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DIVERSIDAD Y CARACTERIZACIÓN DE POBLACIONES BACTERIANAS 

ASOCIADAS A ESCLEROCIOS DE Claviceps gigantea Fuentes et al. EN MAÍZ (Zea 

mays L.) CON POTENCIAL ANTAGONISTA, EN EL ESTADO DE MÉXICO. 

Ana María Ayala Torres, MC. 

Colegio de Postgraduados, 2014. 

RESUMEN GENERAL 
 

Un total de 129 aislamientos bacterianos obtenidos de la micósfera de esclerocios de 

Claviceps gigantea se evaluaron in vitro para determinar su capacidad de inhibir el 

crecimiento de Fusarium graminearum, F. subglutinans y F. verticillioides patógenos a 

maíz. Ensayos cualitativos en confrontación dual, resultaron en la selección de 22 

aislamientos bacterianos con el mayor potencial antagónico hacia una, dos o las tres 

especies de Fusarium. Los aislamientos se identificaron molecularmente mediante 

secuenciación parcial del gen 16s ADNr. Las cepas con mayor grado de antagonismo 

pertenecen a los géneros Bacillus y Pseudomonas. La caracterización en la producción 

de metabolitos potencialmente involucrados en la actividad antagónica, mostró que el 

100% de las cepas expresan actividad lipolítica, proteolítica, solubilización de fosfato 

mineral y producción de sideróforos, mientras que las cepas de Bacillus y 

Pseudomonas expresaron además producción de ácido indol acético. Este representa 

el primer estudio sobre poblaciones bacterianas cultivables en esclerocios de C. 

gigantea con alto potencial de antagonismo contra patógenos del maíz. 

Palabras clave: Bacillus, Pseudomonas, biocontrol, metabolitos secundarios, 

caracterización. 



 
 

DIVERSITY AND CHARACTERIZATION OF BACTERIAL POPULATIONS 

ASSOCIATED TO SLEROTIA OF Claviceps gigantea Fuentes et al. IN MAIZE (Zea 

mays L.) WITH ANTAGONIST POTENTIAL, IN THE STATE OF MEXICO. 

Ana María Ayala Torres, MC. 

Colegio de Postgraduados, 2014. 

GENERAL ABSTRACT 
 

A total of 129 bacterial isolates from the sclerotia micosfera of Claviceps gigantea was 

evaluated in vitro to evaluate their ability to inhibit growth of Fusarium graminearum, F. 

subglutinans and F. verticillioides. Tests in dual confrontation, resulted in the selection 

of 22 bacterial isolates with the highest potential antagonistic to one, two or three 

species of Fusarium. The isolates were identified by partial sequencing of the 16S rDNA 

gene. Strains with greater antagonism belonging to the genera Bacillus and 

Pseudomonas. Characterization of metabolite production involved in the inhibitory 

activity, showed that 100% of strains expressing lipolytic and proteolytic activity, 

phosphate mineral solubilizing and siderophore production, while Bacillus and 

Pseudomonas strains also expressed production of acid indole acetic. This represents 

the first study of cultivable bacterial populations in sclerotia of C. gigantea with high 

potential for antagonism against pathogens in maize. 
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I. INTRODUCCIÓN  
 

1.1 Importancia y usos del maíz 

El maíz (Zea mays L.), es uno de los cereales alimenticios más antiguos que se 

conocen. Este cereal pertenece a la familia de las poáceas (Gramíneas), y es la única 

especie cultivada de éste género. Otras especies del género Zea, son comúnmente 

llamadas teocintle y las especies del género Tripsacum conocidas como arrocillo o 

maicillo son formas silvestres parientes de Zea mays (FAO, 2010). Se sabe que el maíz 

fue una de las primeras plantas cultivadas por los agricultores del altiplano de México 

hace aproximadamente 7000 años. Algunos científicos sostienen la teoría de que 

México es la cuna del maíz (Iltis, 1983; Galinat, 1988; Wilkes, 1989 y Weatherwax, 

1995), fundamentado en el hallazgo de un polen fósil de 80 000  años de antigüedad 

descubierto en una mazorca encontrada en los cimientos del palacio de Bellas Artes, 

en el centro de la ciudad de México, así como en las mazorcas y los coprolitos 

descubiertos en las cuevas de Tehuacán, Puebla, México. Gracias a su sabor, gran 

adaptabilidad y generoso rendimiento, el maíz comenzó su conquista y fue 

convirtiéndose paulatinamente en parte importante de la agricultura mundial y de las 

grandes transformaciones económicas y sociales (López, 2003).  

Este cereal tiene diversos usos y de él se pueden obtener múltiples derivados. 

Después del petróleo, se considera que el maíz es el producto natural que más usos 

tiene; asimismo, constituye el recurso renovable más importante del mundo. Entre 1980 

y 2006, a nivel mundial la producción de este cereal alcanzó un crecimiento porcentual
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 de 75% (de 400 a 700 millones de toneladas: Mt) y la superficie que se destina a su 

siembra (150 millones de hectáreas: Mha) es la mejor evidencia de ello.  

A diferencia de otros cereales, el maíz se puede cultivar en casi todos los climas, 

altitudes y tipos de suelos, lo que ha permitido su difusión en todo el mundo (Salazar y 

Godínez, 2010). Desde el punto de vista alimenticio, el maíz es uno de los tres cereales 

más importantes del mundo. México produce el 27% del maíz, siendo el 4º productor a 

nivel mundial (SIAP, 2010).  Para el periodo 2009-2010 la producción mundial de maíz 

fue de 794.04 Mt. En orden de importancia, los principales países productores de maíz 

son: Estados Unidos de Norteamérica, China, Brasil, México, India, Argentina y 

Sudáfrica. México es uno de los mayores consumidores de maíz, con una gran 

tradición en este cultivo y un gran arraigo del producto como base de la alimentación de 

la población (FAO, 2010).  

En México, el consumo de maíz es constante durante todo el año. Se estima que 

en 2007 el consumo total del maíz fue de 32 763 833 t, mientras que la producción 

nacional llegó a solamente18 315 683 t con un déficit de 14 448 150 t, especialmente 

en lo que respecta a maíz amarillo, ya que se producían 2.0 Mt de éste y la demanda 

de la industria ascendía aproximadamente a 10.2 Mt.  En México, 92% de la producción 

de maíz es de endospermo blanco, lo que permite cubrir la demanda de consumo 

humano nacional, en tanto que 7% corresponde a amarillo y 1% a otros tipos de color 

de endospermo (SIAP, 2010).El maíz de grano es la principal fuente de alimentación 

humana en América. Se utiliza en más formas que cualquier otro cereal, como alimento 

humano, como forraje de ganado y para propósitos industriales. Cada parte de la planta 

tiene valor económico, el grano, el tallo, las hojas e incluso el raquis (Quezada, 2010). 
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Este cereal es una importante fuente de materia prima para producir almidón y 

derivados como edulcorantes, aceite, alcohol, entre otros, los cuales, ya están siendo 

utilizados en cierta forma como materia prima en la industria química.  A diferencia del 

petróleo, el maíz presenta varias ventajas, ya que es un recurso renovable y los 

productos finales obtenidos son biodegradables y su degradación no altera el balance 

de CO2 atmosférico, además, de que en algunos casos, el maíz sirve como sustituto de 

productos derivados del petróleo (Robutti, 2007). En términos generales, 45.7% de los 

inventarios totales de maíz se destinan a alimentos pecuarios, 13.2% a almidones y 

féculas, 1.7% a cereales y botanas, 13.2% a la producción de harina de maíz, 13.7% a 

tortillas y nixtamal y 12.5% a otras compras intermedias y a  la demanda final (Robutti, 

2007). 

1.2 Principales enfermedades del cultivo del maíz 

El maíz es susceptible a varias enfermedades, que en alguna forma afectan su 

desarrollo normal. Éstas son favorecidas por las condiciones ambientales, el tipo de 

suelo, la susceptibilidad de los materiales sembrados y, en algunos casos, por las 

condiciones que favorezcan la migración, establecimiento y supervivencia de insectos 

vectores. Algunas enfermedades que afectan al cultivo del maíz son universales, ya 

que ocurren en casi todos los ambientes en que se cultiva, entre las que se encuentran 

algunos tizones, royas, manchas de las hojas y tallos y las pudriciones de mazorca. 

Algunas otras enfermedades son restringidas a una región y pueden causar pérdidas 

económicas de gran importancia. Ejemplo de lo anterior es la enfermedad fungosa 

causada por Claviceps gigantea, la cual es una enfermedad restringida a los Valles 

Altos de México, llegando a causar pérdidas de hasta un 90% en variedades 
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susceptibles (Osada, 1984). Dentro de las enfermedades causadas por hongos se 

encuentran tizones, mildius, pudriciones, manchas foliares, marchitez, carbones y royas 

(CIMMYT, 2004), siendo de gran importancia las pudriciones, tales como las de tallo 

causadas por Fusarium y Botryodiplodia y las de mazorca causadas por varias 

especies de los géneros Aspergillus, Fusarium y Acremonium, por mencionar algunas. 

Las enfermedades fungosas en maíz representan pérdidas económicas importantes, 

además de propiciar el deterioro en el valor nutritivo de los granos por la degradación 

de proteínas, grasas, carbohidratos y vitaminas (Carvajal y De León, 2010). 

1.3 Fusarium spp. en el cultivo del maíz 

En todas las regiones productoras de maíz del mundo, cada año se presentan 

enfermedades que afectan el rendimiento y la calidad del grano. En zonas húmedas, 

las pudriciones de mazorca son importantes, particularmente cuando la precipitación 

pluvial es mayor que la normal desde la época de la floración hasta la cosecha; en 

algunas regiones se han registrado daños severos causados por estas enfermedades. 

Entre las pudriciones de mazorca más relevantes están las inducidas por especies de 

hongos del género Fusarium que además de reducir el rendimiento son causa del 

deterioro y mala calidad de los granos, y debido a la capacidad de producir micotoxinas 

además de estar relacionadas con enfermedades en humanos y en animales que los 

consumen (Charmley et al., 1994) 

De las pudriciones de mazorca y de grano, las mejor conocidas son las llamadas 

pudriciones por Fusarium y la pudrición rosada de la mazorca inducida por Gibberella: 

Fusarium moniliforme J. Sheld. y Gibberella zeae (Schwein.) Petch= F. graminearum 
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Schwabe, respectivamente. Estas especies, además de inducir pudriciones de 

mazorca, pueden producir diversas toxinas potencialmente riesgosas (Koehler, 1959). 

Niederhauser (1949) registró a F. moniliforme como la causa más importante y 

más frecuente de las pudriciones en mazorca. Zenteno (1963) y Medina (1970) aislaron 

mohos de mazorcas dañadas y encontraron que F. moniliforme fue la de mayor 

incidencia. Además, existen registros de que esta especie ha sido aislada de mazorcas 

de maíz de los estados de Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Puebla y de Nuevo 

León, así como de F. graminearum, que fue aislada de mazorcas de maíz procedentes 

del estado de México, Michoacán y Yucatán (Zenteno, 1963). 

