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Resumen

Los hongos fitopatogenos son los principales responsables del deterioro de los productos
hortofruticolas, acarreando grandes pérdidas econdémicas anuales en el sector agricola. Para
combatirlos se suelen emplear fungicidas quimicos que ademas de no ser respetuosos con el
medio ambiente pueden provocar graves problemas de salud. Ademas, se ha evidenciado que
la eficacia de estos compuestos quimicos se va reduciendo debido a la aparicion de resistencias.
Como alternativa o complemento a estos tratamientos en los ultimos afios esta tomando especial
relevancia el biocontrol, el cual se caracteriza por utilizar microorganismos o los compuestos
sintetizados por ellos con la finalidad de mermar las poblaciones fungicas y limitar su
propagacion. Entre estos microorganismos destaca el género Bacillus que ademas de producir
metabolitos extracelulares con accion antifungica también actia mediante la produccién de
sustancias quelantes del hierro (sideréforos) y enzimas liticas (quitinasas, B-1,3-glucanasa, f3-
1,4-glucanasa). Por tanto, el objetivo de este trabajo ha sido estudiar la produccion in vitro de
sideroforos y enzimas en las cepas de Bacillus velezensis BUZ-14, 13 e 15. Ademas, se evaluo
la capacidad de crecimiento de estas cepas en distintas frutas lo que facilitaria su accion
inhibitoria, especialmente en postcosecha. La produccion de sider6foros de BUZ-14, 13 e I5 fue
superior a la detectada en el microorganismo control empleado (Pseudomonas fluorescens) y
parece ser que éstos son del tipo hidroxamato, los cuales se caracterizan por ser estables,
hidrofilicos y por poseer una alta afinidad por el hierro. La produccién de enzimas liticas, sin
embargo, no fue elevada y disminuy6 con el tiempo de incubacion. En los ensayos in vivo se
observo que las cepas estudiadas no son capaces de crecer en las frutas ensayadas (uva, naranja
y limén), debido a sus bajos pHs, y que incluso sufren un descenso en sus poblaciones iniciales
en el caso de los citricos. Sin embargo, parece ser que la concentracion inicial de sustancias
antifungicas en los cultivos inhibi6 el desarrollo de las podredumbres por Botrytis cinerea y por
Penicillium italicum en uva y naranja, respectivamente, mientras que no fue suficiente para

evitar el crecimiento de Penicillium digitatum en limén.

Palabras clave: biocontrol, postcosecha, sider6foros, quitinasa, glucanasa




Abstract

Phytopathogenic fungi are the main cause of the deterioration of fruit and vegetable products,
leading to large annual economic losses in the agricultural sector. In order to combat them,
chemical fungicides are usually used, which are characterized by not being environmentally
friendly and likely to cause serious health problems. Furthermore, these products” efficacy has
decreased due to the appearance of fungicide resistant strains. As an alternative or complement
to these treatments, biocontrol has become especially relevant in recent years. It is characterized
by using microorganisms or even the compounds synthesized by them with the purpose of
reducing fungal populations and limiting their spread. Among these microorganisms, the genus
Bacillus outstands not only for the production of extracellular metabolites with antifungal
action, but also for the production of iron chelating substances (siderophores) and lytic enzymes
(chitinases, p-1,3-glucanase, B-1,4-glucanase). Therefore, the aim of this research has been to
study the in vitro production of siderophores and enzymes in Bacillus velezensis strains BUZ-
14, 13 and 15. In addition, the growth capacity of these strains has been assessed in different
fruits; an ability that would ease their inhibitory action, especially in a post-harvest phase. The
production of siderophores of BUZ-14, 13 and 15 was higher than the one detected in the control
microorganism used (Pseudomonas fluorescens) and it seems that these would be of the
hydroxamate type, characterized by being stable, hydrophilic and having a high affinity for
iron. Nonetheless, the production of lytic enzymes was not high and it decreased along the
incubation time. In the in vivo tests it was observed that the studied strains are not capable of
growing in the tested fruits (grape, orange and lemon), due to their low pHs, and that, in the
case of citrus fruits, they even suffered a decrease in their initial populations. Although it
appears that the initial concentration of antifungal substances in the crops inhibited the
development of Botrytis cinerea and Penicillium italicum rot in grapes and oranges,

respectively it was not sufficient to prevent the growth of Penicillium digitatum in lemons.

Keywords: biocontrol, postharvest, siderophores, chitinase, glucanase




Introduccion

1. Introduccion

1.1 Enfermedades de las plantas

El sector agricola siempre ha tenido que sortear varios inconvenientes, como plagas y
enfermedades. A estos problemas se le suman otros como el cambio climatico, el cual ha
aumentado el nimero de plagas y enfermedades de plantas que dificultan el abastecimiento de
alimentos de origen vegetal, acarreando consigo impactos econémicos, sociales y ambientales.
Los impactos de estos problemas varian entre regiones y afios. No obstante, econémicamente,
las plagas se traducen en pérdidas mundiales en torno a 65 mil millones de euros anuales,
mientras que las enfermedades de las plantas ascienden hasta los 206 mil millones de euros
anuales. Estas afecciones son dificiles de controlar y gestionar, puesto que se transmiten con
una enorme facilidad por los propios materiales de siembra, el comercio y los viajeros, asi como
vectores de transmisién naturales como el aire o los animales (FAO, 2017). El grupo de
fitopatdgenos capaz de causar enfermedades en las plantas es muy variado, incluyendo virus,
bacterias, hongos, nematodos, plantas de semillas parasitarias, etc. Asimismo, el desarrollo de
sintomas y de la enfermedad puede variar en el tiempo (Segaran & Sathiavelu, 2019) pero en
la mayoria de casos, el ataque de estos fitopatdgenos ocurre en las etapas de produccion,

postcosecha o en la cadena de suministro de alimentos (FAO, 2011).

Se estima que en torno a un 33 % de toda la fruta y hortaliza que se cosecha mundialmente se
desaprovecha (Dukare et al., 2019). La pérdida de alimentos supone un desperdicio de recursos,
como tierra, agua y energia entre otros. Ademas, la produccion de alimentos que no se

consumiran acarrea emisiones innecesarias de anhidrido carbénico (FAO, 2011).

La principal causa del desperdicio de alimentos vegetales ocurre por las infecciones
ocasionadas por hongos fitopatégenos capaces de producir la descomposicion del producto
tanto en el campo como después de haber sido cosechado. En paises en vias de desarrollo este
problema se agrava, puesto que no se disponen de las condiciones 6ptimas de refrigeracion o
servicios de transporte adecuados (Dukare etal., 2019). Por otra parte, en los paises
desarrollados este problema también existe, estimandose que alrededor del 20-25% de frutas y
hortalizas se desperdician porque estan siendo atacadas por hongos patégenos (Calvo et al.,
2017).

Los géneros fungicos Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Fusarium, Geotrichum,

Gloeosporium, Monilinia, Penicillium, Mucor y Rhizopus se corresponden con los principales
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Introduccion

fitopatdgenos postcosecha que originan las pérdidas anteriormente mencionadas (Dukare et al.,
2019). Pueden encontrarse en una gran variedad de habitats como en la vegetacion, aire, agua,
suelos, compost, insectos y animales, entre otros muchos (McKay et al., 2012; Ostry, 2008;
Sanzani et al., 2016; Thornton et al., 2010). Estos organismos ejercen su accion cuando se
producen estreses en el hospedador, que pueden ser tanto bidticos como abioticos.

Algunos ejemplos de estreses bidticos pueden ser la maduracion de la propia fruta (Dukare
et al., 2019), por estructuras que faciliten la infeccidén, como los apresorios, para sujetarse al
hospedador para luego romper su cuticula con enzimas liticas como la cutinasa; por la creacion
de un ambiente por parte del patdgeno que causa la muerte de la célula del huésped como la
sintesis y liberacion de metabolitos fitotdxicos, por procesos oxidativos por la acumulacion de
radicales libres o perdxido de hidrégeno; por la secrecién de acido oxalico, el cual proporciona
el ambiente idoneo para las enzimas liticas del hongo; o por la inducciédn a la apoptosis de las
células vegetales (van Kan, 2006). En cambio, algunos estreses abioticos pueden ser las lesiones
mecénicas de la cosecha (Dukare et al., 2019), la temperatura o el grado de humedad que tengan
lugar durante el transporte, la comercializacion y el almacenamiento de la fruta, etc. (Mercier
& Smilanick, 2005; Thornton et al., 2010).

Gracias a estos fendmenos por separado o por una combinacién de ellos, los hongos
fitopatdgenos pueden germinar y penetrar en la cuticula del tejido del huésped. Asimismo, en
ocasiones los patogenos pueden residir endofiticamente en los extremos del tallo o penetrar
directamente la cuticula del huésped durante el periodo de crecimiento del fruto. Durante el
proceso de crecimiento, el fitopatdgeno va matando los tejidos del huésped, tomando de €l los
nutrientes, al mismo tiempo que va teniendo lugar la descomposicion del tejido infectado
(Dukare et al., 2019). Por otra parte, los hongos fitopatdgenos representan un claro riesgo para
la salud, ya sea por la produccién de micotoxinas, fitotoxinas (Ostry, 2008; Pétriacq et al., 2018)

0 metabolitos carcinogénicos entre otros (Dukare et al., 2019).

Para lidiar con el problema de los fitopatdgenos y evitar grandes pérdidas econdmicas se
recurre al empleo de pesticidas o plaguicidas. Estos se pueden definir como “cualquier sustancia
0 mezcla de sustancias de ingredientes quimicos o bioldgicos destinados a repeler, destruir o
controlar cualquier plaga o regular el crecimiento de las plantas” (FAO & WHO, 2016, p.6).
Ademas, los pesticidas también se suelen utilizar para aumentar la cantidad y calidad de las

cosechas, principalmente en paises en vias de desarrollo (Kafaei et al., 2020).

A pesar de que su uso es habitual, se ha visto que la utilizacidn de pesticidas puede acarrear
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problemas tanto para el medio ambiente como para la salud humana (Calvo et al., 2017; Pérez-
Garcia et al., 2011). Los principales problemas medioambientales causados por el uso de
pesticidas son: la resistencia ambiental, la bioacumulacion y su transporte a largas distancias,
entre otros. La gran mayoria de estos compuestos son OCPs (pesticidas organoclorados) puesto
que son altamente rentables y los més eficaces. Los OPC se han encontrado en numerosos
ambientes, como por ejemplo el agua, el suelo o incluso el aire, siendo el suelo el entorno en el
gue mas abundan por su uso en la agricultura. Asimismo, dado que su degradacion en los suelos
es bastante lenta, es frecuente que los OPC sean absorbidos por las plantas, ingresando asi a la
cadena alimentaria. Por otra parte, los procesos de bioacumulacion se deben principalmente a
que estos pesticidas son hidrofobicos y por tanto son absorbidos por los componentes organicos
del suelo. Una vez unidos a los componentes organicos, los OPC pueden pasar tanto a la
atmosfera como a las aguas superficiales o subterraneas, pudiendo recorrer largas distancias
(Kafaei et al., 2020). Por otra parte, el uso de pesticidas también puede alterar determinadas
funciones en el ecosistema, como por ejemplo la polinizacion, como consecuencia de su accion
toxica contra organismos que no eran el objetivo, pero que igualmente se ven afectados (FAO
& WHO, 2016).

