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Resumen

Las especies del género Bacillus se encuentran en suelos y asociadas a plantas. Algunas de sus
integrantes son utilizadas como agentes de control bioldgico de enfermedades en diversos cultivos, gracias
a la produccion de moléculas bioldgicamente activas, como antibidticos, que inhiben el crecimiento de los
fitopatdgenos. La habilidad que tienen para producir esporas ha hecho de sus integrantes candidatos para
el desarrollo de formulaciones que son aplicadas a nivel de campo en el control de enfermedades y plagas.
Un reciente producto registrado como Fungifree AB®, basado en el agente de control bioldgico Bacillus sp.

83 es usado como alternativa para el control de enfermedades como la antracnosis.

En términos del gen ribosomal, la cepa 83 mostrd 99 % de identidad con las secuencias publicadas de las
cepas tipo B. subtilis subsp. subtilis 168" y B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42'. Sin embargo,
usando la secuencia del gen recA, la cepa 83 presentd 99 % de identidad con B. amyloliquefaciens subsp.
plantarum FZB42" y 85 % con B. subtilis. Haciendo uso de la reaccién de PCR, se encontraron en el genoma
del agente de biocontrol, los genes srfAA, minA y bmyD involucrados en la sintesis de los antibidticos
surfactina, macrolactina A y bacilomicina D, respectivamente. La secuencia de 685 pb producida con BOX-
PCR mostré 98 % de similitud con en el gen baeN de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42'

involucrado en la sintesis del antibidtico bacillaene.

Se desarrollé un marcador molecular para la identificacidn y posterior monitoreo del agente de
biocontrol 83 cuando sea aplicado en el campo. Se usé la técnica de secuencias consensos de DNA
intergénicas repetidas de enterobacterias (ERIC) para diferenciar al agente de control bioldgico del resto de
los Bacillus spp. Se obtuvo un fragmento de aproximadamente 1700 pb amplificado y discriminatorio de la
cepa 83, que fue secuenciado y caracterizado para el disefio de marcadores de una regién amplificada,
caracterizada y secuenciada (SCAR). Se disefiaron cuatro pares de marcadores a partir de clonas de la
ligaciéon de este fragmento, los cuales fueron evaluados en una primera etapa con cepas de
B.amyloliquefaciens para demostrar su especificidad. Los marcadores CBam83F/CBam83R fueron los Unicos
en demostrar especificidad para Bacillus sp. 83 en relacidn a otras bacterias. El limite de deteccién de los
marcadores fue evaluado por PCR cualitativo, detectando hasta 3 pg puL” de DNA de células vegetativas. Los
marcadores también demostraron capacidad para detectar la presencia del agente de biocontrol en hojas
de papayo durante seis dias, cuando se asperjaron 3.1 x 10’ células vegetativas y durante once dias, cuando
se inocularon 1 x 10’ esporas contenidas en un gramo de polvo Fungifree AB® por mL asperjado de la cepa
83, bajo condiciones de laboratorio. En este estudio se desarrollé un método rapido, especifico y confiable
para detectar a la cepa 83.
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Abstract

Bacteria belonging to the genus Bacillus are common soil inhabitants and are closely associated to
plants. Members of these bacilli have become good candidates as biocontrol agents, for the production of a
vast array of biologically active molecules potentially inhibitory for phytopathogen growth. This feature has
led to increased efforts to control plant diseases with biological products based on Bacillus species or their
metabolites as alternative and ecofriendly method to chemicals. A newly registered biological control
product Fungifree AB®, based on the antagonist Bacillus sp. strain 83, has been used as alternative for
mango anthracnose disease management. In this work, a strain-specific molecular marker to detect the

strain in agricultural fields was developed.

The 16S rDNA sequence from strain 83 had 99 % identity with the sequence of B. subtilis subsp. subtilis
168" and B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42', while recA sequence scores of 99 % and 85 % were
obtained for B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42" and B. subtilis, respectively. Specific polymerase
chain reaction primers identified this bacterium by the presence of the biosynthetic genes srfAA, minA,
bmyD of the antibiotics surfactin, macrolactin A and bacillomycin D, respectively. A sequence of
fingerprinting patterns produced by the BOX technique showed the presence of the baeN gene, involved in

the biosynthesis of the antibiotic bacillaene present in the 83 strain genome.

ERIC-PCR technique was used to differentiate the strain 83 from other Bacillus strains and to obtain
fingerprinting patterns. This approach allowed the selection of a 1.7 kb differentially amplified fragment
obtained from ERIC profiles. The fragment was cloned, sequenced and used to design four sequence
characterized amplification region (SCAR) primers. They were evaluated for their specificity towards this
strain. Only CBam83F/CBam83R primers were highly specific for strain 83. The sensibility of these primers
was evaluated by classical polymerase chain reaction (PCR) with a series of 10 fold dilutions of strain 83
DNA; the lowest DNA concentration detected was 3 pg pL™. Strain 83 was specifically detected by the
primers from the collected DNA mixture of microorganisms on leaves during 6 days when 3.1 x 10’
vegetative cells were used, and for 11 days after 1 x 10” spores present in the product Fungifree AB® were

sprayed. This study provided a fast, specific and reliable method to detect strain 83.
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Introduccion

1. Introduccion

Las enfermedades y plagas ocasionadas por hongos, bacterias, virus e insectos, llegan a provocar
pérdidas hasta del 50 % del total de la produccidn en diversos cultivos agricolas de importancia comercial,
originandose desde el campo hasta la etapa de postcosecha y provocando la disminucidn de la calidad del

producto, evitando su comercializacion (EI-Ghaouth, 1997).

El control de plagas y enfermedades se ha llevado a cabo en gran parte mediante la aplicacién de
productos quimicos (Agrios, 2000). Sin embargo, el uso extensivo de estos compuestos, ha incrementado el
nivel de contaminacién en el suelo y en el agua, provocando efectos adversos en la calidad de los alimentos
y en la salud de los seres humanos; ademas de generar organismos fitopatégenos altamente resistentes
(Cook, 1993; Ibarra et al., 2006). Las estrictas regulaciones sobre el uso de compuestos quimicos para el
control de fitopatdgenos, la presidon social para retirar del mercado los mas dafiinos y la creciente
preocupacién por parte de los consumidores de adquirir alimentos que estén libres de plaguicidas y
fungicidas estan haciendo inevitable la busqueda de alternativas seguras y amigables con el medio

ambiente y con los humanos.

La utilizacidn de microorganismos en el control bioldgico de plagas y enfermedades en plantas ha sido
considerada como un método alternativo, debido al reducido impacto ambiental que ha presentado. El
control bioldgico es definido como “el uso de organismos y/o sus metabolitos o subproductos, que son
enemigos naturales de una plaga o patdgeno, con el fin de disminuir su poblacién y reducir o eliminar los

efectos dafiinos que causan a la planta o sus productos” (Serrano-Carredn y Galindo, 2007).

En los ultimos afios, el control bioldgico de fitopatdgenos ha demostrado ventajas sobre el quimico, en
cuanto a la especificidad antagdnica en diferentes cultivos, por lo que ha sido tema de estudio en
numerosos grupos de investigacion. Se han identificado y evaluado varios microorganismos con potencial
para actuar como agentes de control bioldgico destacandose: Bacillus spp. (Demoz y Korsten, 2006; Chen et
al., 2009a; Arguelles-Arias et al., 2009; Arrebola et al., 2010), Pseudomonas spp. (Pujol et al., 2006;
Williamson et al., 2008), Candida spp. (Gamagae et al., 2003; Massart et al., 2005), Rhodotorula spp.
(Patifio-Vera et al., 2005; Zhang et al., 2009) y Trichoderma spp. (Hermosa et al., 2001; Rubio et al., 2005).

Entre los mecanismos antagonistas que llevan a cabo los agentes de control biolégico (ACB), destacan: la
competencia por espacio y nutrientes entre el patdgeno y el antagonista, parasitismo sobre el patdgeno,
produccién de metabolitos secundarios (enzimas liticas capaces de destruir literalmente la pared celular del
patégeno; y produccion de antibidticos) y la induccidon de resistencia sistémica contra el patégeno mediante
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la estimulacién de los mecanismos de defensa de la planta. El agente de biocontrol a través de estos
mecanismos y de su aplicacién tanto en precosecha como en postcosecha, han sido Gtiles para controlar la
actividad del patdégeno en diversos cultivos, y de esa manera disminuir las pérdidas que se originan de las

infecciones latentes provenientes del campo (Spadaro y Gullino, 2004).

Debido a la importancia que tiene la agricultura dedicada a productos de exportacidn en nuestro pais, es
importante que se desarrollen tecnologias para la produccidn, formulacién y aplicacidn de los agentes de
control biolégico (ACB) de fitopatdgenos. El desarrollo de tecnologias, inicia con la busqueda y seleccién de
un aislado microbiano eficaz para el control del crecimiento del patdgeno. De manera paralela, debe
desarrollarse un sistema de produccién y formulacién, para obtener un producto con una vida de anaquel
alta y que provea al ACB ventajas competitivas en el ambiente en el cual sera aplicado (Serrano-Carredn y
Galindo, 2007). Es importante considerar que la tecnologia de produccién y formulacién debe ofrecer un
producto que relna las cualidades necesarias para potenciar los mecanismos de antagonismo del agente de
control bioldgico en su aplicacién en el campo. Las cepas antagonistas seleccionadas deben de ser capaces
de ejercer su control no sélo en el laboratorio, sino también bajo condiciones naturales en donde esté

presente la enfermedad.

En la busqueda de agentes de control bioldgico, el laboratorio del Dr. Enrique Galindo en colaboracion
con el CIAD-Culiacan aislaron de la filésfera de mango a la bacteria Bacillus sp. 83, la cual ha mostrado
caracteristicas importantes de actividad antagdnica para ser utilizada como agente de biocontrol. Esta cepa
resultd ser efectiva tanto en precosecha como en postcosecha de cultivos de mango en el control de la
enfermedad denominada “antracnosis” ocasionada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides. (Carrillo-
Fasio et al., 2005). Ademads se observé y demostré in vitro que su mecanismo de accién es a través de la
produccién de metabolitos termorresistentes con actividad antifungica (Morales, 2007; Solis, 2010). Debido
a las caracteristicas sefialadas, se desarrolld un formulado en polvo que contiene esporas de la cepa 83,

denominado Fungifree AB®, para su uso comercial como agente de control bioldgico de enfermedades.

En el grupo existe el interés, ademas de conocer qué otros mecanismos utiliza Bacillus sp. 83 para el
control de la antracnosis, también es necesario el conocimiento de su persistencia después de su aplicacion
sobre superficies vegetales. Algunos autores han mencionado la importancia de la colonizacién de las
plantas por parte de los antagonistas, para que lleven a cabo los mecanismos de control sobre los
patégenos. Los trabajos realizados en campo demostraron que la cepa 83 controld la enfermedad. Sin
embargo, no se tuvo evidencia de su presencia y el tiempo en que ésta permanecié en las hojas de mango
después de haber sido asperjada. Por tal motivo, en este trabajo de investigacién, se propuso el desarrollo
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de un método para la identificacidon de la cepa 83 presente en el formulado Fungifree AB® cuando sea

aplicada en campo.

El desarrollo y aplicacion del método para el seguimiento de un ACB debe proporcionar su identificacion
inequivoca con la finalidad de evaluar su colonizacidon y dinamica de poblacién; y por lo tanto que los
resultados puedan utilizarse para optimizar su aplicacidn y lograr el mayor nivel de control posible de la
enfermedad. El monitoreo de un ACB es un reto, debido a la complejidad y a la diversidad microbiana
presente en el ambiente. Actualmente, son pocos los métodos de monitoreo que se han desarrollado para
identificar y cuantificar, en muestras complejas como el suelo y las plantas, a los agentes de biocontrol. Se
han reportado diferentes métodos que van desde los microbiolégicos tradicionales hasta los moleculares
gue hacen uso de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR). Para estos ultimos, se han empleado las
mismas estrategias y protocolos desarrollados para la deteccidn y cuantificacién de fitopatdgenos. Ademas,
este tipo de métodos hace posible la diferenciacion del ACB de otros microorganismos cercanos y el

entendimiento de su establecimiento donde es aplicado (Holmberg et al., 2009).



Antecedentes

2. Antecedentes

2.1. Control biolégico de enfermedades

El uso desmedido de plaguicidas y fungicidas ha traido serios problemas ambientales y de salud, ademas
de la resistencia de los patégenos y la revocacidn del registro de muchos fungicidas foliares, ha obligado a la
busqueda de alternativas para el control de enfermedades. Una de las estrategias con potencial para
disminuir los problemas anteriores, es el uso de los antagonistas naturales de los fitopatdgenos (Beattie y
Lindow, 1999), los cuales han demostrado ser una de las alternativas seguras y amigables con el medio

ambiente, en diversos cultivos de importancia agricola en nuestro pais.

Para seleccionar un microorganismo como agente de biocontrol, ademas de estudiar su poder
inhibitorio, se deben tener en cuenta otras caracteristicas entre las que destacan: estabilidad genética,
efectivo a bajas concentraciones, habilidad para colonizar, capaz de sobrevivir bajo condiciones ambientales
adversas, efectivo para un amplio rango de fitopatdgenos en diferentes cultivos, ser compatible con otras
practicas agricolas, no ser patdgeno para el hospedero y principalmente no producir metabolitos dafiinos
para el ser humano (Janisiewicz y Korsten, 2002). Ademas de lo anterior, es importante para el control de la
enfermedad, la relacién entre la concentracidn aplicada del antagonista y la concentracidn presente del
patégeno, asi como también el tiempo transcurrido desde su aplicacién y el efecto que tenga hacia el

microorganismo causante de la enfermedad (Barkai-Golan, 2001).

Las investigaciones sobre el establecimiento de los agentes de biocontrol y su interaccidon con el
hospedero y el patdgeno, han ofrecido una nueva manera de entender el mecanismo de control de las
enfermedades en las plantas. Los géneros que han presentado actividad antagdnica contra fitopatégenos,

han sido principalmente Bacillus, Pseudomonas, Candida y Trichoderma (Kinkel, 1997).

2.2. Género Bacillus como agente de control bioldgico de enfermedades

Bacillus es uno de lo géneros bacterianos mejor caracterizados. Es un género muy heterogéneo en
cuanto a su fisiologia, ecologia y genética. Estd formado por microorganismos bacilares, Gram-positivos,
anaerobios o aerobios facultativos, nitrificantes, desnitrificantes, fijadores de nitrégeno, alcaldfilos y
aciddfilos (Slepecky y Hemphill, 2006); producen formas celulares denominadas esporas en respuesta a
estrés nutricional o ambiental. Estas formas celulares son metabdlicamente inactivas hasta que puedan
detectar nutrientes en el ambiente y responder a ellos, pasando al estado de célula vegetativa (Errington,
2003). Ademas de tener la capacidad de esporular, las especies de Bacillus tienen que desarrollar otro tipo

de estrategias entre las que destacan la movilidad, quimiotaxis y produccién de metabolitos (enzimas liticas,
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siderdforos y antibidticos) para suprimir la competencia con los patdgenos y con ello poner a su disposicion

los nutrientes del medio (Earl et al., 2008).

Se han reportado diferentes maneras para clasificar este género de acuerdo a su bioquimica, estilos de
vida y crecimiento en diferentes sustratos. Una de ellas, muy general, lo ha agrupado en tres categorias:
patogénicos, ambientales y aquellos con potencial para usarse en la industria. Las especies dentro del grupo
de los ambientales incluyen a B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. licheniformis, B. firmus, B.
megaterium, B. halodurans y B. coahuilensis (Alcaraz et al., 2005). Miembros de este grupo son utilizados
para el control de enfermedades y plagas gracias a su habilidad para la formaciéon de esporas y la
produccién de metabolitos antibacterianos y antifingicos (Lee et al., 2006; Jamalizadeh et al., 2009), por lo
que se han desarrollado productos estables y eficientes para su uso a gran escala. Los productos basados en
especies de Bacillus representan cerca de la mitad de los agentes de control biolégico que se comercializan

actualmente (Fravel, 2005; Ongena et al., 2010) (Tabla 2.1).

La especie B. subtilis ha sido la mas reportada como agente de biocontrol, gracias a la produccion de una
amplia variedad de metabolitos secundarios antimicrobianos (Ongena et al., 2005) que le confieren control
sobre diferentes fitopatdgenos. Entre estos metabolitos destacan los antibidticos de las familias de las
iturinas, surfactina, fengicinas, bacilomicinas y micosubtilina; volatiles para promover el crecimiento e
inducir el sistema de defensa en las plantas para el control de patdgenos. Se han evaluado diferentes cepas
de esta especie en cultivos como tomate (Phae et al., 1992), frijol de soya (Souto et al., 2004), manzana
(Leibinger et al., 1997; Broggini et al., 2005), aguacate (Demoz y Korsten, 2006), mango (Balderas, 2004;
Carrillo-Fasio et al., 2005), chile (Guillén-Cruz et al., 2006) y garbanzo (Rodriguez, 2005; Paredes et al.,
2008).

La cepa tipo DSM7' de la especie B. amyloliquefaciens fue descubierta por primera vez por Fukumoto en
1943 (citado por Rickert et al., 2011) y nombrada asi por su capacidad para producir a-amilasa. En 1987 B.
amyloliquefaciens fue reconocida como una especie distinta de B. subtilis, después de un gran debate con
respecto a su posicién taxondmica. Su separacion de B. subtilis se basd principalmente en experimentos de
hibridaciones DNA-DNA (demostrando sélo el 25 % de similitud con B. subtilis), ademas de estudios

fisiolégicos y bioquimicos entre ambas especies (Priest, 1987).

B. amyloliquefaciens ha demostrado potencial para el control de enfermedades en citricos (Arrebola et
al., 2010), pepino, sandia, tomate y tabaco (Choudhary y Johri, 2009), chile (Guillén-Cruz et al., 2006), mora
(Kim y Chung, 2004) y en manzana (Touré et al, 2004).
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La cepa FZB42" una de las mads representativas de B. amyloliquefaciens, aislada de suelo infestado con
patdgenos de plantas; siendo la primera de esta especie en ser secuenciada, debido a su capacidad para la
colonizacion de plantas y control de fitopatégenos. Se encontré que difiere de la cepa modelo B. subtilis
subsp. subtilis 168" (primer genoma del género Bacillus secuenciado) por su habilidad para incrementar el
crecimiento de las plantas y producir diversos metabolitos secundarios con actividad antibidtica, antifingica

y nematicida (Chen et al., 2007; 2009b).

Tabla 2.1. Ejemplos de formulaciones basadas en cepas de Bacillus para su uso en el control bioldgico.

Bacillus antagonista Patégeno Producto Compaiiia Referencia

B. subtilis QST 713 Fusarium, Aspergillus y Serenade® AgraQuest, Jacobsen et al., 2004
Rhizoctonia California

B. subtilis GB0O3 Rhizoctonia, Fusariumy Kodiak® Bayer Crop Joshi, y McSpadden-
Gossypium Science Gardener, 2006

B. subtilis MBI600 Fusarium, Aspergillus y Subtilex® Beker Underwood  Joshi, y McSpadden-
Rhizoctonia Gardener, 2006

B. subtilis B2g Fusarium y Rhizoctonia Phytovit® Prophyta GmbH, Marten et al., 2000

Alemania

B. subtilis B246 Hongos patdgenos del Avogreen® NZAGA, Nueva Demoz y Korsten, 2006
aguacate Zelanda

B. subtilis BD170 Erwinia amylovora Biopro ® BioSystem GmbH,  Broggini et al., 2005

Alemania

B. subtilis FZB24 Biofertilizante, proteccion FZB24° liquid ABITEP GmbH, Krebs et al., 1998

contra patdgenos del suelo  Rhizo Plus® Berlin, Alemania
Taegro®

B. subtilis CMB26 Botrytis cinerea y POMEX NN Co. Ltd Corea Borriss, 2011
Cladosporium fulvum

B. amyloliquefaciens FZB42  Biofertilizante, proteccion RhizoVital® ABITEP GmbH, Chen et al., 2007
contra patégenos de suelo Berlin, Alemania

B. subtilis GB122 y B. Fusarium, Aspergillus y BioYield® Bayer Crop Fravel et al., 2005

amyloliquefaciens GB99 Rhizoctonia Science

B. licheniformis SB3086 Sclerotinia homoeocarpa EcoGuard® Novozymes Fravel et al., 2005

B. pumilus GB34 Fusarium, Aspergillus y Yield Shield® Bayer Crop Schisler et al., 2004
Rhizoctonia Science

B. pumilus QST2808 Hongo causal de la SONATA® AgraQuest, Borriss, 2011
“cenicilla”, Erysiphe California

cichoracearum.




Antecedentes

2.2.1. Mecanismos de control de fitopatogenos por el género Bacillus
En el control de enfermedades, una de las mayores dificultades consiste en entender y estudiar las
interacciones que tienen lugar entre el hospedero, el patdgeno, el antagonista y otros microorganismos

presentes en la zona.

Los antagonistas no tienen un Unico modo de accidn y el control biolégico es el resultado de diferentes
tipos de interacciones entre los microorganismos (Figura 2.1), entre las que destacan, el antagonismo
directo e indirecto. El antagonismo directo resulta de la interaccion del agente de biocontrol con el
patégeno, considerandose la competencia por espacio y nutrientes, y la antibiosis como las formas de
antagonismo mads directas. Por el contrario, el antagonismo indirecto, es el resultado de las actividades que
no involucran la interaccidn fisica del agente de biocontrol con el patdgeno; sino a través de la produccién
de ciertos metabolitos por parte de los agentes de biocontrol que activan los mecanismos de defensa de la
planta hospedera, mediante el fendmeno conocido como resistencia sistémica inducida (Heydari y

Pessarakli, 2010).