1.4 El “diente de caballo” Claviceps gigantea Fuentes et al., en el cultivo del maíz 

en el estado de México 

Dentro de los problemas fitosanitarios más importantes en el cultivo del maíz se 

encuentran las pudriciones de mazorca. En este grupo de enfermedades se encuentra 

el “diente de caballo del maíz”, causado por Claviceps gigantea, el cual, entre otras 

especies de hongos de este grupo, produce micotoxinas y alcaloides de gran 

importancia.  El diente de caballo es una enfermedad endémica de ciertas regiones 

elevadas, frías y húmedas de la meseta central de México. La enfermedad y el hongo 

fueron descritos por Fuentes et al. (1964) como Claviceps gigantea quienes lo 

encontraron causando daños al cultivo de maíz en la región de Amecameca y Toluca, 

Edo. de México y en la Serranía Tarasca del Edo. de Michoacán. Estos lugares se 

encuentran a una altura de más de 2000 msnm con clima húmedo y frío (Fuentes et al., 

1964).  
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La enfermedad se caracteriza por la presencia de abultamientos en la mazorca 

que se forman en lugar de granos de maíz. Los granos infectados se convierten en 

estructuras fúngicas conocidas como esclerocios que se desarrollan entre los granos 

sanos. En las primeras etapas de la infección, los esclerocios son de color claro, 

suaves y viscosos y se van endureciendo a medida que se acerca la cosecha. Cuando 

caen al suelo, germinan y desarrollan varias estructuras parecidas a cabezuelas 

(estromas), las cuales liberan esporas nuevas durante la emisión de estigmas de las 

plantas de maíz en el siguiente ciclo de cultivo (Osada, 1984). 

De acuerdo a la posición del esclerocio en la mazorca, éste puede dañar en 

menor o mayor grado el desarrollo de los granos cercanos y su germinación. 

Fucikovsky (1970) y Moreno (1968), encontraron que los granos circundantes a los 

esclerocios de C. gigantea llegan a tener el 46% de germinación y pierden su 

apariencia normal, tornándose arrugados y de color café. También reportaron que la 

infección del hongo es favorecida en un rango de temperatura de 13 °C a 15 °C y una 

precipitación pluvial anual de 1000 mm.  

1.5 Poblaciones bacterianas cultivables asociadas al cultivo del maíz y a 

esclerocios de Claviceps gigantea con potencial antagonista contra Fusarium 

graminearum, F. subglutinans y F. verticillioides. 

Existen millones de microorganismos coexistiendo de manera natural entre sí, 

entre los cuales,  hay también millones de interacciones que han existido a lo largo del 

tiempo. Las relaciones entre los seres vivos son un proceso dinámico, implícito y es la 

base de la misma vida. Los microorganismos se encuentran asociados con todas las 
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especies de plantas y animales estableciendo diversos tipos de interacciones, sin 

embargo, las condiciones particulares de cada ambiente, son las que condicionan y 

determinan esa diversidad, ya que cada ecosistema presenta características únicas 

que son las que permiten seleccionar poblaciones de microorganismos diferentes con 

actividades metabólicas específicas, y que a su vez impactan en la distribución espacial 

e interacción entre ellos dentro de ese ecosistema concreto (Konopka, 2006; Prosser et 

al., 2007; Young et al., 2008). 

Dentro de la amplia diversidad genética que presentan los microorganismos en 

diferentes ambientes, las bacterias conforman una gran fracción de esta diversidad 

constituyendo uno de los tres dominios en el árbol filogenético de la vida (Archaea, 

Bacteria y Eucaria) (Woese, 1994; Torsvik y Orveas, 2007). Las bacterias, como grupo, 

tienen una larga historia evolutiva, la cual les ha conferido la capacidad de habitar la 

mayor parte de los nichos ecológicos existentes, representando la mayor porción de 

biomasa sobre la tierra y consecuentemente convirtiéndose en componentes 

importantes en muchos procesos esenciales para la vida, como es el caso de los ciclos 

del azufre, carbono y nitrógeno. 

Diversas investigaciones llevadas a cabo en el sistema radical de las plantas han 

demostrado que estas albergan poblaciones bacterianas con una diversidad funcional 

enorme y que pueden actuar como saprófitas, benéficas, así como patógenas 

(Sorensen y Sessich, 2007; Hartmann et al., 2008; Salvaudon y Shikoff, 2008; Buée et 

al., 2009). Por otro lado, también se ha observado la presencia de bacterias 

antagónicas asociadas a esclerocios. Se ha reportado actividad biótica alrededor de 

esclorocios de S. rolfsii durante el proceso germinativo de estos cuerpos. El fenómeno 
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es conocido como "efecto de micosfera", habiéndose observado que las poblaciones de 

bacterias aisladas de la micosfera contienen mayor número de especies inhibitorias de 

S. rolfsii que las obtenidas en muestreos de otros nichos ecológicos, es decir que los 

organismos nativos tienen mayor actividad antagonista (Gilbert y Linderman, 1971). 

Colotelo et al. (1971) mencionan que esclerocios de S. rolfsii producen exudados 

contenidos en sacos membranosos que contienen carbohidratos solubles, proteínas, 

lípidos, aminoácidos, amoniaco, ácidos orgánicos así como diversas enzimas activas 

que podrían propiciar el desarrollo de organismos en su superficie. Algunos autores 

mencionan que bacterias pueden crecer sobre los exudados de esclerocios y que 

debido a la rugosidad de la superficie de los mismos causada por una gran cantidad de 

células colapsadas, se pueden localizar nichos inexplorados en los cuáles se pueden 

encontrar bacterias que han quedado atrapadas en los esclerocios (Leggett y Rahe, 

1985),  así Hou et al. (2006), aislaron bacterias de la micosfera de Sclerotinia 

sclerotiorum que poseén actividad anti-fúngica contra S. sclerotiorum, Rhizoctonia 

solani, Alternaria brassicae y Leptosphaeria maculans. 

Algunas investigaciones sugieren que la presencia de organismos antagónicos 

asociados a esclerocios de algunas enfermedades puede ser de gran utilidad para el 

control de las mismas, tal es el caso de estudios realizados con la enfermedad 

Phymatotrichum omnivorum, en este caso particular las primeras investigaciones sobre 

el control de la pudrición de la raíz (P. omnivorum) indicaron que los tratamientos de 

suelos infectados con abono verde o estiércol de corral fueron eficaces en la reducción 

de las pérdidas de plantas debido a la infección con P. omnivorum y se concluyó que la 

reducción de la infección se debió a los aumentos en el número de bacterias, 
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actinomicetos y otros microorganismos que utilizan los residuos. Se pensó que el 

aumento de la actividad microbiana pudo haber dado lugar a la destrucción de 

esclerocios de P. omnivorum, así como un aumento de la competencia y la producción 

de productos metabólicos que inhiben el desarrollo del hongo presente en mayor 

cantidad en poblaciones bacterianas autóctonas de esclerocios de P. omnivorum  

(Clark y Mitchell,1942 ). 

Hameeda et al. (2011), Mencionan varios mecanismos por los cuales las 

bacterias asociadas a esclerocios de S.rolfsii pueden promover el crecimiento de la 

planta incluyendo la producción de fitohormonas, fijación de nitrógeno, la estimulación 

de la absorción de nutrientes y el control biológico de  hongos patógenos así como 

también mencionan que  microorganismos benéficos, incluyendo bacterias y hongos 

antagónicos, se pueden aplicar como tratamiento contra S. rolfsii.  

 Así, se argumenta que algunos grupos de bacterias específicos de la planta 

producen y secretan fitohormonas como auxinas y ácido-3-indolacético (AIA) 

(fitoestimuladores) que estimulan y modulan el crecimiento de las plantas y que 

además tienen una participación activa en la degradación de compuestos tóxicos y 

contaminantes en el suelo y raíz de las plantas (Hallmann et al., 1997; Bais et al., 2006; 

Haichar et al., 2008; Kamilova et al., 2008; Francis et al., 2010). Además, se ha 

demostrado como estas poblaciones bacterianas forman parte y llevan a cabo procesos 

esenciales relacionados con la patogénesis y defensa de la planta, mediante 

señalizaciones moleculares que inducen la producción de antibióticos y otros 

metabolitos esenciales para desencadenar mecanismos de defensa en el tejido de la 

planta y supresión de patógenos del suelo (Kent y Triplett, 2002).  
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Existe un grupo importante de bacterias que presentan efectos antagónicos con 

otros microorganismos y esta acción puede ser aprovechada como una forma de 

control biológico de fitopatógenos. Entre las más importantes se encuentran las 

bacterias de los géneros Pseudomonas y Bacillus. El uso excesivo de plaguicidas 

químicos provoca resistencia en los fitopatógenos, influencia negativa sobre el 

ambiente y la salud humana, por lo que se impone la implantación de estrategias de 

control con microorganismos benéficos. El uso de microorganismos para el control 

biológico de plagas y enfermedades y para la fertilización de cultivos de interés 

comercial, se presenta como uno de los métodos más prometedores para reducir los 

efectos nocivos del uso indiscriminado de plaguicidas en la agricultura (Orrieta y 

Larrea, 2001). Bacterias pertenecientes al género Bacillus spp. se encuentran entre los 

agentes más adecuados para el control biológico debido a cualidades tanto 

morfológicas como fisiológicas que permiten su presencia en la naturaleza (Chatterjee 

et al., 2007; Carreras et al., 2008). Además, éste género ha tenido mucho éxito en la 

prevención de patologías vegetales causadas por hongos (Sosa et al., 2006; Reinoso, 

2007).  

Trabajar con biopreparados formados por metabolitos activos de origen bacteriano 

brinda magníficas posibilidades para su utilización como estimulador del crecimiento 

vegetal y/o agente de biocontrol de diversos patógenos. Tomando en cuenta que las 

pudriciones de mazorca en maíz, causadas por algunas especies del género Fusarium 

(que en algunos casos se presentan en combinación con Claviceps gigantea, causante 

del diente de caballo del maíz) son de gran importancia y además representan pérdidas 

en el cultivo, y que en el contexto de control biológico es un tema que ha sido poco 
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explorado, se consideró la base fundamental para la realización del presente estudio. 

