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RESUMEN

En este trabajo se identificd a la cepa Bacillus sp. UM96 como parte de la especie
B. thuringiensis de acuerdo con la secuenciacién completa del gen de ADNr 16S y
por la presencia del cuerpo paraesporal caracteristico de esta especie. El gen cry,
que codifican el cuerpo paraesporal, se amplifico del genoma de B. thuringiensis
UM96. Ademas, presentd el gen putativo de endoquitinasas chi. Los
sobrenadantes de B. thuringiensis UM96 obtenidos a partir de caldo nutritivo (CN)
y de un medio minimo con quitina como Unica fuente de carbono (MQ), mostraron
actividad de quitinasa, siendo mayor en el sobrenadante MQ. Por otra parte
ambos sobrenadantes mostraron actividad antifungica contra Botrytis cinerea, la
cual fue similar a la que presentd la quitinasa pura comercial. Ademas, ambos
sobrenadantes incubados a 60 °C perdieron la actividad antifangica. El
sobrenadante MQ presentd mayor actividad antifingica en comparacion al
sobrenadante CN. Interesantemente, B. thuringiensis UM96 mostré capacidad de
colonizacion de la rizosfera en plantas de maiz. Finalmente, B. thuringiensis UM96
logré suprimir la infeccién de B. cinerea en plantas de Medicago truncatula de
manera significativa con respecto a las plantas control sin ningun tratamiento. Asi,
B. thuringiensis UM96 mostro tener un gen putativo del grupo crylA, y un gen chi
gue codifica posiblemente una endoquitinasa, ademas, se encontré actividad de
quitinasa que podria estar relacionada en la capacidad de biocontrol de B.
thuringiensis UM96. Con todo esto, B. thuringiensis UM96 mostro altas

posibilidades para ser utilizada como biocontroladora de hongos fitopatogenos.



Palabras clave: Bacillus thuringiensis, actividad de quitinasa, biocontrol.
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INTRODUCCION

1. Larizésfera

La rizésfera es un micro-ecosistema delimitado por el area de suelo que es
influenciada por la raiz de las plantas. El término fue introducido originalmente por
Lorenz & Hiltner en 1904 y se utilizé para definir la zona en donde son liberados
los exudados de la raiz y existe proliferacion de microorganismos (Hirsch y
Mauchline 2012).

En la rizésfera existe una alta diversidad de microorganismos, y se ha calculado
que puede llegar a ser el doble de la que se encuentra en el suelo no rizosférico.
Esto se debe a la constante liberacién de exudados por la raiz de la planta que
pueden ser una constante fuente de carbono Uutil para el crecimiento de

microorganismos heterotroficos (Grayston et al. 1998).

2. Interacciones planta-microorganismo

En la rizésfera se sostienen interacciones microorganismo-planta, en las cuales
las diversas especies de microorganismos puede tener diferentes efectos en la
planta que pueden ser tanto perjudiciales, neutras y benéficas (Whipps 2001). Las
interacciones benéficas se dan cuando los microorganismos logran beneficiar a la
planta, ya sea mejorando su desarrollo, crecimiento y salud en general. A los
microorganismos, y en especial a las bacterias que pueden promover el
crecimiento vegetal se conocen como PGPR (por sus siglas en ingles Plant

Growth-Promoting Rhizobacteria). Dicho término fue originalmente propuesto hace
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algunas décadas por Kloepper & Schroth (1981). También se conocen como
microorganismos PGP (por sus siglas en inglés de Plant-Growth Promoting), ya
que no necesariamente pueden provenir de la rizésfera.

El estudio de las interacciones benéficas, asi como el aislamiento y
caracterizacion de los microorganismos PGP, denota su interés, al ser utilizados
dentro de la agricultura para eliminar o reducir el uso de fertilizantes y plaguicidas
quimicos (Lucy et al. 2004). Esto adquiere mayor importancia debido a la
aplicaciéon desmedida de estos fertilizantes quimicos, que causan la eutrofizacién
del agua y por tanto su contaminacion; aumentan la degradacion del suelo y la
pérdida de biodiversidad, ademas que su produccion libera gases de efecto
invernadero (Mulvaney et al. 2009). Igualmente los plaguicidas son muy
contaminantes, tanto en su produccion como en su aplicacion, generando
contaminacion principalmente en suelos y mantos freaticos, lo que afecta a la
salud humana (Akhtar et al. 2009).

De tal manera que el desarrollo de biofertilizantes y biocontroladores, basados en
bacterias PGP, son una alternativa para un desarrollo sustentable de la agricultura
(Bhattacharyya & Jha 2012). La aplicacion directa del compuesto responsable de
la promocién del crecimiento o bien con la inoculacién del microorganismo, puede
reducir los daflos al ambiente y a la salud humana, y ademas mantener altos
rendimientos en los campos de cultivo (Laslo et al. 2012). Dentro de los
microorganismos PGP resaltan las bacterias, de las cuales se encuentra una

mayor cantidad de células en el suelo, con un nimero que va de 10® a 10° células



por gramo de suelo (Bonkowski et al. 2000). Diversos reportes muestran que
bacterias aisladas de la rizésfera (rizobacterias) han sido utilizadas no solo en la
agricultura si no también en ambitos forestales y de restauracion del ambiente
(Bhattacharyya & Jha 2012). Dentro de los géneros mas destacados se encuentra
Pseudomonas y Bacillus (Santoyo et al. 2012), aunque también se han reportado
géneros como Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Burkholderia, Caulobacter,
Mesorhizobium y Rhizobium (Valazquez- Becerra et al. 2012; Glick 2012; Laslo et

al. 2012)

3. Promocidn de crecimiento vegetal por bacterias

Las bacterias tienen diversos mecanismos por los cuales logran promover el
crecimiento de las plantas. El estudio de estos mecanismos ha tenido diversas
aportaciones, pues ha permitido conocer algunos de los compuestos responsables
de la promocion del crecimiento vegetal, asi como los genes que participan en
dicha actividad. Esto ha tenido su aplicacion directa en el campo, ya sea al aplicar
de manera directa el compuesto con actividad, o bien en la construcciéon de
plantas transgénicas, asi como para mejorar la actividad de las bacterias PGP. Los
mecanismos por los que se llevan a cabo las interacciones benéficas, se les divide

en mecanismos directos y mecanismo indirectos (Fig. 1).

3.1. Mecanismos directos

Uno de los mecanismos directos de promocion vegetal por parte de los



microorganismos es que facilitan la adquisicién de nutrientes del suelo (Bonkowski
et al. 2000). Las bacterias tienen varios mecanismos que permiten la solubilizacion
de nutrientes, por ejemplo, la liberacion de iones que facilitan la adquisicion de
elementos esenciales como el hierro, que es necesario para que las plantas
puedan llevar a cabo la fotosintesis (Orozco-Mosqueda et al. 2013a). La liberacién
de iones también facilita la adquisicion de fosforo, elemento indispensable para el
metabolismo catalitico (Hameeda et al. 2008). Ademas, las bacterias también
sintetizan proteinas y péptidos que ayudan a la adquisicion de nutrientes como los
sideréforos en el caso del hierro (Santoyo et al. 2010), y las fosfatasas acidas y
fitasas en el caso del fosfato (Hameeda et al. 2008). Otro aspecto muy importante
dentro de los mecanismos directos de las bacterias PGP es la fijacion de nitrégeno
atmosférico en amonio, forma en la que puede ser tomado por las plantas, algunas
de las bacterias que destacan como fijadoras de nitrégeno son las de los géneros
Azospirillum, Mesorhizobium y Rhizobium (Glick 2012).

Dentro de los mecanismos directos también se coloca la capacidad de algunas
bacterias de sintetizar fitohormonas, que estimulan el crecimiento y desarrollo de
la planta como el &cido indol acético, citocininas, giberelinas y etileno, dentro de
los géneros bacterianos que mas destacan en este ambito son Pseudomonas y
Bacillus (Joo et al. 2005; Barazani & Friedman 1999; Choi et al. 2011).

Otro mecanismo directo de gran interés, es la sintesis por parte de algunas
bacterias, de moléculas de comunicacion, las cuales tienen la capacidad de

regular el crecimiento y desarrollo de una planta. Concretamente, moléculas como



las N-acil-L-homoserina lactonas (AHL) pertenecientes al sistema de
comunicacién de quorum sensing, propio de las bacterias Gram negativas. En
especial, el género Pseudomonas, y la aplicacion directa de AHL en las plantas de
Arabidopsis thaliana logra cambiar la arquitectura de la raiz y promover el
crecimiento vegetal (Ortiz-Castro et al. 2008). Existen otro tipo de moléculas de
comunicacioén, los compuestos volatiles organicos (VOCs, por sus siglas en ingles
Volatile Organic Compounds) que también se han reportado como compuestos
capaces de modular el desarrollo de las plantas, y lograr asi la promocion del
crecimiento en A. thaliana (Ryu et al. 2003; Gutiérrez-Luna et al. 2010) y en

plantas de Medicago sativa (Velazquez-Becerra et al. 2011).

3.2. Mecanismos indirectos

Por otro lado los mecanismos indirectos se realizan cuando el microorganismo
defiende a la planta de un fitopatégeno, por lo que de manera indirecta mejora la
salud de la planta. Para ello, los microorganismos, y particularmente las bacterias,
sintetizan de una gran variedad de metabolitos y proteinas con efecto
antimicrobiano. Por ejemplo las enzimas liticas, (de las cuales se hablara
posteriormente de forma mas profunda) como son las glucanasas, celulasas,
quitinasas, protesas y lipasas con actividad en contra de fitopatogenos (Glick
2012). Asi, las celulasas y glucanasas han mostrado tener actividad en contra de
Oomycetes como Phytophthora parasitica (Picard et al. 2000), mientras que, las

quitinasas son ampliamente reportadas en contra de hongos fitopatégenos (de



Boer 2001), y la actividad sinérgica de quitinasas y otras enzimas liticas como
glucanasas también ha sido reportada (Leveau & Preston 2008). Los géneros
bacterianos que destacan por la actividad antagonica hacia hongos fitopatégenos,
debido a enzimas liticas, son Serratia, Bacilllus, Actinomycetes y Streptomyces
(Gomes et al. 2000; Swiontek et al. 2013).

Ademas, existe una amplia cantidad de antibioticos con actividad antifungica y/o
antimicrobiana con una gran diversidad de composicion quimica como el 2-4
diacetilfloroglucinol, ademas de los VOCs como el cianuro de hidrégeno y la
dimetilhnexadecilamina (Veldzquez-Becerra et al. 2013; Haas et al. 2005) o bien de
tipo peptidico y lipopeptidico como las iturinas, sintetizados ampliamente en los
géneros de Pseudomonas y Bacillus, respectivamente (Haas et al 2005; Santoyo
et al. 2012). Otro mecanismo indirecto es la Induccién del Sistema de Resistencia
(ISR) el cual se lleva a cabo por microorganismos capaces de liberar diferentes
compuestos llamados elicitores que provocan una respuesta inmune de amplio
espectro en la planta. Algunos compuestos elicitores que pueden disparar la ISR
son el &cido salicilico, flagelos, lipopolisacaridos, sideréforos y la combinacion de
piocianina y pioquelina (Audenaert et al. 2002). Ademas, también se ha reportados
como elicitor el compuesto volatil 2,3-butanediol (Ryu et al. 2004).

Dentro de los mecanismos indirectos se incluye, la capacidad de algunos
microorganismos de proteger a las plantas del estrés abiotico, como es la
desecacion y la salinidad del suelo. La sintesis de etileno aumenta en las plantas

que se encuentran en condiciones de estrés, esto causa una disminucion del



crecimiento de la raiz y el crecimiento de brotes. Algunas bacterias pueden
sintetizar una enzima llamada ACC deaminasa, que puede degradar el ACC (1-
aminociclopropano-1-carboxilato), precursor directo de la sintesis de etileno, lo
que disminuye su sintesis y permite un mayor desarrollo de las plantas que se
encuentran en condiciones de estrés. Ademas, bacterias que sintetizan citocininas
también se han relacionado con ayudar a la planta a resistir el estrés ambiental

por su antagonismo con el acido abscisico (ABA) (Yang et al. 2009).

4. Produccion de enzimas liticas en bacterias rizosféricas

Como se mencioné anteriormente las enzimas liticas de los microorganismos
funcionan como mecanismos para inhibir el crecimiento de hongos y Oomycetes
fitopatdbgenos. Sobresalen enzimas como glucanasas, celulasas y quitinasas, en

las cuales nos enfocaremos en las siguientes secciones.

4.1. Glucanasas

Las B-glucanasas son enzimas que catalizan la degradacion de glucanos,
mediante la hidrdélisis del enlace B-1,3 en la cadena de glucano. La estructura y
tamafo de las B-glucanasas es muy diverso, y de manera general se distinguen
por su actividad de endo-B-glucanasas o0 exo-B-glucanasas. Las endo-B-
glucanasas hidrolizan las cadenas de [(3-glucanos en el interior de la misma, de

manera azarosa. Mientras que las exo-p-glucanasas necesitan un extremo libre de



la cadena de glucanos, para asi generar mondémeros de glucosa (Pitson et al.
1993). Esta distincién de actividad enzimatica, que refiere al sitio en donde se
realiza la hidrélisis de los enlaces B en una cadena de carbohidratos, se realiza
también en las quitinasas y celulasas, siendo éstas divididas en endo-quitinasas y

exo-quitinasas, endo-celulasas y exo-celulasas (Davies & Henrissat 1995).