Figura 2.1. Mecanismos mas importantes para el control bioldgico de enfermedades de plantas mediados por
bacterias. a) Antibiosis. Las bacterias colonizan las raices y producen compuestos antibidticos contra los patégenos
(representados por estrellas) que se dirigen a las raices. b) Resistencia sistémica inducida (RSI). La colonizacion local de
las raices es suficiente para inducir la RSl en plantas. Muchos metabolitos bacterianos inducen el sistema de sefiales
sistémicas en la planta, que la protegen contra enfermedades causadas por diferentes patdgenos. c) Competencia por
espacio y nutrientes. Las bacterias actlan mediante un movimiento rapido por quimiotaxis en la superficie de las
raices, con la finalidad de llegar a los exudados producidos por las raices y por lo tanto competir con el patégeno por
los nutrientes y el nicho (Lugtenberg y Kamilova, 2009).
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2.2.1.1. Control mediado por antibiosis

La inhibicion del patédgeno mediada por antibiosis es muy comun en la naturaleza. Algunas especies del
género Bacillus son consideradas “fabricas microbioldgicas” (Ongena y Jacques, 2007) dado a su capacidad
para producir moléculas biolégicamente activas como antibidticos, con potencial inhibitorio para el
crecimiento de un amplio rango de fitopatégenos (Tabla 2.2). Estos metabolitos son altamente resistentes a
la hidrdlisis por proteasas y peptidasas, son de naturaleza anfipatica, por lo que se ubican anclados
fuertemente en la bicapa lipidica y por ello, pueden interferir en la integridad de las membranas bioldgicas
de los patégenos (Ongena y Jacques, 2007). Los antibidticos pueden ser sintetizados de forma ribosomal
como son subtilina, subtilosina A, sublancina y ericina S; o por via no ribosomal sintetizando pequefos
lipopéptidos pertenecientes a la familia de la surfactina: surfactina y liquenisinas; familia de las iturinas:
iturina A, C, D y E, bacilomicina D, F y L, y micosubtilina; y la familia de las fengicinas: fengicinas y

plipastatinas (Stein, 2005; Athukorala et al.; 2009).

Algunos autores como Asaka y Shoda (1996) han estudiado el modo de accidon y evaluaciéon de la eficacia
in vitro de lipopéptidos antibidticos (iturina A y surfactina) producidos por especies como B. subtilis (cepa
RB14) para el control de Rhizoctonia solani y disminuir las pérdidas en tomate. Posteriormente, bajo
condiciones de invernadero, se demostrd una vez mas que la accion de estos lipopéptidos fue benéfica para

controlar la podredumbre de las semillas de tomate.

Krebs et al., (1998) demostraron en ensayos in vitro, la actividad antifingica de siete cepas de B. subtilis
y B. amyloliquefaciens, contra 16 hongos fitopatégenos causantes de enfermedades en las raices. Bajo
condiciones ricas en nutrientes, la cepa FZB24 mostré una comparable actividad con las cepas FZB13, FZB44,
FZB47 y B. subtilis GBO3 (aislado del producto comercial Kodiak™); sin embargo, la cepa que mostré la mas
alta actividad fue FZB42. Por el contrario, FZB37 y FZB38 exhibieron las mas bajas actividades antiflngicas,

bajo las mismas condiciones.

Los lipopéptidos iturina, fengicina y surfactina producidos por B. subtilis GA1, de acuerdo a lo reportado
por Touré et al., (2004), redujeron el 80 % de la enfermedad del moho gris en la manzana, causada por
Botrytis cinerea, al aplicarse en la superficie de los frutos una suspension de esporas de la bacteria

antagonista.

Souto et al., (2004) evaluaron la produccion simultanea de surfactina e iturina A por una cepa de Bacillus
sp. BNM122 (relacionada genéticamente a B. amyloliquefaciens), encontrando un efecto sinérgico entre

estos dos lipopéptidos para controlar la poblacién de R. solani causante de pérdidas en el cultivo de soya.
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Tabla 2.2. Principales antibidticos producidos por especies del género Bacillus.

Bacillus antagonista Antibidtico Patégeno Referencia

B. subtilis RB14 Iturina y Surfactina R. solani Asaka y Shoda, 1996
B. subtilis M4 Fengicina P. ultimum Ongena et al., 2005
B. subtilis QST713 Iturina A B. cinerea y R. solani Kloepper et al., 2004

B. subtilis BBG100

B. subtilis ME488

B. subtilis GA1

B. amyloliquefaciens FZB42

B. amyloliquefaciens PPCB004

B. amyloliquefaciens GA1

B. amyloliquefaciens RC-2

Micosubtilina

Iturina, Bacilisina, Bacilomicina D,
Mersacidina y Micosubtilina

Fengicina e lturina

Surfactina, Bacilomicina D,
Fengicina, Macrolactina,
Dificidina y Bacillaene

Iturina A

Iturina A, Surfactina y Fengicina

Iturina A

P. aphanidermatum

F. oxysporum y Phytophthora
capsici

B. cinerea

F. oxysporum

C. gloeosporioides, Alternaria citri
y Botryosphaeria sp.

B. cinerea

C. dematium

Leclére et al., 2005

Kim y Chung, 2004

Touré et al., 2004

Chen et al., 2007

Arrebola et al., 2010

Arguelles-Arias et al.,
2009

Yoshida et al., 2001

El trabajo desarrollado por Joshi y McSpadden-Gardener (2006) fue uno de los primeros en demostrar la

relacidon entre la produccidon de compuestos antibidticos por cepas de B. subtilis presentes en formulados
comerciales y el control de fitopatégenos. Se identificaron marcadores genéticos basados en los genes
involucrados en la sintesis de antibidticos como bacilomicina, fengicina, iturina y surfactina (bmyB, fenD,
ituC, srfAA, y srfAB). Los genes fueron amplificados en B. subtilis GBO3 (Kodiak®, Gustafson Biologicals), B.
subtilis QST713 (Serenade® Agraquest Inc., Davis, CA) y B. subtilis MBI600 (Subtilex®, Becker Underwood).
Cada una de las secuencias de estos genes fue comparada con el genoma disponible de B. subtilis subsp.
subtilis 168", encontrandose diferencias con los genes de las especies evaluadas y su relacién con el
biocontrol. Un afio mas tarde (2007), las secuencias de los genes anteriores fueron comparadas con el
nuevo genoma disponible de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42', encontrandose que las cepas
que componen los formulados comerciales, comparten multiples elementos genéticos con la cepa FZB42',

responsables de la efectividad para el control de fitopatdgenos (citado por Borriss, 2011).

2.2.1.2. Competencia por espacio y/o nutrientes
Los antagonistas que presentan el modo de competencia de nutrientes o espacio, generalmente estan

mejor adaptados que los patégenos a las condiciones adversas del medio. El antagonista debe demostrar un
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rapido crecimiento, ser capaz de utilizar nutrientes a bajas concentraciones, sobrevivir y desarrollarse en las

superficies de las plantas bajo condiciones que no sean favorables para el patdgeno.

La competencia en la rizdsfera o en las partes aéreas de las plantas esta vinculada con la capacidad que
tiene el antagonista para formar comunidades altamente estructuradas, sésiles y que presenten resistencia
antimicrobiana. Las poblaciones microbianas asociadas a plantas, se organizan en comunidades llamadas
biofilms (ubicadas en superficies sdlidas) o peliculas (ubicadas en superficies liquidas), gracias a la
produccién de exopolisdcaridos que les permiten adherirse y sobrevivir a diferentes superficies vegetales

(Ongena et al., 2010).

Algunos estudios han revelado la participacidon de los lipopéptidos producidos por B. subtilis a diferentes
niveles en la red compleja vinculada con la movilidad, formacién de biofilms y de cuerpos fructiferos para la
colonizacion de las plantas. Bais et al., (2004) demostraron que la participacidn del lipopéptido surfactina
producido por B. subtilis 6051 es esencial para la colonizacién de las raices de Arabidopsis spp., ademas de

jugar un papel importante en el mecanismo de biocontrol contra el fitopatdgeno Pseudomonas syringae.

Leclére, et al., (2005) encontraron que una baja tensidn superficial lograda por la sobreproduccién del
surfactante micosubtilina, es suficiente para que el antagonista logre la colonizacién de las raices del

tomate.

2.2.1.3. Resistencia sistémica inducida en plantas (RSI)

Durante la interaccidn entre el agente de biocontrol y la planta, se han observado procesos de desarrollo
de resistencia sistémica en el hospedero. Se ha documentado que algunas especies de Bacillus (conocidas
como rizobacterias promotoras de crecimiento) producen compuestos que afectan positivamente el
crecimiento y desarrollo de las plantas, asi como también pueden desencadenar una serie de reacciones de

defensa en la planta hospedera (Kloepper et al., 2004).

Los metabolitos secundarios como lipopéptidos y/o compuestos orgénicos volatiles (acidos, alcoholes,
aldehidos, cetonas, entre otros) producidos por los antagonistas pueden inducir el sistema de resistencia en
las plantas. La resistencia sistémica inducida (RSI) es una respuesta de defensa de la planta ante la presencia
y actividad de un agente de control bioldgico especifico, que reduce la severidad, la incidencia de la
enfermedad o el dafio causado por un patdégeno que se encuentra separado espacialmente del agente

inductor (Kloepper et al., 2004).
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Se ha demostrado la participacién de B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. thuringiensis, B.
cereus, B. mycoides, B. sphaericus y B. pasteurii como inductores de resistencia en plantas a través de
ensayos en invernadero y en campo, en cultivos de tomate, sandia, pepino y Arabidopsis (Choudhary y Johri,

2009).

Ryu et al., (2004) evaluaron la participacion de B. subtilis GBO3 y B. amyloliquefaciens IN937a en la
promocién del crecimiento y en la induccidn del sistema de resistencia en plantas de A. thaliana. Los
resultados mostraron que la exposicion de las plantas a los compuestos organicos volatiles como 2,3-
butanoidol y acetoina producidos por los antagonistas, redujeron significativamente la severidad de la
enfermedad en las plantulas causada por Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (antes Erwinia
carotovora). La exposicidon durante cuatro dias fue suficiente para activar la resistencia sistémica en las
plantulas. Este estudio revelé por primera vez la participacion de compuestos volatiles producidos por

miembros del género Bacillus, como iniciadores para la activacion del sistema de defensa de las plantas.

En otros reportes, Ongena et al., (2005) demostraron el potencial de B. subtilis M4 para proteger a la
planta de frijol de enfermedades fungicas causadas por Pythium ultimum, a través de la produccion de los
lipopéptidos tipo fengicinas y surfactinas, metabolitos activos involucrados en el biocontrol de manera

indirecta a través de la induccidn del sistema de defensa de la planta.

2.3. Bacillus sp. 83 como agente de control bioldgico

2.3.1. Antracnosis

Colletotrichum comprende un amplio grupo de hongos fitopatégenos involucrados en enfermedades
como la antracnosis, causando pérdidas en pre y postcosecha en varios cultivos tropicales y subtropicales,
como el mango (Akem, 2006; Huerta-Palacios et al., 2009), papaya (Tapia-Tussell et al., 2009) y fresa
(Garrido et al., 2009), sélo por citar algunos. Las especies patégenas encontradas en los cultivos citados, han
sido C. gloeosporioides, C. acutatum y C. fragariae. Las infecciones usualmente son iniciadas en el campo
donde el patégeno sobrevive por largos periodos de tiempo en el suelo y en desechos vegetales, hasta
dispersar sus conidios a través del agua y el viento, para adherirse a la superficie del siguiente hospedero y
germinar en un periodo de 12 a 24 h hasta producir un tubo germinal que penetra directamente en la
cuticula de la planta; ya sea a través de aberturas naturales del hospedero (como estomas y lenticelas), por

penetracion directa y/o a través de heridas existentes en el hospedero (Adaskaveg y Hartin, 1997).

El tratamiento convencional de la enfermedad ha sido la aplicacion intensiva de fungicidas quimicos,

desde el inicio de la floracidon hasta el amarre de frutos, teniendo como objetivo eliminar estructuras
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reproductivas de los hongos y con ello evitar el establecimiento de la infeccidn. La desventaja de su uso, son
los residuos que permanecen aun después de la aplicacién, llegando a ser téxicos tanto para el ambiente
como para los seres humanos; ademas de ocasionar el desarrollo de resistencia en los patégenos (Agrios,

2000).

2.3.2. Bacillus sp. 83 antagonista de C. gloeosporioides

El control de fitopatdgenos es de gran importancia, razén por la cual el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM en colaboracién con el Centro de Investigaciéon en Alimentacion y Desarrollo A.C. (CIAD), Unidad
Culiacan, unieron conocimientos y esfuerzos para buscar antagonistas naturales de C. gloeosporioides y
desarrollar una tecnologia a nivel piloto para la produccién de un formulado en polvo efectivo para el
control de la enfermedad (Galindo et al., 2005). Se aislé de la filésfera de mango y se selecciond a Bacillus
sp. 83 entre un nimero amplio de cepas, por presentar el mayor potencial de inhibicién del patégeno bajo

condiciones in vitro.

Carrillo-Fasio et al., (2005) reportaron las primeras pruebas de campo donde evaluaron el efecto de la
aplicacion sélo de Bacillus sp. 83, de una levadura Rhodotorula minuta y la combinacion de ambos en
arboles de mango (cv. Kent) para el control postcosecha de antracnosis. Compararon el efecto de los
microorganismos en el desarrollo de la enfermedad contra los fungicidas quimicos; encontrando que los

biofungicidas son tan buenos o mejores en el control de antracnosis, que el fungicida comercial benomilo.

Del afio 2006 al 2008 se llevaron a cabo evaluaciones a nivel semi-comercial con el agente de biocontrol
en huertos de mango (cv Kent) con calidad de exportacion de la regidn “El Rosario” Sinaloa. Se realizaron
aplicaciones foliares mensuales desde la floraciéon hasta la cosecha. Los mejores resultados se lograron
cuando se aplicaron las dosis de 2 y 3 g de producto seco por litro de agua (para llevar a cabo la fumigacién),
con las cuales la efectividad bioldgica (medida en términos de ausencia de sintomas de la enfermedad en los

frutos evaluados) fue del 83 y 80 %.

A finales del 2008, se inicid el tramite de registro del biofungicida de Bacillus sp. 83 ante la SAGARPA
para lo cual, fue un requisito obtener el dictamen de efectividad bioldgica con pruebas de campo verificadas
por la misma SAGARPA, lo cual se llevd a cabo durante el ciclo agricola del 2009 (Serrano-Carredn et al.,
2010). Actualmente, se cuenta con el formulado en polvo denominado Fungifree AB®, basado en las esporas

de Bacillus sp. 83 (1 x 10° esporas por gramo de polvo del producto).
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2.4. Seguimiento de agentes de control biolégico

El uso de microorganismos se ha ido incrementando para disminuir la aplicaciéon de productos quimicos
en el control de patdgenos de plantas. Aunque muchas bacterias son naturalmente capaces de llevar a cabo
este tipo de funciones en el ambiente, las posibilidades para que su aplicacion como agente de biocontrol a
nivel de campo sea exitosa, aun son limitadas, ya que no siempre el nimero de células aplicadas, el tipo de
formulacidn en el que se encuentra el agente de biocontrol o el método de aplicacidn, son los adecuados
para que el microorganismo pueda adaptarse a las condiciones impuestas por el ambiente, por el
hospedero y por los microorganismos endémicos. Para conocer de qué forma alteran estos factores a la
colonizacion de los agentes de biocontrol, se requiere del conocimiento de su dinamica de poblacién y

relacionar este proceso con el control de la actividad patogénica.

En afios recientes, varios estudios se han enfocado en conocer aspectos como la interaccidon de los
microorganismos no modificados genéticamente, aplicados como agentes de control biolégico, con la
microbiota endémica en la capacidad para colonizar y sobrevivir a los diferentes ambientes, para lo cual ha
habido interés en desarrollar técnicas que permitan la deteccidon especifica de las cepas usadas como ACBs,
en presencia (en el campo) de una amplia diversidad de microorganismos, incluso de la misma especie que
el ACB. La aplicacidon de un método para su deteccidn especifica proporciona una idea parcial de la ecologia
que sigue el agente de biocontrol (Van Veen et al.,, 1997; Van Elsas et al., 1998). En la Tabla 2.3 se

mencionan los principales métodos usados para el seguimiento de agentes de biocontrol.

2.4.1. Métodos microbioldgicos y directos

La técnica que hace uso de la microbiologia es la mas utilizada gracias a su facil manejo y bajo costo, para
estimar el tamano de la poblacidn de los agentes de control bioldgico mediante el conteo de sus colonias
(UFC o NMP). Los métodos microbioldgicos se basan en cultivar al microorganismo antagonista en un
medio sdélido. Este tipo de métodos hacen uso de las caracteristicas naturales del agente de biocontrol,
como la produccién de algiin metabolito, morfologia (Lima et al., 2003), resistencia a algin antibidtico
(Mercier y Lindow, 2000) y utilizacion de nutrientes especificos para su crecimiento (Williamson et al.,
2008). Sin embargo, tienen la desventaja de ser extremadamente laboriosos y con limitaciones para
identificar a nivel de especie y de cepa, ademads de identificar Unicamente células cultivables (Van Elsas et
al., 1998). Algunos trabajos como los de Collins et al., (2003), Pujol et al., (2005) y Demoz y Korsten, (2006)

han incluido este tipo de métodos para el monitoreo de agentes de control bioldgico.

Por otra parte, se encuentran los métodos directos, basados en la deteccion de una caracteristica
fenotipica del agente de biocontrol, como puede ser la emisién de fluorescencia, para lograr su
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identificacion sin la necesidad de cultivarlo (Pujol et al., 2005). La cuantificacion de la poblacién de los

agentes de biocontrol en el monitoreo directo, es lograda por métodos 6pticos de deteccion como son la

microscopia de fluorescencia y la citometria de flujo.

Tabla 2.3. Métodos para identificar y cuantificar agentes de control bioldgico.

Especie Cepa  Deteccion Cuantificacion Referencia
Bacterias
P. fluorescens phID* resistencia a antibidticos, rep- Conteo de UFCy NMP  Landa et al., 2002
PCR (BOX)
P. fluorescens EPS62e RAPD, SCAR Conteo de UFC Pujol et al., 2005
P. brassicacearum MA250 RAPD, SCAR Q-PCR Holmberg et al., 2009
B. subtilis BD170 PCR con oligonucledtidos Conteo de UFC Broggini et al., 2005
especificos
B. subtilis 101 RAPD, SCAR Conteo de UFC Felici et al., 2008
B. cereus TS02 RAPD, SCAR No determinaron Chenetal., 2010
cantidad de células
Levaduras
Aureobasidium pullulans L47 RAPD, SCAR PCR con fluorescencia Schena et al., 2002
A. pullulans LS30 Microbioldgico y AFLP Conteo de UFC Lima et al., 2003
Rhodotorula glutinis LS11 Microbioldgico y AFLP Conteo de UFC Lima et al., 2003
Candida oleophila 6] SCAR PCR tiempo real Massart et al.,2005
Plectosphaerella 380408 Secuencias ITS PCR tiempo real Atkins et al., 2003
cucumerina
Paecilomyces lilacinus RESP11 Secuencias ITS PCR tiempo real Atkins et al., 2005
Conteo de UFC
Clonostachys rosea GR5 UP-PCR PCR cualitativo Bulat et al., 2000
Hongos
Trichoderma atroviride 11 RAPD, SCAR PCR cualitativo Hermosa et al., 2001
T. atroviride T1 RAPD, SCAR PCR tiempo real Codier et al., 2007
T. harzianum 2413 RAPD, SCAR PCR tiempo real Rubio et al., 2005
F. oxysporum Fo47 ERIC-PCR, SCAR PCR tiempo real Edel-Hermann et al., 2011

La bioluminiscencia (técnica basada en la fluorescencia) es una caracteristica fenotipica que puede ser

utilizada para marcar un agente de biocontrol y detectarlo in situ. Esta técnica estd basada en la

introduccion de un gen exdgeno reportero que codifica para enzimas o proteinas responsables de la
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|
bioluminiscencia. Los genes reporteros mas descritos y utilizados han sido el gen lux de la bacteria Vibrio
fischeriy el gen gfp producida por la medusa Aequorea victoria que emite bioluminiscencia en la zona verde
del espectro visible. El gen lux codifica para la enzima luciferasa, y el gen gfp codifica para la proteina verde
fluorescente. El gen gfp fue introducido en el genoma del agente de biocontrol P. fluorescens A506 para
monitorearlo en el control de la enfermedad del “fuego bacteriano” (Tombolini et al., 1997). La desventaja
de usar esta técnica, es la introduccion de un marcador genético exdégeno (como un gen de resistencia a
cierto tipo de antibidtico) que convierte al agente de biocontrol en un microorganismo genéticamente
modificado (OGM). La liberacién de éstos esta restringida en campo, debido a la falta de conocimiento de
los posibles efectos que puedan originar al ambiente y a la salud de los seres humanos, asociado a su uso a
gran escala (Van Elsas et al., 1998). Adicionalmente, si este gen no ofrece ninguna ventaja selectiva a la
poblacién bacteriana, tenderd a desaparecer o a no expresarse evitando la carga genética que conlleva su

expresion.

2.4.2. Métodos moleculares
En los ultimos afos se han implementado varios métodos basados en el andlisis de los acidos nucleicos
presentes en muestras provenientes del ambiente, como resultado del interés por detectar no sélo a los

microorganismos que lo integran, sino también a los genes de esos microorganismos.

La deteccidn inequivoca de los agentes de biocontrol dependerd de una o mas caracteristicas presentes
en su genoma, que posteriormente sera el o los marcadores que los identifiqguen de la microbiota endémica
presente en el ambiente donde son inoculados. Los marcadores pueden ser secuencias variables de los
genes del 16S o 23S rDNA, secuencias de genes Unicos involucrados en la produccidn o resistencia a ciertos
antibidticos (Broggini et al., 2005) y/o secuencias de genes Unicos. La razén para seleccionar marcadores a
nivel del DNA, no sdlo es por la estabilidad de la molécula, sino también por lo util que es como indicador
del nimero de células inoculadas y también del gen o genes de esas células (Van Elsas et al., 1998). La Tabla
2.4 muestra las caracteristicas de los métodos basados en acidos nucleicos mas usados para el monitoreo

de agentes de biocontrol.

Existen técnicas utiles que detectan polimorfismos naturales dentro del genoma de los agentes de
control biolégico con el fin de obtener el marcador molecular especifico. Algunas de las mas citadas en la
literatura son: polimorfismos de la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP del inglés Amplified
Fragment Length Polymorphism), amplificacion de secuencias repetidas basadas en PCR (rep-PCR) y

polimorfismos del DNA amplificado al azar (RAPD del inglés Random Amplified Polymorphic DNA).
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Tabla 2.4. Caracteristicas de los métodos, basados en acidos nucleicos, mads utilizados para el monitoreo de
agentes de control bioldgico.