Los problemas ocasionados por los pesticidas en la salud humana pueden ser bastante
variados, pudiendo originar diversas enfermedades como consecuencia de su bioacumulacion
en los tejidos. De esta forma, su deteccion en el organismo podria ayudar a identificar la
enfermedad que causa los sintomas en el paciente. Los pesticidas pueden detectarse con
anterioridad estudiando la composicion de la leche materna, la sangre o tejidos grasos (Meftaul
et al., 2020; Ntow et al., 2008; Sanghi et al., 2003). Otra forma para determinar su presencia es
a través del analisis de la composicion del cabello de los animales o personas, debido a que los
pesticidas son capaces de acumularse por el contenido relativamente alto de lipidos en el
cabello. Adicionalmente, cuando estos compuestos se encuentran en el organismo ejercen su
accion toxica por varias vias. Un ejemplo es el efecto antagonico que poseen sobre los
androgenos y estrogenos. Asimismo, hay varios estudios que relacionan a los pesticidas con un
aumento de las probabilidades de padecer cancer de mama, de prostata, de cuello uterino y
pulmon en individuos adultos (Behrooz et al., 2012; Meftaul et al., 2020; Mishra et al., 2012),
mientras que en el feto puede originar endometriosis (crecimiento andémalo de tejido
endometrial fuera del Utero), criptorquidia (descenso incompleto de uno o ambos testiculos) e
hipospadias (anomalia caracteristica de hombres en la que la uretra no se encuentra en la parte

superior del pene) asi como alterar la diferenciacion neuronal, sinaptogénesis y mielinizacion
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entre otros muchos (Behrooz et al., 2012). Asimismo, los pesticidas son capaces de dafar
organos, como el tracto gastrointestinal, el higado o los rifiones; o sistemas enteros, como el
cardiovascular, respiratorio y endocrino (Meftaul et al., 2020). Por otra parte, se ha visto una
posible relacion entre los OPC y un aumento de padecer otras enfermedades como: leucemia,
Parkinson, diabetes tipo 2 y asma (Kim et al., 2017).

Otro inconveniente es la evidencia de que cada vez la efectividad de estos compuestos es
menor por la aparicion de cepas resistentes (Calvo et al., 2017; Pérez-Garcia et al., 2011). En
los ultimos afios se han registrado multiples casos de hongos resistentes a fungicidas, teniendo
lugar graves peérdidas economicas nuevamente. Sin embargo, se ha observado que la
adquisicion de esta resistencia no es la misma en todos los pesticidas. Por ejemplo, mientras
que para aquellos fungicidas con compuestos organomercuriales se tardd 40 afios en registrar
el primer caso de pérdida de eficacia; a otros fungicidas como los benzimidazoles, las
fenilamidas o las estrobilurinas, se tardaron solo 2 afios para que hongos fitopatdgenos se
volvieran resistentes a estos compuestos. Se cree que existe una relacién entre la adquisicion
de resistencia y el numero de dianas que tenga un fungicida. De esta forma, a los hongos
fitopatdgenos les cuesta mas tiempo desarrollar resistencia frente aquellos fungicidas
pluriespecificos, o con multiples dianas, que a aquellos monoespecifico, o con una sola diana.
Adicionalmente, hay autores que clasifican la resistencia generada en cualitativa o cuantitativa.
La resistencia cualitativa es aquella que se adquiere por mutaciones. De esta forma, si la
mutacion se produce en el gen que codifica la proteina diana de un fungicida determinado, este
no se podria unir o inhibir la funcién de esta proteina, perdiendo asi su eficacia. Adicionalmente,
cuando se aplique el tratamiento fungicida, solo los fitopatdgenos mutantes y unos pocos del
tipo salvaje sobreviviran. Sin embargo, las aplicaciones consecutivas del fungicida en cuestion
ejerceran una seleccion por la cepa mutante, hasta que finalmente la cepa de tipo salvaje sea
extirpada o extinguida. (Deising et al., 2008). Por otra parte, la resistencia cuantitativa es
aquella que se adquiere con bajas concentraciones intracelulares del fungicida. Esto se consigue
por: 1) la sintesis de transportadores que excretan las moléculas de los fungicidas, 2)
modificaciones en la membrana que reducen la permeabilidad de los fungicidas o 3) por la
sintesis de enzimas degradadoras de estos compuestos. Asimismo, se ha observado que la
adquisicion de este tipo de resistencia también puede deberse a la sobreexpresion del gen que
codifica la proteina diana del fungicida o por la utilizacion de rutas metabdlicas alternativas a
la que afecta el fungicida (Deising et al., 2008; Del Sorbo et al., 2000; Kontoyiannis et al., 1999;
Loffer et al., 2000; Schnabel & Jones, 2001).
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Por tanto, en base a lo anteriormente expuesto, es necesario el desarrollo de otras técnicas de
control de las enfermedades de las plantas méas respetuosas con el medioambiente y que no
conlleven riesgos para la salud humana. Entre ellas, el control biolégico o biocontrol ha

resurgido en los ultimos afios como una alternativa eficaz y medioambientalmente sostenible.
1.2 Control bioldgico. Definicién y estado actual

El control biolégico o biocontrol se puede definir como el empleo de uno o varios
microorganismos para mermar la poblacion de un determinado patdégeno o de su actividad
fitopatogena (Baker, 1987). Con el paso del tiempo esta definicion se ha ampliado,
incluyéndose a los compuestos sintetizados por estos microorganismos o incluso sus genes, no
solo para disminuir la poblacién, sino también para limitar su propagacion (De Silva et al.,
2019).

Este método surgié para ofrecer una alternativa a los pesticidas, al mismo tiempo que se
pretendia disminuir o sustituir el uso de productos quimicos por sus repercusiones en la salud
y el medio ambiente (Droby et al., 2009; Horak et al., 2019). Por otra parte, los agentes de
biocontrol son aquellos organismos que llevan a cabo el control bioldgico por medio de un
proceso que se le conoce como antagonismo, que es un fenémeno por el cual el crecimiento,
desarrollo y actividad normal de los fitopatdgenos se ve interferida, mermada o suprimida por
parte del agente de biocontrol o antagonista (Dukare et al., 2019).

El biocontrol se planted en la segunda mitad del siglo pasado cuando se observé que
determinadas poblaciones de microorganismos presentes en la rizoesfera o epifitas en
determinadas estructuras de algunas plantas actuaban como antagonistas impidiendo el
desarrollo de enfermedades por fitopatogenos (Wilson & Pusey, 1985; Wilson & Wisniewski,
1989). Actualmente, hay numerosas publicaciones e investigaciones cientificas en curso en las
gue se trabaja con humerosos antagonistas de distinta naturaleza, bacterianos o fangicos, como
agentes de biocontrol para controlar los patdgenos que afectan a los cultivos (Dukare et al.,
2019).

Ademas de ser un candidato para sustituir a los pesticidas, el biocontrol y sus agentes ofrecen
otras ventajas como pueden ser: no se generan residuos toxicos, son respetuosos con el medio
ambiente, ofrece un metodo de aplicacion mas seguro, son mas economicos a la hora de
producirlos (Dukare et al., 2019) y pueden prevenir o retrasar la aparicion de poblaciones
fangicas resistentes por tener varios y distintos mecanismos de accion (Pertot et al., 2017). No

obstante, para para poder comercializar un organismo vivo como agente de biocontrol, ademas
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de las caracteristicas anteriormente mencionadas, también se busca que: sean genéticamente
estable, tiene que ser efectivo a baja concentracidn, no debe tener requerimientos nutricionales
exigentes, debe ser capaz de soportar condiciones adversas, es recomendable que sea eficaz
contra una amplia gama de patdgenos en varios productos, presentar un buen crecimiento en
medios econdmicos, ser facil de dispensar y no ser perjudicial para la salud humana entre otros
muchos (Wilson & Wisniewski, 1989).

Por estos motivos, las bacterias son candidatas a ser agentes de biocontrol, sobre todo
aquellas capaces de formar endosporas, garantizando su viabilidad a largo plazo, lo que facilita
el desarrollo de productos comerciales (Wu et al., 2015). Adicionalmente, las especies de
Bacillus son buenas candidatas ya que no interfieren con la microflora de muchas plantas debido
a que normalmente se suelen encontrar como un miembro mas de estas comunidades (Rabbee
et al., 2019). En cambio, las levaduras también se han escogido como agentes de biocontrol por
una serie de factores como: su capacidad de tolerar altos niveles de sales, especies reactivas de
oxigeno, por su buena capacidad para adherirse a la superficie del patdgeno, del huésped o
ambos y por resistir condiciones ambientales estresantes como cambios temperaturas extremas,
fluctuaciones de pH, desecacion y tolerar un amplio rango de humedad relativa entre otros
muchos (Droby et al., 2009; Droby, et al., 2016).

De todos los que existen, algunos de los agentes de biocontrol méas utilizados son las
bacterias de los géneros Bacillus, Pseudomonas, Pantoea, Citrobacter asi como bacterias acido
lacticas. Algunos ejemplos de levaduras con esta misma funcién son de los géneros Pichia,
Rhodotorula, Kloeckera o Candida entre otros (Dukare et al., 2019; Ren et al., 2019). A muchos
de ellos se les sigue investigando para conocer sus mecanismos de accién o para desarrollar
formulados comerciales para que puedan ser aplicados en el campo. En cambio, hay muchos
otros que ya han pasado esas fases y actualmente se comercializan y se aplican. La primera
generacion de productos de biocontrol incluia a Candida oleophila (Aspire®, Ecogen,
Langhorne, PA, E.E.U.U.), Cryptococcus albidus (YieldPlus®, Lallemand, Montreal, Canada),
Candida sake (Candifruit®, IRTA, Lleida, Espafia) y Pseudomonas syringae Van Hall
(BioSave®, JET Harvest, Longwood, FL, E.E.U.U.), de los cuales solo Biosave sigue
comercializandose. Mas adelante se sacaron al mercado otros agentes de biocontrol maés
rentables economicamente. Por ejemplo, en Israel se ha registrado a Metschnikowia fructicola
(Shemer®, Bayer, Leverkusen, Alemania) para la aplicacion a diversas frutas y hortalizas tanto
antes como después de la cosecha (Droby et al., 2016). Adicionalmente, la Union Europea

participa en la fabricacion de biofungicidas, destacando: Bacillus velezensis (Botrybel®,
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Probelte, Murcia, Espafa) (Olishevska et al.,, 2019), B. amyloliquefaciens FZB42
(RhizoVital®,ABITEP, GmbH, Berlin, Alemania), B. amyloliquefaciens subsp. plantarum
D747 (Amylo-X® WG, Certis Europe BV, Netherlands) o C. oleophila (Nexy®, Leasafre,
Lille, Francia). Otros paises como Estados Unidos también esta involucrado en el control
bioldgico y ha desarrollado multiples biofungicidas, de los cuales destacan Bacillus pumilus
QST 2808 (Sonata®, Agra Quest, Davis, CA, E.E.U.U.) o B. subtilis QST 713 (Serenade®,
Agra Quest, Davis, CA, E.E.U.U.) (Bailey et al., 2012; Ferraz et al., 2019; Rabbee et al., 2019).

