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CAPITULO I: BIOCONTROL DE Curvularia lunata EN MAIZ CRIOLLO
MEDIANTE Bacillus licheniformis M2-7
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México.

*CONACYT Escuela Superior de Ciencias de la Tierra, Universidad Auténoma de Guerrero.
Ex Hacienda San Juan Bautista S/N, C.P. 40323, Taxco el Viejo, Guerrero, México.

RESUMEN
Curvularia lunata (Wakker) Boedijn es un fitopatdgeno de importancia econémica en el

cultivo de maiz (Zea mays L.). El uso de agentes de biocontrol como las especies del género
Bacillus ofrecen una forma alternativa eficaz y sustentable para minimizar la severidad de la
mancha foliar. En este estudio, se evalud la accion potencial de biocontrol de Bacillus
licheniformis M2-7 in vitro e in vivo sobre Curvularia lunata en plantas de maiz criollo. Los
resultados de las pruebas de antagonismo in vitro mostraron que la cepa M2-7 inhibe el
crecimiento micelial y la germinacién de conidios en un 73.75 y 78.66 %, respectivamente.
En las pruebas in vivo, las concentraciones 1 x 10%y 1 x 10° UFC de la cepa M2-7 redujeron
significativamente la severidad de la enfermedad con respecto al control. Los resultados
obtenidos sugieren el uso de Bacillus licheniformis M2-7 como agente de biocontrol contra

la mancha foliar en maiz a escala comercial.

Palabras clave: Bacillus licheniformis, Curvularia lunata, biocontrol, mancha foliar.



INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es uno de los tres cultivos de cereales méas valiosos del mundo en
términos de produccion anual (Valle-Torres et al., 2020). Ademas, es un alimento basico para
millones de personas a nivel mundial (Mie, 2017; Rosenblueth et al., 2018). La mancha foliar
causada principalmente por Curvularia lunata (Wakker) Boedijn, se ha vuelto en una
amenaza seria para el rendimiento en la produccion del maiz; siendo una enfermedad
frecuente, de amplio alcance, grave, dafiina y econ6micamente importante en areas tropicales
(Gao et al., 2014; Garcia-Aroca et al., 2018; Zhang et al., 2019, Barupal, 2020). EI patégeno
infecta principalmente hojas y vainas de maiz y los sintomas comunes incluyen manchas
necréticas rodeadas de un halo, que luego se expanden a lesiones redondas, ovaladas,
fusiformes o en tiras (Burapal y Sharma, 2017) y se desarrolla en areas calidas y himedas
(Munkvold y White, 2016). Se ha reportado que provoca alergias e infecciones respiratorias
y dérmicas en humanos (Dean et al., 2014). Para el control de los hongos fitopatégenos de
cultivos vegetales se han utilizado varias estrategias de gestion incluido el uso de fungicidas
quimicos, el mejoramiento de cultivares resistentes y el uso de practicas tradicionales (Khan
et al., 2020). Entre los fungicidas quimicos reportados como eficaces contra la enfermedad
de la mancha foliar se encuentran: propined (2%), metil tiofanato y mancozeb (Butt et al.,
2011). Pero el uso indiscriminado de éstos ocasiona efectos nocivos a la salud humana,
animal y ambiental (Barupal y Sharma, 2017). Por ello, en algunos lugares se ha optado por
utilizar variedades de plantas de maiz mejoradas con genes de resistencia a patdgenos. Sin
embargo, este mejoramiento tiene que ser un proceso continuo porque los patdgenos
evolucionan rapidamente, generando resistencia y volviendo susceptibles a sus hospedantes
(Khan et al.,2020). Ante este escenario, los enfoques que han tomado los estudios estan
orientados a explorar estrategias alternativas de supresion de fitopatdgenos en cultivos
prioritarios como el maiz, por ejemplo, el uso de agentes de control biologico (p.ej. bacterias)
y sus metabolitos secundarios (Reyes et al., 2015). Existen estudios in vitro que sugieren el
uso de Bacillus sp., B. licheniformis, actinomicetos (Streptomyces spp.), extractos de plantas
(Lawsonia inermis L.) y levaduras (Torulaspora indica y Wickerhamomyces anomalus) para
reducir la severidad de Curvularia lunata en maiz y en arroz (Basha y Ulaganathan, 2002;
Bressan, 2002; Barupal et al., 2020; Limtong et al., 2020). Sin embargo, hace falta estudios

in vivo que muestren el potencial y la eficacia de estos agentes de biocontrol. Entre los