De manera mas particular las B-glucanasas de las bacterias difieren a las [3-
glucanasas de las plantas, tanto en el nivel de su secuencia de aminoacidos,
como a nivel estructural. Las B-glucanasas de las bacterias pertenecen a la familia
16 de las glicosil hidrolasas, mientras que en las plantas las B-glucanasas se
ubican en la familia 17. Todo ello sugiere un origen distinto de estas proteinas en
estos organismos, aunque mantienen la misma funcién catalitica (Gaiser et al.
2006). La estructura de las B-glucanasas de las bacterias consiste en un
plegamiento tipo beta-sandwiches, mientras que en las plantas las B-glucanasas
presentan un plegamiento en barril TIM (Gaiser et al. 2006). La sintesis de las B-
glucanasas en bacterias se relaciona como un mecanismo para la obtencién de
nutrientes, al desintegrar principalmente la pared celular de los hongos.
Recordemos que la pared celular de los hongos esta formada en gran medida de

B-1,3 y B-1,6 glucanos (Cheng et al. 2009).

La actividad antagénica de las p-glucanasas de bacterias ha sido reportada en el
género de Pseudomonas sp. En la especie P. fluorescens con accion antagénica
hacia el hongo Rhizoctonia solani (Nagarajkumar et al. 2004) y en P. stutzeri

contra el hongo Fusarium solani (Lim et al. 1991). En caso del género Bacillus se
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encontr6 actividad de B-1,3 glucanasa en las especie B. amyloliquefaciens, la cual
presentdé antagonismo hacia el hongo Colletotrichum lagenarium (Kim & Chung
2004). Recientemente, Abraham et al. (2013) vuelven a relacionar las -
glucanasas de B. amyloliquefaciens, con su actividad antagonica, en contra del
Oomycete Phytophthora meadii. Ademas, la actividad antagénica de B-glucanasas
en contra de R. solani también ha sido reportada en cepas del género

Paenibacillum (Cheng et al. 2009).

La actividad antifungica de las B-glucanasas actuan de forma sinérgica con
quitinasas, en contra de hongos fitopatdégenos, y en contra de Oomycetes, pero
agui de manera sinérgica con celulasas. Por ejemplo, la adicion de quitinasas y B-
glucanasas de Trichoderma harzianum causa una mayor disminucién en el
crecimiento en el hongo fitopatbgeno Botrytis cinérea, en comparacion a la
disminucién en el crecimiento que causa la aplicacién de cada enzima de manera

individual (Haran et al. 1996).

En especial, algunas B-glucanasas del género de Bacillus se han clonado y
caracterizado, en el caso especifico de especies como B. halodurans, B. subtilis,
B. brevis, B. licheniformis (Planas 2000). Sin embargo, hasta ahora no se ha
determinado la actividad antifingica de las B-glucanasas de estas especies, por lo
qgue es de gran interés profundizar mas en la capacidad antag6nica de las

glucanasas en el género Bacillus, y en especial de la especie B. thuringiensis.



4.2. Celulasas

Las celulasas son glicosil hidrolasas que rompen el enlace glucosidico p-1,4. Las
celulasas de bacterias se ubican en la familia 16 de las glicosil hidrolasas, por lo
que se encuentran relacionadas con las B-glucanasas, su plegamiento también es
en forma de beta sandwiches. Asi que, de manera similar a las B-glucanasas, las
celulasas no se encuentran relacionadas con las celulasas de plantas, por lo que,
se plantea también un fendmeno de convergencia evolutiva al tener las celulasas

de bacterias y plantas un origen distinto (Gaiser et al. 2006).

El interés en las celulasas como mecanismo de inhibicion de fitopatégenos, tiene
particular interés en la Clase Oomycetes, ya que, a diferencia de los hongos, los
Oomycetes conforman su pared celular principalmente de celulosa. Las celulasas
de diferentes microorganismos han mostrado tener actividad en contra de varios
Oomycetes fitopatdégenos (Haran et al. 1996; Picard et al. 2000). En cuanto a las
bacterias, en las que se ha relacionado la actividad de celulasas en contra de
hongos fitopatdgenos se encuentran Bacillus circulans y Paenibacillus polymyxa
en contra de los Oomycetes fitopatdgenos Aphanomyces cochlioides y Pythium
ultimum (Nielsen & Sorensen 1997). La actividad antagdnica hacia Phytophthora
capsici y P. ultimum de las bacterias Bacillus gibsonii, Bacillus stratosphericus,
Bacillus pumilus, Staphylococcus saprophyticus, Stenotrophomonas maltophilia,
Bacillus aerius y Pseudomonas koreensis también ha sido relacionada con la
actividad de celulosas (Bibi et al. 2012). Ademas, la actividad sinérgica de -

glucanasas y celulasas en contra de Oomycetes ha sido propuesta en las
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especies Martelella mediterranea y Stenotrophomonas rhizophila (Bibi et al. 2012).

Otras especies en donde la actividad de celulasas ha sido reportada, pero no
relacionada con actividad hacia fitopatdgenos son, Micrococcus endophyticus,
Ruminococcus flavofaciens y Termobifida fusca (Coughlan 1991). En especial, en
el género Bacillus la actividad de celulasas se ha reportado en Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus macerans, Bacillus circulans, Bacillus

polymyxa, Bacillus licheniformis y Bacillus brevis (Planas 2000; Lima et al. 2005).

4.3. Quitinasas

Las quitinasas son glicosil hidrolasas que rompen el enlace -1,4 en las cadenas
de quitina, generando moléculas de N-acetilglucosamina. En las bacterias las
quitinasas se ubican dentro de familia 18 de las glicosil hidrolasas, de manera
similar a lo que ocurre en glucanasas y celulasas se propone que tienen un origen
distinto a las quitinasas de las plantas, que pertenecen a la familia 19, y también
difieren estructuralmente a las quitinasas de las bacterias (Prasanna et al. 2013).
Dentro de las diferentes enzimas liticas, las quitinasas han sido objeto de mayor
atencién ya que existe un mayor numero de reportes de su actividad antagénica
contra hongos fitopatbgenos y mayor interés sobre la aplicacion de estos

organismos quitinoliticos en los campos de cultivo (Swiontek et al. 2013).

Dentro de la actividad quitinolica de las bacterias sobresalen los Actinomycetes,

donde el género Streptomyces ha sido ampliamente estudiado. En particular,
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Streptomyces halstedii, Streptomyces griseus y Streptomyces cavourensis
sintetizan quitinasas con actividad antifungica hacia varios hongos fitopatégenos
(Joo 2005; Lee et al. 2012). En el caso de S. cavourensis se observo actividad de
B-glucanasas que actda conjuntamente con las quitinasas inhibiendo el

crecimiento del hongo Colletotrichum gloeosporioides (Lee et al. 2012).

La actividad de quitinasas se ha reportado también en especies bacterianas como
P. fluorescens, que han sido asociadas a la actividad antifangica contra el hongo
R. solani (Nielsen et al. 1998). Por otro lado, las quitinasas de la especie
Brevibacillus laterosporus mostraron actividad inhibitoria del desarrollo de

Fusarium equiseti (Prasanna et al. 2013).

El género Bacillus también presenta actividad de quitinasa en contra de hongos
fitopatdgenos. Por ejemplo, la quitinasa de B. pumilus ha mostrado actividad
antifangica contra los hongos Fusarium graminearum, Rhizoctonia solani,
Magnaporthe grisea, Sclerotinia sclerotiorum, Trichoderma reesei y Bipolaris sp.
(Ghasemi et al. 2010). Recientemente, se purificd la quitinasa de B. cereus, la cual

mostro tener actividad hacia B. cinerea (Hammami et al. 2013).

Microorganismos en donde se ha reportado actividad de quitinasas pero no ha
sido relacionada con actividad antifingica son: Aeromonas, Enterobacter,
Chromobacterium, B. subtilis, B. brevis, B. licheniformis y B. stratosphericus

(Nielsen & Sorensen 1997; Swiontek et al. 2013).
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5. El género Bacillus como promotor del crecimiento vegetal

El género Bacillus esta formado por bacterias aerobias formadoras de endosporas,
y es un habitante comun y abundante en el suelo (Nielsen & Sorensen 1997). Su
capacidad de esporulacién ha favorecido que se les utilice en la elaboracion de
biofertilizantes y bioplaguicidas, ya que las endosporas permiten la sobrevivencia
del in6culo en condiciones de desecacion, calor o escasez de nutrientes (Kloepper

et al. 2004).

Diferentes especies de Bacillus han sido de utilidad en campos de cultivo y han
logrado mejorar la produccion de manera directa o indirecta (Kumar et al. 2011).
Dentro de los mecanismos directos ya reportados en el género, se encuentra la
sintesis de fitohormonas y la solubilizacién de nutrientes, debido a la sintesis de
enzimas como fosfatasas acidas y sideréforos (Ryu et al. 2005; Singh &
Satyanarayana 2011). Dentro de los mecanismos indirectos sobresale la sintesis
de antibidticos peptidicos y la induccion del sistema de resistencia (Kloepper et al.
2004). Dentro de las especies que tienen tanto mecanismos directos como
mecanismos indirectos de promocion, se puede mencionar a B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. pumilus y B. cereus (Bhattacharyya & Jha 2012; Kumar et al.
2011). Por otro lado, B. thuringiensis y B. sphaericus sobresalen por su capacidad
de ser patégenas de insectos, aunque también otras especies como B. popilliae
presentan actividad insecticida (Federici 2005). En especial B. thuringiensis es

muy utilizada como biocontroladora de insectos en campos de cultivo.

Por todo esto, el estudio en el género Bacillus en el ambito de sus capacidades y
13



aplicacion como bacteria PGP sigue siendo de gran interés, desde encontrar
cepas de Bacillus que contengan varios mecanismos de promocién (Santoyo et al.
2012), asi como realizar estudios que permitan un mejor conocimiento de la
ecologia de estas especies. Ademas, es de suma importancia identificar en estas
bacterias, cuales son los genes claves en las vias de sintesis de los compuestos
responsables de la promocion del crecimiento vegetal. Por dar un ejemplo el gen
ipdC que codifica la indol-3- piruvato decarboxilasa enzima clave en la sintesis de

acido indol acético

6. Generalidades de la especie Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis es una bacteria Gram-positiva, se aislé y caracterizé por primera
vez en Japodn (1901) y desde entonces ha sido aislada de mdultiples ambientes,
como el suelo, suelo rizosférico, la superficie de las hojas de las plantas, agua y
en larvas de insectos. El tamafio de su genoma varia de 2.4 a 5.7 Mb (Millones de

pares de bases) (Carlson et al. 1994).

El ciclo de vida del género Bacillus, se divide en una fase vegetativa y una fase de
esporulacion. La esporulacién es un proceso de diferenciacion celular que le

permite a Bacillus resistir el estrés ambiental.

Dentro del género, la especie B. thuringiensis pertenece al grupo de B. cereus
sensu lato (en un sentido amplio) que esta compuesto por B. thuringiensis, B.

anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis y B. cereus
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seso stricto (en sentido estricto) (Jensen et al. 2003). Estas especies estan
estrechamente relacionadas entre ellas, inclusive el andlisis de las secuencias de
genes como ADNr 16S y 23S, sugiere que son una misma especie (Daffonchio et
al. 2000). Sin embargo todas estas especies sostienen diferencias ecoldgicas y
fisiolégicas (Jensen et al. 2003). Por ejemplo, el nicho de B. anthracis corresponde
al de patogeno, causando la enfermedad de antrax, mientras que B. cereus es una
patébgena oportunista de humanos, causando problemas gastrointestinales. Por
otro lado, B. thuringiensis es patdgena de insectos (Drobniewski 1993). Esta
diferencia en los nichos de estas especies genera especial atencién a la distincion
entre ellas, ya que existen claros intereses clinicos y agrondémicos muy
importantes, tal es el caso, que muchos autores se han dedicado a generar
pruebas practicas y rapidas que permitan distinguir las especies de este grupo tan

similar (Hansen et al. 2001; Manzano 2003).

7. B. thuringiensis y laimportancia de los genes cry

Durante el proceso de esporulacion, B. thuringiensis sintetiza el cuerpo
paraesporal, una estructura que le confiere la capacidad de ser patégena de larvas
de insectos. El cuerpo paraesporal presenta varias morfologias, tales como formas
esféricas, en forma de “capucha” e inclusive se han encontrado morfologias
extrafias de forma esférica pero con pequefios apéndices en forma de punta
(Rampersad et al. 2002). Sin embargo, la morfologia mas comun es la de forma de

“cristal” o “diamante”. De hecho las proteinas Cry que conforman el cuerpo
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paraesporal deben su nombre a estd morfologia en forma de cristal. Las proteinas
Cry son ingeridas por el insecto y son parcialmente degradadas por las proteasas
propias del insecto, generando mondémeros de proteinas Cry. Los mondémeros son
la forma activa de las proteinas Cry, de esta manera llegan al intestino del insecto
y dafian las células epiteliales del mismo (Vachon et al. 2012; Bravo et al. 2011).
Con esto el insecto pierde la capacidad de absorber sus alimentos y muere. B.
thuringiensis es capaz de ser patdgena de varios insectos, que incluyen los
Ordenes Lepidoptera, Coleoptera y Diptera, inclusive se han encontrado cepas

con la capacidad de ser patdgenas de nematodos (Bravo et al. 2011).