1.3 Mecanismos de accidon de los agentes de biocontrol

El efecto antagonico de los agentes de biocontrol se consigue por distintos mecanismos,
algunos de ellos son: impidiendo o dificultando el crecimiento de fitopatdgenos a través de la
competencia por nutrientes y espacio, por el desplazamiento fisico de los fitopatdgenos, por la
secrecion de sideroforos, por la produccion y liberacion de enzimas o a través de la sintesis de
antibidticos o compuestos volatiles al medio (Dukare et al., 2019; Li et al., 2015; Ren et al.,
2019; Trapet et al., 2016).

De todos estos mecanismos, el mas comdn suele ser la competencia por nutrientes. Sin
embargo, es frecuente que los antagonistas utilicen conjuntamente una combinacion de varios
mecanismos de accion. No obstante, es complejo estudiar las funciones del agente de biocontrol
in vivo por las mdaltiples interacciones que tienen lugar entre la planta, el patdégeno y el
antagonista, asi como, en ocasiones, otros microorganismos presentes en la propia planta.
Paralelamente, en el biocontrol, ademas del antagonista, también es frecuente utilizar productos
naturales que han demostrado ejercer efectos directos sobre el patégeno y/o que modifican el
microambiente y la resistencia del huésped. Esta adicion conjunta del agente de biocontrol con
determinados productos naturales ha mostrado un aumento en la eficacia, consiguiéndose

niveles similares a los que se observan con los fungicidas (Droby et al., 2009).

a) Competencia por nutrientes y espacio

La competencia por los nutrientes disponibles es un modo de accion con bastante peso en el
control bioldgico, puesto que regula la dindmica de las poblaciones de microorganismos que
comparten el mismo nicho ecoldgico (Daguerre et al., 2014). Al establecerse una competencia
trofica, los nutrientes disponibles se ven reducidos por la accion de los antagonistas, ya que
estos se alimentan mas rapido, inhibiendo asi la germinacion y el crecimiento de los patégenos
(Dukare et al., 2019; Lastochkina et al., 2019). En este mecanismo de accion se le da mas

importancia a las fuentes de carbono, como la celulosa y la hemicelulosa, puesto que suelen ser
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las principales fuentes de energia para la mayoria de los hongos fitopatégenos. En segundo
lugar, se le da prioridad a las fuentes de nitrégeno, ya que se ha demostrado que hay
fitopatdgenos que sobreexpresan genes transportadores de aminoacidos durante el
micoparasitismo (Daguerre etal., 2014). Asimismo, también se pueden establecer
competiciones por otros nutrientes como pueden ser vitaminas, nitratos, oxigeno o
micronutrientes como el hierro. No obstante, la colonizacion y competencia por nutrientes por
parte de los agentes de biocontrol puede verse alterada por la microbiota natural no patégena
de las frutas o por la concentracion del antagonista y la especie de fruta, puesto que se ha visto
que no todos los agentes de biocontrol se adaptan de igual forma a todas las frutas (Dukare
etal., 2019).

En relacion con la competicion por micronutrientes, hay que mencionar que el hierro es
un elemento que se encuentra en abundancia en el suelo. Sin embargo, la mayor parte de este
se encuentra formando complejos insolubles, de manera que no se encuentra disponible para
que sea utilizado por las plantas u otros organismos. De esta forma, el empleo de sider6foros
es una forma de satisfacer los requisitos de este elemento. Por lo tanto, los sider6foros son
pequefias moléculas peptidicas con cadenas laterales y grupos funcionales que presentan una
alta afinidad por los grupos férricos. Estos compuestos son sintetizados como metabolitos
secundarios con la finalidad de quelar el hierro, mejorar su absorcion formando un complejo
férrico-sideroforo y transportarlo a través de la membrana celular (Arora & Verma, 2017;
Villarreal-Delgado et al., 2018). Los siderdforos son producidos por diversos microorganismos,
tanto bacterias y hongos patdgenos para los humanos como microorganismos ambientales,
como por ejemplo, las PGPR (Plant-Growth-Promoting-Rhizobacteria). Estos metabolitos
secundarios se pueden clasificar en clases en funcién de sus caracteristicas estructurales, grupos
funcionales y tipos de ligandos. Las cuatro clases principales son: carboxilato, hidroxamato,
catecolatos y de tipo mixto. Los carboxilatos son representativos por presentar tanto
hidroxicarboxilatos como carboxilatos; los hidroxamatos se caracterizan por presentar ésteres,
cloruros acidos o acidos carboxilicos; los catecolatos poseen grupos de unién a fenolato o 2,3-
dihidroxibenzoato y finalmente los de tipo mixto presentan una mezcla de grupos funcionales

de los otros tres tipos de sideréforos (Arora & Verma, 2017).

El mecanismo por el cual se produce la incorporacion del hierro del medio es el siguiente:
una vez unido la forma férrica al sider6foro y formar un complejo sideréforo-hierro, este Gltimo
ingresa a las células a través de receptores especificos presentes en la membrana celular. No

obstante, el transporte del complejo sideroforo-hierro se realiza de manera distinta en las
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bacterias Gram™ y Gram". Para las primeras, el transporte se realiza mediante la participacién
de proteinas como las permeasas y ATPasas de siderdforos; mientras que para las bacterias
Gram-, como los complejos sideroforo-hierro son demasiado grandes para pasar por porinas,
primero el complejo sider6foro-hierro se debe unir a un receptor de membrana externa, luego
se transfiere el complejo sidero6foro-hierro al espacio periplasmico con el gasto de ATP a través
de un complejo de proteinas de union periplasmica para finalmente unirse a una proteina de
membrana citoplasmatica que se corresponde con un transportador dependiente de ATP
(transportadores ABC). En ambos casos, una vez entra el complejo al citosol, el hierro férrico
se reduce, liberandose asi del complejo quelante. Finalmente, la forma ferrosa reducida se
incorpora a distintas rutas metabdlicas y el sider6foro libre puede ser degradado o bien
excretado de nuevo al medio por medio de un sistema de bomba de flujo (Krewulak & Vogel,
2008; Kumar et al., 2017).

Desde otra perspectiva, también se ha visto que estos metabolitos secundarios ayudan a
proteger a las plantas del ataque de fitopatdgenos, ya que la excrecion de sideréforos implica
una competencia por el hierro disponible en el suelo, privando a los hongos de este
microelemento esencial, puesto que los sidero6foros fangicos tienen una menor afinidad por el
hierro que los siderdforos bacterianos. Finalmente, el hongo muere por ser incapaz de obtener
el suficiente hierro que necesita para la germinacion, el crecimiento y la proliferacion, ya que
lo requieren para el correcto funcionamiento de citocromos, como componente de proteinas o

como cofactores de varias enzimas (Arora, 2015; Dukare et al., 2019).

b) Produccion y liberacion de enzimas

La pared celular de los hongos estd compuesta por glucoproteinas y polisacaridos entre otros
compuestos (Figura 1). No obstante, la fraccion mas predominante es la polisacaridica,
ejerciendo una funcidn estructural y de resistencia mecéanica en la pared, pudiendo llegar a
constituir aproximadamente el 80 % de esta estructura. Dentro de esta fraccion, entre los
componentes mayoritarios se encuentran la quitina y los glucanos, suponiendo entre un 10-20%
y un 50-60 % respectivamente (Dukare et al., 2019; Villarreal-Delgado et al., 2018). Por lo
tanto, el desarrollo de enzimas liticas capaces de degradar estos biopolimeros se ha propuesto
como un mecanismo esencial de los agentes de biocontrol para combatir infecciones fungicas.

Algunas de estas enzimas son la quitinasa, la p-1,3-glucanasa y la g-1,4-glucanasa.
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Figura 1. Estructura de la pared celular de los hongos.

La quitina es el polimero mas abundante de la naturaleza después de la celulosa. Este
polisacérido lineal se compone de subunidades de N-acetilglucosamina unidos por enlaces B-
1,4 y desempefia un papel fundamental para la fabricacion de tejidos de soporte o proteccion de
gran resistencia para un elevado nimero de organismos. La quitina se puede encontrar en
estructuras del exoesqueleto de insectos, aracnidos, miriapodos, crustaceos, braquiépodos y en
la concha de moluscos, asi como en nematodos, anélidos y otros invertebrados. Asimismo,
como se comentd anteriormente, este polisacarido es un componente de las paredes celulares
de bastantes hongos, pudiendo encontrarse también en determinados tunicados y algas
cloroficeas (Castro et al., 2011; Dukare et al., 2019; Villarreal-Delgado et al., 2018). La enzima
utilizada por los agentes de biocontrol para este polimero es la quitinasa, la cual degrada la
quitina en N-acetilglucosamina rompiendo los enlaces glucosidicos del biopolimero, siendo
utilizado por la bacteria como fuente de carbono y nitrégeno (Halimahtussadiyah et al., 2017;
Horak et al., 2019). Por otra parte, indirectamente la accion de las quitinasas promueve la
activacion de mecanismos de defensa por parte del hospedador. Se ha observado que cuando la
quitina es degradada, los oligosacaridos que se liberan al medio desencadenan mecanismos de
resistencia sistémica inducida (ISR) como la activacién de genes que codifican proteinas con
una funcidn protectora, entre ellas quitinasas vegetales y la generacion de especies reactivas de
oxigeno, las cuales a su vez promueven la expresion de mas genes de resistencia (Lastochkina
etal., 2019).

Por otra parte, los glucanos son los polisacaridos de la glucosa que reticulan los polimeros de

quitina. Los glucanos se clasifican por los enlaces quimicos de las subunidades de glucosa en:
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a-glucanos y B-glucanos. Los a-glucanos se caracterizan por presentar enlaces o-(1,3) y/o a-
(1,4), funcionando como componentes de la matriz. En cambio, los B-glucanos, son
caracteristicos por presentar enlaces p-(1,3), B-(1,4) o B-(1,6), y ejercen su funcion
proporcionando rigidez a la pared celular. EI componente estructural mas abundante en la
paredes de los hongos es el B-(1,3)-D-glucano, al cual se unen covalentemente el resto de
componentes de la pared (Daguerre et al., 2014; Garcia-Rubio et al., 2020). Las enzimas que
utilizan los agentes de biocontrol para degradar estos compuestos son las glucanasas, en

concreto las B-1,3-glucanasas y 3-1,4-glucanasas (Narasimhan et al., 2013).

c) Sintesis de antibidticos y bacteriocinas

Los antibiéticos se pueden definir como un grupo heterogéneo de compuestos organicos de
bajo peso molecular sintetizados por bacterias que son capaces de inhibir o reducir el
crecimiento y desarrollo de otros microorganismos por numerosas vias. Hay estudios que
demuestran que algunas bacterias antagonistas producen una amplia gama de antibi6ticos que
son eficaces contra varios fitopatdgenos, como por ejemplo Aspergillus flavus, Alternaria
solani, Fusarium oxysporum, Botryosphaeria ribis, Helminthosporium maydis, Phomopsis
gossypii y Colletotrichum gloeos entre otros muchos (Lastochkina et al., 2019). Algunos de
estos antibioticos sirven tanto para controlar la infeccion, puesto que algunos de ellos son
fungiestaticos (Arora, 2015); como para eliminar al fitopatdgeno que esta alterando la fruta,

como sucede con la siringomicina liberada por P. syringae (Sharma et al., 2009).