De Oliveira et al. (1984), consideran que la introducción de antagonistas en el suelo es 

una alternativa no química de control para hongos que forman esclerocios; pero 

mencionan que una de las limitantes de esta técnica es la adaptación inadecuada de 

los microorganismos a las condiciones ecológicas propias de una determinada región, 

lo que puede disminuir la eficiencia del agente antagónico. Al respecto Rai y Saxena 

(1975), mencionan que la microflora nativa existente sobre éstos y en el suelo 

representa un control biológico natural para estos y otros patógenos, los cuales pueden 

ser afectados por antibiosis, competencia o hiperparasitismo, reduciendo el inóculo 

potencial presente en el suelo. La ventaja de esta opción de control es que representa 

una alternativa ecológica, respetuosa con el ambiente, no contaminante, y que reduce 

notablemente los riesgos de desarrollo de resistencia de los patógenos. Además, al ser 

selectivos en su modo de acción, es poco probable que dañen a otros organismos 

benéficos y, en muchos casos, favorecen al ecosistema y estimulan el crecimiento 

vegetal (Tejeda et al., 2006), a la vez que los efectos dañinos sobre la salud humana 

son mínimos o nulos. Todas las plagas y enfermedades son afectadas en alguna 

medida por organismos antagonistas.  

De ésta manera, y con base en la información anterior, se puede suponer que en 

la interacción maíz-C.gigantea-Fusarium se pueden encontrar poblaciones bacterianas 

nativas asociadas a esclerocios de este patógeno con alto potencial antagónico, y con 

alto potencial en la producción de metabolitos que están directamente relacionados con 

el antagonismo e inducción de mecanismos de defensa en la planta contra otros 

patógenos. Lo anterior resalta la importancia de la realización de esta investigación, 
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cuyo objetivo principal es conocer la estructura y diversidad de poblaciones bacterianas 

asociadas al diente de caballo con potencial antagonista; enfermedad que, además de 

ser poco estudiada, se consideró importante ya que no existen estudios previos 

referentes a las poblaciones bacterianas nativas, como constituyentes naturales 

asociadas a los esclerocios de este patógeno, lo cual permitirá generar información 

sobre alternativas de métodos de control de enfermedades asociadas al cultivo de maíz 

que sean más amigables con el medio ambiente, particularmente el uso de bacterias 

con potencial antagónico a algunas enfermedades de cultivo del maíz inducidas por 

algunas especies del género Fusarium. 

1.6 Identificación de bacterias mediante la secuenciación del gen 16s ADNr 

Uno de los principales retos de la ecología microbiana moderna es profundizar 

en el conocimiento sobre la estructura y la diversidad de poblaciones de 

microorganismos, la cual comprende dos importantes componentes como son la 

riqueza de taxones y la abundancia relativa de éstos dentro de una comunidad, y 

mediante este conocimiento entender los mecanismos a través de los cuales las 

comunidades de microorganismos interactúan y determinan el funcionamiento de un 

ecosistema en particular (Aranda, 2010).  

Un gran impulso al desarrollo de la Ecología Microbiana moderna fue el análisis 

de la secuencia de genes de la región 16S del ADN ribosómico (ADNr) a partir de ADN 

obtenido directamente de muestras de diversos nichos ecológicos, lo cual ha 

proporcionado un mayor entendimiento de la diversidad microbiana global y propiciado 

que en los últimos años cada vez sean más frecuentes las investigaciones que 

incorporan estas nuevas técnicas que permiten detectar y estudiar con mayor precisión 
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la diversidad de taxones en un medio ambiente determinado (Sogin et al., 2006; Tringle 

y Hugenholtz, 2008). En los últimos 20 años se ha producido un salto metodológico 

importante y, del uso del microscopio y aislamiento tradicional de los cultivos de 

microorganismos en placas de Petri, se ha pasado al análisis comparativo de las 

secuencias de ADN ribosómico (ADNr) amplificadas por PCR y a métodos 

independientes de cultivo basados en éstas secuencias (Pace, 1997; Tringe y 

Hugenholtz, 2008 y Porazinska et al., 2009). El uso de marcadores genéticos para 

estudiar la diversidad y estructura de comunidades de microorganismos complejas ha 

resultado ser una excelente herramienta en ecología microbiana, es por ello que en 

esta investigación se abarca el estudio a nivel molecular de las cepas bacterianas 

antagónicas contra F. graminearum, F. subglutinans y F. verticillioides. 

 

1.7 Producción de exoenzimas y metabolitos secundarios de cepas bacterianas 

con potencial antagónico 

Actualmente, la estrategia de control más utilizada contra Fusarium en mazorcas 

de maíz es de manera preventiva y/o química, por lo que es necesario buscar nuevas 

estrategias para el control de estas. Una de estas estrategias puede ser el uso de 

antagonistas como agentes de biocontrol, la cual es considerada una alternativa 

complementaria para reducir el uso de productos químicos en la agricultura. Dentro del 

grupo de bacterias antagónicas se encuentran las que producen metabolitos 

específicos capaces de actuar contra patógenos. Las plantas cultivadas han 

desarrollado una estrategia para estimular y promover el desarrollo de grupos 
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específicos de microorganismos antagonistas autóctonos como primera línea de 

defensa contra patógenos (Cook et al., 1995; Landa et al., 2006; Weller et al., 2007).  

En particular, las bacterias asociadas a las plantas que muestran diferentes 

propiedades antagonistas pueden ser encontradas en la rizosfera, en la biosfera, 

dentro de los tejidos de las plantas sanas como endófitos y en la micosfera de algunos 

hongos formadores de esclerocios. Además, diversas investigaciones sobre 

comunidades bacterianas en el suelo rizosférico y raíces de muchas especies de 

plantas han demostrado que producen efectos beneficiosos en el crecimiento y sanidad 

de las mismas tanto directa como indirectamente, y que estas comunidades 

bacterianas están fuertemente influenciadas por la especie de la planta y viceversa 

(Germida et al., 1998; Marilley y Arango, 1999; Berg et al., 2005; Park et al., 2005; Ahn 

et al., 2006; Mendes et al., 2007 y Jung et al., 2008). 

Por lo tanto, las comunidades bacterianas autóctonas podrían ser consideradas 

una importante fuente de nuevos aislados microbianos tales como los involucrados en 

la fijación de nitrógeno, producción de fitohormonas y componentes antimicrobianos, 

promoción del crecimiento e inducción de resistencia sistémica en la planta que podrían 

ser utilizados para futuras aplicaciones biotecnológicas como el desarrollo de agentes 

de control biológico de organismos fitopatógenos o para el aislamiento de nuevos 

compuestos bioactivos (Berg et al., 2005, Germida et al., 1998; Mendes et al., 2007; 

Silva et al., 2004). 

Dentro del grupo de bacterias antagónicas se encuentran las que producen 

metabolitos específicos capaces de actuar contra insectos, hongos y nemátodos 
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(Knaak et al., 2007; Snook et al., 2009). Bacterias que pertenecen a éste grupo son 

frecuentemente representados por los géneros Bacillus y Pseudomonas. 

Pseudomona syringae produce metabolitos conocidos como pseudomicinas que 

se han probado contra patógenos fúngicos responsables de los daños en humanos y 

plantas. Se ha investigado que las pseudomicinas tienen efecto contra diversos 

microorganismos patógenos (Strobel y Rodríguez, 2005). La investigación de cepas 

bacterianas del género Pseudomonas hizo posible la obtención, mediante procesos 

biotecnológicos patentados, del primer biofungicida para el control de fitopatógenos 

foliares, cuya eficacia contra Alternaria solani y Cladosporium fulvum fue comprobada 

en un cultivo protegido de tomate (Stefanova, 2006).  

La aplicación de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PgPb) para el 

control biológico de P. grisea fue estudiada por Hernández et al. (2010), los resultados 

mostraron que en la rizosfera del cultivo del arroz existen altos porcentajes de PgPb 

con actividad de control biológico ante P. grisea, las que fueron identificadas como 

Burkholderia sp., Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens. La mayoría de los 

Bacillus spp. producen muchas clases de antibióticos como bacilomicina, fungimicina, 

micosubtilina y zwittermicina, que son efectivos en suprimir el crecimiento de patógenos 

in vitro y/o in situ (Pal y Gardener, 2006; Leelasuphakul et al., 2008). De hecho, Bacillus 

sp. actúa vía antibiosis, competencia por nutrientes, sitios de exclusión e infección, 

parasitismo y/o inducción de resistencia (Kloepper et al ., 2004). 

Múltiples mecanismos de biocontrol han sido implicados en la supresión de 

enfermedades de raíz causadas por hongos mediante Pseudomonas y Bacillus 

incluyendo: i) la producción de antibióticos, toxinas, bio-surfactantes y enzimas líticas, 



16 
 

ii) competencia por los nichos de la raíz, nutrientes y minerales y, iv) inducción de 

resistencia sistémica. Esto ha llevado a sugerir que el principal éxito de un agente de 

biocontrol es atribuible en gran parte a las presencia de múltiples mecanismos de 

biocontrol (Vassilev et al., 2006). 

 
II. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo general 

Aislamiento e identificación de bacterias antagónicas asociadas a esclerocios  de 

Claviceps gigantea Fuentes et al., (1964), causante del diente de caballo del maíz. 

2.2 Objetivos específicos 

• Examinar la estructura y densidad poblacional de las comunidades bacterianas 

cultivables asociadas a esclerocios de Claviceps gigantea. 

• Evaluar el potencial antagonista in vitro de las poblaciones bacterianas contra 3 

especies de Fusarium patógenas en el cultivo de maíz. 

• Identificar mediante la amplificación del gen 16s ADNr las cepas más 

sobresalientes en actividad antagonista. 

• Caracterizar las poblaciones bacterianas antagonistas en la producción de 

exoenzimas y metabolitos secundarios 

• Conformar una colección de aislados bacterianos con alto potencial antagonista 

contra enfermedades fungosas causadas por Fusarium en el cultivo de maíz. 
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III. HIPÓTESIS 
 

Las poblaciones bacterianas cultivables asociadas a esclerocios de Claviceps gigantea, 

son una fuente de bacterias con alto potencial antagónico contra enfermedades 

fungosas causadas por Fusarium en el cultivo del maíz. 

IV. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 

4.1 Colecta de granos de maíz con C. gigantea 

Claviceps gigantea, es una enfermedad endémica de los valles altos de México 

por lo que la mayor parte del experimento se realizó con material obtenido de dicha 

zona. Se realizaron colectas de esclerocios de C. gigantea en los sitios de Almoloya de 

Juárez (19°22’00’’ N, 99°46’00’’ W), Atlacomulco (2 lotes)(19°43’00’’ N, 99°52’00’’ W), 

Calimaya (2 lotes) (19°10´25´´ N, 99°37´02´´ W), Mina México (19°33´01´´ N,99°56´13´´ 

W), Toluca (19°17’32’’ N, 99°39’14’’W) y Villa Victoria (19°26´00´´ N, 100°00´00´´ W), 

en el estado de México. El material fue colectado, etiquetado y posteriormente 

trasladado al Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, dónde se conservó a 4 °C 

en un cuarto frío del Instituto de Fitosanidad, para su posterior utilización. 

4.2 Determinación del número de muestra de esclerocios a utilizar 

Para calcular un número representativo de muestra de esclerocios a procesar, 

se seleccionaron 20 esclerocios al azar de la comunidad de Atlacomulco, México, y se 

siguió el proceso de diluciones seriadas (1:4). 100 ul de cada dilución se sembraron en 

placas Petri con medio de cultivo R2A-agar con tres repeticiones y se incubaron a 28 

°C durante 24 h.  



