de la cepa 150 

con la secuencia de la cepa 160 mostró 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 mostró 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 mostró que existe una 

similitud de 97%. Se podría pensar que se trata de la misma especie y que por 

cuestiones del proceso de mutación 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 

secuenció 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 utilización 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 fácilmente y a bajo costo 

(Stein, 2005). Esto podría ser conveniente en la elaboración de formulados, los 

cuales, podrían contener los extractos para comenzar el manejo de la enfermedad 
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en el campo, además de estar suplementados con las esporas para ayudar a la 

permanencia del agente de control biológico en los suelos previniendo futuras 

infecciones en los cultivos.  

Esta especie no patógena vive naturalmente en asociación con las raíces 

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 colonización, producción de compuestos biológicamente activos  y  su habilidad 

para formar endosporas, es por esta razón 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 agrícolas.    

Como ya ha sido mencionado anteriormente S. reilianum se encuentra en el 

grupo de los Ustilaginales que esta constituido por diferentes hongos 

fitopatógenos que ocasionan enfermedades en monocotiledóneas de todo el 

mundo. A pesar de los tratamientos químicos aplicados a semillas y cultivos y a la 

existencia de variedades de resistentes, estos hongos, han sido considerados 

como la causa potencial del carbón de las plantas (Ruiz-Herrera y Martínez-

Espinoza, 1998; Agrios, 1999).  

Dentro de este grupo de basidiomicetos el hongo Ustilago maydis o 

cuitlacoche (del náhuatl cuitlatl, excremento y chochini, dormir) tiene importancia a 

nivel mundial por ser el agente causal del carbón común del maíz una enfermedad 

que bajo ciertas condiciones ocasiona numerosas pérdidas económicas; sin 

embargo, en la parte central de México el carbón que invade al maíz dulce, es 

considerado un platillo exquisito desde el periodo pre-colombino y ha sido 

introducido recientemente a platillos de alta cocina con bastante aceptación. 

(Herrera y Ulloa, 1990; Ruiz-Herrera y Martínez-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 económica para 

el cultivo el maíz. En el caso de U. maydis aunque es un fitopatógeno, su 

popularidad como hongo comestible ha ido en aumento al ser más rentable su 

producción que la del maíz (Pataky y Chandler 2003), en este contexto, se pueden 

identificar dos problemáticas diferentes, por un lado la capacidad destructiva de S. 

reilianum, es motivo de búsqueda de estrategias que permitan controlar la 

enfermedad para evitar pérdidas en la producción de maíz, y por el otro, la 

importancia de U. maydis como hongos comestible, ha sido permitido avanzar en 

el diseño de metodologías para la producción 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 función 

de los intereses de los productores agrícolas, haciendo una planeación a mediano 

y largo plazo en la aplicación 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 producción de este hongo 

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

Es importante mencionar, que las bacterias fueron aisladas de una región del 

estado de Hidalgo, con problemas serios de carbón de la espiga, en donde la 

producción de maíz es la más importante con respecto a la de cuitlacoche, en este 

caso a los productores les interesa que el inóculo de S. reilianum en suelo sea 

disminuido para evitar las pérdidas económicas en la producción de este cereal. 

El control de S. reilianum en campo incluye la utilización de híbridos de 

maíz resistentes a la enfermedad, así como la rotación de cultivos; sin embargo, 

los híbridos presentan susceptibilidad a otras enfermedades, además de no ser 

preferidos por los agricultores. Por otro lado, aunque la rotación de cultivos podría 

dar buenos resultados, deberán de pasar varios años para disminuir el inóculo 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 biológico 

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

manejo fitosanitario del carbón de la espiga del maíz.  

A partir de este trabajo pueden realizarse diversos estudios que permitan la 

determinación del aislamiento y caracterización de los compuestos con actividad 

antifúngica producidos por las cepas bacterianas aisladas, así como su  

efectividad en campo para el diseño de metodologías de transferencia en el 

manejo integrado del carbón de la espiga. 
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VIII. Conclusiones. 

 

• Se identificó la cepa de S. reiliamun del Estado de Hidalgo, mediante PCR 

específica, 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 maíz de las cuales 27 cepas mostraron actividad 

inhibitoria del crecimiento de S. reilianum. 

• Se determinó la morfología microscópica y colonial de las 27 cepas que 

mostraron actividad antagónica, de las cuales 18 fueron Gram negativas y 

nueve Gram positivas. 

• A partir de las bacterias aisladas se obtuvieron 10 extractos extracelulares 

con actividad inhibitoria del crecimiento del hongo en estudio mediante un 

proceso de esterilización por filtración, 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 esterilización por calor 

húmedo lo que indica que el o los compuestos con actividad son 

termoestables, los cuales fueron producidos por bacterias Gram positivas. 

La mayoría 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 amplificación, 

secuenciación y análisis de la secuencia obtenida del gen 16S rDNA.  

• Las cepas bacterianas encontradas en este trabajo tienen potencial para 

ser utilizadas en el control del carbón de la espiga del maíz ocasionado por 

S. reilianum. 
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XI. Anexo 1. Preparación de los medios de cultivo 

Caldo Luria  

Triptona 10g 

Extracto de levadura 50g 

Cloruro de Sodio 10g 

Sulfato de Magnesio 0.125g 

Agua destilada 1000ml.  

B de King 

Fosfato de Potasio dibásico 1.5g 

Bactopeptona 20g 

Agar bacteriológico 1.5g  

Sulfato de Magnesio 1.5g  

Glicerol 15ml  

Agua destilada 1000ml. 

TSA 

Agar Soya Tripticaseina 40g 

Agua destilada 1000ml. 

PDA 

Agar Dextrosa Papa 39g  

Agua destilada 1000ml.  
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PDB 

250g de papa se pusieron a hervir con 800ml de agua durante 20 minutos, se 

filtraron para eliminar la papa, la infusión 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 0.52gr. 

Agua destilada 1000ml.  

 

Los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 120Lb/pul2 a 121º C por 

15 minutos. 
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XII. Anexo 2.  

 

Preparación de TAE 10X 

Trisma Base ………………………….48.4 g 

Ácido ácetico glacial ………………...10.9 ml 

EDTA …………………………………2.92 g 

Agua desionizada ……………………..1000 ml  
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