Las bacteriocinas son péptidos sintetizados por las bacterias de una longitud comprendida
entre 12-50 aminoécidos y que pueden adquirir una gran diversidad estructural. Generalmente,
estos compuestos suelen ser activos contra cepas de bacterias relacionadas intimamente con las
bacterias productoras (Olishevska et al., 2019), pero también pueden ejercer efectos contra
otros microorganismos que no guardan relacion (Horak et al., 2019). Algunos ejemplos de
bacteriocinas pueden ser: la subtilina sintetizada por B. subtilis, la coagulina que produce B.
coagulans, la entomicina 9 de B. thuringiensis o la amilolisina de B. amyloliquefaciens. Las
bacteriocinas ofrecen una serie de ventajas, que en la préactica, las posicionan por delante de los
antibidticos, principalmente porque es mas dificil que los microorganismos adquieran
resistencia, especialmente a los antibidticos dirigidos a lipidos I1, por sus maltiples mecanismos
de accion. Adicionalmente, estos compuestos son econdmicos, los hay tanto de amplio como

de estrecho espectro y carecen de efectos toxicos o inmunogénicos (Olishevska et al., 2019).

d) Lipopéptidos y policétidos
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Como su nombre indica, los lipopéptidos son acidos grasos unidos a cadenas peptidicas de
longitud variable, las cuales pueden ser lineales, ciclicas o mixtas (Lastochkina et al., 2019). Su
biosintesis esta regulada por sintetasas de péptidos no ribosomales (Olishevska et al., 2019) y
en funcion de la secuencia de aminoéacidos que los componen y las ramas de acidos grasos a los
que se unen, los lipopéptidos ciclicos se pueden clasificar en: surfactinas, iturinas y
fengicinas. La accion de estos compuestos ha sido ampliamente estudiada, aplicandose en el
biocontrol por su capacidad de inhibir el crecimiento de hongos fitopatdégenos al impedir la
germinacion de esporas, la formacion de tubos de brotacion y la ramificacion de hifas. Esto se
consigue por la naturaleza anfipatica de los lipopéptidos, los cuales se integran en las
membranas de los hongos y forman poros, interrumpiendo el funcionamiento normal de esta
estructura. Asimismo, se han visto efectos sinérgicos de determinados lipopéptidos cuando se
aplica de manera conjunta. De esta forma la fengicina es capaz de activar la expresion de genes
de proteccion en el hospedador y micosubtilina promueve la sintesis de peréxido de hidrégeno
y otros componentes de defensa contra los patdgenos (Lastochkina et al., 2019). Ademas, otro
aspecto favorable es su baja probabilidad de desarrollar resistencia, ademas de poseer una baja
toxicidad o una alta biodegradabilidad (Olishevska et al., 2019).

En cambio, los policétidos son metabolitos secundarios los cuales muchos de ellos poseen
compuestos antibacterianos bioactivos, pudiendo actuar también como inmunosupresores y
antitumorales entre otros (Chen et al., 2006). La biosintesis de estos compuestos se realiza por
sucesivas condensaciones de acidos carboxilicos por la accion de las sintetasas de péptidos
policétidos y sus mecanismos de accion se centran principalmente en la inhibicion selectiva de
la biosintesis de proteinas en procariotas como es el caso de la bacilina, dificidina o la
macrolactina (Horak et al., 2019; Olishevska et al., 2019).

Es comun que al mecanismo de accion por medio de estos compuestos reciba el nombre de
antibiosis (Ferraz et al., 2019; Lahlali et al., 2020; Touré et al., 2004).

e) Compuestos volatiles

Los compuestos volatiles son compuestos lipofilicos de bajo peso molecular sintetizados por
bacterias, levaduras y algunos hongos que han demostrado tener efectos inhibitorios en el
crecimiento de fitopatdgenos de origen fungico (Dukare et al., 2019), y que se expanden muy
facilmente por el aire y los poros del suelo (Lastochkina et al., 2019) por lo que es frecuente
que se utilicen por los agentes de biocontrol para controlar las enfermedades. En observaciones

a microscopia electronica se logrd detectar alteraciones en las hifas tras la exposicion de
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compuestos volatiles. Dichas alteraciones se produjeron en las vacuolas de las células de los
hongos, se produjo una permeabilizacion de las membranas y una hinchazon de las hifas. Estas
modificaciones morfoldgicas son las responsables de que posteriormente sea imposible la
germinacién de conidios o la formacién de apresorios (Dukare et al., 2019). Adicionalmente,
se sabe que los compuestos volatiles son capaces de promover el crecimiento de las plantas asi
como inducir resistencia a las enfermedades (Liu & Zhang, 2015). No obstante, la principal
ventaja de estos compuestos también supone su principal limitacion, puesto que al propagarse
sin problemas por el aire, facilitando la biofumigacion, si tienen lugar corrientes de aire

vigorosas se limitaria drasticamente la eficacia del tratamiento (Calvo et al., 2020).

f) Estimulacion de resistencia sistémica inducida

Las plantas también pueden poner en marcha varios mecanismos defensivos para combatir
infecciones. De todos ellos, el que més destaca en el biocontrol es la ISR (Resistencia Sistémica
Inducida). La ISR es un estado fisioldgico de resistencia inducido por agentes bioldgicos o
quimicos que protegen a la planta de ataques por fitopatdgenos tanto unicelulares (bacterias y
hongos principalmente) como pluricelulares (insectos, nematodos, etc.). Asimismo, este estado
fisioldgico de defensa puede ser puesto en marcha tanto por la propia planta, por ejemplo por
el ataque de insectos, como por la accion de determinados microorganismos beneficiosos o
incluso por compuestos quimicos que bien sintetizan estos seres vivos o bien que se aplican por
parte del ser humano. Todos estos estimulos desencadenan rutas de sefializacién mediadas por
fitohormonas, como el acido jasmodnico y el etileno, que ponen en marcha este estado
fisiol6gico. Una vez activada, la ISR se expresa tanto local como sistémicamente por todos los
tejidos vegetales (Pieterse et al., 2014).

Como se menciond anteriormente, este estado fisiologico de defensa puede ser puesto en
marcha por la accién de determinados microorganismos, como las rizobacterias (Li et al.,
2015). Este grupo de rizobacterias que colonizan las raices de muchas plantas, también
estimulan el crecimiento de estas, por lo que se les ha asignado el nombre de PGPR. Algunos
ejemplos de estas bacterias son Pseudomonas fluorescens, P. putida, B. pumilus, B.
amyloliquefaciens y B. velezensis entre otras muchas. Se ha observado que la colonizacion
radicular de muchos PGPR es eficaz para prevenir varias enfermedades, incluso en las partes

aereas de la planta por medio de la ISR (Peng et al., 2019).

Adicionalmente, se sabe que algunos metabolitos antimicrobianos, como los lipopéptidos

(iturina y fengicina, por ejemplo) o los compuestos volatiles anteriormente mencionados, son
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capaces de inducir la resistencia en plantas (Lastochkina et al., 2019). Aln se desconoce si el
huésped posee receptores especificos de lipopéptidos que se activen para desencadenar esta
respuesta, pero se cree algunos lipopéptidos pueden inducir canales transitorios en la membrana
plasmatica del huésped y que una vez en el interior celular, activa varias rutas metabdlicas que
derivan en una mayor defensa por parte de la planta (Pérez-Garcia et al., 2011). En cambio,
otros autores consideran que la ISR se produce por la acumulacion de fitoalexinas, los cuales
son una serie de compuestos antimicrobianos de amplio espectro sintetizados por la propia
planta (Lastochkina et al., 2019).

Un caso similar, en el que se desconoce el método por el que se induce la ISR, ocurre con los
sideréforos. Se ha observado que algunas pioverdinas sintetizadas por Pseudomonas
desencadenan la ISR en determinadas plantas contra varios fitopatdgenos, pero el mecanismo
exacto se desconoce y depende de varios factores como el tipo de sider6foro y los patdgenos
en cuestion. Se ha propuesto un método indirecto en el que los microorganismos productores
de sideroforos generan una deficiencia transitoria de hierro, la cual activaré posteriormente la
inmunidad de la planta. No obstante, se ha observado que la pioverdina también puede
perjudicar al huésped en presencia de Botrytis cinerea por crear las condiciones deficientes de
hierro. Para este Gltimo caso, los autores han propuesto que el efecto que se ejerce bajo
condiciones deficientes de hierro dependera del estado fisioldgico de la planta. De esta forma,
si la planta se encuentra en un estado fisioldgico de crecimiento, se activaran una serie de genes
gue promuevan el crecimiento e inhiban la inmunidad, asi que aunque esté siendo atacada por
un patégeno, la planta prioriza el crecimiento, por lo que la deficiencia de hierro y la actividad
del patdgeno repercutiran negativamente en la planta (Trapet et al., 2016).

Por otro lado, se ha demostrado que compuestos volatiles como la acetoina también pueden
activar la ISR, reduciendo la gravedad de la infeccién producida por P. syringae en Arabidopsis
thaliana con concentraciones superiores a 5 g/L por mejorar la actividad de las enzimas
peroxidasa, polifenol oxidasa y fenilalanina amonio liasa y por la acumulacion de peréxido de
hidrégeno en las hojas (Peng et al., 2019).