Técnica Descripcion Ventajas Desventajas Aplicaciones
AFLP Digestion parcial del Método altamente sensibley  Genera grandes cantidades Tipificacion bacteriana vy
DNA con enzimas de reproducible. de informacidn, por lo que es  de eucariotes.
restriccion. Répido escaneo de los necesario andlisis asistido Identificacion a nivel de
Amplificaciéon selectiva  polimorfismos presentes en  por computadora. especie y de cepas.
de los fragmentos el genoma. Su uso es técnicamente Genética de poblaciones.
digeridos con las  Genera informacién por el demandante en el
enzimas. alto nimero de bandas. laboratorio.
No genera falsos positivos.
RAPD Amplifica secuencias al Genera gran numero de Baja reproducibilidad. Diversidad genética.
azar en el genoma. Usa  fragmentos. Carece de un conocimiento a  Identificacion a nivel de
oligonucledtidos cortos No se requiere informacidn  priori de la identidad de los  especie y de cepas.
(10 bases). previa del genoma. productos amplificados Mapeo de genomas.
Temperatura de Se requieren pocas Identificacion de
hibridacion baja (40°C) cantidades de DNA. fitopatégenos.
BOX Amplifica elementos Amplifica  regiones que Genera alto numero de Estudio de poblaciones
repetidos de 154 pares aparecen repetidas alo largo  bandas por lo que requiere  bacterianas.
de bases en el genoma  del genoma. de la asistencia de sistemas  Descripcion de nuevas
bacteriano o fungico. Discrimina cepas aisladas. de cdmputo para comparar  especies.
Perfiles reproducibles. los patrones. Identificaciéon de
fitopatogenos.
ERIC Amplifica elementos No requiere el uso de En presencia de Relacion entre bacterias.
repetidos intergénicos  enzimas de restriccion. contaminantes en la  Tipificacion bacteriana.
de 127 pares de bases Técnica reproducible. preparacion de la mezcla de  Identificacion de
en el genoma  Alto poder de discriminacién  reaccidn, los perfiles  fitopatdgenos.
bacteriano o fungico. entre especies y cepas. generados pueden ser falsos
positivos.

La técnica de AFLP se basa en la amplificacidon selectiva de fragmentos de DNA obtenidos mediante
digestion con enzimas de restriccion (Vos et al., 1995). Combina la especificidad proporcionada por la
digestion con enzimas que reconocen secuencias especificas del genoma, con la rapidez y facilidad de
deteccién de polimorfismos mediante amplificacién por PCR. La amplificacidn es especifica y reproducible al
usar oligonucledtidos complementarios a la secuencia de los adaptadores que se ligan a los extremos de los
fragmentos de DNA digeridos. La presencia o ausencia de cada banda obtenida genera un cédigo de barras

o patrén que es especifico para cada muestra analizada. Esta técnica ha sido usada principalmente para

agentes de biocontrol eucariontes (Lima et al., 2003; Buhariwalla et al., 2005).

En cuanto a la técnica rep-PCR, ésta hace uso de oligonucleétidos complementarios a secuencias
repetidas del DNA que estan altamente conservadas en cada microorganismo. Esta técnica ha sido
reportada como altamente reproducible, confiable, discriminatoria y rapida (Versalovic et al., 1991; Louws
et al., 1994). Se han identificado tres familias de secuencias repetitivas, incluyendo a las secuencias
palindrémicas (de 35 a 40 pb) extragénicas repetidas (REP del inglés Repetitive Extragenic Palindromic),
secuencias consensos (de 127 a 127 pb) intergénicas repetidas de enterobacterias (ERIC del inglés

Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) y secuencias (154 pb) de elementos BOX. Estas secuencias
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parecen estar localizadas en distintas posiciones intérgenicas del genoma. Los elementos repetidos pueden
estar presentes en ambas orientaciones del genoma y los oligonucledtidos se disefian para iniciar la sintesis
de DNA fuera de las secuencias repetidas invertidas en REP, ERIC y de la subunidad boxA de BOX; en la
reaccién de PCR. El uso de los oligonucledtidos en la reaccion de PCR, proporcionan una amplificacion
selectiva de distintas regiones gendmicas localizadas entre REP, ERIC o BOX. Los elementos repetidos
producen un perfil genédmico Unico del microorganismo de biocontrol, permitiendo la discriminacidn entre

especies, subespecies y cepas (Versalovic et al., 1991; Rademaker y de Brujin, 1997).

RAPD es una de las técnicas mas versatiles desde que se desarrollé en 1990. Se usa una coleccidon de
oligonucledtidos cortos (10 bases) para amplificar por PCR dreas especificas distribuidas al azar en el
genoma del microorganismo. La baja temperatura de alineamiento (36°C) y el tamario del oligonucleétido
aseguran la hibridacién con secuencias en el genoma para conseguir amplificar diversos fragmentos de
DNA. Estos fragmentos se separan en geles de agarosa para obtener perfiles electroforéticos que variaran
segln el polimorfismo de los distintos microorganismos y proporcionan una huella gendmica caracteristica

(Williams et al., 1990).

Con la finalidad de simplificar las técnicas AFLP, ERIC, RAPD y BOX para detectar huellas gendmicas de
los agentes de control bioldgico y de reducir los tiempos de un cultivo previo, los métodos descritos pueden
ser Utiles para usar regiones amplificadas, secuenciarlas y caracterizarlas para finalmente obtener el
marcador especifico SCAR (SCAR del inglés Sequence Characterized Amplified Regions). Esta técnica,
desarrollada en 1993, utiliza los fragmentos de DNA que fueron amplificados mediante ERIC, RAPD o BOX,
los cuales se clonan y secuencian para disefiar oligonucleétidos especificos que permiten diferenciar al
microorganismo biocontrol (Paran y Michelmore, 1993). Este tipo de marcadores SCAR han sido
desarrollados para diversos agentes de control bioldgico y bacterias promotoras de crecimiento, usandolos
como sondas especificas que hibridan con la secuencia Unica de su genoma, a través de la Reaccidn en
Cadena de la Polimerasa (PCR) (Sigler et al., 2001; Hermosa et al., 2001; Pujol et al., 2005; Pujol et al., 2006;
Chen et al., 2010).
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3. Hipétesis y Objetivos
3.1. Hipotesis
Las técnicas moleculares rep-PCR y RAPD, basadas en la Reaccién en Cadena de la Polimerasa,
son capaces de detectar polimorfismos dentro del genoma de la bacteria antagonista Bacillus sp.

83 y permitir el disefio de un marcador especifico para su seguimiento en el campo.

3.2. Objetivos

3.2.1. General

Desarrollar un método de identificacion molecular para el agente de control bioldgico Bacillus
sp. 83 basado en el diagndstico de su perfil gendmico por PCR, para distinguirlo de otras cepas

similares al ser asperjado en campo.

3.2.2. Especificos

= |dentificacion molecular de Bacillus sp. 83.

= |dentificar en el genoma de Bacillus sp. 83 genes involucrados en la biosintesis de
antibidticos.

= Discriminar, a través del analisis de perfiles genédmicos, a Bacillus sp. 83 de otras especies del
género Bacillus cercanos filogenéticamente.

= Desarrollar un método de monitoreo molecular basado en PCR que identifique de forma
especifica a Bacillus sp. 83.

= Determinar la especificidad de los marcadores moleculares disefiados para Bacillus sp. 83.

= Determinar el limite de deteccidén de los marcadores moleculares para Bacillus sp. 83.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Estrategia experimental

Se desarrolléd una metodologia que permitiera identificar de una forma especifica al agente de control

bioldgico Bacillus sp. 83. Para cumplir este objetivo, se utilizd la estrategia experimental ilustrada en la

Figura 4.1.
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Figura 4.1. Esquema de la estrategia general del presente trabajo.
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4.2, Cepas y Plasmidos

Las cepas de referencia (bacterianas y fungicas) y los plasmidos utilizados durante esta tesis se detallan

en la Tabla 4.1, junto con sus principales caracteristicas.

Tabla 4.1. Cepas y plasmidos utilizados en el estudio.

Especie Cepa Referencia/Fuente
B. subtilis 6051 ATCC* Lab. Dr. Enrique Galindo, IBT-UNAM?
11774 ATCC* Lab. Dr. Enrique Galindo, IBT-UNAM?
6633 ATCC* Lab. Ecologia Gendmica, CCG-UNAM#
1A141 BGSC* Lab. Dr. Enrique Merino, IBT-UNAM?3
1A1 BGSC* Lab. Dr. Enrique Merino, IBT-UNAM?
168" BGSC* Lab. Dr. Guillermo Gosset, IBT-UNAM?
1A145 BGSC* Lab. Dr. Enrique Galindo, IBT-UNAM?®
CCGE2066 CCG-UNAMH{, Lab. Ecologia Gendmica
Bi28 CCG-UNAMH{, Lab. Ecologia Gendmica
CPA Lab. Dr. Enrique Galindo, IBT-UNAM?®
CIAD 100 Lab. Dr. Enrique Galindo, IBT-UNAM?®
CIAD 104 Lab. Dr. Enrique Galindo, IBT-UNAM?
CIAD 21 Lab. Dr. Enrique Galindo, IBT-UNAM?®
B. amyloliquefaciens Fac. Quim. Cepario Facultad de Quimica UNAM
10A1 BGSC* Lab. Dr. Enrique Galindo, IBT-UNAM?®
10A3 BGSC* Lab. Dr. Enrique Galindo, IBT-UNAMS®
FzB42" BGSC* Lab. Dr. Enrique Galindo, IBT-UNAMS®
10A18 BGSC* Lab. Dr. Enrique Galindo, IBT-UNAM?®
CCGE2081 CCG-UNAMH{, Lab. Ecologia Gendmica
83 Lab. Dr. Enrique Galindo, IBT-UNAM?®
CCGE2031 CCG-UNAMH{, Lab. Ecologia Gendmica
B. licheniformis Bi43 CCG-UNAMH{, Lab. Ecologia Gendmica
5A24 BGSC* Lab. Dr. Enrique Merino, IBT-UNAM3
5A1 BGSC* Lab. Dr. Enrique Merino, IBT-UNAM?3
B. pumilus 14A1 BGSC* Lab. Dr. Enrique Merino, IBT-UNAM?®
8A1 BGSC* Lab. Dr. Enrique Merino, IBT-UNAM3
B. megaterium Bi55 CCG-UNAMH{, Lab. Ecologia Gendmica
Fac. Quim Cepario Facultad de Quimica, UNAM
7A1 BGSC* Lab. Dr. Enrique Merino, IBT-UNAM?®
B. circulans 16A1 BGSC* Lab. Dr. Enrique Merino, IBT-UNAM?
B. sphaericus 13A1 BGSC* Lab. Dr. Enrique Merino, IBT-UNAM?
B. thuringiensis subsp. thuringiensis 4A1 BGSC* Lab. Dr. Enrique Merino, IBT-UNAM?3
B. mojavensis JM6-B CCG-UNAMH, Lab. Ecologia Gendmica
IM1-A CCG-UNAMH{, Lab. Ecologia Gendmica
Brevibacillus brevis 26A1 BGSC* Lab. Dr. Enrique Merino, IBT-UNAM?
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Tabla 4.1. Continua.

Especie Cepa/Caracteristicas  Referencia/Fuente
Burkholderia tropica Ppes’ CCG-UNAMH4, Lab. Ecologia Gendmica
B. unamae MTI-641" CCG-UNAMH4, Lab. Ecologia Gendmica
B. cepacia CCG-UNAMH4, Lab. Ecologia Gendmica
B. phymatum CCG-UNAMH4, Lab. Ecologia Gendmica
Rhizobium etli CFN42" CCG-UNAMH4, Lab. Ecologia Gendmica
R. etli bv. mimosae Mim1 CCG-UNAMH, Lab. Ecologia Gendmica
R. etli CH2410 CCG-UNAMH4, Lab. Ecologia Gendmica
R. tropici CIAT899 CCG-UNAMH4, Lab. Ecologia Gendmica
R. tropici CFN299 CCG-UNAMH4, Lab. Ecologia Gendmica
R. tropici PRF81 CCG-UNAMH4, Lab. Ecologia Gendmica
Pseudomonas putida KT2442 (pNF142) CCG-UNAMH, Lab. Ecologia Gendmica
Escherichia coli DH5-a, lacZAM15 CCG-UNAMH, Lab. Ecologia Gendmica
Quimiocompetentes
Hongos
Colletotrichum gloeosporioides Lab. Dr. Enrique Galindo, IBT-UNAM?®
Fusarium oxysporum Lab. Dr. Enrique Galindo, IBT-UNAM?3
Plasmidos
pCR® 2.1 Vector linearizado TA Cloning® Kit Invitrogen
(3929 pb)
pTZ57R/T Vector linearizado InsTAclone™ PCR Cloning Fermentas
(2886 pb)

*ATTC, American Type Culture Collection *BGSC, Bacillus Genetic Stock Center, OHIO, USA  #CCG-UNAM, Centro
de Ciencias Gendmicas, Universidad Nacional Auténoma de México 5IBT-UNAM, Instituto de Biotecnologia,
Universidad Nacional Auténoma de México.

4.3. Aislamiento de cepas de Bacillus spp. de suelo

Se realizaron aislados de la microbiota endémica de suelos de plantaciones de papaya en cuatro
municipios del estado de Yucatan (Tepakan, Teya, Yaxcaba y Sotuta), donde el agente de biocontrol Bacillus
sp. 83 no ha sido asperjado (ver Figura 4.2). Se escogid una plantacién de papaya por municipio y por cada
una se extrajeron 3 muestras a una profundidad aproximada de 10 cm. Las muestras de cada sitio se
mezclaron y homogenizaron, obteniéndose una muestra Unica. Se pesd 1 g de cada muestra y se suspendio
en 10 mL de agua destilada estéril. Las muestras se colocaron en un bafio maria a 80 °C durante 30 min.
Luego se retiraron y se dejaron incubando durante 24 horas en agitacion a 200 rpm. Transcurrido el tiempo
de incubacidn, se realizaron diluciones seriadas. Cada dilucién (10®°, 10° y 107) se sembré por triplicado en
cajas con medio YPG sélido (la composiciéon del medio se detalla en la Tabla 4.2). Las placas se dejaron
incubando a 29 °C durante 24 h. Se seleccionaron colonias con morfologias que presentan algunos Bacillus
spp. Las cepas obtenidas se estriaron en cajas con medio YPG para obtener colonias aisladas y cultivos

puros. Las colonias puras fueron identificadas parcialmente, realizandoles tincidn de Gram, extraccion de
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DNA y amplificacién del gen recA con los oligonucledtidos especificos para este gen de los miembros del

género Bacillus.

Yucatan Municipios
Division municipal
. Teya

Tepakan

Yaxcaba

. Sotuta

Figura 4.2. Ubicacion geografica de los sitios de muestreo en el estado de Yucatan, para el aislamiento
de cepas pertenecientes al género Bacillus en plantaciones de papaya (fotos de abajo).

4.4. Conservacion de cepas

La conservacion de todas las cepas de Bacillus sp. utilizadas en este trabajo se realizé en placas con
medio LB y medio PY suplementado con Ca** para cepas de Rhizobium spp. Para mantenerlas a largo plazo
se crecieron previamente hasta fase logaritmica tardia y se suplementaron con glicerol al 30 % (v/v) para su
conservacién a -80 °C. Para el uso rutinario, principalmente de las cepas de Bacillus, se crecieron alicuotas

de estas reservas en medio LB sélido y se mantuvieron a 4 °C por periodos no mayores a 30 dias.

4.5. Medios de cultivo y suplementos

Los medios sdlidos utilizados fueron YPG, LB (también se usé en forma liquida para cultivos de toda la

noche) y PY + Ca* La composicién de estos medios se detalla en las Tablas 4.2 a 4.4.
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Los suplementos para la purificacion de DNA se detallan en la Tabla 4.5 y los utilizados para el analisis de

colonias transformantes y para la extraccion de plasmidos recombinantes, son mostrados en la Tabla 4.6.

Tabla 4.2. Composicién del medio YPG. Tabla 4.3. Composicién del medio Luria (LB).
Componentes Concentracién (g L7) Componentes Concentracién (gL™)
Peptona 10 Peptona 10
Extracto de Levadura 10 Extracto de Levadura 5
Dextrosa 10 NaCl 10
Agar (YPG s6lido) 15 Agar (LB sélido) 15

. ey . +2
Tabla 4.4. Composicion del medio PY + Ca™. Tabla 4.5. Soluciones y suplementos para purificacién

Componentes Concentracién (g L™) de DNA.

Peptona 5 Suplemento Concentracion Stock

Extracto de Levadura 3 Lisozima (Sigma-Aldrich) 10 mg mL™

Agregar 1 mL de Proteinasa K (Sigma-Aldrich) 20 mg mL™

CaCl, " 2H,0 por cada RNasa 10 mg mL™

100 mL de medio EDTA 0.5M
Buffer TE pH 8.0 10 mM Tris-Cly EDTA 1 mM
SDS 10%

Tabla 4.6. Suplementos usados en el medio

LB para colonias transformantes. Nacl 5M
Concentracién CTAB/NaCl 10 % CTAB en 0.7 M de NaCl
Suplemento .
Final
Carbenicilina (Sigma) 100 pg mL?!
IPTG (Ultrapure ™ Invitrogen) 1mM
X-gal (Research Organics) 24 ug mL™

4.6. Purificacion de DNA bacteriano

El DNA de Bacillus sp. 83 y de las otras cepas mencionadas en la Tabla 4.1, fue aislado siguiendo tanto el
protocolo propuesto por Wilson (1997) usando los suplementos citados en |la Tabla 4.4 (ver Anexo 9.1 para
la preparacion de los suplementos) como con el kit Wizard® Genomic DNA Purification de Promega (No. Cat.
A1120), partiendo de un cultivo de toda la noche de cada cepa en tubos con 5 mL de medio LB, incubados a
29°C y en agitacidn a 200 rpm. El DNA fue visualizado en un gel de agarosa al 1 %, tefiido con bromuro de

etidio.

4.7. Preparacion de células competentes de E. coli DH5-a

Para hacer posible la incorporacion de DNA exdgeno, las bacterias deben de estar en un estado

competente que permita la transformacion (Hanahan, 1983). El protocolo seguido para la obtencion de
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bacterias competentes, se basa en someter a las bacterias a un choque térmico en presencia de cationes
divalentes. Una colonia bacteriana cultivada en caja Petri se crecid en 5 mL de medio LB por 8 horas hasta
alcanzar una densidad déptica a 550 nm de 0.4 a 0.5. El cultivo se depositd en hielo y se centrifugd durante 5
min a 3600 rpm a 4°C. Se retiré todo el sobrenadante y el precipitado bacteriano se resuspendid lentamente
en 40 mL de la solucion Tfbl. La solucién se incubd en hielo durante 5 min, posteriormente, se centrifugd
(bajo las condiciones antes mencionadas) y el precipitado se resuspendid en 4 mL de la solucién Tfbll. La
solucién se incubd en hielo por 10 min. Se hicieron alicuotas de 200 pL y se guardaron a -70°C (ver Anexo

9.1 para la composicién de las soluciones).

4.8. Caracterizacion molecular parcial de Bacillus sp. 83

En el laboratorio se mantiene al agente de control bioldgico Bacillus sp. 83 criopreservado a -80°C en
glicerol al 30 %. Fue proporciona por personal de la Planta Piloto del Instituto de Biotecnologia tanto en
glicerol como parte del formulado en polvo Fungifree AB®. Las caracteristicas morfoldgicas de las colonias

de la cepa 83 muestran una forma circular, borde ondulado, elevacidn plana, textura viscosa y color crema.

La Figura 4.3 muestra las colonias de la cepa 83.

Figura 4.3. Colonias del agente de control bioldgico Bacillus sp. 83 crecidas en a) medio LB, b) estructura de
biofilm en medio LB sélido y c) biofilm en medio LB liquido.

4.8.1. Identificacion molecular de Bacillus sp. 83

La cepa de control bioldgico Bacillus sp. 83 fue identificada molecularmente a través del analisis de las
secuencias de la amplificacidn de los genes, 16S rDNA y recA. La amplificacién del gen 16S rDNA se realizd
con los oligonucledtidos universales fD1/rD1 que amplifican un fragmento de 1500 pb. Por otra parte, para
la amplificaciéon del gen recA se utilizaron los oligonucleétidos recA-f/recA-r propuestos por Kwon et al.,
(2009) que amplifican un fragmento de 850 pb. Las secuencias de los dos pares de oligonucleédtidos se
detallan en la Tabla 4.7; mientras que las condiciones de amplificacidon para cada gen se mencionan en las

Tablas 4.8 y 4.9.
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El fragmento del gen 16S rDNA fue clonado en el vector pCR®2.1 de TA Cloning® Kit de Invitrogen (No.
Cat. K2030-01). La seleccidn de colonias transformantes de E. coli DH5-a se realizd en cajas de LB sélido
suplementadas con Carbenicilina;oy (Cb), IPTG; y X-gal,4. Se seleccionaron 20 colonias para analizarse por
PCR con los oligonucledtidos universales M13 Forward (-20) y M13 Reverse de Invitrogen (No. Cat. N520-02
y N530-02, respectivamente). El plasmido elegido que contenia el fragmento del gen 16S rDNA, fue
purificado de un cultivo de toda la noche de la colonia transformante en 5 mL de LB suplementado con Cb;q
y posteriormente se siguieron las instrucciones del kit GeneJET™ Plasmid miniprep kit de Fermentas (No.

Cat. KO503), para enviarse a secuenciar.

En lo que respecta al fragmento del gen recA de Bacillus sp. 83, el producto amplificado se purificé de

acuerdo al protocolo de High Pure PCR Product Purification Kit® de Roche (No. Cat. 11 732 676 001).

Los fragmentos amplificados de los genes 16S rDNA y recA fueron observados en un gel de agarosa al 1
%, tefiido con bromuro de etidio. La pureza del producto de PCR del gen recA se confirmé con un nuevo

corrimiento en gel de agarosa al 1 %.

Tabla 4.7. Oligonucledtidos utilizados para la identificacion molecular de Bacillus sp. 83.