La expresion de los genes cry se encuentra regulada por los factores de
transcripcion sigma e y sigma k, factores que son activados durante el proceso de
esporulacion de B. thuringiensis (Baum & Malvar 1995). Los genes cry son muy
diversos y se han dividido en 22 grupos por la similitud de la cadena de
aminoacidos. Para darnos una idea de la diversidad de estos genes, tan sélo el
primer grupo, ésto es los genes cryl, suman hasta ahora 258 genes clonados y
nombrados (Shu et al. 2013). No obstante la secuencia de aminoacidos de todos
estos genes conservan 3 dominios. La funcion especifica de cada dominio no ha
sido debidamente comprobada y actualmente existe controversia sobre el
mecanismo de las proteinas Cry para llevar a cabo la muerte del insecto, en donde
existen dos enfoques contrarios: el primero enfoca la formacion de un poro en las
células epiteliales del intestino del insecto, y el segundo apoya la injerencia de las

proteinas Cry en vias catabdlicas esenciales en las células del insecto (Vachon et
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al. 2012). Sin embargo el dominio 1 esta relacionado con la formacion del poro en
la membrana del insecto, o canal i6nico, mientras que el dominio 2 y 3 estan
relacionados con el reconocimiento de receptores transmembranales de las
células epiteliales del intestino del insecto (Bravo et al. 2011).

Ahora bien, la importancia agrondémica de B. thuringiensis, mencionada
anteriormente, proviene principalmente de su capacidad de ser patdgena del
Orden Lepidoptera, que contiene especies de insectos plaga de cultivos agricolas
de plantas de interés agricola, esta capacidad de B. thuringiensis de ser patégena
de insectos ha sido de mucha utilidad para el ser humano, y se debe
principalmente a los genes del grupo cryl, aunque también genes pertenecientes
a los grupos cry2 y cry7, han sido frecuentemente relacionados con la

patogenicidad al Orden Lepidoptera (de Maagd et al. 2001).

B. thuringiensis ha sido aplicada en campos de cultivo como biocontroladora de
insectos plagas durante décadas y ya se han realizado mas de 100 diferentes
bioinsecticidas con cepas de esta especie (Heckel et al. 2007). Ademas el uso de
B. thuringiensis en contra de insectos patdégenos va mas alla de su aplicacion
directa, ya que desde 1996, los genes cry, sobretodo los pertenecientes a la
familia crylA, han sido utilizados para la elaboracion de transgénicos en plantas
de maiz, algodon, soya y arroz (Crickmore 2006). Ademas se propone aprovechar
la capacidad de B. thuringiensis de ser patégena del Orden de Diptera, con un uso
clinico, de manera indirecta, esto al aplicarla en sitios de proliferacion de

mosquitos, ya que estos son importantes vectores de enfermedades.
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8. Caracteristicas generales del hongo fitopatégeno Botrytis cinerea

B. cinerea es un Ascomiceto cosmopolita patdgeno de plantas que ataca a mas de
200 especies, es comunmente conocido como el moho gris, y ataca
principalmente plantas dicotiledoneas, muchas de ellas de importancia agricola
como fresa, uva, lechuga, brocoli, tomate, pepino, varias leguminosas como el

frijol y la alfalfa, entre muchas otras (Dean et al. 2012).

B. cinerea es considerado un patdgeno aéreo y ataca principalmente flores, frutos,
hojas y brotes. Aunque también ha sido aislado de raices tuberculosas, como la
zanahoria, la papa, y el camote, no es considerado un patégeno del suelo (Droby

& Lichter 2004)

B. cinerea produce varios conidiéforos ramificados con varias conidas elipsoidales,
incoloras. A menudo forma esclerocios, esta estructura genera resistencia a la
desecacion, rayos UV y el ataque de otros microorgnimos, El esclerocio contiene
en la cortesa superior pigmentos melanicos, y las hifas estan rodeadas por una
matriz continua de [B-glucanos, y las reservas de nutrientes intracelulares son

proteinas, glucégeno, polifosfato y lipidos (Beever & Weeds 2004).
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I
ANTECEDENTES

1. Especies de B. thuringiensis como antagonistas de hongos fitopatogenos

B. thuringiensis ha sido ampliamente estudiada por su capacidad de controlar
insectos plaga. Uno de los mecanismos mas estudiados es la diversidad y
producciéon de proteinas Cry, las cuales estan directamente involucradas en su
actividad entomopatégena. No obstante algunas otras areas de investigacion de B.
thuringiensis han comenzado a develar interesantes caracteristicas de esta
especie. Por ejemplo en su capacidad de realizar el biocontrol de hongos y
bacterias fitopatdégenas. Esto la coloca como especie de interés, ya que puede

llegar a ser utilizada para biocontrol a mas de un tipo de fitopatdgeno.

La capacidad de B. thuringiensis de inhibir el crecimiento de hongos fitopatégenos
ha sido atribuida a varios compuestos. Por ejemplo el antibi6tico zwittermicina A
cuya estructura se dilucidé como un aminopoliol linear (Stabb et al. 1994), que
mostré actividad principalmente a Oomycetes como Phytophthora medicaginis,
Phytophthora megasperma, Phytophthora nicotianae, Pythium aphanidermatum y
Pythium torulosum (Nair et al. 2004; Shao et al. 2008; Silo-Suh et al. 1998), y
algunos hongos fitopatdgenos como son Alternaria, Fusarium, Helminthosporium,
y Ustilago (Silo-Suh et al. 1994). Uno de los intereses que existen en la
zwittermicina A, es que la sintesis de este antibi6tico solo se ha encontrado en B.
thuringiensis y en sus especies mas relacionadas como B. cereus y B. mycoides
(Zhou et al. 2008). Los genes involucrados en su sintesis también han sido

estudiados, y debido a que no existe un operon que codifique la sintesis del
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antibiético, sino mas bien un grupo de genes localizados en diferentes loci, el
estudio de este antibidtico se vuelve complicado, ya que se cree que existen 5
compuestos precursores para llegar a la sintesis de la zwittermicina A (Emmert et

al. 2004).

Como se menciond anteriormente, el género Bacillus sobresale por la sintesis de
antibiéticos peptidicos y lipopeptidicos, por lo que se han reportado algunos
lipopéptidos con actividad antagdnica hacia hongos fitopatdgenos. Un nuevo
lipopéptido denominado Kurstakins se determind por espectrometria de masas en
B. thuringiensis con actividad hacia el hongo Stachybotrys charatum (Hathout et al.
2002). Ademas, en B. thuringiensis se purificé un lipopéptido similar a la fengicina
cuya estructura se determiné por HPLC y espectrometria de masas MALDI-TOF.
El lipopéptido mostrd actividad inhibitoria hacia los hongos Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici, Botrytis cinerea, Sclerotium cepivorum y
Colletotrichum coccodes. De manera singular, este lipopéptido también mostré
actividad en contra de la larva del lepidoptero Pieris rapae crucivora, una plaga de
especies del género Brassicaca como la col, la coliflor y el brécoli. Lo que permitio
sugerir a B. thuringiensis como una posible biocontroladora de mas de un tipo de

plaga (Kim et al. 2004).

Ademas B. thuringiensis, aunque en menor medida, también ha sido reportada
como una bacteria capaz de inducir el sistema de resistencia de las plantas. La
inoculacién de B. thuringiensis en las raices de plantas de tomate infectadas con

Ralstonia solanacearum, aumenté la actividad de las enzimas del tomate
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relacionadas con la patogenicidad (PR): quitinasas y B-glucanasas y disminuyd la
infeccion causada por el hongo (Takahashi et al. 2013). Hyakumachi et al. (2013)
inocularon a B. thuringiensis en plantas de tabaco infectadas con R.
solanacearum. Reportaron el aumento en la expresion de genes relacionados con
la respuesta de defensa en la via del acido salicilico (SA) mientras que los genes

relacionados con la via del acido jasmaonico (JA) no fueron inducidos.

2. B. thuringiensis presenta actividades liticas

El estudio de las enzimas liticas y su papel en la inhibicibn de hongos
fitopatdgenos en la especie B. thuringiensis ha sido poco estudiado.

Con respecto a la sintesis de p-glucanasas existe un reporte en donde se analizé
la presencia de actividad 1,3-B-glucanasas en 27 cepas de B. thuringiensis. El
74% de las cepas analizadas (20 cepas) pudieron degradar glucano. Esto sugirié
que las B-glucanasas podrian estar ampliamente distribuidas en las cepas de la
especie B. thuringiensis (Martin et al. 1980). De manera mas reciente se reporto la
amplificacion del gen putativo que codifica para p-glucanasas en 3 cepas de B.
thuringiensis (Raddadi et al. 2009). En cuanto a las bases de datos en la anotacion
de funciones putativas de genes asi como en los reportes de secuenciacion
completa de cepas de B. thuringiensis existen genes que han sido anotados como
posibles B-glucanasas (Guan et al. 2012).

Con respecto a las celulasas, se reportdé actividad en algunas cepas de B.

thuringiensis en rangos que van de 0.01 a 0.07 Unidades (U) (Lin et al. 2012;
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Tenorio-Sanchez 2010). Estas unidades de actividad, en las cepas de B.
thuringiensis, son bajas comparadas con otras especies bacterias del género,
como B. pumilus, que present6 actividad de celulasas en un promedio de 8.25
U/mg de proteina (Lima et al. 2005). En las bases de datos y reportes de
secuenciacion completa de cepas de B. thuringiensis, existen genes que han sido
anotados como posibles celulasas (He et al. 2010).

Finalmente, no existen reportes que relacionen la actividad de B-glucanasas y de
celulasas con la capacidad antifungica de B. thuringiensis. Debido a todo esto,
tanto la actividad de [-glucanasas como la actividad de celulasas en B.
thuringiensis, es un ambito que debe ser estudiado mas profundamente.

Por otro lado la actividad de quitinasas de B. thuringiensis ha sido mas estudiada y
existen varios reportes de la presencia de la actividad en estas cepas. Driss et al.
(2005) revisaron un total de 256 cepas de B. thuringiensis de las cuales el 87% de
ellas present6 actividad. De manera contrastante Rosas-Garcia et al. (2013)
analizaron 85 cepas donde sélo el 9.41% de ellas presento actividad.

De manera general, las quitinasas de B. thuringiensis presentan actividad éptima a
pH 5 a 6.5, aunque mantienen actividad en pH de 4 a 9. La actividad optima se da
a temperaturas que van entre los 50 y 55°C, y existe perdida en la actividad a
partir de los 60°C (Arora et al. 2003; Rosas-Garcia et al. 2013). Ademas, las
secuencias de quitinasas de B. thuringiensis son conservadas mostrando
porcentajes de identidad que van entre 89-99%, esto incluye tanto genes que

codifican endoquitinasas como exoquitinasas en B. thuringiensis (Lin & Xiong
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2004).

Sin embargo, en cuanto a la relacion que existe de la actividad de quitinasa y la
capacidad antagénica de la especie B. thuringiensis hacia hongos fitopatdgenos
existen pocos reportes. Hasta donde sabemos, solo hay 3 trabajos en donde se
relacion6 la actividad de quitinasas de B. thuringiensis con su capacidad
antifingica. Sin embargo, es de recalcar que no hay trabajos sobre el biocontrol,
donde se involucre a la planta en tales experimentos.

Reyes-Ramirez et al. (2006), reportaron la actividad antifingica de la quitinasa
purificada de B. thuringiensis contra varias especies de hongos fitopatégenos:
Sclerotium rolfsii, Helminthosporium sp., Nigrospora sp., Curvularia sp., Aspergillus
flavus, Aspergillus candidus, Aspergillus terreus, Absidia sp., Aspergillus niger,
Aspergillus fumigatus y Rhizopus sp. La quitinasa inhibié el crecimiento de
practicamente todos los hongos, a excepcién del hongo A. niger. Ademas se
observo que la aplicacion de la quitinasa en semillas de soya infectadas con el
hongo S. rolfsii aumenté los porcentajes de germinacion en las semillas y a partir
de la concentracién de 0.6 U/mg de proteina, los porcentajes de germinacién son
estadisticamente iguales a las semillas control, que no fueron infectadas con el
hongo (Fig. 2).

En un trabajo similar de Morales de la Vega et al. (2006), la aplicacion de quitinasa
de B. thuringiensis mejord la germinacion de semillas de soya infectadas con los
hongos Pestalotia sp., Fusarium sp., Macrophomina sp. y Helminthosporium sp.

En todos los casos los porcentajes de germinacidon son significativamente
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mayores, con respecto a las semillas infectadas sin ningun tratamiento.
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En el trabajo de Gomaa (2012) se comparoé la actividad antifungica de quitinasa de

licheniformis. Estas quitinasas inhibieron el

B. thuringiensis y la quitinasa de B.

de los hongos Aspergillus flavus, A. niger, A.

crecimiento de manera significativa

., F. oxysporum, Ralstonia solanacearum, Rhizopus sp.,

terreus, Fusarium sp

Trichoderma harzianum, T. viride y Verticillium sp. (Fig. 3). Ademas, la quitinasa de

B. thuringiensis, en algunos casos disminuyo en mayor medida el crecimiento de

24



|

los hongos en comparacion a la quitinasas de B. licheniformis (Fig. 3). Esto fue
mas claro en los hongos F. oxysporum, Fusarium sp., Rhizopus sp. y Verticillium
sp. (Fig. 3). De tal manera que, las quitinasas de B. thuringiensis en comparacion
con las de B. licheniformis podrian tener mayor aplicacion y posibilidad para ser

utilizadas como biocontroladoras.

m Adicién de qutinasa de B. thuringiensis o Adicion de qutinasa de B. licheniformis
120 -

A

47 i

Crecimientodelhongo (%)

1 2 3 4 & 8 7T B 9 10 11 12 13 14
Especies de hongos fitopatdégenos

Figura 3. Efecto de las quitinasas de B. thuringiensis y B. licheniformis en el
crecimiento de hongos fitopatdégenos.1, Aspergillus flavus; 2, Aspergillus niger; 3,
Aspergillus terreus; 4, Fusarium oxysporum; 5, Fusarium sp.; 6, Penicillum chrysogenum; 7,
Pythium sp.; 8, Ralstonia solanacearum; 9, Rhizoctonia solani; 10, Rhizoctonia sp.; 11,
Rhizopus sp.; 12, Trichoderma harzianum; 13, Trichoderma viride; 14, Verticillium sp. + DE.
Tomadode Gomaa 2012.