Al igual que las PGPR promueven la sintesis de fitohormonas involucradas en la ISR, algunas
bacterias fitopatogenas también pueden hacerlo, incluso catabolizar dichas hormonas, con la
finalidad de suprimir los sistemas de defensa de la planta. Asimismo, la ISR estimulado por las
PGPR permanece activo en los huéspedes durante un periodo de tiempo prolongado, incluso en

condiciones de almacenamiento, sobre todo por la acumulacion de especies reactivas de
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oxigeno y por la sintesis de factores de transcripcion que mantienen activos los genes de

proteccion de plantas (Lastochkina et al., 2019).
1.4 El género Bacillus como agente de biocontrol

El género Bacillus se ha considerado un prometedor agente de biocontrol debido a que es
capaz de formar esporas, promueve el crecimiento de las plantas y ejerce efectos antiflngicos
gracias a la sintesis y liberacion de péptidos antimicrobianos, como los lipopéptidos ciclicos
iturina, fengicina, surfactina o bacilomicina (Kushwaha et al., 2019), policétidos (Chen et al.,
2009; Olishevska et al., 2019), enzimas liticas como las quitinasas y glucanasas (Villarreal-
Delgado et al., 2018), compuestos volatiles (Lastochkina et al., 2019; Peng et al., 2019, Calvo
et al., 2020) y siderdforos (Ali & Vidhale, 2013). Aunque puede variar entre especies,
actualmente se sabe que las bacterias de este genero destinan aproximadamente entre un 5-10%
de su genoma a la sintesis los compuestos antimicrobianos mencionados anteriormente.
Asimismo, la expresion de estos genes y la sintesis de algunos de estos compuestos puede
aumentarse en la presencia de determinados patdgenos (Lastochkina et al., 2019). Por ejemplo,
se ha observado que B. amyloliquefaciens aumenta significativamente la sintesis de los
lipopéptidos iturina y fengicina tras la exposicion de patdgenos como Pythium aphanidermatum

y F. oxysporum (Cawoy et al., 2015).

a) Bacillus velezensis

Ruiz-Garcia et al. (2005) fueron los primeros en aislar e identificar a B. velezensis como una
nueva especie de Bacillus a partir de muestras del rio VVélez en Malaga, Espafia. Estos autores
encontraron que estaba emparentada con otros agentes de biocontrol del mismo género como
B. subtilis o B. amyloliquefaciens (Ruiz-Garcia et al., 2005). No obstante, la cepa que mas fama
ha adquirido es B. amyloliquefaciens subsp plantarum FZB42, la cual ha sido reclasificada
como B. velezensis. Se ha investigado bastante sobre esta bacteria y actualmente se sabe que
posee una amplia bateria de genes destinados a la sintesis de compuestos antimicrobianos,

concretamente lipopéptidos, policétidos y bacteriocinas (Wu et al., 2015).

Un ejemplo que demuestra el efecto antagdnico de B. velezensis es contra el patdgeno Erwinia
amylovora, responsable del tizén de fuego bacteriano en arboles frutales. Este patdgeno vio
limitado su crecimiento en flores por la sintesis de los policétidos dificidina, bacilina y
macrolactina por parte de la bacteria (Chen et al., 2009). Por otra parte, este agente de biocontrol
también ha demostrado ser eficaz contra hongos fitopatdgenos como F. oxysporum por su alta

produccion del lipopéptido bacilomicina D (J. Liu et al., 2011) y contra el hongo Verticillium
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dahliae en ensayos in vitro, cuando se cultivo la bacteria y el hongo conjuntamente, por la
liberacion al medio de compuestos volatiles, sideréforos, enzimas liticas, lipopéptidos y
policétidos, ademas de promover el crecimiento de plantas de tomate in vivo tanto con la

presencia como la ausencia del patégeno (Dhouib et al., 2019).

Adicionalmente, se ha demostrado que B. velezensis sintetiza multiples compuestos con un
efecto antagonista contra fitopatdgenos, ya que ademas de los policétidos bacilinas, dificidinas
y macrolactinas anteriormente comentados (Chen et al., 2009; Rabbee et al., 2019), produce
compuestos volatiles como acetoina y 2,3-butanodiol, que ademas de estimular el crecimiento
vegetal inducen la resistencia sistémica (Peng et al., 2019). También sintetiza el sideréforo

bacilibactina y la bacteriocina bacilisina (Rabbee et al., 2019).
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2. Antecedentes y objetivos

Las cepas de Bacillus velezensis BUZ-14, 13 e 15 se aislaron de la superficie de melocotones
y se identificaron mediante la secuenciacion de la regién de RNAr 16S y la secuencia del gen
gyrB por el Grupo de Investigacion de Alimentos de Origen Vegetal de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Zaragoza, Espafia (Calvo et al., 2019).

Calvo et al. (2017) han demostrado el efecto antifingico de la cepa BUZ-14. Estos autores
observaron que es capaz de inhibir el crecimiento micelial in vitro de los patdgenos B. cinerea,
Monilinia fruticola, M. laxa, Penicillium digitatum, P. expansum y P. italicum, tanto las células
vegetativas y las endosporas de la cepa bacteriana como los sobrenadantes libres de células,
siendo estos ultimos los que demostraron tener una inhibicion mas fuerte. Asimismo, sugieren
que estos hallazgos son beneficiosos para en un futuro poder desarrollar formulaciones
comerciales, ya que las endosporas son mas estables y resistentes que las células vegetativas.
Por otra parte, también discuten sobre el posible uso preventivo que se le podria dar a esta
bacteria para controlar las enfermedades en las frutas causadas por las especies de los géneros
Penicillium, asi como el efecto curativo sobre las especies de los géneros Monilinia al ser las

mas susceptibles a los efectos antagdnicos de BUZ-14.

Posteriormente, Calvo et al. (2019) observaron que esta bacteria es capaz de ejercer su efecto
antagoénico por la produccion de los lipopéptidos surfactina, fengicina e iturina, teniendo cada
uno varias isoformas. De todos ellos, la iturina A se identificé como el principal responsable de

la actividad antagonista, siendo eficaz incluso a bajas concentraciones.

Finalmente, las dltimas investigaciones han demostrado que las tres cepas también producen
compuestos volatiles capaces de inhibir el crecimiento en ensayos in vitro de los hongos
patdgenos que han utilizado en las investigaciones anteriores (Calvo et al., 2020). A las cepas
BUZ-14 e 13 se le han identificado respectivamente 16 y 14 compuestos volatiles diferentes,
aungue no todos son producidos en la misma concentracion. Eliminando aquellos compuestos
que presentaban un mal olor, por presentar caracteristicas toxicas, concentraciones minimas
inhibitorias altas o no mostraban efectos inhibitorios in vivo, destacaron los compuestos
volatiles diacetilo y benzaldehido como los mas eficaces y con la menor concentracién minima
inhibitoria.

En base a lo anteriormente expuesto, se ha propuesto como objetivo general del presente

trabajo realizar un estudio complementario a los diversos mecanismos de accion implicados en
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la actividad antifngica de estas tres cepas de Bacillus velezensis. Por ello se estudiaré:

1. La capacidad de quelar el hierro por medio de sideroforos.
2. La produccion de enzimas liticas (quitinasas y glucanasas).
3. La interaccion de los microorganismos de biocontrol con los mohos

fitopatdgenos en cuanto a la competicion por espacio y nutrientes.

Asimismo, en el Grupo de Investigacion de Alimentos de Origen Vegetal nunca se habian
realizado ensayos para la determinacion de la capacidad de quelar el hierro ni para la actividad
enzimatica. Por lo tanto, en primer lugar se procedio a ultimar toda la metodologia a seguir para
cada una de las respectivas pruebas. Para ello se buscaron en la literatura cientifica diversas
metodologias, se llevaron a cabo y se seleccionaron aquellas que presentaron los mejores
resultados en varios ensayos preliminares tras variar factores como la temperatura y tiempo de
incubacion, las concentraciones de los reactivos y de los componentes de los medios de cultivos,
entre otros. Cuando se optimizaron todos estos factores se puso en marcha la metodologia con

la que se obtuvieron los resultados que se presentan en el siguiente trabajo.

20



Material y Métodos

3. Material y Métodos

3.1 Microorganismos utilizados

a) Cepas bacterianas

Para el desarrollo de este Trabajo de Fin de Master se utilizaron las cepas de Bacillus
velezensis BUZ-14, 13 e 15, las cuales fueron aisladas e identificadas (Calvo et al., 2019; Calvo
et al., 2020) por el Grupo de Investigacion de Alimentos de Origen Vegetal de la Facultad de
Veterinaria de Zaragoza, Espafia. Ademas, como microorganismo control positivo para la
determinacion de la produccion de sider6foros se empled Pseudomonas fluorescens (ATCC
13525). Las soluciones bacterianas se obtuvieron tras la incubacién de una perla de criovial de
cada una de las cepas a 30 °C durante 24 h en medio TSB (Caldo Triptona Soja, Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, U.K.). Para el ajuste de concentraciones se hicieron diluciones
seriadas en agua de peptona 0,1 % y posteriormente se sembraron 100 pL en placas de TSA
(Triptona Soja Agar) para comprobar la concentracion. Las placas se incubaron a 30 °C durante
24 h y se realizo el recuento, expresando el resultado en UFC (Unidades Formadoras de

Colonia)/mL.

b) Mohos fitopatdgenos

Las cepas de mohos fitopatdgenos empleadas en este estudio fueron Botrytis cinerea VG1,
Penicillium digitatum VG 20 y P. italicum VG 101 pertenecientes a la coleccion del Grupo de
Investigacion Alimentos de Origen Vegetal. Las cepas fueron sembradas en medio PDA (Patata
Dextrosa Agar, Oxoid) e incubadas a 25 °C por 10 d. Las suspensiones de esporas se obtuvieron
por rascado de la superficie del medio y suspension en 0,1% de agua de peptona con 0,05 %
Tween 80. Posteriormente se determind su concentracion por contaje en un hemocitometro y
se ajusto por dilucién en caldo patata dextrosa (PDB, Oxoid) a las concentraciones empleadas

para el estudio.

3.2 Medios de cultivo

a) Medio para la produccién de sideréforos

Para determinar la produccion de siderdforos se siguio la metodologia propuesta por Louden
et al. (2011). Para preparar este medio se disolvieron, por una parte 0,06 g del reactivo CAS
(Chrome Azurol S) en 50 mL de agua destilada (Solucion 1), por otra parte 0.0027 g de FeCls
—6 H20 en 10 mL de HCI (10 mM) (Solucion I1); y por otra parte 0.073 g de HDTMA (bromuro
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de hexadeciltrimetilamonio) en 40 mL de agua destilada (Solucion I11). A continuacion, se
mezclé la Solucion 1 con 9 mL de la Solucion I, se agito y posteriormente se afiadio la Solucion

I11. Se agitd nuevamente y se autoclavo.

En segundo lugar, se prepararon 100 mL de MM9 (Medio Minimo 9), compuesto por KH2PO4
(3%), NaCl (5%), NH4ClI (10%). Paralelamente, se prepard una solucion de glucosa 20%, una
solucion de NaOH 17% y una solucion de peptona 11%. A esta ultima se le afiadio 8-
hidroxiquinolona disuelta en cloroformo (3%) para eliminar cualquier molécula de hierro. Una

vez afiadido, se esterilizé la solucion haciéndola pasar por un filtro (0,45 pm).