diferentes microorganismos, resaltan las especies del género Bacillus, que se han considerado
agentes de biocontrol, porque producen una amplia gama de metabolitos secundarios
(Villareal-Delgado et al., 2017). Bacillus licheniformis M2-7 ha sido evaluado in vitro frente
a hongos fitopatdgenos como: Microdochium, Curvularia, Phoma, Microphaeropsis y
Fusarium, mostrando un efecto funguicida (Bahena-Oregén et al., 2022). Ademas, Bolafios
et al. (2021) reportaron que esta cepa bacteriana mejora el porcentaje de germinacion,
produccion y rendimiento de cultivo de chile, por lo que podria emplearse en formulaciones
agricolas. Las formulaciones de biocontrol (biofungicidas) preparadas a partir de bacterias se
aplican cada vez mas en la agricultura sostenible (Wu et al., 2015). Especialmente los
inoculantes preparados a partir de cepas de Bacillus formadoras de endosporas han
demostrado ser una alternativa eficaz y respetuosa con el ambiente debido a su larga vida
atil, que es comparable a la de los agroquimicos (Chowdhury et al., 2015; Wu et al., 2015).
Con el fin de desarrollar estrategias sostenibles e integradas para mermar la severidad de la
mancha foliar de Curvularia lunata; se evalué la capacidad antagénica de Bacillus

licheniformis M2-7 in vitro e in vivo en plantas de maiz.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico y condiciones de cultivo. Se empled la cepa Bacillus licheniformis M2-
7 y el hongo fitopatdgeno Curvularia lunata SY17 pertenecientes a la colecciéon del
Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia Ambiental; Facultad Académica de
Ciencias Quimico Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Guerrero. La cepa M2-7 se
activé en medio liquido Luria Bertani (LB) con la siguiente composicion en g/L: 10.0 de
peptona de caseina, 5.0 de extracto de lavadura y 10.0 de NaCl, con pH de 7.3; se incubd a
180 rpm durante 24 horas a 37 °C. Para activar el hongo fitopatdgeno se utilizé el medio
Agar Papa Dextrosa (PDA) con la siguiente composicion en g/L: 4.0 de extracto de papa,
20.0 de dextrosa y 15.0 de agar bacteriologico con un pH final de 5.5 + 0.2, las placas se
incubaron a 30 °C durante 7 dias. Se emplearon semillas de maiz criollo amarillo (Raza
Elotes Occidentales) con quinto ciclo de seleccion masal en elotes aislados bajo condiciones
tropicales y proporcionados por la Facultad de Ciencias Agropecuarias y Ambientales de la

Universidad Autbnoma de Guerrero.



Preparacion del inéculo del patogeno. Se utilizd un cultivo fangico de una semana de
crecimiento en PDA a 30 °C, los conidios de C. lunata SY17 se diluyeron en 2 mL de
solucidn salina estéril al 0.9% para su recuento en la cdmara de Nuebauer, la concentracion

se ajustd a 107 conidios/mL (Constanza, 2012).

Preparacion del inoculo de B. licheniformis M2-7. Se recuperaron las células bacterianas
de un cultivo de 24 h de incubacién a 37 °C en caldo nutritivo por centrifugacion a 8000 rpm
durante 8 min, al paquete celular se le realiz6 dos lavados con solucion salina estéril al 0.9%
y se diluyd en 2 mL de solucién salina al 0.9% para su conteo en una cdmara de Neubauer,

la concentracion se ajusto a 107 células/mL (Marquez et al., 2003).

Disefio experimental y prueba de patogenicidad. Para montar el experimento se utilizé un
disefio completamente al azar con 2 tratamientos y 3 repeticiones. Las semillas de maiz
criollo amarillo (Raza Elotes Occidentales) fueron sembradas en bolsas de polietileno (15 x
17 cm) con sustrato estéril y se mantuvieron en un bioespacio con humedad relativa y
temperatura de 70% y 25°C, respectivamente. En principio se aplicé riego de auxilio a las
semillas recién sembradas y después de su germinacion se regaron cada cinco dias hasta
alcanzar la etapa V4/V5 del desarrollo fenoldgico del maiz (4/5 hojas verdaderas). El
tratamiento 1 estuvo constituido de 3 plantas inoculadas con C. lunata SY17 en el area foliar
y el tratamiento control fueron 3 plantas sin in6culo fangico. La unidad experimental estuvo
constituida por la bolsa de polietileno con una planta de maiz. La inoculacion se realizd por
aspersion de una concentracion de 107 conidios/mL resuspendidos en 250 mL de agua estéril.
A los 15 dias después de la inoculacidn se evalu6 el porcentaje de incidencia de la enfermedad
(% ID) (Saravanakumar et al., 2016) mediante la siguiente férmula:

HI
%ID = ﬁ x 100

Donde HI es el niamero de hojas infectadas y TH es el total de hojas.