3. Aislamiento de la cepa antifungica Bacillus sp. UM96
En trabajos propios (Martinez-Absalon et al. 2012) se buscaron cepas con
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actividades antifungicas en rizosfera de plantas de sorgo cultivadas en campos del
municipio de Tarimbaro que pertenecen a la Posta Zootécnica de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMNSH). El trabajo se centr6 en un
aislado denominado como cepa UM96, la cual mostré actividad antifungica en
contra de los hongos fitopatdgenos F. oxysporum, Diaporthe phaseolorum,
Colletotrichum acutatum y Rhizoctonia solani. Dentro de estas cuatro especies de
hongos fitopatdgenos, la cepa UM96 disminuy6 el crecimiento de los hongos de
manera diferencial. Por ejemplo, el hongo C. acutatum presenté una mayor
disminucién en su crecimiento al ser inoculada con la cepa UM96, y por otro lado,

el hongo menos inhibido fue F. oxysporum (Martinez-Absal6n et al. 2012).

La cepa UM96 se clasifico dentro del género Bacillus con la secuencia parcial (790
pb) del gen de ADNr 16S. El porcentaje de identidad del gen parcial de ADNr 16S
fue de 91% respecto a la especie B. amyloliquefaciens. Este bajo porcentaje de
identidad sugiri6 que, Bacillus sp. UM96 podria ser una especie nueva aun no

descrita (Martinez-Absalon et al. 2012).

En trabajos posteriores Bacillus sp. UM96 también inhibié del hongo B. cinerea y
se observd que la capacidad de inhibicibn de Bacillus sp. UM96 dependi6é del
tiempo de inoculacién del aislado con respecto a los hongos. Bacillus sp. UM96
presentd mayor inhibicion al crecimiento de ambos hongos cuando se inocul6 24
horas antes que los hongos, en comparacion a la inoculacion simultanea de los
hongos y de la cepa Bacillus sp. UM96. La capacidad de inhibicion disminuy6

cuando los hongos se inocularon con 24 horas de ventaja sobre la bacteria.
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Ademas, Bacillus sp. UM96 se inocul6 en un sistema in vitro en la planta Medicago
truncatula, en donde no logro promover de manera significativa el crecimiento de

las plantas (Rojas-Solis. 2012. Tesis de Licenciatura. UMSNH).

Debido a que Bacillus sp. UM96 inhibe el crecimiento de varias especies de
hongos fitopatdogenos, es de nuestro interés continuar con el analisis de los
mecanismos de inhibicién, asi como analizar el potencial de la cepa UM96 para

ser utilizada como biocontroladora de hongos (Martinez-Absalén et al. 2012).
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JUSTIFICACION

El uso de biofungicidas bacterianos es una alternativa para disminuir la aplicacion
de quimicos en la agricultura. Estudios previos en nuestro grupo de trabajo
muestran que la cepa Bacillus sp. UM96 posee la capacidad de inhibir el
crecimiento de hongos fitopatdgenos. Sin embargo se desconocen los
mecanismos por medio de los cuales ejerce esta inhibicion. Adicionalmente es
importante que las cepas que muestran capacidades para ser aplicadas en

campos como biocontroladores sean evaluados

HIPOTESIS

La cepa Bacillus sp. UM96 produce enzimas liticas involucradas en el biocontrol

de hongos fitopatégenos.

28



OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar las actividades liticas de la cepa Bacillus sp. UM96 y su capacidad de

biocontrol de hongos fitopatégenos.

Obijetivos especificos

1. Determinar la especie a la que pertenece la cepa Bacillus sp. UM96.

2. Detectar los genes chi en Bacillus sp. UM96 y evaluar la actividad de
enzimas liticas (quitinasa, celulasa y glucanasa).

3. Comparar la actividad antifiungica del sobrenadante de Bacillus sp. UM96
con quitinasa pura.

4. Evaluar las capacidades de colonizacion de Bacillus sp. UM96 en la
rizosfera de maiz (Zea mays).

5. Determinar las capacidades de Bacillus sp. UM96 en el biocontrol de

Botrytis cinerea en plantas de Medicago truncatula.
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I
MATERIALES Y METODOS

1. Caracterizacion molecular de Bacillus sp. UM96

1.2. Amplificacion del gen de ADNr 16S de Bacillus sp. UM96

El ADN gendémico de UM96 se obtuvo con el Kit Wizard SV Genomic DNA
Purification System de acuerdo al protocolo comercial.

El aislamiento del gen de ADNr 16S de Bacillus sp. UM96 se realiz6 mediante
PCR con los oligos universales Fdl y Rdl (Weisburg et al. 1991). Las
caracteristicas especificas de estos y todos los oligos utilizados en este trabajo se
encuentran listados en la Tabla 1. Las condiciones del termociclador para la
reaccion del PCR en este caso fueron las siguientes: Desnaturalizacion inicial de
95 °C/3 min, 40 ciclos que consistieron de 95 °C/1 min, 53m°C/1 miny 72 °C/2
min, la temperatura final de extension fue de 72n°C/10 min. El termociclador
utilizado fue Techne TC-412. El tubo de reacciéon de PCR contenia: 15 ul de
Master Mix (Taq ADN polimerasa, dATP, dGTP, dCTP, dTTP, MgCl,) 1 ul de Fd1 20
nMy 1 ul de Rd1 20 nM, 1 pl de templado de ADN gendémico y 6 yl de agua libre
de nucleasas para un total de 24 pl.

El producto del PCR se observé por medio de un corrimiento electroforético en un
gel de agarosa al 1% en amortiguador TAE (Tris base, Acido acético glacial y
EDTA concentraciones). Las muestras de ADN se cargaron con 1 pl de GelRed™
colorante de fluorescencia por cada 5 yl de muestra de ADN y se corrieron con un
voltaje constante de 100 voltios durante 1 hora. Las bandas se observaron en un

transluminador Bio Rad de luz UV de onda corta.
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El producto de PCR se purifico con el Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up

System siguiendo el protocolo de la casa comercial.

1.3. Secuenciacién de gen de ADNr 16S de Bacillus sp. UM96

Para la secuenciacion se disefiaron oligos de secuenciacion internos, para lo cual
se utilizé la herramienta de Web Primer de Saccharomyces Genome Database, se
obtuvieron dos pares compuestos por los oligos delanteros: 601F
5TGATGTGAAAGCCCACGG3' y 1201F 5'CATCATGCCCCTTATGAC3 vy los
reversos: 327R S5'ACACTGGGACTGAGACACS y 929R
5'AAAGGAATTGACGGGGGCS3' (Tabla 1). Como secuencia de referencia se utilizé
el gen de ADNr 16S de B. thuringiensis subsp. chinensis CT-43 con numero de
acceso CP001907.1. La secuenciacion se realizé en el Cinvestav Unidad Irapuato

por medio de la técnica de secuenciacion por marcadores fluorescentes.

1.4. Anédlisis de homologia y construccién de arboles filogenéticos

El andlisis de homologia de la secuencia de ADNr 16S de la cepa UM96 se realizd
con el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) y la base de datos
del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Posteriormente con las
secuencias homologas de ADNr 16S recuperadas del anterior andlisis (Tabla 2) se
realizd6 un alineamiento con el programa CLUSTAL W2, para asi, realizar la
construccion de un arbol filogenético con el programa MEGA 5.0, utilizando el

método del vecino mas cercano y un Bootstrap de 1000.
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Tabla 1. Caracteristicas generales y especificas de los oligos utilizado

Oligos  Secuencia® Posiciones Genes Tamafio de N° de Referencia
reconocidos producto acceso”
(pb)
Fd1 5'CAGAGTTTGAT -- ADNr 16S 1500 - Weisburg
CCTGGCTCAG(d) et al 1991
Rd1l 5'AAGGAGGTGAT
CCAGCC(r)
Lep2A 5'CCGAGAAAGTC  2158-2178 crylA 890 -- Carozzi et
AAACATGCG(d) al 1991
Lep2B 5TACATGCCCTTT 3046-3066
CACGTTCC(r)
601F 5 TGATGTGAAAG 601-619 ADNr 16S° - CP001907.1 Este
CCCACGG(d) estudio
1201F 5'CATCATGCCCC  1201-1219
TTATGAC(d)
27R 5'ACACTGGGACT 27-45
GAGACAC(r)
929R 5'AAAGGAATTGA 929-947
CGGGGGC(r)
Chi-f 5'AATCACCCCCA 151-171 chi 2166 HQ418216.1 Este
GCTCCCTTG(d) estudio
Chi-r 5TTACGTCTAGTT 1201-1221 chi HQ418217.1
TTCGCTAA(r) HQ418219.1
AF526379.1
AY129671.1
EF427670.1

4 y r oligos directos y reversos respectivamente
PBase de datos GenBank
‘Oligos de secuenciacion interna para el de ADNr 16S (601F, 1201F, 27R y 929R)

1.5. Amplificacion del gen cry de Bacillus sp. UM96

Para el aislamiento del gen cry de la cepa Bacillus sp. UM96 se utilizaron oligos
universales Lep2A y Lep2B (Tabla 1), disefiados por Carozzi et al. (1991). Estos
oligos se disefiaron para la amplificacion de los genes del grupo crylA. Las
condiciones utilizadas en el termociclador fueron: 95 °C durante 4 min para la
desnaturalizacion inicial, 40 ciclos que consistieron de 95 °C/1 min, 42 °C/1 min y

72 °C/2 min, la temperatura final de extension fue de 72 °C/10 min. Las
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concentraciones en el tubo de reaccion para este PCR asi como su visualizacion
se realizaron de la misma manera ya descrita en la seccion 1.2. de materiales y

métodos.

Tabla 2. Cepas de referencia para la construccion de arbol filogenético

Cepa Numero de acceso del NCBI
Bacillus thuringiensis serovar chinensis CT-43 CP001907.1
Bacillus cereus G9842 CP001186.1
Bacillus anthracis str. A0248 CP001598.1
Bacillus megaterium QM B1551 CP001983.1
Bacillus subtilis BSn5 CP002468.1
Bacillus amyloliquefaciens LL3 CP002634.1
Bacillus licheniformis ATCC 14580 CP000002
Bacillus halodurans C-125 BAO00004.3
Listeria innocua Clip11262 AL596173.1
Listeria monocytogenes EGD AL591983.1

2. Caracterizacion fenotipica

Para la observacion de un putativo cuerpo paraesporal en Bacillus sp. UM96
primeramente se indujo el proceso de esporulacién con su crecimiento el medio
minimo basal (BM) reportado por Nickerson y Bulla (1974) que contiene
MgS0,4.7H,0, 0.3 g; MnSO44H,0, 0.05 g; CaCl,-2H,0, 0.08 g; ZnS0O4 7H,0,
0.005 g; CuSO4-5H,0, 0.005 g; FeSO4 7H,0, 0.0005 g; KoHPO4, 0.5 g; (NH.)2SO4,

2.0 g; y 1.0 g de glucosa por litro de agua destilada (pH ajustado a 7.4). UM96 se
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mantuvo en medio BM a 30°C de 2 a 3 dias. Posteriormente se tom6 una muestra
que fue fijada con calor y teflida con azul brillante de coomassie (azul de
coomassie, 0.375 g; metanol, 120 ml; 4cido acético, 30 ml; agua destilada, 150 ml)
durante 5min. Se observd en microscopia éptica con aceite de inmersion a 100X

(Rampersad et al. 2002).

3. Anédlisis de los mecanismos de la cepa UM96 para inhibir el crecimiento de
hongos fitopatégenos

3.1. Amplificacion del gen chi de la cepa UM96

El aislamiento del gen chi se inici6 con la recuperacién de secuencias que
codifican para endoquitinasas en especies de Bacillus thuringiensis con la base de
datos del NCBI. Se analizaron sus porcentajes de identidad con el programa
BLASTn y posteriormente se realiz6 un alineamiento de las secuencias con el
programa Clustal W2. Con este alineamiento y el uso del programa PriFi
(Fredslund et al. 2005) se disefiaron los oligos Chi-r y Chi-f (Tabla 1). Los oligos
Chi-r y Chi-f se disefiaron con la finalidad de amplificar el operon completo del gen
chi. Las condiciones del termociclador para la reaccion de PCR fueron una
temperatura inicial de 95 °C, 3 min; y 40 ciclos de 95 °C, 1 min; 55 °C, 1 miny 72

°C, 2min. Con un ciclo final de extension de 72 °C por 10 min.
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3.2. Caracterizacion de actividad de enzimas liticas

La determinacion de la actividad de enzimas liticas de la cepa UM96 se realiz6 en
Laboratorio de Microbiologia Ambiental del CINVESTAV Unidad Irapuato a cargo
de Dr. Peia-Cabriales. Para medir la actividad de quitinasas se utilizaron dos tipos
de sobrenadantes, que provienen del crecimiento de Bacillus sp. UM96 en dos
tipos de cultivos diferentes: caldo nutritivo (CN) y un medio minimo cuya Unica
fuente de carbono es quitina (MQ), el cual consiste de: Na;HPO4, 6 g; KH,PO,4, 3.0
g; NH4Cl, 1 g; NaCl, 0.5 g; extracto de levadura, 0.05 g; quitina 1.0% (w/v); agatr,

15 g y agua destilada, hasta un volumen final de 1000 ml (Kamil et al. 2007).