A continuacién, se mezclaron los 100 mL de MM9 con 750 mL de agua, y en agitacion
constante y midiendo el pH, se fue disolviendo 32,24 g de PIPES (4cido 2-etanosulfonico). A
medida que se fue disolviendo, descendié el pH, por lo que con ayuda de una pipeta Pasteur se
fue afadiendo lentamente la solucion de NaOH 17% hasta alcanzar un pH de 6,5.
Posteriormente, le afiadié 15 g de agar, se hirvio y se autoclavd. Se dejo enfriar hasta alcanzar
una temperatura de 50 °C aproximadamente y se afiadié 30 mL de la solucion de peptona y 10
ml de la solucién de glucosa 20%. Finalmente, se agit6é cuidadosamente para no formar espuma

y se vertio en placas de Petri.

b) Medio de produccidon enzimética para determinar la actividad quitinasa por

espectrofotometria

El medio de produccién enzimatico para la actividad quitinasa se prepar6 con los ingredientes:
peptona (0,5%), quitina (1%), extracto de carne (0,3%), cloruro sédico (0,5%). Para los
ensayos, se pesaron estos componentes para un volumen de 150 mL en matraces Erlenmeyer y
se esterilizo. Se eligié dicho medio de cultivo en base a los buenos resultados obtenidos por
Narasimhan et al. (2013), cuyo trabajo se centra en la actividad enzimética de una cepa de B.

subtilis.

c) Medio de produccion enzimatica para determinar la actividad 3-1,3-glucanasay 3-1,4-

glucanasa por espectrofotometria

Para preparar estos medios de produccion enzimatica se procedio de la misma forma que
anteriormente para la quitinasa, sustituyendo la quitina por extracto de levadura (1%) en el caso
de la p-1,3-glucanasa y por carboximetilcelulosa (1%) en el caso de B-1,4-glucanasa. La razon
de la eleccion de estos medios fue la misma que para el caso de la quitinasa y consultando la

misma bibliografia.
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d) Medio de produccién enzimatica para determinar la actividad quitinasa por ensayos en

placa

Otra forma de determinar la actividad quitinasa que se realizé fue a través de ensayos en placa
siguiendo la metodologia descrita por Nurdebyandaru et al. (2010). Para ello, se preparé el
medio compuesto por: quitina coloidal (1%), MgSO4 — 7 H>O (0,1%), KH2PO4 (0,02%),
extracto de levadura (0,1%) y agar (1,5%). A continuacion se esterilizo y se vertio en placas

estériles bajo condiciones de asepsia.

e) Medio de produccién enzimatica para determinar la actividad la actividad B-1,3-

glucanasa vy B-1,4-glucanasa por ensayos en placa

Al igual que en el caso anterior, para las actividades 3-1,3-glucananasa y p-1,4-glucananasa
también se realizaron ensayos en placa. Para estas pruebas se siguid la metodologia descrita por
Renwick et al. (1991). En este ensayo se prepard el medio compuesto por: CaCOz (0,002%),
FeSO4—7 H20 (0,001%), KCI (0,17%), MgSO4—7 H20 (0,005%), NazHPOs-12 H20 (0,4%) y
agar (1,5%). Ademas, se le afiadio extracto de levadura (1%) o carboximetilcelulosa (1%) en el
caso de la B-1,3-glucanasa y la p-1,4-glucanasa respectivamente. Posteriormente se esterilizd y
se vertio en placas estériles bajo condiciones de asepsia.

3.3 Determinacion de la produccion de sideroforos

En primer lugar, se inocularon placas de agar nutritivo con 10 puL de las cepas bacterianas con
una concentracion de 10° UFC/mL y se incubaron durante 24 h a 30 °C. Como control positivo
se utiliz6 Pseudomonas fluorescens, ya que en la bibliografia se observé que eran productoras
de sideroforos (Renwick etal., 1991; Trapet et al., 2016). Una vez preparado el medio de
cultivo para determinar la produccion de sideréforos (véase apartado 3.2a), se vertié en las
placas de agar nutritivo. Cuando se solidificd la segunda capa de agar, se volvié a incubar
durante 48 h a 30 °C. El medio para la determinacion de produccion de sideroforos utiliza como
indicador los compuestos CAS y HDTMA. De esta forma, cuando el CAS y el HDTMA estan
unidos al hierro formando complejos el medio presenta una coloracion azulada. Sin embargo,
si los microorganismos que se cultivan en el son productoras de sideréforos, se elimina el hierro
del medio y los complejos CAS-HDTMA adquiriran otra tonalidad, indicando que el hierro ha
sido eliminado y formandose halos alrededor de la colonia de un color distinto al del medio
(Louden et al., 2011). Para realizar una estimacién de la produccion de sideroforos, se midieron

los halos producidos por las bacterias en el medio con un pie de rey.
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3.4 Determinacion de la produccion de enzimas liticas

a) Determinacion de la actividad enzimatica por espectrofotometria

Para valorar la produccion de enzimas liticas por espectrofotometria se tomé como referencia
la metodologia descrita por Narasimhan et al. (2013) ligeramente modificada. En primer lugar,
se prepararon los medios de produccidn enzimaticos descritos anteriormente (véase apartados
3.2b y 3.2c). Una vez esterilizados los matraces Erlenmeyer, se inoculé 200 uL de cada
microorganismo con una concentracion de 10° UFC/mL en los matraces correspondientes como
se indica en la Figura 2. Acto seguido, se llevaron a incubar a 30 °C y 120 rpm, tomando
alicuotas de 10 mL a las 24 y 72 h. Las alicuotas se centrifugaron a 10.000 g durante 10 min a
4 °C, encontrandose las enzimas en el sobrenadante. A continuacion se incubaron en un bafio
termostatico, previamente calentado a 50 °C, tubos que contenian 1 mL de extracto enzimatico
con 1 mL de la solucion de sustrato correspondiente (quitina 1% en tampdn fosfato 0,1 M pH
= 6,5; extracto de levadura 1% o carboximetilcelulosa 1% para la quitinasa, f-1,3-glucanasa y
B-1,4-glucanasa respectivamente). El tiempo de incubacién fue de 1 h para la quitinasa y de

media h para la $-1,3-glucanasa y B-1,4-glucanasa.

@ @ Quitinasa
@@ B-1,3-glucanasa
@@ B-1,4-glucanasa

Figura 2. Esquema de los matraces con los
medios de  produccion  enzimdticos vy
microorganismos.

Una vez finalizado el tiempo de incubacion se afiadié 1 mL del reactivo DNS a cada tubo y
las muestras se llevaron a ebullicion durante 10 min. Seguidamente, se afiadieron 10 mL de
agua destilada a cada tubo, se tomaron muestras de 1 mL en cubetas para espectrofotometria y
se leyo la absorbancia a 540 nm. El reactivo DNS reaccionara con los azucares reductores
producidos tras la actividad enzimatica (siendo el azucar reductor la N-acetilglucosamina para

la quitinasa y la glucosa para la p-1,3-glucanasa y B-1,4-glucanasa), formando un producto
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coloreado, variando la intensidad de color de amarillo a rojo ladrillo en funcion de la
concentracion de azUcares reductores presentes en el tubo de ensayo. De esta forma, el color
que se produzca tras la incubacion adquirira una tonalidad amarilla cuando exista una baja
concentracion de azucares en el tubo de ensayo o una tonalidad rojo ladrillo cuando hay una
alta concentracion de azucares en el tubo. Por lo tanto, cuanta méas actividad presenten las
enzimas, mas azucares reductores se generaran y mas oscuro sera el color que se desarrolle tras

la adicion del reactivo DNS.

Asimismo, antes de realizar las incubaciones de las enzimas con sus respectivos sustratos se
prepard una recta patron con concentraciones que aumentaban progresivamente en un rango de
0,1 a1,9 g/ mL de N-acetilglucosamina para la quitinasa y de glucosa para la -1,3-glucanasa

y la B-1,4-glucanasa para poder cuantificar la degradacion enzimatica en cada caso (Figura 3).
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Figura 3. lzquierda: recta patrén de N-acetilglucosamina para calcular las actividades enziméticas de la
quitinasa. Derecha: recta patréon de glucosa para calcular las actividades enzimaticas de la p-1,3-glucanasa
y la p-1,4-glucanasa.

Cada ensayo para cada enzima y microorganismo se realizé por triplicado en cada punto de
analisis (24 y 72 h). Para los ensayos de las tres enzimas se definié una unidad enzimatica (U)
como la cantidad de enzima requerida para producir 1 pmol de sustrato por minuto. Una vez
convertidos los valores de absorbancia a 540 nm a g/mL con ayuda de la recta patron, se
calcularon los moles por mililitro de cada azdcar con la ayuda de la masa molar (N-
acetilglucosamina: 221,21 g/mol; Glucosa: 180,16 g/mol). Finalmente, los resultados se
convirtieron a pumol/mL, con una regla de tres se calcularon las unidades enzimaticas v el
resultado se dividio por el tiempo de incubacion de cada enzima (quitinasa: 60 min; B-1,3-

glucanasa y p-1,4-glucanasa: 30 min), para expresarlo en U-mL™- min.,
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b) Determinacidn de la actividad enzimaética por ensayos en placa

Para la determinacién de la actividad de enzimas liticas por ensayos en placa por parte de
BUZ-14, 13 e 15, se sembraron en cuatro puntos de las placas 10 pL de las cepas bacterianas
con una concentracion de 10° UFC/mL. Una vez se hubiera absorbido el inéculo, se incubaron
las placas a 40 °C durante 48 h en el caso de la determinacion de la actividad quitinasa y a 30
°C durante 72 h en el caso de la determinacion de la actividad B-1,3-glucanasa y B-1,4-
glucanasa. Una vez finalizado el tiempo de incubacion se deberia observar un halo alrededor
de las colonias indicando la degradacion de la quitina por la accion de la quitinasa. Asimismo,
en el caso de la B-1,3-glucanasa y la B-1,4-glucanasa, una vez finalizado el tiempo de
incubacidn, deberia verse un halo alrededor de la colonia tras la adicion de una solucion de rojo
Congo (0,1%) como consecuencia de la degradacién de glucanos presentes en el medio por la
accion de las enzimas B-1,3-glucanasa y B-1,4-glucanasa. Cada ensayo para cada enzima y

microorganismo se realizé por triplicado.
3.5 Crecimiento de los agentes de biocontrol en fruta

Para evaluar el crecimiento y desarrollo de BUZ-14, I3 e 15 en los productos vegetales se
realizd un recuento microbiolégico. Para ello, las frutas (uva, naranja y limoén) se sumergieron
en una solucion de NaClO- al 0,5% durante 1 minuto y en una solucién de etanol al 70% durante
5 minutos, con la finalidad de eliminar cualquier residuo de fungicida o restos biologicos que
pudieran permanecer en ellas. A continuacion, se realizaron incisiones en la fruta con la punta
de una pipeta (Figura 4), se extrajo el jugo de la incision y se inocularon 10 ul de las cepas
bacterianas con una concentracion de 10® UFC/mL. La fruta se dejo reposar durante media h
para conseguir una buena absorcién del indculo y tras ello se inocularon 10 pL de los mohos

fitopatdgenos (P. italicum en naranja, P. digitatum en limén y B. cinerea en uva).

Los frutos se incubaron durante 5 d a 20 °C y se realiz0 el recuento a las 0, 24, 48, 72 y 96 h.
La toma de muestra se realiz6 con ayuda de un bisturi, con el que se separ6 una porcion de unos
2,5 cm? alrededor de la herida en caso de los limones y las naranjas. En el caso de las uvas se
tomo el fruto entero. Posteriormente se diluy6 la muestra en agua de peptona 0,1 % vy se llevd
a un Stomacher 400 Circulator (Seward Laboratory, London, Engly). Cada muestra se triturd
durante 1,5 minutos a 230 rpm. Se realizaron diluciones seriadas en agua de peptona 0.1% que
se sembraron en TSA para su posterior recuento tras 24 h a 30 °C. Se analizaron 3 frutas por
dia de analisis y agente de bicontrol. Paralelamente también se determind la capacidad de

inhibicién ejercida por los agentes sobre el crecimiento fungico. Para ello, diariamente se
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observd la presencia de signos de podredumbre en las heridas inoculadas y se determind el

diametro de las lesiones.

