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1. RESUMEN

En este trabajo se ha estudiado la capacidad de la bacteria antagonista Bacillus
amyloliquefaciens BUZ-14 como posible agente de biocontrol frente a Monilinia laxa,
M. fructicola y Botrytis cinerea, tres mohos causantes de numerosas perdidas econémicas
en la postcosecha de frutas. Para ello, se ha caracterizado su crecimiento in vitro a
diferentes temperaturas (37, 30, 20, 10 y 4 °C) y pHs (3, 4,5, 5y 7) e in vivo en
melocotones conservados 1 °C para establecer su idoneidad de cara a una posible
aplicacion en conservacion post-cosecha. También, se evalud su compatibilidad in vitro
con pesticidas habitualmente usados en el cultivo, estableciendo las concentraciones que
permiten su crecimiento. Finalmente, se elaboraron medios de bajo coste con ingredientes
ricos en nitrégeno y carbono como harinas y azlcares y se estudié su influencia en el

crecimiento de esta cepa y en su actividad antifungica.

BUZ-14 ha demostrado tener una gran capacidad de crecimiento y supervivencia en
medios y condiciones muy similares a las de comercializacién de las frutas. La mesofilia
y la neutralidad se confirmaron como condiciones 6ptimas de crecimiento (10° UFC/mL),
aunque pHs bajos y temperaturas de refrigeracion permitieron su supervivencia e incluso
mantuvieron su actividad antifungica frente a M. fructicola en melocoton. La mayoria de
los pesticidas testados a las dosis de referencia permitieron el crecimiento de la cepa,
aunque en otros como Armicarb o Karathane Star se tuvo que reducir la concentracién
10 y 20 veces respectivamente hasta conseguir su crecimiento. Los medios de bajo coste
demostraron carencias en su formulacidn, ya que solo en tres de los seis medios testados
hubo crecimiento tras 24 h de incubacion (10° UFC/mL). Ademas, ninguno de ellos
posibilité que nuestra cepa alcanzase la actividad antifungica que posee cuando se cultiva
en el medio 863 (control) por lo que se debera continuar con la busqueda de un medio de
crecimiento viable econémicamente que a la vez mantenga su potencial como agente de

biocontrol.




ABSTRACT

In this work the biocontrol antifungal potential of Bacillus amyloliquefaciens strain BUZ-
14 against three phytopathogenic molds, Botrytis cinerea, Monilinia laxa and
M. fructicola, responsible of economical loses in the postharvest of fruit, has been studied
Therefore, the characterization of in vitro growth of strain BUZ-14 was carried out at
different temperatures (37, 30, 20, 10 y 4 °C) and pHs (3, 4,5, 5y 7), and in vivo at 1°C
on peach, to determine its suitability for a postharvest application. Moreover, interaction
between chemical pesticides used on crops, and BUZ-14 strain was tested defining those
concentrations that allow its in vitro growth. Finally, using low cost media based on
nitrogen and carbon sources as flours and carbohydrates, both growth and antifungal

activity of the strain was evaluated.

The ability of BUZ-14 to grow and survive in vitro at very similar conditions to those
employed in the postharvest storage of vegetables was demonstrated. Although a neutral
pH and mesophilia conditions were the optimal growing conditions (obtaining 10°
CFU/mL), a low pH and refrigeration temperatures also allow its survival and maintain
its antifungal activity against M. fructicola inoculated in peaches. Many of the chemical
pesticides tested allow BUZ-14 growth at their reference doses but with some of them,
like Armicab and Karathane Star, a reduction of 10 and 20 times, respectively, was
necessary. Only three of the six alternative low cost media tested supported BUZ-14
growth after 24 h incubation (obtaining10° CFU/mL). However none of them reached the
antifungal activity demonstrated in the 863 cultures (control). Thus, improvement of an
affordable media formulation that allows both growth and antifungal activity must be
studied.




2. INTRODUCCION

2.1. Produccién espafiola e importancia econdémica de frutas y hortalizas

La produccion en Espafia de frutas, hortalizas y patata asciende a 26,8 millones
de toneladas, de los cuales el 52,2% del volumen total son aportados por el grupo de las
hortalizas, en particular por cultivos como los de tomate, pimiento, lechuga y melén. Le
siguen en importancia los citricos, que suponen un 23,2% en volumen, destacando las
naranjas y pequefos citricos, que concentran mas del 80% de la produccién y valor. Los
frutales no citricos ocupan el 11,3% de la produccion hortofruticola; concretamente, las
frutas de hueso suponen el 16 % del total de frutas (MAGAMA, 2008-2013), que
representan el 60% de la produccion de los frutos dulces, donde destaca el grupo de los
melocotoneros, seguidos por los frutales de pepita con el 40% de la produccion
(Figura 2.1). La produccion de uva alcanza los 6,5 millones de toneladas anuales
(MAGAMA 2006), representando un alto porcentaje ya no en volumen de producto si
no en valor econdémico debido a la revalorizacidn que sufre esta materia prima gracias
a la vinificacion; tanto es asi, que el 94,9% de la uva se destina a mostos y vinificacion,

el 5% a consumo en fresco y aproximadamente el 0,1% a uvas pasas (MAGAMA 2007).

Produccion de fruta dulce en Espafia.

mManzana mPera m Melocotén  m Mectarina

B Cereza B Albaricoque M Ciruela

Figura 2.1: Distribucion en porcentaje de las principales frutas producidas en Espafia entre 2008 y 2012;
Fuente: MAGRAMA.

La produccidn de frutas en Espafia incluye un gran numero de especies de hueso
y pepita, siendo las mas representativas el albaricoque, la ciruela, la cereza, el melocoton,
la manzana y la pera; la produccion global de estas especies se aproxima en el trienio

2006-08 a una media de 3 millones de Tm., siendo el melocoton la principal fruta




producida (en torno al 45%). seguida del nectarino con un 30,4 %, y a mucha mayor
distancia estan el ciruelo con un 13,1 % vy el albaricoquero con un 4,9 %. A nivel
territorial, en el caso del albaricoquero, Murcia continta siendo la mas importante al
acumular cerca del 70 % del total de la produccion nacional; en melocotonero Catalufia,
Aragon y Murcia acaparan algo mas del 70 % de la misma; en nectarino Catalufia, Aragén
y Andalucia agrupan algo mas del 70 % del total; y en ciruelo Extremadura y Andalucia
suponen el 70 %. La vid en Aragon, con 41.811 hectareas en 2008, ocupa el 3,5 % de la
superficie cultivada y genera el 4,5 % del valor de la produccion agricola con 44,66
millones de € en 2009; como en todos los casos, al transformar las materias primas
agrarias se afiade nuevo valor econdmico a la produccion, y las uvas aragonesas lo

multiplican por 2,8 al convertirse en vino (Gobierno de Aragon, 2009).

2.2. Pérdidas post-cosecha

De las mas de 900.000 toneladas de fruta de hueso que Espafia exporta al afio, un
importante porcentaje se pierde en los procesos de almacenaje y transporte por el
proceso de deterioro natural del producto. La uva es un fruto no climatérico por lo que
su actividad fisioldgica es relativamente baja (Peynaud y Ribereau-Gayon, 1971), a
pesar de ello es susceptible a la perdida de agua y a la pudricion durante el manejo
postcosecha (Nelson, 1985). A pesar de ello, las pérdidas por podredumbres causadas
en los vifiedos alcanzan un 15-40% de las cosechas en funcion de las condiciones
climaticas, estimandose los costes econdmicos en mas de 15 mil millones de euros al
afio, es decir, se pierde el 25% de la facturacién potencial debido a este problema. Se
hace necesario, por tanto, encontrar nuevas técnicas que protejan la fruta durante su

proceso de cultivo y comercializacion.

“El uso de sustancias activas de origen natural que maximicen la proteccion de la
fruta -apunta Miguel Vela, director del Departamento de Calidad de FEPEX (Federacion
Espafiola de Asociaciones de Productores Exportadores de Frutas, Hortalizas, Flores y
Plantas Vivas)- contribuira de forma muy positiva al desarrollo de nuestra capacidad
exportadora, abriendo mercados mas lejanos. Estamos comenzando a exportar a
Sudafrica y negociando con China y Japdn y, para poder llegar a estos mercados,

necesitamos asegurarnos de que la fruta llega en perfecto estado”.




Tradicionalmente, la mayor parte del proceso de proteccion de la fruta se realiza
antes de su recoleccion, lo que no limita el riesgo de enfermedades latentes. Las
alteraciones patoldgicas post-cosecha, a diferencia de las alteraciones fisiologicas y

otros problemas de origen abidtico, se deben fundamentalmente a mohos.

Cuando se produce una infeccion de este tipo, la alteracion o podredumbre del
tejido aparece claramente diferente del resto del tejido no afectado, con cambios en su
color y/o textura. En la mayor parte de los casos, el tejido infectado esta constituido por
una zona delimitada, conocida como lesion, que se extiende radialmente a partir del
punto de la infeccion, de una forma y manera caracteristica que depende de las
interacciones entre la fruta hospedadora y el patégeno invasor. En algunos casos, las
lesiones no tienen mas de 1-2 cm de diametro, mientras que en otras ocasiones la lesion
es uniforme en la totalidad del fruto. La lesion puede aparecer s6lo como una alteracion
del tejido de la fruta, o puede estar recubierta por micelio flngico, estructura del
patdgeno portadora de esporas, 0 por las propias esporas. Es importante tener en cuenta
que el tiempo necesario para que se desarrolle una lesién es muy variable para los

distintos patogenos.