El porcentaje de incidencia de la enfermedad fue sujeto a ANOVA y prueba de t de Student
(P<0.05) (Castaio y Dominguez, 2010).

Re aislamiento y técnica de microcultivo. Para confirmar los postulados de Koch (Agrios,

2005) se tomaron muestras en hojas que presentaron sintomas de C. lunata. El tejido
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infectado fue cortado, lavado con agua destilada estéril, cultivado en placas con medio PDA
e incubado a 30 °C durante 7 dias. Se prepar6 una cAmara hiumeda (Ridell, 1950), colocando
agua destilada estéril y dos torundas de algoddn, debajo de éstas se colocd papel filtro para
evitar la desecacién. Sobre las torundas se puso un portaobjetos estéril y se colocd un cubo
de PDA de 1 cm?, con ayuda de un asa micoldgica estéril se tomo6 micelio de C. lunata SY17
y se sembro sobre el medio PDA por los extremos; finalmente se colocd un cubreobjetos
sobre el cuadro inoculado con el hongo y se incubé a 30 °C durante 7 dias. Para la
observacion de estructuras en el microscopio éptico Olympus se adicion6 una gota de azul

de lactofenol a las muestras.

Identificacién molecular. La extraccion de ADN se desarrollé a partir de micelio fresco
crecido en medio PDA incubado a 30 °C, empleando el kit comercial Quick-DNA™
fungal/bacterial miniprep (Zymo research) siguiendo las indicaciones del proveedor.
Mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se amplificé un
fragmento (650 pb) del gen ITS utilizando los oligonucledtidos ITS1
(5"CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA'3) e ITS4 (5" TCCTCCGCTTATTGATATGC 3).
Para la PCR se colocaron buffer de reaccion 10X, 2.5 puL; dNTPs 25 mM, 2 pL; MgClz; 1.5
uL, oligonucledtidos ITS1 e 1TS4 10 pmol, 2 uL; tag DNA polimerasa recombinante
(Thermo Scientific); 0.5 pL, se ajusté el volumen a 25 pyL con agua destilada estéril, la
muestra se amplifico por triplicado. Las condiciones de la PCR en el termociclador fueron
de 1 ciclo de desnaturalizacion a 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C
por 1 minuto, 30 ciclos de alineamiento a 59 °C por 1 minuto, 30 ciclos de elongacion a 72
°C por un minuto y 1 ciclo de elongacion final a 72 °C por 1 minuto. Los productos de la
ampliacidn se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% (SIGMA), se visualizaron
en un fotodocumentador, se purificaron con el kit Gene JET PCR Purification (Thermo
Scientific) y la secuenciacion se realizo en la Unidad de secuenciacion de Instituto de
Biotecnologia de la UNAM por el método Sanger usando didesoxiterminadores fluorescentes
y un secuenciador automatizado. Se compararon las regiones amplificadas de cada hongo
con las secuencias de hongos almacenados en la base de datos del GenBank por medio de la
busqueda local de alineamientos de secuencias nucleotidicas (BLAST).



Antagonismo in vitro. Para determinar la actividad antagonica se empled la técnica de
difusion en agar PDA. Se afiadieron 5 mL (10" UFC/mL) de Bacillus licheniformis M2-7
antes de que el medio gelificara, posteriormente se coloco un explante de 5 mm de didmetro
de micelio fresco de C. lunata SY17 en el centro. Las placas se incubaron a 30 °C durante

10 dias. El porcentaje de inhibicion se calculé con la siguiente férmula:
Porcentaje de inhibicién (%) = [(C-T) x 100] = C

Donde “C” es el diametro del micelio fingico en el testigo negativo (sin bacteria), y “T” es

el diametro del micelio en las placas tratadas con B. licheniformis M2-7 (Ahmad et al., 2017).

Inhibicion de germinacién de conidios. Los conidios de C. lunata SY17 se obtuvieron
mediante raspado ligero de la colonia con ayuda de un portaobjetos, colocando 5 mL de agua
destilada esteril a la colonia fangica. La suspension se filtro en gasas estériles para descartar
el exceso de micelio. Se ajusto la concentracion de 107 conidios/mL y se mezcl6 con 107
células/mL de B. licheniformis M2-7 (1:1 v/v) en matraces de 50 mL de capacidad. Después,
se incubaron a 30 °C a 150 rpm durante 24 h. Se tomaron 10 pL de la muestra para su
observacion al microscopio 6ptico. La germinacién se definié como un tuvo germinativo que
presentaban las células. El porcentaje de germinacion se realiz6 contando al azar 100
conidios (proporcién de conidios germinados) con respecto al total observado. Este ensayo

se realizo por triplicado (Mahadtanapuk et al., 2007).