Se inocul6 a Bacillus sp. UM96, con 250 pl de un preinéculo de la cepa a 1.5
ODeoomn, €n 250 ml de cada uno de los medios (CN y MQ) y se mantuvieron a 30
°C a 150 rmp durante 4 dias. Para obtener los sobrenadantes de Bacillus sp.
UMO96 se centrifug6 a las dos condiciones de cultivo a 10,000 rmp por 2 min, para

asi tener el sobrenadante CN y sobrenadante MQ, libre de células.

Para analizar la presencia de actividad de enzimas liticas quitinasas, celulasas, y
glucanasas se siguieron los protocolos de Suresh y Chandrasekaran (1998);
Ghose (1987); Kulminskaya et al. (2001), respectivamente. Se utilizd el
sobrenadante CN para analizar la actividad de las 3 enzimas, mientras que el
sobrenadante MQ se utilizo para tener actividad de quitinasas. En todos los casos
se tomo6 1 ml de cada sobrenadante y se adicion6 2 ml de buffer de fosfato-citrato

0.1 M (pH 4.4) y 0.5 mg del sustrato correspondiente ya sea celulosa, quitina o
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laminarina segun la reaccion que se trate (celulasa, quitinasa y glucanasa,
respectivamente). Como control se utilizé las misma reaccion antes mencionada

s6lo que no se coloco ningun tipo de sustrato.

Posteriormente, los tubos se dejaron incubar en bafio Maria a diferentes
temperaturas y tiempos. En el caso de los tubos donde se deseé medir actividad
de celulasas se incub6 a 50 °C por 60 min, para quitinasas 37 °C por 40 min y
finalmente para la actividad de glucanasas a 37 °C por 20 min. Se midi6 la
actividad enzimatica al adicionar 1ml de reactivo de Miller (1959), que posee acido
dinitrosalicilico (DNS) 1 g; SOsNay, 0.05 g; NaOH, 1 g; fenol, 0.2 g; agua destilada,
100ml) e incubar a 100 °C durante 10 min. Se permitié enfriar y se coloco a cada

tubo 1 ml de Sales de Rochelle al 40 %.

Las moléculas de azucar liberadas que actian como agentes reductores sobre el
DNS, se midieron en un espectofotdmetro (GENios XFLUOR 4 Version V 4.51) a
565 nm. Para el calculo de las unidas enzimatica se utiliz6 una curva de
calibracion con concentraciones conocidas de N-acetil-D-glucosamina y glucosa
como estandares en cada caso. Donde una unidad de actividad se definié como la
cantidad de actividad enzimatica en 1 ml de sobrenadante que libera 1 pmol de N-
acetilglucosamina o glucosa por minuto. El rendimiento enzimatico se expresoé

como umol/ml sobrenadante/min.
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3.3. Comparaciéon de la actividad antifungica del sobrenadante de la cepa

UMO96 con quitinasa pura

Se utilizaron los dos tipos de sobrenadantes CN y MQ, con los que, anteriormente
se midi6 la actividad de enzimas liticas. Est4d vez, para medir la actividad
antifingica de los sobrenadantes, se coloco y plaqueo 1 ml de cada uno en placas
con Agar Papa Dextrosa (PDA). Como parametro de comparacion en la actividad
antifangica se utilizé quitinasa pura (SIGMA) de Streptomyces griseus y se coloco
en cajas de PDA en las concentraciones: 0.8, 0.6, 0.4 y 0.2 U/mg de proteina.
Adicionalmente para inhibir la actividad proteica de los sobrenadantes CN y MQ se
incubaron en bafio Maria a temperaturas de 50, 60 y 70 °C durante 60 min, 1 ml
de cada una de estas condiciones de ambos sobrenadantes, también se plaqueo
en cajas de PDA. Para medir la actividad antifiingica de sobrenadantes y quitinasa
pura se coloc6 4 mm de diametro del micelio del hongo Botrytis cinerea en el

centro de cada caja

4. Ensayo de colonizacién de larizésfera de maiz por la cepa UM96

El ensayo de colonizacion de la rizésfera de maiz por UM96 se realizo de acuerdo
al protocolo reportado por Scher et al. (1983) sin ninguna modificacion. El método
consistié en la preparacion del indculo por medio de un cultivo de la cepa UM96

previamente crecido en cajas con AN a 30 °C por 24 h, se colocaron alrededor de
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10 semillas de maiz sin esterilizar, en cada caja y 10 ml de MgS0O,4 0.1 M estéril,

las semillas se mantuvieron en esa suspension bajo agitacion de 2 a 3 h a 25 °C.

Posteriormente se tomaron de manera aleatoria 3 semillas de cada condicion y
cada grupo se dejo en agitacion en 9 ml de MgSO, 0.1 M estéril, de dicha
suspensién se plaquearon 100 pl las diluciones 102 y 10° cada dilucién se
plaqueo por duplicado, para tener finalmente 4 replicas tanto para las semillas
inoculadas como para las semillas control. Las cajas se mantuvieron a 30 °C de 24
a 42 h, para posteriormente realizar el conteo de unidades formadoras de colonia

(CFU) y se reporté como CFU/ml.

Las semillas que no se utilizaron para medir la cantidad de CFU del inéculo inicial,
se utilizaron para los posteriores analisis. Cada semilla se colocé para su
germanizacion y crecimiento, en un tubo (25 x 200 mm) con 6 cm de arenay 5 ml
de agua y 2 cm de suelo. Las semillas fueron mantenidas en condiciones
controladas en una camara de crecimiento Percival con un ciclo 16 h luz/8 h
oscuridad y una intensidad de luz de 200 mol m? s* a 22 °C por 30 dias. Se
realizaron los siguientes tratamientos: i) semillas inoculadas sembradas en suelo,
i) semillas inoculadas sembradas en suelo estéril. Cada tratamiento se realizd con
10 semillas. En la Figura 8 se muestra el resultado de este sistema a 10 dias de

haber iniciado cada tratamiento.

La esterilizacion del suelo se realizo en una olla a presion a 103 kPa y 121 °C

durante 1 h, este proceso se repitio 24 h después. Pasados 30 dias se recuperé
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0.1 g de suelo rizosférico de cada planta de cada tratamiento, y se suspendi6 en 1
ml de MgSO, 0.1 M estéril, para realizar diluciones de 102y 107, de cada dilucién
se tomaron 100 pl y se plaquearon en cajas de AN adicionadas con 10 pg/ml de
ampicilina. Cada dilucién se plague6 por duplicado, para finalmente obtener 4
cajas plaqueadas para cada planta de cada tratamiento. Las cajas se incubaron a
30 °C de 24 a 48 h. Finalmente se realiz6 el conteo de CFU recuperado de cada

caja y se reporto como CFU/g de suelo rizosférico.

5. Anédlisis de la capacidad de biocontrol de la cepa UM96
5.1. Condiciones de crecimiento de las plantas

Se utilizaron plantas de Medicago truncatula ecotipo Jemalong (Al7-1), las
semillas se escarificaron con acido sulfarico concentrado y se realizaron 6 lavados
con agua desionizada estéril (Orozco-Mosqueda et al. 2013b). Para la
desinfeccion de las semillas se coloraron en una solucion de hipoclorito al 12 %
por 2 min, el exceso de hipoclorito se lavé con agua destilada estéril. Las semillas
se germinaron en cajas con medio Murashige-Skoog (MS) con 0.6 % de fitagar en

una cadmara de crecimiento Percival con la condiciones anteriormente descritas.
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5.2. Ensayo de biocontrol de la cepa UM96

Para el establecimiento del ensayo de biocontrol se utilizaron plantulas de M.
truncatula de 5 dias después de la germinacion. Las plantulas se trasplantaron de
mantera individual en frascos con una capacidad de 170 ml, (Orozco-Mosqueda et
al. 2013b) que contenian 25 ml de MS adicionado con 10 % de Agar Nutritivo (AN)

con la finalidad de favorecer el crecimiento del in6culo bacteriano.

Después de 8 dias de adaptacion de las plantas en este sistema se prosiguio a la
infeccion de plantas sanas con la inoculacion de esporas de B. cinerea (Ellwood et
al. 2006). Para la preparacion del in6culo de B. cinerea, el hongo se crecié en PDA
de 10-15 dias y se recuperaron las esporas en agua destilada estéril en una
concentracién de 1x10° esporas/ml. El conteo de esporas se realiz6 con una

camara de Neubauer en un microscopio éptico con un aumento de 40 X.

La preparacién del indculo bacteriano se realizé al crecer a la cepa UM96 en 5 ml
de CA a 30 °C hasta alcanzar una ODgoonm de 0.5 nm. Los tratamientos del ensayo
fueron: plantas control sin inocular, plantas infectadas con B. cinerea, plantas
infectadas con B. cinerea y tratadas con UM96, y plantas inoculadas con UM96.
Los in6culos: 50 ul de UM96 y 30 ul de B. cinérea, con las concentraciones ya

mencionadas se colocaron en la superficie de la raiz de manera simultanea.

Los parametros para medir el desarrollo de la infecciébn causada por B. cinerea en
M. truncatula fueron porcentaje de hojas infectas (PLI) y porcentaje de pudricion

de la raiz (PR).
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PLI= Numero de hojas infectadas/Numero de hojas observadas x 100; PR=
Longitud de pudricion de la raiz/longitud de raiz x 100. Ademas se midio el peso

fresco de la parte aérea y de la raiz.

5. Andlisis estadistico

El efecto de los tratamientos se determind con analisis de varianza (ANOVA una
variable) con el programa Statistica 6.0 (Statsoft Inc. 2001). Las medias se
separaron con la prueba de Tukey con p<0.05 o bien t de student p<0.05, seguln el

caso.
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RESULTADOS

1. Identificacién de la cepa UM96

1.1. Analisis de la secuencia del gen de ADNr 16S

La especie a la que pertenece la cepa Bacillus sp. UM96 se determind con
herramientas moleculares y fenotipicas. Dentro de la caracterizacibn molecular se
amplificé el gen de ADNr 16S con los oligos universales Fd1 y Rd1. En la Figura 4
se muestra el producto de la reaccion de PCR con estos oligos. Se observé una
Unica banda de aproximadamente 1500 pb, indicativa del gen de ADNr 16S de

Bacillus sp. UM96.
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M UM96

1,500 pb

Figura 4. Amplificacion del gen de ADNr 16S de B.
thuringiensis UM96. Carril M marcador de tamafo
molecular 1Kb de 10,000 pb; Carril UM96 gen de ADNr
16S de B. thuringiensis UM96.

La secuenciacion del gen se realizé con los oligos de secuenciacion interna: 601F,
1201F, 27R y 929R (Tabla 1). Como resultado se reporté una secuencia 1541 pb,
gue comprende la secuencia completa del gen ADNr 16S de la cepa Bacillus sp.
UM96.

Posteriormente para obtener los porcentajes de identidad de este gen con otras
especies de Bacillus, se realizdé el analisis de la secuencia con el programa
BLASTN. El gen de ADNr 16S de Bacillus sp. UM96 mostro identidad alta de 99%

tanto a especies de B. thuringiensis y a especies de B. cereus (Tabla 3).
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Tabla 3. Porcentajes de identidad del gen de ADNr 16S de B. thuringiensis UM96. Muestra
representativa de un analisis tipo BLASTn.

it Alignments

Max Total Query E

Description soore| sove | Cover ek 190!

" Bacillus thuringiensis HD-771, complete genome 9817 33607 100% 0.0 99%
Bacillus thuringiensis serovar chinensis CT-43, complete genome 2817 39407 100% 0.0 99%
" Bacillus cereus G9842, complete genome 9217 36519 100% 00 99%
Bacillus cereus strain G8639 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2913 2813 100% 00 99%

Estos porcentajes de identidad tan altos entre estas especies son comunes, ya
gue ambas pertenecen al grupo de Bacillus cereus sensu lato (Ash et al. 1991). En
este grupo, el gen de ADNr 16S, no es suficiente para diferenciar entre las
especies que lo conforman (Helgason et al. 2004). Por lo que la secuencia de
ADNr 16S no es suficiente para identificar la especie a la que Bacillus sp. UM96.

No obstante se observé en el arbol filogenético (Fig. 5) que la cepa UM96 forma
un grupo separado con una especie de B. thuringiensis. Esto puede sugerirnos
qgue Bacillus sp. UM96 se encuentra mas estrechamente relacionada con especies
de B. thuringiensis. Alun asi, fue necesario realizar estudios fenotipicos para poder

determinar a cual de especie pertenece Bacillus sp. UM96.
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Figura 5. Relacién filogenética de B. thuringiensis UM96 con otras bacterias del género Bacillus. El arbol
filogenético fue construido con secuencias completas del gen de ADNr 16S por medio del método del vecino mas
cercano, con un bootstrap de 1000 repeticiones. Especies de Listernia fueron usadas como grupo externo.

