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RESUMEN. El objetivo de esta investigacion fue conocer la actividad an-
tifingica de dos aislamientos endéfitos de Bacillus amyloliquefaciens contra
Fusarium verticillioides bajo condiciones de laboratorio e invernadero. La
inhibicién in vitro en cultivos duales del hongo fitopatégeno se obtuvo en un
rango del 59 al 62%. Las bacterias enddfitas redujeron la incidencia y la
severidad de F. verticillioides mas del 80% en las plantas que recibieron el
tratamiento con respecto al testigo. La aplicacién individual de las bacterias
endofitas incrementd el contenido de clorofila en las hojas mas del 150%
que el testigo. Los niveles de clorofila, el diametro de tallo y el peso del
fruto incrementd en las plantas que recibieron el tratamiento de las cepas
antagonistas. La corroboracién molecular de las cepas bacterianas indic6 el
99% de identidad con Bacillus amyloliquefaciens contenidas en el banco de
datos del GenBank con clave de acceso KU570451.1 y KX665550.1.
Palabras clave: Biocontrol, Bacillus amyloliquefaciens, incidencia, promo-
cion de crecimiento, severidad.

ABSTRACT. The objective of this research was to know the antifungal
activity of two endophytic isolates of Bacillus amyloliquefaciens against
Fusarium verticillioides under laboratory and greenhouse conditions. In vitro
dual cultures inhibition of phytopathogenic fungus was detected in a range
of 59 to 62%. The endophytic bacteria reduced F. verticillioides incidence
and severity more than 80% in plants that received the treatment compared
to the control. The individual application of endophytic bacteria increased
the chlorophyll content in leaves more than 150% compared to the control.
Chlorophyll levels, stem diameter and fruit weight increased in all plants
that received the antagonist strains treatment. The molecular corroboration
of bacterial strains indicated 99% of identity withBacillus amyloliquefaciens
contained in GenBank database with access codes KU570451.1 and
KX665550.1.

Key words: Biocontrol, Bacillus amyloliquefaciens, growth promotion,
incidence, severity.
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INTRODUCCION

La pudricion del tallo, la mazorca y la raiz del
maiz causada por Fusarium verticillioides afecta la
produccién de cultivos en las regiones tropicales y
subtropicales (Figueroa-Lépez et al. 2016, Kuki et al.
2020); se transmite por el suelo y es responsable de
las principales pérdidas de rendimiento ademas de
causar pérdidas de calidad debido a la acumulacién
de micotoxinas en los granos (Einloft et al. 2021). Las
micotoxinas son un grupo de metabolitos secundarios
producidas por hongos filamentosos, las cuales cau-
san dafos a la salud humana y animal (Caglayan et
al. 2020).

Una de las toxinas mayormente producidas
por F. verticillioides son las fumonisinas (Kamle et
al. 2019), que inducen toxicidad pleiotropica en
animales, incluyendo neurotoxicidad, nefrotoxicidad y
hapatotoxicidad con un impacto relevante en la salud
humana (Liu et al. 2019). En humanos estan aso-
ciadas con apoptosis, cancer de eséfago y defec-
tos del tubo neural (Ahangarkani et al. 2014). La
falta y escasa accesibilidad de métodos de control
eficaces y ambientalmente seguros han llevado a un
mayor interés en alternativas practicas y biolégicas
para reducir la ingesta de fumonisinas; los métodos
quimicos y agronémicos que previenen la pudricién
de la mazorca de maiz no son eficientes debido a que
F. verticillioides infecta sistemicamente sin producir
sintomas, pudiéndose propagar desde la semilla al
grano (Wang et al. 2016).

El control biolégico es una alternativa
prometedora y ecolégicamente amigable en el
manejo de enfermedades de las plantas, se re-
portan varios agentes de control biolégico como
posibles biofungicidas (Nasir et al. 2018). Los
microorganismos endoéfitos se asocian con plantas
hospederas compatibles y brindan beneficios a través
de la produccién de fitohormonas, la suplementacién
de nutrientes y la supresion del acceso de patégenos
al hospedero (Singh et al. 2020). El género Bacillus
es uno de los mas predominantes que se encuen-
tra en el suelo, y se han reportado diferentes es-
pecies en diversos nichos ecoldgicos; se sabe que
los miembros de este género tienen multiples rasgos