18 
 

 Para determinar el número de muestra, se utilizaron los promedios de las ufc g-1 

de los esclerocios procesados mediante la siguiente fórmula estadística, (Cochrán, 

1982) que determina el número de muestra a utilizar: 

  
        

           
 

También se utilizó un método gráfico complementario que consiste en graficar 

los promedios de las ufc/g conforme se incrementa la muestra y permite corroborar el 

tamaño de muestra obtenido con la fórmula estadística.   

4.3 Extracción de poblaciones bacterianas totales asociadas a esclerocios de C. 

gigantea 

Una vez determinado el tamaño de muestra (10 esclerocios), se seleccionaron 

los esclerocios de 8 lotes de muestreo (Almoloya de Juárez, Atlacomulco (2 lotes), 

Calimaya (2 lotes), Mina México, Toluca y Villa Victoria), para realizar la extracción de 

poblaciones bacterianas a partir de estos. Se seleccionaron diez esclerocios al azar por 

lote de muestreo. De cada esclerocio se tomó 1 g y se realizaron diluciones seriadas 

(10-4) en agua destilada estéril con tres repeticiones. De cada dilución se sembraron 

100 µL en placas Petri con medio de cultivo R2A-agar (Difco) y la suspensión se 

distribuyó en el medio con asas L-Digralsky. Las placas se incubaron a 28 °C durante 

24 h. Se cuantificaron las colonias bacterianas (dilución 10-4) y se calcularon las 

unidades formadoras de colonias por gramo de esclerocio (ufc g-1) por cada lote de 

muestreo mediante el criterio propuesto por Guazmán (2011). A partir del crecimiento 

bacteriano, se seleccionaron al azar 10 colonias por repetición que mostraron 
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diferencias morfológicas y se transfirieron a placas con medio R2A-agar (Difco), 

obteniendo un total de 30 bacterias por muestra y 300 bacterias por lote de muestreo. 

Se registró el número de colonias fluorescentes bajo luz UV (380 nm) pertenecientes al 

grupo Pseudomonas. Todas las  bacterias seleccionadas se preservaron por 

congelación (-20 °C) en caldo nutritivo y glicerol (solución acuosa 40%) (1:1 v/v).  

4.4 Extracción de poblaciones de Pseudomonas fluorescentes asociadas a 

esclerocios de C. gigantea 

Para la extracción dirigida de las poblaciones de Pseudomonas fluorescentes se 

utilizó medio B de King líquido suplementado con los antibióticos cycloheximide, 

ampicilina y cloranfenicol (Landa, et al., 2006). Se realizaron diluciones en serie a partir 

de 1 g de esclerocio mediante la técnica de dilución en microplaca (Fig. 1) (Shiva, 

2007). Las microplacas se incubaron a 28 °C durante 72 h para posteriormente 

observar bajo luz UV la producción de pigmento fluorescente. Las bacterias 

fluorescentes se transfirieron a placas Petri con medio de cultivo B de King para su 

purificación y preservación. 

 
Figura 1. Extracción de poblaciones de Pseudomonas fluorescentes en microplaca de 

96 pocillos con medio B de King líquido suplementado con cycloheximide, ampicilina y 

cloranfenicol. 
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4.5 Extracción de poblaciones de Bacillus spp. asociadas a esclerocios de C. 

gigantea 

La extracción dirigida de poblaciones de Bacillus spp se realizó utilizando un 

buffer (solución amortiguadora) de extracción a base de sulfatos que contiene (g-1): 

Nacl 8.0 g, KCl 0.2 g, Na2HPO4 1.44 g y KH2PO4 0.24 g ajustando a un pH de7.5. Se 

tomó un gramo de cada esclerocio utilizado con anterioridad, estos se colocaron en 

tubos para microcentrífuga (1.5 ml) con 1 ml de buffer y se agitaron en vórtex durante 

30 s. Posteriormente los tubos se sometieron a un tratamiento de calor en baño María a 

60 °C durante 10 min, para estimular la liberación de endoesporas de bacterias 

pertenecientes al género Bacillus. De cada tubo se tomaron 100 µL de suspensión, se 

sembraron por triplicado en placas Petri con medio de cultivo R2A-agar y se incubaron 

a 28 °C durante 24 h.  A partir del crecimiento bacteriano, se separaron las colonias 

morfológicamente distintas para su purificación y preservación. Las cepas bacterianas 

se preservaron en tubos criogénicos (1.5 ml) con caldo nutritivo y glicerol (solución 

acuosa 40%) (1:1 v/v) en congelación a -20 °C. 

4.6 Antagonismo in vitro de bacterias asociadas a C. gigantea contra F. 

graminearum, F. subglutinans y F. verticillioides 

Las pruebas de antagonismo se realizaron mediante el cultivo dual in vitro en el 

medio de cultivo Waksman agar que contiene (g-1): agar 20 g,  glucosa 10 g, KH2PO4 

1.0 g, MgSO4 0.5 g, peptona 5.0 g y un pH final ajustado a 6.8, utilizando todas las 

colonias bacterianas seleccionadas (129 en total) versus tres especies patógenas de 
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Fusarium aisladas de mazorcas de maíz (F. graminearum, F. subgutinans y F. 

verticillioides) e identificadas en el instituto de genética del Colegio de Postgraduados. 

La preparación del inóculo de las bacterias seleccionadas se realizó en 

microplacas de 96 pocillos con 300 µL de caldo nutritivo, las cuales se incubaron 

durante 48 h a 28 °C. Para el caso de F. graminearum, F. subglutinans y F. 

verticillioides se realizaron suspensiones de conidios de las tres cepas ajustadas a una 

concentración aproximada de 18,000 conidios ml-1 utilizando la cámara de Neubauer.  

En la primera etapa, la valoración del antagonismo in vitro se realizó utilizando 

placas Petri cuadradas con dimensiones de 120 X 120 mm con medio de cultivo 

Waksman agar. Se inocularon 300 µL de la suspensión de conidios de cada cepa del 

hongo, distribuyendo la suspensión con ayuda de una asa L-Drigralsky. Las placas 

inoculadas se mantuvieron por 1 h a temperatura de laboratorio para permitir la 

completa absorción de la suspensión en el medio de cultivo. Posteriormente, las 

bacterias seleccionadas se inocularon mediante un inoculador multipunto (Boekel®, 

microplate replicator) realizando un sello en la superficie del medio permitiendo la 

inoculación simultánea de 96 bacterias. El testigo fue una placa en la que se sembró 

únicamente el hongo. Las placas se incubaron a 28 °C realizando observaciones cada 

24 h. El ensayo se realizó con 3 repeticiones. Durante esta primera fase se 

seleccionaron todas aquellas cepas bacterianas que mostraron antagonismo hacia una 

o más especies de Fusarium evaluadas. 
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Figura 2. Microplaca de 96 pocillos con el inoculador multipunto y la fuente de inoculo 

bacteriano.  

 
En la segunda fase, se realizó el mismo ensayo, con las bacterias que mostraron 

antagonismo en la primera fase. Se utilizaron nuevamente placas Petri cuadradas (120 

x 120 mm) en medio de cultivo Waksman agar con las 3 especies de Fusarium. 300 µL 

de la suspensión del hongo en cada placa se distribuyeron con ayuda de un asa L-

Digralsky estéril. Las placas fueron divididas en 25 cuadrantes (2.4 x 2.4 cm) y las 

bacterias antagonistas seleccionadas se inocularon por punción en el centro de cada 

cuadrante. Las placas se incubaron a 28 °C realizando observaciones cada 24 h. El 

ensayo se realizó  con 3 repeticiones. En esta segunda fase el antagonismo se valoró 

mediante la medición del halo de inhibición alrededor de la colonia bacteriana 

inoculada, el halo de inhibición se medió en mm y se establecieron rangos de acuerdo 

al grado de inhibición (≥5mm=+++, 4-3mm=++, 2-1mm=+, sin halo de inhibición= -).  

4.7 Extracción de ADN de las cepas bacterianas antagonistas 

A partir de un cultivo puro de los antagonistas bacterianos en medio agar nutritivo 

(AN), se preparó una suspensión celular acuosa en 20 µL de agua ultrapura (Gibco®, 

California, E.U.) en tubos para PCR de 0.2 ml, estériles y libres de DNAsas; la 

suspensión se agitó con vórtex. El ADN de las muestras se obtuvo por lisis térmica, 



23 
 

llevando las suspensiones de -20 °C a 95 °C y manteniendo en esa temperatura 

durante 10 minutos (Aranda, 2010).  

4.8 Amplificación del gen 16s ADNr de las cepas bacterianas 

La amplificación del gen 16s ADNr se llevó a cabo utilizando los iniciadores 

universales 8F (5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) y 1492R 

(GGTTACCTTGTTACGACTT) (Baker et al., 2003). Las reacciones se realizaron en un 

volumen de 25 µL, usando 1 µL de los iniciadores a una concentración de 50 µM; 

amortiguador para PCR a concentración final de 1 X; MgCl2, a 1.8 mM; dTP´s a 200 µM 

(Thermo Scientific, Lituania); 1.5 U de Taq Polimerasa (Invitrogen, Brasil) y 1 µL de 

ADN. Las condiciones de PCR consistieron de una desnaturalización inicial a 95 °C 

durante 5 minutos,  30 ciclos de 95 °C por 1 minuto, alineamiento a 54 °C durante 45 

segundos y extensión a 70 °C por 1 minuto; y 8 minutos a 70 °C para la extensión final.  

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler modelo 

Nexus gradient (Eppendorf, Alemania). Los productos de la PCR se visualizaron 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % y visualizando en un 

fotodocumentador ChemiDoc XRS (Bio-Rad, California, E. U. A.) 

4.9 Secuenciación del gen 16s ADNr de las cepas bacterianas antagonistas 

Los productos de PCR amplificados con los iniciadores 8F y 1492R fueron 

secuenciados por la empresa Macrogen (Corea) para la secuenciación, junto con los 

respectivos iniciadores que se emplearon para obtenerlos. Una vez que se obtuvieron 

las secuencias, se compararon con la base de datos del GenBank del NCBI (National 
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Center for Biotechnology Information) usando la herramienta BLAST (Basic Local 

Aligment Search Tool) 2.2.29+ (Altschul et al., 1997). 

4.10 Producción de ácido indol acético (AIA) 

La capacidad de los aislados bacterianos antagonistas de producir ácido indol-3-

acético (AIA) se determinó siguiendo el método de Sawar y Kremer (1995). Los 

aislados bacterianos crecieron en el medio de acuerdo al protocolo descrito (g l-1) Caldo 

Soja Triptona 3.0 g agar 15.0 g) incubado a 28°C por 24 h en microplacas de 96 

pocillos. Las bacterias fueron inoculadas en punto con palillo estéril. Después de la 

incubación se agregaron 3 µL de reactivo de Kovac en cada pocillo con ayuda de una 

multipipeta (Transferpette®, -8/-12). Las cepas bacterianas positivas (+) para la 

producción de AIA fueron identificadas por la formación de un halo rojo rodeando la 

zona inmediata donde se ubica el punto de crecimiento bacteriano. Todas las cepas 

fueron evaluadas por triplicado.  