1.2. Caracterizacion del cuerpo paraesporal de la cepa UM96

B. thuringiensis se separa como especie del grupo de B. cereus por su capacidad
de ser patégena de insectos (Helgason et al. 2000; Rasko et al. 2005). Como se
expuso anteriormente, la ocupacién de este nicho por parte de B. thuringiensis, se
debe a la sintesis de un cuerpo paraesporal durante la diferenciacion en

endosporas (Jensen et al. 2003). Para facilitar la visualizacion de un putativo
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cuerpo paraesporal se indujo el proceso de esporulacion al crecer a Bacillus sp.
UM96 en el medio minimo BM. Posteriormente, se tomd una muestra bacteriana
para observar por microscopia 6ptica al tefiir con azul de coomassie. En la Figura
6 se muestran los cuerpos paraesporales obtenidos después del crecimiento en

medio minimo BM.

Figura 6. Cuerpo parasporal de B. thuringiensis UM96. Se observan varias
endosporas (e) elipsoidales, cuerpos parasporales (c) ovalados y células
vegetativas (V) de B. thuringiensis UM964. Microscopia 6ptica 100X tincién con
azul de coomassie.

En estas fotografias es posible observar un gran nimero de endosporas marcadas
con la letra e, las cuales presentan una forma eliptica. Por tanto, el crecimiento de
Bacillus sp. UM96 en el medio BM indujo la formacion de endosporas. También se
observd, en menor medida, células vegetativas (v) y los cuerpos paraesporales

(c), los cuales presentan una forma ovalada pequefia. Esta morfologia
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corresponde a una forma poco comudn en el cuerpo paraesporal, pero sin
embargo, ya ha sido reportada anteriormente (Rampersad & Ammons 2005). En
resumen, con el analisis de identidad del gen de ADNr 16S de la cepa UM96, que
la ubica dentro del grupo de B. cereus (Tabla 3); la relacion filogenética del gen de
ADNr 16S de Bacillus sp. UM96, mas cercana hacia la especie B. thuringiensis
(Fig. 5) y la presencia del cuerpo paraesporal (Fig. 6), se logré la identificacion de

Bacillus sp. UM96 como una especie de B. thuringiensis.

1.3. Presencia de genes cry en B. thuringiensis UM96

Los genes cry que codifican el cuerpo paraesporal en la especie de B.
thuringiensis, son ampliamente estudiados y existe un gran interés en la
identificacion de nuevos genes cry (Shu et al. 2013), por tanto y con el propésito
de enriquecer nuestros resultados, proseguimos a la amplificacion de los genes
cry en el genoma de B. thuringiensis UM96. Para lo cual se utilizaron los oligos
universales para genes cry Leb2A y Lep2B que amplifican los genes crylA
(Carozzi et al. 1991). El producto de PCR con estos oligos se muestra en la Figura
7, en donde se observa la banda del peso esperado de aproximadamente 890pb.
Esto nos indica la presencia de genes cry en B. thuringiensis UM96. Debido a que
los genes cry son especificos para la especie B. thuringiensis (Bravo et al. 1998),
la amplificacibn de genes cry en la cepa UM96 nos permite confirmar su
identificacion como una especie de B. thuringiensis. Ademas podemos sugerir que

B. thuringiensis UM96 puede tener genes de grupo crylA sin embargo es
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necesario llevar a cabo la purificacion y secuenciacion del gen.
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Figura 7. Amplificacion del gen crylA de B.
thuringiensis UM96. Carril M marcador de tamafo
molecular 1Kb de 10,000 pb. La flecha indica la banda del
peso esperadoparaelgen crylAde B. thuringiensis UM96.

2. Mecanismos de B. thuringiensis UM96 para inhibir el crecimiento de
hongos fitopatdégenos

2.1. Amplificacién del gen chi de endoquitinasas en B. thuringiensis UM96
Las quitinasas de la especie de B. thuringiensis han sido involucradas en su
mecanismo de inhibicién de hongos fitopatégenos (Morales de la Vega et al. 2006;

Reyes-Ramirez et al. 2006; Gomaa 2012). Debido a ello, nos planteamos el
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objetivo de detectar el gen chi en B. thuringiensis UM96, que codifica para

endoquitinasas.

10,000——

3000—— s
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1000— s

Figura 8. Amplificacion por PCR del gen chi de B.
thuringiensis UM96. Carrl M marcador de tamano
molecular 1Kb de 10,000 pb. La flecha indica la banda del
peso esperadopara elgen chide B. thuringiensis UM96.

Esto se realizé por PCR, usando los oligos Chi-f y Chi-r (Tablal). Como resultado,
en la Figura 8, se observo el producto de PCR con una Unica banda de un peso
aproximado al esperado de 2000 pb.

Debido a que no se encontraron inespecificidades en el producto de PCR y que
los oligos Chi-f y Chi-r se disefiaron de manera especifica para el gen chi de

endoquitinasas de B. thuringiensis, podemos sugerir que B. thuringiensis UM96
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contiene en su genoma un gen chi de endoquitinasas. Aunque aun debe obtenerse

la secuencia de DNA para confirmarlo.

2.2. Actividad de enzimas liticas en B. thuringiensis UM96

Debido a que las enzimas liticas se han reportado como mecanismos de inhibicion
de fitopatdgenos (Glick 2012), se analiz6 la actividad de las celulasas, glucanasas
y quitinasas en B. thuringiensis UM96. La actividad de enzimas liticas se medio
por medio de un método colorimétrico (Miller 1959) con el sobrenadante CN de B.
thuringiensis UM96 que proviene de su crecimiento en caldo nutritivo. Como
resultado B. thuringiensis UM96 mostré actividad de quitinasas (Fig. 9), no
obstante la actividad de glucanasas y celulasas resulté ausente.

En organismos como Streptomyces, Serratia, Bacillus y Actinomycetes la
presencia de quitina en el medio o caldo de cultivo aumenté la actividad de la
quitinasa (Gomes et al. 2000; Swiontek 2013, Arora et al 2003; Barboza-Corona et
al. 2008). Con la finalidad analizar si la presencia de quitina en el medio logra
aumentar la actividad de quitinasas en B. thuringiensis UM96, se analizé la
actividad de quitinasa en sobrenadante MQ, que proviene del crecimiento de B.
thuringiensis UM96 en un medio con quitina como Unica fuente de carbono. La
actividad de quitinasa en el caso del sobrenadante de CA fue de aproximadamente
0.2 U, mientras que la actividad de quitinasa fue notablemente mas alta al crecer a

B. thuringiensis UM96 en el medio MQ, llegando hasta aproximadamente 0.5 U

(Fig. 9).
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Figura 9. Actividad de quitinasa de B. thuringiensis
UM96. Las mediciones en la actividad enzimatica se
realizaron en los sobrenadantes obtenidos del crecimiento
de B. thuringiensis UM96 en caldo nutritivo (UM96 CN) y en
medio con quitinas como Unica fuente (UM96 MQ). Media +
DE. Letras diferentes indican diferencia significativa (t de
Student, p< 0.05)n=6.

La actividad que encontr6 en el sobrenadante MQ fue de mas del doble de
actividad enzimética en comparacion a la actividad en el sobrenadante CA (Fig. 9).
Esto nos indica que B. thuringiensis UM96 presento actividad de quitinasas, la cual
fue mas alta al crecer la cepa en un medio con quitina como Unica fuente de

carbono (sobrenadante MQ).
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2.3. Actividad antifungica del sobrenadante de B. thuringiensis UM96

Una vez establecido que B. thuringiensis UM96 presentd el gen chi de
endoquitinasa (Fig. 8) y que en ambos sobrenadantes (sobrenadante CN vy
sobrenadante MQ) se encontré actividad de quitinasa (Fig. 9), se prosiguié a
analizar la actividad antifiungica de los dos tipos de sobrenadantes obtenidos CN y
MQ, contra el hongo Botrytis cinerea.

Ademas, se compar0 la actividad antifangica de ambos sobrenadantes con
quitinasa pura comercial (Hoster et al. 2005), con la finalidad de tener elementos
gue nos den informacién sobre el papel que tiene la actividad de quitinasa de B.
thuringiensis UM96 sobre su capacidad antifangica. Adicionalmente, con la
finalidad de inhibir o eliminar la actividad de los sobrenadantes se incubaron a
temperaturas de 50, 60 y 70 °C, para establecer si la actividad del sobrenadante
se debe a actividad proteica.

La quitinasa pura disminuyo el crecimiento de B. cinerea de manera dependiente a
la concentracion de quitinasa. La mayor disminucion en el crecimiento se presento
en la concentracion de quitinasa comercial de 0.8 U/mg de proteina que provocé
un crecimiento de solo un 32 % del micelio del hongo (Fig. 10).

Los sobrenadantes que se obtuvieron de los medios CN y MQ sin ningun
tratamiento disminuyeron el crecimiento del hongo de manera significativa, y el
crecimiento fue estadisticamente similar con ambos tratamientos. Ademas, la
aplicacion del sobrenadante MQ provoco un crecimiento de solo el 37 % en el

hongo B. cinérea, esta disminucion fue mayor en comparacion con la aplicaciéon
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del sobrenadante CN, en donde el hongo crece en un 41 % (Fig. 10).

Cabe resaltar que la disminucion en el crecimiento de B. cinerea por el efecto de
los sobrenadantes CN y MQ, fue similar a la disminucion que generé la
concentracion més alta de quitinasa pura (0.8 U/mg de proteina) (Fig. 10).

Por otro lado, los sobrenadantes incubados a 50 °C (CN y MQ) mantuvieron la
actividad antifangica, la cual fue inclusive muy similar a los sobrenadante sin
ningun tratamiento; esto fue méas notable en el sobrenadante MQ a 50 °C, en
donde el hongo sélo creci6 en un 39 % y fue estadisticamente igual a los
sobrenadantes no incubados; en cuanto a el sobrenadante CN incubado a 50 °C el
hongo creci6 en un 48 %, lo que generé un crecimiento en el micelio
estadisticamente mayor al se presentd en los sobrenadantes CN, MQ y MQ
incubado a 50 °C (Fig. 10).

A temperaturas de incubacibn de 60 y 70 °C se observd que ambos
sobrenadantes, pierden significativamente la actividad antifingica, mostrando
crecimientos estadisticamente iguales a los del hongo control sin ningun
tratamiento, con un crecimiento del 88 % en CN y del 85 % en MQ. En cuanto a la
incubacion con 70 °C, el crecimiento B. cinerea fue un poco mayor, pero
estadisticamente igual al control (97 % en CNy 96 % en MQ) (Fig. 10).

El sobrenadante MQ mantuvo la tendencia de disminuir mas el crecimiento del B.
cinerea en comparacion a el sobrenadante CN, y el sobrenadante MQ incubado a
50 °C significativamente disminuyd en mayor medida y el crecimiento del hogo en

comparacion al sobrenadante CN (Fig. 10), esto pudo deberse a que en el
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sobrenadante MQ se encontr6 mayor actividad de quitinasa (Fig. 9).
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Figura 10. Actividad del sobrenadante de B. thuringiensis UM96 sobre el hongo B. cinerea. Porcentaje de
crecimiento de B. cinerea = crecimiento del hongo control / crecimiento del hongo en el tratamiento correspondiente
x 100. Tratamientos: Quitinasa pura comercial (barras negras a gris); sobrenadante de B. thuringiensis UM96 crecido
en CN (S. UM96 CN) e incubado a 50, 60 y 70°C (barras azules); sobrenadante de B. thuringiensis UM96 crecido en
MQ (S. UM96 MQ) e incubado a 50, 60 y 70°C (barras verdes). + ES. Letras diferentes indica diferencia significativa

(prueba Tukey p < 0.05) n=6.

Ademas, ambos tipos de sobrenadantes mantuvieron una actividad antifingica
parecida a la concentracibn mas alta de quitinasa pura. Mientras que, las
temperaturas de incubacion en las que los sobrenadante mantuvieron y perdieron
su actividad antifangica, concuerdan con la estabilidad y actividad de las

quitinasas a estas temperaturas (Barboza-Corona et al. 2008; Rosas-Garcia et al.
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2013). Todo ello permite sugerir que la actividad de quitinasa de los sobrenadantes

podria participar en la actividad antifungica de B. thuringiensis UM96.

3. Capacidad de biocontrol de B. thuringiensis UM96

3.1. B. thuringiensis UM96 puede colonizar larizosfera de plantas de maiz
Una de las cualidades de las cepas exitosas en el biocontrol de fitopatdgenos es
su capacidad de colonizacion de la rizésfera de las plantas. (Kamilova et al. 2005;
Vidal-Quist et al. 2013). Es por eso que es importante revisar que B. thuringiensis
UM96 mantenga esta capacidad.

Se analizo6 la capacidad de colonizacion B. thuringiensis UM96 en plantas de maiz,
gue se mantuvieron en suelo, o en suelo tratado en autoclave (ver materiales y
métodos). En la Figura 11 se observa, el desarrollo, hasta el decimo dia, del
sistema que se utilizo, el cual se fundamenta, en el crecimiento del in6culo en un
medio pobre (arena), de tal manera que su presencia en la zona de la arena (su
alta densidad) se explica debido a su capacidad de colonizar la rizésfera de esta
zona (Scher et al. 1984). B. thuringiensis UM96 se inocul6 en las semillas de maiz
en una densidad inicial de 1x10* a 1x10°> CFU/mI (Fig. 12). Después de 30 dias de
crecimiento, la densidad de CFU de las plantas que se mantuvieron en suelo

rizésferico, fue de aproximadamente 1x10’ CFU/g de suelo de rizosférico (Fig. 12).
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Figura 11. Ensayo de colonizacion de B. thuringiensis
UM96 en plantas de maiz. Sistema de colonizacion de
rizosferaalos 10 dias de inoculacion.