Prueba de antagonismo in vivo. Se sembraron dos semillas de maiz amarillo (raza
occidental) en bolsas de polietileno (15 x 17 cm) con tierra comun y se mantuvieron en un
vivero. Las semillas se regaron cada tres dias hasta alcanzar la etapa VV4/V5 del desarrollo
fenoldgico del maiz (4/5 hojas verdaderas). El proceso de inoculacion del fitopatdégeno se
realizd por aspersion de una concentracion de 107 conidios por mL™ resuspendidos en 250
mL de agua estéril. El disefio experimental empleado fue completamente al azar con 4
tratamientos y 5 repeticiones. Los tratamientos fueron: tratamiento 1 (T1) funguicida quimico
(Metalaxil); tratamiento 2 (T2) Bacillus licheniformis M2-7 (1 x 10° UFC); tratamiento 3
(T3) B. licheniformis M2-7 (1 x 10% UFC) y tratamiento 4 (T4) control, plantas tratadas con

agua estéril. La unidad experimental estuvo constituida por la bolsa de polietileno con dos
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plantas de maiz. Los datos de severidad se obtuvieron con ayuda del programa Imagen J 2.0
y se analizaron con ANOVA y prueba de Tukey (P <0.05).

RESULTADOS

Curvularia lunata SY17 es un fitopatogeno en plantas de maiz.

Las pruebas de patogenicidad de Curvularia lunata SY17 se realizd mediante la técnica de
aspersion en hojas de plantas de maiz criollo amarillo (Raza Elotes Occidentales). Se
evidencio el crecimiento fungico durante el tiempo de 5 dias después de la inoculacion en
hojas a través de sintomas ocasionados (mancha foliar). Los sintomas observados fueron
manchas ovaladas, circulares o alargadas; con un borde irregular y el centro gris o marrén
oscuro en la periferia, dentro de un halo amarillo con 0.5 a 2 mm de didmetro (Figura 1A).
El porcentaje de incidencia causada fue del 99.33% en el tratamiento 1 (T1) y un 0% en el
tratamiento control (TO) (Figura 1B).

120 -

*%k%k

100 -

80

60

40

20

0 T
Control (TO) Tratamiento (T1)

Incidencia de la enfermedad (%)

Control (T0) Tratamiento (T1)

Figura 1. Incidencia de la enfermedad mancha foliar en maiz amarillo. A) Lesiones
ocasionadas por Curvularia lunata SY17 en etapa VV4/V5 de maiz amarillo (Raza Elotes
Occidentales) (T1) con respecto al control (TO) después de 5 dias de la inoculacién. B)
Porcentaje de incidencia de la enfermedad. *** Indica diferencias estadisticas significativas

(P<0.05, t de Student). Barras de error indican Desviacion Estandar (DE) (n=3).
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La cepa SY17 corresponde a Curvularia lunata.

La morfologia macro y microscopica del hongo re aislado fue consistente con descripciones
previas de Curvularia lunata (Wakker) Boedijn (Bahena-Oregén et al., 2022). El anverso de
la colonia es algodonoso de color verde olivaceo y con un margen fimbriado; mientras que
el reverso es negro (Figura 2A y 2B). A nivel microscépico, el hongo desarrollo hifas
vegetativas septadas o tabicadas, ramificadas subhialinas a pardas. Los conidios son lisos de
cuatro celdas, curveados en la tercera celda desde la base, las células centrales son de color

marron y las terminales subhialinas o marron claro (Figura 2C y 2D).

Figura 2. Morfologia del reaislamiento de Curvularia lunata SY17. A) Anverso, colonia
en agar PDA después de 7 dias de incubacién a 30 °C; B) reverso colonial del hongo; C)

Hifas vegetativas tabicadas (C1) y conidiéforos (C2) y D) conidio.

Para la identificacion molecular se utiliz6 ADN genémico a una concentracion de 4 ng/uL.
Se realiz6 la amplificacion por la técnica de PCR, logrando obtener una fraccién de 650 pb,
correspondiente a la regién 1TS1-4 del gen 18S (Dato no mostrado) que se secuenci6 para

poder sugerir la identidad del género asociado al hongo re aislado.

Bacillus licheniformis M2-7 inhibe el crecimiento de Curvularia lunata SY17 en
condiciones in vitro.