4.11 Actividad lipolítica 

Para determinar la actividad lipolítica se utilizó el medio Tween 80 agar (Sigma, 

St. Louis, Mo.). (Chernin et al., 1995). Con el medio ajustado a un pH de 6.8 vertido en 

placas Petri  (120mm x 120mm), las cepas en estudio se sembraron en punto con 

ayuda de palillos estériles. Las placas inoculadas se incubaron a 30 °C y se 

examinaron diariamente por 10 días. Las cepas positivas (+) para la actividad lipolítica 

se identificaron por la formación de un halo turbio alrededor de la colonia bacteriana. 

Todas las cepas se evaluaron por triplicado. 
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4.12 Actividad proteolítica 

Para determinar la actividad proteolítica se utilizó un sustrato con 50 ml de leche 

descremada estéril mezclada a 55 °C con 50 ml de 1/5 de caldo soja triptona (TSB) y 4 

g de agar en placas Petri cuadradas (120mm x 120mm), de acuerdo al criterio descrito 

por Chernin et al., (1995). La inoculación de las bacterias se realizó en punto con ayuda 

de palillos estériles. Las placas inoculadas se incubaron a 28 °C durante 48-72 h para 

hacer observaciones diarias durante 10 días. 

La detección de un halo hialino alrededor de la colonia indica actividad 

proteolítica de las cepas. Todas las cepas se evaluaron por triplicado. 

4.13 Producción de sideróforos 

La producción total de sideróforos se evaluó bajo condiciones limitantes de 

hierro mediante el ensayo universal de producción de sideróforos desarrollado por 

Schwyn y Neilands (1987). Se utilizó  el medio de cultivo CAS agar. Las bacterias 

evaluadas se inocularon en punto con ayuda de palillos estériles y posteriormente las 

placas se incubaron a 28 °C durante 5 días para hacer observaciones diarias. La 

formación de un halo amarillo-naranja alrededor de la colonia inoculada fue indicativo 

de la producción de sideróforos por la cepa en estudio. Todas las cepas se evaluaron 

por triplicado. 

4.14 Solubilización de fosfato mineral 

La capacidad de los aislados bacterianos para solubilizar fosfatos fue evaluada 

en el medio de cultivo TCP conteniendo (g l-1): Ca3(PO4)2 4 g, glucosa 10 g, NH4Cl 5 g, 

NaCl 1 g, MgSO4 1, agar 20 g, con un  pH ajustado a 7.2 (Abou et al., 2007). Dicha 
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habilidad se midió utilizando placas Petri cuadradas (120mm x 120mm). Las bacterias 

fueron inoculadas en punto sobre el medio con ayuda de palillos estériles, y 

posteriormente incubabas a 28 °C dónde se realizaban observaciones diarias. La 

detección de zonas claras (halos) alrededor del crecimiento bacteriano después de 5 

días de incubación indicó solubilización de fosfato mineral. 

4.15 Preservación de bacterias y elaboración de colección 

Las cepas seleccionadas con el mejor perfil antagonista se mantuvieron en 

preservación en caldo nutritivo y glicerol al 40% (solución acuosa) (1:1 v/v), a -20 °C. 

Todas las cepas se identificaron y conservaron por duplicado para estudios posteriores. 

 
V. RESULTADOS Y DISCUSIONES 

 

5.1 Determinación del número de muestra a utilizar 

Sustituyendo los datos en la fórmula estadística para determinar el número de muestra 

a utilizar (Cochran, 1982),  con un nivel de confiabilidad del 95 %, se obtuvieron los 

siguientes cálculos: 

  
(  )(       )(      )

(  )(    )  (       )(      )
      

Los resultados obtenidos  con un nivel de confianza del 95%, indican que el 

número de esclerocios a utilizar es de 9.37. Diez esclerocios conforman un tamaño de 

muestra adecuado para estimar la media poblacional. Cochrán (1982), menciona que 

se considera 95% un nivel alto de confianza además de que se selecciona éste para 

evitar un costo muy alto para el estudio o debido a que en ocasiones llega a ser 
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prácticamente imposible el manejo de todos los casos, así  se busca un porcentaje de 

confianza menor. Comúnmente en las investigaciones científicas el porcentaje deseado  

es de 95%. En el método gráfico complementario (Fig. 3)  se observa que la curva de 

medias se estabiliza a partir del esclerocio número 6, y tal como en el método de 

ecuación, se tiene que con un nivel de confiabilidad del 95% el número de muestra es 

de 10 esclerocios. 

 

Figura. 3. Determinación del número mínimo de esclerocios de C. gigantea a utilizar en 

base a número de colonias bacterianas obtenidas en 20 esclerocios al azar 
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5.2 Extracción de bacterias asociadas a esclerocios de C. gigantea 

 

Figura. 4. Diversidad de poblaciones bacterianas a partir de esclerocios enteros de C. 

gigantea.  

A continuación se presentan los datos obtenidos a partir de la dilución 10-4  (Fig. 

4) de los ocho lotes de muestreo. Se muestra una media por lote, en la que se 

consideran los datos de las tres repeticiones de las diez muestras procesadas. Con 

estos datos, se calculó el número de unidades formadoras de colonias bacterianas por 

gramo de esclerocio,  por lote de muestreo. 

Cuadro 1. Promedio de colonias bacterianas obtenidas y UFC por gramo de esclerocio 
por lote de muestreo. 

Sitio de muestreo Media UFC/g/ml 

Almoloya de Juárez 204.1 8.16+01 
Atlacomulco 249.9 1.00+02 
Atlacomulco (2) 236.2 9.45+01 
Calimaya 141.6 5.66+01 
Calimaya (2) 188.8 7.55+01 
Mina México 200.4 8.02+01 
Toluca 133.6 5.34+01 
Villa Victoria 105.6 4.22E+01 

 

En el Cuadro 1 se observa que en los dos lotes de Atlacomulco se observó una 

mayor densidad poblacional bacteriana, mientras que en el lote de Villa Victoria se 



29 
 

encontró la menor densidad. Estos datos son de utilidad puesto que dan una idea de la 

distribución de organismos asociados a esclerocios de C. gigantea por zona o lote de 

muestreo. Estas diferencias se pueden comparar de manera gráfica, mostrando el 

promedio de colonias bacterianas obtenidas por lote de muestreo (Fig. 5): 

Figura 5. Promedio de colonias bacterianas obtenidas por lote de muestreo 

Nuevamente, se observa que en los lotes de Atlacomulco existe mayor 

diversidad y densidad de colonias bacterianas, mientras que en el lote de Villa Victoria 

es en  dónde se encontró la menor cantidad. Pueden existir factores que expliquen la 

diversidad poblacional de colonias bacterianas asociadas a esclerocios de C. gigantea 

tales como la cantidad de productos químicos utilizados en el manejo del cultivo en 

cada lote de muestreo, desechos y residuos químicos que pudieran minimizar y afectar 

la diversidad biológica y genética de microorganismos, específicamente organismos 

benéficos. Se sabe que al utilizar productos químicos para disminuir el efecto de 

algunos patógenos en las  plantas puede tener efectos contraproducentes al aminorar 

también organismos benéficos (FAO, 2010). 



30 
 

En este caso, resalta la importancia de realizar análisis de residuos químicos en 

los lotes de muestreo para contar con información que permitiera agrupar y analizar 

posibles razones de la diferencia en cuanto a poblaciones bacterianas asociadas a 

esclerocios del diente de caballo por lote de muestreo. Para agrupar representantes del 

género Pseudomonas, de las poblaciones bacterianas extraídas a partir de los 

esclerocios se agruparon y registraron todas aquellas que produjeron pigmento 

fluorescente bajo luz UV (380 nm) (Fig. 6). 

 

Figura 6. Colonias bacterianas fluorescentes bajo luz UV (380 nm) 

También se registró el número de colonias bacterianas pertenecientes al género 

Bacillus, las cuales se determinaron por características morfológicas distintivas de 

dicho género (tinción de Gram, forma de crecimiento y color, entre otros). 

5.3 Pruebas de antagonismo in vitro de bacterias asociadas a C. gigantea contra 

F. graminearum, F. subglutinans y F. verticillioides 

Primera fase de las pruebas de antagonismo 

Esta primera fase se realizó con la finalidad de descartar la mayor cantidad de 

bacterias sin potencial antagónico contra las especies de Fusarium, se realizó la 

primera fase con ayuda del multipunto de 96 entradas (aproximadamente 1 cm de 
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separación entre cada colonia bacteriana). Se reaislaron todas aquellas bacterias que 

mostraron halos de inhibición y las más cercanas a ellas para una segunda fase con 

estos aislamientos bacterianos seleccionados. Algunos resultados de inhibición se 

observan en la fig. 7. 

 

Figura  7. a) testigo (F. subglutinans) y b) zonas de inhibición hongo versus bacteria. 

 
De 129 colonias bacterianas, 85 contra F. graminearum, 73 para F. subglutinans 

y 89 para F. verticillioides fueron consideradas para la segunda fase de pruebas de 

antagonismo in vitro. Para esta primera fase el 69% de las colonias bacterianas mostró 

antagonismo en diferentes grados de inhibición. 

Segunda fase de las pruebas de antagonismo.  

La segunda fase del antagonismo se realizó bajo la misma metodología 

previamente descrita, pero utilizando un distribución y separación mayor entre cada 

bacteria (25 bacterias por placa Petri de 120mm x 120mm) (Fig. 8). 

a) b) 
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Figura 8. a) Distribución de 25 bacterias en la placa confrontando al hongo (F. 

graminearum), y b) halo de inhibición. 

 

Los resultados indican que de 85 bacterias evaluadas, mostraron antagonismo: 

53 para F. graminearum, 41 para F. subglutinans y 48 para F. verticillioides. Los 

aislamientos seleccionados en esta fase se caracterizaron por su antagonismo in vitro 

mediante la medición del halo de inhibición contra los tres patógenos fungosos 

evaluados (Fig. 9). La medición de los halos de inhibición in vitro se realizó con tres 

repeticiones. 

 

Figura 9. Halos de inhibición del antagonismo in vitro observados con F. subglutinans 

a b 



33 
 

Posteriormente se redujo el número de colonias bacterianas antagonistas contra 

cada hongo, y se seleccionaron únicamente aquellas cepas cuya actividad antagonista 

estuviera en un rango ≥5 mm en el halo de inhibición (≥5mm=+++). 16 bacterias para F. 

graminearum, 14 para F. subglutinans y 11 para F. verticillioides.  