Desde el momento de la recoleccién, las frutas comienzan a madurar, proceso

fisiologico deseable para alcanzar las condiciones organolépticas y nutritivas 6ptimas
para el consumo; este proceso de maduracion favorece el desarrollo de las
podredumbres fungicas al modificarse las barreras, los azlcares y acidos, y la cantidad
de los fenoles. La reduccion de la dureza del fruto facilita la accion metabolica de los
enzimas liberados por las células hifales. El incremento de azucares sencillos supone un
aumento de nutrientes disponibles para el desarrollo fungico. Ademas, los compuestos
fenolicos que pueden intervenir en la resistencia a las alteraciones por su accion
antimicrobiana disminuyen conforme avanza la maduracion.
En la mayor parte de los casos, la espora flngica causante de la infeccion de la fruta es
un conidio o conidiospora, una espora asexual producida por el micelio fértil fungico en
crecimiento activo sobre tejidos vegetales vivos 0 muertos. Para poder germinar e iniciar
la infeccidn, normalmente las esporas necesitan oxigeno (aunque la mayor parte de los
patogenos post-cosecha pueden infectar y crecer a presiones parciales de oxigeno
reducidas), agua y, por ultimo, una fuente de compuestos organicos metabolizables.

Los mohos, las levaduras y las bacterias, estan naturalmente presentes en la

superficie de las frutas después de la recoleccion. De hecho, hay que asumir que en el




momento en el que comienzan su vida post-cosecha, casi todas las piezas de fruta
contienen algunos propagulos con capacidad de infeccion. El propégulo fangico que se
transmite més facilmente en las plantaciones es la espora. Algunos mohos pueden
infectar, durante la conservacion en refrigeracion, frutas que aparentemente estan sanas
y que no presentan ninguna herida ni lesion fisica, pero en la mayor parte de las
podredumbres post- cosecha, las heridas y traumatismos son la principal via de infeccion
ya que inactivan las barreras fisicas como la cuticula cérea, las capas celulares
subyacentes y el tejido cortical que esta a continuacion. Aun asi, hay mohos capaces de
penetrar en la fruta incluso cuando no hay ninguna herida debido al complejo equipo
enziméatico del que disponen. Para casi todos los patdgenos, el desarrollo de las
podredumbres post-cosecha es directamente proporcional a la incidencia y severidad de
las heridas (Eckert y Ogawa, 1988). Hay otros orificios o aberturas naturales que pueden
servir de vias de infeccion para los mohos patdgenos. En algunos cultivares, la zona
peduncular puede verse expuesta a mohos tras la separacion de los frutos de la rama. En
estos casos, la infeccion fungica del pedunculo se produce tras la recoleccion. También
pueden ser infectadas a través de las lenticelas de las frutas, que son los orificios a traves
de los cuales se realizan los intercambios gaseosos entre las células y la atmosfera
circundante (Baker y Heald, 1934), pero muchas de las podredumbres tienen su origen
en la infeccion del fruto durante su desarrollo en el arbol; esta infeccién permanece en
estado latente hasta que la fruta, una vez recolectada, estd en las camaras de
conservacion.

Las frutas de hueso son muy sensibles a las alteraciones flngicas, pero se puede
establecer el siguiente orden de susceptibilidad decreciente: cerezas, nectarinas,
melocotones, ciruelas y albaricoques (Eckert y Ogawa, 1988). Las alteraciones mas
frecuentes en las frutas de hueso aparecen resumidas en la Tabla 2.1.

La podredumbre mas habitual en frutos de hueso es la podredumbre marrén
ocasionada principalmente por las especies Monilinia fructicola y M. laxa. Se trata, en
concreto, de una infeccion de las flores que permanece en estado latente hasta que la fruta
alcanza su madurez en el arbol, momento en el que la podredumbre se expande

(Northover y Cerkauskas, 1994), dejando al fruto con aspecto momificado (Figura 2.2.).




Tabla 2.1: Podredumbres mas comunes en frutas de hueso

Podredumbre Moho responsable

Azul Penicillium spp.

Gis Botrytis cinerea

Marrén Monilinia fructicola, M. laxa
Por Alternaria Alternaria spp.

Por Rhizopus Rhizopus stolonifer

Figura 2.2: Frutas momificadas (a y b); gomosis del chancro (c), y cerezas afectadas por Monilinia spp.

En manzanas y peras, un moho bastante agresivo es Botrytis cinerea (Figura 2.3.),
causante de la podredumbre gris y también tipico de fresas y uva donde resulta la principal
causa de las pérdidas post-cosecha. Uno de los principales problemas que acarrea una
contaminacion con B. cinerea es su capacidad para causar lesiones visibles tras seis

semanas a temperaturas de almacenamiento, e incluso a temperaturas por debajo de 0 °C

(Terry, 2009).

Figura 2.3: Botrytis cinerea en fresa (izquierda) y formacién de nidos por infeccién con Botrytis cinerea
en pera (derecha).




2.3. Métodos de control de las podredumbres

Los productores de frutas recurren a diferentes métodos para contrarrestar la
presencia y accion de los patogenos fangicos. EI método maés utilizado a lo largo de los
ultimos afios para combatir las podredumbres ha sido el uso en campo de fungicidas de
sintesis. El abuso de estos productos ha derivado en resistencias de microorganismos
fitopatdgenos generando cepas inmunes a ciertos tratamientos precosecha, causando
severos impactos en el medio ambiente, y la consiguiente alarma entre consumidores y
organismos publicos (Wisniewski y Wilson, 1992).

En postcosecha el empleo de estos fungicidas esta limitado a ciertos productos de
larga conservacion como manzanas y peras. Los tratamientos postcosecha con
fungicidas, sin embargo, no funcionan en enfermedades latentes con origen en
precosecha, como la podredumbre marrén (Monilinia spp.) o la podredumbre gris
(Botrytis cinerea), a no ser que el producto penetre en el fruto para ejercer una accion
local (Demoz y Korsten, 2006), por lo que se han de buscar otros métodos de control
para estas alteraciones.

El desarrollo de alternativas al tratamiento de enfermedades post-cosecha se ha de
enfocar desde el punto de vista de un escenario complejo donde intervienen las leyes
medioambientales, el gran nimero de patologias y las condiciones en las que se
producen, la industria y los consumidores, y la viabilidad comercial del producto o
productos sustituyentes. Algunas de las alternativas son el empleo de recubrimientos
comestibles con propiedades antifingicas, cuyo ejemplo méas destacado es el quitosano,
la radiacion ultravioleta, tratamientos térmicos suaves, 0zono gas y agua ozonizada,
aceites esenciales y extractos vegetales (Usall, 2016; Wisniewski 2016), asi como el uso
de microorganismos, estrategia estudiada desde hace tres décadas (Tronsmo y Dennis,
1977). El control bioldgico (o biocontrol) consiste en la utilizacién de uno o varios
microorganismos (principalmente levaduras y ocasionalmente bacterias) capaces de
reducir el inéculo o la actividad de un patégeno microbiano (Baker, 1987). Algunos
microorganismos con capacidad antifugica han sido aislados de ambientes con alta
concentracion salina (salsa de soja, escabeche, etc.), por lo que se plantearon aditivos
ricos en sales como complemento a los protocolos de biocontrol (principalmente CaCl>
y NaHCO:s). Inicialmente se defendia el uso de grandes concentraciones de estos
microorganismos para contrarrestar el crecimiento de mohos fitopatdgenos, siendo un

procedimiento agresivo y que pretendia eliminar el riesgo actuando una sola vez de




manera drastica. Con el tiempo, la tendencia se ha dirigido hacia teorias mas efectivas
que las de una sola accion aislada (Leistner, 2000), estableciendo mdltiples barreras
donde se parte de aplicar menos in6culo para més adelante combinarlo con diferentes
tratamientos como componentes naturales y agentes fisicos (Wisniewski, 2016).

Hay numerosas especies de levaduras y de bacterias capaces de inhibir el
crecimiento de los mohos (Wilson y Wisniewski, 1989). Estos agentes de biocontrol
pueden frenar el desarrollo de las podredumbres post-cosecha colonizando las vias de
infeccion, compitiendo con los patdgenos por los nutrientes, secretando compuestos con
actividad antifangica, por parasitismo directo del patdgeno o induciendo respuestas de
resistencia en el hospedador (Droby y Chalutz, 1994).

Los agentes para la lucha biolégica pueden aplicarse en el campo antes de la
recoleccion, como se aplican los citados fungicidas de sintesis. Esta practica seria
particularmente efectiva ya que las levaduras o las bacterias protegerian a las frutas en
el periodo de méximo riesgo de heridas y lesiones fisicas, momento que corresponde a
la recoleccion y transporte de la fruta. Para el tratamiento con agentes de biocontrol en
precosecha, solo sirven las especies de levaduras y bacterias que sean capaces de
sobrevivir en la superficie de la fruta durante un tiempo prolongado, y en condiciones
ambientales de elevadas temperaturas y baja humedad. Sin embargo, diversos
experimentos realizados en manzanas y peras (Benbow y Sugar, 1999) han demostrado
que la lucha biologica en tratamientos pre recoleccidén es menos efectiva que en post-
cosecha. Parece ser que los agentes biologicos tienen menos posibilidades de penetrar y

colonizar la herida cuando se aplica antes de que se haya producido que después.

