w7 —

FACULTAD DE INGENIERIA Y CIENCIAS APLICADAS

EVALUACION DEL EFECTO DE LIPOPEPTIDOS ANTIFUNGICOS
PRODUCIDOS POR Bacillus subtilis Ctpx S2-1, EN LA INDUCCION DE
EXPRESION DE GENES DE CRECIMIENTO Y RESISTENCIA DE Lupinus
mutabilis

AUTORA

MARYCRUZ KARINA CORRALES TRAVEZ

2018



NP

FACULTAD DE INGENIERIA Y CIENCIAS APLICADAS

EVALUACION DEL EFECTO DE LIPOPEPTIDOS ANTIFUNGICOS
PRODUCIDOS POR Bacillus subtilis Ctpx S2-1, EN LA INDUCCION DE
EXPRESION DE GENES DE CRECIMIENTO Y RESISTENCIA DE Lupinus

mutabilis

Trabajo de Titulacion presentado en conformidad con los requisitos
establecidos para optar por el titulo de Ingeniera en Biotecnologia

Profesora Guia

PhD. Viviana del Rocio Yanez-Mendizabal

Autora

Marycruz Karina Corrales Travez

ARo
2018



DECLARACION DEL PROFESOR GUIA

"Declaro haber dirigido este trabajo, Evaluacién del efecto de lipopéptidos
antifangicos producidos por Bacillus subtilis Ctpx S2-1, en la induccion de
expresion de genes de crecimiento y resistencia de Lupinus mutabilis, a través
de reuniones periodicas con la estudiante Marycruz Karina Corrales Travez, en
el semestre 2018-2, orientando sus conocimientos y competencias para un
eficiente desarrollo del tema escogido y dando cumplimiento a todas las

disposiciones vigentes que regulan los Trabajos de Titulacion".

Viviana del Rocio Yanez-Mendizabal
PhD. en Ciencia y Tecnologia Agraria y Alimentaria
C.1.1710469782



DECLARACION DEL PROFESOR CORRECTOR

"Declaro haber revisado este trabajo, Evaluacion del efecto de lipopéptidos
antifangicos producidos por Bacillus subtilis Ctpx S2-1, en la induccion de
expresion de genes de crecimiento y resistencia de Lupinus mutabilis, a través
de reuniones periddicas con la estudiante, Marycruz Karina Corrales Travez, en
el semestre 2018-2, orientando sus conocimientos y competencias para un
eficiente desarrollo del tema escogido y dando cumplimiento a todas las

disposiciones vigentes que regulan los Trabajos de Titulacion”.

Fabio Marcelo Idrovo Espin
Doctor en Ciencias Biologicas: Biotecnologia
C. l. 1705952255



DECLARACION DEL ESTUDIANTE

"Declaro que este trabajo es original, de mi autoria, que se han citado las fuentes
correspondientes y que en su ejecucion se respetaron las disposiciones legales

gue protegen los derechos de autor vigentes".

Marycruz Karina Corrales Travez
C. 1.0503470577



AGRADECIMIENTOS
A la Universidad de las Ameéricas,
Universidad de las Fuerzas Armadas
(ESPE) y Secretaria Nacional de
Educacion Superior, Ciencia,
Tecnologia e Innovacion SENESCYT
por el apoyo econémico y logistico
para el desarrollo de esta
investigacion a través del proyecto
“‘Mejora de la cadena productiva del
chocho (Lupinus mutabilis) en

Ecuador”.

A la Dra. Viviana Yanez por
brindarme la oportunidad y
conocimientos para el desarrollo de
esta investigacion. Al Dr. Fabio Idrovo
por guiarme y compartirme sus
conocimientos en todo momento. Al
Ing. Byron Freire por su soporte
académico en la ejecucion de la fase

experimental.



DEDICATORIA

A mis padres Hernan Corrales y
Marcia Travez. Gracias por todos los
sacrificios, amor 'y su apoyo
incondicional en cada etapa de mi

vida.

A mis hermanas Vanessa y Sofia por

ser mi apoyo y motivacion diaria.



RESUMEN

El chocho andino (Lupinus mutabilis Sweet) es una leguminosa que por su valor
nutricional y tradicional es ampliamente utilizado en la industria alimenticia de la
region andina con una proyeccion creciente a nivel internacional. Sin embargo,
a pesar de la alta demanda que posee el cultivo de chocho, su rendimiento es
afectado por enfermedades, especialmente fungosas. Dentro de los patégenos
fungosos que afectan al chocho la antracnosis causada por el hongo
Colletotrichum acutatum puede reducir de manera significativa la produccion
causando pérdidas superiores a 90 Kg hal. Generalmente, estas enfermedades
son tratadas con productos quimicos en variadas concentraciones, sin embargo,
el uso de alternativas amigables con el medio ambiente como el control biolégico
mediado por microorganismos puede resultar eficiente para el control de la
enfermedad. El control biologico de enfermedades agricolas mediante el uso de
bacterias del género Bacillus spp. ha demostrado tener potencial para el control
de hongos patogenos de cultivos y en poscosecha. Investigaciones especificas
para el control de la antracnosis del chocho andino han demostrado que
diferentes aislados de Bacillus subtilis controla efectivamente infecciones
causadas por C. acutatum en campo y en semilla durante la poscosecha. Datos
preliminares del aislado de Bacillus subtilis Ctpx S2-1 evidencian su elevada
capacidad de produccion de lipopéptidos antifungicos de las familias de
surfactina, iturina y fengicina especialmente a las 72 horas de incubacion
otorgando eficacia para contrarrestar el crecimiento de C. acutatum. Otras
investigaciones han demostrado que bacterias como B. subtilis funcionan como
promotores de crecimiento y de defensa de las plantas, involucrdndose genes
de transporte de auxinas y relacionados con la patogénesis. En la actualidad, no
se ha esclarecido la respuesta molecular generada especificamente por L.
mutabilis mediada por la interaccién de B. subtilis y sus lipopéptidos. En este
contexto el objetivo de este trabajo fue evaluar los cambios inducidos por Bacillus
subtilis sobre la expresion de genes de crecimiento y resistencia de Lupinus
mutabilis. En base al analisis preliminar por HPTLC y PCR se determind la

presencia de las familias de surfactina, iturina y especialmente fengicina en el



aislado Ctpx S2-1 confirmando la capacidad de produccién de lipopéptidos. La
expresion de los genes de crecimiento AUX1, PIN1, PIN3 y resistencia PR-1 fue
evaluada por cuantificacion génica relativa mediante RT-PCR. La evaluacion de
cambios en la expresion génica fue estimada mediante tratamientos con una
duracion de 2.5 horas de suspension de bacteria de B. subtilis Ctpx S2-1 con
concentracion de 2x10% UFC mL1, extractos de lipopéptidos, y control con PBS.
La expresion de genes de crecimiento y defensa resulté positiva especialmente
en el tratamiento con la suspension bacteriana en comparacion con el control.
De igual manera, se realiz6 ensayos de efectividad para verificar las respuestas
fisiologicas generadas por la planta en presencia de los tratamientos
experimentales, donde a excepcion de la longitud del tallo los tratamientos no
mostraron diferencia significativa en el indice de clorofila, porcentaje de
humedad y longitud de la raiz. Los resultados obtenidos sustentan que el
potencial de B. subtilis Ctpx S2-1 para desencadenar respuestas secundarias
favorables de crecimiento y resistencia en L. mutabilis a través de la expresion

del gen PR-1 esta relacionado con la produccion de lipopéptidos.



ABSTRACT

The Andean lupine (Lupinus mutabilis Sweet) is a legume that, due to its
nutritional and traditional value, is widely used in food industry in the Andean
region with a growing international projection. However, despite of the high
demand that it has its performance is affected by diseases, especially fungi.
Among the fungal pathogens that affects the lupine, the anthracnose caused by
the fungus Colletotrichum acutatum can significantly reduce production, causing
losses greater than 90 Kg ha. Generally, these diseases are treated with
chemicals in various concentrations, however, the use of environmentally friendly
alternatives such as biological control mediated by microorganisms can be
efficient for control of the diseases. The biological control of agricultural diseases
through the use of bacteria of the genus Bacillus spp. has shown potential for the
control of pathogenic fungi of crops and postharvest. Researches about
anthracnose control of the Andean lupine demonstrated that different isolates of
Bacillus subtilis effectively control infections caused by C. acutatum in the field
and in seed during postharvest. Preliminary data of the isolate of Bacillus subtilis
Ctpx S2-1 demonstrate that it has a high production capacity of antifungal
lipopeptides from the families of surfactin, iturin and fengicin especially at 72
hours of incubation, providing efficacy to counteract the growth of C. acutatum.
Other studies has shown that bacteria such as B. subtilis function as plant growth
and defense promoters, involving auxin transport genes and related to
pathogenesis. Actually, the molecular response generated specifically by L.
mutabilis mediated by the interaction of B. subtilis and the lipopeptides has not
been clarified. In this context, the objective of this study was to evaluate the
changes induced by Bacillus subtilis on the expression of growth and resistance
genes of Lupinus mutabilis. Based on the preliminary analysis by HPTLC and
PCR, the presence of the families of surfactin, iturin and especially fengicin in the
isolate Ctpx S2-1 was confirmed, confirming the production capacity of
lipopeptides. The expression of the growth genes AUX1, PIN1, PIN3 and
resistance PR-1 was evaluated by relative gene quantification by RT-PCR. The

changes were evaluated in gene expression, they were estimated by treatments



with a duration of 2.5 hours of suspension of B. subtilis Ctpx S2-1 bacteria with a
concentration of 2x10% CFU mL%, lipopeptide extracts, and control with PBS. The
expression of growth and defense genes was positive especially in the treatment
with the bacterial suspension compared to the control. Likewise, effectiveness
tests were carried out to verify the physiological responses generated by the plant
in the presence of experimental treatments, where, with the exception of stem
length, treatments showed no significant difference in the chlorophyll index,
humidity and length percentage of the root.Our results support that biocontrol
potential of B. subtilis CTpxS2-1 through lipopeptides production play a major
role in expression of growth and defense genes of L. mutabilis.



INDICE

1 Capitulo I. INTRODUCCION. ..o 1
1.1 ANEECERUEBNLES.......ociiicceeeeee e 1
1.2 Planteamiento del problema............c.ccoooiiiiiiiiiiceee, 4
1.3 ODbjetivo General.........cccooioieeieeeeeee e 6
1.4 Objetivos ESPECITICOS ........ccovvieiiiicieeeeeeeee e 6
1.5 Justificacion de la investigacion..............c.cccoevvveveeiccceiesen 6

2 Capitulo II. MARCO TEORICO ..., 7
2.1 Generalidades de Lupinus mutabilis..........ccccccoceveveveiccccee 7

2.1.1 Importancia agroindustrial ...........ccocoeviiiiieiiiii 8
2.1.2 Factores que afectan la produccCion............cccceeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeenns 8
2.2 Enfermedades que afectan a cultivos de L. mutabilis ............. 9
2.2. 1 ANFACNOSIS ...cciiiiiiiiiiiiiieeeee e 9
2.2.1.1 Colletotrichum acutatuUm............cceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 10
2.3 Manejo de enfermedades............cccocovveveeieeieieccceceeeeee 11
2.3.1 Control guimico convencional...............cuuiiiiiieeeeiieeiiice e, 11
2.3.2 Seleccién genética de variedades de L. mutabilis ........................ 11
2.4  Control DIOIOGICO .........cooveiiiiciceee e 12
2.4.1 Control biologico de patégenos con B. subtilis ................ccceeeeen. 12
2.5 Generalidades de Bacillus subtilis.............cccooeiiiiiniiniinn 13
2.5.1 Caracteristicas de B. SUDLliS..............oeeiiiiiiiiii 13
2.5.2  Lipopéptidos antifinNgiCOoS ..........coccuvuiiiiiiiieeeeiiiiiieeee e 14

2.5.2.1 Caracteristicas generales y aplicacion de lipopéptidos............. 14



2.5.2.2 Sintesis de lipopéptidos a partir de B. subtilis ........................... 15
2.5.2.3 Caracteristicas de las familias de lipopéptidos..........ccccccevveeee... 16

2.5.3 Potencial de B. subtilis como inductor de crecimiento.................. 19
2.6 Bases bioquimicas y moleculares de accion de B. subtilis
a través de lipopéptidos en el tejido vegetal.............ccccccovevveeeiennnnn, 20

2.6.1 Lipopéptidos antifungicos como inductores de resistencia en

la PIANTAL. ... 21
2.7 Induccion de genes de crecimiento y resistencia en

plantas mediada por B. Subtilis .............ccccocoeiiiiiiiiiiceeeeee, 22

2.7.1 Genes de resistencia PR involucrados en la respuesta

(0L 0o =T 0T TN 23
2.7.2  Induccion de genes de crecimiento de plantas.........cccccceeeeuveneee. 24
3 Capitulo [ll. PROCEDIMIENTOS ..o 27
3.1 Poblacidn y MUESHIa ........c.ccooveieiiiceece e 27
3.2 Materiales y métodos para la obtencion de los datos............ 28
3.2.1 Bacillus subtilis CtPX S2-1 ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeiieieeeeneees 28
3.2.1.1 Conservacion de la cepa B. subtilis Ctpx S2-1........cccccceeeernnns 28
3.2.1.2 Preparacion del inoculo de la bacteria.............cccovvvviiiieeeeeeennnn, 28
3.2.1.3 Suspension bacteriana de B. subtilis Ctpx S2-1..........cccccuvvvveneee 29
3.2.2  Colletotrichum aCutatum ...............eeuueuuuueieiiiiiiiiiiiiieiiieieeeeeee. 29
3.2.2.1 Calibracion del iNOCUIO ..........ccooveiiiiiiiiiiiie e 29
3.2.3 Lupinus MUtabiliS.........cooriiiiiiiiiie e 30
3.2.3.1 Desinfeccion de semillas L. mutabilis F3..............ccccvveeeieeinnns 30
3.2.3.2 Germinacion de semillas L. mutabilis ............ccccooos 30

3.2.4  ANAlISIS BIOQUIMICO.....uuuuuiueiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieneenssesnnenneeenennnessnnnnnnnnnne 30



3.2.4.1 Extraccion de lipopéptidos de B. subtilis Ctpx S2-1 .................. 30

3.2.4.2 Caracterizacion de lipopéptidos antifungicos producidos por

B. SUDLIIIS. .o 31
3.2.5  ANAlISIS MOIECUIAN.........eeiiiiiiiiieee e 32
3.2.5.1 Extraccion y cuantificacion de ADN de B. subtilis Ctpx S2-1..... 32

3.2.5.2 Amplificacion de genes involucrados en la sintesis de
lipopéptidos de B. subtilis CtPX S2-1 ......ccvvveeiiiiiiiieiieeee e 33
3.2.5.3 Induccién de la expresion de genes de crecimiento y
resistencia en plantulas de L. mutabilis.............cccoooeeiiiiiiiiiiiii e 35

3.2.6  Prueba de efectividad de B. subtilis Ctpx S2-1 vy lipopéptidos

en plantulas de L. mutabilis .............ciiiiii e 41
3.2.6.1 Indice de ClOrofila ...........cccveueeueiveieieeeeeeeeeeee e 42
3.2.6.2 Relacion raiz-tallo............cc.ueeeiiiiieiiiiiieeeee e 42
3.2.6.3 Analisis de Materia SECA. .......cccuveeiiiiiiiiiiiiieee e 42

3.3 Evaluacion estadistica de los resultados.............cccoeceiereennen. 43
4 Capitulo IV. RESULTADOS Y DISCUSION ..., 45

4.1 Sintesis de lipopéptidos antifungicos de B. subtilis Ctpx

S2-1 contra C. aCULATUM .........ccoiiiiiieie e 45
4.2 Actividad antifungica de lipopéptidos determinada

por autobiografia-HPTLC ..o, 48
4.3 Analisis molecular de la sintesis de lipopéptidos

antifingicos de B. subtilis CtpX S2-1 ..o 51
4.3.1 Extraccion y cuantificacion de ADN ............ccceriiiiiiiiiiiiieeeeeeee 51
4.3.2 Amplificacion de genes involucrados en la sintesis de

lipOPEPLIAOS POr PCR .. .. 52



4.4 Analisis molecular del efecto de B. subtilis Ctpx S2-1 en
la expresion de genes de crecimiento y resistencia de L.

MNULADIIIS. . oo, 55

4.4.1 Extraccion y cuantificacion de ARN de L. mutabilis...................... 55
4.4.2 Evaluacion del efecto de B. subtilis Ctpx S2-1 y lipopéptidos en

la expresion relativa de genes involucrados en el crecimiento y

resistencia de L. mutabiliS. ... 56
4.4.2.1 GeNES AUXL ... 57
4.4.2.2 GENES PINL ... 60
4.4.2.3 GENES PINS .. .o 63
4.4.2.4 GENES PR-1.....oiiiiiiii 66

4.5 Efectividad de B. subtilis Ctpx S2-1 y lipopéptidos en

plantulas de L. mutabiliS .............cccoooiiiiiiicececcee e 70
451 B.Subtilis CtPX S2-1 ...covuiiiiiiiiii e 70
4.5.2 Longitud de tallo y raiz principal .........ccccoooeeiiiiiiiiiieeeeeeen, 71
4.5.3 Porcentaje de humedad..............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeees 74

5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.............c......... 76
5.1 CONCIUSIONES ..ot 76
5.2 ReCOMENACIONES........cceiiiieieeeee e 77

REFERENCIAS. ... 79

ANEXOS 93



1 Capitulo I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Lupinus mutabilis Sweet, también conocido como altramuz, tarwi o chocho
andino, es una leguminosa con una gran importancia agroindustrial, ambiental y
agroecoldgica en Ecuador y América del Sur debido a sus caracteristicas de
fijacion de nitrégeno atmosférico y regulacion de erosion del suelo, por medio del
sistema radicular (Caicedo y Peralta, 2001). A la par, el chocho andino es un
recurso agroalimentario importante para el consumo local y regional; ademas de
la proyeccién creciente en el mercado industrial debido a que es una fuente
importante para la nutricion humana y animal con alto contenido de proteina y
aceites vegetales que oscila entre el 40% y 20% respectivamente (Falconi,
2012). En la actualidad, la demanda de consumo de chocho andino en el
Ecuador se ha incrementado ya que cerca del 80% de la poblacién rural de la
Sierra y el 19% de la poblacién de la Costa consumen chocho, al mismo tiempo
la demanda internacional también se ha incrementado debido a la amplia

variedad de productos alimenticios elaborados a partir de chocho (Najera, 2015).