Nombre Gen Secuencia (5'->3') Referencia
fD1 16S rDNA AGA GTT TGATCC TGG CTC AG
Weisburg et al., 1991
rD1 16S rDNA AAG GAG GTG ATC CAG CC
recA-f recA TGA GTG ATC GTC AGG CAG CCT TAG CYT
Kwon et al., 2009
recA-r recA BRG ATA AGA RTA CCA WGM ACC GC
Tabla 4.8. Condiciones de PCR para amplificacion del Tabla 4.9. Condiciones de PCR para amplificacién del
gen 16S rDNA. gen recA.
Condiciones Tempfratura Tlen"lpo Nf" de Condiciones Temp:aratura T|erl:lpo N?' de
(°C) (min) ciclos (°C) (min) ciclos
Desnaturalizacién 94 3 1 Desnaturalizacidon 94 5 1
inicial inicial
Desnaturalizaciéon 94 45s Desnaturalizacion 94 1
Alineamiento 55 1 35 Alineamiento 55 35s 30
Extension 72 2 Extension 72 40s
Extension Final 72 5 1 Extensién Final 72 10 1

Los fragmentos de ambos genes, se secuenciaron en la empresa Macrogen Inc (Corea). La secuenciacion
del gen 16S rDNA se realizo con los oligonucleétidos M13 forward y reverse; mientras que para el fragmento
del gen recA, se enviaron los oligonucledtidos con los que fue amplificado.
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Las secuencias parciales (forward y reverse) de cada gen se limpiaron manualmente y se concatenaron
utilizando el programa BioEdit v 7.1.3 (Sequence Alignment Editor). Posteriormente, la identificacion
molecular se realizé6 comparando la secuencia obtenida de los genes 16S rDNA y recA contra las secuencias
nucleotidicas reportadas en la base de datos del NCBI (disponible en http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
mediante el algoritmo BLASTN (Altschul et al., 1990).

Con la secuencia del gen recA, se construyd un arbol filogenético para agrupar de manera gréfica a
Bacillus  sp. 83. Se obtuvo de la pagina del Taxonomy Browser del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser) una coleccion de secuencias taxondmicamente
relacionadas con Bacillus sp. 83. Las secuencias obtenidas fueron alineadas con el programa CLUSTAL X
(Thompson et al., 1997), posteriormente se editaron y confirmaron visualmente con el programa SeaView.
(Gouy et al., 2010). El programa JMODELTEST 3.06 fue usado para seleccionar el modelo mas apropiado de
substitucidn nucleotidica por el método de Akaike (AIC) (Posada y Buckley, 2004). El modelo TrN + | + G
(a=0.4650 para la distribucion gamma; A=0.3047, C=0.2023, G=0.2470, T=0.2459, p-inv= 0.3650) fue elegido
para la busqueda del arbol. Los andlisis de maxima verosimilitud fueron llevados a cabo usando el software

PhyML 3.0 (Guindon et al., 2010) disponible en http: //www.atgc-montpellier.fr/phyml).

Por otro lado, con el propdsito de conocer la similitud entre la secuencia de Bacillus sp. 83 y las
disponibles en la base de datos, se construyeron matrices de similitud nucleotidica para el gen recA con el
programa MatGAT v 2.02. Valores mayores a 95 % fue asignado para el nivel taxonémico de género y

especie (Schloss y Handelsma, 2005).

4.8.2. Amplificacion de genes involucrados en la biosintesis de antibiéticos producidos por
Bacillus sp. 83

Con la finalidad de tener un mejor entendimiento del mecanismo de Bacillus sp. 83 para el control

bioldgico de enfermedades como la antracnosis, en este estudio se evalud, mediante PCR, la presencia de

genes involucrados en la produccién de los antibidticos iturina A, surfactina y macrolactina D.

Bacillus sp. 83 fue evaluado, al igual que las cepas de B. amyloliquefaciens CCGE2081 vy B. subtilis CPA,
para detectar en su genoma la presencia de genes involucrados en la biosintesis de metabolitos secundarios
como antibidticos. Se utilizaron tres pares de oligonucleétidos que habian sido previamente descritos (Tabla
4.10) para amplificar los genes de ituD, srfAA y minA. Como controles en la amplificacidon de los tres genes
se usaron cepas tipo; para el positivo B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42" y para el negativo B.

subtilis 168".
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Las reacciones de amplificacion se realizaron en el termociclador Mastercycler® Gradient (Eppendorf)
usando las siguientes condiciones: un paso de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 minutos, seguido
de 35 ciclos que incluian: 1 minuto a 95 °C (desnaturalizacién), temperaturas de hibridacién a 55, 58 y 60 °C
durante 1 min para ituD, minA y srfAA, respectivamente, vy, finalmente 1 minuto a 72°C. La amplificacidn se
completé con una extension final a 72°C por 5 minutos. Al finalizar las reacciones de PCR, 5 uL de cada uno
de los productos fueron separados por electroforesis a 100 V en un gel de agarosa al 1 %. Los tamafios
amplificados fueron comparados con los reportados. Para la confirmacion de cada amplicén con respecto a
los genes dirigidos, se realizaron in silico reacciones de PCR y el analisis de la secuencia de cada fragmento

correspondiente a cada gen (disponible en la pagina http: //insilico.ehu.es/PCR/).

Se realizd también en este estudio un ensayo de antagonismo in vitro de Bacillus sp. 83 contra los
hongos C. gloeosporioides y F. oxysporum Unicamente para evaluar de forma cualitativa el crecimiento de
los hongos. El monitoreo se realizé durante 10 dias y se compard con la deteccion de los genes involucrados
en la biosintesis de antibidticos (ver Anexo 9.2). Morales et al., (2007) y Solis et al., (2010) lo realizaron

anteriormente de forma cuantitativa con los metabolitos producidos por la cepa.

Tabla 4.10. Oligonucleétidos utilizados para amplificar genes involucrados en la biosintesis de

antibidticos.
. et o Tamaiio .
Nombre Gen Secuencia (5'->3') Referencia
esperado

Srfkn-1 SrfAA AGC CGT CCT GTC TGA CGA CG 1750 pb Koumoutsi et al., 2004
Srfkn-2 TCT GCT GCC ATA CCG CAT AGTC
min-cl minA ATG CTG TTG CAG GAC ATA GTC 575 pb Schneider et al., 2007
min-c2 TAG TCA GAATGT TTC CAG GACC
ituD-f ituD ATG AACAAT CTTGCCTTT TTA 1203 pb Hsieh et al., 2008
ituD-r TTATTT TAA AAT CCG CAATT

4.9. Analisis de huellas gendmicas de Bacillus sp. 83

El DNA gendmico de Bacillus sp. 83 fue evaluado con el DNA de un conjunto de cepas citadas en la Tabla
4.1 para encontrar las condiciones de amplificaciones éptimas y reproducibles y detectar productos
especificos. La cantidad de DNA de las cepas usadas en el estudio se midié espectrofotométricamente en un
equipo Thermo Scientific NanoDrop™ 2000 y se ajusté la concentracién a 30 ng. La calidad de los DNAs

aislados de las bacterias se comprobd siempre mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %.
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Los oligonucledtidos para todos los ensayos, excepto para la amplificacién del gen 16S rDNA, fueron
sintetizados en la Unidad de Oligonucledtidos y Secuenciacion de DNA (USSDNA) del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. En la Tabla 4.11 se detallan las secuencias de los oligonucleétidos de RAPD, BOX

y ERIC utilizados para el analisis del perfil genémico de Bacillus sp. 83.

Para todas la reacciones de PCR se utilizaron reactivos de Invitrogen como la Tag polimerasa
recombinante (Invitrogen No. Cat. 10342-020.) y se realizaron por lo menos tres veces, para establecer la
reproducibilidad de los productos amplificados y encontrar fragmentos discriminatorios y Unicos del agente

de biocontrol.

Tabla 4.11. Oligonucledtidos utilizados para los perfiles con RAPD, BOX y ERIC de Bacillus sp. 83.

Nombre Secuencia (5'->3') Referencia

ERIC 1R ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCAC Versalovic et al., 1991
ERIC 2 AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G Versalovic et al., 1991
RAPD-OPG5 CTGAGA CGGA Daffonchio et al., 1998
RAPD-OPG8 TCACGTCCAC Daffonchio et al., 1998
RAPD-OPG11 TGCCCGTCG T Daffonchio et al., 1998
RAPD-OPG16 AGC GTCCTCC Daffonchio et al., 1998
BOX-A1R CTA CGG CAA GGC GCA GCT GACG De Clerck y De Vos, 2004

4.9.1. Polimorfismos del DNA de Bacillus sp. 83 amplificados al azar (RAPD)

Para la deteccidon de polimorfismos se utilizaron cuatro oligonucledtidos OPG que previamente habian
sido utilizados por Felici et al., (2008) para el agente de control biolégico B. subtilis 101. La mezcla de
reaccion se prepard en un volumen final de 20 pL conteniendo 30 ng de DNA molde, 2 uL de Buffer de PCR
10 X proporcionado con la enzima, 2.5 mM de MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 0.4 uM del oligonucleétido respectivo,
1 uL de DMSO, y 1 U de Taq polimerasa.

Las condiciones de amplificacion se llevaron a cabo en el termociclador Mastercycler® Gradient
(Eppendorf) y consistieron en un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 minutos, seguido de 35
ciclos que incluian: 1 minuto a 94°C, 1 minuto evaluando dos temperaturas 36 y 40°C, y, finalmente un
tiempo de 3 minutos a 72°C. Después de los 35 ciclos, la amplificacidn se completd con una extension final a

72°C durante 5 minutos.
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4.9.2. Amplificacion de secuencias de los elementos BOX de Bacillus sp. 83

Las reacciones de amplificacidn con el oligonucleétido BOX-A1R (De Clerck y De Vos, 2004) se llevaron a
cabo en el termociclador Mastercycler® gradient (Eppendorf). La mezcla de reaccion se prepard en un
volumen final de 20 pL conteniendo 30 ng de DNA molde, 2 plL de Buffer de PCR 10 X, 1.5 mM de MgCl,, 0.2
mM dNTPs, 0.75 uM del oligonucledtido BOX-A1R, 2 pL de DMSO y 1 U de polimerasa.

Las condiciones de amplificacién consistieron en un ciclo de desnaturalizacidn inicial a 95 °C durante 5
minutos, seguido de 30 ciclos que incluian: 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 54°C, y, finalmente un tiempo de 1

minuto a 72°C. La amplificacidn se completd con una extensidn final a 72°C durante 10 minutos.

4.9.3. Amplificacidon de elementos ERIC de Bacillus sp. 83

Las reacciones de amplificacion para los oligonucledtidos ERIC 1R/ERIC 2 (Versalovic et al., 1991) se
llevaron a cabo en el termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem). La mezcla de reaccidn
se preparé en un volumen final de 15 plL conteniendo 30 ng de DNA molde, 1.5 pL de Buffer de PCR 10 X, 7.5
mM de MgCl,, 1.25 mM dNTPs, 0.4 uM de cada oligonucleétido (ERIC 1R y ERIC 2), 1.5 uL de DMSO y 1 U de

polimerasa.

Las condiciones de amplificacién consistieron en un ciclo de desnaturalizacidn inicial a 95 °C durante 3
minutos, seguido de 30 ciclos que incluian: 45 segundos a 93°C, 1 minuto a 45 y 50°C, y, finalmente un

tiempo de 8 minutos a 65°. La amplificacidon se completd con una extension final a 65°C durante 16 minutos.

4.9.4. Separacion de los productos rep-PCR y RAPDs amplificados en gel de agarosa

Se utilizaron 10 pL de los productos amplificados de las reacciones de RAPD, BOX y ERIC para ser
separados en un gel de agarosa al 2.0 %. La electroforesis se realizd a 100 V durante 2 h; usando como
Buffer de corrida TAE 1X (ver Anexo 9.1) y se incluyé marcador de DNA de peso molecular conocido de 1 Kb

plus (Invitrogen No. Cat.10787-018). El gel fue tefiido con bromuro de etidio.

4.10. Clonacidn y secuenciacion de los fragmentos RAPD, BOX y ERIC seleccionados

4.10.1. Clonacion de los fragmentos de Bacillus sp. 83

Se compard el perfil gendmico de Bacillus sp. 83 con el resto de las cepas utilizadas, generado con cada
técnica y se seleccionaron fragmentos de RAPD, BOX y ERIC que parecian estar sélo dentro del genoma de la
cepa 83. La comparacion de cada fragmento se realizd de forma cualitativa (presencia o ausencia de bandas
en la cepa 83 con respecto a las evaluadas). Los fragmentos de interés se cortaron del gel de agarosa y se

purificaron con QIAquick Gel Extraction Kit de QIAGEN (No. Cat. 28706) siguiendo las instrucciones del

| 31



Materiales y Métodos

fabricante. Se visualizaron 5 pL de la purificacién correspondiente a cada fragmento en un gel de agarosa al
2 %, incluyendo marcador de DNA de peso molecular de 1 Kb. Posteriormente, 1.0 pL de cada purificacion

fue amplificado con el oligonucledtido correspondiente para verificar su identidad.

La clonacién de cada fragmento se llevé a cabo con el InsTAclone™ PCR Cloning Kit de Fermentas (No.
Cat. K1214). Los fragmentos purificados y el perfil completo amplificado con el oligonucledtido BOX-A1R se
ligaron por separado al plasmido pTZ57R/T (Fermentas). La mezcla de ligacion (3 pL del vector, 6 puL buffer
de ligacién, 1 uL DNA T4 ligasa, 6 pL banda purificada BOX y de RAPD, 10 uL de banda ERIC) se incubd toda

la noche a 4°C. En el Anexo 9.3 se muestra el mapa del vector.

4.10.2. Transformacion de células competentes de E. coli DH5-a

Se prepararon células quimicamente competentes de E. coli DH5-a para realizar las transformaciones
correspondientes. EI DNA plasmidico fue incorporado a las células de E. coli DH5-a por el método de choque
térmico (Hanahan, 1983). Se colocaron 4.5 pl de la ligacion correspondiente a cada fragmento de interés,
en tubos eppendorf de 1.5 mL que contenian 66 pL de células competentes y se mezcléd suavemente.
Posteriormente se les dio un choque térmico a 42°C durante 1 minuto, transfiriéndose inmediatamente en
hielo e incubandolas durante 2 min. Posteriormente, a cada mezcla se le adicionaron 300 pL de medio LBy
se incubaron a 37 °C en agitacion a 200 rpm durante 1 h. Se sembraron 100 pL de cada mezcla por triplicado
en cajas con medio LB que contenian el antibidtico Carbenicilina;go (Cb), IPTG; y X-gal,s. Las cajas se

incubaron durante 18 h a 37°C.

4.10.3. Seleccion de colonias y andlisis de transformantes

Las clonas portadoras del plasmido fueron seleccionadas por color (B-galactosidasa) y resistencia al
antibiodtico. Para su analisis se picaron las colonias y cada una se resuspendid en 20 uL de una solucion
estéril de MgS0O, y Tween 20, en tubos eppendorf de 0.6 mL. Se sembraron 3 uL de cada mezcla en cajas con
LB, Cbigo, X-galys € IPTG; y se incubaron a 37 °C durante 20 h. El resto de la suspensién se lisé a 95 °C por 10
minutos. Para la confirmacidn de la longitud de los insertos en los plasmidos, se utilizd 1 pL del lisado y se

analizd por PCR con los oligonucledtidos M13 Forward (-20) y T7 Promoter.

Las clonas seleccionadas se estriaron en cajas con LB suplementadas con Chygg y se incubaron a 37 °C por
16 h para tener colonias aisladas. Para la extraccion de cada pldsmido, se sembré una colonia
correspondiente a cada fragmento en tubos con 5 mL de LB y Cb,q, incubada toda la noche a 37 °C en
agitacién (200 rpm). La extraccidn del plasmido se realizé siguiendo el procedimiento del High Pure Plasmid

Isolation Kit® de Roche. Posteriormente, se verificaron los plasmidos purificados por medio de un analisis de
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restriccion con las enzimas EcoRl (New England Biolabs®) y Hindlll (Invitrogen™) para asegurar la presencia

del inserto.

4.10.4. Secuenciacion de los fragmentos seleccionados de RAPD, BOX y ERIC, y el perfil

genomico obtenido con BOX-A1R
Cada uno de los insertos clonados en el vector pTZ57R/T, fueron secuenciados en ambas direcciones con
los oligonucleétidos M13 Forward (-20) y T7 Promoter, por la empresa Macrogen Inc. (Corea). Las
secuencias obtenidas fueron limpiadas y concatenadas con el programa BioEdit v 7.1.3. Posteriormente, se
realizd la busqueda de homologias de las secuencias de cada fragmento contra las secuencias nucleotidicas

reportadas en la base de datos del NCBI, utilizando el algoritmo BLASTN.

4.11. Diseno de un procedimiento de identificacion basado en un marcador molecular

4.11.1. Diseiio y evaluacion de los oligonucleétidos como posibles marcadores

Para el disefio de los oligonucledtidos como posibles marcadores especificos del agente de control
bioldgico, se seleccionaron las secuencias correspondientes al genoma de Bacillus sp. 83 que resultaron con
baja similitud al ser comparadas con las secuencias nucleotidicas reportadas en la base de datos del NCBI. El
diseio de los oligonucledtidos se llevd a cabo con los programas Oligo® v 7 (Primer Analysis Software) vy el
Primer 3 v 0.4.0 (disponible en http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3). Las secuencias seleccionadas
fueron alineadas con las reportadas en el GenBank usando el programa ClustalW2 desde BioEdit con la
finalidad de buscar las regiones menos conservadas entre ellas, que no fueran mayores a 300 pb y que no

fueran parte de genes del metabolismo central ya que podian limitar la especificidad.

Como primera etapa, se evaluaron los oligonucleétidos disefiados usando el termociclador Mastercycler®
gradient (Eppendorf). La mezcla de reaccion se prepard en un volumen final de 10 plL conteniendo 30 ng de
DNA molde (Bacillus sp. 83 y cepas de B. amyloliquefaciens), 1 uL de Buffer de PCR 10X, 1.5 mM de MgCl,,
0.08 mM dNTPs, 0.1 uM de cada oligonucledtido (forward y reverse) y 1 U de polimerasa. Las condiciones de
amplificacion se detallan en la Tabla 4.12. Los productos amplificados fueron resueltos en electroforesis en

un gel de agarosa al 1.5 % a 100 V.

Tabla 4.12. Condiciones de PCR para evaluar marcadores disefiados.

Condiciones Tempfratura Tiempo (min)  No. de ciclos
(°c)
Desnaturalizacion inicial 94 4 1
Desnaturalizacion 94 45sy 1
Alineamiento 60y 68 45sy1 35
Extension 72 45sy1
Extension Final 72 5 1
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4.11.2. Evaluacioén de la especificidad de los marcadores

La especificidad de los marcadores fue evaluada sdlo con aquellos que fueron altamente especificos al
genoma de Bacillus sp. 83 en la primera etapa, mediante PCR convencional. Para lo anterior, se utilizaron 30
ng de DNA de cultivos puros de cada una de las cepas de Bacillus y de otros géneros asociados a plantas
como Rhizobium. La mezcla de reaccion se preparé en un volumen final de 10 pL conteniendo: 30 ng de
DNA molde, 1 pL de Buffer de PCR 10 X, 1.5 mM de MgCl,, 0.08 mM dNTPs, 0.1 uM del oligonucledtido
seleccionado y 1 U de polimerasa. Para la amplificacion se tomaron en cuenta las mejores condiciones que
resultaron con el marcador especifico (ver Tabla 4.13). Los productos amplificados fueron resueltos en

electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 % a 100 V.

Tabla 4.13. Condiciones de PCR para el marcador especifico de Bacillus sp. 83.

. . Temperatura Tiempo No. de ciclos
Condiciones o .
Q) (min)
Desnaturalizacion inicial 94 4 1
Desnaturalizacion 94 45s
Alineamiento 68 45s 35
Extension 72 45s
Extension Final 72 5 1

Como control positivo para determinar la veracidad de los resultados de especificidad del marcador
seleccionado, se decidié amplificar en todas las bacterias evaluadas, el fragmento del gen 16S rDNA con los
oligonucledtidos universales fD1/rD1, usando los 30 ng de DNA, bajo las condiciones descritas en la Tabla

4.8. El producto de amplificacidn de la reaccién se visualizé en un gel de agarosa al 1 %.

4.11.3. Evaluacion del limite de deteccion de los marcadores
El limite de deteccién de los marcadores fue evaluado mediante PCR convencional a través de tres

experimentos, bajo las condiciones de amplificaciéon por PCR convencional descritas en la Tabla 4.13.

El primero consistid en evaluar concentraciones conocidas de DNA gendmico purificado tanto de un
cultivo de células vegetativas de Bacillus sp. 83 como de un cultivo procedente de 100 mg del formulado
Fungifree AB®. A este ultimo se le realizd un paso de enriquecimiento previo a la extraccion de DNA, en 5

mL de medio LBy se dejé incubar durante toda la noche a 29°C en agitacién (200 rpm).

Una vez extraido el DNA se ajusté a 30 ng pL* tanto para células vegetativas como para las células

procedentes del formulado. Se realizaron diluciones seriadas (1:10) de los 30 ng pL"' de DNA hasta la
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concentracién de 3 x 10° ng puL™' y se amplificé la regién Unica de la cepa 83 con los marcadores que

mostraron especificidad (la estrategia del experimento se muestra en la Figura 4.4).

Esporas de Bacillus

Células vegetativas sp. 83 procedentes

del formulado
Fungifree AB®

de Bacillus sp. 83

100 mg del formulado en 5
mL de medio LB incubado a
29°Cy 200 rpm

Extraccion de DNA

gendmico de células
Bacillus sp. 83

Ajuste de concentraciones
de DNA de Bacillus sp. 83,
desde 30 ng hasta 3 x 10°.

Reaccién de PCR
convencional con los
marcadores especificos
para Bacillus sp. 83

Figura 4.4. Estrategia para evaluar la capacidad de los marcadores disefiados
para Bacillus sp. 83 con concentraciones conocidas de DNA de la bacteria.

El segundo y tercer experimento consistieron en monitorear la persistencia de Bacillus sp. 83 sobre hojas
de papayo. Las hojas se utilizaron tal y como provenian del campo sin someterlas a ningln proceso de

esterilizacidn antes de la inoculacion con la cepa 83.

Con respecto al segundo experimento, se preparé una suspension en medio LB que contenia en
promedio 3.1 x 10’ de células vegetativas de Bacillus sp. 83 por cada mililitro. Las células de Bacillus sp. 83
se crecieron en un matraz con 30 mL de medio LB durante 12 h, para después ajustarlas a la densidad
celular mencionada. Se asperjé aproximadamente 1 mL de la suspension celular sobre la superficie de cada
hoja (ver Figura 4.5). El monitoreo se llevd a caboalas2 hyalos 1, 2,4y 6 dias después de la aspersidn. Se
utilizaron 3 hojas por dia de muestreo.
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Células de Bacillus Crecimiento en Ajuste a 3.7 x 107
sp. 83 medio LB liquido de células de Bacillus
Bacillus sp. 83 sp. 83

Aspersion de  mL de
suspension celular
por cada hoja de

Incubacién de hojas
asperjadas a 29 °C

Procesamiento de las
muestra: 10 mL de
H,O destilada estéril
+ 1 g de hoja

Sonicacioén de las
muestras por 30 min

DNA con
marcadores

especificos PCR
cualitativo

Centrifugacion y
recuperacion del
pellet

Extraccion de DNA

<

Figura 4.5. Estrategia para evaluar la capacidad de los marcadores disefiados, con

DNA de células vegetativas de Bacillus sp. 83 asperjadas en hojas de papayo.