Se realizaron enfrentamientos duales de Bacillus licheniformis M2-7 contra Curvularia
lunata SY17 en medio PDA por el método de dilucion. En este ensayo se evidencio la
capacidad de la cepa bacteriana de inhibir el crecimiento micelial del hongo fitopatdgeno,
logrando un porcentaje de inhibicion del 73.75% con respecto al control (P < 0.05; Figura 3).
Ademas, se observd hinchamiento y deformacion de hifas después de 10 dias de incubacion

con respecto al tratamiento control.
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion de Bacillus licheniformis M2-7 contra Curvularia
lunata SY17. *** Indican diferencias estadisticas significativas (P<0.05, t de Student). Las
barras de error indican Desviacion Estandar (DE) de tres experimentos independientes
(n=3).

Bacillus licheniformis M2-7 inhibe la germinacion de conidios de Curvularia lunata

SY17.

Se logré determinar la efectividad de Bacillus licheniformis M2-7 sobre la inhibicion de la
germinacion de conidios (esporas) de C. lunata SY17 mediante confrontacion directa en
caldo nutritivo. La cepa bacteriana fue capaz de inhibir hasta un 78.66% después de 24 horas
de incubacion, mostrando un efecto fungistatico con respecto al tratamiento control (P< 0.05;

Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion de la germinacion conidios de Curvularia lunata
SY17 por Bacillus licheniformis M2-7. *** Indican diferencias estadisticas significativas
(P<0.05, t de Student). Las barras de error indican Desviacion Estandar (DE) de tres

experimentos independientes (n=3).
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Bacillus licheniformis M2-7 reduce el crecimiento de Curvularia lunata SY17 en hojas
de maiz.

Para evaluar la capacidad de biocontrol de la cepa bacteriana, se realizaron pruebas de
antagonismo en hojas de maiz en etapa V4/V5 infectadas con Curvularia lunata SY17. En
las plantas de maiz, las hojas tratadas con las dos concentraciones (T2: 1 x 10%y T3: 1 x 10°
UFC) mostraron una reduccion del area con sintomas en comparacion con las plantas no
tratadas (T4) después de 15 dias de la inoculacién (Figura 5). Sin embargo, no se encontraron

diferencias significativas de éstas con respecto al funguicida quimico (T1) (P<0.05).
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Figura 5. Efecto in vivo de la presencia de Bacillus licheniformis M2-7 contra
Curvularia lunata SY17 en hojas de maiz. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas (P<0.05, Tukey). Las barras de error indican Desviacion Estandar

(DE) de tres experimentos independientes (n=6).

DISCUSION Y CONCLUSION

Con nuestro trabajo se confirmd la fitopatogenicidad de Curvularia lunata SY17 observando
una incidencia de la enfermedad Mancha foliar del 99.33%, mientras que en el tratamiento
control fue del 0%. Observamos los sintomas reportados por Garcia-Aroca et al. (2018),
quienes al realizar pruebas de patogenicidad en maiz en etapa vegetativa V4/V5, los
describen como lesiones redondas a ovaladas, de color marron claro de 2.0 mm de didmetro,
margenes de color marron rojizo, a menudo con halos cloroticos en la parte media y superior
del dosel del maiz (hibrido DKC 66-19). Ademas, Jiménez et al. (2022) describen los
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sintomas foliares como lesiones pequefias, circulares y de color marron claro a tostado (de
0.5 a 3 mm de didmetro) con bordes de color marrdn rojizo en plantas de maiz hibrido
(Progenie 9114VT2P). Sin embargo, ambos trabajos no reportan el porcentaje de incidencia
de esta patologia. El uso del parametro incidencia es particularmente atil para entender la
velocidad y patron de avance de la enfermedad en maiz. La mancha foliar se ha registrado en
areas célidas y himedas donde ocasiona dafos significativos. Recientemente se ha reportado
en Louisina (Garcia-Aroca et al., 2018), Kentucky (Anderson et al., 2019), Deleware
(Henrickson y Koehler, 2021) y Mississippi (Jimenez et al., 2022). En México, Rios-Herrera
et al. (2017) identificaron molecularmente a C. lunata asociada a la mancha de asfalto en
maiz, en los estados de Guerrero y Chiapas.