La densidad de CFU que se encontro en el suelo rizosférico estéril fue muy similar,
también de aproximadamente 1x10’ CFU/g de suelo de rizosférico. La alta
densidad de CFU en las dos condiciones de suelo rizosférico que se utilizaron, nos

permite concluir que B. thuringiensis UM96 logré colonizar la rizésfera de maiz.
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Figura 12. B. thuringiensis UM96 coloniza de la rizésfera de maiz.
Inoculacion de B. thuringiensis UM96 en semillas de maiz (Inoculacion
semilla). Niumero de CFU recuperado de la rizésfera 30 dias después
de la inoculacién en ambos tratamientos (suelo rizosférico y suelo
rizosférico estéril). Media + DS. Letras diferentes indican diferencia
significativa (Tukey p<0.05) n=10.

3.2. B. thuringiensis UM96 muestra capacidad de biocontrol del hongo B.
cinerea en plantas de M. truncatula

La capacidad de biocontrol de B. thuringiensis UM96 se analiz6 en un ensayo in
vitro con plantas de M. truncatula que se infectaron con el hongo B. cinerea.

En la Figura 13 se observa el efecto que tuvo la inoculacion de los
microorganismos de forma separada. La inoculacion de B. thuringiensis UM96 en
las plantas, no presento un efecto significativo en la biomasa, ya que tanto el peso
de la parte aérea (Fig. 13 panel A), como el peso de la raiz (Fig. 13 panel B) fue

estadisticamente similar con respecto a las plantas control sin ningun tratamiento.
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Por otra parte, la inoculacion con el hongo fitopatégeno B. cinerea disminuyé de
manera significativa el peso fresco de la parte aérea (Fig. 13 panel A) y el peso
fresco de la raiz (Fig. 13 panel B) en las plantas de M. truncatula, en comparacion
a las plantas control.

Las plantas infectas con B. cinerea que se trataron con B. thuringiensis UM96,
tuvieron pesos de la parte aérea similares a las plantas control sin ningun
tratamiento (Fig. 13 panel A).

Al analizar la raiz de las plantas infectadas e inoculadas con B. thuringiensis
UM96, se encontraron pesos frescos estadisticamente menores al de las a plantas
control (Fig. 13 panel B).De manera visual se observo la disminucion en los
sintomas de la infeccién en las plantas tratadas con B. thuringiensis UM96 (Fig. 13
panel F), en comparacién a las plantas que se infectaron con el hongo, sin ninguin
tratamiento (Fig. 13 panel C). Es apreciable la ausencia del crecimiento del moho
gris sobre la raiz, tallos sanos, asi como una disminucién importante en las hojas
necréticas (Fig. 13 panel C y F). Finalmente también es posible observar en el
panel D y G de la Figura 13 que en las plantas inoculadas con B. thuringiensis
UM96 no hay diferencia en su crecimiento, en comparacién con las plantas
control. Todo ello nos indica que B. thuringiensis UM96 pudo disminuir de manera
significativa la infeccion de B. cinerea.

En cuanto a los parametros de porcentaje de infeccion de las hojas (PLI) y
porcentaje de crecimiento del moho gris sobre la raiz (PR) (Fig. 14) B.

thuringiensis UM96 disminuyé de manera significativa la infecciébn de B. cinerea
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sobre M. truncatula, en ambos parametros (PLI y PR), con respecto a las plantas

infectadas (Fig. 14 panel A).
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Figura 13. Actividad de biocontrol de B. thuringiensis UM96 hacia el hongo fitopatégeno
B. cinerea en plantas de M. truncatula. Capacidad de biocontrol de B. thuringiensis UM96
sobre la infeccion de B. cinerea en M. truncatula. Peso fresco de la parte aérea (A), peso
fresco de las raiz (B). Media £ DE. Letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey
p<0.05) n=9. Infeccion de B. cinerea sobre M. truncatula (C); plantas infectadas y tratadas con
B. thuringiensis UM96 (D); plantas inoculadas con B. thuringiensis UM96 (F) y platas control
sin ningun tratamiento (G)

Las fotografias representativas (Fig. 14) de los paneles B y C refieren a las plantas

infectadas dentro de los frascos que se utilizaron en el sistema de este ensayo; en
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las plantas infectadas se observa claramente una disminucion en el crecimiento de
la planta, sobre todo en la parte aérea de la misma, también es posible observar el
crecimiento del hongo sobre todo el medio MS contenido en el frasco. Por otro
lado las fotografias de los paneles D y E refieren a las plantas infectadas y
tratadas con la cepa UM96; es claramente visible un mayor crecimiento en estas
plantas, ademés fue interesante observar la disminucion en el crecimiento del

hongo e inclusive es de notar que el hongo no logro crecer sobre el MS.
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Figura 14. B. thuringiensis UM96 protege a M. truncatula de la infeccion de B. cinerea. M.
truncatula infectada con B. cinerea () y tratada con B. thuringiensis UM96 (" ) en los parametros
PLI (porcentaje de hojas infectadas) PR (porcentaje de moho gris sobre la raiz ) Media £ DE. Letras
diferentes indican diferencia significativa (t de Student, p < 0.05) n=9. Fotografias representativas del
ensayo en los frascos utilizados: M. truncatula infectada con B. cinerea (B y C) y M. truncatula
infectada y tratada con B. thuringiensis UM96 (D y E).

Todo ello nos muestra claramente la capacidad de B. thuringiensis UM96 para
biocontrolar la infeccién del hongo B. cinerea sobre M. truncatula, y nos indica que
B. thuringiensis UM96 tiene amplias posibilidades para ser usada como

biocontroladora de hongos fitopatdégenos en campos de cultivo.
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I
DISCUSION

1. Determinacion de Bacillus sp. UM96 como una especie de Bacillus
thuringiensis

En este trabajo se determiné que la cepa Bacillus sp. UM96 pertenece a la
especie B. thuringiensis. Se logré amplificar el gen de ADNr 16S (Fig. 4) y se
obtuvo su secuencia completa con 1541 pb. El porcentaje de identidad més alto
fue de 99% hacia especies del género, B. thuringiensis y B. cereus,
respectivamente (Tabla 3). La construccion del arbol filogenético con el gen ADNr
16S de algunas especies representativas del género, mostr6 que la cepa UM96 se
encuentra mas estrechamente relacionada a una especie de B. thuringiensis (Fig.
5). Sin embargo, todos estos elementos no permiten determinar a qué especie
pertenece Bacillus sp. UM96.

El porcentaje de identidad tan alto que la cepa UM96 mostrd a ambas especies (B.
thuringiensis y B. cereus) es comudn, ya que ambas son parte del grupo de Bacillus
cereus sensu lato (s.|. que significa en el sentido mas amplio), el cual esta
compuesto por las especies B. cereus, B. thuringiensis, y Bacillus anthracis,
principalmente (Helgason et al. 2000; Rasko et al 2005). No obstante también se
encuentran dentro del grupo las especies Bacillus mycoides, Bacillus
pseudomycoides y Bacillus weihenstephanensis (Tourasse et al. 2006; Jensen et
al. 2003). Este grupo presenta entre sus integrantes porcentajes de identidad que
van de 97 a 100% entre ellos (Ash et al. 1991). El parecido entre estas especies

es tal, que estudios filogenéticos con las especies del grupo, en donde se utilizan
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grupos de genes del metabolismo primario como marcadores moleculares (MLST
por sus siglas en inglés: multilocus sequence typing) no encuentran una
separacion clara entre las especies (Priest et al. 2004; Tourasse & Kolstg 2008;
Helgason et al. 2004). Inclusive estudios realizados con otros genes marcadores,
no han podido separar de manera clara las especies que integran el grupo de B.
cereus (Zwick et al. 2012). No obstante, debido a su importancia clinica y
agronémica existe una necesidad practica por distinguir entre ellas; de tal manera
qgue la caracteristica que distingue a B. thuringiensis del grupo Bacillus cereus
sensu lato es su capacidad de ser patdgena de insectos (Reiter et al. 2011; Shu et
al. 2013). Es posible caracterizar esta capacidad mediante la observacion del
cuerpo paraesporal (Gao et al. 2008; Ibarra et al. 2003). De tal manera de que al
tener indicios sobre la posibilidad de que Bacillus sp. UM96 podria pertenecer a la
especie de B. thuringiensis, se prosiguidé a observar por microscopia Optica un
putativo cuerpo paraesporal en la cepa. En las fotografias representativas de la
Figura 6 es posible observar endosporas, células vegetativas y cuerpos
paraesporales, de tal manera que podemos identificar a Bacillus sp. UM96 como
una especie de B. thuringiensis. Los cuerpos paraesporales de B. thuringiensis
UM96 presentaron una forma esférica pequefa. Las morfologias del cuerpo
paraesporal son muy diversas, y existen pocos estudios dedicados a la
clasificacion y diversidad de dichas morfologias. Sin embargo, se sabe que no
existe una relacion clara entre el tipo de morfologia y la actividad de las proteinas

Cry, esto es, a que taxa de insecto tendran capacidad de ser patdégenas
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(Rampersad & Ammons 2005). De tal manera que no es posible determinar por el
tipo de morfologia del cuerpo paraesporal, el taxa de insecto al que las proteinas
Cry serén patégenas. Es por ello que cuando se desea saber a qué tipo de insecto
puede ser patdégena una determinada cepa de B. thuringiensis, una de las
metodologias mas utilizadas es la amplificacion por PCR de los genes cry que
codifican la proteina en cuestién (Bravo et al. 1998; Porcar & Juarez-Pérez 2003;
Beron et al. 2005; Abulreesh et al. 2012; Shu et al. 2013). De tal manera que se
prosiguié a analizar por PCR los genes cry presentes en el genoma de la cepa
UMO96. Es importante mencionar que los genes cry son especificos para la especie
de B. thuringiensis (lbrahim et al. 2010; Crickmore et al. 1998). Tanto con el
objetivo de reafirmar la capacidad de B. thuringiensis UM96 de sintetizar un
cuerpo paraesporal, como, para tener indicios de a qué orden de insecto podria
ser patdgena. En nuestro trabajo decidimos enfocarnos en el grupo crylA, porque
son ser un grupo de genes comunes a todas la cepas de B. thuringiensis (Heckel
et al. 2007; Rampersad & Ammons 2005) y porque, ademas es el grupo con mayor
interés agrondmico (Federici 2005; Bravo et al. 2005). En la Figura 7 se observa el
producto de PCR con los oligos universales Lep2A 'y Lep2B (Carozzi et al. 1991),
con los que se obtuvo una banda de aproximadamente el peso esperado de 980
pb (Fig. 7). Con esto, podemos sugerir que B. thuringiensis UM96 presenta genes
cry que pertenecen al grupo crylA. De tal manera que también es posible sugerir
que B. thuringiensis UM96 podria ser hospedera de insectos del orden

Lepidoptera ya que como se menciond anteriormente el grupo crylA se encuentra
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estrechamente relacionado con la capacidad de B. thuringiensis de ser patégena
del orden Lepidoptera (Heckel et al. 2007; Uribe et al. 2003). El hecho de que, en
este primer PCR tengamos una banda que nos sugiere un gen del grupo crylA
resulta ser muy positivo en este trabajo, aun con la inespecificidad que
presentaron los oligos Lep2A y Lep2B en B. thuringiensis UM96 (Fig. 7), que
podria ser explicada debido a la alta diversidad de genes cry (Schnepf et al. 1998),
ademas varios trabajos muestran amplificaciones inespecificas de este tipo

(Sauka et al. 2007; Nazarian et al. 2009; Beron et al. 2005).

2. Mecanismo de inhibicién de hongos fitopatbgenos en B. thuringiensis
UM96

2.1. B. thuringiensis UM96 contiene un gen chi de endoquitinasas

De manera general las endoquitinasas tanto de B. thuringiensis como de otros
organismos se han relacionado en mayor medida con actividad antifingica
(Casique-Arroyo et al. 2007; Reyes-Ramirez et al. 2006; Gomes et al. 2001; Deng
et al. 2007), por lo tanto, es de gran importancia para este trabajo el haber
amplificado un gen chi que codifica para endoquitinasas en B. thuringiensis UM96
(Fig. 8). Las endoquitinasas no necesitan un extremo libre en una cadena de
quitina para su degradacion, de tal manera que podrian estar mas involucradas la
actividad antifungica en comparacion a las exoquitinasas (Neeraja et al. 2010). Sin
embargo también se ha encontrado actividad antifungica en exoquitinasas (Bolar

et al. 2001), inclusive en especies B. thuringiensis (Morales de la Vega et al.
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2006), por lo que no se debe descartar la presencia de esta enzima y su actividad
antifangica en B. thuringiensis UM96 e inclusive la posibilidad de un efecto
sinérgico de ambas enzimas. Es importante resaltar que se obtuvo una Unica
banda del tamafio esperado (Fig. 8) y que los oligos disefiados para este PCR se
hicieron de manera especifica, con secuencias que amplifican todo el gen de B.
thuringiensis (ver materiales y métodos). Ademas el gen chi es un gen altamente
conservado dentro de las especies de B. thuringiensis (Barboza-Corona et al.
2008, Lin & Xiong 2004, Casique-Arroyo et al. 2007) con porcentajes de identidad
que van del 94 al 99% entre ellas (Rosas-Garcia et al. 2013). Todo ello son
elementos que nos dan la oportunidad de reafirmar la presencia del gen chi de
endoquitinasas en el genoma de B. thuringiensis UM96. Ademas, debido a que
estos oligos se disefiaron para obtener el ORF (Marco de lectura abierto por sus
siglas en inglés Open Reading Frame) completo del gen de endoquitinasas, es
posible que este producto de PCR pueda ser utilizado para futuros andlisis de
expresion heterdloga del gen, lo que nos permitiria analizar a mayor profundidad la

actividad de esta proteina.