Finalmente se seleccionaron 22 cepas bacterianas con el  mayor potencial de 

inhibición in vitro (≥5 mm) contra los tres patógenos fungosos evaluados, Dentro de 

estas 22 cepas bacterianas, algunas de ellas mostraban antagonismo contra una, dos o 

las tres especies de hongos evaluados (cuadro 2). 

Cuadro 2. Promedio del halo de  inhibición in vitro de las 22 cepas bacterianas contra 
las 3 especies Fusarium spp. 

 
CEPA 

Halo de inhibición (mm) 
F. graminearum F. subglutinans F. verticillioides 

Ẋ Ẋ Ẋ 
BA1 5 6.3 6 
BA2 6 7 6 
BA3 0.0 5 5 
BA4 5.3 0.0 5.6 
BA5 6 0.0 5 
BA6 5 0.0 0.0 
BA7 6.3 0.0 0.0 
BA8 0.0 5 0.0 
BA9 0.0 0.0 5 
BA10 5.6 5 0.0 
BA11 6.3 5 0.0 
BA12 5 5 0.0 
BA13 5.3 5 0.0 
BA14 5.3 5.3 0.0 
BA15 6 5.6 0.0 
BA16 5.6 5 0.0 
BA17 0.0 5 0.0 
BA18 6.3 5 6.3 
BA19 0.0 5.6 5.3 
BA20 5 0.0 5 
BA21 5.3 0.0 7 
BA22 0.0 0.0 5 
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5.4 Amplificación del gen 16s ADNr de las cepas bacterianas antagonistas 

Todas las amplificaciones realizadas a partir de las 22 cepas bacterianas 

generaron amplicones de aproximadamente 1500 pb (Fig. 10) como resultado de la 

PCR con los iniciadores 8F y 1492R, lo que corresponde con el tamaño del amplicón 

que se esperaba para el gen 16s ribosomal. Tanto la posición del fragmento (tamaño) 

como el área de éste se consideraron parámetros para la comparación de los perfiles 

bacterianos después de ser estandarizados, Hackl et al. (2004) 

 

Figura 10. Amplificación del gen 16s ADNr utilizando los primers 8f y 1492r. Carril 1) 

Marcador de peso molecular de 10000 pb; Carriles 2, 3 y 4) Amplificación del gel 16s 

ADNr en 1500pb; Carril 5) Control negativo. 

 

5.5 Secuenciación del gen 16s ADNr de las cepas bacterianas 

Para el gen 16s ribosomal las secuencias de la cepas coincidieron en términos 

porcentuales y fueron identificadas con una identidad de 99% de acuerdo al 

alineamiento en el banco de genes del NCBI. 
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Cuadro 3. Identificación mediante el gen 16s ADNr de las 22 bacterias antagónicas a  
F. graminearum, F. subglutinans y F. verticillioides. 

Antagonista Identificación Antagonismo in 
vitro vs Fusarium 
spp.   

Origen de la 
cepa (Lote) 

BA1 Bacillus subtilis  Fg, Fs, Fv Atlacomulco 
BA2 Pseudomonas syringae Fg, Fs, Fv Atlacomulco 
BA3 Delftia lacustris Fs, Fv Atacomulco (2) 
BA4 Stenotrophomonas sp. Fg, Fv Mina México 
BA5 Delftia acidovorans sp. Fg, Fv Calimaya 
BA6 Sphingobacterium sp Fg Calimaya 
BA7 Pseudomonas geniculata Fg Atlacomulco 
BA8 Micromonospora sp. Fs  Mina México 
BA9 Stenotrophomonas maltophilia Fv Mina México 
BA10 Staphylococcus aureus Fg, Fs  Calimaya 
BA11 Pseudomonas putida Fg, Fs Atlacomulco 
BA12 Bacillus sp. Fg, Fs Toluca 
BA13 Pseudomonas fluorescens Fg, Fs Atlacomulco 
BA14 Bacillus subtilis Fg, Fs Atlacomulco 
BA15 Bacillus amyloliquefaciens Fg, Fs Atlacomulco 
BA16 Pseudomonas putida Fg, Fs Atlacomulco (2) 
BA17 Pseudomonas fluorescens Fs Atlacomulco 
BA18 Bacillus amyloliquefaciens Fg, Fs, Fv Atlacomulco 
BA19 Pseudomonas sp. Fs, Fv Atlacomulco 
BA20 Bacillus amyloliquefaciens Fg, Fv Toluca 
BA21 Pseudomonas putida Fg, Fv Atlacomulco 
BA22 Bacillus amyloliquefaciens Fv Toluca 

*Fg=Fusarium graminearum 

 Fs=Fusarium subglutinans 

 Fv=Fusarium verticillioides 

 

En relación a las 22 cepas bacterianas antagonistas bajo este estudio, la 

mayoría fueron identificadas dentro de los géneros Pseudomonas y Bacillus. El 36.3% 

de las cepas bacterianas identificadas son pertenecientes al género Pseudomonas (8 

cepas), entre las cuáles se encontraron P. putida (37.5%), P. fluorescens (25%) así 

como Pseudomonas sp., P. geniculata y P. syringae (12.5% c/u). 
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El 31.8% de las cepas bacterianas pertenecen al género Bacillus (7 cepas),entre 

las que se encuentran B. amyloliquefaciens (57.1%), B. subtilis (28.5%) y Bacillus sp 

(14.2%). También se identificaron cepas bacterianas pertenecientes a los géneros 

Delftia y Stenotrophomonas en un 9.09% cada una (2 cepas), así como también una 

cepa bacteriana de Sphingobacterium, Micromonospora y Staphylococcus, 

representando cada una el 4.5% del total de las 22 cepas identificadas (Cuadro 4). 

 

Cuadro 4. Distribución taxonómica de las 22 bacterias antagonistas contra F. 
graminearum, F. subglutinans y F. verticillioides. 
 

Filo Clase Orden Familia Género (%) 

Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas 33.6 

Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 31.8 

Proteobacteria Beta Proteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Delftia 9.09 

Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas 9.09 

Bacteroidetes Sphingobacteria Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae Sphingobacterium 4.5 

Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales 
Micromonosporaceae 

Micromonospora 4.5 

Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus 4.5 

 

De acuerdo a los resultados de la secuenciación del gen 16s ADNr, las cepas 

más sobresalientes que mostraron antagonismo para F. graminearum fueron 

Pseudomonas geniculata (BA7), P. putida (BA11) y Bacillus amyloliquefaciens (BA18), 

para F. subglutinans fueron P, syringae (BA2) y Bacillus subtilis (BA1) y para F. 

verticillioides fueron Pseudomonas putida (BA21) y Bacillus amyloliquefaciens (BA18) 

La distribución de las 22 bacterias antagonistas contra las 3 especies de 

Fusarium aisladas a partir de esclerocios de C. gigantea fueron en su mayoría de 

Atlacomulco (50%), Atlacomulco 2 (9.09%); Mina México, Calimaya, Toluca (con 

http://en.wikipedia.org/wiki/Beta_Proteobacteria
http://en.wikipedia.org/wiki/Burkholderiales
http://en.wikipedia.org/wiki/Comamonadaceae
http://es.wikipedia.org/wiki/Proteobacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Gammaproteobacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Xanthomonadaceae
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteroidetes
http://es.wikipedia.org/wiki/Actinobacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Actinobacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Actinomycetales
http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcaceae
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13.63%) por cada lote. Dentro del lote de Atlacomulco se aislaron las cepas BA1 (B. 

subtilis), BA2 (P. fluorescens), BA7 (P. geniculata), BA11 (P. putida), BA13 (P. 

fluorescens), BA14 (B. subtilis), BA15 (B. amyloliquefaciens), BA17 (P. fluorescens), 

BA18 (B. amyloliquefaciens), BA19 (Pseudomonas sp.) y BA21 (P. putida). Todas las 

bacterias que mostraron mayor inhibición para F. graminearum (BA7, BA11 y BA18), F. 

subglutinans (BA1 y BA2) y F. verticillioides (BA18 y BA21), pertenecieron a este lote 

de muestreo.  

Dentro del grupo de bacterias antagónicas se encuentran las que producen 

metabolitos específicos capaces de actuar contra insectos, hongos y nemátodos 

(Knaak et al., 2007; Snook et al., 2009). Bacterias que pertenecen a éste grupo son 

frecuentemente representados por los géneros Bacillus y Pseudomonas. La 

investigación de cepas bacterianas del género Pseudomonas hizo posible la obtención, 

mediante procesos biotecnológicos patentados, del primer biofungicida para el control 

de fitopatógenos foliares, cuya eficacia contra Alternaria solani y Cladosporium fulvum 

fue comprobada en un cultivo protegido de tomate (Stefanova, 2006). El género 

Pseudomona produce metabolitos conocidos como pseudomicinas que se han probado 

contra patógenos fúngicos responsables de los daños en humanos y plantas. Se ha 

investigado que las pseudomicinas tienen efecto contra diversos microorganismos 

patógenos (Strobel y Rodríguez, 2005).  

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal como las P. fluorescens, se 

destacan por sus efectos positivos, tanto para las plantas como para los ecosistemas; 

este efecto se manifiesta a través de diferentes mecanismos de acción. Existe una 

cierta proporción que se debe a efectos antimicrobiales directos o indirectos, ya que 
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muchos estudios muestran que  algunas especies de Pseudomonas inhiben el 

crecimiento y deterioran algunos microorganismos patógenos, entre ellos Fusarium 

spp. (Cook, 1993). 

Hernández et al. (2010) demostraron que Pseudomonas putida y Pseudomonas 

fluorescens inducen a la producción de altos porcentajes de promotores de crecimiento 

vegetal. Mientras que el género Bacillus se encuentra entre los agentes más 

adecuados para el control biológico debido a cualidades tanto morfológicas como 

fisiológicas que permiten su presencia en la naturaleza (Chatterjee et al., 2007; 

Carreras et al., 2008). Este género, además ha tenido mucho éxito en la prevención de 

patologías vegetales causadas por hongos (Sosa et al., 2006; Reinoso, 2007).  La 

mayoría de los Bacillus spp. producen muchas clases de antibióticos como 

bacilomicina, fungimicina, micosubtilina y zwittermicina, que son efectivos en suprimir el 

crecimiento de patógenos in vitro y/o in situ (Pal y Gardener, 2006; Leelasuphakul et 

al., 2008). De hecho, Bacillus sp. actúa vía antibiosis, competencia por nutrientes, sitios 

de exclusión e infección, parasitismo y/o inducción de resistencia (Kloepper et al ., 

2004). 