El cultivo de chocho andino presenta problemas de baja produccién comparado
con otras especies de Lupinus spp. (Talhinhas, Sreenivasaprasad, Neves-
Martins, y Oliveira, 2002). El bajo rendimiento del chocho andino esta
influenciado por diferentes factores bidticos y abidticos que disminuyen la
produccion. Entre los factores biéticos mas relevantes que afectan la produccién
para industrializacion y manejo agricola de produccion de semilla se encuentran
las enfermedades causadas por hongos, especialmente la antracnosis, causada
por Colletotrichum acutatum (Falconi, 2012; Falconiy Yanez—Mendizabal, 2016).
La problematica de esta enfermedad consiste en que el patdgeno infecta al
cultivo en todas las etapas de la produccién (Falconi, 2012). Adicionalmente, las
infecciones presentes en las semillas junto con las malas practicas agricolas de

seleccidén incrementan la presencia, transmision y niveles de contaminacion



posterior en el campo y disminuye el porcentaje de produccion en la cosecha
(Falconi y Yanez—Mendizabal, 2016).

Debido al impacto de esta enfermedad, las estrategias de control se han
centrado en la combinacion de resistencia genética (Gond, Bergen, Torres, y
White, 2015) y fungicidas convencionales (Peralta et al., 2012). Sin embargo,
estos métodos pueden tener limitacion para el control de la enfermedad y el
rendimiento de semillas de calidad (Popp, Peto, y Nagy, 2013) razén por la cual
el uso de métodos alternativos como como calor seco (Falconi y Yanez-
Mendizabal, 2016; Thomas y Adcock, 2004), radiacion con UV-C (Falconi y
Yanez—Mendizabal, 2016) y control biolégico (Yanez-Mendizdbal, Falconi,
Grijalva, Oliva, y Castafieda, 2015; Yanez-Mendizdbal y Falconi, 2018) para
contrarrestar de manera efectiva la antracnosis causada por C. acutatum

resultan ser una herramienta viable.

Entre las estrategias de control bioldgico para la antracnosis del chocho causada
por C. acutatum, estudios conducidos por nuestro grupo de investigacion
(Yanez-Mendizabal et al.,, 2015; Yanez-Mendizabal y Falconi, 2018) han
demostrado que el uso de biomasa activa o microorganismos que se desarrollan
en un medio de cultivo especifico, y sobrenadantes libres de células que
comprenden la eliminacion de microorganismos del medio de cultivo en el que
se desarrollan, los mismos que provienen de aislados de Bacillus spp. son
tratamientos eficientes para el control de infecciones en semillas en poscosecha
y en plantas de L. mutabilis en el campo en diferentes variedades comerciales

provenientes de campos experimentales y de produccion.

Dentro de la efectividad de Bacillus spp. en el control de enfermedades agricolas,
especialmente fungosas, numerosos estudios han demostrado que estas
biomoléculas actian como potentes agentes biocidas que dafian las estructuras
del patégeno, y a la vez pueden actuar como mensajeros quimicos que
promueven la induccién de mecanismos secundarios de defensa frente al ataque
de hongos patdégenos y crecimiento de la planta (Ongena et al., 2005; Ongena y
Jacques, 2008). Las especies del género Bacillus, especialmente B. subtilis y B.

amyloquefaciens son muy estudiadas y utilizadas para el control de



enfermedades fungosas, debido a la capacidad de produccion de lipopéptidos
antifingicos especialmente de las familias fengicinas, iturinas y surfactinas
(Ongena y Jacques, 2008). La produccién de lipopéptidos antifUngicos como
fengicinas e iturinas ha sido estudiada ampliamente para el control del desarrollo
de hongos que afectan a plantas, como es el caso del control de Botrytis spp. en
manzana y Monilinia spp. en melocotones mediante el uso de lipopéptidos
(Yanez-Mendizabal et al., 2012).

La resistencia sistémica inducida o ISR esta relacionada con la colonizacion de
rizobacterias no patégenas en las raices de plantas, y a su vez es capaz de
incrementar los niveles de defensa frente al ataque de un patégeno (Pieterse et
al., 2014). La presencia de rizobacterias puede generar dos tipos de respuestas,
una activando la expresion de genes PR que posteriormente desencadenara en
la respuesta sistémica adquirida (SAR), o estimulando otros compuestos de
defensa que inducen la ISR (Nuez, Pérez de la Vega, y Carrillo, 2004). Las
rizobacterias no patdégenas como B. subtilis son capaces de desencadenar
varias respuestas moleculares como la induccién y promocién de resistencia y
crecimiento en el tejido vegetal. Las respuestas moleculares incluyen la
presencia de proteinas involucradas en el transporte de auxinas, y proteinas PR
de sus siglas en inglés pathogenesis related o relacionadas con la patogénesis
involucrada en la respuesta de defensa de la planta. Las proteinas PR se
expresan en la planta huésped generalmente en presencia de patdogenos. Los
genes de la familia PR-1 se consideran indicadores de activacion de la respuesta
de defensa de la planta frente a una infeccion (Ruiz-Lozano, Roussel, Gianinazzi,
y Gianinazzi-Pearson, 1999). Por otro lado, la promocién del crecimiento debido
a la presencia de rizobacterias en plantulas, se encuentra mediada por la
presencia de auxinas (Oliveros-Valenzuela, Reyes, Sanchez-Bravo, Acosta, y
Nicolads, 2007). Por lo tanto, los genes que codifican para proteinas
transportadoras de auxinas denominadas AUX y PINs estan directamente
relacionadas con el crecimiento de la planta. Investigaciones realizadas en la
especie Lupinus albus han demostrado que las proteinas AUX estan
involucradas en la formacion de raices laterales de plantulas y son necesarias

para el transporte acropetal y gravitropismo de la raiz (Marchant et al., 2002).



Del mismo modo, la familia de las proteinas PIN1 y PIN3 estan involucrados en
el transporte basipetal y lateral en células de la raiz respectivamente (Blakeslee

et al., 2007; Friml, Wisniewska, Benkova, Mendgen, y Palme, 2002).

Estudios preliminares conducidos por nuestro grupo de investigacion que
involucra el uso de Bacillus subtilis aislado CptxS2-1 han demostrado que su
efectividad para el control de C. acutatum esta directamente relacionada con la
produccion de lipopéptidos antifingicos, especialmente isomeros de las familias
fengicina e iturina (Yanez-Mendizabal, Zeriouh, et al., 2012). Estos lipopéptidos
han demostrado tener una potente actividad biocida para inhibir el crecimiento
micelial y la esporulacion de C. acutatum. Sin embargo, todavia se desconoce
las respuestas moleculares generadas en L. mutabilis mediadas por la

interaccién con el aislado Ctpx S2-1.

Con estos antecedentes, el propdsito de este estudio es evaluar el efecto
producido por lipopéptidos antifingicos obtenidos a partir B. subtilis aislado Ctpx
S2-1 en el control de C. acutatum en la induccion de la expresion de genes de

crecimiento y resistencia de L. mutabilis.

1.2 Planteamiento del problema

El control de la antracnosis de manera tradicional se realiza mediante el uso de
agroquimicos. Sin embargo, estos métodos ademas de ineficientes a largo plazo
tienen impacto negativo para la salud humana, animal y ambiental por lo cual
trabajos de investigacion para el desarrollo de tratamientos alternativos fisico
qguimicos y control biolégico son ampliamente considerados (Copping y Menn,
2000; Popp, Peto, y Nagy, 2013).

Entre los métodos de control biolégico, el uso de bacterias ha sido considerado
como prometedor por su alta eficiencia en la disminucion o eliminacion de la
incidencia de antracnosis del chocho andino (Yanez-Mendizabal, Zeriouh, et al.,

2012). Los métodos de control bioldgico especificamente para el tratamiento del



chocho involucran el uso de bacterias como Bacillus subtilis capaces de producir
lipopéptidos antifungicos efectivos para reducir o erradicar las estructuras
fungosas o actuar como mensajeros quimicos que inducen cambios favorables
en los mecanismos de crecimiento y defensa en la planta (Falconi, 2012; Yénez-
Mendizabal, Vifias, et al., 2012; Ongena y Jacques, 2008).

Los diferentes estudios con B. subtilis han demostrado que la capacidad de
biocontrol estd directamente relacionada a la antibiosis mediada por la
produccion de moléculas bioactivas extracelulares como enzimas, biofilms y
lipopéptidos. La mayor parte de estos lipopéptidos corresponden a familias de
isbmeros de surfactinas, iturinas y fengicinas capaces de actuar directamente
sobre los patdgenos, especialmente fungosos para inhibir su crecimiento
(Leclére, Marti, Béchet, Fickers, y Jacques, 2006; Ongena y Jacques, 2008;
Raaijmakers, de Bruijn, y de Kock, 2006). La familia de las surfactinas se
caracterizan por ser de naturaleza anfifilica lo que quiere decir que son moléculas
gue poseen un extremo hidrofilico o soluble en agua y otro extremo hidrofébico
que repele el agua, por lo que pueden asociarse a capas de lipidos e interferir
con la integridad de la membrana, la familia de las iturinas son capaces de
producir perturbacién osmoética debido a la formacién de poros conductores de
iones y la solubilizacion de la membrana, y la familia de las fengicinas poseen
una alta capacidad de alteracion de la estructura y permeabilidad de la
membrana celular. Todas estas propiedades en conjunto son capaces de
expresar una fuerte accion antifingica (Ongena et al., 2005; Ongena y Jacques,
2008; Romero et al., 2007a).

Como se ha dicho, la efectividad de Bacillus spp. mediada por lipopéptidos en el
control de C. acutatum en chocho andino se relaciona directamente con su
capacidad de colonizacion en la rizésfera de las plantas y la activacion de
respuestas del crecimiento secundario de las plantas al inducir la expresion de

genes de crecimiento y defensa contra patégenos.

Los lipopéptidos son capaces de interactuar con las células de las plantas para
inducir el paso de biomoléculas activas en la membrana plasmatica que al mismo

tiempo puede activar una serie de eventos moleculares que conducen a la



expresion de genes de defensa (Gond, Bergen, Torres, y White, 2015; Ongena
y Jacques, 2008). Sin embargo, hasta la actualidad no se ha esclarecido si la
interaccién de B. subtilis y sus lipopéptidos antifungicos son capaces de inducir
la expresion de genes de crecimiento y resistencia como parte de su respuesta
molecular y bioquimica en la especie Lupinus mutabilis. En este contexto, el
propésito de esta investigacion es evaluar el efecto de lipopéptidos antifingicos
producidos por Bacillus subtilis Ctpx S2-1y su relacidén con la expresion de genes
de crecimiento y resistencia en plantulas de L. mutabilis.

1.3 Objetivo General

Evaluar el efecto de lipopéptidos antifungicos producidos por Bacillus subtilis en
la induccion de expresién de genes de crecimiento y resistencia de Lupinus

mutabilis.

1.4 Objetivos Especificos

a) Verificar la sintesis de lipopéptidos generados por Bacillus subtilis Ctpx

S2-1 mediante analisis bioquimico (HPTLC).

b) Evaluar la presencia de genes involucrados en la sintesis de lipopéptidos
de Bacillus subtilis Ctpx S2-1 de las familias de surfactinas, iturinas y fengicinas
mediante PCR.

C) Evaluar el efecto de lipopéptidos de Bacillus subtilis Ctpx S2-1 en la
expresion de genes de crecimiento AUX1, PIN1, PIN3 y resistencia PR-1, a

través de su exposicion en plantulas de Lupinus mutabilis mediante RT-PCR.

1.5 Justificacion de la investigacion



El desarrollo de métodos alternativos para el control de la antracnosis del chocho
andino causada por C. acutatum es necesario para mejorar la produccién del
cultivo y minimizar el uso de productos quimicos sintéticos. Entre estos métodos
el uso de control biolégico microbiano, usando aislados nativos pertenecientes a
la especie B. subtilis han demostrado ser eficientes mediante la produccion de
lipopéptidos antifungicos que disminuyen o erradican el crecimiento de C.
acutatum in vitro e in vivo. Ademas, la identificacion de los diferentes lipopéptidos
antifiingicos y su modo de accion puede servir como base para el desarrollo y
optimizacién de procesos de produccion y formulacion de biopesticidas efectivos

en el control de enfermedades.

En definitiva, la identificacion de lipopéptidos antifUngicos producidos por B.
subtilis Ctpx S2-1 y sus mecanismos de accion relacionados con el antagonismo
contra C. acutatum en chocho andino es necesaria para conocer las respuestas
moleculares generadas por la interaccién hospedero-patdégeno en procesos de
control biolégico relacionados con la induccién de la expresion de genes de
crecimiento y defensa en la planta. Al mismo tiempo, se conoce que B. subtilis
muestra una capacidad de promocién de crecimiento en plantas, lo que es
necesario demostrar mediante técnicas moleculares para verificar la eficacia de
los lipopéptidos y asi esclarecer el efecto que genera las bacterias endofiticas
en tejidos vegetales. De esta manera, mediante el correcto control de
enfermedades fungosas se podra garantizar un mayor rendimiento en la cosecha

de chocho con elevados estandares de calidad e inocuidad.

2 Capitulo Il. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades de Lupinus mutabilis

El chocho andino o Lupinus mutabilis es una leguminosa originaria de la region

andina de Per0, Boliviay Ecuador. Se caracteriza por la presencia de un elevado



namero de nodulos nitrificantes, que da como resultado la fijacién de nitrogeno
atmosférico aproximado de 100 Kg ha' afio! en el suelo (Jacobsen, Mujica,

Jacobsen, y Mujica, 2006).

Es importante mencionar los aspectos que destacan del chocho andino como la
importancia agroindustrial, factores que afectan a la produccion, y los controles

utilizados en los cultivos.

2.1.1 Importancia agroindustrial

El alto contenido de proteina, carbohidratos, acidos grasos, vitaminas y
minerales de L. mutabilis lo ha convertido en uno de los recursos de mayor
importancia agroalimentaria incluida en la dieta de la poblacién (Peralta et al.,
2012).

El elevado interés en el chocho andino se debe a su capacidad de adaptacion a
climas frios, siendo un cultivo que puede llegar a reemplazar a la soya de climas
subtropicales que en la actualidad es requerida para importacion. En la
actualidad, a nivel industrial a partir del chocho andino se producen harinas
empleadas en la panificacion mejorando el valor proteico y cal6rico de los
productos. Ademas, los alcaloides presentes en el chocho andino como la
esparteina, tetrahidrorombifolina, y la lupanina son utilizados por los agricultores

como biocida en el control de plagas de plantas (Caicedo y Peralta, 2001).

2.1.2 Factores que afectan la produccion

La region Sierra del Ecuador posee un sistema de produccién que involucra
principalmente cultivos leguminosos y gramineos. Sin embargo, la presencia de
enfermedades y el manejo fitosanitario inadecuado especificamente en
leguminosas como L. mutabilis disminuyen en gran cantidad los niveles de

produccion de este cultivo. Segun el Censo Nacional Agropecuario (2003), en



los ultimos afios solo se ha logrado el 66% del rendimiento de cultivos en buenas
condiciones, esto debido al estrés biodtico y abidtico a las que son sometidos los
cultivos de chocho andino. En Ecuador, la capacidad de produccion del chocho
andino generalmente alcanza los 130 Kg ha, siendo la 6ptima de 220 Kg ha'
(Caicedo y Peralta, 2001).

El uso de semillas genéticamente seleccionadas como la variedad de nombre
“‘INIAP 450 Andino”, otorgadas por el Instituto Nacional Auténomo de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP) son actualmente utilizadas por la mayoria
de los agricultores debido a las favorables caracteristicas agronémicas que
presenta como el tamafio y vigor, pero no posee resistencia a enfermedades

comunes que afectan al chocho como la antracnosis.

2.2 Enfermedades que afectan a cultivos de L. mutabilis

Las enfermedades fungosas que afectan a L. mutabilis se encuentran dentro de
los problemas fitosanitarios como las plagas, patégenos virales y bacterianos, y
enemigos naturales (Peralta et al., 2012). Las principales enfermedades
fungosas foliares son la Antracnosis, Mancha anular, Ascoquita y la presencia
de infecciones causadas por Fusarium, Penicillium y Aspergillus (Caicedo y
Peralta, 2001).

2.2.1 Antracnosis

El estrés bidtico causado por la antracnosis es una de las enfermedades
principales que afectan al chocho andino. Se caracteriza por afectar las hojas,
vainas y semillas causando la torsion del tallo, peciolos y formar lesiones oscuras

gue no permiten la produccién de vainas ni flores (Caicedo y Peralta, 2001).

Las masas de conidias del hongo se destacan por presentarse como manchas

en las vainas de aproximadamente uno a tres centimetros de diametro, las
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mismas que se encuentran cubiertas con una capa anaranjada. Las semillas
también son severamente afectadas, como resultado se puede reconocer
facilmente a los granos con un aspecto deshidratado. Adicionalmente, es
importante mencionar que las plantas que llegan a nacer de semillas infectadas
presentan sintomas en tallos y cotiledones, y en algunas ocasiones llegan a

matar a la planta (Tapia, 2015).

El agente causal de la antracnosis es la presencia de hongos patdgenos que
forman parte de Colletotrichum spp.(Peralta et al.,, 2012). La diferenciacién
morfoldgica de esporas en combinacién con técnicas moleculares, han permitido
identificar al patégeno Colletotrichum acutatum como el causante de altos
niveles de pérdidas econdémicas en una gran variedad de cultivos dentro de los

cuales se encuentra el chocho andino (Falconi, 2012).

2.2.1.1 Colletotrichum acutatum

El hongo patdgeno C. acutatum se caracteriza por su capacidad de formacion de
acérvulos con setas gruesas Y rigidas; las conidias son de forma ligeramente
ovoide. En un medio de cultivo apto para el crecimiento es capaz de formar
colonias de color gris en conjunto con acumulacion de conidias color anaranjado
(Caicedo y Peralta, 2001). C. acutatum se disemina por medio de la semilla, en
el cultivo factores como herramientas agricolas, lluvia, insectos y viento ayudan

a esparcir las esporas del patbgeno aumentando la probabilidad de infeccién.

El patégeno se encuentra en los residuos de las cosechas como saprofito, su
crecimiento es favorecido en presencia de alta humedad y temperatura. La
combinacion de infecciones severas y alta humedad puede dar como resultado
la muerte de la planta. En la actualidad, la antracnosis causada por C. acutatum
ha afectado de manera general a los cultivos de chocho andino en las provincias
de Pichincha, Imbabura, Chimborazo y Cotopaxi (Caicedo y Peralta, 2001;
Falconi, 2012; Peralta et al., 2012).
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2.3 Manejo de enfermedades

La mayoria de cultivos de leguminosas, principalmente el chocho andino se
encuentra expuesta a plagas y enfermedades que son controlados con el uso de
sustancias organicas y quimicas, que en ocasiones conlleva a la presencia de

consecuencias negativas en la salud de los agricultores y medio ambiente.

2.3.1 Control quimico convencional

El control de enfermedades fungosas que afectan al chocho andino se realiza de
manera convencional con el uso de productos de sintesis quimica. Los productos
de uso comun son aquellos que poseen ingredientes activos como benomil,
carbendazim, clorotalonil, difenoconazol y propineb que tienen una gran
capacidad de eliminacion del patégeno, pero al mismo tiempo pueden deteriorar
el suelo y contribuir a la posible resistencia del patdgeno con el uso prolongado
del producto. Es recomendable segun el INIAP utilizar productos quimicos que
tengan un bajo nivel de toxicidad o colocar una mezcla de plaguicidas en dosis
pequefias en los cultivos; al mismo tiempo es importante mencionar que el uso
de productos quimicos se debe realizar en presencia del patdbgeno en conjunto

con un analisis técnico de manera oportuna (Peralta et al., 2012).