Figura 4. Detalle de las incisiones realizadas en las
distintas frutas para la determinacion de la capacidad de
crecimiento de los agentes de biocontrol.

3.6 Andlisis estadistico

Se realizd un analisis estadistico a los resultados obtenidos utilizando el software PSPP
version 1.2.0 (GNU PSPP, Boston, EE. UU.). Las diferencias en los valores medios de los
resultados obtenidos se analizaron con un ANOVA (Anélisis de Varianza) de una via y se

separaron mediante la prueba de diferencia significativa de Tukey (p < 0,05).
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4. Resultados y Discusion

4.1 Capacidad de quelar el hierro

Las bacterias productoras de sideroforos destacan por su capacidad de estimular el
crecimiento de las plantas. No obstante, como se mencioné anteriormente, en el biocontrol estos
microorganismos se emplean para inhibir el crecimiento de hongos fitopatogenos al privarles
del hierro, un micronutriente que necesitan para su metabolismo (Azizoglu, 2019). Ademas, los
siderdforos pueden actuar como sefiales que induzcan a la planta a activar mecanismos de
resistencias (Lastochkina etal., 2019). Por tanto, la sintesis de estos compuestos es una
caracteristica a tener en cuenta en los agentes de biocontrol, ademas de ser util para comparar

antagonistas de distintas especies (Dukare et al., 2019; Lastochkina et al., 2019).

Tras los estudios realizados se observd que todas las cepas estudiadas demostraron ser
productoras de sider6foros, ya que en todos los casos se produjo un cambio de color en el agar,
indicando que el hierro habia sido eliminado (Figura 5). El color que se produjo en el medio
de produccién de sideréforos fue amarillo en todas las bacterias durante todos los ensayos
realizados. Estos resultados contrastan con otras especies de Bacillus, como B. subtilis por
ejemplo, que producen halos de color naranja, habiéndose identificado como un sideréforo del
tipo catecolato (Yu etal., 2011). Por otra parte, se sabe que el sider6foro que sintetiza P.
fluorescens es del tipo hidroxamato (Ali & Vidhale, 2013; Arora & Verma, 2017), al igual que
otras bacterias del mismo género (Arora, 2015; Khan etal., 2018). El hecho de que los
sideréforos producidos por las cepas objeto de estudio sean del mismo color que el control
positivo induce a pensar que el sideréforo que sintetizan BUZ-14, 13 e 15 podrian ser del tipo
hidroxamato. Si el sider6foro que estas cepas bacterianas es del tipo comentado podria suponer
una ventaja a la hora de fabricar formulados para aplicarse en el campo, puesto que estos tipos
de siderdforos, ademas de por su estabilidad, destacan por su alta capacidad para quelar el hierro
del suelo (Sayyed & Chincholkar, 2006), asi como por ser hidrofilicos y promover el

crecimiento en las plantas (Khan et al., 2018).
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Figura 5. Ensayos en placa para determinar la produccion de sideréforos. A:
control negativo. B: ensayo en placa para la valoracion cualitativa de la
produccion de sideréforos por P. fluorescens (Ps; control positivo) y las cepas
BUZ-14, 13 e I5. C: ensayos en placa para medir los halos producidos al quelar el
hierro por la produccion de sider6foros. De izquierda a derecha: BUZ-14, 13 e I5.

Asimismo, la medicién de los halos producidos por cada bacteria permitié comparar la
produccion de sideréforos entre las cepas y la bacteria control (Figura 6). La produccion de
sideroforos siempre fue mayor en las cepas de Bacillus estudiadas que en el microorganismo
control (P. fluorescens), detectdndose ademas diferencias estadisticamente significativas con la
cepa BUZ-14. Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas entre las cepas de
Bacillus, las cuales presentaron unos halos medios de 1,86, 1,69 y 1,78 cm para para BUZ-14,

I3 e 15 respectivamente.
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Figura 6. Diametro de los halos (cm) producidos por la sintesis de siderdforos. Los datos representan los
valores promedios de los 8 ensayos con sus respectivas desviaciones estandar. Ps: P. fluorescens, BUZ-14: Bacillus
velezensis BUZ-14, 13: Bacillus velezensis 13 e I5: Bacillus velezensis 15. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05).
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Comparando los resultados del presente ensayo con los obtenidos por Kushwaha et. al (2019)
con varias especies de Bacillus (B. amyloliguefaciens, B. subtilis y B. cereus), se ha observado
que las tres cepas de B. velezensis producen halos de mayor tamafio que las cepas de estos
autores. No obstante, la cepa B. cereus EPP5 de Kushwaha et. al (2019), produjo halos de hasta
2,57 cm, siendo considerablemente superior al tamafo del halo promedio producido por B.
velezensis BUZ-14 (1,86 cm). Sin embargo, hay que mencionar que estos autores incubaron las
bacterias 5 d, mientras que los resultados presentados en este trabajo son tras 2 d de incubacion
de las cepas. En ambos casos se utiliz6 la misma temperatura de incubacion, por lo tanto, se
puede afirmar que las tres cepas de B. velezensis presentan una mayor velocidad de crecimiento
o0 que los siderd6foros que producen estas cepas presentan una mayor afinidad por el hierro que
los sideroforos sintetizados por la cepa EPP5. Estas afirmaciones estdn basadas en las
discusiones del trabajo de Schwyn y Neilands (1987), los cuales plantean que la
sideroforogénesis se produce cuando los niveles de hierro presentes en el medio limitan el
crecimiento. De esta manera, cuanto méas rapido proliferen los microorganismos, antes se
agotaran las fuentes de este micronutriente y quedaria reflejado como un halo de mayor tamafio.
Paralelamente, los sider6foros que muestren una mayor afinidad por el hierro se uniran antes a
este micronutriente, formando el halo en menos tiempo que los sideréforos que tengan una

afinidad més pobre, requiriendo, por tanto, menos tiempo de incubacion.

Por otra parte, se ha comparado los resultados de esta prueba con los desarrollados por Sahu
y Sindhu (2011), los cuales trabajaron con otras especies de bacterias productoras de sider6foros
(Pseudomonas). De esta forma, se ha observado que las cepas BUZ-14, 13 e 15 producen halos
de mucho mayor tamario que las cepas de estos autores, los cuales obtuvieron halos de tan solo
0,22 cm con la cepa de mayor produccion de sider6foros tras 3 d de incubacion a la misma
temperatura que las llevadas a cabo en este ensayo. Adicionalmente, en comparacion con los
resultados por Sadeghi etal. (2012), puede contemplarse que los tamafios de los halos
producidos por las bacterias del género Streptomyces son ligeramente inferiores a los que

producen BUZ-14, 13 e I5 en el medio de produccién de sideréforos.
4.2 Produccion de enzimas liticas

En el biocontrol, la produccion de enzimas liticas es uno de los principales mecanismos de
accion por la que se busca ejercer los efectos antagénicos (Villarreal-Delgado et al., 2018). Su
importancia radica en la capacidad de lisar las paredes fungicas, destruyendo asi las hifas de los

fitopatdgenos y, por tanto, reduciendo la incidencia de la enfermedad. Ademas, las enzimas
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liticas son capaces inducir la ISR en la planta huésped por medio de la presencia de
oligosacaridos que se liberan al romper las paredes de los hongos (Lastochkina et al., 2019) o
incluso impedir que las esporas de los hongos fitopatogenos germinen (Dukare et al., 2019).
Por lo tanto, la produccién de enzimas liticas es una caracteristica que se valora bastante en la

seleccion de agentes de biocontrol (Dhouib et al., 2019).

a) Determinacion de la actividad enzimaética por espectrofotometria

En los ensayos de la determinacion de la actividad enzimatica por espectrofotometria se
observa que las tres cepas objeto de estudio poseen las enzimas quitinasa, p-1,3-glucanasa y -
1,4-glucanasa (Tabla 1), ya que tras su incubacidn con sus respectivos sustratos se detectaron
azUcares reductores que reaccionaron con el reactivo DNS, dando lugar a un producto coloreado
como consecuencia de la actividad litica de estas enzimas. Se puede percibir que con mayores
tiempos de incubacion se detectan menos azlcares reductores. También se observo que la
enzima que presentd una mayor degradacion de sustrato fue la $-1,4-glucanasa en las tres cepas
y en los dos tiempos de incubacion. Por otra parte, la cepa BUZ-14 fue la que presentd una
mayor actividad litica en las tres enzimas en todos los tiempos de incubacién, con la excepcién
de la quitinasa y la B-1,4-glucanasa que sintetizé la cepa I3, mostrando una degradacion de

sustrato ligeramente superior tras 72 h de incubacién.

Tabla 1. Cuantificacion de la cantidad de producto producido por las enzimas liticas de B.
velezensis BUZ-14, 13 e I5alas 24 y 72 h de incubacion. Los datos representan los valores promedios
de todos los ensayos con sus respectivas desviaciones estandar. Letras diferentes en una misma columna
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Quitinasa B-1,3-glucanasa  B-1,4-glucanasa
24 BUZ-14 3,01 £0,33a 4,64 £ 0,5a 5,54 +1,02a
13 2,94 +0,61a 4,53 + 0,56a 5,35+ 0,93a
15 2.54 +£0.5a 4,42 +0,5% 5,563+0,72a
72 BUZ-14 0,27 £0,01b 0,37 £ 0,03b 0,47 £0,03b
13 0,28 £0,01b 0,36 £0,02b 0,49 £0,12b
15 0,21+£0,01b 0,36 £ 0,04b 0,46 £ 0,04b

Asimismo, también se determind la actividad enzimatica de las tres cepas y las tres enzimas

(Figuras 7, 8 y 9). Se puede comprobar un drastico descenso de la actividad enzimatica a las
72 h por parte de todas las enzimas, disminuyendo aproximadamente 0,2 U-mL*-min™ en el

caso de la quitinasa, 0,8 U-mL2-min! en el caso de la B-1,3-glucanasa y 0,9 U-mL*-min? en
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el caso de la B-1,4-glucanasa. Este hecho posiblemente sea consecuencia del agotamiento de
nutrientes en el medio de cultivo. Asimismo, las enzimas de BUZ-14 fueron las que presentaron
una mayor actividad enzimatica en todos los casos, alcanzando valores maximos de 0,23 U-mL"
L.min para la quitinasa, 0,86 U-mLt-min! para la -1,3-glucanasa y 1,02 U-mL™*-min para
la B-1,4-glucanasa tras 24 h de incubacion. No obstante, en todos los casos, independientemente
de los tiempos de incubacion, todas las enzimas de las tres cepas presentaron valores de
actividad enzimatica bastante préximos entre si. Por otra parte, en los valores de actividad
enzimatica destacaron las actividades enzimaticas de la -1,4-glucanasa de las tres cepas objeto
de estudio, alcanzando valores en torno a 1 U-mL™*-min™. Estos resultados estan en sintonia
con los resultados expuestos anteriormente sobre la cantidad de producto producido por cada

enzima.