Finalmente, se determind la habilidad de los marcadores para identificar a Bacillus sp. 83 presente en el
formulado Fungifree AB® cuando fue asperjado sobre un ambiente heterogéneo como las hojas de papayo.
Se preparé una suspension del polvo, bajo la concentracién de 1 x 10’esporas de Bacillus sp. 83 por cada g

del formulado. Posteriormente se asperjé aproximadamente 1 mL de la suspension sobre la superficie de
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cada porcion de hoja de papayo (ver Figura 4.6). El periodo de monitoreo para la identificacion del agente

de biocontrol serealizé alas2 hyalos 1, 2,4, 8 y 11 dias después de la aspersion.

Suspension: 10 x 10% Aspersion de  mL de
esporas de Bacillus sp. 83 suspension en cada hoja de

Incubacion de hojas

asperjadas a 29 °C

por gramo del polvo
Fungifree AB®

Procesamiento de las
muestra: 10 mL de
H,0 destilada estéril
+1gde hoja

Sonicacién de las
muestras por 30 min

Centrifugacion y
recuperacion del
pellet

Nitrégeno liquido

agregado a los pellets

DNA con
marcadores
especificos y PCR
cualitativo

Extraccion de DNA

Figura 4.6. Estrategia para evaluar la capacidad de los marcadores disefiados, con
DNA de esporas de Bacillus sp. 83 presentes en el formulado Fungifree AB®
asperjadas en hojas de papayo.

Las hojas del segundo y tercer experimento se incubaron en cajas Petri a 29°C en la cdmara de cultivo
para plantas del laboratorio de Ecologia Gendmica del Centro de Ciencias Gendmicas-UNAM. Transcurrido
el tiempo de incubacion correspondiente al dia de monitoreo, se retiraron las hojas y se utilizé

aproximadamente 1 g de cada una para la extraccién de DNA total (mezcla de microorganismos).

La extraccidon de DNA total presente en las hojas se realizd de acuerdo a las instrucciones del kit Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega), con un paso previo de sonicacidn (Branson Modelo 1510-MT) de 1 g

de hoja suspendido en 10 mL de agua estéril, durante 30 minutos. Posteriormente, se recuperaron 6 mL del
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producto sonicado y se centrifugaron a 14 000 rpm durante 1 min (centrifuga 5415 C Eppendorf). El pellet
fue utilizado para la extraccion de DNA de acuerdo al protocolo del kit mencionado. Hasta este paso se
procesaron las hojas asperjadas con células del cultivo puro de Bacillus sp. 83. Por otro lado, los pellets
procedentes del lavado de hojas inoculadas con esporas presentes en el formulado, se trataron con

nitrégeno liquido para romper las células y extraer el DNA siguiendo las instrucciones del kit.

La calidad de los DNAs se visualizé en un gel de agarosa al 1 %. Posteriormente, se utilizé 0.5 pL de cada

DNA (1:10) para ser evaluado por PCR con los marcadores que mostraron especificidad para Bacillus sp. 83.
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5. Resultados y Discusidn

5.1. Confirmacidn de los aislados de Yucatan como integrantes del género Bacillus

Las especies de Bacillus son ubicuas en la naturaleza y se encuentran en mayor proporcion en los suelos,
por lo que resulta de gran utilidad usar muestras de este tipo como fuente de inéculo para aislar cepas de
este género. A partir del protocolo que se usé para el aislamiento, se obtuvieron 50 diferentes colonias de
las distintas muestras de suelo, de las cuales se seleccionaron 30 que resultaron ser Gram positivas por la
tincion de Gram, morfotipo colonial parecido a B. subtilis y B. amyloliquefaciens. Finalmente, la
amplificacidon del gen recA permitié la identificacion molecular de 23 cepas que pertenecen al género
Bacillus, al mostrar cada una un fragmento de 850 pb (Figura 5.1). Este grupo de bacterias se utilizé para la
comparacién de perfiles gendmicos con el agente de biocontrol Bacillus sp. 83 (ver Tabla 5.1). Con el
aislamiento de estos microorganismos se pudo identificar si en el ambiente donde serd asperjada la cepa
83, no estd presente otro microorganismo con caracteristicas fenotipicas y genotipicas parecidas y que

pudiera influir también en el control de la enfermedad.
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Figura 5.1. Identificacidn de los aislados del estado de Yucatan pertenecientes al género Bacillus mediante la
amplificacién del gen recA. (1) TP1,(2) TP2,(3) TP3,(4) TP4, (5) TP5 (6) TP6, (7) TPS8,(8) TP9, (9) TP10, (10)
TP11, (11) TP13, (12) TP14,(13) S15, (14) TP17, (15) S19, (16) Teya 21, (17) Teya 22, (18) Teya 23, (19) Yax 24,
(20) TP12, (21) TP16, (22) TP20, (23) TP26, (24) TP27, (25) S30, (26) TP31, (27) TP32, (28) TP34, (29) TP36,
(30) TP28. (C1) Control positivo (DNA de B. subtilis 168T), (C2) Control negativo (sin DNA). (M)Marcador de
peso molecular de 1 kb (Invitrogen).
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Tabla 5.1. Cepas del género Bacillus aisladas de diferentes municipios del estado de
Yucatan para evaluarlas con Bacillus sp. 83 mediante las técnicas rep-PCR y RAPD.

No. de cepaenel

Cepa Fuente
gel
1 Bacillus sp. TP 1 Tepakan, Yucatan.
2 Bacillus sp. TP 2 Tepakan, Yucatan
4 Bacillus sp. TP 4 Tepakan, Yucatan
5 Bacillus sp. TP 5 Tepakan, Yucatan
6 Bacillus sp. TP 6 Tepakan, Yucatan
7 Bacillus sp. TP 8 Tepakan, Yucatan
8 Bacillus sp. TP 9 Tepakan, Yucatan
9 Bacillus sp. TP 10 Tepakan, Yucatan
10 Bacillus sp. TP 11 Tepakan, Yucatan
11 Bacillus sp. TP 13 Tepakan, Yucatan
12 Bacillus sp. TP 14 Tepakan, Yucatan
13 Bacillus sp. S 15 Sotuta, Yucatdn
14 Bacillus sp. TP 17 Tepakan, Yucatan
15 Bacillus sp. S 19 Sotuta, Yucatan
16 Bacillus sp. Teya 21 Teya, Yucatan
17 Bacillus sp. Teya 22 Teya, Yucatan
18 Bacillus sp. Teya 23 Teya, Yucatan
19 Bacillus sp. Yax 24 Yaxcabd, Yucatan
25 Bacillus sp. S 30 Souta, Yucatan
26 Bacillus sp. TP 31 Tepakan, Yucatan
27 Bacillus sp. TP 32 Tepakan, Yucatan
28 Bacillus sp. TP 34 Tepakan, Yucatan
29 Bacillus sp. S 36 Sotuta, Yucatan

5.2. Caracterizacion molecular parcial de Bacillus sp. 83

5.2.1. Determinacidn de la especie del agente de biocontrol Bacillus sp. 83

La amplificacion del gen ribosomal de Bacillus sp. 83, generd un fragmento esperado de 1500 pb (Figura
5.2a). La busqueda y comparacion de similitudes de la secuencia nucleotidica de este fragmento con las
reportadas en la base de datos, mostré 99 % de identidad con las dos secuencias mas proximas en el

GenBank, B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42' y B. subtilis subp. subtilis 168".

Debido a la similitud que obtuvo Bacillus sp. 83 con las especies B. subtilis y B. amyloliquefaciens a nivel
del gen ribosomal, y que no ayudd en su diferenciacion, se realizdé la amplificacion del gen recA para
confirmar la identificacidn molecular de la cepa 83. El gen recA fue seleccionado, porque ha demostrado ser
efectivo para discriminar entre especies cercanas del grupo de B. subtilis en los trabajos de Arguelles-Arias

et al., (2009) y Alvarez et al., (2011) con agentes de biocontrol.

Se generd un fragmento de 824 pb (Figura 5.2b) y su secuencia presentd el 99 % de identidad con B.
amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42" y el 85 % con B. subtilis subsp. subtilis BSn5 y B. subtilis subsp.
spizizenii W23 cepas mas proximas en el andlisis del BLASTN. La Figura 5.3 muestra la topologia del arbol
filogenético obtenida por maxima verosimilitud de la secuencia del gen recA de la cepa 83, agrupandola con
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B. amyloliquefaciens subsp. plantarum YAUB9601-Y2, B. amyloliquefaciens subsp. plantarum CAU-B946 y B.

amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42', y separandola filogenéticamente de B. subtilis subsp. subtilis

168"

Recientes estudios taxondmicos han revelado que el grupo B. subtilis es muy heterogéneo, y se ha
considerado como un complejo de especies muy cercanas, por lo que la identificacién molecular entre sus
integrantes requiere de mas de un marcador genético para identificarlos, ya que B. subtilis y B.

amyloliquefaciens son fenotipicamente similares y pueden ser facilmente confundibles (Reva et al., 2004).
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Figura 5.2. Fragmentos amplificados de los genes a) 16S rDNA y b) recA de Bacillus sp. 83. Control (+)

Burkholderia unamae MTI-641" y B. subtilis subsp. subtilis 168, respectivamente. Control negativo (sin DNA).
(M): Marcador de peso molecular 1 Kb.
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Tabla 5.2. Identidad entre la secuencia nucleotidica del gen recA de Bacillus sp. 83 y otras bacterias.

% de identidad nucleotidica
B. subtilis B. amyloliquefaciens | B. amyloliquefaciens | B. amyloliquefaciens
Cepas subsp. B. amyloquuerfauens B. amyloliquefaciens | Bacillussp. subsp. plantarum subsp. plantarum subsp. plantarum
subtilis 1687 Dsm7 XH7 83 YAU B9601-Y2 FzB427 CAU-B946
B. subtilis subsp.
subtilis 1687 84.6 84.6 84.5 84.5 84.8 849
B. amyloliquefaciens
DSM7T 84.3 100 98.7 98.5 98.9 98.5
B. amyloliquefaciens
XH7 84.3 99.6 98.7 98.5 98.9 98.5
Bacillus sp. 83 84.2 98.3 98.3 99.9 99.8 98.9
B. amyloliquefaciens
subsp. plantarumYAU | g4 5 98.2 98.2 99.5 99.6 98.8
B9601-Y2
B. amyloliquefaciens
subsp. plantarum 84.4 98.5 98.5 99.4 99.3 99.2
FZB42T
B. amyloliquefaciens
subsp. plantarum 84.5 98.2 98.2 98.5 98.4 98.8
CAU-B946
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Anteriormente, Bacillus sp. 83 fue caracterizado como B. subtilis 83, en base a sus caracteristicas
fenotipicas, sin embargo, la matriz de identidad nucleotidica construida con la secuencia del gen recA
mostré 99.9 % de identidad con la secuencia de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum YAUB9601-Y2,
mientras que con B. subtilis subsp. subtilis 168" fue de 84.2 % (Tabla 5.2), por lo que se propone que la cepa

83 deberia ser reasignada a la especie B. amyloliquefaciens.

Bacillus amyloliquefaciens DSM7

Bacillus amyloliquefaciens TA208
998
1Bacillus amyloliquefaciens LL3

Bacillus amyloliquefaciens cin A gen
1000

Bacillus amyloliquefaciens XH7

-Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum CAUB946

561 520 Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42

990 |Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAUB9601-Y2

909 | Bqcillus sp. 83

542 —— Bacillus licheniformis ATCC14580
384

Bacillus coagulans 36D1
-Bacillus subtilis subsp. spizizenii TU-B-10

Bacillus sp. 1S
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977 Bacillus subtilis subsp. spizizenii RO-NN-1
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g5 I Bacillus subtilis subsp. subtilis 168

51397 |Bqcillus subtilis BSn5

LBacillus subtilis subsp. spizizenii W23

L Bacillus pumilus SAFR-032

Bacillus megaterium DSM319

— Listeria monocytogenes 4b F2365

1000

Listeria innocua Clip11262

—
0.1

Figura 5.3. Arbol filogenético por maxima verosimilitud de la secuencia del gen recA de Bacillus sp. 83,
indicando la relacidn filogenética que existe entre la cepa y otros representantes del género Bacillus. En los
nodos se muestran los valores bootstrap >50% basados en 1000 repeticiones. La barra representa el 10 % de
cambios entre nucledtidos de las secuencias.
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5.2.2. Amplificacion de genes involucrados en la biosintesis de antibiéticos producidos por
Bacillus sp. 83

Las bacterias asociadas a plantas como los Bacillus son conocidas por desempefiar un papel importante,

ya sea al estimular su crecimiento y/o protegerla de los fitopatdégenos a través de la produccién de

metabolitos secundarios como los antibidticos.

Anteriormente, se demostré el potencial de biocontrol de Bacillus sp. 83 mediante el antagonismo in
vitro contra Fusarium spp. Morales (2007) utilizé los metabolitos esterilizados y no esterilizados, producidos
por la cepa. Observé y cuantificé la actividad antifungica de los metabolitos sometidos al proceso de
esterilizacidn, encontrando 30 % de inhibicidon del hongo con los metabolitos termorresistentes producidos

alas 16 h.

Posteriormente, Solis (2010) identifico y purificd, por medio de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC), los metabolitos producidos por la cepa 83 que demostraron actividad antifungica contra Fusarium
spp. y se identificaron como iturina A y surfactina. Al menos otro metabolito que no se identificd de la
fraccion de los compuestos solubles termorresistentes, presentd actividad contra el fitopatédgeno. El mayor
porcentaje de inhibicidn de los metabolitos antifiingicos presentes en el caldo libre de células se encontré
en las fracciones de 3 y 5 KDa, las cuales tuvieron relacion con las fracciones de los estandares comerciales

de iturina Ay surfactina.

Los resultados encontrados por Morales (2007) y Solis (2010), concuerdan con lo publicado por Ongenay
Jaques (2007) que indicaron que la naturaleza quimica de los compuestos de la familia de las iturinas
(iturina A y C, bacilomicina D y micosubtilina) producidos por especies de Bacillus corresponde a los
lipopéptidos antibidticos estables a altas temperaturas que mostraron fuerte control in vitro de hongos
fitopatdgenos. Otros reportes como los de Chung et al., (2008) y Chen et al., (2009b) han demostrado que el
éxito como agentes biocontrol de algunas cepas de Bacillus radica principalmente en la produccién de

compuestos antibidticos.

En el presente trabajo, se analizd por PCR la presencia de los genes que codifican para enzimas
involucradas en la sintesis de antibidticos como surfactina, iturina y macrolactina. El producto amplificado
con los oligonucleétidos Srfkn-1 y Srfkn-2, fue de 1530 pb correspondiente al gen srfAA involucrado en la
sintesis de surfactina. La banda se observd en el agente de biocontrol Bacillus sp. 83, en la cepa tipo B.
amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42', B. amyloliquefaciens CCGE2081 y B. subtilis CPA (Figura 5.4a).

La secuencia de la banda amplificada mostré 100 % de similitud con la secuencia del gen srfAA que codifica
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para la enzima surfactina sintetasa A de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42" (No. acceso

ABS72764.1 en el GenBank), de acuerdo al andlisis in silico que se realizd de la secuencia.

Con respecto al gen ituD, los oligonucleétidos ituD-f e ituD-r, amplificaron la banda esperada de 1203 pb.
Esta se observé en Bacillus sp. 83, B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZBA42', B. amyloliquefaciens
CCGE2081 y B. subtilis CPA (Figura 5.4b). El analisis de la secuencia de 1203 pb presentd similitud (100 %)
con la del gen bmyD (codificante para una malonil-CoA transacilasa que participa en la sintesis del
antibidtico bacilomicina D) de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42" (No. acceso ABS74182.1) y no
con la secuencia del gen ituD como lo reporté Hsieh (2008) cuando utilizé los mismos oligonucleétidos que

se emplearon en este trabajo.

El amplicdn de 1203 pb que se observd en la cepa FZB42', a pesar que ésta no es productora natural de
los lipopéptidos iturina A y micosubtilina, podria deberse a la secuencia conservada que poseen los genes
ituD y bmyD (ambos codifican para una malonil coenzima A transacilasa) involucrados en la sintesis de
iturina A, bacilomicina D y micosubtilina. Los tres son integrantes de la familia de las iturinas (Koumoutsi, et

al., 2004; Chen et al., 2007).
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Figura 5.4. Productos de amplificacion de genes involucrados en la sintesis de los antibidticos a) surfactina, b)
iturina A y c) macrolactina A. (FZB42") B. amyloliquefaciens subsp. plantarum (control positivo, productor de los
tres antibicticos), (168") B. subtilis (control negativo, no productor de los tres antibiéticos), (CCGE2081) B.
amyloliquefaciens, (CPA) B. subtilis. (C) Control negativo (sin DNA). (M) Marcador de peso molecular 1 Kb.
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El hecho de haber observado los amplicones de los genes ituD (iturina A) y srfAA (surfactina) en Bacillus
sp. 83, y teniendo evidencias que la cepa produce estos lipopéptidos (como parte de los metabolitos del
caldo de fermentacidn), sugiere que la sintesis de surfactina es un mecanismo que puede utilizar la cepa 83,
gracias a la capacidad surfactante del compuesto y a su participacién descubierta en la formacion de
biofilms y en el movimiento tipo swarming de las células de B. subtilis y B. amyloliquefaciens que le
permiten la colonizacidn de las plantas (Harshey, 2003; Bais et al., 2004; Souto et al., 2004; Fan et al., 2011).
La participacidon del lipopéptido surfactina en el control de fitopatégenos no ha sido establecida; sin
embargo, se ha reportado el efecto sinérgico que tiene con la presencia del lipopéptido antibidtico iturina A,
(inhibe el crecimiento de algunas bacterias Gram-positivas y de hongos) actuando de manera
complementaria a nivel de las membranas bioldgicas de los patdgenos, alterando su integridad (Maget-

Dana et al, 1992; Asaka y Shoda, 1996).

Los productos amplificados de los genes involucrados en la sintesis de estos lipopéptidos, nos hace
confirmar que la antibiosis es uno de los mecanismos que utiliza la cepa 83 para controlar el crecimiento de
C. gloeosporioides en el cultivo de mango, lo cual se habia demostrado previamente tanto en el laboratorio

como en pruebas de campo y en postcosecha.

La evidencia que menciona la participacién de bacterias de la especie de B.amyloliquefaciens asociadas a
plantas, es el genoma de la cepa FZB42', donde Chen et al., (2007) encontraron la existencia de nueve
operones con genes que codifican para enzimas participantes en la sintesis de diversos antibidticos como
surfactina, fengicina, bacilomicina D, bacilisina, macrolactina y dificidina, metabolitos involucrados en la
actividad de biocontrol de diversos fitopatdgenos. Chen et al., (2009b) evaluaron la capacidad de biocontrol
de la cepa contra la bacteria Erwinia amylovora causante del “fuego bacteriano” en manzanas y reportaron

que los antibidticos dificidina y bacilisina redujeron la enfermedad en los cultivos.

Ademas de los genes bmyD y srfAA amplificados en el genoma de la cepa 83, también fue posible
amplificar con los oligonucledtidos minc-1 y minc-2 el fragmento esperado de 575 pb del gen mInA. Este se
observé en Bacillus sp. 83, B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42', B. amyloliquefaciens CCGE2081 y
B. subtilis CPA (Figura 5.4c). La secuencia del amplicén mostré 100 % de similitud con la secuencia del gen
minA de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42" (No. acceso ABS73796.1 GenBank) que codifica para

la enzima malonyl-CoA transacilasa/éxido-reductasa y participa en la sintesis del antibidtico macrolactina A.

El papel bioldgico que presenta el antibidtico macrolactina, no esta relacionado directamente con el

control de fitopatégenos; sin embargo, se han demostrado sus propiedades médicas contra bacterias
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patdgenas de humanos y también su actividad para inhibir el crecimiento de células cancerosas en ensayos
in vitro (citado por Schneider et al., 2007). Originalmente, la primera familia de las macrolactinas A-F fue
encontrada en una bacteria del fondo del mar; posteriormente, se han ido descubriendo otros tipos de
macrolactinas como: macrolactina G-M, 7-O-malonil macrolactina, 7-O-macrolactina A y macrolactina N

(Schneider et al., 2007).

Lo anterior puede ser una caracteristica importante que se suma a las reportadas para Bacillus sp. 83, no
sélo como fines de biocontrol de fitopatdgenos, sino también con potencial en aplicaciones en el area

farmacéutica.

En cuanto a la cepa tipo B. subtilis subsp. subtilis 168" que se usé como control negativo para los tres
genes, se comprobd que no hubo sefial de amplificacién, dado que la bacteria no posee los operones con los

genes responsables de la sintesis de estos compuestos (Kunst et al., 1997).

5.3. Determinacion de huellas genomicas de Bacillus sp. 83

5.3.1. Analisis y seleccion del fragmento RAPD

El DNA de las diferentes bacterias fue utilizado para la amplificacién y obtencidn de un perfil gendmico,
con cada uno de los oligonucleétidos OPG. De los cuatro, OPG-5 y OPG-11 fueron capaces de amplificar
fragmentos polimaérficos con los que se generd el perfil gendmico del agente de control bioldgico Bacillus
sp. 83. Sin embargo, sélo OPG-11 amplificé un fragmento de aproximadamente de 1700 pb, reproducible y
con posibilidad de discriminar a la cepa 83, por lo que se decidié clonar este fragmento en el vector

utilizado.

Las mejores condiciones de amplificacidn encontradas para OPG-11 fueron: desnaturalizacidn inicial a 94
°C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos que incluian: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 36°C, y, finalmente un

tiempo de 3 minutos a 72°C. La amplificacidon se completé con una extensién final a 72°C durante 5 minutos.