2.3.2 Seleccion genética de variedades de L. mutabilis

La susceptibilidad del chocho a plagas y enfermedades ocasiona un bajo nivel
de rendimiento en su produccion; por lo que desde hace algunos afios el INIAP
ha ido desarrollando varias investigaciones que involucran el desarrollo de una
variedad con una mejor calidad y rendimiento para los agricultores (Peralta et al.,
2012).
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La variedad denominada “INIAP 450 ANDINO” es originaria de la seleccion de
germoplasma de Pera en el afio 1992. Después de su seleccion fue cultivada y
formé parte del Banco de Germoplasma del INIAP identificada como ECU-2959.
La variedad seleccionada posee caracteristicas de estabilidad y adaptabilidad a

una variedad de climas presentes en la Region Sierra.

2.4 Control biolégico

Se puede definir al control biolégico como el uso de organismos Vivos 0 sus
derivados, para contrarrestar los dafios producidos por organismos perjudiciales
(Sharma, Singh, y Singh, 2009).

Los microorganismos capaces de ejercer control biolégico utilizan mecanismos
como la produccion de antibioticos que conllevan a contrarrestar ciertos
patogenos, la induccion de resistencia en la planta, y la competencia por alimento

con microorganismos en el mismo microambiente (Romero et al., 2007).

En el contexto del control biolégico de ciertas enfermedades de las plantas,
varias investigaciones como las reportadas por Gutiérrez-Mariero et al., (2001);
Tran, Ficke, Asiimwe, Hofte, y Raaijmakers, (2007) y Yanez-Mendizabal et al.,
(2011) han dado como resultado benéfico el uso de bacterias de género Bacillus,
como Bacillus subtilis y Bacillus amyloquefaciens por su alta actividad
antagonica para una gran variedad de fitopatdgenos potenciales como bacterias,
hongos y oomicetos (Ongenay Jacques, 2008). En la actualidad, investigaciones
realizadas por Dunlap, Schisler, Bowman, y Rooney, (2015); Falconi, (2012);
Gond et al., (2015) y Yanez-Mendizabal y Falconi, (2018) que involucran el uso
de B. subtilis han demostrado tener elevado potencial en la disminucién del
desarrollo de conidios de organismos como Pythium spp., Fusarium spp.,

Colletotrichum spp., Rhizoctonia spp., y Phytophthora spp.

2.4.1 Control biolégico de patdgenos con B. subtilis
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Las principales enfermedades que afectan al chocho andino son las que afectan
directamente a las raices, hojas y flores de la planta. Las enfermedades
presentadas en la etapa de floracion son las mas comunes, y debido a su rapido
desarrollo es dificil contrarrestar el avance de la enfermedad con productos de
sintesis quimica. Por ello, una alternativa prometedora es el uso de B. subtilis
para la produccion de bioplaguicidas, que ademas de contrarrestar el desarrollo

de patdégenos no perjudica el suelo ni medio ambiente (Copping y Menn, 2000).

2.5 Generalidades de Bacillus subtilis

B. subtilis es una bacteria Gram positiva que se encuentra en el suelo, y posee
caracteristicas de resistencia a condiciones extremas por la produccion de
endosporas. Posee forma bacilar, y se puede observar en forma individual, en
pares o en cadenas de bacilos, cuando se encuentra en esporulacion se
presenta en forma ovalada. Ademas, son capaces de producir varios tipos de

enzimas hidroliticas como glucanasas, amilasas, quitinasas y proteasas.

2.5.1 Caracteristicas de B. subtilis

B. subtilis es uno de los organismos mas utlizados y estudiados, es
caracteristico por su amplia sintesis de moléculas bioactivas estructuralmente
diversas (Stein, 2005). Las principales caracteristicas morfolégicas de B. subtilis
incluyen la produccion de esporas y la capacidad de formar biofilms, considerado
con alto interés industrial (Yanez-Mendizabal et al., 2012). Las esporas
producidas por B. subtilis tienen un alto nivel de resistencia, por lo cual permite
incrementar su nivel de supervivencia en la rizosfera vegetal. Por lo tanto, la
capacidad de B. subtilis en la de produccion de sustancias biocontroladoras

capaces de inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos, en conjunto
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con la produccion de esporas lo hace un fuerte candidato para la formulacion de

biopesticidas (Ongena y Jacques, 2008).

2.5.2 Lipopéptidos antifungicos

Los lipopéptidos son moléculas bioactivas producidas por B. subtilis con un alto
potencial de aplicaciones en la industria farmacéutica y biotecnolégica debido a
sus propiedades tensoactivas. La sintesis de lipopéptidos de tipo antimicrobiano
se realiza de forma no ribosomal mediada por complejos multienziméticos como
péptidos sintetasas, lo que conlleva a la presencia de heterogeneidad en la
secuencia de residuos de aminoacidos, ciclacion de péptidos y ramificacion de
la cadena de &cidos grasos en los lipopéptidos, por lo cual se divide en familias
de lipopéptidos como surfactinas, iturinas y fengicinas (Romero, et al., 2007b;

Touré, Ongena, Jacques, Guiro, y Thonart, 2004).

2.5.2.1 Caracteristicas generales y aplicacién de lipopéptidos

Las moléculas de tipo tensoactivas sintetizadas por organismos como bacterias,
hongos y levaduras poseen ventajas en comparacion con los surfactantes
comerciales por su especificidad a alta temperatura, alcalinidad, pH,

biodegradabilidad y afinidad ambiental.

La importancia de los surfactantes de origen microbiano ha ido incrementandose
en la industria especialmente para el proceso de estabilizacion y formacion de
espuma en detergentes, separacidon de fases en cosméticos y textiles,
formulacién de agroquimicos, y en la remocion de contaminantes insolubles en
agua. B. subtilis tiene la capacidad de produccién de tensoactivos compuestos
por ocho péptidos con aproximadamente 13 a 16 atomos de carbono que forman
parte del sistema de ciclacién. Las familias de lipopéptidos pueden otorgar una

ventaja especial a B. subtilis que las produce, de este modo iturinas y fengicinas
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poseen una elevada actividad antifangica que permite la inhibicion del desarrollo
de varios patdégenos presentes en plantas. Al mismo tiempo, la presencia de
surfactinas a pesar de no poseer caracteristicas antifingicas, en combinacién
con la iturina A tiene un efecto sinérgico en la capacidad antifangica de la misma

(Ongena y Jacques, 2008; Touré et al., 2004).

2.5.2.2 Sintesis de lipopéptidos a partir de B. subtilis

B. subtilis posee una elevada capacidad para la produccion de una gran variedad
de metabolitos antifungicos, se han caracterizado las familias de los lipopéptidos,
dividiéndolas en surfactinas, iturinas y fengicinas (Ongena et al., 2005). La
clasificacion en familias de los lipopéptidos se debe a la heterogeneidad
presentada en relacion a la secuencia y longitud de residuos de aminoacidos,
acidos grasos y la ciclacion de péptidos (Ongena y Jacques, 2008; Yanez-
Mendizébal, Zeriouh, et al., 2012).

Una de las diferencias entre las familias de los lipopéptidos es la presencia de
las cadenas de a-aminoacidos unido a un acido graso B-amino en la familia de
las iturinas, al contrario en el caso de las familias de surfactinas y fengicinas la

union se establece a un acido graso 3-hidroxi (Touré et al., 2004).

La longitud de la cadena de a-aminoacidos de las familias de las iturinas y
surfactinas se estima en un aproximado de siete aminoacidos, y para las
fengicinas en diez aminoacidos. En relacion a los acidos grasos, la longitud
puede variar en el caso de las surfactinas de C13 a C16, en las iturinas de C14
a Cl17, y en las fengicinas de C14 a C18 (Ongena y Jacques, 2008; Romero et
al., 2007a; Touré et al., 2004).

La variabilidad de las familias de los lipopéptidos en relacion a su estructura y
propiedades fisicoquimicas de estas moléculas de naturaleza anfifilica han
demostrado ser efectivas actuando de manera antagonica frente patdgenos

fungosos, lo que podria explicar su influencia en los mecanismos que se han ido
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desarrollando por las bacterias para su accion como control biologico frente a

fitopatégenos que afectan a las plantas.

2.5.2.3 Caracteristicas de las familias de lipopéptidos

La diferencia estructural en los lipopéptidos ha permitido dividir a los mismos en
familias agrupadas por sus caracteristicas y mecanismos de accion sobre los
patdogenos (Tabla 1). Las fengicinas, surfactinas e iturinas son familias de
lipopéptidos que se caracterizan por ser homodlogos, y se encuentran
compuestos por un péptido caracterizado por poseer aminoacidos con una

secuencia especifica (Romero et al., 2007a).
Tabla 1.

Resumen de diferencias principales entre familias de lipopéptidos

Familia de Numero de Caracteristica Referencia

lipopéptidos carbonos principal

Surfactinas 13-16 Actiian como Romero et al,
biosurfactantes, (2007) y Ongena
antibacterianos 'y vy Jacques,
ayudan a la (2008).
colonizacion  de
bacterias.

Iturinas 14-17 Actividad sinérgica  Ongena y
antifangica en Jacques, (2008) y
combinacion con  Touré et al,
surfactinas. (2004).

Fengicinas 14-18 Potente actividad Ongena y

antifangica.

Jacques, (2008) y
Romero et al.,
(2007).
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En relacion a la estructura, se diferencian por ser moléculas anfipaticas que
pueden presentar caracteristicas hidrofobicas cuando se presentan restos de
una cadena de carbono, o hidrofilicas cuando se presentan restos variables
ionicos (Pereira et al., 2013) como se muestra en la figura 1. Adicionalmente, la
presencia de un péptido ciclico en las familias de los lipopéptidos potencia su
estabilidad y bioactividad como agentes antifungicos contra fitopatdgenos
(Ongena et al., 2005).
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Figura 1. Estructura de las principales familias de lipopéptidos.

Tomado de (Ongena y Jacques, 2008).
a) Familia de Surfactinas.
b) Familia de Iturinas.

¢) Familia de Fengicinas.

Los lipopéptidos de las familias surfactinas, iturinas y fengicinas tienen diversas
aplicaciones industriales debido a sus propiedades tensoactivas. La presencia
de varias familias de lipopéptidos confieren una ventaja a las cepas productoras
de Bacillus spp. en nichos ecoldgicos especificos. La produccién de iturinas se
encuentra presente en B. subtilis y B. amyloliquefaciens. Las surfactinas se han

identificado en aislados de B. coagulans, B. subtilis y B. licheniformis. Y la
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presencia de fengicinas en B. cereus, B. thuringiensis, B. amyloliquefaciens y B.
subtilis (Ongena et al., 2005; Touré et al., 2004; Yanez-Mendizabal et al., 2012).

Ademas, algunos lipopéptidos sintetizados por B. subtilis tienen la capacidad de
actuar de manera sinérgica como el caso de surfactinas e iturinas, surfactinas y
fengicinas, e iturinas y fengicinas, en donde segun estudios realizados por
Maget-Dana, Thimon, Peypoux, y Ptak, (1992); Ongena et al., (2007); Romero
et al., (2007a) se ha demostrado que la presencia de surfactinas no tiene efecto
antagonico frente a patdgenos. Sin embargo, la presencia de iturinas en
combinacion con surfactinas aumenta en gran medida la capacidad de

interferencia en la membrana biolégica de posibles patdgenos.

2.5.2.3.1 Surfactinas

La familia de las surfactinas son heptapéptidos conectados con un acido graso
de tipo B-hidroxi que permite la formacién de un anillo ciclico de lactona (Romero
et al., 2007). Son de naturaleza anfifilica por lo que pueden actuar como
biosurfactantes, las surfactinas también poseen la capacidad de asociarse a
capas lipidicas e interferir en la integridad de la membrana biolégica de
fitopatdgenos. La interferencia en la membrana biolégica es dependiente de la
dosis, es decir, a una baja concentracion produce una perturbacion limitada en
la membrana, a concentracién intermedia una permeabilizacion transitoria
permitiendo reestabilizar la membrana, y a concentraciones altas se produce la
formacion de poros irreversibles que conduce a la interrupcién completa y la
solubilizacion de la bicapa lipidica con la formacion de micelas. El proceso de
interferencia en la bicapa lipidica se lleva a cabo debido a la estructura
tridimensional de las moléculas surfactinas con cadenas laterales cargadas
afines a la fase acuosa, y la presencia de restos apolares capaces de penetrar
en el nucleo hidrofébico de la membrana. La efectividad también es dependiente
del contenido de esteroles presentes en las membranas de los organismos
diana, por lo que posee actividades antivirales y antibacterianas (Ongena y
Jacques, 2008).
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2.5.2.3.2 lturinas

La familia de las iturinas y sus variantes son heptapéptidos interconectados con
una cadena de acido graso B-amino con una longitud de 14 a 17 atomos de
carbono. Posee una fuerte actividad biolégica como antifingico contra una gran
variedad de hongos y levaduras, pero limitadas actividades antivirales y
antibacterianas. La fuerte capacidad fungitoxica de la familia de las iturinas, se
basa en sus caracteristicas estructurales que influyen en la perturbacion
osmotica por la formacion de poros conductores de iones permitiendo la

permeabilizacién de la membrana (Ongena y Jacques, 2008).

2.5.2.3.3 Fengicinas

La familia de las fengicinas también llamadas plipastatinas son moléculas que
poseen un anillo de lactona interno unido a un resto péptidico en conjunto con
una cadena de acido graso B-hidroxi con una longitud de 14 a 18 carbonos que
pude estar saturada o insaturada. Ademas, las fengicinas poseen una elevada
actividad fungitoxica especificamente contra hongos filamentosos. Las
fengicinas son una de las moléculas con mayor complejidad producida por B.
subtilis. EI mecanismo de accion de las fengicinas también se basa en la
capacidad de alteracion de la estructura y permeabilidad de la membrana de

manera dependiente a la dosis (Ongena y Jacques, 2008; Romero et al., 2007).

2.5.3 Potencial de B. subtilis como inductor de crecimiento

Los microorganismos endofitos residen en los tejidos de las plantas sin producir
efectos negativos en el huésped. Generalmente, bacterias como B. subtilis

benefician a las plantas al incrementar la tolerancia al estrés bibtico y abiotico.
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Al mismo tiempo, B. subtilis tiene la capacidad de producir biomoléculas activas
gue actian como antiplagas contra patdégenos e insectos. La presencia de
bacterias endéfitas posee una alta capacidad de promocion del crecimiento
vegetal mediante procesos como la produccion de sustancias organicas,
consideradas como producto del metabolismo secundario de las bacterias que a
su vez son capaces de influir en las respuestas fisiologicas de células vegetales.
En el caso de B. subtilis, se ha demostrado la produccion de fitohormonas que
activan repuestas moleculares, bioquimicas, fisiolégicas y morfolégicas en la
rizosfera de plantas. Las auxinas son las principales hormonas secretadas por
bacterias de la rizosfera y se encuentra vinculada a la patogenicidad debido a
que algunos fitopatdgenos pueden causar respuestas hipersensibles en el
huésped y de esta manera lograr una infeccion exitosa (Camelo, Vera, y Bonilla,

2011; Tejera-herndndez y Heydrich-pérez, 2011).

2.6 Bases bioquimicas y moleculares de accion de B. subtilis a través de

lipopéptidos en el tejido vegetal

Las plantas son capaces de crear un entorno nutricional y fisicoquimico
especifico para los microorganismos que se desarrollan en la rizosfera y son
capaces de producir una gran variedad de compuestos de bajo peso molecular
en sus raices. Ciertas moléculas producidas por bacterias como Bacillus spp.
pueden desencadenar sefiales quimicas para colonizar la superficie de la raiz.
Las cepas que actian como control bioldgico en la rizosfera pueden usar las
biomoléculas activas para activar la resistencia y el crecimiento en el tejido

vegetal (Ongena y Jacques, 2008).

La colonizacion de rizobacterias se realiza en forma de biofilms en las superficies
de la raiz y suelo. La familia de las surfactinas producidas por B. subtilis se
encuentra directamente relacionada con la formacion de biofilms, debido a su
capacidad de adhesion celular gracias a su estructura tridimensional. Las
colonias bacterianas que se encuentran sobre las raices se dispersan por las

mismas con el fin de alcanzar mas nutrientes a través de flagelos, lo que conlleva
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a que las bacterias se extiendan como una biopelicula sobre la superficie de la
raiz (Stein, 2005).

Los aislados de Bacillus spp. pueden desplegar sus biomoléculas activas una
vez establecidos en la fitosfera. Los lipopéptidos de las familias de surfactinas,
iturinas y fengicinas estan involucrados en el antagonismo de fitopatégenos. Las
surfactinas no son solo esenciales para la colonizacién en la raiz sino también
para la reduccion de infecciones causadas por el patégeno Psedomonas
syringae en plantas como Arabidopsis. Las iturinas y fengicinas han demostrado
ser eficaces en el control de enfermedades de fildsfera (superficie de la hoja de
la planta) al mostrar un elevado efecto inhibidor en las conidias del patégeno
(Gond et al., 2015; Touré et al., 2004).

2.6.1 Lipopéptidos antifungicos como inductores de resistencia en la

planta

Los lipopéptidos de las familias de fengicinas y surfactinas pueden interactuar
con las células de las plantas para activar respuestas bioquimicas y moleculares
a través de la estimulacion de la resistencia sistémica inducida o ISR por sus
siglas en inglés Induced Systemic Resistance. De este modo, la reduccion de
enfermedades fungosas esta relacionada con la serie de cambios metabdlicos

asociados con las respuestas de defensa de las plantas (Pieterse et al., 2014).

En investigaciones realizadas con fengicinas purificadas en plantas de tomate y
tubérculo de papa, se demostro la acumulacion de fenoles vegetales implicados
en la produccion de proteinas de defensa de las plantas. Sin embargo, extractos
de lipopéptidos de Bacillus spp. enriquecidos en surfactinas, iturinas y fengicinas
no lograron activar la respuesta de resistencia en las plantas antes mencionadas

(Tran, Ficke, Asiimwe, Hofte, y Raaijmakers, 2007).

La actividad biolégica de los lipopéptidos esta relacionada con su efecto en la
parte lipidica de la membrana biolégica de fitopatégenos. De este modo, la

presencia de lipopéptidos no esta involucrada en ningun posible efecto adverso
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sobre la integridad y potencial crecimiento de las células vegetales. Por lo cual,
la interaccion de las moléculas se presenta sin crear una formacion irreversible
de poros, pero son capaces de inducir perturbaciones transitorias en la
membrana plasmatica que a su vez pueden activar una serie de cascadas
biogquimicas que conducen a la presencia de respuestas de defensa (Kim et al.,
2007).