Entre los microorganismos más utilizados para el control de fitopatógenos 

fúngicos se encuentra el género Bacillus spp. (Travers, 1989; Meadows, 1992), debido 

a que tienen la facilidad de digerir la quitina, de algunos hongos además de la 

producción de antibióticos como: bacitracina, polimixina, tirocidina, gramicidina y 

circulina (Bernal, 2002), bacilomicina, fungimicina, micosubtilina y zwittermicina, que 

son efectivos en suprimir el crecimiento de patógenos in vitro y/o in situ (Pal y 

Gardener, 2006; Leelasuphakul et al., 2008). Además, Bacillus sp. actúa vía antibiosis, 
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competencia por nutrientes, sitios de exclusión e infección, parasitismo y/o inducción de 

resistencia (Kloepper et al., 2004). Dentro del género Bacillus la especie con mayores 

antecedentes como antagonista es Bacillus subtilis. Varios autores han analizado la 

liberación de compuestos con propiedades antifúngicas como la subtilina y otros 

antibióticos de la familia de las iturinas (Cazorla y Romero, 2007). Numerosos estudios 

sugieren la utilización de B. subtilis para controlar biológicamente diversos hongos 

fitopatógenos (Soldano et al., 2010).  

Corrales, et al. (2011), realizaron estudios de antagonismo in vitro de en cultivo 

dual de aislados de Bacillus contra Fusarium spp., y encontraron porcentajes de 

inhibición muy satisfactorio. Mencionan además que sus resultados fueron los 

esperados, debido a que especies de Bacillus han sido reportadas como efectivos 

biocontroladores de múltiples fitopatógenos por su capacidad de producir varios 

antibióticos de amplio espectro, característica que ha permitido utilizarlos como 

fungicidas comerciales (Travers, 1989; Lee, et al., 2006).   

Se reporta que Bacillus spp., Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens  han 

presentado desempeño positivo en pruebas in vitro contra Fusarium,  probablemente 

por la capacidad de secretar lipopéptidos antibióticos del grupo Iturin cuyo mecanismo 

de acción va dirigido sobre la permeabilidad de la membrana y la composición lipídica 

de la célula fúngica, de tal forma que inhibe el crecimiento micelial y la esporulación del 

hongo (Wang, et al., 2006; Romero, et al., 2007), y Kong et al. (1999),  reportan que 

componentes de B. subtilis inducen deformación de esporas e hifas y desintegración de 

la pared celular de Fusarium oxysporum. 
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5.6 Producción de ácido indol acético (AIA) 

Las 22 cepas antagonistas evaluadas para la producción de AIA, fueron 

determinadas por la presencia de un halo color naranja-rojizo, lo cual es indicativo de la 

producción de AIA. De las 22 cepas bacterianas antagonistas, 12 mostraron actividad 

metabólica para la producción de AIA (54.54%) (Cuadro 5). Pseudomonas syringae (1 

cepa), Pseudomonas putida (3 sepas), Pseudomonas fluorescens (2 cepas), Bacillus 

subtilis (1 cepa), Bacillus sp. (1 cepa) y Bacillus amyloliquefaciens (4 cepas). (Fig. 11). 

Resaltando que del total de las cepas antagonistas, solamente las identificadas dentro 

de los géneros Pseudomonas y Bacillus mostraron actividad para la producción de AIA.  

 
Figura 11. Producción de ácido indol acético (AIA) por cepas antagonistas a Fusarium 

spp a) producción de indol +, b) producción de indol – 

 
 

El ácido indol acético (AIA) es una auxina natural presente en la mayoría de las 

plantas. Las auxinas son hormonas vegetales que regulan diversos procesos del 

desarrollo vegetal, por lo tanto, su aplicación en la agricultura es muy frecuente. En 

algunos casos el AIA es sintetizado por algunos microorganismos tales como bacterias 

pertenecientes a los géneros Azotobacter, Pseudomonas y Bacillus (Patten y Glick, 

1996). Algunas bacterias son capaces de metabolizar triptófano y producir diversos 

metabolitos, entre ellos, el ácido indol acético, el cual es un compuesto involucrado en 
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la capacidad promotora del crecimiento vegetal y se ha demostrado que incrementa los 

rendimientos en algunos granos hasta en un 36% (Díaz et al., 2005, García et al., 

2007).  

La producción de AIA, estimulante de crecimiento vegetal, en el caso de plantas 

superiores y microorganismos, se realiza por la vía del ácido antranílico (AA) a partir de 

triptófano (TRP), lo cual es regulado por el gen de la antranilato sintada (Anderson et 

al., 1999). La ruta de síntesis del AIA a partir de TRP se ha demostrado en diversos 

seres vivos tales como bacterias (Bacillus, Pseudomonas y Burkholderia cepacia) 

(Lestes y Yanofsky, 1961), en dichos organismos, el AIA tiene un papel de auxina o de 

promotor del crecimiento vegetal, participa en las rutas de síntesis de fitohormonas e 

incluso, en algunos casos, tiene funciones fungistáticas (Aoki et al., 2005). El TRP, el 

AIA o sus análogos, son capaces de inhibir el crecimiento de cultivos celulares tanto de 

organismos procarióticos, como de eucarióticos, lo que en algunos casos de 

organismos productores de AIA de ser antagonistas (Anderson et al., 1999).  

En este ensayo se indentificaron las bacterias que producen AIA. La capacidad 

para la producción de metabolitos que juegan un papel directo en la promoción del 

crecimiento vegetal confiere a dichas bacterias un amplio uso potencial en la 

producción agrícola, tanto en la promoción del crecimiento vegetal como biofertilizante; 

inclusive, se ha observado capacidad para participar en el control biológico de 

enfermedades (Carreño et al., 2000). 
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5.7 Actividad lipolítica 

Los resultados en la caracterización para la actividad lipolítica, indicaron que algunos 

de los microorganismos bacterianos antagonistas aislados hidrolizaron el ácido graso 

presente en el medio (Fig. 12, a). La expresión metabólica de esta actividad en el 

sustrato de cultivo utilizado, se determinó por el desarrollo de una zona de hidrólisis 

alrededor de las colonias que se evidenció después del tiempo de incubación. Se utilizó 

como criterio la selección de las cepas más sobresalientes, aquellas cepas que 

produjeron halos ≥1mm de diámetro en la actividad de hidrólisis (Jaeger et al., 1999) 

 

 

Figura 12. Actividad lipolítica  de Bacillus y Pseudomonas antagonistas a Fusarium spp 

a) actividad lipolítica +, b) actividad lipolítica – 

 
 

La formación de un halo turbio alrededor de la colonia bacteriana indicó actividad 

lipolítica.  De las 22 cepas bacterianas de interés, el 100% mostró actividad lipolítica 

(Cuadro 5). La expresión de esta actividad metabólica nos ayuda a entender un posible 

mecanismo de acción por el cuál las cepas bacterianas analizadas son antagonistas 

eficientes ya que la fuente de lípidos presentes en el medio de cultivo, son 
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componentes importantes que se encuentran en la estructura de todas las membranas 

celulares, y estos son una importante fuente de fosfolípidos, la cual es necesaria para 

todas las células vivas. Las membranas de las células están compuestas en gran 

medida de lecitina y lípidos (Rivera y García, 2007), lo que nos indica que al tener 

actividad lipolítica, las bacterias pueden tener capacidad antagónica al atacar a algunos 

otros organismos ya sea degradando membranas celulares o por competencia ya que 

las lipasas incluso en bajas concentraciones tienen la capacidad de degradar grasas y 

proteínas (Coca, et al., 2001) 

5.8 Actividad proteolítica 

Para la determinación de la actividad proteolítica, se tomó como criterio de 

selección de cepas a aquellas que presentaran más de ≥1 mm de diámetro en los halos 

de hidrólisis alrededor de las colonias bacterianas. La formación de un halo hialino 

alrededor de la colonia bacteriana, es indicativo de la actividad proteolítica (Fig. 13). 

 

 
Figura 13. Actividad proteolítica de Bacillus y Pseudomonas antagonistas a Fusarium 

spp. la formación de un halo hialino alrededor de la colonia bacteriana indica actividad 

proteolítica. a) actividad proteolítica positiva. 
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De las 22 cepas bacterianas antagónicas, el 100% expresó actividad proteolítica 

(Cuadro 5). De acuerdo a estudios de Rodas et al. (2009) la actividad proteolítica 

confiere capacidad de antagonismo a cepas bacterianas. Bonants et al., (1995) 

reportaron la purificación y caracterización de proteasas de algunas especies de 

Bacillus, demostraron además que estas están involucradas en el ataque a algunos 

hongos, degradando la pared celular,  y que por tanto, tienen actividad fungicida. 

5.9 Producción de sideróforos 

La presencia de un halo amarillento alrededor de la colonia bacteriana indicó 

producción de sideróforos (Fig. 14 a), y Fig. 15, todos los casos). Se tomó como criterio 

de selección de cepas con actividad de producción de sideróforos, aquellas que 

presentaran más de ≥1 mm de diámetro en los halos con coloración amarillo-naranja en 

el medio CAS (cita) alrededor de las colonias bacterianas. El halo de todas las cepas 

bacterianas fue mayor a 10 mm tras 5 días de haberla incubado. 

 

 

Figura 14. Producción de sideróforos (halos amarillentos) a las 24 h de incubación a) 

actividad de producción de sideróforos. 
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Figura 15 Producción de sideróforos a los 5 días. a) producción de sideróforos  +. 

 

De las 22 cepas antagonistas evaluadas, el 100% mostraron actividad de 

producción de sideróforos. Las bacterias Pseudomonas del grupo fluorescente se 

consideran una opción prometedora en el control biológico de fitopatógenos (Johri et 

al., 1997; Paulsen et al., 2005). Este grupo bacteriano es un importante colonizador 

dela rizósfera de plantas, además de presentar actividad antagónica hacia diversos 

fitopatógenos y ser promotoras del crecimiento (Burkheadet al., 1994; Bangera y 

Tomashow, 1996; Sutra et al., 2000).  

Actualmente existen diversas cepas de Pseudomonas fluorescens que han sido 

registradas (y algunas de ellas patentadas) para ser usadas en los cultivos agrícolas 

(Powell et al., 1990). Los mecanismos de acción de estas bacterias en contra de 

fitopátogenos son diversos. Investigaciones han mostrado que varias especies de 

Pseudomonas producen antibióticos como pirrolnitrina, 2,4-diacetilfloroglucinol, 

piocianina y el ácido fenacín-1-carboxílico, además de los sideróforos y bacteriocinas 

(Weller et al., 2002; Haas y Keel, 2003; Valencia et al., 2005; Validov et al., 2005). La 

síntesis de estos metabolitos secundarios está involucrada en el biocontrol de diversos 

fitopatógenos. Particularmente, a la síntesis de sideróforos por Pseudomonas 

fluorescentes se les ha atribuido un enorme interés por participar en la promoción del 
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crecimiento vegetal y suprimir el crecimiento de patógenos de raíz (Kloepper et al., 

1980; Loper y Schroth, 1986). 

Se ha propuesto que tales compuestos pueden secuestrar el hierro del ambiente 

rizosférico, impidiendo que sea disponible para los patógenos. Así, las Pseudomonas 

que sinteticen sideróforos, tienen ventajas de ocupar nuevos espacios, desplazando la 

demás microbiota del suelo (Farías et al., 1990, 1997; Kloepper et al., 1980). 