Bacillus licheniformis M2-7 fue capaz de inhibir el crecimiento y desarrollo micelial y la
germinacion de conidios de C. lunata SY17 en condiciones in vitro. Varias especies del
género Bacillus son conocidas como productoras de una amplia gama de compuestos
antagonicos de diferentes estructuras, dedicando entre el 5y el 8% del genoma total a la
biosintesis de metabolitos secundarios (Fira et al., 2018). Dentro de las moléculas bioactivas
mas importantes se encuentran los lipopéptidos, compuestos poliquétidos, bacteriocidas y
sideroforos (Ructert et al., 2011; Zhao et al., 2017). Nuestros resultados obtenidos coinciden
con los reportados por Jeong et al. (2017) quienes evidenciaron que B. licheniformis MH48
transform6 la morfologia conidial e inhibié la germinacion conidial de Colletotrichum
gloeosporioides y degrado el micelio de Rhizoctonia solani a una concentracion de 50 y 200
ug/ml de acido benzonico, respectivamente. Mientras que Nawaz et al. (2018) demostraron
que Bacillus licheniformis OE-04 distorsiona las hifas y ocasiona la formacion de vesiculas
grandes en el hongo fitopatdégeno Colletotrichum gossypii a las 48 h de incubacién. El efecto
antifangico se atribuy6 al mecanismo de accién de los biosurfactantes de la cepa bacteriana.
En otra investigacion previa, Che et al. (2020) encontraron cambios morfol6gicos notables
en las hifas de Fusarium oxysporum f. sp. fragariae en presencia de Bacillus licheniformis
X-1 y Bacillus methylotrophicus Z-1. La cepa X-1 se adhirio a las hifas, provocando
arrugamiento y deformidad de las hifas, mientras que la cepa Z-1 provoc6 hinchazoén de las
hifas, extrusion de protoplasma y microporos. Finalmente, Albarran- de la Luz et al. (2022)
demostraron que las cepas M2-7 y LYA12 de Bacillus licheniformis afectaron la apariencia

micelial de los hongos Asperguillus oryzae, Colletotrichum sp. y Asperguillus niger
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provocando hinchazones, malformaciones y escaso crecimiento de las hifas. Este efecto fue
detectado mediante la expresion de dos metacaspasas (casA y casB) que desencadenan el
proceso de muerte celular programada en hongos. Nuestros resultados sugieren el uso de la
bacteria B. licheniformis M2-7 en formulaciones agricolas en cultivos prioritarios como el
maiz.

Se demostro que Bacillus licheniformis M2-7 es capaz de inhibir el crecimiento micelial de
Curvularia lunata SY17 en hojas de maiz. Las dos concentraciones de la cepa (1 x 10%y 1 x
10° UFC) resultaron efectivas para la proteccion de las plantas en comparacion al tratamiento
control. El efecto antifingico de la bacteria podria deberse a la competencia nutricional y a
la produccion de algunas moléculas difusibles que pueden evitar o reducir el crecimiento del
patdgeno (Brader et al., 2014). Bacillus licheniformis M2-7 ha sido reportado como productor
de metabolitos secundarios como: amilasas, proteasas, esterasas, biosurfactantes y
compuestos organicos volatiles, los cuales pueden actuar como agentes de biocontrol
(Bolarios et al., 2021). Nuestros resultados coinciden con el trabajo realizado por Nigris et
al. (2018) quienes demostraron que Bacillus licheniformis GL174 fue capaz de inhibir el
crecimiento de patogenos fungicos (Phaeoacremonium aleophilum, Botryosphaeria spp.,
Botrytis cinérea, Phytophthora infestans y Sclerotinia sclerotiorum) y reducir la gravedad de
la infeccion in vitro e in vivo en Vitis vinifera Glera. Los resultados obtenidos demuestran
que Bacillus licheniformis M2-7 podria actuar en plantas de maiz como agente de biocontrol,
dada su capacidad de inhibir el crecimiento y desarrollo de Curvularia lunata SY17 y mermar

la gravedad de la infeccion in vivo.
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RESUMEN

Curvularia lunata (Wakker) Boedijn es el principal agente causal de la mancha foliar del
maiz en alrededor del mundo. El control de esta enfermedad se basa en el uso de fungicidas
quimicos. Por lo tanto, el uso de agentes de control biol6gico como Bacillus licheniformis
M2-7 es una medida sustentable para esta enfermedad en maiz. Sin embargo, existe
informacidn limitada sobre los mecanismos moleculares que se desencadenan en las bacterias
antagonistas frente a hongos fitopatdgenos. El objetivo de este trabajo fue elucidar los
mecanismos moleculares antifungicos de la cepa M2-7 contra C. lunata SY17 utilizando
analisis del transcriptoma. La cepa M2-7 provoco al hongo fitopatogeno hinchamiento,

deformidad, ruptura de las hifas y reduccion de la germinacion de conidios desde el segundo
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dia de interaccion. En este tiempo se realizé el andlisis del transcriptoma de la bacteria de
manera individual y en co-cultivo con el hongo fitopatdgeno, revelando que 35 genes fueron
sobreregulados y 2 genes fueron infraexpresados. Los genes sobreregulados son genes
asociados a la esporulacion de la bacteria. Los genes coxA, liaL y sspB se validaron por PCR
cuantitativa en tiempo real, logrando expresiones de 45.11, 61.75 y 1.24 veces
respectivamente en condiciones de interaccion. Este estudio nos proporciona evidencia que
la cepa M2-7 estaria ejerciendo un efecto antagonico frente a C. lunata SY17 por la accion

de esporas.