La falta de efecto de los lipopéptidos sobre algunas células vegetales se podria
explicar por la composicion variada de fitoesteroles en la membrana del
patébgeno, ya que la membrana de algunas especies de hongos estan
compuestos por sitosterol, estigmasterol y campesterol, y en otras especies
principalmente por colesterol, lo que conduce a debilitar la posibilidad de

disrupcion de membrana en todas las especies (Ongena y Jacques, 2008).

2.7 Induccion de genes de crecimiento y resistencia en plantas mediada
por B. subtilis

La presencia de rizobacterias como B. subtilis productoras de biomoléculas
activas en la raiz de plantas esta directamente involucrado con la activacion de
respuestas moleculares relacionadas con la resistencia y la promocion del

crecimiento vegetal.

Las plantas poseen varios mecanismos de defensa contra el ataque de
patdgenos. La SAR (Resistencia Sistémica Adquirida) se induce por el atague
de algunas plagas o por inoculacion de un patégeno hemibiétrofo, y se
caracteriza por un aumento temprano de sintesis endogena de SA (acido
salicilico) y la produccion de proteinas PR. La induccion de la expresion de genes
de la ruta de SAR de microorganismos endofiticos los diferencian de algunas
rizobacterias que generalmente desembocan la respuesta ISR (Resistencia
Sistémica Inducida) y que a su vez es independiente de la acumulacion de SA'y
no tiene vinculacién con la expresion de genes PR (Nuez et al., 2004; Pieterse
et al., 2014).
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La presencia de rizobacterias endoéfitas no patégenas como B. subtilis en el tejido
vegetal induce la activacion del mecanismos de defensa ISR en plantas, por lo
que el huésped aumenta su resistencia frente al ataque de patdgenos.
Investigaciones realizadas por Gond et al.,, (2015) involucran a la bacteria
endofitica B. subtilis productora de compuestos antifiungicos capaz de inducir la
expresion de genes de defensa PR del huésped con el fin de prevenir o reducir
el crecimiento de patdgenos fungosos. Al mismo tiempo, las rizobacterias
enddfitas pueden producir moléculas activas relacionadas con la hormona
vegetal auxina por lo que es capaz de inducir un mayor crecimiento en tejidos

vegetales.

2.7.1 Genes de resistencia PR involucrados en larespuesta de defensa

Los genes PR son familias de genes que codifican para proteinas llamadas PR
(Pathogenesis-related), las mismas que desempefian un papel importante en la
resistencia de las plantas contra una gran variedad de patdégenos. La presencia
de las proteinas PR codificadas por la planta se presentan generalmente en
presencia de patégenos (Edreva, 2005). La variedad de las proteinas PR en
diferentes sistemas de interaccion planta-patdbgeno ha proporcionado la
agrupacion de estas proteinas en familias dependientes de las funciones que
cumplen, y las secuencias nucleotidicas. Actualmente, se ha clasificado en 17
grupos de proteinas PR, en funcion a sus propiedades o actividades (Nuez et al.,
2004).

Las proteinas PR-1 son las mas abundantes de todos los grupos, ya que se
acumulan en mayor proporcion en respuesta a una infeccion. Asi, se considera
a la familia PR-1 como indicadores de la activacion de la respuesta SAR de la
planta. Su expresion es detectable a nivel local, en torno al punto de infeccién, y
también a nivel sistémico asociada generalmente a la respuesta SAR activada
por la presencia de patdgenos que producen necrosis del tejido en el que infectan
(Van Loon y Van Strien, 1999).
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La activacion de la respuesta SAR es fundamental para la 6ptima defensa contra
el ataque de patdégenos. La expresion de estos genes se encuentra
estrechamente relacionada con la presencia de patdgenos como virus, hongos y
bacterias en el tejido vegetal. La activacion del SAR se debe a la acumulacién
de acido salicilico (SA) el mismo que induce la expresion de genes PR-1. Los
mecanismos por los cuales el SA induce la expresion de genes PR-1 se relaciona
con el reconocimiento de determinantes de avirulencia o moléculas efectoras
como la flagelina o quitina encontradas en los patégenos, que posteriormente
seran reconocidos por la planta por proteinas de resistencia también llamadas
proteinas R (Silva et al., 2018). También, la expresion de genes PR puede estar
relacionado con una proteina afin al SA con funcion catalasa capaz de
incrementar los niveles de peréxido de hidrégeno (H20:2), y al mismo tiempo
actuar como mensajero secundario del SA en la sefalizacion de la respuesta
SAR (Mori, Pinontoan, Kawano, y Muto, 2001). Otro posible mecanismo de la
expresion de genes PR-1 se relaciona con su capacidad de activar el transporte
de sacarosa en la planta y de este modo alterar los niveles de fotoasimilados, de
esta manera la sacarosa podria actuar como una molécula sefializadora capaz

de regular la expresion génica concretamente de genes PR (Nuez et al., 2004).

En definitiva, el ataque por patdgenos modifica los procesos fisioldégicos de una
planta en el que se encuentran involucrados varias vias de sefializacion
mediadas por hormonas, las mismas que estan estrechamente relacionadas con
algunos procesos fisiolégicos de desarrollo de la planta, por lo que adquieren
nuevas funciones con el proposito de proporcionar a la planta una defensa

efectiva y rapida (Nuez et al., 2004; Ruiz-Lozano et al., 1999).

2.7.2 Induccidén de genes de crecimiento de plantas

Las rizobacterias promotoras del crecimiento como B. subtilis son capaces de
desencadenar una serie de reacciones que involucran sustancias que influyen el
crecimiento de tejidos vegetales. Las auxinas son hormonas vegetales

involucradas en los procesos de crecimiento, diferenciacion vascular, respuestas
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tropicas, formacion de raices laterales y adventicias (Mathesius, 2008). Estas
hormonas se sintetizan especialmente en los tejidos mas jévenes de la planta,
puede ser dependiente o independiente de concentraciones de triptéfano o sus
precursores (Garay-Arroyo, de la Paz Sanchez, Garcia-Ponce, Alvarez-Buylla, y
Gutiérrez, 2014). La auxina es capaz de transportarse de una célula vegetal a
otra en forma basipetal hacia las raices en un proceso llamado transporte polar
de auxinas o PAT por sus siglas en inglés Polar Auxin Transport. La expresion
de genes involucrados con el transporte de auxinas puede indicar la estimulacién
del crecimiento por factores externos. La regulacién de las vias de sintesis de
auxinas dependen también de la influencia de estimulos externos como la luz, la
temperatura y los nutrientes, y de factores internos como la presencia de otras
hormonas (Ljung, 2013; Woodward y Bartel, 2005). Ademas, los niveles
intracelulares de auxinas son también regulados por la conjugacion de auxinas

con péptidos, amino&cidos y azucares.

La auxina es considerada como un &cido débil, sin embargo, cuando se
encuentra presente en el entono acido de la pared celular toma forma protonada
y por ende es capaz de entrar en las células por difusion (Mathesius, 2008). Al
mismo tiempo, las auxinas pueden ingresar a las células vegetales por proteinas
transportadoras como AUX1, LAX y PGP4. El transporte de auxinas puede ser
rapido y de larga distancia llevado a cabo por difusién en el floema que transporta
auxinas a los drganos jévenes de la parte aérea al resto de la planta, y otro
transporte de auxinas puede ser lento y de corta distancia que es llevado a cabo
por transportadores de membrana por difusion. El transporte de auxinas a larga
distancia es fundamental para el 6ptimo desarrollo de raices laterales y tallo; en
cambio el trasporte de auxinas de corta distancia influye en el desarrollo del tejido
vascular, formacién del eje embrionario, respuesta a tropismos, y morfogénesis

de flores, frutos y raices (Garay-Arroyo et al., 2014).

Existen varias familias de proteinas transportadoras involucradas en el PAT,
entre estas se destacan proteinas de influjo como AUX y LAX, y proteinas de
eflujp como PIN (PIN-FORMED) y ABCB (ATP-BINDING-CASSETTE B)
(Vanneste y Friml, 2009).
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Las proteinas AUX y LAX se localizan en el tejido vascular de las raices de
plantas y pueden actuar como simportadores de auxinas debido a la presencia
de un gradiente de protones, y de este modo puede proporcionar direccionalidad
al flujo de auxinas y a la vez participar en el crecimiento de raices laterales,
gravitropismo y fototropismo (Swarup y Péret, 2012). Ademas, se ha demostrado
la expresion de genes AUX1 en células del protofloema y por lo tanto su
participacion en la descarga de auxinas del floema y en el transporte PAT
(Mathesius, 2008; Swarup y Péret, 2012).

Por otro lado, el pH en el interior de las células vegetales es elevado, por lo que
la auxina desprotonada no podréa difundirse y requiere de proteinas (PINs) que

exporten la hormona (Billou et al., 2005; Blakeslee et al., 2007).

La familia de las proteinas PIN que permiten el eflujo de las auxinas, estan
constituidas por ocho miembros dependiendo de su ubicacibn que
posteriormente determinara el flujo y direccion de las auxinas. De este modo, las
proteinas PIN1, PIN2, PIN3, PIN4 y PIN7 se encuentran en la membrana
plasmética por lo que intervienen en la direccion del transporte de auxinas hacia
el resto de tejido vegetal; las proteinas PIN5, PIN6 y PIN8 se encuentran en el
reticulo endoplasmatico y por ende participa en la homeostasis de la auxina
(Garay-Arroyo et al., 2014).

Estudios realizados por Noh, Bandyopadhyay, Peer, Spalding, y Murphy, (2003)
han demostrado que las proteinas PIN1 se localizan en las células del
parénquima en el brote y en células protofloema de la raiz, por lo que influyen
directamente en el transporte acropetal y basipetal. Ademas, las proteinas PIN3
se han relacionado con el transporte lateral de la fitohormona auxina y por lo
tanto se encuentra asociado a respuestas fisiolégicas que involucran la

orientacion y crecimiento de la raiz (Friml et al., 2002).

La expresion de genes que codifican para proteinas PIN1 y PIN3 y su influencia
en el transporte y acumulacion de auxinas especificamente en la especie
Lupinus albus en relacién a la variaciéon del PAT depende de los tejidos y la
influencia del medio ambiente en el que se encuentre (Oliveros-Valenzuela et al.,

2007). Por lo tanto, la presencia normal de proteinas AUX1, PIN1 y PIN3 es
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primordial para el crecimiento y desarrollo normal de los tejidos vegetales. Por
ende, la sobreexpresion de genes relacionados con el trasporte de auxina podria
confirmar la estimulacién del crecimiento vegetal inducido por la colonizacion de
bacterias endofiticas en las raices de plantas (Blakeslee, J., Peer, W y Murphy,
A., 2005; Vanneste y Friml, 2009).

Cabe destacar que la regulacion de la expresion de genes que codifican para
proteinas PIN puede afectar positivamente a la transcripcion. Por otro lado,
también puede verse afectado de manera negativa debido a la acumulacion y
presencia de altas concentraciones de proteinas PIN. Por lo tanto, la regulacién
positiva 0 negativa en la transcripcion de proteinas transportadoras de auxinas
puede influenciar en el transporte 6ptimo de auxinas hacia los tejidos vegetales
(Garay-Arroyo et al., 2014).

3 Capitulo lll. PROCEDIMIENTOS

3.1 Poblacion y muestra

Se utilizé el aislado de B. subtilis Ctpx S2-1 que demostrd ser efectivo para el
control de la antracnosis del chocho andino causada por C. acutatum (Yanez-
Mendizabal y Falconi, 2018). Este aislado fue originalmente obtenido de zonas
productoras de chocho de la provincia de Cotopaxi, a partir de la filésfera y
rizosfera de plantas. La identificacidn a nivel de especie se determiné a partir de
amplificacion con primers especificos y secuenciacion mediante el

reconocimiento del ARN ribosomal 16-18S (Yanez-Mendizébal y Falconi, 2018).

Cepas de C. acutatum fueron proporcionadas por el Laboratorio de Fitopatologia
de la Universidad de las Fuerzas Armadas (ESPE). Este patdgeno se aislo
originalmente de vainas y semillas con sintomas de antracnosis en cultivos de

chocho andino de la provincia de Cotopaxi (Falconi, 2012).
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Se utilizé6 semillas de L. mutabilis que pertenecen a la variedad “INIAP 450
Andino”, genotipos F3 (ECU-2658XECU8415), y fueron proporcionadas por el
laboratorio de Fitopatologia del IASA de la Universidad de las Fuerzas Armadas,
ESPE.

3.2 Materiales y métodos para la obtencion de los datos

3.2.1 Bacillus subtilis Ctpx S2-1

3.2.1.1 Conservacion de la cepa B. subtilis Ctpx S2-1

El aislado B. subtilis Ctpx S2-1 se conservé a largos periodos mediante el uso
de criobolas (bolas o cuentas de material sintético usadas para impregnar la
solucién celular a preservar) a -80°C. Se almacend los cultivos en medio NYDA
(caldo nutritivo 8 g L, extracto de levadura 4 g L, dextrosa 10 g L™, agar 20 g
L-1) se inoculd en criobolas y se mantuvo a -80°C. Rutinariamente, se replico
cultivos puros de la bacteria en medio NYDA (Yanez-Mendizabal et al., 2012).
Se realizo triple estria y se dejé en una incubadora (High Performance Shaking
Incubator Labnet International 311DS) a 30°C durante 24 horas.

3.2.1.2 Preparacion del inoculo de la bacteria

Para los diferentes experimentos, el indculo de B. subtilis Ctpx S2-1 se obtuvo a
partir de los cultivos frescos en medio NYDA de 24 horas de incubacion a 30°C,
para lo cual se tomé de cinco a seis colonias y se resuspendio en 5 mL de
soluciéon tampon fosfato salino estéril (PBS, KH2PO4 0.20 M 70 mL, K2HPO40.20
M 30 mL y agua desionizada 300 mL, v/v/v, pH 6.5) en un tubo para centrifuga y
se homogenizé durante 10 segundos por vortex (Fisher Scientific® Analog

Vortex Mixer 20V). La concentracion se determiné mediante la medicion de la



29

densidad 6ptica (absorbancia) a 600 nm. La concentracion celular del inéculo

inicial se ajusté a 5 x 10” UFC mL™.

3.2.1.3 Suspension bacteriana de B. subtilis Ctpx S2-1

Para el crecimiento de B. subtilis y sus lipopéptidos se tomé 100 uL del inéculo
y se coloco en 200 mL de medio estéril de cultivo liquido MOLP Medio
Optimizado para la produccion de lipopéptidos: peptona 30 g L, sacarosa 20 g
L1, extracto de levadura 7 g L, KH2PO4 1.9 g L, CuSO4 0.0001 mg L7,
FeClz-6H20 0.0005 mg L, Na2M0oO4 0.004 mg L1, KI 0.0002 mg L%, MnSQO4-H20
3.6 mg L%, MgSOa4 0.45 g L1, ZnSO4-7H20 0.14 mg L, H3BO3 0.01 mg L%,
CeHsO7 10 mg L%, pH 7 (Jacques et al., 1999). Se incubd a 30°C + 5°C a 150

rpm durante 24 horas.

La concentracion bacteriana se determin6 por densidad optica como se describio
anteriormente y se ajusté a 2x10® UFC mL1, para los ensayos moleculares y de

efectividad con raices de plantulas de L. mutabilis.

3.2.2 Colletotrichum acutatum

3.2.2.1 Calibracién del in6culo

El aislado de C. acutatum se obtuvo mediante criocultivos y se replicd en agar
papa dextrosa agar comercial o PDA (23.7 g L-1) o a partir de semillas con
sintomas de antracnosis siguiendo el protocolo descrito por (Yanez-Mendizabal
et al., 2011) para la activacion de patdgenos de plantas a partir de material
infectado. El patdgeno se cultivd en PDA y se incub6 a 20 + 5°C durante cinco
dias. Posteriormente, para los ensayos de HPTLC-autobiografia se recolectd

conidios frescos a partir de cultivos en PDA y se transfirid a tubos con 5 mL de
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agua estéril mas Tween 80 (Sigma) 0.05% y la concentracion se determind y

ajustd a 5X10° conidias mL* en camara de Neubauer.

3.2.3 Lupinus mutabilis

3.2.3.1 Desinfecciéon de semillas L. mutabilis F3

Se coloco en un frasco de vidrio de 200 mL agua desionizada estéril y las
semillas a desinfectar, y se dej6 en constante agitaciéon a 180 rpm por cinco
minutos. Posteriormente, se descarto el agua desionizada y se sumergio en una
solucion de 100 mL al 10% de cloro y agua desionizada estéril por cinco minutos
a 180 rpm. Por ultimo, se descarto la solucion utilizada anteriormente y se afiadio
agua desionizada estéril con el mismo rango de tiempo y agitacion descrito

anteriormente.

3.2.3.2 Germinacion de semillas L. mutabilis

Para cada ensayo, se tomé 30 semillas desinfectadas con anterioridad y se
colocé en medio Agar-Agar (bacto agar 23 g L'1). En cada caja se sembré 10
semillas en condiciones estériles en una camara de bioseguridad (ESCO Class
Il BSC AC2-459) y se colocé en una camara de germinacién (Thermo Scientific
3759) durante 7 dias con 10 horas de luz y 14 de oscuridad a 21°C con una
humedad del 70%.

3.2.4 Analisis Bioquimico

3.2.4.1 Extraccion de lipopéptidos de B. subtilis Ctpx S2-1
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La extraccion de lipopéptidos antifungicos se realizé siguiendo el protocolo
establecido por Yanez-Mendizabal et al., (2012). Los extractos de lipopéptidos
se obtuvieron a partir de un cultivo de la bacteria de 72 horas de crecimiento
como se describié anteriormente. Se dispensaron alicuotas de 40 mL del cultivo
en diferentes tubos para centrifuga, y posteriormente se centrifugé a 4°C durante
20 minutos a 5000 rpm (3 veces) en una centrifugadora Eppendorf (Centrifuge
5804 R eppendorf). De cada alicuota se separ6 la biomasa del sobrenadante
libre de células (SLC) y se coloc6 en frascos de vidrio de 100 mL de capacidad.
Los SLC fueron mezclados con n-butanol en relacién 1:1 y se agité a 200 rpm en
un agitador orbital (Boeco Universal Orbital Shaker PSU-10i) dentro de una
camara extractora de gases (BIOBASE FH 1500) durante tres horas para extraer
los lipopéptidos. Posteriormente, las muestras se transfirieron en tubos para
centrifuga nuevos y se centrifugé a 10000 rpm a 4°C durante 10 minutos. Los
extractos butandlicos (fase orgéanica lipoproteinas + n-butanol) se separaron de
la fraccion acuosa y se colocaron en cajas Petri de vidrio en agitacién a 80 rpm
hasta que se evapore el n-butanol. Una vez evaporado el n-butanol, los extractos
de lipopéptidos fueron resuspendidos en metanol absoluto calidad HPLC o agua
estéril en relacion 1:10 y almacenados a 4°C para su posterior andlisis mediante

HPTLC, bioautobiografia y actividad antifangica.