Se ha comprobado que muchas de las bacterias y algunos hongos que han sido
estudiados por su potencial como agentes de biocontrol, producen compuestos con
actividad similar a los antibiéticos (Pusey y Wilson 1984). Aunque algunas bacterias
sean capaces de producir antibidticos in vitro, puede que no tengan esa actividad en los
puntos de infeccion de las frutas (Droby y Chalutz, 1994). El principal problema de los
agentes de biocontrol que producen antibidticos es que su uso puede resultar nocivo para
el consumo humano y puede dar lugar al desarrollo de cepas resistentes de patogenos.
Es por esto que dichos agentes deben someterse a numerosos estudios de toxigenicidad,
que se caracterizan por una prologada duracion en el tiempo y un coste elevado; ademas,

queda por demostrar su efectividad en condiciones reales. Asi, de entre diversas
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alternativas, el control bioldgico se presenta como uno de los medios mas racionales y

sostenibles para contrarrestar la aparicion y desarrollo de podredumbres.

2.4. Proceso de seleccion de un agente de biocontrol

La identificacion, desarrollo y comercializacion de un producto de biocontrol es
un proceso largo y costoso. Wilson y Wisniewski (1989) describieron los criterios para
el antagonista ideal (Tabla 2.2) y sefialaron que se necesitaba una consideracion especial
para identificar antagonistas potenciales ya que, en el caso de los agentes de biocontrol
en postcosecha, su uso se realizaria de manera directa sobre los alimentos. En este
sentido, también sefialaron que el potencial de las levaduras como agentes de biocontrol
postcosecha merece una atencion especial. De hecho, los productos basados en
levaduras parecen tener mejor aceptacion a nivel comercial debido a la inevitable
conexion con los productos fermentados como el pan y la cerveza, y con patogenia para
los basados en bacterias (Wisniewski, 2016). La mayoria de los agentes de biocontrol
postcosecha que han sido reportados en la literatura cientifica y/o han sido desarrollados
como productos comerciales, se basan en levaduras. A pesar de ello, uno de los primeros
productos utilizados como agente de biocontrol esta basado en una bacteria,
Pseudomona syringae (Janisiewicz y Jeffers, 1997), y numerosas cepas del género
Bacillus se estudian debido a su elevada produccién de metabolitos antibiéticos.

Entre los factores mas relevantes para el desarrollo y comercializacion exitosa de
un producto de biocontrol destacan: (1) la bioseguridad del antagonista elegido, (2) su
potencial antifangico, (3) sus requisitos de crecimiento y vida dtil, (4) su rango de
actividad (instalaciones y patdgenos, condiciones de baja humedad, exposicion a
radiacion ultravioleta, y elevada temperatura) y (5) su facilidad de uso. Si alguno de
estos factores, después de su estudio, no es aclarado correctamente, el desarrollo del
producto comercial no se llevard a cabo a pesar de la eficacia del microorganismo
antagonista (Dorby, 2009).
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Tabla 2.2: Caracteristicas de un antagonista post-cosecha ideal para su desarrollo comercial.

Genéticamente estable

Efectivo a baja concentracion

No posee requerimientos nutricionales exigentes

Capacidad para sobrevivir condiciones ambientales adversas

Eficaces contra una amplia gama de agentes patdgenos en diferentes productos
Tiene facilidad de crecer en medios de cultivo econémicos

Permite almacenar el preparado activo durante un tiempo prolongado

Facil de aplicar

ol ool Dl K8 Rl E ol Kol Il o

Resistente a los productos quimicos utilizados en el entorno post-cosecha
10. No perjudicial para la salud humana
11. Compatible con procedimientos de procesamiento comercial (escalado)

Varios de los productos de biocontrol registrados actualmente han sido
desarrollados conjuntamente por investigadores y empresas comerciales, y a pesar de
un correcto desarrollo, el potencial como elemento comercial completo depende
también de su aceptacion y condiciones de utilizacion (Droby, 2016). La baja tasa de
éxito de los productos de biocontrol en post-cosecha se ha atribuido a factores tales
como la baja efectividad en condiciones comerciales, lejos de la alcanzada por los
fungicidas quimicos, en torno al 98-100%. Este nivel es rara vez alcanzado con
productos de control bioldgico cuando se utilizan como un tratamiento independiente
fuera de la teoria de multiples barreras. La necesidad de una vida Gtil razonable y de una
eficacia constante, requiere de la estabilizacién de la viabilidad celular, que puede
conseguirse mediante la disponibilidad del producto en estado liquido (requiere
refrigeracion), mediante liofilizacion del cultivo con el obligado uso de sustancias
crioprotectoras durante la preparacion, o a traves del deshidratado por aire caliente. Los
dos Ultimos tipos de formulaciones pueden almacenarse entonces a temperatura
ambiente (Droby, 2016).

La produccidn a gran escala de agentes de biocontrol es un paso esencial para su
uso comercial (Droby, 2009). Un factor clave a considerar es el desarrollo de un medio
de cultivo econémico que permita la obtencion de grandes cantidades de un agente
microbiano a un precio bajo manteniendo su eficacia. Los componentes de un medio de
bajo coste deben aportar los requerimientos basicos para la produccién de biomasa y
metabolitos, proporcionando un suministro adecuado de energia para el mantenimiento

de la biosintesis y desarrollo celular, ademas de actuar como base para adaptar la
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produccidn a nivel industrial (Stanbury, 1995). Para este tipo de formulaciones se suelen
utilizar productos comerciales o subproductos provenientes de las industrias
agroalimentarias, que ademas de baratos, deben ser de facil acceso y disponibilidad.
Los microorganismos necesitan agua, carbono, nitrogeno, minerales, y si son
aerobios, como es nuestro caso, oxigeno para la produccion de su biomasa 'y como fuente
de energia para la sintesis y mantenimiento celular. Las principales ventajas que
presenta el uso de subproductos son: el bajo coste, la alta disponibilidad y el beneficio
medioambiental al ser productos reciclados que se incorporan nuevamente a la cadena
alimenticia. Sin embargo, algunos inconvenientes son la composicion quimica variable
en comparacion con la definida de los puros, que implica poca homogeneidad en el
medio de cultivo; y la posible presencia de productos tdxicos o metabolitos que pueden

afectar al crecimiento del microorganismo (Yanez-Mendizabal, 2012).

2.5. El género Bacillus como agente de biocontrol

Existe numerosa bibliografia sobre el potencial como agentes de biocontrol de
ciertas bacterias de la rizosfera que estimulan el crecimiento de la planta actuando como
defensa a diversas enfermedades. Entre estas bacterias, el género Bacillus aparece como
uno de los més efectivos, concretamente las especies B. subtilis y B. amyloliquefaciens
(Pusey, 1989; Hao, 2011; Yéanez-Mendizébal, 2010; Calvo, 2017), frente a diversos
mohos fitopatdgenos infectivos desde el desarrollo de los vegetales en campo, por lo
gue su uso como biopesticida estd muy extendido. Tanto es asi, que la mitad de los
productos comerciales actuales para el biocontrol basado en bacterias tienen como base
dicho género bacteriano, como son: Subtilex® (B. subtilis MBI 600; desarrollado por
BASF) registrado en EE. UU. por la EPA (Environmental Protection Agency),
Serenade® Max (B. subtilis QST 713; AgraQuest Inc., California, USA and BASF,
Ludwigshafen, Germany)

Algunas cepas de Bacillus spp. tienen la capacidad de producir antibidticos y
enzimas, que degradan las paredes celulares de las células hifales, y volatiles
antifangicos lo que las convierte a priori en excelentes agentes de biocontrol frente a un
amplio rango de fitopatdgenos (Sharma, 2009). Estas caracteristicas, junto con una baja
toxicidad, alta biodegadabilidad, y compatibilidad con el medio ambiente en
comparacion con los pesticidas quimicos, hacen que tengan un gran potencial como

agentes de biocontrol (Kim y Chung, 2004). En las condiciones de postcosecha,
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B. subtilis fue la primera especie bacteriana descrita como agente de biocontrol de la
podredumbre marrén del melocoton causada por M. fructicola (Pusey y Wilson 1984).
Estos trabajos incluso brindaron una base para los principios del control bioldgico
microbiano usados en las siguientes dos décadas. Actualmente, algunas cepas de
B. subtilis y otras estrechamente relacionadas como B. amyloliquefaciens, estan siendo
estudiadas y testadas en aplicaciones de post-cosecha de fruta en ensayos piloto y a nivel
comercial (Casals, 2010; Yéanez-Mendizébal, 2010).

El método de accion de estas bacterias radica en diferentes puntos, como la
competicion por nutrientes tanto en tejido vegetal como en el suelo del cultivo, y la
produccién de metabolitos. El sistema de produccion de metabolitos con capacidad
antifngica y antibioticos es el mas estudiado por la accion limitante en el desarrollo de
lainvasion fangica en los tejidos de la planta hospedadora. De entre las cepas de Bacillus
capaces de producir antibioticos, B. amyloliquefaciens, segrega lipopéptidos
surfactantes como surfactina, iturina A, fengicina (Mudgal, 2013) y valinomicina. Las
surfactinas no son fungitdxicas por ellas mismas, pero muestran actividad antifingica
en sinergismo con la iturina A. La familia de las iturinas (principalmente Ay C,
bacillomicina D, F, L y LC y micosubtilina) tienen actividad antifungica e inhibitoria
del crecimiento de un amplio rango de fitopatégenos (Romero, 2007). Por otro lado, las
fengicinas (principalmente A y B) son menos conocidas que los dos anteriores, pero
mantienen una actividad fungitoxica fuerte, especialmente contra los hongos
filamentosos (Romero, 2007). La valinomicina es un antibidtico secretado también por
otras especies de Bacillus (Mudgal, 2013) capaz de incorporar cationes alcalinos y
transportarlos a través de las membranas celulares alterando la permeabilidad de las

membranas celulares flngicas y bacterianas.
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3. OBJETIVOS

Los ensayos desarrollados en este Trabajo Fin de Master se enmarcan dentro de
una de las lineas del grupo de investigacion consolidado “Alimentos de Origen Vegetal”
cuyos objetivos son la optimizacion de las condiciones de comercializacion vy
conservacion y el desarrollo de nuevas técnicas de descontaminacion de los productos
vegetales. Dentro de esta linea de trabajo es donde se enmarca el proyecto “Biocontrol
de patdgenos en campo: desarrollo de sistemas de deteccion precoz y herramientas de
lucha integrada” concedido por el Ministerio de Economia y Competitividad dentro del
Programa Estatal de Investigacion, Desarrollo e Innovacién Orientada a los Retos de la

Sociedad y con una duracion de 3 afios y medio, hasta diciembre de 2018.