benéficos que ayudan a las plantas directa o indi-
rectamente a través de la adquisiciéon de nutrientes,
induccién del crecimiento mediante la produccion de
fitohormonas, proteccién contra patégenos y otros
factores abioticos (Saxena et al. 2019). Las especies
de Bacillus muestran actividad antimicrobiana de am-
plio espectro y se han utilizado como agentes de
control biolégico en la agricultura (Chen et al. 2020).
Recientemente, se ha reportado que B. amyloliquefa-
ciens posee actividad de biocontrol y es eficaz para
controlar patbgenos como: Erysiphe cichoracearum,
Phytophthora parasitica var. nicotianae, Fusarium
avenaceum f. sp. fabae, Streptomyces scabies,
Monilinia fructigena, F. graminearum, Gaeumanno-
myces graminis, Setosphaeria turcica, Verticillium
dahliae, Alternaria alternata, Fusarium oxysporum
f.sp. lycoperisci, Botrytis cinerea'y F. solani (Jiao et
al. 2020). Por lo cual, el objetivo de esta investi-
gacién fue conocer la actividad antifingica de dos
aislamientos endéfitos de Bacillus amyloliquefaciens
contra Fusarium verticillioides bajo condiciones de
laboratorio e invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de bacterias endofitas

El aislamiento se realizé de plantas de papa
variedad Fiana de acuerdo con la metodologia de
Pérez et al. (2010). Las cepas se caracterizaron
bioquimicamente de acuerdo con las caracteristicas
reportadas por Schaad et al. (2001) y se mantu-
vieron en refrigeracion a 4 °C hasta su corroboracién
molecular.

Aislamiento e identificacion del fitopatégeno

F. verticillioides se aisl6 de plantas de maiz con
sintomas de marchitez y acame. El hongo se identi-
ficd por sus caracteristicas morfoldgicas y fenotipicas
en medio de cultivo PDA y Carnation Leaf Agar (CLA)
(Leslie y Summerell 2006).

Corroboracion molecular de las cepas

La cepa de F. verticillioides fue cultivada du-
rante 12 dias en medio Czapek-Dox (Correll et al.
1989), las bacterias en caldo LB durante 48 h en
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un agitador rotatorio a 26 °C. La extraccion del ADN
genomico se realizd con la metodologia de Nichol-
son et al. (2001). La secuenciacién de las regiones
parciales del gen 16S rRNA e ITS1-ITS4 se llevo a
cabo por el laboratorio Macrogen. Las secuencias
obtenidas se compararon con las reportadas en la
base de datos del NCBI del GenBank.

Capacidad antagonista in vitro

Se establecié un ensayo en cultivo dual por
triplicado (Hernandez-Castillo et al. 2014). La
inhibicion, se calculd con la siguiente ecuacion:
PI =100 — [(Cr+100)/Rp]. Donde: PI = inhibicién
del crecimiento del hongo, Cr = crecimiento micelial
del hongo y Rp = radio de la placa (Hernandez-
Castillo et al. 2008).

Efecto del biocontrol in planta bajo condiciones
de invernadero

El cultivo de maiz (UA-Vanta) se desarrollé
en un invernadero con cubierta de polipropileno.
Se utilizaron macetas de 10 Kg de capacidad con
suelo pasteurizado. Al momento de la siembra se
inocularon 25 mL de la suspensién de 1 x 10° coni-
dios mL~! de F verticillioides y simultdneamente as-
persion de 1 x 108 ufc mL~! de B. amyloliquefaciens
al momento de la siembra, la segunda aplicacién
cuando las plantas alcanzaron 15 cm de altura y
la ultima 15 dias después de la segunda. Los
tratamientos evaluados fueron: (Fv+Ba 21) F ver-
ticillioides + B. amyloliquefaciens cepa 21, (Fv+Ba
53) F verticillioides + B. amyloliquefaciens cepa
53, (Ba 21) B. amyloliquefaciens cepa 21, (Ba
53) B. amyloliquefaciens cepa 53, (Fv) Fusarium
verticillioides, (T) Testigo absoluto. El experimento se
establecié en un disefio completamente al azar con
10 repeticiones por tratamiento. La incidencia de la
enfermedad se evalué como porcentaje; la severidad
con una escala arbitraria de seis clases reportada por
Castro et al. (2017).

B. amyloliquefaciens en la promocion de
crecimiento

Cien dias después de la emergencia se deter-
mind el peso del fruto en etapa R2, diametro de tallo,

peso seco del follaje y el contenido de clorofila en las
hojas expresado en unidades SPAD.