3.2.4.2 Caracterizacion de lipopéptidos antifungicos producidos por B.

subtilis

El analisis bioquimico se llevé a cabo a partir de extractos metandlicos de
lipopéptidos antifungicos de B. subtilis Ctpx S2-1 obtenidos a partir de cultivos
de 72 horas en MOLP. La presencia de las familias de lipopéptidos y su actividad
antifingica se analiz6 mediante HPTLC y HPTLC-autobiografia
respectivamente, segun el protocolo establecido por Yanez-Mendizabal et al.,
(2012). Se utiliz6 placas de silica gel (Sigma Aldrich® TLC plates 2193291-1PAK
Sigma gel matrix LXW 20X20) en donde se inoculd 100 pL de extracto de

lipopéptidos (fase estacionaria). Se utilizé una mezcla de cloroformo, metanol y
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agua (65:25:4 mL v/v/v) como fase moévil y se dejo correr por dos horas. Posterior
a este tiempo, se extrajo, se dejo secar y se evalud el factor de retencién (Rf)
bajo luz UV.

Ds - s
Rf = (Ecuacion 1)
Donde, Ds es la medida de la distancia recorrida por la muestra, y Dd representa

la medida de la distancia recorrida por el disolvente (Sharma et al., 2009).

Después de la determinacién del factor de retencion, se dej6é secar la placa de
silicay se coloc6 en una caja Petri de dimensiones iguales a la placa. Se prepar6
150 mL de medio PDA y se coloc6 100 pL del inocul6é de C. acutatum descrito
anteriormente. Se dej6 incubar a 25°C por siete dias. Por ultimo, se observo las
zonas de inhibicion del hongo en relacion a los lipopéptidos identificados en la

placa de silica.

3.2.5 Analisis molecular

3.2.5.1 Extraccién y cuantificacion de ADN de B. subtilis Ctpx S2-1

Para el analisis molecular, la extraccion de ADN se realizé a partir de cultivos
frescos de B. subtilis Ctpx S2-1 de 24 horas en MOLP. La biomasa de las
muestras fue recolectada luego de un periodo de incubacién en MOLP y el ADN
genomico fue extraido mediante el kit PureLink® Genomic DNA Mini kit
(Catalogo numero K182002), siguiendo las especificaciones del fabricante
Invitrogen, (2013).

Se tomo6 muestras del cultivo y se colocé en tubos para centrifuga estériles de
50 mL. Se centrifugd a 5000 rpm a 4°C por 20 minutos. Se descartd el
sobrenadante y se colocé la biomasa en tubos de 1,5 mL estériles y fue
resuspendida en 180 pL de buffer de lisozima (Tris-HCL10 mM pH 7,5; EDTA
1mM; NaCl 100 mM; Ready-Lyse ™ Lysozyme Solution al 1,5% 1 uL), y se

mezcld bien por vortex. Se incubd en un termobloque (Labnet Accublock Digital
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Dry Bath D12000) a 37°C por 30 minutos. Se afiadi6 20 pL de Proteinasa Ky se
mezcl6 por vortex. Posteriormente, se coloco 200 puL de Genomic lysis/Binding
buffer y se mezcl6é vigorosamente por vértex. Se incubd en un termobloque a
55°C por 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se afadié 200 uL de etanol
absoluto (96-100%) y se mezclo por vortex durante 5 segundos. Se transfirié el
lisado a una columna con tubo colector y se centrifugd (Centrifuge 5424
eppendorf) a 10000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente. Se descarto el
tubo colector, se colocé uno nuevo y se afiadié 500 puL de Wash Buffer I. Se
centrifugd a10000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente. Se descart6 el tubo
de recoleccién, se colocd uno nuevo y se afadié 500 puL de Wash Buffer II. Se
centrifugé a 15000 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente. Se descarto el
tubo colector y se coloc6 en un tubo para microcentrifuga de 1,5 mL estéril. Se
coloc6 100 pL de Elution Buffer dentro de la columna y se incub6 por 1 minuto a
temperatura ambiente. Se centrifugé a 15000 rpm por 1 minuto a temperatura
ambiente. Se descartd la columna y se cuantifico el ADN extraido a 260 nm
(Thermo Scientific Nanodrop 2000 Spectrophotometer); usando como blanco
Elution Buffer. Los tubos con ADN se almacenaron a -20°C para su analisis

posterior.

3.2.5.2 Amplificaciéon de genes involucrados en la sintesis de lipopéptidos
de B. subtilis Ctpx S2-1

La amplificacion de genes de sintesis de lipopéptidos producidos por B. subtilis
Ctpx S2-1 se realizé por reaccién en cadena de polimerasa (PCR) de punto final
mediante Platinum Taq DNA Polymerase (Catdlogo numero 10966018)
siguiendo el protocolo modificado de Yanez-Mendizabal y Falconi (2018). Los
primers utilizados para cada familia de lipopéptidos fueron disefiados en base a
las especificaciones descritas por Yanez-Mendizdbal y Falconi (2018), Gond et
al., (2015) y secuencias de isémeros de las familias de lipopéptidos en NCBI
para especies del género Bacillus que codifican para sintesis de lipopéptidos

Ccomo se muestra en la tabla 2.
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La reaccion de PCR se llevo a cabo a un volumen final de 25 pL. Cada reaccion
contiene 2.5 uL de 10X PCR Buffer, 1 uyL de 50 mM MgClz, 0.5 pL de 10 mM
dNTPs (Solucién 100 uM Invitrogen), 0.75 pL de 5U/ uL de Platinum® Tagq DNA
Polymerase, 0.5 pL de 10 uM de cada primer Forward y Reverse, 17.25 uL de
agua tipo Milli-Q, y 2 uL de ADN con concentraciéon de 20 ng pLt. En las
reacciones de controles negativos o No Template Control (NTC) se colocé 2 uL

de agua tipo Milli-Q en lugar de ADN.
Tabla 2.

Primers para amplificacion de genes de lipopéptidos de B. subtilis Ctpx S2-1

Gen Primers Secuencias (5'-3’) Temperatura Tamafio
objetivo de del

alineamiento  amplicén

°C)
Surfactina  SrfB-F GCGCTCTATTTTGAGCCTGC 60 234
B SrfB-R  GATGCGTCAAATCCGAAGCC
Fengicina FenE-F ACAAAACGGGTGATTTGGCG 55-60 678
E FenE-R CATACATCCGCTTTTGGGCG
Iturina B ItuB-F  CAGCGGATAAAGCGTCGTTG 60 952

ItuB-R  TCAGGATCCAGGGGCACATA

La reaccion de PCR se llevé a cabo en un termociclador (Eppendorf Vapo-
Protect LB 22331 Hamburg 6321) segun el protocolo establecido por Yanez-
Mendizébal y Falconi (2018) a 94°C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos a 94°C
por un minuto, 60°C por un minuto y 72°C por un minuto. Por ultimo, la extension

final se realiz6 a 72°C por 8 minutos.

Posteriormente los productos PCR fueron documentados por electroforesis en
gel de agarosa (Ultra Pure Agarose, Invitrogen) al 2% de concentracién. Para la
visualizacion de los amplificados se uso 2 UL de SYBR Safe (SYBR Safe DNA
gel stain 10000X, Invitrogen) y las muestras fueron cargadas afiadiendo 2 uL de

Blue juice 10X (Blue juice 10X Gel Loading Buffer). Se utilizé6 marcador de peso
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molecular de 100 bp (Tracklt 100bp DNA Ladder) (Anexo 1). Se dejé correr el
gel en una camara de electroforesis (BioRad EC300XL Thermo Scientific) a 100
V por 40 minutos. Se observo los resultados en un Transiluminador (Bio-Rad
Chemidoc MP Imaging System).

3.2.5.3 Induccién de la expresion de genes de crecimiento y resistencia en

plantulas de L. mutabilis

Para cuantificar el efecto de B. subtilis Ctpx S2-1 en la expresion de genes de
resistencia y crecimiento se sigui6 el protocolo disefiado por Gond et al., (2015)

con modificaciones que consiste en:

3.2.5.3.1 Extraccion y cuantificaciéon de ARN de L. mutabilis

Se utilizaron plantulas de L. mutabilis F3 de siete dias germinacion en
condiciones descritas anteriormente (Apartado 3.2.3.2) para dos tratamientos
experimentales, que incluyen la incubacién por 2.5 horas con una suspension de
B. subtilis Ctpx S2-1 y con extractos de lipopéptidos en agua estéril del mismo
aislado. La extraccion de ARN se realizé de las raices de plantulas después de
haber transcurrido el tiempo de incubacién para los dos tratamientos. Como
control de los dos tratamientos se utiliz6 una muestra de raices sumergidas por
el mismo tiempo en PBS. Para cada tratamiento se extrajo ARN de cinco
muestras de raices de plantulas de L. mutablis utilizando el kit PureLink® RNA
Mini kit (Catalogo numero 12183018A), y se siguio el protocolo establecido por

el fabricante Invitrogen, (2010).

Se utilizé en total cinco plantulas de L. mutabilis para cada tratamiento. Las
raices de chocho recolectadas se cortaron en pedazos de aproximadamente 2
cm y se molieron con nitrégeno liquido en un mortero estéril. Se transfirid

aproximadamente 0.1 g de raices molidas de manera inmediata a un tubo para
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microcentrifuga de 1.5 mL estéril y se sumergio en nitrogeno liquido. Se coloco
1000 pL de Lysis Buffer activada con 10 puL de 2-mercaptoetanol. Se incubd por
3 minutos a temperatura ambiente para luego centrifugar a 12000 rpm por 2
minutos a temperatura ambiente. Se transfirid el sobrenadante de cada muestra
a un nuevo tubo de 1.5 mL estéril. Se afiadid 500 pL de etanol absoluto (96-
100%) y se mezcld por vortex a velocidad maxima por 15 segundos. Se transfirio
750 pL del sobrenadante incluyendo el precipitado a un spin cartridge, estos
cartuchos fueron centrifugados a 13000 rpm por 30 segundos a temperatura
ambiente descartando el sobrenadante. Se afadié 700 pL de Wash Buffer | a
cada cartucho con muestra y se centrifugé a 13000 rpm por 30 segundos a
temperatura ambiente. Se descart6 el tubo colector y se coloc6 uno nuevo. Se
coloc6 500 pL de Wash Buffer Il a cada spin cartridge para después ser
centrifugados a 13000 rpm por 30 segundos a temperatura ambiente, y se
descart6 el liquido del tubo colector. Se repitié el Ultimo paso para asegurar que
el ARN esté limpio. Se centrifug6 los cartuchos a 13000 rpm por 2 minutos a
temperatura ambiente para secar la membrana. Se descart6 los tubos colectores
y se colocé un tubo de 1.5 mL estéril en cada cartucho. Por ultimo, se afiadi6 40
uL de RNAse-free Water al centro de cada cartucho y se incub6 a temperatura
ambiente por 1 minuto. Los cartuchos fueron centrifugados a 13000 rpm por 2
minutos a temperatura ambiente para recuperar el ARN de cada muestra. La

calidad de ARN fue verificada por electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

La cuantificacion del ARN extraido se realiz6 a 260 nm (Thermo Scientific
Nanodrop 2000 Spectrophotometer); se utilizé como blanco RNAse-free Water.

Los tubos con ARN se almacenaron a -80°C hasta su uso.

3.2.5.3.2 Tratamiento del ARN de L mutabilis con DNase

Las muestras de ARN de los diferentes tratamientos fueron tratadas con la
enzima DNase para eliminar la posible contaminacion por ADN en la muestra.
Se utilizo el kit TURBO DNA-free™ Kit (Catalogo numero AM1907) y se siguio el

protocolo establecido por el fabricante Technologies, (2012).
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Las concentraciones de ARN de cada muestra fueron igualadas a 200 ng uL* a
un volumen final 26 pL y fueron colocadas en tubos de 0.2 mL. Se afiadio 3 pL
de 10X TURBO DNase Buffer y 1 uL de TURBO DNase a cada muestra. Se
mezcld por inversién 5 veces y se incubé a 37°C por 30 minutos en un
termociclador (Labnet TC-020-24 Multigene MWI). Se afiadi6 3 pL de DNase
Inactivation Reagent y se mezcl6 por vértex por 2 segundos. Se incub6 por 5
minutos a temperatura ambiente y se mezcl6é cada minuto por inversion durante
este tiempo. Se centrifugd (Centrifuge 5424 eppendorf) a 10000 rpm por 90
segundos. Finalmente se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo de 0.2 mL

estéril y se almacend a -80°C.

La calidad del ARN resultante fue verificada por electroforesis en gel de agarosa

al 1.5% siguiendo la metodologia anteriormente descrita.

3.2.5.3.3 Disefio de primers de L. mutabilis para el analisis de crecimiento

y resistencia

El disefio de los primers de L. mutabilis para genes involucrados en el
crecimiento y resistencia se baso en secuencias de especies del género Lupinus,
encontradas en la base de datos del Centro Nacional de Informacién

Biotecnoldgica (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Para el gen PR-1, las secuencias descritas para el mismo gen en Arabidopsis
fueron comparadas en Lupinus spp. mediante el algoritmo en linea BLAST. Se
realiz6é un alineamiento de las secuencias escogidas de Lupinus angustifolius en
el programa MEGA7 y se escogio los primers en regiones no conservadas

tomando en cuenta las condiciones requeridas para el disefio de primers.

Las secuencias utilizadas para los genes de crecimiento fueron de la especie
Lupinus albus, y los primers fueron disefiados en el programa en linea Primer
designing tool de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). De la
misma manera, se analiz6 y comprobo la especificidad in silico de los primers

por BLAST. Para el gen de control 18S rRNA de L. mutabilis se utilizd primers


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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disefiados y otorgados por el Centro de Investigacion UDLA. Los primers y las

caracteristicas de las secuencias utilizadas se detallan en la tabla 3.
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3.2.5.3.4 Amplificacion de genes de crecimiento y resistencia de L.
mutabilis por Reaccion en Cadena de Polimerasa con

Transcriptasa Reversa (RT-PCR)

Para verificar la expresion de genes de crecimiento y resistencia por
amplificacion en punto final con los primers especificados anteriormente se
sigui6 el protocolo establecido por Invitrogen, (2001) a partir de la sintesis de
cDNA mediante el uso de SuperScript™ [l One-Step RT-PCR System with
Platinum™ Taq DNA Polymerase.

La reaccion se llevo optimizé a un volumen final de 15 pL. Cada reaccion
contiene 5.7 pL de agua tipo Milli-Q, 7.5 pL de 2X Reaction Mix, 0.6 pL de
SuperScript™ /Il RT/Platinum™ Taq Mix, 0.3 uL de concentracién 10 uM de cada
primer Forward y Reverse, y 0.6 pL de ARN tratado con DNasa de concentracion

aproximada de 140 ng pL™.

La reaccion de RT-PCR se llevo a cabo en un termociclador (Eppendorf Vapo-
Protect LB 22331 Hamburg 6321) a 55°C por 25 minutos para la sintesis de
cDNA, 94°C por 2 minutos para la denaturacion, seguido de 40 ciclos a 94°C por
15 segundos, 60°C por 30 segundos y 68°C por 30 segundos. Por ultimo, la

extension final se realiz6 a 68°C por 5 minutos.

La visualizacion y cuantificacion de las muestras se realizd en gel de agarosa
(Ultra Pure Agarose, Invitrogen) con concentracion del 2%. Se afadio 2 pyL de
SYBR Safe (SYBR Safe DNA gel stain 10000X, Invitrogen). Las muestras se
cargaron con 2 pL de Blue juice 10x (Blue juice 10X Gel Loading Buffer). Se
utilizé un marcador molecular de 100 bp (Tracklt 100bp DNA Ladder). Se corrié
el gel en una camara de electroforesis (BioRad EC300XL Thermo Scientific) por
35 minutos a 100 V. Por ultimo, para observar los resultados se utilizé un
Transiluminador (Bio-Rad Chemidoc MP Imaging System). Las muestras fueron

almacenadas a -20°C.
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3.2.5.3.5 Cuantificacion de expresiéon génica relativa por RT-PCR

La cuantificacion relativa de la expresion de genes PR-1, AUX1, PIN1y PIN3 se
realiz6 mediante el uso de fotodocumentador (Bio-Rad Chemidoc MP Imaging
System) en la herramienta de cuantificacion del mismo programa, para la
cuantificacion de cada tratamiento se utiliz6 como referencia la banda de

amplificacion del gen 18S.

3.2.6 Prueba de efectividad de B. subtilis Ctpx S2-1 y lipopéptidos en

plantulas de L. mutabilis

Los ensayos de efectividad in vivo se realizaron tratando las semillas de chocho
andino (L. mutabilis) variedad INIAP 450 Andino F3 utilizadas en esta
investigacion. Para cada ensayo, las semillas se desinfectaron, sembraron y
germinaron como se describié anteriormente. Los tratamientos consistieron en
B. subtilis Ctpx S2-1 de concentracion 2x10® UFC mL™, extractos acuosos de
lipopéptidos de concentracion 1X, y un control negativo de PBS. Para cada
tratamiento, las raices de 25 plantulas de siete dias de germinacién fueron
sumergidas en los tratamientos antes descritos durante 2.5 horas al igual que se
describié anteriormente para la extraccion de ARN. A continuacion, las plantulas
de cada tratamiento fueron sembradas en sustrato estéril en semilleros durante
24 dias (Anexo 6) en una camara de germinacion (BIOBASE BJPX-A250) en
condiciones homogéneas con una temperatura de 21°C, 73% de humedad, con
14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Cada ensayo se realiz6 por triplicado y

se tomaron datos de indice de clorofila, relacion raiz-tallo y peso seco.
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3.2.6.1 indice de clorofila

Se midi6 el indice de clorofila de 15 plantulas de L. mutabilis de tratamiento con
bacteria B. subtilis Ctpx S2-1, extractos de lipopéptidos y control con PBS. Las
lecturas de clorofila se realizaron de una hoja de cada plantula mediante el
medidor de clorofila CCM-200 Chlorophyll Content Meter (Opti-Sciences). Se

midio la clorofila de tres repeticiones de cada tratamiento.

3.2.6.2 Relacion raiz-tallo

Se midio la longitud en centimetros del tallo y raiz principal de 15 plantulas de L.
mutabilis de cada tratamiento. Se tomé en cuenta las tres repeticiones de cada

tratamiento para la medicion.

3.2.6.3 Anélisis de materia seca

En primer lugar, se retiraron las plantas de los semilleros y se limpi6 toda la tierra
posible de cada una de las plantas. El analisis de materia seca total se realizé
de cinco plantulas de L. mutabilis de cada tratamiento con tres repeticiones cada
uno. Posteriormente, se limpiaron y secaron las bandejas de aluminio y se
colocaron en una estufa (BIOBASE BJPX-Summer) a 80°C por 24 h. Después
se enumeraron y pesaron las bandejas de aluminio en una balanza analitica (AS
220.R2 RADWAG), después se coloco una planta de cada tratamiento en cada
bandeja y se peso de nuevo para de esta manera obtener el peso fresco de cada
planta. Se colocaron las bandejas con las plantas en una estufa a 80°C durante
24 h. Posteriormente, se traspasaron a un desecador por 24 h. Por ultimo, se
peso cada una de las bandejas con las muestras para determinar el peso seco

de cada tratamiento.