Uno de los objetivos de este proyecto es desarrollar un formulado comercial
basado en Bacillus amyloliquefaciens que integrado en las técnicas de cultivo de la vid
nos permita disminuir la incidencia de la podredumbre gris por B. cinerea. La cepa de
B. amyloliquefaciens BUZ-14 que se empleara en este trabajo fue aislada de la superficie
de melocotones y su actividad antifingica ya ha sido establecida frente a diversos
patdgenos post-cosecha (Calvo et al., 2017). Sin embargo, y como se ha comentado en
la introduccion, el éxito de un producto comercial no esté solo garantizado por una alta
eficacia antifingica del agente de biocontrol si no que viene determinado también por
otros factores relacionados con su supervivencia y crecimiento en variadas condiciones

ambientales o con su produccion a escala industrial.

Asi, en este trabajo se han establecido los siguientes objetivos parciales, todos
ellos encaminados a determinar la idoneidad de la cepa BUZ-14 como agente de

biocontrol:

- Caracterizar su crecimiento a distintas temperaturas, pHs y en presencia de

distintos fungicidas de sintesis.

El crecimiento en un rango de temperaturas y pHs amplio y la tolerancia a los
fungicidas son requisitos deseables para el éxito de un agente de biocontrol que va a ser
empleado en la precosecha y en la post-cosecha de los productos hortofruticolas. Las
curvas de crecimiento se realizaran a distintas temperaturas (4, 10, 20, 30 y 37 °C) y
pHs (3, 4,4,5,5y 7). La sensibilidad de esta cepa a los principales fungicidas de sintesis

se estudiard mediante la determinacién de las concentraciones minimas inhibitorias
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estableciéndose también las curvas de crecimiento a las dosis habitualmente empleadas

en la precosecha y post-cosecha de los productos hortofruticolas.

- Determinar la supervivencia del microorganismo y su actividad antifungica

en frutas conservadas en refrigeracion.

Este factor es un paso previo y necesario para determinar la viabilidad de nuestro
agente de biocontrol en una aplicacién post-cosecha donde las condiciones de

conservacion suelen oscilar entre 1-4 °C.

- Establecer su crecimiento y actividad antifingica en medios de cultivo de

bajo coste.

Para la produccion a escala industrial de los agentes de biocontrol es preciso
encontrar un medio de cultivo que a la vez que permita el crecimiento de la cepa y
mantenga su actividad antifungica sea economicamente viable. Entre las fuentes de
carbono y nitrégeno se evaluaran melazas, harinas de soja y maiz, vinazas y almidones;
ademas de algunos sulfatos de magnesio y manganeso o cloruro de potasio,
favorecedores de la produccion de metabolitos. Se determinardn las curvas de
crecimiento a distintas concentraciones y combinaciones de estos ingredientes y se
verificard el mantenimiento de la actividad antifingica in vitro de esta cepa frente a

Botrytis cinerea, Monilinia fructicola y M. laxa.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Material biolégico

4.1.1 Microorganismo de biocontrol: Bacillus amyloliquefaciens cepa BUZ-14

La cepa BUZ14 fue aislada durante un andlisis microbioldgico rutinario de
melocotones. En las placas de recuento general se detectaron unas colonias que
presentaban un gan halo de inhibicion frente a los mohos presentes. Debido a dicha
actividad antifingica, se aislaron dichas colonias en placas de agar triptona soja (TSA,
Oxoid LTD; Basingstoke, Hampshire, England), y se enviaron a la CECT (Coleccion
Espariola de Cultivos Tipo; Valencia) para una identificacion molecular por amplificacion
directa por PCR del gen del 16S rRNA. El resultado del analisis indicé una semejanza del
100% con Bacillus amyloliquefaciens cepa FZB42. Una vez aislada e identificada, se
traspasé a un criovial y se almacend a -80°C. Esta cepa sera denominada en este trabajo
como BUZ-14.

Para preparar la suspension bacteriana inicial un cultivo de 24 h en agar TSA se
transfirio a 7 mL de caldo triptona soja (TSB, Oxoid) que se incubd a 30 °C durante 24
h. Esta suspension inicial se ajusté a 40 + 5 % de transmitancia a 700 nm con un
espectofotometro lo que corresponde a 2 x 108 unidades formadoras de colonia (UFC)

por mL.

4.1.2. Frutas
Las frutas empleadas en esta investigacion, melocotdn cv Calante, se adquirieron

en mercados locales.

4.1.3. Especies fungicas y preparacion de las suspensiones de esporas
Las especies fungicas empleadas en este trabajo y su procedencia se detallan a
continuacion:
- Botrytis cinerea: suministrado por el CITA (Centro de Investigacion y
Tecnologia Agoalimentaria).
- Monilinia fructicola ATCC (American Tipe Culture Collection) 44557,
suministrada por LGC Standards, aislada de nectarina en California
(EEUUV).
- Monilinia laxa: aislada de nectarinas afectadas de podredumbre por el
Gupo de Investigacion en Alimentos de Origen Vegetal de la Universidad
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de Zaragoza, e identificada como M. laxa por el Centro de Proteccion

Vegetal del CITA.
Las cepas se cultivaron en agar patata dextrosa (PDA, Oxoid) suplementado con
1 % acetona en el caso de M. fructicola y M. laxa para inducir la produccion de conidias
(Pascual, 1990). Los indculos fungicos de B. cinerea consistieron en suspensiones
acuosas de conidias preparadas a partir de cultivos en agar PDA incubados 7 dias a 25 °C.
M. fructicola y M. laxa fueron, sin embargo, cultivadas en melocotones o nectarinas para
obtener una elevada produccion de conidios. Las conidias fueron separadas del agar o de
la fruta raspando la superficie con un asa de siembra estéril y arrastrando con agua
destilada estéril. A continuacion, esta suspension se filtrd por 4 capas de gasa para separar
el micelio y se ajustd a 10° conidia (UFC)/mL en el caso de B. cinerea y a 10* UFC/mL

para Monilinia spp.

4.2. Crecimiento in vitro de la cepa B. amyloliguefaciens BUZ-14

4.2.1 Influencia de la temperatura en el crecimiento de la cepa BUZ-14

El objetivo de este primer ensayo fue determinar las curvas de crecimiento de
nuestro agente de biocontrol a distintas temperaturas, incluyendo aquellas que se suelen
emplear en la conservacion y comercializacion de frutas (4, 10 y 20 °C) comparandolas
con 30 y 37 °C, temperaturas de mesofilia y en principio las ideales para el crecimiento
de esta cepa. El crecimiento de la cepa BUZ-14 se llevé a cabo en 50 mL de un medio de
referencia utilizado por otros autores como Yanez-Mendizabal, 2010, el medio 863
(10 g/L peptona bacterioldgica (B&D and Co, Le Pont de Claix, Francia); 10 g/L extracto
de levadura (Scharlau, Barcelona, Espafia); 20 g/L glucosa (Panreac, Barcelona,
Espafia)), inoculado con 50 pL de una suspension bacteriana con 108 UFC/mL, dando
lugar a una poblacién microbiana inicial de 4,3 log UFC/mL. Los matraces se incubaron
a 4, 10, 20, 30 y 37 °C en agitacion orbital a 150 rpm. Las curvas de crecimiento se
determinaron mediante el muestreo de cultivos bacterianos cada 2 h de 0 a 24 h, y a 36,
48, 72, 96 y 120 h. y posterior siembra en placas de agar TSA mediante siembra en
superficie. Una vez inoculadas, las placas se incubaron a 30 °C durante 24 h para después
proceder al recuento. Se dispusieron 3 matraces por tiempo y temperatura. El ensayo se

repitié en tres ocasiones separadas.
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4.2.2. Influencia del pH en el crecimiento de la cepa BUZ-14

Cada microorganismo posee un rango de pH dentro del cual es posible su
crecimiento. Para comprobar la viabilidad celular de la cepa BUZ-14 a distintos pHs se
prepararon medios de cultivo 863 con un pH inicial de 7, usado como control, y con
pH ajustado a valores de 3, 4, 4,5, y 5, con un pH metro y &cido citrico como regulador
(Merck, Barcelona, Espafia). Los medios fueron inoculados de igual manera que en el
punto 4.2.1, e incubados durante 168 h a 30 °C en agitacion orbital a 150 rpm, realizando
recuentos bacterianos a los tiempos de 10, 24, 48 y 168 h, en agar NYDA (caldo nutritivo
80/L, extracto de levadura 5g/L, dextrosa 10g/L, agar 20g/L) usado en trabajos de otros
autores (Yéanez-Mendizdbal 2010), tras una incubacion a 30 °C durante 24 h. Se
dispusieron 3 matraces por tiempo y temperatura. El ensayo se repitid en tres ocasiones
separadas.