Palabras clave: Bacillus licheniformis, mancha foliar, Curvularia lunata, biocontrol,

trancriptoma.

INTRODUCCION

La mancha foliar causada por Curvularia lunata (Wakker) Boedijn es una de las
enfermedades fangicas mas graves que limitan la produccion sostenible del maiz en el
mundo, ya que puede presentarse en cualquier fase de desarrollo de la planta (Akonda et al.,
2015; Zhang et al., 2019; Barupal et al., 2020). También puede infectar la mazorca de maiz,
particularmente cuando hay altos niveles de incidencia en el campo, lo que dificulta su
desarrollo y la formacion de granos al disminuir la capacidad fotosintética (Shi-gang et al.,
2017). Cuando Curvularia infecta la planta de maiz produce la toxina M5HF2C,
almacenandose en los granos de la mazorca, convirtiéndose en un grave riesgo para la salud

de los seres humanos (Shi-gang et al., 2017).

La gestion de esta enfermedad se limita, en gran medida, al uso intensivo de funguicidas
quimicos (propineb al 0.2 %, metil tiofanato, mancozeb e imazalil 800 pp) y al uso de
variedades resistentes (Cristdbal-Alejo et al., 2013). Sin embargo, su uso prolongado y poco
razonable puede producir resistencia de los patdgenos y efectos adversos en la salud humana,
animal y ambiental (Ab Rahman et al., 2018). Por ello, el biocontrol a través de metabolitos
secundarios bacterianos ha recibido una atencion considerable debido a su eficacia y respeto
con el medio ambiente, principalmente edéafico, desde el enfoque de la seguridad alimentaria
(Mnif y Ghribi, 2015).
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Las cepas del género Bacillus se ubican entre los agentes de biocontrol més investigados, es
decir, biofungicidas que suprimen la actividad de patégenos de plantas (Mnif y Ghribi, 2015;
Fira et al., 2018). La inhibicién del crecimiento y desarrollo de patégenos por bacterias del
género Bacillus conlleva la competencia por alimento o nutrientes y espacio, la sintesis de
antibidticos, enzimas liticas (p.ej. proteasas, glucanasas, etc.), sideroforos y la induccion de
resistencia sistémica en las plantas (Beneduzi et al., 2012; Miljakovic et al., 2020). En los
ultimos afios se han descubierto numerosos metabolitos secundarios con capacidad
antifangica en especies del género Bacillus, en las que se encuentra Bacillus licheniformis
(Firaetal., 2018; Won et al., 2021). Varios estudios reportan que Bacillus licheniformis tiene
efectos de biocontrol sobre enfermedades de las plantas ocasionadas por hongos, oomicetos,
bacterias, virus y neméatodos (Bhai et al., 2019; Abdelkhalek et al., 2020; Panichikkal et al.,
2021; Upadhyay y Mohan, 2021; Bahena-Oregon et al., 2023). Bacillus licheniformis M2-7
ha sido reportado como productor de metabolitos secundarios como: amilasas, proteasas,
esterasas, biosurfactantes y compuestos organicos volatiles, los cuales pueden actuar como
agentes de biocontrol (Bolafios-Dircio et al., 2021). Se ha evidenciado en ensayos in vitro
que Bacillus licheniformis M2-7 inhibe el crecimiento micelial y la germinacion de conidios
(esporas) de Curvularia lunata SY17 en un 73.75 y 78.66%, respectivamente (Bolafios-
Dircio et al., 2023). En pruebas in vivo, las concentraciones 1 x 10% y 1 x 10° UFC de la cepa
M2-7 redujeron significativamente la gravedad de la enfermedad con respecto al control
(Bolafios-Dircio et al., 2023 En revisidn). Sin embargo, los mecanismos reguladores y de
respuesta ante el antagonismo de hongos fitopatdgenos siguen siendo en gran medida

desconocidos.