43

La relacion de peso fresco y peso seco se determind por el porcentaje de

humedad en base himeda (Ecuacion 2) de las plantulas de cada tratamiento.

Pi-Pf

% Humedad = x 100 (Ecuacion 2)

Donde Pi es el peso inicial o peso fresco de la plantula y Pf es el peso final o

peso seco de la misma.

3.3 Evaluacion estadistica de los resultados

Los experimentos de cuantificacion génica relativa se repitieron cinco veces para
cada tratamiento, las pruebas de efectividad de B. subtilis Ctpx S2-1 en plantulas
de L. mutabilis se repitieron tres veces, y los datos se recolectaron para los
andlisis. Los datos obtenidos fueron analizados usando el software estadistico R
Commander (R version 3.5.1). Se realiz6 un andlisis de varianza y la prueba de
comparacion LSD (Least Significant Difference) entre medias utilizando el
procedimiento ANOVA del software R Commander con un valor P<0.05. Los
datos se representaron en figuras de diagramas de cajas para la diferenciacion

entre tratamientos mediante la prueba de rangos mdultiples de Duncan.
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Figura 2. Diagrama de flujo de los procedimientos experimentales realizados

durante la fase experimental de la investigacion.
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4 Capitulo IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Sintesis de lipopéptidos antifungicos de B. subtilis Ctpx S2-1 contra

C. acutatum

La presencia de lipopéptidos pertenecientes a las familias fengicinas, iturinas y
surfactinas producidos por B. subtilis Ctpx S2-1 a las 72 horas en MOLP fueron

identificados en los cromatogramas de capa fina (HPTLC).

Como se observa en la figura 3 las bandas identificadas en la placa de silice
corresponden a las familias de fengicinas, iturinas y surfactinas con sus
correspondientes Rf que demuestran la presencia de las tres familias de
lipopéptidos producidas a las 72 horas de crecimiento de la bacteria en MOLP.
Al comparar estos Rf de las de las fracciones producidas por la bacteria con los
producidos por otros aislados de la misma especie (Romero et al., 2007b; Yanez-
Mendizabal et al., 2012; Yanez-Mendizabal y Falconi, 2018), se evidencia la
presencia de la familia de fengicinas con un Rf alrededor de 0.26, 0.68 para
iturinas, y entre 0.84 a 0.89 para surfactinas. Las diferencias entre los valores de
Rf se deben a la variabilidad del contenido de cadenas de carbono entre familias
de lipopéptidos. Las fengicinas poseen cadenas de carbono largas que pueden
variar entre 14 y 18 carbonos por lo que presentan un mayor peso y menor
capacidad de retencidn en el analisis cromatogréfico. En el caso de la familia de
iturinas posee de 14 a 17 carbonos aproximadamente, por lo que su peso sera
menor al de la familia de fengicinas. Por Gltimo, la familia de surfactinas presenta
de 13 a 15 carbonos que a su vez le proporciona un menor peso y por lo tanto

una mayor capacidad de retencion.
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(Srf) 0.89
0.84

(Itu) 0.68

(Fen) 0.26

Figura 3. Analisis por cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC) de

extractos metandlicos de lipopéptidos de Bacillus subtilis Ctpx S2-1.

a) Concentracion 10X.

b) Concentracion 1X.

Las bandas en cada columna representan las fracciones de lipopéptidos
fengicinas (Fen), iturinas (Itu) y surfactinas (Srf) y sus correspondientes factores

de retencion. Se realiz6 dos repeticiones (R1-R2).

En este caso, se evalud la presencia de familias de lipopéptidos provenientes de
extractos metanolicos de B. subtilis en dos concentraciones (1X y 10X) para
obtener una mejor definiciobn y visualizacion de cada una de las bandas
correspondientes a cada familia de lipopéptidos en el analisis por HPTLC. En
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efecto, los extractos de lipopéptidos de concentracion 10X se distinguen de mejor
manera en comparacion con los de concentracion 1X debido a su elevado
contenido de lipopéptidos antifiungicos en metanol. A pesar de esto, en los
extractos de concentracion 1X se logra distinguir también a la familia de
fengicinas, iturinas y surfactinas en la misma distancia que los extractos de

concentraciéon 10X.

La produccién de lipopéptidos antifungicos de B. subtilis ha sido estudiada a
fondo para su implementacion en la posible formulacién de biopesticidas para el
control de patégenos fungosos. Investigaciones realizadas por Yéanez-
Mendizabal, Vifdas, et al., (2012) y Yanez-Mendizdbal y Falconi (2018)
especificamente en aislados de B. subtilis demuestran que la produccion de
lipopéptidos antifingicos a mayor concentracion se encuentra a las 72 horas de
incubacion en medio MOLP y que los mismos poseen un alto potencial
antagonico contra C. acutatum ya que son metabolitos secundarios que van

acumulandose en el medio de manera progresiva.

Estudios que involucran el uso de espectrometria de masas que permite la
caracterizacion de las familias de lipopéptidos de B. subtilis mediante la técnica
MALDI-TOF por sus siglas en inglés Matrix Assisted Laser Desorption/lonizaion-
Time of Flight ha demostrado la presencia de 15 a 17 carbonos para fengicinas,
16 a 19 carbonos para iturinas, y de 13 a 15 carbonos para surfactinas, por lo
que se ha permitido clasificar a las familias de lipopéptidos de acuerdo a la
cantidad de carbonos en sus cadenas en conjunto con otras caracteristicas
(Vater et al., 2002). Al mismo tiempo, investigaciones similares realizadas por
Yanez-Mendizabal y Falconi (2018) enfocadas en el control biolégico
especificamente de C. acutatum en L. mutabilis por medio de lipopéptidos
producidos por B. subtilis Ctpx S2-1 involucran el andlisis por TLC de extractos
de lipopéptidos que muestran la presencia de tres familias de lipopéptidos con
un Rf de 0.1 para fengicinas, 0.4 para iturinas y 0.7 para surfactinas. Por lo que
se puede decir que los valores del factor de retencién para cada familia de
lipopéptidos en esta investigacion son semejantes a los descritos anteriormente,
ya que ambos andlisis se realizaron a partir de extractos de lipopéptidos de

aislados de B. subtilis de plantas vulnerables a enfermedades fungosas. Cabe
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recalcar que la diferenciacion de la familia de fengicinas en el cromatograma no
es completamente clara como en el caso de las iturinas y fengicinas, a pesar de
esto se logré6 comprobar la presencia de las mismas mediante autobiografia-

HPTLC que involucra la inhibicion del crecimiento del hongo C. acutatum.

Considerando que existe una diferencia de aproximadamente 0.2 en los valores
de Rf reportados por Yanez-Mendizabal y Falconi (2018) comparados con esta
investigacion, esta diferencia podria estar influenciado por el tiempo de
incubacion, modificaciones en el protocolo de extraccién de lipopéptidos y
concentracion del inéculo del patdgeno, se pudo diferenciar claramente la
presencia de familias de lipopéptidos mediante los valores de factor de retencién
relacionados directamente con la cantidad de carbonos de cada una de ellas. Lo
que refuerza que la bacteria B. subtilis Ctpx S2-1 produce lipopéptidos

antifangicos capaces de contrarrestar el crecimiento del patdgeno C. acutatum.

4.2 Actividad antifungica de lipopéptidos determinada por autobiografia-
HPTLC

La actividad biologica de los lipopéptidos producidos por B. subtilis Ctpx S2-1
contra Colletotrichum acutatum se determiné mediante autobiografia-HPTLC
que permite la deteccion de la capacidad de inhibicién del crecimiento micelial

del hongo.

Los cromatogramas de capa fina (HPTLC) de extractos de lipopéptidos de 72
horas de incubacion en medio MOLP del aislado Ctpx S2-1 de concentracion
10X y 1X como se mostro en la figura 3, fueron utilizados para la determinacion
de la actividad antifUngica de las familias de lipopéptidos. Se evidencio el
potencial antagonico de las familias de iturinas y fengicinas mediante la
identificacion de la inhibicion del hongo y el Rf en la autobiografia-HPTLC, por lo
tanto al presentar un Rf aproximado de 0.26 y 0.68 para la familia de fengicinas
e iturinas respectivamente, se comprob6 la capacidad de inhibicion del

crecimiento micelial del hongo C. acutatum con un mayor potencial en la familia
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de fengicinas en comparacion con la familia de iturinas como se observa en la

figura 4.

a)

Rf
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(Itu)
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(Fen)
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b)

Rf
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Figura 4. Analisis por autobiografia-HPTLC de extractos de lipopéptidos de B.

subtilis Ctpx S2-1 y su actividad antifingica contra C. acutatum.
a) Concentraciéon 10X
b) Concentracion 1X

Los cromatogramas utilizados para la autobiografia-HPTLC estan representados
en color gris y el resultado de la autobiografia-HPTLC en color amarillo en donde
se puede observar halos de inhibicion en forma de circulos. La inhibicion del

crecimiento se presenta en los extractos de lipopéptidos en las zonas de las
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familias de lipopéptidos fengicinas (Fen) e iturinas (Itu) con Rf de 0.39 y 0.68
respectivamente. Cada ensayo se realizo con dos repeticiones (R1-R2).

Las zonas en donde se present6 una elevada inhibicion fueron en las familias de
fengicinas e iturinas como se mostro6 en la figura 4, confirmando que la familia de
lipopéptidos de mayor actividad antifungica son las fengicinas, al igual que
resultados reportados por Yanez-Mendizabal y Falconi (2018) y Romero et al.,
(2007a) en donde se comprobd que la familia de fengicinas presenta capacidad
antifingica por si sola. Por otro lado, se ha demostrado que la familia de iturinas,
especialmente la iturina A, también posee propiedades antifingicas aunque en
menor proporcién como se evidencia en resultados reportados por Romero et
al., (2007) y Yanez-Mendizabal y Falconi (2018), en donde se demostré que
existe inhibicién de las fracciones de iturinas al presentar halos de inhibicién
pequefios, sin embargo al combinar las mismas con las demas familias de
lipopéptidos incrementaron su longitud de inhibicion de manera considerable

evidenciando el efecto sinérgico entre lipopéptidos.

Las familias de lipopéptidos iturinas y fengicinas poseen actividad antifingica
comprobada por autobiografia-HPTLC, sin embargo, la familia de surfactinas no
presenta capacidad antagonica contra el hongo C. acutatum debido a que las
surfactinas poseen propiedades antibacterianas y antivirales mas no antifingicas
ya que en la bicapa de fosfolipidos presenta colesterol, que disminuye la
capacidad de desestabilizacion en la membrana del patégeno. Sin embargo, las
surfactinas pueden potenciar la accion antifangica de iturinas cuando se
encuentran en combinacion en una mezcla (Ongena et al., 2005; Touré et al.,
2004). Ademés, se confirmé la capacidad antifangica de lipopéptidos
especialmente de la familia de fengicinas antifUngicas comparable con lo
reportado previamente y brinda una base para pasar al analisis molecular de

interacciones que involucran agentes de biocontrol-planta.

Ademas, el uso de extractos de lipopéptidos de 72 h de incubacion esta
directamente relacionado con la capacidad de formacion de endosporas de B.

subtilis, ya que una mayor produccioén de endosporas estéa relacionado con una
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mayor sintesis de lipopéptidos antifingicos lo que a su vez ratifica lo concluido

por Yanez-Mendizébal, Vifas, et al., (2012) y Jacques et al., (1999).

El uso de bacterias endofiticas con capacidad antagonica contra algunos
patdgenos fungosos se considera como una alternativa para el control de plagas
que afectan a cultivos. La capacidad antagolnica de las sustancias antifungicas
producidas por B. subtilis en concentraciones adecuadas afectan el desarrollo y
crecimiento de los conidios de hongos principalmente en la fase de germinacion
de la enfermedad por lo que puede ser utilizado para la posible formulacion de

biopesticidas (Ongena y Jacques, 2008).

4.3 Analisis molecular de la sintesis de lipopéptidos antifiUngicos de B.
subtilis Ctpx S2-1

4.3.1 Extraccién y cuantificacion de ADN

La extraccion de ADN de B. subtilis Ctpx S2-1 de 24 h de incubacién en medio
MOLP se estandarizé y optimiz6 para la obtencion de muestras de ADN de una

mejor calidad y concentracion (Tabla 4).
Tabla 4.

Concentraciones de ADN y pureza de B. subtilis Ctpx S2-1. Se realizaron tres

repeticiones (R1-R3).

Muestra Concentracion 260/280
(ng uL™)
Ctpx S2-1 R1 250.7 1.82
Ctpx S2-1_ R2 278.5 1.78
Ctpx S2-1_R3 259.4 1.85

Los resultados obtenidos para el aislado Ctpx S2-1 fueron 6ptimos, ya que en

las tres repeticiones la concentracion de ADN fue elevada con un nivel de pureza
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de 260/280 aceptable aproximado a 1.8 lo que descarta la posible contaminacién
con proteinas o compuestos organicos. De manera general, se sabe que una
buena calidad de ADN es esencial para la obtencion de resultados 6ptimos en
andlisis de PCR tal y como se ha confirmado en estudios realizados por
Mosquera, (2005).

Es importante mencionar que posteriormente todas las concentraciones de ADN
fueron igualadas a 20 ng pL* para pruebas PCR.

Adicionalmente, la extraccién de ADN se realiz6 a las 24 h cuando la bacteria
alcanz6 su maximo crecimiento exponencial alrededor de 9.5 log UFC mL?
concordando con los resultados reportados por Yanez-Mendizabal, Viias, et al.,

(2012) demostrando ser eficiente por la mayor concentracion de ADN obtenido.

4.3.2 Amplificacién de genes involucrados en la sintesis de lipopéptidos
por PCR

La amplificacién de genes de sintesis de lipopéptidos antifungicos se realizo
especificamente en los isomeros de la familia de surfactina B (Srf-B), fengicina
E (Fen-E) e iturina B (Itu-B) mediante los primers disefiados anteriormente. En
estudios realizados por Yanez-Mendizabal y Falconi (2018) y Gond et al., (2015)
en bacterias Bacillus spp. se identificaron varios isomeros de genes de
lipopéptidos incluidos Srf-B, Fen-E, Itu-B involucrados en su sintesis y que

poseen un alto potencial antagdnico para patégenos fungosos.

De manera general, la familia de surfactinas, iturinas y fengicinas poseen una
estructura de un péptido cicilico de siete aminoacidos para surfactinas e iturinas
y 10 amino&cidos para fengicinas unidos a una cadena de &cido graso que
pueden variar de C-13 a C-16 para surfactinas, de C-14 a C-17 para iturinas, y
desde C-14 a C-18 para fengicinas, lo que resulta en la presencia de isdmeros
para cada familia de lipopéptidos (Kowall et al., 1998; Ongena et al., 2005). Los
isdbmeros de surfactinas, iturinas y fengicinas son sintetizados con frecuencia

principalmente en medio optimizado para la produccion de lipopéptidos, en el
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gue se ha logrado caracterizar isbmeros principalmente de C-15, C-16 y C-17 en
la ramificacion del &cido graso de las familias de surfactinas, iturinas y fengicinas

respectivamente (Akpa et al., 2001; Ongena y Jacques, 2008).

En el caso de la familia de surfactinas se pudo identificar claramente la presencia
especificamente del isémero Srf-B con un amplicén de 234 pb en B. subtilis Ctpx
S2-1 como se muestra en la figura 5 (carril 2), lo que confirma la sintesis de
surfactina, que fue corroborado también en el analisis bioquimico mostrado en la
figura 3. La presencia de la familia de surfactinas en los lipopéptidos antifiungicos
es esencial, ya que se distinguen por su potente comportamiento tensoactivo
debido a la presencia de fuertes interacciones con los componentes de la
membrana de fosfolipido del patdogeno y al mismo tiempo contribuyen en la
colonizacion de la rizosfera y el mantenimiento de una relacion estable con la
superficie de la planta (Kim et al., 2007; Pereira et al., 2013). Ademas, es
importante mencionar que la produccion de varios surfactantes se presenta de
manera general en la fase exponencial y estacionaria en Bacillus spp. segun

datos reportados por Lawrance et al., (2014).

Para la familia de fengicinas se logro identificar de igual manera la presencia del
isbmero Fen-E con un amplicon aproximado de 678 pb en el aislado Ctpx S2-1
como se muestra en la figura 5 (carril 4), lo que evidencia la presencia de genes
involucrados en la sintesis de fengicina E diferenciada por poseer C-17 en la
ramificacion del acido graso de su estructura segun investigaciones realizadas
por Akpa et al., (2001) y Yanez-Mendizabal y Falconi, (2018). Los lipopéptidos
poseen caracteristicas antifungicas principalmente debido a la presencia de
fengicinas, las mismas que poseen una elevada actividad fungitoxica
especialmente contra hongos filamentosos (Ongena y Jacques, 2008; Romero
et al.,, 2007b). Generalmente, la sintesis de fengicinas es Optima en la fase
logaritmica y estacionaria del crecimiento bacteriano a las 72 h, sin embargo, la
amplificacion del gen de sintesis de fengicinas se realiz6 con ADN de 24 h de
incubacion del aislado Ctpx S2-1, razén por la cual en este caso se visualiza la
presencia de la banda de producto de PCR con menor intensidad para Fen-E al
igual que resultados de investigaciones reportadas por Rangarajan, Dhanarajan,
y Sen, (2015).
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Por ultimo, se evidencié la familia de iturina B con un amplicon resultante
aproximado de 952 pb como se muestra en la figura 5 (carril 5), por lo que se
demostré la presencia de genes especificamente para Itu-B, caracterizado por
poseer C-16 en el 4cido graso que forma parte de su estructura, para la sintesis
de iturinas que forman parte de los lipopéptidos (Akpa et al., 2001). La familia de
iturinas se destaca por antimicotica contra levaduras y hongos, sin embargo al
estar en conjunto con la familia de surfactinas potencia la actividad antifangica
para contrarrestar el crecimiento micelial de hongos filamentosos (Maget-Dana
et al., 1992; Ongena y Jacques, 2008; Yanez-Mendizabal, Zeriouh, et al., 2012;
Yanez-Mendizabal y Falconi, 2018).

100 PB 100 pb
DNAs  Srepr S'FB Fen-E Fen-E Itu-B Itu-B DNA
Lagag i NTC NTC Ladder

a 2 3 4 3 B 7

v -

900 pb «—— -
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200 pb «——

Std a Std

Figura 5. Amplificacion a partir de ADN de B. subtilis Ctpx S2-1.

La amplificacion muestra genes que codifican para la sintesis de lipopéptidos de
las familias surfactina B (Srf-B), fengicina E (Fen-E) e iturina B (Itu-B). El control
negativo de cada gen se muestra como NTC. El marcador de peso molecular

utilizado fue de 100 pb que se encuentra en los carriles 1y 8.