Las Figuras 5.5 y 5.6 muestran el perfil gendmico generado para Bacillus sp. 83 de donde se selecciond el

fragmento de interés (1700 pb) cuando se comparé con el resto de las bacterias evaluadas.
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Figura 5.5. Perfiles gendmicos RAPD de Bacillus sp. 83 y cepas de referencia obtenidos con el oligonucledtido
OPG-11. (1) 83, (2) CCGE2031, (3) FZB42', (4) 10A18, (5) 10A3, (6) 10A1, (7) Bi 43, (8) 168", (9) 6633, (10) 6051,
(11) 11774, (12) CCGE2066, (13) Bi28, (14) Fac. Quim1, (15) CPA, (16) 1A145, (17) 5A1, (18) 8A1, (19) 7A1, (20)
16A1, (21) 13A1, (22) 4A1. (M) Marcador de peso molecular 1 Kb.
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Figura 5.6. Perfiles gendmicos RAPD de Bacillus sp. 83 y cepas aisladas de Yucatan, obtenidos con el
oligonucledtido OPG-11. (1) 83, (2) TP5, (3) TP6, (4) TP14, (5) S15, (6) TP17, (7) Teya 22, (8) Teya 23, (9) S30,
(10) TP31, (11) TP32, (12) S36, (13) TP34, (14) TP1, (15) TP2, (16) TP4, (17) TP9, (18)TP10, (19) TP11, (20) TP13,
(21) S19, (22) Teya 21, (23) Yax 24. (M) Marcador de peso molecular 1 Kb.
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5.3.2. Anadlisis y seleccion del fragmento BOX

En las Figuras 5.7 y 5.8 se muestran los perfiles gendmicos originados con el oligonucleétido BOX-A1R,
que permitié diferenciar al agente de control bioldgico Bacillus sp. 83 de las cepas evaluadas, a través del
fragmento amplificado de aproximadamente 250 pb. Este fragmento fue elegido para clonarse en un vector.

El perfil gendmico completo originado de la cepa 83 se utilizd para construir una libreria de DNA.
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Figura 5.7. Perfiles gendmicos BOX de Bacillus sp. 83 y cepas de referencia obtenidos con el oligonucledtido
BOX-A1R. (1) 83, (2) FZB42', (3) 10A18, (4) 10A3, (5) 10A1, (6) CCGE2031, (7) Bi43, (8) 11774, (9) 6051, (10)
6633, (11) 1A141, (12) 1A1, (13) 168T, (14) 1A145, (15) CCGE2066, (16) CCGE2081, (17) Bi28, (18) CPA, (19)
Fac. Quim1, (20) CIAD 100, (21) CIAD 104, (22) CIAD 21, (23) 5A24, (24) 5A1, (25) 14A1, (26) 8A1, (27) 7A1,
(28) Fac. Quim2. (M) Marcador de peso molecular 1 kb.
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Figura 5.8. Perfiles gendmicos BOX de Bacillus sp. 83 y cepas aisladas de Yucatdan obtenidos con el
oligonucledtido BOX-A1R. (1) 83, (2) TP5, (3) TP6, (4) TP14, (5) S15, (6) TP17, (7) Teya 22, (8) Teya 23, (9) S30,
(10) TP31, (11) TP32, (12) S36, (13) TP34, (14) TP1, (15) TP2, (16) TP4, (17) TP9, (18) TP10, (19) TP11, (20)
TP13, (21) S19, (22) Teya 21, (23) Yax 24. (M) Marcador de peso molecular 1 Kb.
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5.3.3. Anadlisis y seleccidn del fragmento ERIC

Los perfiles gendmicos originados con los oligonucledtidos ERIC 1R/ERIC 2 de Bacillus sp. 83 y el de las
cepas evaluadas se ilustran en las Figuras 5.9 y 5.10. Al compararse el patréon producido de la cepa 83 con
las especies evaluadas, se selecciond el fragmento de aproximadamente 1700 pb, por haber sido

reproducible y distintivo de la cepa de control bioldgico, con respecto al resto.
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Figura 5.9. Perfiles gendmicos ERIC de Bacillus sp. 83 y cepas de referencia obtenidos con los oligonucleétidos
ERIC 1R/ERIC 2. (1) 83, (2) FZB42, (3) 10A3, (4) 10A1, (5) 10A18, (6) CCGE2031, (7) Bi 43, (8) CIAD 104, (9) CIAD
21, (10) CCGE2081, (11) 168", (12) 6051, (13) 6633, (14) 1A1, (15) 11774, (16) 1A145, (17) CCGE2066, (18) CIAD
100, (19) 5A1, (20) 8A1, (21) CFN42, (22) Mim1, (23) CH2410. (M) Marcador de peso molecular 1 Kb.
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Figura 5.10. Perfiles gendmicos ERIC de Bacillus sp. 83 y cepas aisladas de Yucatan, obtenidos con los
oligonucledtidos ERIC 1R/ERIC 2. (1) 83, (2) TP1, (3) TP2, (4) TP4, (5) TP5, (6) TP6, (7) TP9, (8) TP10, (9) TP11,
(10) TP13, (11) TP14, (12) TP31, (13) TP32, (14) TP34, (15) S19, (16) Teya 21, (17) Teya 22, (18) Teya 23, (19)
S17, (20) S15, (21) S30, (22) S36, (23) Yax 24. (M) Marcador de peso molecular 1 Kb.
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5.4. Seleccidn y secuenciacion de fragmentos

Los fragmentos seleccionados para purificarse y clonarse en el vector pTZ57R/T fueron: el fragmento de
aproximadamente 1700 pb amplificado con OPG-11 (RAPD), el fragmento de aproximadamente 1700 pb
amplificado con los oligonucledtidos ERIC 1R/ERIC 2 y finalmente el fragmento amplificado de
aproximadamente 250 pb con BOX-A1R (ver Figura 5.11). El andlisis por PCR de las clonas seleccionadas con
el inserto amplificado con cada técnica y los plasmidos purificados se muestran en el Anexo 9.4. El resultado

de las secuencias de las clonas obtenidas con los fragmentos se detalla en las Tablas 5.3 a 5.5.
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Figura 5.11. Fragmentos de DNA de Bacillus sp. 83 seleccionados de los perfiles
ERIC, RAPD y BOX. (a) Corte de los fragmentos elegidos y (b) purificacidn de los
fragmentos.

Con respecto al amplicén obtenido con el oligonucledtido OPG-11 en la técnica de RAPD, se obtuvieron

dos clonas a partir del fragmento de 1700 pb (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Resumen de resultados del analisis de las clonas obtenidas a partir de la ligacién de la banda de
1700 pb de Bacillus sp. 83 amplificada con OPG-11 (RAPD) que presentaron mayor similitud con genes de
B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FzB42".

Longitud Posicion del genoma de
Clona secuencia Identidad  Gen Proteina FzB42' alineada con la
recuperada (%) secuencia de la clona
(pb)
RAPD_2W 1644 98 spakE Permeasa del sistema de 3,215,698 a 3,214,054
transporte ABC31 de
lantibidticos.

spaF Permeasa del sistema de
transporte ABC17 de
colina.
RAPD_3W 1065 99 ywoF  Proteina hipotética YwoF. 3,360,476 a 3,359,411

ftsX Proteina de divisidn celular
FtsX, sistema de transporte
ABC11.
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En lo que respecta a la técnica BOX-PCR se puede observar que, ademas de los fragmentos de 216, 219y
250 pb que estaban contenidos en la banda principal obtenida con el oligonucledtido BOX-A1R (Figura

5.11b), se obtuvieron clonas representativas de todo el perfil. Las secuencias obtenidas de las clonas se

resumen en la Tabla 5.4

Tabla 5.4. Resumen de resultados del analisis de las clonas obtenidas a partir de la ligacién del perfil
gendmico y de la banda de 250 pb de Bacillus sp. 83 amplificados con BOX-A1R (BOX-PCR) que presentaron
mayor similitud con genes de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FzB42'.

Longitud Identidad . Posicion del genoma de
Clona secuencia Gen Proteina FzB42' alineada con la
(%) .
(pb) secuencia de la clona
D3 1193 98 aldX Aldehido 3,799,114 a 3,797,922
deshidrogenasa
A3 785 97 vaiq Fosfoenolpiruvato 2,379,375 a 2,378,591
mutasa
Proteina hibrida
B11,F3y M3 685 98 baeN NRPS/PKS, sintesis de 1,759,577 a 1,760,261
bacillaene
B5,B12,B15,C3, yfnH Glucosa-1-fosfato
E3,BJ2yJ3 545 99 yfnG citidiltransferasa y CDR- 739,449 a 739,993
glucosa 4,6-dehidratasa
BOX6,BOX9, B1V
BOX_6W y BOX_9W 251 96 ykfB L-Ala-D/L-Glu epimerasa 1,247,560 a 1,247,310
B1B,BOX2 y BOX3 219 97 yjecl Cistationina B-liasa y 1,162,893 a 1,162,675
yjcl Cistationina y.liasa
BOX11y B1M 216 98 yhfs Acetil-CoA 1,033,915 a 1,034,130

acetiltransferasa

Es importante hacer notar las secuencias de las clonas B11l, F3 y M3 obtenidas de la ligacion del
fragmento de 685 pb amplificado con BOX-A1R, presentaron el 98 % de identidad con la secuencia del gen
baeN de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42', involucrado en la sintesis del antibiético bacillaene.
Lo anterior demuestra que dentro del genoma del agente de biocontrol Bacillus sp. 83, ademas de los genes
amplificados que estdn involucrados en la sintesis de los antibidticos surfactina, iturina y macrolactina,
también habria que agregar a éste otro antibidtico, que le confiere un mayor potencial a la cepa. En la

Figura 5.12 se muestra la secuencia obtenida del gen baeN de Bacillus sp. 83.

El antibidtico bacillaene fue descubierto por primer vez en 1993 por producido una cepa de B. subtilis
ATCC55422 aislada de suelo en Japén. Se evalud su actividad antibacteriana in vitro contra bacterias Gram
(+), Gram (-) y levaduras patdgenas de humanos, observandose inhibicidn sobre las bacterias, pero no
contra eucariotes como Candida spp. Los estudios también demostraron que el agente bacteriostatico actud

a nivel de la sintesis de proteinas en los procariotes evaluados (Patel et al., 1995).
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Mas tarde, Chen et al.,, (2007) encontraron los genes responsables de la sintesis del antibidtico

macrolactina en B. amyloliquefaciens en la cepa tipo FZB42".

Butcher et al., (2007) mencionan que la actividad biolégica del antibiético bacillaene no ha sido
completamente caracterizada; sin embargo, los hallazgos genéticos y metabdlicos producidos por estas

bacterias, sugieren que el antibidtico tiene importantes papeles bioldgicos.

1 GAATTCGCCAACAAGCTGAATGACACTTATCAGCTTGATCTGACACCGACCGTATTTTTT
61 GAATATGCGACGATTCAAGCCCTGGCGCATCATTTAGCAGAAGACTATCAAACACAATTT
121 GCCGGCAGCACACAGCCGAAAGAAGAAAAACAAAGCGGCGTAACTGATGATGGCGGCATC
181 AGACTGGCAGGGAACAAACGATTTGCAAAAACTGCCGTACAGCCTGTTCAGACTGCGGCT
241 GAGCATAAACCGGAACCGATCGCTATTGTCGGCATGAGCGGAGTGTTTCCGAAGGCCGCA
301 AATATTGATGAGTATTGGCGCAACTTAGAAGAGGGAAAAGATTGTATAACAGAGGTTCCG
361 GCGGATCGCTGGGACTGGCGTGAGTATTACGGTGACCCGCTTAATGAAGCCAACAAAACA
421 AATGTAAAGTGGGGCGGATTTATTGACGGAGTTGCGGATTTTGATCCGCTGTTCTTCGGA
481 ATTTCACCGCTGGAAGCCGAACAGATGGATCCCCAGCAGCGCTTGTTAATGATGTATGCG
541 TGGAAAGCGATAGAAGATGCGGGATATTCCGCTAAAAGCCTTTCCGGCACGAAAACAGGC
601 CTGTATATCGGCACGGGGAATACCGGATACGGTTCACTGTTTTCCGACCTGGATATCGGC

661 GGTGCGTCAGCCGCAAATATGAGTC

Figura 5.12. Secuencia de 685 pb del gen baeN presente en el genoma de Bacillus sp. 83
involucrado en la sintesis del antibidtico bacillaene.

Con la finalidad de conocer la naturaleza del fragmento de interés de 1700 pb obtenido con la técnica de
ERIC-PCR (Figura 5.11a) del genoma de Bacillus sp. 83, se secuenciaron 8 plasmidos. Los resultados de las
similitudes de las secuencias de las clonas comparadas con la base de datos del GenBank se detallan en la

Tabla 5.5.

Es importante hacer notar la alta identidad (98 %) que presentd la secuencia de una de las clonas (ERD)
obtenida de la ligacion del fragmento de 1700 pb de Bacillus sp. 83 amplificado con ERIC 1R/ERIC 2, con el
gen minG de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42'. Este gen forma parte del operén que codifica
para las enzimas involucradas en la sintesis del antibidtico macrolactina A (Scheneider et al., 2007). Con
anterioridad se identificé en el DNA gendmico de la cepa 83 otro de los genes (mlnA) (ver Figura 5.4)

involucrado en la sintesis del mismo antibidtico con oligonucledtidos especificos.

| 52



Resultados

Tabla 5.5. Resumen de resultados del andlisis de las clonas obtenidas a partir de la ligacidn de la banda de 1700 pb de
Bacillus sp. 83 amplificada con ERIC 1R/ERIC 2 que presentaron mayor similitud con dos especies de B.
amyloliquefaciens.

Longitud . Posicion del genoma de
Clona Alineamiento con  secuencia Ide'lt'dad Gen Proteina referencia alineada con
(pb) (%) la secuencia de la clona
ERN,ER4W, B.amyloliquefaciens 1678 95 xkdU1 XkdU del elemento PBSX
ERI,ER7W subsp. plantarum xkdU2
y EROW CAU-B946 yqcB Proteina putativa YqcB 1,280,910a 1,282,591
yomR Proteina no caracterizada
YomR
B.amyloliquefaciens 98 yomR Proteina no caracterizada 1,224,238 a 1,224,421
subsp. plantarum derivada del profrago
FzB42' SPBc2
ERD B.amyloliquefaciens 1621 98 minG MInG, sintesis del 1,437,084 a 1,438,701
subsp. plantarum antibidtico macrolactina
FzB42'
ERIC3W B.amyloliquefaciens 1115 98 ybfG Proteina hipotética, funcién 238,679 a 238,181
subsp. plantarum desconocida
FzB42'
ERIC2W B.amyloliquefaciens 665 100 ymaC Proteina homdloga que 1,777,139a 1,777,621
subsp. plantarum participa en replicacidn de
FzB42" fagos
B.amyloliquefaciens 98 ymaC Proteina homdloga que 1,829,341 a 1,830,942
subsp. plantarum ymaD participa en replicacion de
CAU-B946 fagos

5.5. Desarrollo del marcador para Bacillus sp. 83

5.5.1. Selecciéon de secuencias y disefio de marcadores

Ninguna de las secuencias de los fragmentos seleccionados resultaron Unicas de Bacillus sp. 83 a pesar
de haber clonado fragmentos que parecieron especificos. Los resultados de las secuencias se detallan en las
Tablas 5.3 a 5.5. Por lo que, para el disefio de los oligonucledtidos, se analizaron cada una de las secuencias
resultantes considerando los criterios mencionados en la seccidn 4.11.1 ademds de haber presentado la
menor cobertura y similitud con respecto a las de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42" y CAU-B946
(secuencias mas cercanas con la cepa 83 de acuerdo al BLASTN). Finalmente, se eligieron las secuencias de
las clonas ERIC2W y ERN, correspondientes al fragmento de 1700 pb amplificado con la técnica de ERIC-PCR
(Figura 5.11a). Con los programas Oligo® v 7 y el Primer 3 se diseiiaron los oligonucledtidos o marcadores
de las secuencias caracterizadas (marcadores SCAR), localizando en las secuencias, regiones intergénicas
Unicas de Bacillus sp. 83. Los oligonucleétidos propuestos por los programas se analizaron tomando en

cuenta los alineamientos realizados.
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La secuencia de 665 pb de la clona ERIC2W de Bacillus sp. 83 fue alineada con B. amyloliquefaciens
subsp. plantarum FZB42" y CAU-B946 (ver Figura 5.13), secuencias con las que presentd mayor similitud en
el andlisis del BLASTN. Se disefiaron tres pares de oligonucledtidos (un par en una region interna de la
secuencia y los dos pares restantes se disefiaron en las regiones externas). La Figura 5.14 muestra la

posicion de los oligonucledtidos disefiados.

Bamyloliquefaciens_FZB42 TATCGTAGCAATGGTCTTACTAATAAGATGTGCTCATTATGCGTCAGACCCTGATCCCTCGAATTCTTCTGATACATACA
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_CAU B946
ERIC2W_B83

Figura 5.13. Alineamiento de la secuencia de la clona ERIC2W obtenida de la ligacién del fragmento de 1700 pb de

Bacillus sp. 83 con ERIC 1R/ERIC 2 con las mas cercanas de B. amyloliquefaciens.
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1 - 1 20 0 - 0 an
1 TCACGAGCGGTCCAAGGAAACGTGCGAGATGGAGCTTGAGGTTCGAAGTAAAAGCTGCCCGCGCTTGACGAGATCGTCCGC
- o mm mm wm wm == o -
S0 100 110 120 130 140 150 180
81 CAGCTCCGGGATGATTATTCAACCTACCTGTTTGAGGGATTAAAAGCGCATGATAACCAGACTCTTCATATTACGAGCAC
- m mm o mm
70 120 130 20 - 220 230 24

161 CAAGTTCGATGAGCCTTCAGCAGTCGAAAGCATTAAGCAGCACCATTATGTTATCGCAGTTCACGGTTATAAAGGCGACG

250 280 270 280 290 300 310 320

281 AGAAAAATACTCTTGTCGGAGGAAGCGACCGGAAGCGGGCGAAAAAATTGGTGAGAGCTCTCGAACGAAG

330 330 350 380 370 380 350 a0
321 GCAGAATTGGCAACCTCAAAAACCGGTCTGGCCGGGEGTTGACACCGAAAATATCAATAACCAGGCGCAAACCGGGCTGAG
410 a0 430 440 450 450 47 420
401 C-‘-:T-KC-\GCTTC--'-\G-‘«TCAGC-‘«G-‘«-‘«-’«-\C-\GCGGG-‘\-‘«GCGTTTT;TTGAT-‘-«-‘-\TTTTC--\TTACCGCGA-‘«-‘«GGG-‘«ATTC-‘«C-\-‘«AA-‘-\
130 500 510 520 530 L 550 S

481 CGGAGGAATTTTACCGGTTTGTCCGTACGATAAAAAGAGTGATCAATCAAGAGTATTCGTGAGCTTTTCCGGCTCCGCTC
. -

570 580 8 81 2
561 CATGTTGCATAGGATAAGCTGAGCGGAATGAGATTCAGTGEGTCAGTGAAAGCATATAAAAGGCCAATGAATAGCCTGCCAC

641 TA

o

—— ERIC2WA-f/ERIC2ZWA-r
= == ERIC2WB-f/ERIC2ZWB-r
— -« - = ERIC2WC-/ERIC2WC-r

Figura 5.14. Secuencia de la clona ERIC2W obtenida de la ligacién del fragmento de 1700 pb con ERIC 1R/ERIC 2
(ERIC-PCR) y ubicacién de los tres pares de oligonucledtidos disefiados.

Con respecto a la secuencia de 1678 pb de la clona ERN de Bacillus sp. 83 (obtenida de la ligacién del
fragmento de 1700 pb), ésta se alined con las secuencias de los genes xkdU y yomR de B. amyloliquefaciens
subsp. plantarum (CAU-B946 y FZB42), B. amyloliquefaciens (XH7, DSM7, TA208 y LL3) y B. subtilis subsp.
subtilis 168" con los cuales presenté menor cobertura y mayor similitud (Figura 5.15). Se disefié un par de
oligonucledtidos internos usando esta secuencia con base a su especificidad para Bacillus sp. 83 (Figura
5.16). Las secuencias de los oligonucledtidos disefiados se muestran en la Tabla 5.6. Esto permitié la

obtencién de un fragmento de 221 pb especifico para la cepa 83.
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ERN_B83 GCAGAATAACGATATTTTCGATTTGACAGATCAGCTCTTTATTACGACGGCGACATGGGGGCTTGACCGCTGGGAAAAAA 80
Bamyloliquefaciens_CAU B946 80
Bamyloliquefaciens_FZB42 1
Bamyloliquefaciens_XH7 80
Bamyloliquefaciens_LL3 80
Bamyloliquefaciens_TA208 80
Bamyloliquefaciens_DSM7 80
Bsubtilis_168 67
ERN_B83 159
Bamyloliquefaciens_CAU B946 160
Bamyloliquefaciens_FZB42 1
Bamyloliquefaciens_XH7 159
Bamyloliquefaciens_LL3 159
Bamyloliquefaciens_TA208 159
Bamyloliquefaciens_DSM7 159
Bsubtilis_168 146
ERN_B83 239
Bamyloliquefaciens_CAU B946 240
Bamyloliquefaciens_FZB42 1
Bamyloliquefaciens_XH7 239
Bamyloliquefaciens_LL3 239
Bamyloliquefaciens_TA208 239
Bamyloliquefaciens_DSM7 239
Bsubtilis_168 226
ERN_B83 319
Bamyloliquefaciens_CAU B946 320
Bamyloliquefaciens_FZB42 1
Bamyloliquefaciens_XH7 319
Bamyloliquefaciens_LL3 319
Bamyloliquefaciens_TA208 319
Bamyloliquefaciens_DSM7 319
Bsubtilis_168 306
ERN_B83 399
Bamyloliquefaciens_CAU B946 400
Bamyloliquefaciens_FZB42 1
Bamyloliquefaciens_XH7 399
Bamyloliquefaciens_LL3 399
Bamyloliquefaciens_TA208 399
Bamyloliquefaciens_DSM7 399
Bsubtilis_168 386
ERN_B83 479
Bamyloliquefaciens_CAU B946 480
Bamyloliquefaciens_FZB42 1
Bamyloliquefaciens_XH7 479
Bamyloliquefaciens_LL3 479
Bamyloliquefaciens_TA208 479
Bamyloliquefaciens_DSM7 479
Bsubtilis_168 466
ERN_B83 558
Bamyloliquefaciens_CAU B946 560
Bamyloliquefaciens_FZB42 1
Bamyloliquefaciens_XH7 559
Bamyloliquefaciens_LL3 559
Bamyloliquefaciens_TA208 559
Bamyloliquefaciens_DSM7 559
Bsubtilis_168 546
ERN_B83 638
Bamyloliquefaciens_CAU B946 640
Bamyloliquefaciens_FZB42 59
Bamyloliquefaciens_XH7 639
Bamyloliquefaciens_LL3 639
Bamyloliquefaciens_TA208 639
Bamyloliquefaciens_DSM7 639
Bsubtilis_168 626
ERN_B83 718
Bamyloliquefaciens_CAU B946 720
Bamyloliquefaciens_FZB42 134
Bamyloliquefaciens_XH7 719
Bamyloliquefaciens_LL3 719
Bamyloliquefaciens_TA208 719
Bamyloliquefaciens_DSM7 719
Bsubtilis_168 706
ERN_B83 798
Bamyloliquefaciens_CAU B946 800
Bamyloliquefaciens_FZB42 184
Bamyloliquefaciens_XH7 799
Bamyloliquefaciens_LL3 799
Bamyloliquefaciens_TA208 799
Bamyloliquefaciens_DSM7 799
Bsubtilis_168 786
ERN_B83 878
Bamyloliquefaciens_CAU B946 880
Bamyloliquefaciens_FZB42 184
Bamyloliquefaciens_XH7 879
Bamyloliquefaciens_LL3 879
Bamyloliquefaciens_TA208 879
Bamyloliquefaciens_DSM7 879
Bsubtilis_168 866

Figura 5.15. Alineamiento de la secuencia de 1678 pb de la clona ERN obtenida del fragmento de 1700 pb de
Bacillus sp. 83 con ERIC-PCR, con las mas cercanas de B. amyloliquefaciens.