4.2.3. Supervivenciay actividad antifungica de B. amyloliquefaciens BUZ-14 en fruta

almacenada en refrigeracion y a temperatura ambiente

El objetivo de este ensayo fue determinar la supervivencia y la actividad antifungica
frente a la podredumbre marron de nuestra cepa BUZ-14 en las condiciones de
conservacion de la fruta en post-cosecha, paso previo y necesario para determinar la

viabilidad de nuestro agente de biocontrol en una aplicacion real.

Los melocotones de la variedad Calante se inocularon con las suspensiones fangicas
y la cepa BUZ-14 realizando dos pequefias heridas en caras opuestas sobre la superficie
del mismo con ayuda de una punta de pipeta estéril (3 x 3 mm). Inicialmente, cada herida
se inocul6 con 10 pL de una suspension de M. fructicola o M. laxa (10* conidia/mL) para
que, dispuestas a temperatura ambiente (20 °C), se favoreciera la absorcion de las
conidias. Tras ello, se procedié al tratamiento paliativo mediante la adicion de 10 pL
(10" CFU/mL) de la suspension bacteriana en cada herida antes infectada.

Un lote de melocotones se almaceno a 1 °C durante 10 dias seguido de un periodo
de 3 dias a 20 °C. Otro lote se dispuso a 20 °C durante 4 dias. Los recuentos bacterianos
se realizaron el dia inicial y tras 5 y 10 dias de incubacion a 1 °C y diariamente durante
el periodo a temperatura ambiente. En el segundo lote, los recuentos se realizaron
diariamente durante los 4 dias de incubacion. Para el recuento, la porcion de fruta donde

se habia inoculado el agente se separ6 con pinzas y bisturi estériles y se coloco en bolsas
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de Stomacher con agua de peptona 0,1 %. La mezcla se llevé a un Stomacher (Sewrad
Laboratory, London, England) durante 120 s a 260 rpm. La suspensién resultante se
diluyo y se sembr6 en placas de TSA, con un posterior recuento tras incubacion a 30 °C
durante 24 h. Para los recuentos se utilizaron tres réplicas (tres melocotones por dia y
temperatura ensayada con dos heridas por melocotdn) y los resultados se expresaron en

UFC/herida. El experimento fue repetido en 3 ocasiones separadas.

4.3. Crecimiento de la cepa BUZ-14 en presencia de pesticidas cominmente

empleados en el cultivo

El uso de pesticidas en precosecha esta destinado a eliminar organismos como
mohos, bacterias fitopatdgenas, parasitos, acaros e insectos. El objetivo de este ensayo
fue determinar la concentracion de fungicida a la que nuestra cepa BUZ-14 podria ver
inhibido su crecimiento y asi establecer cuando seria viable su empleo en los cultivos en

una posible aplicacién precosecha.

Los pesticidas utilizados se clasificaron segun el organismo contra el que acttan
(fungicida, insecticidas o acaricidas). El nombre comercial, principio/s activo/s y la dosis
recomendada se recogen en la Tabla 4.1. Para determinar la interaccion de la cepa
BUZ-14 con los pesticidas, se establecio la concentracion de estas sustancias que permite
su crecimiento mediante la técnica del agar enriquecido, a partir de una concentracion de

referencia (dosis recomendada por el fabricante).

Para ello, distintas cantidades de fungicida se mezclaron con agar extracto de
levadura y dextrosa. Tras ello, la cepa BUZ-14 se sembré por agotamiento a partir de
50 mL de un caldo de cultivo 863 incubado a 30 °C, 150 rpm durante 24 h. Las placas se

incubaron a 30 °C durante 24 h.
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Tabla 4.1. Pesticidas utilizados durante el estudio, incluyendo tipo, nombre comercial, principio activo y

dosis recomendada.

DOSIS
TIPO NOMBRE COMERCIAL | PRINCIPIO ACTIVO RECOMENDADA
(g 6 mL/100 mL)
Arius QUINOXIFEN 25% 0,02-0,03
Armicarb (S)* CARBONATO DE HIDROGENO DE POTASIO 85% | 0,7
Collis BOSCALIDA 20% + KRESOXIM-METIL 10% 0,04
Droxicuper-50 (S)* | HIDROXIDO CUPRICO 50% 0,2-0,4
Fungicidas | Dynali DIFENOCONAZOL 6% + CIFLUFENAMIDA 3% | 0,05-0,06
Flint (S) TRIFLOXISTORBIN 50% 0,0125-0,015
Karathane Star MEPTILDINOCAP 35% 0,03-0,06
Luna Experience FLUOPIRAM 20% + TEBUCONAZOL 20% 0,026
Systhane MICLOBUTANIL 24% 0,02-0,04
Vivando METRAFENONA 50% 0,01-0,02
Azufre
Cepsul Especial (S)* | AZUFRE 98,5% 41
Polvo
Audace DELTAMETRIN 2,5% 0,04
Insecticidas | Closar LE CLORPIRIFOS 48% 0,18
Runner METOXIFENOCIDA 24% 0,04
Acaricidas | Apache ABAMECTINA 1,8% 0,075

*(S): pesticidas en formato sélido.

4.4. Crecimiento de la cepa BUZ-14 en medios alternativos de bajo coste

La seleccion de un agente de biocontrol requiere que éste sea capaz de crecer
convenientemente y mantener su capacidad como antagonista, tras su cultivo en medios

gue permitan su produccidn a nivel industrial y a bajo coste.
4.4.1. Formulacién de los medios alternativos de bajo coste

En funcidn de las caracteristicas nutricionales tipicas de los cultivos bacterianos, se
disefiaron medios alternativos de bajo coste que permitieran un elevado crecimiento de
nuestra cepa BUZ-14. Se plantearon diferentes combinaciones de ingredientes que
aportaran macro y micronutrientes al medio, basdndonos en proporciones similares a las
utilizadas por otros autores (Yanez-Mendizabal, 2012). Dichas proporciones se recogen

en la Figura 4.1.
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M1 M2 M3
Ingredientes | Concentracidn gr/L Ingredientes | Concentracion gr/L Ingredientes Concentracion gr/L
Vinaza 50% Harina de soja 15 Harina de soja 15
Sacarosa 10 Melaza 10 Almiddn de maiz 35
KzPOHas-2H:0 1.3 Almidon 10 Extracto de malta 2
Mg504-7H:z0 0,2 CaCOs 1 KzPOH4-2H:0 1,3
MnS04-7H:20 0,08 Mg504-7Hz0 0,2
MnS0a-7H:0 0,08
CaCl-2H:0 0,08
M4 M5 Mo
Ingredientes | Concentracidn gr/L Ingredientes | Concentracion gr/L Ingredientes Concentracion gr/L
Vinaza 50% Vinaza 50% Extractode carne 3
Melaza 20 Melaza 10 Peptona bacterioldgica 5
K2POHs-2H:0 1,3 Sacarosa 10 KCl 2
Mg504-7H20 0,2 Harina de maiz 15 Mg504-7Hz0 0,5
Mn504-7Hz0 0,08 Agua 50% Ca[NOs)z 1ml
Agua 50% MnClz 1ml
S04Fe-H:0 1ml

Figura 4.1.. Proporciones de los ingredientes, en g/L o en mL/L, de cada uno de los medios.
Los porcentajes hacen referencia a un volumen final de 1 L independientemente del aporte del resto de
ingredientes.

Como fuente de carbono se utilizaron melazas, harina de maiz, sacarosa y extracto
de malta. Como fuente de nitrégeno, se usaron extracto de carne, peptona bacterioldgica
y harina de soja integral, todos ellos adquiridos en supermercados locales, excepto la
peptona, obtenida de la casa comercial DIFCO.

Existen medios enriquecidos con micronutrientes a bajas concentraciones
(Pretorius, 2015), que favorecen el desarrollo de diferentes cepas de Bacillus. En la
preparacion de nuestros medios, los micronutrientes afiadidos en formato sélido fueron
fosfato de potasio (K2POHgs), sulfato de magnesio (MgSOa), sulfato de manganeso
(MnSO0a4), carbonato de calcio (CaCQO3), cloruro célcico (CaCly), cloruro de potasio (KCI)
(Panreac, Barcelona, Espafia). Para la elaboracion del medio 6, algunos de los
micronutrientes debian afadirse en formato liquido, por lo que se realizaron respectivas
diluciones de 1M para el nitrato de calcio (Ca (NOs)2), 0,1M para el cloruro de manganeso
(MnCl;) y 0,000M para el sulfato de hierro (FeSOs) (VWR PROLABO,
Geldenaaksebaan, Bélgica). Una vez preparadas, se afiadio 1 mL de cada dilucion al

matraz correspondiente al medio 6.
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Con el proposito de incluir en los medios de bajo coste algun elemento que abarate
su produccidn, ademas de para contribuir al aprovechamiento de subproductos derivados
de la industria alimentaria, se incluyd en la formulacion un subproducto derivado de la
vinificacion, las vinazas, que fue proporcionado por Bodegas San Valero (Carifiena,
Espafia). Este subproducto se obtiene de los restos solidos depositados tras la
fermentacion al separar el vino de los hollejos (restos de pepitas, pellejos) y es rico en
materia orgénica y utilizado en alimentacion animal, recuperacion de suelos, obtencion
de energia y como medio de cultivo tras suplementacion con urea y sacarosa (Garcia y
Rojas, 2006).