Anadlisis estadistico

Las diferencias en inhibicién, incidencia de la
enfermedad, el peso del fruto, diametro de tallo, peso
seco del follaje y el contenido de clorofila se determi-
naron por la prueba de medias de Tukey (P = 0.05).
La severidad fue analizada con la prueba de Kruskall-
Wallis. Los analisis se realizaron con el programa
SAS versién 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion de las cepas

Se aislaron 28 cepas de bacterias enddfitas,
de las cuales Bacillus amyloliquefaciens cepa 21 y
B. amyloliquefaciens cepa 53 presentaron el mas alto
porcentaje de inhibicién; las cuales se identificaron
con tincion de Gram positiva, presencia de flagelos
peritricos, prueba de RYU y oxidasa negativa, resul-
tado positivo en catalasa, oxidacién, fermentacién y
motilidad. La espora se encontré al centro del cuerpo
bacteriano. Crecieron a temperaturas de 45 °C-65
°C, en pH 5.7 y en concentraciones de NaCl a 7%,
pero no en 5% y 3%. Tuvieron crecimiento anaerdbico
en glucosa. Produjeron acido a partir de arabinosa y
negativo en manitol. Fueron positivas en la reaccion
Voges-Proskauer, hidrélisis de almidon y citrato. La
corroboracion molecular se basé en el andlisis de la
secuencia del gen 16S rRNA, mostrando 99% de ho-
mologia con las secuencias contenidas en la base de
datos del GenBank con clave de acceso KU570451.1
y KX665550.1, respectivamente.

F. verticillioides se aislé de tallos de maiz in-
fectados y se identificd en base a la formacion de
microconidios y macroconidios (Leslie y Summerell
2006, Sameer et al. 2018); la corroboracion molecu-
lar arroj6 99.60% de identidad con las secuencias de
F. verticillioides cepa QN0629 contenida en el Gen-
bank con clave de acceso MN121060. El hongo F
verticillioides se identific6 como el agente causal de
pudricion de tallo y acame en el cultivo del maiz lo
que coincide con reportes realizados por Figueroa-
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Lépez et al. (2016).

Capacidad antagonista in vitro

Los resultados de la actividad antifingica
se reportan visualmente en la Figura 1, repre-
senta la experimentacion con clara indicacién de la
zona de inhibicién que fue medida en centimetros
y comparados con el testigo. La inhibicion de
crecimiento radial del patégeno causado por las
cepas antagonistas oscilo de 59 a 62%. La maxima
inhibicién de crecimiento radial se detect6 con la cepa
B. amyloliquefaciens cepa 53 contra F. verticillioides
con 62% de inhibicion, seguida de la cepa 21 (59%).
Otros aspectos de la interaccién entre los antago-
nistas y el fitopatégeno durante el ensayo de cultivo
dual fue notorio que a partir del sexto dia se detuvo el
crecimiento del hongo, indicando una alta competen-
cia por el espacio y los nutrientes (Figura 2).

La capacidad de inhibicion de Bacillus se
atribuye a la produccién de compuestos antimicro-
bianos, como policétidos; sintesis de enzimas liticas,
produccién de hormonas, de compuestos organi-
cos volatiles, competencia por espacio y nutrientes
e inducciéon de resistencia sistémica (Pedraza et
al. 2020). Bacillus amyloliquefaciens puede ac-
tuar contra F. verticillioides, F. oxysporum, Scle-
rotinia sclerotiorum, F. proliferatum, Colletotrichum
gloeosporioides, F. equiseti y F. semitectum (Xu et
al. 2021). Otros géneros como Bacillus, Lysini-
bacillus, Brevibacillus, Geobacillus, Paenibacillus
y Terribacillus también son antagonistas de F
verticillioides (Figueroa-Lopez et al. 2016).

Efecto de biocontrol in planta

B. amyloliquefaciens redujo significativamente
la incidencia y severidad del fitopatdogeno (P <
0.0001). La cepa 53 presentdé 20% de incidencia,
mientras que la cepa 21 presenta 80% en compara-
cién con las plantas inoculadas solo con el patégeno
(100%). La severidad fue de 2.5 en los tratamientos
de la cepa 53 y de 14.38 en la cepa 21 con relacion al
patégeno (40.83). Al respecto Martinez-Alvarez et al.
(2016) reportan una formulaciéon a base de Bacillus
capaz de controlar F. verticillioides en invernadero.
El recubrimiento de semillas de tomate con bacte-

rias endofiticas redujo la incidencia y severidad de F.
oxysporum en campo y estimularon el crecimiento de
las plantas (Koohakan et al. 2020). En adicién a lo
anterior, se puede mencionar que las cepas de los
antagonistas enddfitos estudiados son promisorios
para reducir la severidad de la enfermedad contra F
verticillioides.