Continda en la siguiente pagina.
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ERN_B83 CGCACAAAACGACAAAGGCGCAAATCGGCCTCGGAAACGTGGACAACGTCCAGCAGGCAGCAAAAAAAGATTTCGATCAG 958
Bamyloliquefaciens_CAUB946 . . . . . . . . . . . . . . ... T G. ... .... T..C.G. 960
Bamyloliquefaciens_FZB42 =~ - - - - - - - - - - - - - o oo o oo oL L oL L oL L oL oo oo oo oo o oo s o s oo oo oo oo oo 184
Bamyloliquefaciens_XH7 . . . . . L L L e e 959
Bamyloliquefaciens_LL3 . . . L L L L L e e e e e e e e 959
Bamyloliquefaciens_TA208 . . . . . . . L L L L e e 959
Bamyloliquefaciens_DSM7 . . . . . . .. L L L e e e e A C... 959
Bsubtilis_168 LCL C. . AL .. G..G..G..T..... LI N C 924
ERN_B83 CACAATCAAGATCAGGACCGGCACTTGACGAAAGAAGAGCGCCAGAAGTGGGATAACGGGCAG-TGTCTAAAATGACAAA 1037
Bamyloliquefaciens_CAUB946 . . . . . . . . ... .. T. ..o TG. . o AL AT. ..o .. C..... 1040
Bamyloliquefaciens_FZB42 - - - - - - - - - - . o o o Lo Lo L Lo Lol L L Lo L oLl L oo oL oLl h Lo oL Lo oo oo o oo oo 184
Bamyloliquefaciens_XH7 . . . . . . . L L C. oo 1039
Bamyloliquefaciens_LL3 . . . L L L L e e e Coovn i 1039
Bamyloliquefaciens_TA208 . . . . . . . . L L L L e e e Coov il 1039
Bamyloliquefaciens_DSM7 . . . . . . . . .. ..o TG o oo e e e e B - - - 1021
L S T T T T R I T 924
ERN_B83 AGATAATGGCTCCGCTTTTATTGATATCTCTGACGGACAGGATTTTCATCAGACCGCTGCCAGCCAAAATAAGACCTTTA 1117
Bamyloliquefaciens_ CAUB946 . . . . G. . . . . ... ... ...... A e e e e e e G. . o 1120
Bamyloliquefaciens_FZB42 =~ - - - - - - - - - - - - - - o o oo oo Lo L oL L Lo oL oL oo oo o s oo oo o s s - oo s s oo oo oo 184
Bamyloliquefaciens_XH7 Coo AL G. v vt TT . oo o AL 1119
Bamyloliquefaciens_LL3 Coo e e AL Gt i e TT .o e AL 1119
Bamyloliquef: ns_TA208 Co o G. . .. TT .o AL 1119
Bamyloliquefaciens_DSM7 1021
Bsubtilis_168 924
ERN_BS3 1196
Bamyloliquefaciens_ CAUB946 . . . T.. .AG....TG....C........... C...... A.A.C.T....G..... AL T.o ..o G........ 1200
Bamyloliquefaciens_FZB42 184
Bamyloliquef: ns_XH7 1199
Bamyloliquefaciens_LL3 LTl 1199
Bamyloliquefaciens_TA208 e T UG 1199
Bamyloliquefaciens_DSM7 - - - - - - - - - - . o oo Lo Lo L Lo oLl L L Lo Lol Lo oo oL oo h o oo Lo oo oo oo oo oo oo 1021
Bsubtilis_168 - - - - - - - - o o o oo o L L L L oL oL L Lo oo el e o oo e e e e o s o e s e s oo s s - o oo oo 924
ERN_B83 GGGGAGGCGGCCGCTTTTTCAAACGATGGAGGATTTTGGAGAAAAACACTGGAAAACGGCATTTGGACTGAATGGATACC 1276
Bamyloliquefaciens_CAUB946 . . A . . . . . . . . ... ... C...G.T..C..G. . ... G...A. .. ... C..... G........ G. . 1280
Bamyloliquefaciens_FZB42 184
Bamyloliquefaciens_XH7 1279
Bamyloliquefaciens_LL3 1279
Bamyloliquefaciens_TA208 . . . . . . . . L L L L e e e e 1279
Bamyloliquefaciens_DSM7 - - - - - - - - - - - - - o o oo oo oL oL oL L oL Lo oL s oo oo oo oo oo n oo - s oo s s oo oo oo 1021
Bsubtilis_168 - - - o o o s oo oL L L Ll 924
ERN_B83 GTATGAAACAGCTGCCGGAGCACAAGCAAAAGTAAATGAGCATGCCAAAAAAACAGACATTCATGTAACCAAGTCTGACA 135
Bamyloliquefaciens_CAUB946 A . T . . . . . . . . . . . . . it e e e e G.C........ TC. o 1360
Bamyloliquefaciens_FZB42 =~ - - - - - - - - - - - - - o o oo oL oL L Lo Lo Lo L Lo oL Lo oo Lo oo oo oo oo oo oo 184
Bamyloliquefaciens_XH7 . . . . . . . . ..o C o e e e e e e 1359
Bamyloliquef: ns_LL3 L e e e e C o e s 1359
Bamyloliquefaciens_TA208 . . . . . . . . . . ... e e C o 1359
Bamyloliquefaciens_DSM7 - - - - - - - - - - - o oL oL L Lo L L Lol Lo L Lo Lol oo oL oo h o oo Lol o oo oo a oo oo 1021
[T T T T T e i 924
ERN_B83 AAGACAAATGGAATGCAGGGCAGTTATTCAATCTGACTGACAATGGCGGGAATGCTAAAACGGTAACGGAAACAAACTTA 1436
Bamyloliquefaciens_CAUB946 . . . . . . . . . . . . . ... e e e AL AL 1440
Bamyloliquefaciens_FZB42 184
Bamyloliquefaciens_XH7 1384
Bamyloliquefaciens_LL3 1384
Bamyloliquefaciens_TA208 . . . . . . . . . . L L L L L. e e e e e e o L oL Lo L oL Lol o L oo oo oo oo oo 1384
Bamyloliquefaciens_DSM7 - - - - - - - - - - - - - o o o o o oo oL o L oL oL Lo oo oo oo o s oo oo oo s s s oo s s s oo oo 1021
L T L R R e I T 924
ERN_B83 GACAATATAAAAACGTCCGGTATCTACTATATATCAGTTCAGCATACGGAAAATAAGCCTGCGGAATACGGACAATTAAT 1516
Bamyloliquefaciens_CAUB946 . . . . . . . . . . ... ....... C oo e 1520
Bamyloliquefaciens_FZB42 184
Bamyloliquefaciens_XH7 1384
Bamyloliquefaciens_LL3 1384
Bamyloliquefaciens_TA208 1384
Bamyloliquefaciens_DSM7 1021
Bsubtilis_168 924
ERN_B83 1596

Bamyloliquefaciens_CAU B946
Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_XH7
Bamyloliquefaciens_LL3
Bamyloliquefaciens_TA208
Bamyloliquefaciens_DSM7
Bsubtilis_168

ERN_B83
Bamyloliquefaciens_CAU B946
Bamyloliquefaciens_FZB42
Bamyloliquefaciens_XH7
Bamyloliquefaciens_LL3

Bamyloliquefaciens_TA208
Bamyloliquefaciens_DSM7

Bsubtilis_168

ERN_B83 GA 1678
Bamyloliquefaciens_CAUB946 . . 1682
Bamyloliquefaciens_FZB42 - - 184
Bamyloliquefaciens_XH7 - - 1384
Bamyloliquefaciens_LL3 - - 1384
Bamyloliquefaciens_TA208 - - 1384
Bamyloliquefaciens_DSM7 - - 1021
Bsubtilis_168 - - 924

Figura 5.15. Continda
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1 GCAGAATAACGATATTTTCGATTTGACAGATCAGCTCTTTATTACGACGGCGACATGGGGGCTTGACCGC
71 TGGGAAAAAATATTAAAAATACCGCGTGAATCAGGTGACACGGAGGATATGAGACGGCTCAGGCTGATTT
141 CGAAGATGTCGAATATTCCGCCCATCACGCATCAAGCGATCGAACAGGCGCTAAACCGTTTTTTAAAACA
211 TCCGTCGGCTTACGTTCGGATGTTTCCGGGGCAGTATCGTTTTTATGCCGATATCGAGCTTGATGACCTG
281 CAGCACATGAACGAGCTGATTGAAACGCTTGAAAAAATCAAACCCGCTCATTTGGCGTATATACTGAGAG
351 CCGCATTAAACGAAACACTGGAAATCAAAGACCGGGTCATTCTCAACAATCGGAGATACCGAAAAGTCAG
421 TGAACTGAAGGTCGGTTATTCCGTCACACTCAACAATAACGAGGTGGTCTTACCATGATATCAGCCGCAT
431 ACAGACAGCGTGCCGCAGCCGATCTGAAAACAGGATCACAAAAGTGCTGTTAAACGGCAAAGAAACACCG
%1 ATTGCGGATATTTCCGTAAAAGAAGCCGCAGTCACCGTTCTCACACGCAGGGAAGAAGGCATCAAACATA
631 TTGAAACCGTGCAGATGCTTGACGAAACAGGAAGCGTCATCACAGAACGAAAAACAAATTTAGATCTCAG
701 CAATAACAGAACGCTGGATTTAAGATTTACCTTTGAGGTGGTGTAACGATGGCTTACGAAGAAAAAACAG
7717 ACTGGCTTCCGGACGATCCGATCAATGAAGACGACGTCAACCGCTGGGAAAAAGGCATAAAAGACGCCCA
81 CAAGGATCTGGCGGCCCATAAAAACGACATGAACAACCCGCACAAAACGACAAAGGCGCAAATCGGCCTC
911 GGAAACGTGGACAACGTCCAGCAGGCAGCAAAAAAAGATTTCGATCAGCACAATCAAGATCAGGACCGGC
981 ACTTGACGAAAGAAGAGCGCCAGAAGTGGGATAACGGGCAGTGTCTAAAATGACAAAAGATAATGGCTCC
1051 GCTTTTATTGATATCTCTGACGGACAGGATTTTCATCAGACCGCTGCCAGCCAAAATAAGACCTTTACTT
1121 CCTCACAGCAACAACGGGAATAAATACTCCGCCTCAGCAGACAGACGGTATTTACCTATATTCTTCAAAG

1191 AATAACGGGGAGGCGGCCGCTTTTTCAAACGATGGAGGATTTTGGAGAAAAACACTGGAAAACGGCATTT

1261 GGACTGAATGGATACCGTATGAAACAGCTGCCGGAGCACAAGCAAAAGTAAATGAGCATGCCAAAAAAAC

1331 AGACATTCATGTAACCAAGTCTGACAAAGACAAATGGAATGCAGGGCAGTTATTCAATCTGACTGACAAT

1401 GGCGGGAATGCTAAAACGGTAACGGAAACAAACTTAGACAATATAAAAACGTCCGGTATCTACTATATAT

1471 CAGTTCAGCATACGGAAAATAAGCCTGCGGAATACGGACAATTAATTGTAATGCAAAGAACCCGCGGAGC
1541 ATCACCGACGTTTGTCCAAATGTTTATAGACACAGCGACCGCCGGAAATCCCATATACGTCCGAAGTTTC
1611 AGCACTAAAGGCGTTTGGTCGGAGTGGAGCCAAAGAGAAACAGATGCAGGCTCTCAAGCAAAAGTAGA

Figura 5.16. Secuencia de 1678 pb de la clona ERN obtenida de la ligacién del fragmento de 1700 pb con
ERIC-PCR y ubicacion del par de oligonucledtidos disefiados CBam83F/CBam83R (subrayados).

Bacillus sp. 83, al igual que otros agentes de control bioldgico aplicados en el ambiente, tiene que
enfrentarse a multiples factores tanto ambientales como los impuestos por el hospedero. La habilidad para
colonizar y sobrevivir en un ambiente dado puede variar entre cepas, inclusive de la misma especie.
Ademas, es todo un reto para los ACB poder colonizar de forma exitosa las superficies vegetales, debido a la
competencia no sélo con el patégeno presente en la planta, sino también con los microorganismos
endémicos de la misma (Van Veen et al., 1997). Por lo anterior, algunos reportes indican que un método de
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monitoreo especifico para el agente de control biolégico podria ser Util para conocer su capacidad de

colonizacidn a través del tamafo de poblacidn y a la vez que sea evaluada en periodos de tiempo que quiza

puedan involucrar etapas importantes del cultivo agricola.

Fravel et al., (2005) han enfatizado que entre mas conocimiento se tenga de la ecologia de un agente de
biocontrol, mds argumentos se tendrdn para entender los problemas o factores que podrian estar
afectando la pobre colonizacidn y persistencia, trabajar en ellos y saber cdmo aprovecharlos, como vy
cuando aplicar el ACB, y predecir situaciones en las cuales el microorganismo no desarrollaria su o sus

mecanismos de control.

En este estudio, se disefiaron cuatro pares oligonucleétidos para la identificacidon especifica de Bacillus
sp. 83 como agente de control bioldgico presente en el formulado Fungifree AB® y su posterior uso en el
monitoreo a nivel de campo. Para el método desarrollado, se utilizaron las ventajas que han presentado los
métodos basados en la deteccion de acidos nucleicos por la reaccion de PCR, ademas de no requerir un
conocimiento previo del genoma de la cepa, como era el caso de la cepa 83 de la cual no se tienen reportes

de la composicion de su genoma.

Tabla 5.6. Marcadores de secuencias caracterizadas disefiados para
Bacillus sp. 83.

Nombre Secuencia (5'->3')
CBam83F CGG CCG CTT TTT CAA ACG ATG GAG
CBam83R CGT TACCGT TTT AGC ATT CCC GCC
ERIC2WA-f GAG ATG GAG CTT GAG GTT GAA G
ERIC2WA-r GAA CTT GGT GCT CGT AAT ATG AA
ERIC2WB-f TCA CGA GCG GTC CAAGGA AACG
ERIC2WB-r GAATAATCATCCCGGAGCTGA GCG G
ERIC2WC-f CGC AAACCG GGCTGAGCATACA
ERIC2WC-r AAC ATG GAG CGG AGC CGG AAA AG

El uso de marcadores SCAR u oligonucledtidos basados en secuencias caracterizadas de los fragmentos
amplificados con las técnicas de BOX, ERIC y RAPD, es uno de los elementos mas utilizados para la

identificacion especifica de cepas de control biolégico como lo han sefialado Pujol et al., (2005), Rubio et al.,
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(2005) vy Felici et al., (2008), por tratarse de secuencias que estan presentes en el genoma y no emplean

herramientas de DNA recombinante, permitiendo asi una simple y especifica identificacion mediante PCR.

Desde su desarrollo en 1990 (Williams et al., 1990) RAPD es una de las técnicas mds usadas para detectar
polimorfismos en el genoma de agentes de control bioldgico. Sin embargo, también se han utilizado los
métodos basados en secuencias conservadas como BOX y ERIC, aunque ésta Ultima no es ampliamente
usada como RAPD y BOX para visualizar perfiles gendmicos de ACB y disefiar a partir de los productos,

marcadores especificos.

Edel-Hermann et al., (2011) utilizaron la técnica de ERIC-PCR para disefiar una marcador especifico del
agente de control bioldgico F. oxysporum Fo47 (no fitopatdgeno) para el control del patégeno F. oxysporum
(denominado como formae speciales) causante de la marchitez de las raices en varios cultivos agricolas.
Compararon los patrones gendmicos originados con la técnica de ERIC y encontraron un fragmento
especifico para el ACB evaluado que usaron para disefiar oligonucledtidos especificos que permitieron

monitorearlo y cuantificarlo cuando fue inoculado en raices de tomate.

El desarrollo de un marcador especifico para un ACB, depende principalmente en encontrar secuencias
Unicas que lo diferencien de los demas microorganismos. Felici et al., (2008) han mencionado que entre mas
heterogeneidad genética tenga un agente de control bioldgico, serd mas facil encontrar un marcador
especifico para identificarlo. Sin embargo, con el agente de control biolégico Bacillus sp. 83 se tuvieron
varias dificultades para poder encontrar un marcador especifico, dado que no presentaba tal
heterogeneidad con respecto a las cepas evaluadas, de acuerdo a los perfiles obtenidos y a las secuencias

de los fragmentos amplificados.

5.5.2. Evaluacion de los marcadores disefiados para Bacillus sp. 83

Las condiciones de PCR éptimas en las que fueron evaluados los oligonucleédtidos disefiados, fueron las
citadas en la Tabla 4.12 (pag. 33), obteniendo mejor sefial de amplificacion con la temperatura de
alineamiento a 68°C, logrando de esta forma, condiciones mds robustas que minimizaron la posibilidad de

hibridaciones no especificas con el DNA de la cepa 83.

El andlisis de la evaluacién de los cuatro pares de marcadores con el DNA de la cepa 83 y cepas de B.
amyloliquefaciens (de la Tabla 4.1, pag. 22), mostrd que sélo el par de oligonucledtidos CBam83F/CBam83R

(disefiado a partir de la secuencia de 1678 pb de la clona ERN) amplificaron un sélo y especifico fragmento

de la longitud esperada de 221 pb en Bacillus sp. 83, de acuerdo a la prediccion propuesta por el programa

Primer 3. Mientras tanto, los marcadores ERIC2ZWA-f/ERIC2ZWA-r, ERIC2WB-f/ERIC2WB-r y ERIC2WC-
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A pesar que la secuencia de 221 pb presentd similitud y la mayor cobertura con el gen yomR de B.
amyloliquefaciens subsp. plantarum CAU-B946 reportado en la base de datos (como lo muestra la tabla
anterior), no se considerd que pudiera interferir en la especificidad, dado al alineamiento realizado de la
secuencia especifica de la cepa 83 con la reportada. En cambio, se evaluaron los marcadores
CBam83F/CBam83R realizando un BLAST contra las secuencias de los genomas de bacterias disponibles en
la base de datos del GenBank y de acuerdo al andlisis realizado en la pagina del NBCI, los marcadores no
fueron capaces de amplificar alguna secuencia en las bacterias. Lo anterior, ya se habia observado en la
Figura 5.17 con la ausencia de sefial del fragmento en la cepa FZB42' (genoma completo disponible en el

GenBank).

5.5.3. Especificidad de los marcadores
Dado que los marcadores CBam83F/CBam83R fueron los Unicos capaces de amplificar un Unico y
especifico fragmento de 221 pb del gen yomR para el agente de biocontrol Bacillus sp. 83, se utilizaron para

ser evaluados en el ensayo de especificidad con el resto de las bacterias.

La especificidad de los oligonucledtidos fue evaluada contra el DNA de un conjunto de cepas de
referencia, bacterias aisladas de muestras de suelo de plantaciones de papaya en municipios de Yucatan y
de DNA de células vegetativas y de esporas de la cepa 83 que fueron asperjadas en hojas de papayo. Los
resultados indicaron que los oligonucledtidos fueron altamente especificos para amplificar el fragmento de
221 pb en el genoma de Bacillus sp. 83, mientras que en el resto de las bacterias y en los aislados de campo

no se observé la banda (Figuras 5.18 y 5.19).

Es importante mencionar que se observé amplificacidn en las cepas asignadas como B. subtilis CIAD 21,
B. subtilis CIAD 104 y B. amyloliquefaciens CCGE2081 (ver Anexo 9.5). Las cepas CIAD 21 y CIAD 104 fueron
aisladas en el mismo periodo en el que se aisld a Bacillus sp. 83 y fueron guardadas como parte de la
coleccion del cepario del laboratorio. Los resultados de morfologia parecida, secuencia del gen recA y
perfiles gendmicos semejantes con Bacillus sp. 83, sugieren que se puede tratar de la misma bacteria, pero
asignada con nombres diferentes, por lo que no era de sorprender que se encontrara el fragmento de 221
pb en ellas. En cuanto a la cepa CCGE2081, la cual también presentd perfiles gendmicos y morfologia
parecidos a Bacillus sp. 83, es endodfita de las raices de frijol, identificada como B. amyloliquefaciens a través
de la secuencia del 16S rDNA. El resultado anterior sorprendié por haberse encontrado una cepa muy
parecida a la 83, aislada del interior de semillas de frijol presentes en la regidn de los Tuxtlas, Veracruz, y se
puede pensar en lo cosmopolita que pueden llegar a ser las especies de Bacillus al estar presentes en

diversas regiones geograficas.
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f/ERIC2WC-r amplificaron fragmentos de diferente longitud, tanto en Bacillus sp. 83, como en todas las
cepas evaluadas (ver Figura 5.17). Esto ultimo quiza se debié a la secuencia origen de los marcadores

ERIC2W, que presenté mds similitud con las reportadas en la base de datos, que la secuencia que originé los

marcadores CBam83F/CBam83R.

La banda de 221 pb que se observd sdélo en el agente de control biolégico Bacillus sp. 83, amplificada con
los marcadores CBam83F/CBam83R fue secuenciada y analizada contra la base datos mediante el algoritmo

BLASTN. La similitud de la secuencia de 221 pb encontrada con las cepas de B. amyloliquefaciens reportadas

en el GenBank se muestra en |la Tabla 5.7.

Bacillus sﬁ 83
1

o o m
© Y ®
) = 2
“w ©
3 3 3
= = =
S S S
3 3 3
m M o0

Figura 5.17. Evaluacién de la especificidad de los cuatro pares de marcadores disefiados para Bacillus sp. 83.