2.2. B. thuringiensis UM96 present0 actividad de quitinasas

Al buscar la actividad de enzimas liticas (glucanasas celulasas y quitinasas) B.
thuringiensis UM96 mostré Unicamente actividad de quitinasas, que aumentd en
mas del doble al crecer a la cepa UM96 en un medio con quitina como uUnica

fuente de carbono (MQ) (Fig. 9). La actividad enzimatica encontrada es parecida a
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otros reportes de quitinasas de B. thuringiensis (Morales de la Vega et al. 2006;
Reyes-Ramirez et al. 2006; Rosas-Garcia et al. 2013) y el incremento en la
actividad de quitinasas al crecer a la bacteria en medio con quitina ha sido también
ampliamente reportado (Gomaa 2012; Barboza-Corona et al. 1999), lo que le da
una concordancia y fiabilidad a nuestros resultados. Al encontrar actividad de
quitinasa y haber logrado la amplificaciéon del gen chi de endoquitinasas (Fig. 8),
podemos proponer por obviedad la sintesis de quitinasas por B. thuringiensis

UMB96, la cual probablemente podria ser una endoquitinasa.

2.3. La actividad de quitinasa de B. thuringiensis UM96 podria estar
involucrada en su actividad de inhibicion de hongos fitopatdgenos

Para averiguar si la actividad de quitinasas de los sobrenadantes CN y MQ se
encuentra involucrada en la actividad antifingica de B. thuringiensis UM96, se
comparé a los sobrenadantes con quitinasa pura. Ademas se analizd si la
incubacion de los sobrenadantes a altas temperaturas tiene un efecto similar al
que existe en la actividad de la quitinasa en estas mismas temperaturas. Al
encontrar que ambos sobrenadantes tienen actividad antifangica similar a la
quitinasa pura y que inclusive el sobrenadante MQ tiene una tendencia a disminuir
mas el crecimiento del hongo en comparacion al sobrenadante CN (Fig. 10).
Sugiere que la actividad de quitinasa de B. thuringiensis UM96 podria jugar un
papel importante sobre su capacidad antifungica.

Como se menciond en los antecedentes, las quitinasas de B. thuringiensis son
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proteinas estables a altas temperaturas ya que su actividad Optima se encuentra
entre los 50 y 55 °C y existe una perdida en la actividad a partir los 60 °C.
(Thamthiankul et al. 2001; Barboza-Corona et al. 2003; Barboza-Corona 2008;
Rosas-Garcia et al. 2013). Por tanto, el hecho de que ambos sobrenadantes
mostraron actividad antifingica a los 50 °C (Fig. 10), podria ser indicativo de
actividad de quitinasa como probable responsable en la disminucion del
crecimiento del micelio. Ademas, el sobrenadante MQ incubado a 50 °C mostrd
mayor disminucion estadisticamente significativa en el crecimiento del hongo en
comparacién con el sobrenadante CN a 50 °C (Fig. 10). Esto podria deberse a que
el sobrenadante MQ presenta mayor actividad de quitinasa que el sobrenadante
CN (Fig. 9), lo que también nos apoya para sugerir que la actividad de quitinasa de
la cepa UM96 estad involucrada en la capacidad de inhibicibn de hongos
fitopatégenos. Es importante mencionar que el método que se utilizé presenta la
bondad de ser practico, y aunque no se contd con un extracto puro, nos dio
elementos que nos ayudaron a relacionar la actividad de quitinasas con la
actividad antifangica de B. thuringiensis UM96.

Las quitinasas también se relacionan con la nutricion de la bacteria al permitir la
obtencién de carbono en el suelo por la degradacion de materia muerta que
contiene en su estructura quitina (Thamthiankul et al. 2001). Por lo que es de gran
importancia profundizar el estudio de la funcidn ecolégica que tienen las quitinasas
de B. thuringiensis.

En nuestro conocimiento, solo existen 3 reportes en donde se observa que las

67



quitinasas de B. thuringiensis tienen actividad antifungica (Morales de la Vega et
al. 2006; Reyes-Ramirez et al. 2006; Gomaa 2012), por lo que este trabajo
adquiere importancia al dar mas elementos que identifiquen a las quitinasas de B.
thuringiensis como enzimas con capacidad antifungica, asi como en la capacidad
B. thuringiensis de inhibir el crecimiento de fitopatégenos.

Por otro lado, también es importante mencionar que existen reportes donde se
involucra la sintesis de quitinasas como un mecanismo que mejora el proceso de
patogenicidad a insectos, ya que las quitinasas podrian degradar la pared celular
del insecto (Regev et al. 1996; Sampson & Gooday 1998).

Al momento de escribir esta tesis, existian experimentos en proceso para
determinar de forma definitiva si el mecanismo inhibitorio es a través de
quitinasas, mediante el empleo de un inhibidor especifico de estas proteinas como
lo es alomicidina en sobrenadantes tratados, se espera que ocurra pérdida de la
actividad fungitdéxica (Sampson & Gooday 1998; Sakuda et al. 1987), lo que
confirmaria que la quitinasa es responsable de la actividad antifingica de B.

thuringiensis UM96.

3. Interacciones de B. thuringiensis UM96 en la rizosfera

3.1. B. thuringiensis UM96 coloniza larizésfera de maiz

B. thuringiensis UM96 se inoculé en semillas de maiz, con la finalidad de observar
su capacidad de colonizar la rizésfera de estas plantas. Se inicié con un inoculo de

menos de 10° CFU en cada semilla. Pasadas 4 semanas se recuperé un nimero
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alto de CFU tanto en las plantas crecidas en suelo estéril como en suelo sin
ningln tratamiento con un nimero de CFU alto de aproximadamente 1x10’ CFU
en ambos tratamientos (Fig. 12). Debido a que se encontré un numero alto de
CFU en ambas condiciones, concluimos que B. thuringiensis UM96 tiene
capacidad para colonizar la rizésfera del maiz.

Es importante mencionar que existen autores que colocan a B. thuringiensis
Unicamente como una especie patdégena de insectos, argumentando que el
aislamiento de esta especie en la rizosfera se debe a la recuperacion de
endosporas y no refleja actividad metabdlica en la rizésfera (Jensen et al 2003;
Schnepf et al. 1998; Rasko et al. 2005). En este sentido al encontrar un nimero
alto de CFUs en la rizosfera de las plantas de maiz, que sobrepasa el niumero de
CFUs inoculado por semilla (Fig. 12), nos sugiere que B. thuringiensis UM96
mantuvo actividad metabdlica en la rizésfera de la planta del maiz. Mas aun,
debido a la escases de nutriente en la arena donde se aisl6 el indculo, es posible
proponer que la presencia de B. thuringiensis UM96 en esta zona se debe a su
interaccion con la rizésfera del maiz. Ademas existen varios trabajos que apoyan
la colonizacion de la rizosfera de las plantas en B. thuringiensis (Vidal-Quist et al.
2013; Monnerat et al. 2009) e inclusive sobre su capacidad de la colonizacién en

el filoplano de las plantas (Bizzarri & Bishop 2008).
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3.2. B. thuringiensis UM96 disminuye la infeccién causada por el hongo B.
cinerea en la planta M. truncatula

Las plantas infectadas e inoculadas con B. thuringiensis UM96 tuvieron pesos de
la parte aérea estadisticamente iguales a las plantas control sin infectar y sin
ningun tratamiento (Fig. 13 panel A). B. thuringiensis UM96 disminuyo6
significativamente el porcentaje de hojas infectadas (PLI) y el porcentaje de moho
gris sobre la raiz (PR) con respecto a las plantas infectadas sin ningan tratamiento
(Fig. 14 panel A). Por lo que B. thuringiensis UM96 logré biocontrolar la infeccion

causada por B. cinerea en las plantas de M. truncatula.

En este trabajo, hasta donde tenemos conocimiento, es la primera vez que se
prueba la capacidad de B. thuringiensis de biocontrolar el hongo B. cinerea en
plantas de M. truncatula. Choi et al. (2007) reportan 12 cepas de B. thuringiensis
con capacidades de biocontrolar el hongo de la cenicilla en plantas de pepino y
cebada. De manera mas reciente Hyakumachi et al. (2013) encuentran que B.
thuringiensis también tiene actividad en contra del hongo R. solanacearum en
plantas de tomate. La capacidad de biocontrol de estas cepas es similar a la
presente en B. thuringiensis UM96, esto nos permite sustentar a B. thuringiensis
UM96 como una cepa con posibilidades para ser usada como biocontroladora de

hongos fitopatégenos.

Los trabajos de biocontrol con cepas de B. thuringiensis no son abundantes, a
diferencia de la amplia realizacion de los ensayos in vitro hongo-bacteria,

sumando varias especies de hongos fitopatdgenos a las que B. thuringiensis ha
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logrado inhibir (Zhou et al. 2008; Manns et al. 2012; Kim et al. 2004). Esto es
indicativo de las posibilidades de B. thuringiensis para ser utilizada como
biocontroladora. Por lo que es importante reafirmar esta capacidad en ensayos de

biocontrol en condiciones de invernadero y campos de cultivo.

Debido a que B. thuringiensis UM96 presenté actividad de quitinasas, la cual
podria estar involucrada en su capacidad de inhibir hongos fitopatégenos (Fig. 10),
es posible, que las quitinasas puedan también estar involucradas en su capacidad
de biocontrol. Como se menciond anteriormente existen algunos trabajos en
donde se ha involucrado la capacidad de B. thuringiensis de inhibir hongos
fitopatdogenos (Morales de la Vega et al. 2006; Reyes-Ramirez et al. 2006; Gomaa
2012). Sin embargo esto no se ha realizado en interaccién con la planta en un
modelo de biocontrol, por o que es de gran interés realizar posteriores analisis
con inhibidores especificos de quitinasas como la alomicidina (Sakuda et al., 1987)

con este modelo de biocontrol.

Vale la pena considerar que B. cinerea es de manera general un hongo patégeno
de la parte aérea de las plantas, aunque, en ensayos in vitro se reporta la
infeccion en la raiz (Harrison 1988) y en condiciones naturales también ha sido
aislado de raices tuberculosas como papa y zanahoria (Droby & Lichter 2004;
Williamson et al. 2007). Esto nos sugiere que la disminucion en el peso de la raiz
de las plantas infectadas y tratadas con B. thuringiensis UM96 (Fig. 13 panel B),
no es un parametro significativo en la capacidad de B. thuringiensis UM96 para

biocontrolar a B. cinerea. Recordando que B. thuringiensis UM96 mostré
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disminucién de la infeccibn en los demas parametros utilizados. Ademas la
inoculacion de B. thuringiensis UM96 en las plantas de M. truncatula present6
resultados muy similares a el trabajo realizado por Rojas-Solis (Tesis de
Licenciatura. 2012. UMSNH), en donde la cepa UM96, al ser también inoculada en

plantas de M. truncatula, muestra una tendencia a aumentar la biomasa total.

Todo ello nos permite sugerir a B. thuringiensis UM96 como una cepa con amplias
posibilidades para ser utilizada como biocontroladora de hongos fitopatdgenos y
gue es posible que las quitinasas se encuentren involucradas en la capacidad de

biocontrol de B. thuringiensis UM96.
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|
RESUMEN DE RESULTADOS

La cepa UM96 pertenece a la especie Bacillus thuringiensis.

Los sobrenadantes de B. thuringiensis UM96 mostraron actividad de quitinasa y

una fuerte actividad antifungica, similar a la actividad de quitinasa pura.
El sobrenadante tratado a 60 y 70°C no mostré actividad antifangica.

B. thuringiensis UM96 muestra capacidad de colonizacion en la rizosfera de

plantas de maiz.

B. thuringiensis UM96 protege a M. truncatula de la infeccidbn causada por el

hongo fitopatdgeno B. cinerea.
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I
CONCLUSION

La actividad de quitinasa de la cepa B. thuringiensis UM96 podria estar

involucrada en su capacidad de biocontrol de hongos fitopatdgenos.
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I
PERSPECTIVAS

Emplear un inhibidor especifico de quitinasas, como alomicidina, para determinar

su papel especifico en el biocontrol de B. cinerea.

Determinar en condiciones de invernadero y campo de cultivo la capacidad de

biocontrol de B. thuringiensis UM96 de hongos fitopatdgenos.

Analizar la capacidad de B. thuringiensis UM96 como patdgena de insectos-plaga

en cultivos agricolas.

Determinar el tipo de genes cry que codifican el cuerpo paraesporal de B.

thuringiensis UM96.

Determinar el nivel de actividad de las quitinasas de B. thuringiensis UM96 en su

interaccién con hongos fitopatégenos.

Analizar el nivel de expresién del gen chi de endoquitinasas de B. thuringiensis

UMBO96 en la inoculacion de hongos fitopatégenos
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