Anteriormente, se ha reportado el papel inhibitorio de la cepa Pseudomonas 

fluorescens en el crecimiento del hongo Fusarium oxysporum (Valencia et al., 2005). 

Dicha cepa inhibe el crecimiento del fitopatógeno en condiciones limitantes de hierro. 

Una mutante de una cepa de P. fluorescens, carente de la síntesis de sideróforos, no 

logró restringir el crecimiento de los tres patógenos, mientras que el uso de un 

concentrado de sideróforos mostró gran actividad antifúngica restringiendo crecimiento 

de manera significativa en condiciones limitantes de hierro. Por el contrario, al adicionar 

hierro al medio, el efecto inhibitorio se perdió totalmente. Lo anterior sugiere que la 

actividad antifúngica por parte de los sideróforos de Pseudomonas fluorescens 

regulada por hierro (Valencia et al., 2005). 

Se ha demostrado la capacidad de algunas especies del género Bacillus como 

agentes de control biológico, en este sentido se conoce que entre los mecanismos a 

través de los cuales las bacterias son antagónicas se encuentran las relaciones de 

competencia, la producción de antibióticos, enzimas y de otras sustancias como 

sideróforos, que permiten a estas bacterias ejercer su capacidad biocontroladora (Bais, 

et al., 2006). 
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5.10 Solubilización de fosfato mineral 

De las 22 cepas antagonistas evaluadas, el 100% mostraron actividad de solubilización 

de fosfatos (Cuadro 5). La formación de un halo alrededor de la colonia bacteriana 

indica la solubilización de fosfatos. 

 

 

Figura 16. Formación de un halo o precipitado alrededor de la colonia bacteriana indica 

la solubilización de fosfatos. a) solubilización de fosfato +, b) solubilización de fosfato – 

 

Algunos géneros bacterianos con capacidad de producir ácidos orgánicos que 

solubilizan fosfato son: Pseudomonas, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, 

Agrobacterium, Aereobacter, Flavobacterium, Yarowia, Streptosporangium y Erwinia. 

Los ácidos glucónico y 2-cetoglucónico son los agentes más frecuentemente 

reportados como solubilizadores de fosfato. La capacidad de los ácidos orgánicos para 

aumentar la disponibilidad de P, no sólo se debe a la acidificación en la rizósfera de la 

planta, sino también a su capacidad de formar complejos estables con el Al y Fe. Los 

ácidos orgánicos incrementan la disponibilidad de micronutrientes, como Fe, Zn y Mn, 

en el suelo al disminuir el pH en la rizósfera, o por la quelación de estos 

micronutrientes. De igual manera, los ácidos orgánicos participan en el suelo en 

fenómenos como la quimiotaxis microbiana y la detoxificación de metales (Paredes y 

Espinosa, 2010).  
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Se han demostrado potencialidades de algunas bacterias pertenecientes al 

género Bacillus como solubilizadores de fostatos y fijadores de nitrógeno atmosférico, 

así como se han realizo diversos estudios para utilizar éste género bacteriano como 

promotor de crecimiento vegetal (Tejera, 2012), lo que nos ayuda a comprender de una 

manera más acertada como es que actúan las bacterias antagónicas contra los 

patógenos de nuestro interés, en este caso F. graminearum, F. subglutinans y F. 

verticillioides.  

 
Cuadro 5.  Caracterización en la producción de metabolitos de 22 cepas bacterianas 
antagonistas vs 3 especies de Fusarium en maíz aisladas de esclerocios de C. 
gigantea. 

Cepa Producción 
de AIA 

Actividad 
lipolítica 

Actividad 
proteolítica 

Producción de 
sideróforos 

Solubilización 
de fosfato 
mineral 

Bacillus subtilis  + + + + + 
Pseudomonas syringae + + + + + 
Delftia lacustris - + + + + 
Stenotrophomonas sp. - + + + + 
Delftia acidovorans sp. - + + + + 
Sphingobacterium sp - + + + + 
Pseudomonas geniculata - + + + + 
Micromonospora sp. - + + + + 
Stenotrophomonas maltophilia - + + + + 
Staphylococcus aureus - + + + + 
Pseudomonas putida + + + + + 
Bacillus sp. + + + + + 
Pseudomonas fluorescens + + + + + 
Bacillus subtilis - + + + + 
Bacillus amyloliquefaciens + + + + + 
Pseudomonas putida + + + + + 
Pseudomonas fluorescens + + + + + 
Bacillus amyloliquefaciens + + + + + 
Pseudomonas sp. - + + + + 
Bacillus amyloliquefaciens + + + + + 
Pseudomonas putida + + + + + 
Bacillus amyloliquefaciens + + + + + 
*(+) Actividad positiva 

(-) Actividad negativa 
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VI. DISCUSIÓN GENERAL 
 

En este estudio, se obtuvieron poblaciones bacterianas cultivables asociadas a  

esclerocios de Claviceps gigantea, con alto potencial antagónico contra enfermedades 

fungosas causadas por Fusarium en el cultivo del maíz. 

De acuerdo a los resultados de la secuenciación del gen 16s ADNr, la 

identificación de las cepas antagonistas más sobresalientes para F. graminearum 

fueron Pseudomonas geniculata (BA7), P. putida (BA11) y Bacillus amyloliquefaciens 

(BA18) con un promedio de 6.3 mm de inhibición del hongo cada una, para F. 

subglutinans fueron P, syringae (BA2) y Bacillus subtilis (BA1) con 7.0 y 6.3 mm de 

inhibición del crecimiento del hongo cada una y para F. verticillioides fueron 

Pseudomonas putida (BA21) y Bacillus amyloliquefaciens (BA18), con 7.0 y 6.3 mm de 

inhibición del crecimiento del hongo respectivamente. 

Las bacterias que mostraron un perfil más completo en la producción de 

metabolitos antimicrobianos y de antagonismo in vitro (BA1, BA2, BA7, BA11, BA18 y 

BA21) provenían del lote de Atlacomulco. 

De las 22 bacterias antagónicas, la mayoría fueron cepas pertenecientes a los 

géneros Pseudomonas (36.3%) y Bacillus (31.8%). El 9.09% pertenece a bacterias de 

los géneros Delftia y Stenotrophomonas y bacterias de los géneros Sphingobacterium, 

Micromonspora y Staphylococcus, representan el 4.5% del total de todas las cepas 

cada una. Del género Pseudomonas spp. la mayoría fueron Pseudomonas putida, y P. 

fluorescens mientras de Bacillus spp. fueron B. subtilis y B. amyloliquefaciens.  

Las bacterias con mejores características de antagonismo in vitro (BA1, BA2, 

BA7, BA11, BA18 y BA21), mostraron producción de ácido indol acético (AIA); actividad 
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lipolítica, actividad proteolítica, producción de sideróforos y solubilización de fosfato 

mineral. Las seis sepas pertenecieron a Pseudomonas o a Bacillus.  Múltiples 

mecanismos de biocontrol han sido implicados en la supresión de enfermedades de las 

plantas causadas por hongos mediante Pseudomonas y Bacillus incluyendo la 

producción de antibióticos, toxinas, bio-surfactantes, enzimas líticas, competencia por 

los nichos de la raíz, nutrientes y minerales e inducción de resistencia sistémica. Esto 

ha llevado a sugerir que el principal éxito de un agente de biocontrol es atribuible en 

gran parte a las presencia de múltiples mecanismos de biocontrol (Vassilev et al., 

2006). En este sentido, algunas de las Pseudomonas y los Bacillus antagonistas con 

mayor actividad contra las especies de Fusarium probadas en este estudio fueron los 

aislados que albergan el mayor número de características antagonistas. De este modo, 

todas las cepas antagonistas mostraron al menos cuatro mecanismos (principalmente 

la actividad lipolítica y proteolítica, solubilización de fosfatos y producción sideróforos), 

y un alto porcentaje de las bacterias aisladas mostraron también producción de AIA. En 

este estudio, es difícil determinar qué mecanismos pueden estar involucrados 

principalmente en la inhibición del crecimiento in vitro de los hongos, ya que muchos de 

los aislados mostraron caracteres antagonistas diferentes. Por otra parte, podría haber 

otros caracteres antagonistas que pueden estar potencialmente involucrados y que no 

fueron detectados en este estudio, o que algunos metabolitos evaluados no pudieron 

ser inducidos bajo nuestras condiciones de experimentación in vitro. Esta investigación 

representa el primer estudio sobre las poblaciones bacterianas cultivables nativas 

asociadas a esclerocios de C. gigantea con potencial antagonista contra patógenos 

fungosos del maíz. 
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VII. CONCLUSIONES 
 

1.- Los esclerocios de C. gigantea, albergan bacterias cultivables nativas con alto 

potencial antagonista in vitro contra las especies de Fusarium (F. graminearum, F. 

subglutinans y F. verticillioides) patógenas al cultivo del maíz. 

2.- La mayor cantidad de cepas con alto grado de inhibición in vitro contra las tres 

especies de Fusarium  tienen origen en el lote de muestreo de Atlacomulco, indicando 

que existe una mayor abundancia de antagonistas bajo las condiciones climáticas y de 

cultivo del maíz de este lote. 

3.- La secuenciación de la región 16s ADNr de las 22 cepas con el mayor grado de 

antagonismo in vitro identifican a Pseudomonas (36.3%) y Bacillus (31.8%). como los 

más abundantes entre las 22 cepas evaluadas con el mayor grado de inhibición in vitro 

contra las 3 especies de Fusarium patógenas. 

4.- Pseudomonas y Bacillus (Bacillus sp., B. amyloliquefaciens, B. subtilis, 

Pseudomonas sp., P. syringae, P. geniculata, P.putida, P. fluorescens) expresan el 

100% en la producción de compuestos antimicrobianos caracterizados y evaluados que 

potencialmente están involucrados en su capacidad como antagonista (Producción de 

AIA, de sideróforos, actividad proteolítica y lipolítica y solubilización de fosfatos).  

5.- Bacillus amyloliquefaciens es la especie de Bacillus con mayor abundancia entre las 

22 cepas antagonistas expresando 100% actividad metabólica inhibiendo una dos tres 

especies de Fusarium. 
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6.- De las 22 cepas con el mayor grado de antagonismo in vitro el 13.63% inhibieron a 

las 3 especies de Fusarium, el 59.09% inhibieron a 2 especies y el 27.27% inhibió a 

sólo una especie de  los patógenos evaluados.  

7.- Bacillus amyloliquefaciens y B. subrtilis son las especies de mayor abundancia con 

el máximo grado de inhibición y producción de metabolitos involucrados en el 

antagonismo in vitro contra Fusarium spp patógenos a maíz. Las especies de 

Pseudomonas fueron Pseudomonas sp., P. putida, P. syringae y P. fluorescens. 

8.- En los esclerocios de C. gigantea existe una fuente inexplorada de poblaciones 

bacterianas cultivables con alto potencial para su uso como agentes de control 

biológico en el cultivo de maíz 
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