La sintesis de las tres familias de lipopéptidos por B. subtilis es fundamental, ya
gue en conjunto poseen propiedades que les permiten interactuar con las capas
lipidicas y al mismo tiempo desestabilizar la integridad de la membrana celular

de posibles patdgenos dependiente a la dosis de lipopéptidos, lo que ayuda al
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control del desarrollo de patdgenos fungosos (Lawrance et al., 2014; Ongena y
Jacques, 2008; Tran et al., 2007). En este caso se logré demostrar la presencia
de genes involucrados en la sintesis de las familias de lipopéptidos de las tres
familias principales de lipopéptidos surfactinas, iturinas y fengicinas. Ademas,
tomando en cuenta los resultados presentados por HPTLC en conjunto con las
pruebas PCR para la confirmacién de sintesis de lipopéptidos, se puede afirmar
que B. subtilis Ctpx S2-1 es capaz de sintetizar lipopéptidos antifangicos, por lo
que podra ser empleado para su uso como control bioldgico especificamente
contra el hongo C. acutatum que afecta la gran mayoria de cultivos de L.

mutabilis.

4.4 Analisis molecular del efecto de B. subtilis Ctpx S2-1 en la expresién

de genes de crecimiento y resistencia de L. mutabilis

4.4.1 Extraccion y cuantificacion de ARN de L. mutabilis

La extraccion de ARN total de raices de L. mutabilis se realizé de los tratamientos
descritos anteriormente, donde se obtuvo ARN de buena calidad (Tabla 5) en
donde se detalla la concentracion de ARN de cada tratamiento experimental.
Cabe recalcar que las concentraciones mostradas y posteriormente utilizadas

para RT-PCR fueron previamente tratadas con DNasa.
Tabla 5.

Concentraciones de ARN y pureza de L. mutabilis con tratamiento de bacteria,
lipopéptido y PBS como control.

Repeticion Tratamiento Concentracion 260/280
(ng pLY)
Bacteria 95 2.02
R1 Lipopéptido 189.5 1.99

PBS 95.1 2.05
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Bacteria 173.9 2.09

R2 Lipopéptido 157.5 2.03
PBS 120.3 2.01

Bacteria 188.6 2.10

R3 Lipopéptido 132.1 2.04
PBS 99.2 2.01

Bacteria 211.8 1.99

R4 Lipopéptido 172.5 2.08
PBS 107.5 2.04

Bacteria 160.5 2.03

R5 Lipopéptido 176.4 2.01
PBS 154.5 2.07

Los resultados que se obtuvieron para L. mutabilis fueron 6ptimos, debido a que
en la mayoria de las cinco repeticiones de cada tratamiento la concentracion de
ARN fue mayor a 100 ng pL?, ademas se evidencié un alto nivel de pureza
reflejado por el valor 260/280 aproximado a 2 que descarta contaminacion con
compuestos organicos o proteinas tal y como se reportd en investigaciones

realizadas por Burleigh, (2001).

4.4.2 Evaluacion del efecto de B. subtilis Ctpx S2-1 y lipopéptidos en la
expresion relativa de genes involucrados en el crecimiento y

resistencia de L. mutabilis

La cuantificacién de expresion génica relativa por RT-PCR se considera como
una técnica rapida y sensible, sin embargo, puede presentar problemas ya que
existen fuentes de variacibn como la concentracion y la eficiencia de
amplificacion que pueden afectar a los resultados. El uso de un gen de control
apropiado es esencial para la obtencién de datos veridicos, ya que el mismo se
usard para la comparaciéon con el gen a estudiar (Dean, Goodwin, y Hsiang,
2002).
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En esta investigacion se us6 al gen 18S rRNA como control, ya que ha sido
utilizado con éxito en RT-PCR como control interno para medir la expresion
génica en raices de Medicago truncatula en investigaciones realizadas por
Burleigh, (2001), el gen de control fue escogido ya que presenta cambios
minimos en el transcurso de los experimentos. En esta investigacion se utilizo el
gen 18S ya que se mantuvo constante en todos los tratamientos y ensayos
realizados, es decir, este gen sirvid como control en todas las condiciones

experimentales de los tratamientos.

4.4.2.1 Genes AUX1

La expresion del gen que codifica para las proteinas AUX1 se observé en el
tratamiento con la suspension de B. subtilis Ctpx S2-1 con un amplicén
aproximado de 229 pb como se muestra en la figura 6. Ademas, a pesar de que
la banda resultante en el tratamiento de bacterias a raices de L. mutabilis no
tiene una alta definicibn solo es apreciable cuando se somete a dicho

tratamiento, es decir, el gen AUX1 solo se expresa en el mismo.
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Figura 6. Amplificacion del gen AUX1 de tratamiento con bacteria (T.B),

lipopéptidos (T.L), y control sin tratar de PBS (T.C).
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El gen 18S para cada tratamiento se encuentra en los carriles 2, 3, 4 y se
utilizaron como controles internos para comparar la induccion en la expresion de
AUX1. Todos los tratamientos y controles fueron comparados con el marcador
de peso molecular de 100 pb. El control negativo se representa como NTC en el

carril 20. Se realiz6 cinco repeticiones (R1-R5) de cada tratamiento.

Al analizar los resultados entre el tratamiento con bacteria y el control sin tratar
usando como control interno el gen 18S (Figura 7) se determinaron diferencias
significativas (P<0.001) para el gen AUX1. Sin embargo, en el caso del
tratamiento con extractos de lipopéptidos y control con PBS no se detectaron

diferencias (Anexo 2).

El transportador de auxinas AUX1 es considerado como uno de los portadores
de afluencia principales debido a su alta afinidad por la hormona. La auxina
desempefia un papel fundamental en el desarrollo de la raiz, mantenimiento del
meristemo apical (Billou et al., 2005), células vegetales (Grieneisen, Xu, Marée,
Hogeweg, y Scheres, 2007; Sabatini et al., 1999) y crecimiento de raices
laterales (Petrasek y Friml, 2009). A pesar de la importancia que poseen las
proteinas AUX1 en el desarrollo de raices, segun investigaciones realizadas por
Jones et al., (2009) los genes AUX1 se expresan en los tricomas de la parte
aérea y no en las células de la raiz, sin embargo AUX1 tiene elevada influencia
en el desarrollo de la raiz ya que los mutantes defectivos del mismo estudio
poseian considerables reducciones en la longitud de las raices. Por esta razon,
las bandas de un amplicon resultante no se muestran en tratamientos con
lipopéptidos y control de PBS como se mostr6é en la figura 6, es decir, no se
expresa el gen AUXL1 en estos tratamientos, ya que las amplificaciones de este
gen fueron a partir de tejido radicular. Sin embargo, existe amplificacion para el
mismo gen a partir del mismo tejido en el tratamiento con B. subtilis Ctpx S2-1
que podria deberse a la presencia de sustancias precursoras como triptéfano

involucradas con la hormona de crecimiento auxina.

En el tratamiento con biomasa activa de la bacteria B. subtilis Ctpx S2-1 se

demostré que se puede inducir la expresion de AUX1 (Figura 7), este resultado
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podria estar correlacionado con la influencia de los lipopéptidos in vitro e in situ
de la bacteria con las raices de planta, ademas de las interacciones bidticas con
los genes AUX-LAX. La mayoria de las bacterias que se encuentran asociadas
a las plantas son capaces de sintetizar auxinas, por lo que desembocan varios
resultados que van desde la estimulaciéon del crecimiento hasta la promocion de
interacciones simbidticas (Spaepen, Vanderleyden, y Remans, 2007). La sintesis
de auxinas mediada por bacterias se da principalmente por la estimulacién por
medio de exudados de raices como el triptéfano el mismo que puede ser usado
mas adelante como precursor para la sintesis de esta hormona segun resultados
reportados por Kefford, Brockwell, y Zwar, (1960). Al mismo tiempo se ha logrado
la secuenciacién de varios genomas bacterianos que revelaron la presencia de
varias vias de sintesis de auxinas que poseen una alta similitud con las vias de

sintesis de las plantas (Spaepen et al., 2007).

Adicionalmente, resultados reportados por Grebe et al., (2002) confirman que las
proteinas AUX1 son necesarias para mantener elevados niveles de auxina
principalmente en la zona de diferenciacion para facilitar el crecimiento de la raiz,

asi como también en el mantenimiento de la polaridad en células de raices.

Es importante mencionar que las proteinas AUX1 que se encuentran en las
raices de las plantulas podrian estar asociado a la formacion de nédulos, ya que
la interaccion simbidtica con bacterias benéficas puede cambiar la forma de
absorcion de auxinas generando nodulos para la fijacion de nitrogeno segun
investigaciones realizadas por Peret et al., (2007). Sin embargo, en este caso no
se observé nddulos debido a que las plantulas fueron utilizadas para la
extraccion de ARN después del periodo de incubacién con el aislado Ctpx S2-1.
Por lo que, existe la posibilidad de generacién de nédulos como parte de la

respuesta a la interaccion con la bacteria y en conjunto con la posible sintesis de
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precursores de auxinas podrian estar relacionadas con la expresion de genes

AUX1 en raices de L. mutabilis.
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Figura 7. Diagrama de cajas que muestra la variacion de expresion génica
relativa del gen AUX1 de L. mutabilis de los tratamientos con bacteria B. subtilis

Ctpx S2-1, extractos de lipopéptidos y control con PBS.

4.4.2.2 Genes PIN1

Como se muestra en la figura 8 para el gen que codifica para proteinas PIN1 se
observé que todos los tratamientos con suspension de bacteria B. subtilis Ctpx
S2-1, extractos de lipopéptidos y control con PBS indujeron la expresion con un

amplicon resultante de 242 pb.
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Figura 8. Amplificacion del gen PIN1 de tratamiento con bacteria (T.B),

lipopéptidos (T.L), y control sin tratar de PBS (T.C).

El gen 18S para cada tratamiento se encuentra en los carriles 2, 3, 4 y se
utilizaron como controles internos para comparar la induccion en la expresion de
PIN1. Todos los tratamientos y controles fueron comparados con el marcador de
peso molecular de 100 pb. El control negativo se representa como NTC en el

carril 20. Se realiz6 cinco repeticiones (R1-R5) de cada tratamiento.

En estudios realizados por Oliveros-Valenzuela et al., (2007) y Vanneste y Friml,
(2009) la expresion de las proteinas PIN1 se localiza especificamente en las
células vasculares en la raiz que forman parte de la zona apical y esta
involucrada con la regulacion del flujo acropetal de la auxina. La falta de estas
proteinas de la familia PIN puede provocar cambios en la acumulacion de
auxinas y el desarrollo de las plantas. Por lo tanto, los resultados obtenidos en

esta investigacion para el gen PIN1 son consistentes con resultados reportados.

La expresion del gen PIN1 en esta investigacion se detectdé en los tres
tratamientos, ya que la presencia de la familia de las proteinas PIN se considera
como el paso limitante en el transporte polar de auxinas y por ende debe estar
presente en los tejidos vegetales tal y como se reportd en investigaciones

realizadas por Swarup y Péret, (2012).
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La cuantificacién de expresion génica relativa (Figura 9) reveld que existe una
mayor expresion del gen PIN1 en el tratamiento con extractos de lipopéptidos y
una disminucion de expresion en el tratamiento con la bacteria B. subtilis Ctpx
S2-1 (Anexo 2).
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Figura 9. Diagrama de cajas que muestra la variacion de expresion génica
relativa del gen PIN1 de L. mutabilis de los tratamientos con bacteria B. subtilis

Ctpx S2-1, extractos de lipopéptidos y control con PBS.

Ademas, se puede especular que la variabilidad de expresién génica podria estar
relacionada con el transporte, acumulaciéon y localizacion de auxinas.
Paralelamente, también puede existir una reduccion en la expresion de los genes
PIN1 en condiciones de estrés bidtico como en el tratamiento con bacteria
enddfita, ya que la presencia de la misma puede desembocar principios del
posible ingreso y acumulacion de auxina en las raices de L. mutabilis. En casos
de interacciones con bacterias promotoras del crecimiento en intervalos cortos
de tiempo existe una mayor acumulacion de auxina debido a la expresion de
genes AUX1, por lo que la exportacion de las mismas no se realiza con
efectividad como se reportd en investigaciones realizadas por Oliveros-

Valenzuela et al., (2007). En contraste con los tratamientos con extractos de
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lipopéptidos y control con PBS en donde no existe una acumulacién de auxina
se podria decir que la expresion de genes PIN1 es mayor, posiblemente debido

a la exportacién de auxina enddgena es realizada de manera normal.

La variacion de expresion génica de PIN1 (Figura 9) entre tratamientos puede
estar influenciado por los niveles de concentracién auxina asi como también por
su localizacion de las proteinas PIN1, estas proteinas estan principalmente
involucradas en el mantenimiento de gradientes de auxinas mediante un flujo
direccional intercelular de esta hormona (Vanneste y Friml, 2009). También, es
probable que la variacién de expresion génica en esta investigacion difiera por el
transporte 6ptimo de auxinas debido al incremento de concentracion de la
hormona en presencia de la bacteria endofitica, asi como también en la
regulacion dependiente del proteasoma y la polaridad en diferentes tipos de
células al igual como se report6 en estudios realizados por Sieberer et al., (2000)
y Vieten et al., (2005).

Ademas, se considera que la expresion de genes PIN es variable, ya que la
distribucion de auxinas permite la integraciébn de sefiales ambientales y de
desarrollo para cambiar los patrones de acumulacion de auxina involucrado en
el proceso adaptativo de la planta. De esta manera, se podria explicar la baja
expresion del gen PIN1 en el tratamiento con B. subtilis en comparacién con los
tratamientos con extractos de lipopéptidos y PBS en esta investigacion. Ademas,
la regulacion y degradacion de proteinas PIN se han considerado como posibles
puntos de control que interfieren en los gradientes dinamicos de auxina como se
confirmd en investigaciones realizadas por (Vieten et al., 2005). Por lo tanto, se
puede decir que la expresién de proteinas PIN1 y su localizacién estan
influenciados por la hormona auxina, y es independiente de las interacciones de

los lipopéptidos producidos por la bacteria.

4.4.2.3 Genes PIN3
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El gen que codifica para proteinas PIN3 en raices de L. mutabilis se expresa en
los tratamientos con suspension de bacteria B. subtilis Ctpx S2-1, tratamiento
con extractos de lipopéptidos y en el tratamiento control con PBS. De la misma
manera, en los tres tratamientos se evidencia la presencia del amplicon
resultante con un aproximado de 113 pb como se muestra en la figura 10. En
este caso se puede apreciar que la intensidad de la banda es casi la misma para

los tres tratamientos.
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Figura 10. Amplificacion del gen PIN3 de tratamiento con bacteria (T.B),

lipopéptidos (T.L), y control sin tratar de PBS (T.C).

El gen 18S para cada tratamiento se encuentra en los carriles 2, 3, 4 y se
utilizaron como controles internos para comparar la induccion en la expresion de
PIN3. Todos los tratamientos y controles fueron comparados con el marcador de
peso molecular de 100 pb. El control negativo se representa como NTC en el

carril 20. Se realiz6 cinco repeticiones (R1-R5) de cada tratamiento.

Las proteinas PIN3 estan involucradas en el gravitropismo, y se encuentran
localizadas de forma asimétrica en la cara lateral de la raiz para de esta manera
poder facilitar el movimiento diferencial de la auxina entre la cara superior e
inferior de las raices (Friml et al., 2002). La expresion de genes PIN3 esta
directamente relacionado con la presencia de auxina en la célula vegetal, ya que

esta encargada de redistribuir la auxina hacia las células de las raices laterales
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cercanas para luego localizarse en las membranas celulares inferiores
aumentando de este modo los flujos de auxina (Blakeslee et al., 2005; Friml et
al., 2002).

La cuantificacién de expresion génica relativa (Figura 11) demostré que existe
una mayor expresion del gen PIN3 en el tratamiento con la bacteria B. subtilis
Ctpx S2-1 en comparacion con los tratamientos con extractos de lipopéptidos y

control con PBS (Anexo 2).
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Figura 11. Diagrama de cajas que muestra la variacion de expresion génica
relativa del gen PIN3 de L. mutabilis de los tratamientos con bacteria B. subtilis

Ctpx S2-1, extractos de lipopéptidos y control con PBS.

Segun resultados reportados por Chen et al., (2015) la acumulacién local de
auxinas es fundamental en el desencadenamiento de varios cambios
transcripcionales asociados en el desarrollo durante la organogénesis de
plantas. Por lo tanto, se confirmd que el transporte de auxinas cuando se
encuentra en concentraciones elevadas es mediado por PIN3, por lo que existe
agotamiento de auxina celular por debajo de los niveles que inicialmente era
necesario para activar la transcripcion de PIN3 y para el almacenamiento

temporal de auxinas. De este modo, se explica el comportamiento elevado de la
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expresion génica de PIN3 en el tratamiento con bacteria B. subtilis Ctpx S2-1
(Figura 11) en raices de L. mutabilis, ya que a diferencia de la auxina enddégena
gue existe en las células vegetales, la produccion de una mayor cantidad auxina

por parte de la bacteria estimula la expresion de proteinas PIN3.

Ademas, la expresion de genes PIN3 puede ser modulada eficazmente por
sefales ambientales como la gravedad, distribuyendo asimétricamente la auxina

para finalmente presentar flexion gravitropica (Friml et al., 2002)

El aumento de niveles de auxina esta relacionado con varios procesos de
desarrollo como formacién de raices laterales, hojas, flores, érganos florales ,
diferenciacion del tejido vascular, respuestas de crecimiento direccional y la
regulacion de la actividad del meristema radicular (Sabatini et al., 1999; Vanneste
y Friml, 2009). Asi como también podria ser el resultado de la inhibicion de la
exportacion de auxina en el sitio de inoculacion de la bacteria, lo que podria
causar que la auxina se acumule en las raices (Mathesius, 2008). Del mismo
modo, se puede decir que en las leguminosas que forman ndodulos incluido
Lupinus spp. la auxina se puede acumular en las células en fase de division
temprana y asi estimular la actividad del ciclo celular (Roudier et al., 2003). Por
lo tanto, todos los factores antes mencionados pueden influenciar en la expresion

de genes de crecimiento incluyendo a AUX1, PIN1y PINS.

En particular las proteinas PIN1 y PIN3 son los principales facilitadores de
transporte polar de auxinas desde el brote hasta la punta de la raiz (Blakeslee et
al., 2007; Friml et al., 2002). Investigaciones realizadas por Billou et al., (2005) y
Omelyanchuk et al., (2016) revelaron una alta expresion de genes PIN1 y PIN3
en la raiz, por lo que determina el tamafio del meristemo y por ende la tasa de
crecimiento de la raiz primaria. A la par, se puede decir que el control positivo de
la transcripcion de genes PIN implica a la vez la actividad de proteinas AUX
segun investigaciones realizadas por Vieten et al., (2005), que se corrobor6 en

esta investigacion ya que hubo expresién de los genes antes mencionados.