(a) CBam83F/CBam8&3R, (b) ERIC2WA-f/ERIC2WA-r, (c) ERIC2WB-f/ERIC2WB-r y (d) ERIC2WC-f/ERIC2WC-r. (M)
Marcador de peso molecular de 100 pb.

Tabla 5.7. Analisis del BLASTN de la secuencia de 221 pb amplificada con los marcadores CBam83F/CBam83R
en Bacillus sp. 83.

Cepa Microorganismo % % LS Gen Proteina LELLEL L
P 8 Identidad Cobertura E gen (pb)
XH7 B. amyloliquefaciens 99 80 2e-85 xkdV Proteina hipotética 1764
putativa PBSX
LL3 B. amyloliquefaciens 99 80 2e-85 LL3_01375 Proteina hipotética 1764
TA208 B. amyloliquefaciens 99 80 2e-85 yomR1 Proteina hipotética 1764
CAU-B946  B. amyloliquefaciens 92 99 4e-82 yomR Proteina no 1623

subsp. plantarum caracterizada yomR

derivada del fago SPBc2
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Figura 5.18. Deteccion de la especificidad de los marcadores CBam83F/CBam83R con cepas de referencia de Bacillus
y otros géneros bacterianos. (1) 83, (2) FZB42, (3) 10A3, (4) 10A1, (5) 10A18, (6) CCGE2031, (7) Bi43, (8) 6051, (9)
11774, (10) 168, (11) 1A145, (12) 1A141, (13) 6633, (14) CCGE2066, (15) CPA, (16) Fac. Quim 1, (17) CIAD 100, (18)
Bi28, (19) Ppe8’, (20) MTI-641, (21) CFN42, (22) CIAT899, (23) CFN299, (24) PRF81, (25) 7A1, (26) Fac. Quim2, (27)
8A1, (28) 14A1, (29) Bi55, (30) 5A1, (31) 5A24, (32) 16A1, (33) 4A1, (34) 13A1, (35) 26A1, (36) IM1-A. (M) Marcador
de peso molecular 1 Kb.

5000
4000
3000

2000
1650

1000
850

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23

650
500
400

300
221 pb
200

100

Figura 5.19. Deteccidn de la especificidad de los marcadores CBam83F/CBam83R con cepas aisladas de Yucatén.
(1) 83, (2) TP1, (3) TP2, (4) TP4, (5) TP5, (6) TP6, (7) TP, (8) TP10, (9) TP11, (10) TP13, (11) TP14, (12) S17, (13)
TP31, (14) TP32, (15) TP34, (16) S15, (17) S19, (18) S30, (19) S36, (20) Teya 21, (21) Teya 22, (22) Teya 23, (23) Yax
24. (C) Control (-) sin DNA. (M) Marcador de peso molecular 1 Kb.
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Con respecto al control que se realizdé para confirmar la especificidad de los marcadores
CBam83F/CBam83R en Bacillus sp. 83, todas las cepas evaluadas presentaron el fragmento de 1500 pb
caracteristico de la secuencia del gen ribosomal (Figuras 5.20 y 5.21). Estos resultados confirmaron la
especificidad de los marcadores disefiados para la cepa 83, descartando que la ausencia de seial en las
cepas evaluadas y mostradas en las figuras 5.18 y 5.19 no se debid a la falta de DNA a pesar de haberse
utilizado 30 ng de cada una, sino que los marcadores no encontraron en los DNAs la secuencia que les

permitiera hibridarse para amplificar la banda de 221 pb.
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Figura 5.20. Productos de amplificacion del gen 16S rDNA de las cepas de referencia. (1) 83, (2) FZB42T, (3)
10A3, (4) 10A1, (5) 10A18, (6) CCGE2031, (7) Bi43, (8) 6051, (9) 11774, (10) 168", (11) 1A145, (12) 1A141, (13)
6633, (14) CCGE2066, (15) CPA, (16) Fac. Quim 1, (17) CIAD 100, (18) Bi28, (19) Ppe8', (20) MTI-641, (21)
CFN42, (22) CIAT899, (23) CFN299, (24) PRF81, (25) 7A1, (26) Fac. Quim2, (27) 8A1, (28) 14A1, (29) Bi55, (30)
5A1, (31) 5A24, (32) 16A1, (33) 4A1, (34) 13A1, (35) 26A1, (36) JIM1-A. (C) Control (-) sin DNA. (M) Marcador
de peso molecular 1 Kb.
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Figura 5.21. Productos de amplificacién del gen 16S rDNA de las cepas aisladas de Yucatan. (1) TP1, (2) TP2,
(3) TP4, (4) TP5, (5) TP6, (6) TP9, (7) TP10, (8) TP11, (9) TP13, (10) TP14, (11) S17, (12) TP31, (13) TP32, (14)
TP34, (15) S15, (16) S19, (17) S30, (18) S36, (19) Teya 21, (20) Teya 22, (21) Teya 23, (22) Yax 24. (M) Marcador
de peso molecular 1 Kb.
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5.5.4. Limite de deteccion de los marcadores

El limite de deteccion de los marcadores CBam83F/CBam83R fue evaluado a través de PCR cualitativo.
Los ensayos donde se utilizaron diluciones de DNA tanto de un cultivo celular puro de la cepa 83 como de
células procedentes del formulado Fungifree AB®, mostraron que la concentracion de DNA mas baja
detectada por los marcadores fue de 3 x 10° ng por pL™* (3 pg por pL™) (correspondiente a la banda mas
clara) (Figura 5.22a y b). Tomando en cuenta que el genoma completo de B. amyloliquefaciens subsp.
plantarum FZB42" tiene una longitud de 3.9 millones de pb (Chen et al., 2007), se puede inferir que una

célula de B. amyloliquefaciens contiene aproximadamente 4 x 10° pg de DNA total.
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Figura 5.22. Limite de deteccidn de los marcadores CBam83F/CBam83R con DNA de Bacillus sp. 83 procedente
de a) células de un cultivo puro y de b) células presentes en Fungifree AB®. Las concentraciones finales fueron:
(30), (3), (37, (3'2), (3'3), (3™ vy (3®) ng uL™. (C) Control negativo (sin DNA). (M) Marcador de peso molecular 1 Kb.

Lo anterior demostré que los marcadores CBam83F/CBam83R, fueron capaces de detectar
concentraciones mas bajas comparados con los disefiados (SCAR TSS;) por Chen et al., (2010) para la cepa
antagonista B. cereus TS02, que detectaron 78.13 pg uL' de DNA puro de la cepa como la concentracién
minima. De acuerdo a una curva de calibracién que relacioné la concentracién de DNA extraido y la
densidad celular usada para tal fin, mostrd que la concentracion minima detectada por los marcadores TSS,

correspondié a 8 x 10° UFC mL™* de la cepa TS02.

Por el contrario, si comparamos la concentracion de los marcadores CBam83F/CBam83R especificos para
la cepa 83 con la minima concentracion que detectaron los marcadores 123F/123R (1-10 pg de DNA por pL)
reportados por Felici et al., (2008) para monitorear a la cepa de control biolégico B. subtilis 101,
considerando que ambas cepas pertenecen al mismo grupo taxondmico, se puede observar que la

sensibilidad de su marcador es similar a la que se encontré en este estudio con Bacillus sp. 83. Ellos
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sugirieron que la concentracion de DNA gendmico detectada por los marcadores 123F/123R, corresponde a
10° y 10* células de B. subtilis 101 que fueron utilizadas para extraer el DNA. Esto da una idea acerca del
nimero de células que pueden ser detectadas por los marcadores CBam83F/CBam83R para Bacillus sp. 83;
sin embargo, se tendrian que cuantificar y relacionar la cantidad con la concentracién de DNA para

confirmar el dato.

En el siguiente de los ensayos donde se asperjaron en promedio 3.1 x 10’ células vegetativas en un
mililitro de suspensidn sobre la superficie de hojas de papayo procedentes del campo, fue posible detectar
sefial de amplificacion en el gel de agarosa y por lo tanto, identificar a Bacillus sp. 83 desde las primeras 2 h
hasta el sexto dia después de su aspersidn. Los resultados mostrados en la Figura 5.23, indican que la
secuencia de 221 pb de Bacillus sp. 83 fue amplificada especificamente por los marcadores
CBam83F/CBam83R. Esto demostrd que el DNA de los microorganismos endémicos presentes en las hojas,
no interfirié con la secuencia de los marcadores para amplificar la banda de 221 pb que fue especifica para
Bacillus sp. 83. Esta banda fue similar en intensidad a la de 30 ng de DNA de un cultivo puro que fue

detectada en el primer experimento (Figura 5.22a).
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Figura 5.23. Deteccion con los marcadores CBam83F/CBam83R, de células de Bacillus sp. 83 provenientes
de un cultivo puro re-aisladas de hojas de papayo. La evaluacion se realizé 2 h después de la aspersion, dia
1, dia 2, dia 4 y dia 6 después de la aspersidn. Se detectd el fragmento especifico de 221 pb. (C1) Control
negativo (DNA total presente en la hoja sin inocular con Bacillus sp. 83). (C2) Control negativo (sin DNA).
(M) Marcador de peso molecular 1 Kb.

Finalmente, se demostré la capacidad de deteccién de los marcadores CBam83F/CBam83R mediante
PCR cualitativo con DNA extraido de un lavado de hojas de papayo provenientes del campo, que fueron

asperjadas con 1 x 10’ esporas por gramo de polvo Fungifree AB® contenido en 1 mL de suspensidn.
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En la Figura 5.24 se muestra la sefial de amplificacion de la banda especifica de 221 pb para Bacillus sp.
83, visualizada en el gel de agarosa desde 2 h después de haber asperjado el formulado hasta el dia 11. La
intensidad de la sefial de amplificacion disminuyé a partir del dia 6; sin embargo, los marcadores

permitieron detectar la presencia de Bacillus sp. 83 hasta el dia 11 después de su aspersion.

Algunos autores como Chen et al., (2010) reportaron que la extraccion de DNA de las esporas del agente
de control bioldgico B. cereus TS02 proveniente del lavado de las hojas inoculadas con la bacteria, no fue
exitosa, por lo que tuvieron que agregar un paso de enriquecimiento con medio nutritivo, previo a la
extraccidn con un kit comercial. Chen et al, mencionan que trabajar con muestras ambientales como las
hojas, donde esta presente una poblacion heterogénea de microorganismos incluyendo al agente de control
bioldgico, implica un reto en el protocolo para la extraccién y recuperacion de suficiente cantidad de DNA

util para la reaccidon de amplificacién con los marcadores especificos disefiados.
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Figura 5.24. Deteccién con los marcadores CBam83F/CBam83R, de células de Bacillus sp. 83 provenientes del
formulado Fungifree AB® re-aisladas de hojas de papayo. La evaluacion se realizé (1) 2 h después de la
aspersion, (2) dia 1, (3) dia 4, (4) dia 6, (5) dia 9, (6) dia 11 después de la aspersion. Se detectd el fragmento
especifico de 221 pb. (C1) Control negativo (DNA total presente en la hoja sin inocular con el formulado de
Bacillus sp. 83). (C2) Control negativo (sin DNA). (M) Marcador de peso molecular 1 Kb.

Este ensayo de inoculacidon de hojas de papayo con la cepa 83 presente en el formulado, mostré un
primer acercamiento para evaluar los marcadores CBam83F/CBam83R para la identificacidn de Bacillus sp.
83 cuando sea aplicado en el campo para el control de enfermedades como antracnosis en cultivos agricolas

como mango y papaya.
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6. Conclusiones

En este estudio se desarrollé un marcador molecular que demostré especificidad para identificar al

agente de control biolégico Bacillus sp. 83. Los principales hallazgos de este trabajo fueron:

= Basados en las secuencias amplificadas y caracterizadas de los genes 16S ribosomal y recA de Bacillus
sp. 83, el agente de biocontrol fue identificado molecularmente y agrupado dentro de la especie B.

amyloliquefaciens.

= Fue posible la deteccion de los genes srfAA, minA y bmyD dentro del genoma de Bacillus sp. 83
involucrados en la sintesis de los antibidticos tipo lipopéptidos surfactina, macrolactina y bacilomicina

D, respectivamente, con oligonucledétidos especificos.

= La secuencia del fragmento de 685 pb de Bacillus sp. 83 generado con BOX-PCR mostré alta similitud
con la del gen baeN involucrado en la sintesis del antibidtico bacillaene. Por su parte, la secuencia del
fragmento de 1621 pb generado con ERIC-PCR mostrd similitud con el gen minG, involucrado en la
sintesis del antibidtico macrolactina. Ambos genes han sido encontrados en el genoma de B.

amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42".

= Las bandas generadas con OPG-11 RAPD de 1700 pb, ERIC 1R/ERIC 2 de 1700 pb y con BOX-A1R de 250

pb fueron clonadas en el vector pTZ57R/T por estar presentes sélo en Bacillus sp. 83.

= La técnica de ERIC-PCR fue la mas util y discriminatoria para la cepa 83, por lo que se disefiaron cuatro
marcadores de secuencias caracterizadas provenientes de clonas obtenidas de la ligacidon de la banda
de 1700 pb. Sélo los marcadores CBam83F/CBam83R amplificaron un Unico y reproducible fragmento
de 221 pb detectado en Bacillus sp. 83, mientras que en las otras especies no fue observable,

demostrando de esta forma su alta especificidad hacia el agente de biocontrol.

= El limite de deteccidon mostrado por los marcadores CBam83F/CBam83R usando DNA de Bacillus sp. 83

fue de 3 pg uL™.

» Los marcadores CBam83F/CBam83R fueron capaces de amplificar la secuencia de 221 pb usando DNA
de Bacillus sp. 83 presente en hojas de papaya, identificdndola después de seis dias (células
vegetativas) y después de once dias (células en el formulado Fungifree AB®) posterior a su aspersion.
Fue posible extraer el DNA de esporas de Bacillus sp. 83 provenientes del formulado Fungifree AB® con

el protocolo que se establecié para tal fin.
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7. Perspectivas

= Se requieren probar los marcadores CBam83F/CBam83R especificos para Bacillus sp. 83 en campo

cuando se aplique el formulado Fungifree AB® en los cultivos agricolas susceptibles a antracnosis.

= Estudios posteriores podrian enfocarse en el desarrollo de un método de PCR cuantitativo (como PCR
en tiempo real), con sondas que emitan fluorescencia y detecten la secuencia discriminatoria de

Bacillus sp. 83 (parte del gen yomR) con los marcadores CBam83F/CBam83R.

= El método cuantitativo con el uso de los marcadores CBam83F/CBam83R permitiria el monitoreo de
la dindmica de la poblacidn del agente de control biolégico Bacillus sp. 83 aplicado en campo, el cual
proporcionaria informaciéon sobre el nivel de colonizacidon y tiempo de persistencia en el sitio

aplicado.

= Se requiere secuenciar el genoma del agente de control bioldgico Bacillus sp. 83 para conocer sobre
genes los involucrados en los mecanismos de control frente a fitopatdgenos y asi también investigar

su potencial empleo como promotor de crecimiento en diferentes cultivos.
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9. Anexos

Anexo 9.1. Preparacion de soluciones

Buffer TAE stock 50X (1 L de solucidn)
242 g Trizma-base

57.1 mL Acido acético glacial

37.2 g Na,EDTA-2H,0

Soluciéon CTAB/NaCl (100 mL de solucién)
4.1 gNaCl
10 g CTAB (Hexadecil trimetil bromuro de amonio)

Mezclar y si es necesario calentar a 65 °C hasta su total disolucidn. Conservar a temperatura ambiente.

RNasa

A 987 L de agua ultrapura se le agregan:
RNasa 0.01g

Solucion de Tris-Cl 1M pH 7.4, 10 uL
Solucion NaCl 5M, 3 uL

Lo anterior se mezcla hasta su total disolucién y se calienta durante 15 min a 100 °C. Se deja enfriar y se
hacen alicuotas de 25 pL y se almacenan a -20 °C. Estas alicuotas se utilizan resuspendidas en 500 pL de
buffer TE.

Solucion Tfbl

30 mM Acido citrico. Ajustar el pH a 5.8 con 0.2 M de 4cido acético
100 mM RbCl,

10 mM CaCl, 2H,0

50 mM MgCl, 4H,0

15 % (v/v) Glicerol ultrapuro

Ajustar el pH final a 5.8 con Acido acético glacial concentrado y el volumen final de la solucién. Esterilizar
por filtracion.

Solucién Tfbll

10 mM MOPS. Ajustar el pH a 7.0 con NaOH
75 mM CacCl, 2H,0

10 mM RbCl,

15 % (v/v) Glicerol ultrapuro

Ajustar el pH final a 7.0 con Hidrdxido de sodio concentrado y el volumen final de la solucidn. Esterilizar por
filtracion.
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Anexo 9.2. Prueba de antagonismo de Bacillus sp. 83

Antagon'smo C. gloesporioides B. amyloliquefaciens Bacillus sp. 83
subsp. plantarum FZB427

Tiempo
a) mp
(dias)
3 \
6 A J
. gloesporioides
incubado 3 dias 8
previos a la bacteria
i -
C. gloesporioidesy bacteria
Cultivo Dual
dial
F. oxysporum B. amyloliquefaciens Bacillus sp. 83
" subsp. plantarum
; Tiempo FZB427
b) (dias) > .
3
\¥ |
F. oxysporum :
. )
F. oxysporum
incubado 3 dias
previos a la bacteria
8
F. oxysporumy bacteria 10
Cultivo Dual
dia 1

Figura 9.2.1. Monitoreo del antagonismo de Bacillus sp. 83 contra a) C. gloeosporioides y b) F. oxysporum.
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Anexo 9.3. Mapa del vector pTZ57R/T

Pdil 127 EcoRI
Adel, Ppu211 220
Pdml 2564 |

Hin1l 2505, Acc65| 627
Begl 2485, gpn&s g%g
Scal, Tatl 2447 M?Ipaﬂlﬁgl 837
Mph11031 639
Xbal 644

ddT

ddT
TZ57R/T IB.‘.largll“I ggg
p Eco88l 658
NmeAlll 2092 2886 bp gmzil 658
Gsul 2054 pal 661
Bsp1201 661
Eco311 2036 Hincll 667
Eam1105! 1964 Sall 667
Xmil 667
Pstl 672
Alfl 674
Ecol471 678
ael 684
Hindlil 690

T7 promoter
Cail 1487

VPl

51! EcoRi

i,

LG premst (<)

Ecl'iﬁl!

A RET

CAG

ACT TAR GCT CGA

!murl

I'sln Arg Tyr

Lwﬁrrﬂamuuhf

%GA ATT c:t;h'"i:a'c’:'r CGG TRC CTC GCG AAT GCA

Lack +— Ifalll'alAluLeuSuhsnSersﬁPm'ﬁl Glu Arg e Cys
M Hinell
Ehal ﬁl B:j‘l _ Bambi ST mI_EI:&_l_ Sl Psil
TCT AGA 'rcs:JT | D AT CGG ATC CCG GGC CCG TCG ACT GCA
AGK TCT A ;;I:IT TA GCC TAG GGC CCG GGC AGT TGA CGT
Arg  Ser lle Pro Asp Ara Ala Arg  Arg  Ser  Cys
A

. EcoldTl pagy . Hindild 695

GAG GCC TGC &TG CAR GCT T COT ATA OTG AGT COTATT AGA GOT ToL

CTC CGG ACG TAC GTT 'E‘ \AGGEA TAT CAC TCA GCA TAR TOT COA ACC GOR

_ Mph1103t

ACoBSl e Mvai2681

anl

GCC ATG GAG CGC TTh CGT

17 promater

His Thr Thr Asn Ser Ser Pro Thr

Figura 9.3.1. Mapa del vector de clonacion

pTZ57R/T para los fragmentos

correspondientes al genoma de Bacillus sp. 83.

Tabla 9.3.1. Oligonucledtidos utilizados en base al vector para el andlisis de transformantes y

secuenciacion de fragmentos de Bacillus sp. 83.

Nombre Secuencia (5'->3')

Aplicacion

M13 Forward (-20) GTAAAACGACGGCCAG

M13 Reverse CAG GAA ACA GCT ATG AC

T7 Promoter TAATACGACTCACTATAGGG

Andlisis de transformantes gen 16S rDNA 'y
de fragmentos RAPD,BOX y ERIC

Analisis de transformantes gen 16S rDNA

Analisis de transformantes de fragmentos
RAPD,BOX y ERIC
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Anexo 9.4. Analisis de transformantes y purificacion de plasmidos usados en el estudio

9.4.1. Analisis de colonias transformantes

RAPD _3W*
(@]

Fotim =

BOX 7

BOX _6W*
BOX 8
BOX _9W*
BOX 10
BOX 1
RAPD 1
RAPD _2W*
ERIC 2wW*
ERIC 3W*
ERIC 4W*
ERIC 7W*

*
=
o
Q
-4
-

o
-
5}
[

"

=

1 s =

Figura 9.4.1. Anilisis de transformantes con el inserto de la banda amplificada con BOX-A1R, RAPD OPG-11vy ERIC 1R/
ERIC 2. Las clonas sefialadas con asterisco (*) fueron secuenciadas. (M) Marcador de peso molecular 1Kb. (C) control
negativo (sin DNA).
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9.4.2. Plasmidos purificados

BOX _9W*

BOX 3*
BOX _6W*

f soxy
ERIC2W* .
ERIC3W*
ERICAW*
ERIC7W*

Figura 9.4.2. Purificacion de plasmidos con el inserto de la banda amplificada con BOX-A1R, RAPD OPG-11y ERIC 1R/
ERIC 2. Los plasmidos sefialados con asterisco (*) fueron secuenciados. (M) Marcador de peso molecular 1Kb.

Anexo 9.5. Perfiles gendmicos de cepas similares a Bacillus sp. 83

a) b)

5000
4000

5000
4000
3000

Badillus sp. 83
Badillus sp. 83

3000

CIAD 104
CCGE2081
CCGE2081
CIAD 104
ClIIAD 21

2000

2000 1650

Bacillus sp. 83
CCGE2081
CIAD 104

1650

1000

1000 850

850

650
500
400
300
200
100

Figura 9.5.1. Cepas de Bacillus que presentaron perfiles gendmicos Figura 9.5.2. Cepas de Bacillus que
de a) RAPD, b) BOX y c) ERIC semejantes al agente de biocontrol presentaron la banda de 221 pb
Bacillus sp. 83. amplificada con los marcadores
CBam83F/CBam83R.
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