Las proporciones de ingredientes indicadas en la Figura 4.1., se ajustaron a un
volumen de 100 mL y se dispusieron en matraces de 250 mL. Una vez elaborados, se
ajusto el pH con una solucion 10 N de hidroxido sodico (Panreac, Barcelona, Espafia),
hasta alcanzar valores de 7-7,2. EI medio 6 no necesitd ajuste de pH, ya que tras su
preparacion presentd este valor. Tras el ajuste de pH, fueron autoclavados a 121°C

durante 15 minutos.
4.4.2. Curvas de crecimiento

Cada matraz se inoculdo con 100 pL de una suspension de B amyloliquefaciens
BUZ-14 incubada en 50 mL de medio 863 durante 24 h en agitacion orbital a 150 r.p.m.,
con una poblacién microbiana de 9,1 log UFC/mL. Una vez inoculados, los medios
alternativos se incubaron a 30 °C durante 72 horas en agitacion orbital a 150 rpm. Para
determinar el desarrollo celular de cada medio, se realizaran recuentos bacterianos a las
0, 16, 18, 20, 22 y 24, 48 y 72 horas, mediante diluciones seriadas y posterior siembra en
superficie en placas de TSA. El crecimiento en cada uno de los medios se comparé con

un control, en medio 863, incubado en las mismas condiciones.

4.4.3. Actividad antifungica de la cepa BUZ-14 tras el crecimiento en medios de bajo

coste

Para determinar la capacidad de la cepa BUZ-14 para inhibir el crecimiento de
B. cinerea, M. fructicola y M. laxa tras su crecimiento en medios alternativos, se
realizaron diferentes ensayos con células vegetativas, endosporos y sobrenadante libre de
células. Los ensayos de inhibicion realizados durante el estudio con diferentes medios de

bajo coste se resumen en la Figura 4.2 al final de este epigrafe.
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4.4.3.1. Obtencion de las suspensiones de células vegetativas, endosporos y sobrenadante

libre de células

Tras el analisis de los resultados del capitulo anterior, la cepa BUZ-14 fue
inoculada en 100 mL de los medios que habian permitido un mayor crecimiento
bacteriano (M2, M3 y M6), dispuestos en matraces Erlenmeyer de 250 mL. Tras su
inoculacion, se incubaron durante 24, 48 y 72 horas a 30°C en agitacion orbital. EI medio
control (medio 863) se incubo en las mismas condiciones.

En cada tiempo de incubacion, 50 mL del contenido de cada Erlenmeyer se separ6
en dos tubos Falcon y se centrifugé durante 15 min a 9000 g y 10°C (Beckman
Coulter ™), Tras separar el sobrenadante, se resuspendid el sedimento obtenido con
30 mL de agua de peptona estéril al 0,1%. De esta solucion, se separaron dos alicuotas de
15 mL en dos tubos Falcon también estériles; uno de los tubos se reservo para el estudio
con células vegetativas, mientras que el otro tubo se sometio a un tratamiento térmico a
80 °C durante 12 min para eliminar las células vegetativas y obtener asi una suspension
con solamente de endosporos. El sobrenadante reservado se autoclavé a 121°C durante

15 min.

4.4.3.2. Determinacién de la actividad antiflingica

Una vez obtenidas las distintas soluciones (células vegetativas, endosporos y
sobrenadantes) se procedié a la determinacion de su actividad frente a B. cinerea,

M. fructicola y M. laxa.

Células vegetativas:

B. cinerea se inoculd mediante pinchazo en el centro de las placas de PDA a
partir de una solucion de esporas (10° esporas/mL). Para M. fructicola y M. laxa
el indculo fungico consistio en un boton (6 x 6 mm) de crecimiento fangico en
agar PDA extraido con bisturi y pinzas estériles que se deposito también en el
centro de la placa. A partir de la solucion con células vegetativas, ajustada a 108
CFU/mL, se tom0 con un asa de siembra una gota de la solucién bacteriana, que
se depositd sobre el agar en 3 puntos equidistantes y a 2 cm del centro de la

placa.
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Endosporos:

Se realizaron tres pocillos de 6 x 6 mm, equidistantes entre si y a 2 cm del centro
de la placa, mediante bisturi estéril. Se depositaron en cada pocillo 30 pl de la
suspension de endosporos. Al igual que en el caso anterior se inocularon las
esporas de B. cinerea mediante siembra por picadura en el centro de la placa y
para M. laxa y M. fructicola se deposit6 el boton fungico también en el centro

de la placa.

Sobrenadantes:

Se realizaron tres pocillos de 6x6 mm, equidistantes entre si y a 2 cm del centro
de la placa, mediante bisturi estéril. En cada pocillo se deposito una alicuota de
30 pL de los sobrenadantes estériles Al igual que en el caso anterior se
inocularon las esporas de B. cinerea mediante siembra por picadura en el centro
de la placa y para M. laxa y M. fructicola se deposito el boton fangico también

en el centro de la placa.

4.4.3.3. Lectura e interpretacion de los resultados

Todas las placas se incubaron a 25 °C durante 5 dias, alta H.R. y oscuridad. Todos

los ensayos se realizaron con 5 réplicas y una muestra control, que consistieron en placas

de PDA con siembras de los respectivos mohos sin inoculo de BUZ-14, incubadas a 25 °C

durante 5 dias. El resultado se obtuvo comparando el didmetro de crecimiento fangico en

las placas control con el obtenido en las placas con los distintos tratamientos y se expresé

como porcentaje de reduccion del crecimiento fangico respecto al control.

Siembra por picadura del moho
en el centrode la placa

Alicuota

J’ Sobrenadante (10mL) —p
\ : Centrifugacién
; \ 9000g 121°C Inoculacién de 30pL
B. cinerea PDA 15 min, 10°C 15 min en 3 pocillosde la
g w .
o S0mL
. -‘? Siembra del moho por botén r Slul \
fungicoen el centrode la placa BUZ-14 cel - —p ’
M. laxa 24,48y 72h 30mL 15mL - vegetativas
= . H20 peptonaO,l% Indculode la bacteria
Resuspension en 3 puntosde la placa
" ppA Células Endosporos
M. fructicola 1 vege:a“\m
Endosporos 15mL ‘é
2 ‘
80°C/ 12 min Inoculacién de 30uL

en 3 pocillosde la
placa

Figura 4.2.: Esquema de los ensayos de inhibicidn realizados durante el estudio con diferentes medios de

bajo coste. En la figura se representa el medio 863 utilizado como control.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Crecimiento in vitro de B. amyloliquefaciens cepa BUZ-14: influencia de la

temperatura y el pH del medio

La caracterizacion del crecimiento de la cepa BUZ-14 a diferentes temperaturas y
valores de pH, es necesaria para determinar su viabilidad en las condiciones
intrinsecamente acidas del fruto y a las temperaturas empleadas durante el

almacenamiento en post-cosecha, la distribucion y posterior comercializacion.
5.1.1 Influencia de la temperatura

Las curvas de crecimiento a temperaturas de refrigeracion de 4 y 10 °C muestran
gue ambas no promueven el crecimiento de la cepa BUZ-14 (Figura 5.1), ya que los
recuentos indican un decrecimiento de 0,8 unidades logaritmicas (u. log) entre la
concentracion inicial y la final. A 20 °C, el crecimiento del Bacillus presenta una fase
exponencial de 48 h, alcanzando un maximo similar al obtenido en la temperatura de
referencia (30 °C) de 9,2 log UFC/mL. Estos datos indican que existe supervivencia y
viabilidad celular a temperatura inferiores a la 6ptima, aunque su crecimiento se produzca
de manera mucho mas lenta. A 37 °C presentd una fase exponencial con un gran
desarrollo celular que se estabiliz6 a las 10 h, momento a partir del cual el cultivo celular
reduce la velocidad de crecimiento hasta alcanzar un maximo de 9,1 log UFC/mL a las
20 h. El momento de mé&xima concentracion microbiana a 30°C, se produjo a las 18 h,
presentando un recuento cercano a 9,3 log UFC/mL (Figura5.1), la méxima obtenida para
cualquier temperatura de incubacion. Durante la fase de meseta la poblacion microbiana
se mantiene constante en todas las temperaturas hasta el final del estudio, lo que parece
indicar una supervivencia elevada en largos periodos de tiempo en condiciones de

nutrientes no renovados y elevada carga microbiana.
5.1.2 Influencia del pH

Cada microorganismo posee un rango de pH dentro del cual es posible su
crecimiento y la mayoria de las bacterias no pueden desarrollarse a pHs inferiores a 4,5-5
(Tortora, 2007). Como demaostraron Jacques, (1999), el pH 6ptimo para el crecimiento de

distintas cepas de Bacillus subtilis es de 7.
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Figura 5.1: Curvas de crecimiento de la cepa BUZ-14 en medio 863 a temperaturas de 4 °C (), 10 °C
(©), 20°C (A), 30 °C (x) y 37 °C (m), durante 120 horas.

La concentracion inicial de BUZ-14 para este ensayo fue de 4,8 log UFC/mL. El
crecimiento a pH 7, usado como control, muestra un aumento de la poblacion de 4,8 a
9,0 log UFC/mL en las primeras 24 h, mientras que a pH 5 la concentracion maxima fue
la misma tras 48 h de incubacion, después de una fase de latencia de 24 h (Figura 5.2).
Tanto a pH 5 como a pH control, existe una clara supervivencia y vialidad celular.
A valores de pH mas bajos (3, 4, y 4,5), los recuentos disminuyeron en torno a 2 u. log
en tan sé6lo 12 h de incubacion, tiempo a partir del cual se produjo una estabilizacion del
desarrollo celular resultando en una reduccion de la concentracion celular de 1 u. log,
alcanzando recuentos tras 168 h de 2,4 log UFC/mL, 2,1 log UFC/mL y 2 log UFC/mL

para valores de pH de 3, 4 y 4,5 respectivamente.