4.4.2.4 Genes PR-1
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El gen PR-1 que codifica para proteinas relacionadas con la patogénesis en
raices de L. mutabilis se observa especificamente en el tratamiento con
suspension de bacteria B. subtilis Ctpx S2-1 con un amplicdn resultante
aproximado de 211 pb como se muestra en la figura 12. En este caso, se puede
apreciar que la presencia de la banda para este gen solo se da cuando se somete
al tratamiento con bacteria, es decir, el gen PR-1 solo se expresa cuando las

raices se encuentran en contacto con B. subtilis Ctpx S2-1.
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Figura 12. Amplificacion del gen PR-1 de tratamiento con bacteria (T.B),

lipopéptidos (T.L), y control sin tratar de PBS (T.C).

El gen 18S para cada tratamiento se encuentra en los carriles 2, 3, 4 y se
utilizaron como controles internos para comparar la induccién en la expresiéon de
PR-1. Todos los tratamientos y controles fueron comparados con el marcador de
peso molecular de 100 pb. El control negativo se representa como NTC en el

carril 20. Se realiz6 cinco repeticiones (R1-R5) de cada tratamiento.

Las proteinas PR o relacionadas con la patogénesis estan involucradas en la
respuesta de defensa de la planta por estimulos de estrés como contacto con
patdgenos o adaptacion al medio (Edreva, 2005). En particular, las proteinas PR-
1 son las mas abundantes ya que representan del 1 al 2% de las proteinas totales

de la hoja de plantas. Ademas, los genes de la familia PR-1 se han considerado
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como indicadores de la activacion de la respuesta de defensa de la planta, ya
gue su expresion puede ser detectada a nivel local, durante la infeccion, y a nivel
sistémico relacionado con la respuesta SAR (Nuez et al., 2004). Generalmente,
las bacterias endofiticas son capaces de producir biomoléculas activas con
potencial para proteger a la planta huésped de posibles plagas. Sin embargo, los
posibles efectos que se desencadena de la interaccion con microorganismos
beneficiosos sobre la fisiologia de las plantas que esta relacionado con el gen
NPR1 y responde a dos tipos de sefializacion hormonal que genera dos
respuestas diferentes, la SAR que se activa en presencia de patdgenos, y la ISR
activada en presencia de rizobacterias (Ahn, Lee, & Suh, 2007). Es importante
mencionar que la respuesta ISR no activa genes PR-1. En esta investigacion se
demostré la expresion del gen relacionado con la patogénesis PR-1 en raices de
L. mutabilis tratados con B. subtilis Ctpx S2-1 después de 2.5 h de tratamiento
(Anexo 2). Por lo tanto, al igual que en resultados reportados por Gond et al.,
(2015) se confirma que los enddfitos bacterianos son capaces de inducir a las
plantas a producir estas proteinas con el fin de evitar una infeccién por hongos.
Ademas, se determiné que la aplicacion de lipopéptidos al igual que el control a
las plantas no desencadené una regulacién positiva de los genes de defensa
(Figura 13), lo que puede indicar que los extractos de lipopéptidos no estan

involucrados en la respuesta de defensa.
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Figura 13. Diagrama de cajas que muestra la variacidon de expresion génica
relativa del gen PR-1 de L. mutabilis de los tratamientos con bacteria B. subtilis

Ctpx S2-1, extractos de lipopéptidos y control con PBS.

La induccién de la expresion del gen PR-1 también se reportd en A. thaliana por
la cepa endofitica Streptomyces spp. segun investigaciones realizadas por Conn,
Walker, y Franco, (2008), es importante mencionar que la induccion de proteinas
PR esté relacionada con la via SAR, por lo que también se ha demostrado que
es capaz de activar las vias de acido jasmonico (JA) o etileno (ET). Las
respuestas moleculares por medio de la induccion de genes de las rutas SAR,
JA'y ET por bacterias endofiticas las diferencian de las rizobacterias que tienden
a desencadenar la respuesta ISR (Ongena et al., 2005; Van Loon y Van Strien,
1999). En otro estudio, en donde se analiz6 a las rizobacterias Pseudomonas
spp. consideradas como promotoras del crecimiento, se comprobé que no existe
la induccion de genes de las vias SAR, JAy ET (Ahn, Lee, y Suh, 2007).
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4.5 Efectividad de B. subtilis Ctpx S2-1y lipopéptidos en plantulas de L.

mutabilis

4.5.1 B. subtilis Ctpx S2-1

En esta investigacion se determiné que el tratamiento de semillas germinadas
de L. mutabilis con bacteria y extractos de lipopéptidos no afectaron de manera
significativa (F=4.68, Df=2, P<0.05) el indice de clorofila de plantulas comparado
con el control sin tratar (Figura 14) (Anexo 3). Sin embargo, tomando en cuenta
los promedios (Anexo 4), el tratamiento con B. subtilis Ctpx S2-1 tuvo un menor
indice de clorofila en comparacion con los tratamientos con extractos de
lipopéptidos y PBS. Este resultado puede deberse a una respuesta ante el estrés
bidtico los valores de clorofila tienen tendencia a disminuir en comparacién con
el control (Vidal, 2010). Adicionalmente, se ha demostrado que en condiciones
de estrés las reducciones en el contenido de clorofila estan asociadas con un
aumento en la disipacibn no fotoquimica (LOpez-Climent, Arbona, Pérez-
Clemente, y Gomez-Cadenas, 2008), lo que podria deberse a una posible
disipacion de exceso de energia. Por lo tanto, la presencia de proteinas PR-1
como parte de la respuesta de defensa de la planta para evitar una infeccién por

hongos afecta en niveles minimos el contenido de clorofila.
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Figura 14. Diagrama de cajas de la respuesta del indice de clorofila en
tratamientos con B. subtilis Ctpx S2-1, extractos de lipopéptidos y control con

PBS en plantulas de L. mutabilis de 24 dias de edad.

La variacion en el contenido de clorofila también ha sido asociado a diferentes
causas de estrés en las plantas. Se ha sugerido que las alteraciones en el
contenido de clorofila por condiciones de estrés pueden resultar en bajas
concentraciones de clorofila debido a la alteracion metabdlica (Salazar et al.,
2011).

4.5.2 Longitud de tallo y raiz principal

De igual forma, la longitud del tallo y la raiz principal fue evaluada en los
tratamientos con bacteria, lipopéptidos y control en plantulas de L. mutabilis de
24 dias de edad. En el caso de las raices (Figura 15), no se observé alguna
diferencia estadistica significativa para la longitud de la raiz principal (F=1.259,
Df=2, P<0.01) entre tratamientos (Anexo 3).
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Figura 15. Diagrama de cajas de la respuesta de a) longitud de raiz y b) longitud
de tallo en tratamientos con B. subtilis Ctpx S2-1, extractos de lipopéptidos y

control con PBS en plantulas de L. mutabilis de 24 dias de edad.

A pesar de que en varios estudios se ha comprobado que los microorganismos
endofiticos capaces de producir auxinas estan involucradas en la estimulacion
del crecimiento de la raiz primaria en plantulas (Li, Ovakim, Charles, y Glick,
2000), la promocién del crecimiento de la raiz esta directamente relacionado con
el tiempo de inoculacién de bacterias (Patten y Glick, 2002). El limitante para
observar diferencias en la longitud de raices primarias puede ser el tiempo de
inoculacion, ya que en esta investigacion se trabajo con un tiempo de inoculacion
especifico de 2.5 h de B. subtilis Ctpx S2-1. En estudios realizados por Grichko
y Glick, (2001) se comprob6é que el tiempo de inoculacién para apreciar
diferencias en la longitud de la raiz por interacciones con bacterias promotoras

del crecimiento es de 12 a 17 horas.

Ademas, la similitud entre longitudes de las raices primarias entre los
tratamientos se podria explicar debido a que los niveles moderados de auxina
estimulan la elongacion de la raiz primaria; mientras que los niveles altos de

auxina bacteriana estimulan la formacién de raices laterales y adventicias
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(Barbieri y Galli, 1993; Patten y Glick, 2002). Lo que concuerda con el analisis
molecular de genes AUX1, PIN1 y PIN3 involucrados principalmente en el
crecimiento de raices laterales en el tratamiento con B. subtilis Ctpx S2-1 como

se muestra en la figura 16.

Figura 16. Longitud de raiz y tallo de plantulas promedio de L. mutabilis de 24
dias de edad con tratamientos.

a) Tratamiento con suspensién de B. subtilis Ctpx S2-1.

b) Tratamiento con extractos de lipopéptidos.

c¢) Control con PBS.

Las plantulas promedio mostradas de cada tratamiento poseen un de longitud de
raiz y talloesde 5.6 cmy 12.94 cm, 5.4 cmy 11.48 cm, 5.8 cmy 12.36 cm para
el tratamiento con bacteria, extracto de lipopéptidos y control con PBS

respectivamente.
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Por otro lado, en el caso de la longitud del tallo de L. mutabilis en funcion con los
tratamientos experimentales se determiné que existe una diferencia significativa
(F=6.815, Df=2, P<0.01) en el tratamiento con B. subtilis Ctpx S2-1 (Figura 15
b), en donde se presentaron tallos de mayor longitud en comparacion con los
tratamientos con extractos de lipopéptidos y control con PBS (Figura 16). La
capacidad de promocion del crecimiento de bacterias capaces de producir
auxina también se refleja en la elongacion del tallo de plantas como se reporté
en investigaciones realizadas por Rademacher, (1991) y Gutiérrez-Mafiero et al.,
(2001) en donde la inoculacion de bacterias se realizo en el apice y se obtuvo
como resultado un 30% de incremento en la longitud de tallos en comparacién
con el control. Cabe recalcar que la concentracidon del indculo de las bacterias
promotoras del crecimiento influye en gran cantidad en la elongacion del tallo
(Gutiérrez-Maiiero et al., 2001). En esta investigacion, con una concentracion de
2x108 UFC mL™ de B. subtilis Ctpx S2-1 se presentd una mayor longitud del tallo
con una diferencia de aproximadamente 1.5 cm en comparacion al control y
tratamiento con lipopéptidos (Anexo 3). En resultados reportados por Gutiérrez-
Mafiero et al., (2001) se demostrdé que a una mayor concentracion de bacteria
de Bacillus pumilus mayor longitud del tallo, considerando como 6ptimo 1x108

UFC mL* para la obtencién de diferencias de 3 cm de longitud en el tallo.

4.5.3 Porcentaje de humedad

Se determinoé el porcentaje de humedad de las plantulas de L. mutabilis con los
tratamientos con bacteria, lipopéptidos y control con PBS. Los resultados
obtenidos no mostraron una diferencia significativa entre tratamientos. Sin
embargo, se realiz6 la comparacion entre promedios (Anexo 4) de los
tratamientos experimentales y se puede decir que existe una minima disminucién
del porcentaje de humedad en el tratamiento con B. subtilis Ctpx S2-1 (Figura
17).
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Figura 17. Diagrama de cajas de la respuesta del porcentaje de humedad en
tratamientos con B. subtilis Ctpx S2-1, extractos de lipopéptidos y control con

PBS en plantulas de L. mutabilis de 24 dias de edad.

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal se encuentran involucradas en
la proteccion de efectos nocivos de algun tipo de estrés ambiental incluyendo los
metales pesados, inundaciones, salinidad y presencia de fitopatogenos (Grichko
y Glick, 2001; Mayak, Tirosh, y Glick, 2004). La mayor resistencia del estrés
hidrico en plantas tratadas con bacterias promotoras del crecimiento se asocia a
la reduccion de etileno para la mejora de la respuesta del estrés. Segun
investigaciones realizadas por Mayak et al., (2004) en donde involucra
comparaciones de peso fresco y peso seco para la determinacion de humedad,
se concluyé que las plantulas sometidas a estrés hidrico posee un mayor
acumulacion de biomasa vegetal a comparacién de las tratadas con bacterias
promotoras del crecimiento. En esta investigacion, no se realiz tratamientos con
estrés hidrico a las plantulas de L. mutabilis, sin embargo, se puede apreciar una
minima diferencia en el porcentaje de humedad que relaciona el peso seco y

peso fresco que puede estar influenciada por las reducciones de etileno (Grichko
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y Glick, 2001) debido a la presencia de bacterias promotoras del crecimiento

consideradas como efectivas para aliviar el efecto de un posible estrés hidrico.

5 Capitulo V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Los resultados de la actividad antifungica del aislado Ctpx S2-1 contra C.
acutatum en ensayos de antagonismo in vitro por cromatografia en capa fina
(HPTLC) y autobiografia-HPTLC, demostraron que la bacteria produce
lipopéptidos antifingicos; y la mayor parte de la actividad se debe a las

fracciones correspondientes a fengicinas e iturinas.

Los ensayos moleculares en conjunto con los andlisis de autobiografia-HPTLC,
mostraron que las familias de lipopéptidos fengicinas producidas
especificamente por el aislado de B. subtilis Ctpx S2-1, son los mayores
responsables de la actividad antagonica contra el patdgeno C. acutatum que

afecta gran parte de los cultivos de chocho andino.

Se demostro que la bacteria B. subtilis Ctpx S2-1 posee genes involucrados en
la sintesis de lipopéptidos antifungicos, los isomeros Srf-B, Fen-E e Itu-B de las
tres principales familias de lipopéptidos surfactinas, fengicinas e iturinas fueron

identificados por PCR.

La respuesta molecular desencadenada por la interaccion de la bacteria
endofitica B. subtilis Ctpx S2-1 en raices de L. mutabilis involucra la expresion
de genes de crecimiento y resistencia en la planta. La expresion de genes
involucrados en el crecimiento AUX1, PIN1 y PIN3 fue mayor en el tratamiento
con la bacteria, demostrando que el aislado B. subtilis Ctpx S2-1 es una bacteria
promotora del crecimiento. La expresion de genes involucrados en la resistencia

o respuesta de defensa de la planta PR-1 solo se evidencio en el tratamiento con
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B. subtilis Ctpx S2-1, demostrando que la bacteria simbiotica aislada del chocho
andino es capaz de proporcionar una inhibicion directa de potenciales patdégenos
a través de la produccion de lipopéptidos, pero también induce la expresion del
gen de defensa de la planta huésped para prevenir la presencia de patégenos

fungicos en tejidos vegetales.

En los ensayos in vivo a plantulas de L. mutabilis de 24 dias de edad con los
tratamientos experimentales, se demostr0 una diferencia minima en el
tratamiento con B. subtilis Ctpx S2-1 en los andlisis de indice de clorofila, longitud
de la raiz principal y porcentaje de humedad. La minima diferencia en los
resultados obtenidos en el tratamiento con el aislado Ctpx S2-1 se debe a las
multiples respuestas moleculares que genera la interaccion con la bacteria
endofitica, ya que ademas de estar involucrada en el crecimiento y resistencia
de la planta puede estar relacionada con la respuesta ante estrés abiético. Por
otro lado, en la longitud del tallo de L. mutabilis si hubo una diferencia significativa
entre tratamientos (Anexo 4), siendo el tratamiento con Ctpx S2-1 el que genero
una mayor elongaciéon del tallo, demostrando la capacidad de promocion del

crecimiento de la bacteria B. subtilis Ctpx S2-1.

5.2 Recomendaciones

Profundizar en la investigacion para la cuantificacion relativa de expresion de
genes de crecimiento y resistencia AUX1, PIN1, PIN3, PR-1 en tejidos vegetales

diferentes.

Llevar a cabo méas ensayos experimentales con variaciones en la concentracion
de suspension de B. subtilis Ctpx S2-1 y extractos de lipopéptidos para
determinar las condiciones 6ptimas que generen una respuesta positiva en la

planta.

Continuar en la investigacion con enfoque en interacciones de la planta con el
patégeno C. acutatum para determinar el comportamiento de los genes de

crecimiento y resistencia.
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Enfatizar en la investigacion del incremento de resistencia de plantas ante estrés

ambiental por interacciones con bacterias promotoras del crecimiento.

Profundizar en el estudio molecular de la estimulacion de nédulos en raices de
L. mutabilis por interacciones con bacterias promotoras del crecimiento y la

relacion con la expresion de genes de crecimiento y resistencia.

Continuar con ensayos de efectividad con inoculaciones de B. subtilis Ctpx S2-1
en conjunto con el patégeno C. acutatum en plantas de chocho andino para

determinar las respuestas fisiolégicas que se desemboca en las plantas.

Llevar a cabo mas ensayos experimentales que permitan el conocimiento de la
respuesta molecular generada por L. mutabilis mediada por la interaccion con la
bacteria B. subtilis Ctpx S2-1, para potenciar el control biolégico mediante la

elaboracion de productos de uso agricola amigables con el medio ambiente.
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Anexo 1: Marcador molecular Trackit DNA Ladder.
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Anexo 2: Andlisis estadistico ANOVA de expresién génicarelativade genes
AUX1, PIN, PIN3y PR-1 por R Commander

Response: Sum Sq Df F value Pr (>F)
AUX1
Trat 0.0732 11 2 689.79 1.93e 1!
Residuals 0.0005 31 10

P<0.001



Response: Sum Sq Mean Sq Df F value Pr (>F)
PIN1
Trat 0.5227 0.26133 2 6.299 0.0195
Residuals 0.3734 0.04149 9
P<0.05
Response: Sum Sq Mean Sq Df F value Pr (>F)
PIN3
Trat 0.02497 0.012483 2 6.442 0.0126
Residuals 0.02325  0.001938 12
P<0.05
Response: Sum Sq Df F value Pr (>F)
PR-1
Trat 1.06601 2 591.8 6.352e1?
Residuals 0.00991 11
P<0.001

Anexo 3: Analisis estadistico ANOVA y promedio de indice de clorofila,

longitud de raiz y tallo, porcentaje de humedad de L. mutabilis

Response: Sum Sq Mean Sq Df F value Pr (>F)
Clorofila
Trat 890 445.0 2 4.68 0.0109
Residuals 12550 95.1 132

P<0.05



Response: Sum Sq Mean Sq

Df F value Pr (>F)

Raiz
Trat 0.161 0.08036 2 1.259 0.287
Residuals 8.423 0.06381 132
Response: Sum Sq Mean Sq Df Fvalue Pr (>F)
Tallo
Trat 0.2876 0.1438 2 0.00153
6.815
Residuals 2.7857 0.0211 132
P<0.01
Response: Sum Sq Df F value Pr (>F)
Humedad
Trat 2.43 2 0.2517 0.7787
Residuals 193.14 40




Anexo 4. Promedios de indice de clorofila, longitud de raiz y tallo,

porcentaje de humedad

Tratamiento Clorofila Raiz Tallo Humedad (%)
(cm) (cm)
B. subtilis Ctpx 33.43 5.6 12.94 92.35
S2-1
Lipopéptidos 38.45 5.4 11.48 92.0
Control PBS 39.22 5.87 12.36 92.57

Anexo 5: L. mutabilis F3 de 7 dias de edad




Anexo 6: Plantulas con tratamiento de bacteria, lipopéptidos y control en

semilleros
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