Paralelamente, los resultados de actividad enzimatica de la quitinasa, la B-1,3-glucanasa y la
B-1,4-glucanasa también estan en consonancia con los resultados obtenidos con B. subtilis por
Narasimhan et al. (2013), sin percibir grandes diferencias en los resultados obtenidos en este
ensayo con BUZ-14, 13 e 15. No obstante, si comparamos los resultados obtenidos con estas
tres cepas con los presentados por Gomez et al. (2004), se observa que B. thuringiensis presenta
una mayor actividad quitinolitica que las cepas estudiadas, siendo méxima a las 108 h de
incubacion y alcanzando valores cercanos a las 60 U-mL*-min!, aproximadamente. De manera
similar, en las pruebas realizadas por Wang et al. (2013), se observo que la cepa de B. subtilis
SM21 presentd los mayores niveles de expresion de enzimas liticas (quitinasa y f-1,3-
glucanasa) a las 72 h; es decir, totalmente lo contrario a lo que se observé que ocurre con BUZ-
14, 13 e 15. Asimismo, no todas las bacterias del género Bacillus sintetizan las mismas enzimas.
Por ejemplo, se ha visto que algunas cepas de B. subtilis o B. mojavensis no producen la enzima

quitinasa, pero si la B-1,4-glucanasa (Lahlali et al., 2020).
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Figura 9. Actividad enzimética de la quitinasa tras 24 (A) y 72 h (B) de incubacién. BUZ-14: Bacillus
velezensis BUZ-14, 13: Bacillus velezensis 13 e 15: Bacillus velezensis 15. Para un mismo tiempo de
incubacion, letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 8. Actividad enzimatica de la B-1,3-glucanasa tras 24 (A) y 72 h (B) de incubacién. BUZ-14: Bacillus
velezensis BUZ-14, 13: Bacillus velezensis 13 e 15: Bacillus velezensis 15. Para un mismo tiempo de
incubacion, letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 7. Actividad enzimatica de la B-1,4-glucanasa tras 24 (A) y 72 h (B) de incubacion. BUZ-14: Bacillus
velezensis BUZ-14, 13: Bacillus velezensis 13 e 15: Bacillus velezensis 15. Para un mismo tiempo de
incubacion, letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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En cambio, comparando con los resultados de Monreal y Reese (1969) con Serratia
marcescens, se puede observar que la actividad quitinolitica de la bacteria de estos autores, por
una parte aumenté con el tiempo de incubacién y, por otro lado, que dicha actividad fue
considerablemente mayor que las actividades enzimaticas de BUZ-14, I3 e I5. La actividad
enzimética de S. marcescens alcanz6 aproximadamente valores en torno a 0,3 U-mL*-min? a
las 24 hy de 0,9 U-mL*-min"t a las 72 h. Sin embargo, la bacteria de estos autores no es capaz
de sintetizar ni la B-1,3-glucanasa ni la -1,4-glucanasa, a diferencia de BUZ-14, 13 e I5.
Asimismo, Chakrabortty et al. (2012) también trabajaron con S. marcescens, y observaron que
la enzima de esta bacteria puede alcanzar valores de actividad enzimatica de 10,87 U-mL™-
min, siendo maximos a las 72 h de incubacion, momento a partir del cual comienza a
disminuir. Por lo tanto, se puede decir que S. marcescens presenta una mayor actividad
quitinolitica pero que B. velezensis BUZ-14, 13 y I5 presentan un espectro mas amplio de
enzimas liticas. Finalmente, la cepa de Lee et al. (2012) del género Streptomyces mostro tener
valores de actividad bastante mas elevados que BUZ-14, I3 e 15 en las enzimas liticas quitinasa
y B-1,3-glucanasa, ademas de presentar un aumento en la sintesis de estas enzimas conforme se
prolongaba la incubacion. De esta forma, se alcanzaron valores de actividad enzimatica de 7,17
U-mLtminty 13 U-mL?*min? para la quitinasa y la B-1,3-glucanasa respectivamente a las

120 h de incubacion.

b) Determinacion de la actividad enzimética por ensayos en placa

Por otra parte, en los ensayos para la determinacion enzimatica en placas no se observé
formacion de halos en ninguna de las cepas objetos de estudio para ninguna de las enzimas, a
pesar de que en los ensayos espectrofotométricos expuestos anteriormente indiquen que las
cepas BUZ-14, 13 e 15 son capaces de degradar la quitina y los glucanos. La ausencia de halo
tras el tiempo de incubacidn podria deberse a que las actividades enziméticas sean bajas, por lo
que seria necesario una mayor sintesis de enzimas liticas para observar halos alrededor de la

colonia como se describe en la metodologia empleada para este ensayo.
4.3 Capacidad de crecimiento del agente de biocontrol en fruta

La capacidad de crecer en el producto vegetal determina en gran parte el éxito de un agente
de biocontrol, sobre todo cuando el tratamiento se basa en una accion preventiva en la que se
precisa que el agente se desarrolle y a la vez que compite por espacio y nutrientes pueda

producir sus sustancias antiflngicas in vivo.

En las Figura 10, 11 y 12 se puede apreciar que las cepas de Bacillus no fueron capaces de
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crecer en las frutas estudiadas, uva, naranja y limon. Sin embargo, en la uva se mantuvieron las
poblaciones microbianas de BUZ-14 e 13 cercanas a las iniciales con unos recuentos a las 96 h
de incubacion de 5,1 y 4,8 log UFC/herida, respectivamente. En el caso de I3 las poblaciones
iniciales se mantienen durante las primeras 48 h de incubacion para luego descender hasta 3,4
log UFC/herida. Por el contrario, las poblaciones microbianas mostraron un notable descenso
en los citricos probablemente como consecuencia de los bajos niveles de pH de la naranja
(pH=3,6) y del limon (pH=2,0), sensiblemente menores a los de la uva (3,9). Estos descensos a
las 96 h fueron de aproximadamente 2-3 unidades logaritmicas en el caso de la naranja y una
desaparicion total en el caso del limon.

Estos resultados estan en completa sintonia con los resultados obtenidos por Calvo et al.
(2017) que ya habian evidenciado que valores de pH inferiores a 5 pueden ejercer efectos
inhibitorios sobre el crecimiento de BUZ-14. En ese mismo estudio también se puso de
manifiesto que el agente de biocontrol si que era capaz de desarrollarse en melocotones cuyo
pH era de 5,1. Estos autores, en otro estudio posterior corroboraron que BUZ-14 era capaz de
crecer en melocotones a la vez que producia cantidades significativas de lipopéptidos y también
evitaba el crecimiento de M. fructicola y M. laxa. Sin embargo, no detectaron crecimiento del
agente ni produccion de lipopéptidos en fresas, ni en mandarinas ni en manzanas manteniéndose
los recuentos en torno a los iniciales (5 log UFC/g) (Calvo et al., 2019). Adicionalmente, otros
autores han demostrado que bacterias del género Bacillus presentan una buena capacidad para
desarrollarse en heridas de frutas. Asi, Touré et al. (2004) detectaron un considerable
crecimiento celular de B. subtilis GA1 en manzanas llegando hasta 9 x 10" UFC por herida y
Hao et al. (2011), revelan crecimiento de B. amyloliquefaciens, con valores de hasta 10" UFC
por herida, en mandarinas tanto a 6 como a 25 °C. Estos distintos resultados Gnicamente pueden

explicarse teniendo en cuenta el distinto comportamiento de las cepas estudiadas.

Por ltimo, destacar que no se detectaron signos de podredumbre gris en las uvas ni de
podredumbre azul en las naranjas durante los 4 d de incubacién a pesar de que los agentes de
biocontrol no se desarrollaron y por tanto tampoco pudieron competir por espacio y nutrientes
ni producir lipopéptidos in situ. Sin embargo, al final del estudio si que se detectaron signos de
crecimiento de P. digitatum en los limones. Al igual que en el estudio de Calvo et al. (2019)
este hecho puede estar relacionado con la concentracion inicial de lipopéptidos que se inocula
en la herida junto con el agente de biocontrol y que, en algunos casos, puede ser suficiente para

inhibir desde un primer momento el desarrollo del moho. No obstante, no podemos asegurar
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este hecho ya que no se determind la concentracion de lipopéptidos en las suspensiones de los

agentes de biocontrol.
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Figura 10. Crecimiento de las cepas BUZ-14, 13 e 15 en uvas inoculadas con B.
cinerea y conservadas a 20 °C.
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Figura 11. Crecimiento de las cepas BUZ-14, 13 e I5 en naranjas inoculadas con P.
italicum y conservadas a 20 °C.
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Figura 12. Crecimiento de las cepas BUZ-14, 13 e 15 en limones inoculadas con P.
digitatum y conservadas a 20 °C.
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5. Conclusiones

En base a lo que se ha desarrollado en los apartados anteriores y teniendo en cuenta los
objetivos propuestos, se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1. Las cepas de Bacillus velezensis BUZ-14, 13 e 15 son capaces de sintetizar sideréforos, siendo
éstos mas eficaces que los producidos por el microorganismo control Pseudomonas fluorescens.
Dada la coloracién del medio de cultivo, éstos compuestos podrian ser del tipo hidroxamato,
los cuales se caracterizan por ser estables, hidrofilicos y por poseer una alta afinidad por el

hierro.

2. Las tres cepas estudiadas son productoras de enzimas liticas como la quitinasa, la B-1,3-
glucanasa o la -1,4-glucanasa. Sin embargo, sus actividades enzimaticas no son muy elevadas
si se comparan con las sintetizadas por otras cepas de este mismo género. Esta actividad

enzimatica disminuye sensiblemente conforme aumenta el tiempo de incubacion de las cepas.

3. B. velezensis BUZ-14, 13 e I5 no han sido capaces de multiplicarse en las frutas estudiadas
(uva, naranja y limén). Las concentraciones iniciales se mantienen en la uva pero disminuyen
en los citricos probablemente por el bajo pH (3,6 en las naranjas y 2 en los limones). Sin
embargo, no se detectd crecimiento ni de B. cinerea en uva ni de P. italicum en naranja lo que
puede atribuirse al hecho de que la concentracion inicial de sustancias antifungicas en los

cultivos fue suficiente para inhibir el desarrollo de estas podredumbres.

4. Estos resultados, especialmente la produccion de sideréforos, demuestran que las cepas de
B. velezensis BUZ-14, 13 e 15 son capaces de ejercer efectos antagdnicos antifngicos por varios
mecanismos, no solo por la produccion de lipopéptidos y compuestos volatiles, por lo que son
unas buenas candidatas como agentes de biocontrol para combatir las podredumbres en frutas
causadas por hongos fitopatdgenos y para elaborar formulados que sustituyan a los fungicidas
sintéticos, ademas de ser mas respetuosos con el medio ambiente y no tener repercusiones en

la salud.
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