B. amyloliquefaciens en la promocion de
crecimiento

El andlisis en la actividad de las cepas de B.
amyloliquefaciens contra F. verticillioides incrementd
significativamente el contenido de clorofila en com-
paracién con el testigo (Tabla 1). La clorofila es
un pigmento fotosintético importante para la planta,
que determina en gran medida la capacidad foto-
sintética y, por lo tanto, el crecimiento de la planta
(Li et al. 2018). La inoculacién de plantas con
B. cereus, B. subtilis y B. amyloliquefaciens influyd
positivamente en el desempefio del mecanismo fo-
tosintético en plantas de pimiento para aumentar la
fluorescencia de la clorofila y los pardmetros de in-
tercambio de gases (Samaniego et al. 2016). La
aplicacion de B. thuringiensis y quitosano mejoré el
crecimiento de plantas de pimiento y aumento signi-
ficativamente el contenido de clorofila, el parametro
de fluorescencia de la clorofila y el rendimiento de
frutos (ALKahtani et al. 2020). La degradacion de la
clorofila se reduce en hojas de arroz por el efecto de
Xanthomonas oryzae pv. oryzae durante la infeccién
(Atta et al. 2018), lo que demuestra que las plantas
enfermas por algun fitopatégeno tienen menos cloro-
fila que las sanas. Por su parte, Cunha et al. (2015)
mencionan que el periodo de mas necesidad de ni-
trégeno es establecido en funcién del SPAD, compro-
bado al realizar la fertilizacién nitrogenada. Es im-
portante mencionar que el experimento se mantuvo
libre de fertilizacion quimica y los valores mas altos
del contenido de clorofila es por el efecto de la inocu-
lacion de las bacterias endofitas.

Dentro de las bondades del genero Bacillus se
encuentra la promocién del crecimiento vegetal; por
lo que las plantas de maiz inoculadas con las cepas
endéfitas de B. amyloliquefaciens en ausencia del fi-
topatégeno se observé un incremento del peso fresco
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Fusariwm verticillioides

Fusarium verticillioides

Cepa 53

Figura 1. Antagonismo in vitro de Bacillus amyloliquefaciens cepa 21 (a) y B. amyloliquefaciens
cepa 53 (b) sobre el crecimiento micelial de F. verticillioides en cultivos duales, evaluado a los 11

dias de incubacién.

del fruto, diametro de tallo y peso seco de biomasa
aérea en comparacién con el testigo (Tabla 1). La
mejora de estas variables fue notoria por la cepa 53
al sobreponerse sobre el testigo y el resto de los
tratamientos. Bacillus produce 1-aminociclopropano-
1-carboxilato (ACC) desaminasa que confiere la in-
duccién de tolerancia al estrés por sequia y pro-
mocion del crecimiento vegetal en Solanum lycoper-
sicum (Gowtham et al. 2020). La altura y el peso
fresco de biomasa de plantulas de S. lycopersicum
se pueden incrementar con la aplicacion de filtrados
libres de células de B. subtilis (Cabello et al. 2019).
El género Bacillus exhibe propiedades bioquimicas
como la solubilizacién de fosfatos, producciéon de

acido indolacético y actividad ACC deaminasa, rela-
cionadas con la promocion del crecimiento vegetal
(Chavez-Ambriz et al. 2016). Por lo que es impor-
tante mencionar que el experimento se mantuvo li-
bre de la aplicacion de agroquimicos (fertilizantes y
plaguicidas). Por lo que la cepa 53 sobresalié por su
efecto estimulador del crecimiento y desarrollo de las
plantas de maiz en invernadero.

Se aisl6 e identifico a F. verticillioides como
agente causal de pudricion y acame del cultivo de
maiz. La cepa 53 de Bacillus amyloliquefaciens
exhibi6é una alta actividad antagonista contra F. verti-
cillioides en cultivos duales. La incidencia y severidad
de F. verticillioides se redujo en las plantas inoculadas
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g . Cepa 53 vs F, verticilioides Cepa 21 vs F. verticillioides . Testigo

Crecimiento Radial (cm)

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Diad Dia 5 Dia 6 Dia7 Dis 8 Die§ Dia 10 Dia 11

Figura 2. Dinadmica de crecimiento de Fusarium verticillioides.

Tabla 1. Induccién de crecimiento de los agentes de control biolégico en el ensayo de invernadero.

Tratamiento  Clorofila  Peso fresco de fruto  Diametro de tallo  Peso seco de biomasa

(spad) (g (cm) ()

Fv+Ba 21 37.5% 7.3¢ 5.2¢ 7.6

Fv+Ba 53 37.6% 9.2¢ 5.0¢ 9.5¢

Ba 21 37.9% 8.9 5.3¢ 9.7¢

Ba 53 40.3¢ 10.5¢ 5.4 10.8

FV 28.14% 5.7¢ 4.8¢ 5.8

T 25.4? 6.9 4.19 7.0¢

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey,

P = 0.05.
con las cepas de B. amyloliquefaciens. Las cepas AGRADECIMIENTOS
enddfitas tuvieron efecto positivo en la induccién de
crecimiento del cultivo de maiz bajo condiciones de Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
invernadero. (CONACYT) por la beca otorgada a Epifanio Castro

del Angel para realizar el Doctorado en Parasitologia
Agricola en la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro, Saltillo, México.
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