En nuestro caso es evidente que un pH inferior a 5 tiene un efecto inhibitorio sobre
el crecimiento de BUZ-14, disminuyendo las poblaciones iniciales en casi 3 unidades

logaritmicas a pesar de la supervivencia celular.
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Figura 5.2: Crecimiento in vitro de la cepa BUZ-14 en medio 863 a30 °C y valores de pH 3 (e), 4 (D), 4,5
A), 5 m)y 7 (%), durante 168 horas.

5.2. Supervivencia de B. amyloliquefaciens BUZ-14 en fruta almacenada en

refrigeracion y a temperatura ambiente

Dado que las frutas a la hora de ser comercializadas suelen estar almacenadas en
refrigeracion (1-10 °C), el agente de biocontrol debe ser capaz de crecer en este rango de
temperaturas o, al menos, no disminuir significativamente su nimero de células viables.
De este modo, se establecid la capacidad de BUZ-14 de crecer en frutas conservadas a

bajas temperaturas (1 °C) y compararlo con un almacenamiento a temperatura ambiente.

Las poblaciones bacterianas en melocotones (pH 5,1) a 20 °C se caracterizaron
por tener una fase de latencia de 24 horas, seguida de un incremento constante de las
células desde 5,1 log UFC/herida hasta 8,2 log UFC/herida tras 48 h y en adelante

(Figura 5.3) lo que indica una buena supervivencia y crecimiento en estos frutos.

Tras 10 dias de incubacion a 1 °C y 80% HR, la poblacion disminuy6 desde
5,1 hasta 4,5 log UFC/herida. Cuando los frutos se dispusieron a temperatura ambiente,
las células recuperaron el crecimiento hasta alcanzar 6,5 log UFC/herida tras 72 h de

incubacion (Figura 5.3). Comparado con la concentracién inicial (5,1 log UFC/herida),
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las poblaciones disminuyeron 0,7 u. log tras 10 dias a 10 °C. Estos datos coinciden con

los obtenidos in vitro anteriormente a 4°C, donde el decrecimiento fue de 0,8 u. log.

Los melocotones inoculados con Monilinia spp. pero no con el agente de
biocontrol mostraron una incidencia de podredumbre marron del 100%. Sin embargo, en
ninguno de los melocotones inoculados con BUZ-14 y Monilinia spp. se detectaron
signos de podredumbre, lo que confirma que BUZ-14 mantiene su actividad antifingica
tras un almacenamiento en refrigeracion, y que las concentraciones alcanzadas a la salida
de la conservacion en frio y tras 3 dias a temperatura ambiente son suficientes para frenar

el crecimiento de este patogeno.

e

log UFC/ herida
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Figura 5.3: Crecimiento de B. amyloliquefaciens en melocotén durante 4 dias a temperatura ambiente (20

°C) (¢) y 10 dias a 4 °C mas 3 dias a 20 °C (0).

5.3. Crecimiento de la cepa BUZ-14 en presencia de pesticidas

Aunque poco estudiado, el uso de pesticidas quimicos en combinacion con agentes
de biocontrol puede resultar interesante de cara a la teoria de multiples barreras como
lucha frente a la accion de diferentes mohos fitopatdgenos en precosecha. Asi, en vista de
una posible aplicacion conjunta, se determing, a que concentracion diversos pesticidas

permiten el crecimiento de la cepa BUZ-14.

Los resultados recogidos en la Tabla 5.1 indican que, en mas de la mitad de los

casos, existe crecimiento bacteriano tanto a las dosis recomendadas para uso en
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precosecha como al doble de la misma. Asi, los productos Arius, Dynali, Flint, Vivando,
Cepsul Especial, Audace, Runner y Apache no interferirian con el crecimiento de nuestra
cepa. En el caso de otros pesticidas, para alcanzar la concentracion méaxima que
permitiese el crecimiento tuvimos que diluir el producto desde la dosis de referencia. Asi,
el producto Collis permite el crecimiento cuando la dosis de referencia se diluye a la
mitad, Luna Experience y Systhane cuando diluimos 4 veces y cuando lo hacemos 8 para
el producto Closar. Otros productos como Armicarb, Droxicuper-50 y Karathane Star
precisaron ser diluidos 10 e incluso 20 veces, concentraciones del 90% e incluso del 95%
inferiores a las de referencia de uso en campo, para permitir el crecimiento de la
cepa BUZ-14. De aquellos que presentan menor concentraciéon maxima que permite el
crecimiento de nuestra bacteria, la mayoria corresponden al grupo de los fungicidas, y
poseen métodos de accidon que afectan a estructuras celulares 0 mecanismos comunes
entre los microorganismos. Asi, Droxicuper 50 esta disefiado para tener accion
bactericida, y se define como “fungicida-bactericida polivalente” segun el fabricante; por
otro lado, el producto Armicab posee un método de accion triple colapsando esporas y
deshidratando hifas, ademéas de bloquear procesos enzimaticos (destruccion de
hidrolasas). EI método de accion de Karathane Star actGa directamente en la cadena de

electrones y alterando los procesos de obtencion de ATP.

Tabla 5.1: Nombre comercial, concentracién minima inhibitoria en g o mL de producto/mL de diluyente

matriz, y dilucion realizada a partir de la dosis de referencia de los pesticidas.

PESTICIDAS Concentracion Dg'ngisphégEENLSA
COMERCIALES inhibitoria
(g-mL/100 mL)

Arius 0,025 (mL) X2
Dynali 0,055 (mL) X2
Flint 0,0137 (g) x2
Vivando 0,0154 (mL) X2
Cepsul Especial 4,1 (g) x2
Audace 0,04 (mL) x2
Runner 0,04 (mL) x2
Apache 0,075 (mL) X2
Collis 0,04 (mlL) /2
Luna Experience 0,026 (mL) /4
Systhane 0,03 (mL) /4
Closar LE 0,18 (mL) /8
Armicarb 0,7 (g) /10
Droxicuper-50 0,03 (g) /10
Karathane Star 0,045(mL) /20
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5.4. Crecimiento de la cepa BUZ-14 en medios alternativos de bajo coste

5.4.1. Medios alternativos de bajo coste

Con el objetivo de determinar el crecimiento de B. amyloliquefaciens cepa
BUZ-14 en medios alternativos de bajo coste, se compar6 el crecimiento en diferentes
medios formulados con melaza, sacarosa, extracto de malta, harina de maiz y de soja,
peptona y extracto de levadura, con el obtenido en el medio de laboratorio 863. Los
resultados de la Figura 5.4 muestran que, a pesar de ajustar el pH a niveles 6ptimos de 7,
los medios con vinaza (Medios 1, 4 y 5) anulan el crecimiento bacteriano, mientras que
las curvas en los medios libres de este subproducto vinicola (Medios 2, 3 y 6) presentan

un crecimiento similar al observado en el medio control.

Entre los medios con vinaza, podemos observar unos recuentos finales tras 24 h
de incubacién ligeramente mayores en el medio 1 (M1=5,7 log UFC/mL) que en los
medios 4 (M4=3,7 log UFC/mL) y 5 (M5=3,8 log UFC/mL). La diferencia entre M1 (con
sacarosa como fuente de hidratos de carbono) y los otros dos medios, es la presencia de
melaza en M4 y M5, que parece poseer un cierto efecto inhibitorio del desarrollo
bacteriano a partir de cierta concentracion (10 g/L). Ademas, M1 posee micronutrientes
que favorecen el desarrollo celular que en el caso de M4 no surgieron efecto
probablemente debido al efecto inhibitorio de las melazas. Este efecto no es tan notable
en M5 ya que la concentracion de melazas era menor. Otro factor comun entre estos
medios es la falta de un ingrediente como fuente de nitrégeno. Unicamente M5 posee un
ingrediente, harina de maiz, cuyo aporte no fue suficiente para aumentar el crecimiento
bacteriano. Como demuestran Yanez-Mendizabal, (2012), la presencia de melazas a partir
de cierta concentracién limita el crecimiento del género Bacillus incluso en presencia de
fuentes de nitrégeno. Sin embargo, este ingrediente a bajas concentraciones y en
combinacion con harina de soja permite crecimientos elevados (9 log UFC/mL), hecho

observado en el medio M2.

Todos los medios libres de vinazas permitieron un notable crecimiento alcanzando
elevadas concentraciones bacterianas, siendo el medio M2 aquel que, presentando
melazas entre sus ingredientes y careciendo de micronutrientes, posee los recuentos mas

bajos (8,8 log UFC/mL). Los medios libres de melazas y con micronutrientes presentan,
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tras 24 h de incubaciéon, los mayores recuentos (M3=9,3log UFC/mL vy
M6=9,5 log UFC/mL), siendo M6 el que mayor poblacion bacteriana presentd incluso

superando ligeramente al medio control.

10 1~

log UFC/mL

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo de incubacion (h)

Figura 5.4: Crecimiento de la cepa BUZ-14, a 30 °C en medios alternativos: Medio 1 (A ), Medio 2 (o),
Medio 3 (A), Medio 4 (m), Medio 5 (®), Medio 6 (), y control: 863 (x), durante 24 horas. Los marcadores

oscuros muestran los medios sin adicién de vinaza.

5.4.3. Actividad antifingica de la cepa BUZ-14 tras el crecimiento en medios de bajo

coste

Tras esta primera aproximacion se seleccionaron los medios M2, M3 y M6 para
continuar el estudio del crecimiento de nuestra cepa y el mantenimiento de su actividad

antifangica.

En los medios M2, con harina de soja y melaza a baja concentracion, M3 con
micronutrientes y harina de soja, y M6 con numerosas fuentes de nitrogeno y
micronutrientes, se realizaron estudios de crecimiento celular durante 96 h, para un

posterior estudio de los mecanismos de accion desarrollados en los medios seleccionados.

Como podemos observar en la Figura 5.5, las concentraciones maximas de
B. amyloliquefaciens tras 24 horas fueron muy similares entre si y respecto al medio
control, siendo M2 el que menores recuentos presentd con un maximo de

8,8 log UFC/mL. En M3, la maxima concentracion se obtuvo a las 20 h, ofreciendo un
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recuento maximo de 9,2 log UFC/mL a las 24 h. El maximo desarrollo celular, con una
concentracion de 9,4 log UFC/mL tras 24 h de incubacion, corresponde a M6. El medio
control presenta su tasa méxima a las 20 h con 9,3 log UFC/mL. Una vez alcanzada la
fase de meseta, los tres medios alternativos sufren una ligera reduccion en sus recuentos
en las siguientes 72 horas de estudio, quedando una concentracion final a las 96 h de
8,4 log UFC/mL para M2, 9 log UFC/mL para el M3, y 8,9 log UFC/mL para el M6. Sin
embargo, en el medio de referencia los recuentos se mantienen constantes en
9,1 log UFC/mL. A pesar de esta reduccion, las concentraciones finales de los medios
alternativos permanecen proximas a la de referencia con una unidad logaritmica como
maxima diferencia. Basandonos en los resultados obtenidos, podemos afirmar que estos
medios favorecen el desarrollo del Bacillus, asi como la supervivencia celular a lo largo

de varios dias de incubacidn en condiciones optimas.
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Figura 5.5: Crecimiento de la cepa BUZ-14, a 30 °C en medios alternativos: Medio 2 (4), Medio 3 (o),
Medio 6 (A), y control: 863 (%), durante 96 horas.

En base a la elevada poblacion microbiana que se alcanza en los medios
alternativos M2, M3 y M6 durante tiempos de incubacion prolongados, y sumado al
interés en la utilizacion de medios de bajo coste, la cepa BUZ-14 debe someterse a
estudios complementarios tras crecer en estos medios para asegurar su viabilidad como
agente de biocontrol. Para ello, se realizaron estudios de actividad antifingica de células

vegetativas, endosporos y sobrenadantes libres de células, incubados en cada uno de los
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medios alternativos M2, M3, M6 y caldo control 863, durante 72 h a 30 °C y agitacion
orbital a 150 rpm, frente a B. cinerea, M. laxa y M. fructicola.

Como podemos observar en la Figura 5.6 (A, B y C), la accién antifingica de las
células vegetativas frente a todos los mohos se reduce con el tiempo de incubacion, salvo
para el medio 2, que, sin presentar inhibiciones a las 24 h, mostré la mayor inhibicion de
entre todos los medios a las 72 h frente a B. cinerea y M. fructicola, con reducciones del
crecimiento del 30 y el 28 % respectivamente. Aunque también disminuy6 con el tiempo
de incubacidn, la actividad de las células vegetativas incubadas en el caldo control fue
superior, en todos los casos, a la de cualquier otro medio. Estos resultados pueden deberse
a la destruccion de las células vegetativas a lo largo del tiempo de incubacion, ya que la
falta de nutrientes, produce la muerte celular dejando lugar a las formas de resistencia
caracteristicas del género Bacillus, los endosporos (Monteiro, 2005).

La formacion de endosporos y su posterior viabilidad es una de las caracteristicas
a destacar de un agente de biocontrol como muestra de su capacidad para soportar
condiciones ambientales extremas. En el caso de B. cinerea, la accion antifdngica de los
endosporos es mayor a las 24 h horas de incubacion para M3 y M6 con un 26% y un 14%
de inhibicion respectivamente (Figura 5.6 A), mientras que en M2 no se observa
reduccion del crecimiento respecto al control. A las 72 h, los tres medios presentan un
13% de inhibicion, inferior al 65% que obtenemos del medio control. Frente a M. laxa,
la actividad de los endosporos es mayor en las ultimas horas de incubacién. EI medio 863
presentd la méxima inhibicion a las 72 h con un 81%, seguido de M2 con un 27% al
mismo tiempo de incubacion. Este incremento de la actividad con el tiempo también
ocurre en M3y M6, con inhibiciones del 0 y 8% respectivamente a las 24 h, alcanzando
niveles de inhibicion en torno al 20% en ambos medios a las 72 h, tanto para M. laxa
como para M. fructicola (Figura 5.6 B y C). EI medio M2 es, de entre los medios
alternativos, el que mayor inhibicion presenta frente a M. fructicola con un 28% a las
72 h, duplicando su accién desde las 24h. Al igual que en M2, los medios M3 y M6
duplican su capacidad de inhibicién a las 72 h alcanzando niveles del 20 y 17%
respectivamente. Este incremento de la actividad de esporulacion se observa en el medio
de referencia, que presenta inhibiciones de casi cuatro veces mas a 72 h que a 24 h,
alcanzando un 70 % de inhibicién fangica. Estos resultados pueden confirmar la mayor

capacidad de esporulacion de la cepa BUZ-14 al incrementar el tiempo de incubacién,
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Figura 5.6: Porcentaje de inhibicion del crecimiento de B. cinerea (A), M. laxa (B) y M.

fructicola (C), frente sobrenadantes libres de células (Sb), células vegetativas (Veg) y

endosporos (End), de B. amyloliquefaciens tras 72 h de incubacién in vitro en los medios
alternativos M2 (E), M3 (), M6 ( []), y medio control 863 ( []).
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Uno de los mecanismos de accién de B. amyloliquefaciens se debe a la generacion
de metabolitos secundarios (Chen, 2009; Arguelles-Arias, 2009; Chowudhury, 2015) que
se excretan al medio. A pesar de ello, en este estudio, se ha observado como el
sobrenadante de M6 no presentd inhibicion frente a ningdn moho a ninguno de los
tiempos de incubacién. Las reducciones conseguidas por los metabolitos de M3 a las 72
h frente a B. cinerea fueron del 18%, e inferiores al 10% frente a M. laxa y M. fructicola.
Las reducciones méaximas que presentan los metabolitos del medio M2 las encontramos
frente a B. cinerea (14%), seguidas de una reduccion del desarrollo fungico del 12%
frente a M. laxa, y casi nulas frente a M. fructicola (4%).

En ninguno de los medios alternativos se observa una actividad antifangica
similar al medio control. Sin embargo, Yénez-Mendizabal, 2012 si que observaron
efectos antifungicos tras utilizar medios de bajo coste similares a los del presente estudio,
con algunas variaciones de concentracion y mezclas en la formulacion. Por ello, podemos
afirmar que los medios alternativos testados, con una complejidad mayor en sus
formulados que el 863, no permitieron que nuestra cepa mostrase su actividad antifungica
méaxima. Se debe seguir trabajando en la optimizacion de estos medios para conseguir no
solo un crecimiento bacteriano 6ptimo, sino ademas mantener su actividad como agente

de biocontrol.
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6. CONCLUSIONES

1-

Los ensayos in vitro demuestran la gran capacidad de la cepa BUZ-14 para crecer
a temperaturas de 30 y 37 °C alcanzando su méximo crecimiento en tan solo 16 h
de incubacion. Ademads, se confirma su supervivencia durante periodos de
incubacion de 120 horas a temperaturas de refrigeracion (desde 4 hasta 10 °C).
Los pHs més préximos a la neutralidad favorecen su crecimiento, aunque por

debajo de 5 hasta incluso 3 permiten su supervivencia.

La cepa BUZ-14 es capaz de sobrevivir en melocotones a temperaturas de
refrigeracion manteniendo su actividad antifungica frente a Monilinia spp. Esto
hace que ni la temperatura ni el pH sean un factor limitante de cara al uso como

agente de biocontrol en la post-cosecha de frutas.

En su gran mayoria, los pesticidas quimicos permiten el desarrollo celular de la
cepa BUZ-14 incluso a dosis superiores a las de referencia. Sin embargo, aquellos
pertenecientes a los antifangicos, requieren de concentraciones inferiores a las de

referencia para que puedan ser combinados con este agente de biocontrol.

Los medios alternativos que incluyen vinaza en su formulacion no permiten el
crecimiento de la cepa BUZ-14, incluso en presencia de fosfatos y carbonatos,
potenciadores del crecimiento de Bacillus spp. Los medios con melaza que no
poseen una fuente rica en nitrégeno no muestran crecimiento bacteriano. Por otro
lado, fuentes de nitrégeno como harina de soja, extractos de carne o peptonas,
combinadas con algunos micronutrientes e incluso con melazas a baja

concentracion, son la mejor combinacién para su desarrollo celular.

La actividad antifungica de BUZ-14 en los medios alternativos frente a las
especies fungicas ensayadas, M. fructicola, M. laxa y B. cinerea, fue mucho
menor que la detectada en el medio de referencia 863 por lo que estos medios no
podrian ser empleados para la produccion del agente de biocontrol a escala

industrial.
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