Las herramientas de secuenciacion de siguiente generacion (NGS) ofrecen nuevos métodos
para realizar la secuenciacion de genomas completos y para analizar e indagar genes
particulares que intervienen en el control bioldgico, como los casos de las especies del género
Bacillus (Lefort et al., 2014; Dunlap et al., 2015). En este contexto, la secuenciacién masiva
de ARN-seq permite analizar mecanismos moleculares especificos durante una interaccién
determinada (Wilhelm y Landry, 2009), como los genes que intervienen en el sistema de
interaccion de un organismo antagonista con un organismo fitopatdgeno (Zhang et al., 2015).
Por ejemplo, Hao et al. (2019) revelaron que casi mil genes expresados diferencialmente se

relacionaron con el proceso de maduracion de Bacillus valezensis F21 desencadenando RSI
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(Resistencia Sistémica Inducida) en presencia de Fusarium oxysporum f. sp. niveum en
plantas de sandia. Asimismo, hubo un aumento de expresion de factores de transcripcion
(FT), genes de resistencia a enfermedades de la planta y las actividades de algunas enzimas
de defensa, como CAT, PDO y SOD. En otro estudio, Zhang et al. (2022) demostraron a
través de un analisis del transcriptoma que los genes 304 y 55 de Aternaria solani se
expresaron diferencialmente después de tratamientos con fengicinas producidos por Bacillus
subtilis de 2 y 6 h. El metabolismo de la pared celular y la membrana celular fueron los
principales procesos afectados por el estrés de las fengicinas. Zhang et al. (2022) realizaron
un analisis del transcriptoma de Fusarium pseudograminearum en presencia de Bacillus
valezensis YB-185 donde revelaron 5086 genes expresados diferencialmente (GED) en
comparacion con el control. Estos GED incluian genes para la sintesis de glucano, &cidos
grasos, los canales ionicos mecanosensibles, la peroxido dismutasa, la tiorredoxina y las
enzimas que degradan la pared celular de las plantas. Aunque estos estudios han explorado
las interacciones planta-patégeno, son pocos los reportes sobre los mecanismos moleculares
en el proceso de biocontrol. Por ello, en el presente estudio se utiliz6 la metodologia de ARN-
seq para reconocer los genes expresados diferencialmente durante el sistema de interaccion
de Bacillus licheniformis M2-7 y Curvularia lunata SY17 y asi poder llegar a un mejor
entendimiento de su asociacion y desarrollar biofungicidas con sustancias antimicrobianas

como componentes principales.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico y condiciones de cultivo. Se utiliz6 la cepa bacteriana Bacillus
licheniformis M2-7 y el hongo fitopatdgeno Curvularia lunata SY17 pertenecientes a la
coleccién del Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia Ambiental de la
Facultad Académica de Ciencias Quimico Biologicas de la Universidad Auténoma de
Guerrero. La bacteria se cultivd en medio liquido Luria Bertani (LB) con la siguiente
composicion en g/L: 10.0 de peptona de caseina, 5.0 de extracto de lavadura y 10.0 de NaCl,
con pH de 7.3; se incubd a 180 rpm durante 24 horas a 37 °C. Para activar el hongo

fitopatdgeno se utilizo el medio Agar Papa Dextrosa (PDA) con la siguiente composicion en
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g/L: 4.0 de extracto de papa, 20.0 de dextrosa y 15.0 de agar bacterioldgico con un pH final
de 5.5+ 0.2, las placas se incubaron a 30 °C durante 7 dias.

Preparacion del in6culo del patégeno. Se utiliz6 un cultivo fungico fresco de una semana
de crecimiento en PDA a 30 °C, los conidios de C. lunata SY17 se diluyeron en 2 mL de
solucion salina estéril al 0.9% (Constanza, 2012). Se inocul6 500 pL de la resuspension en

el experimento del sistema de interaccion.

Preparacion del inoculo de B. licheniformis M2-7. Se recuperaron las células bacterianas
de un cultivo de 24 h de incubacion a 37 °C de medio LB liquido por centrifugacion a 180
rpm por 8 min, el paquete celular se le realizaron dos lavados con solucién salina estéril al
0.9% y se diluyeron nuevamente en 2 mL de solucién salina al 0.9%. La concentracion inicial

se ajustd a una densidad Optica de 0.05 células/mL (Marquez et al., 2003).

Sistema de interaccion. Para evaluar los cambios morfolégicos de C. lunata SY17 ante la
presencia de B. licheniformis M2-7, se realizé un ensayo de interaccién directa en LB liquido
y su tratamiento testigo (monocultivo del hongo fitopatégeno). Este ensayo se realiz6 por
triplicado. Con el fin de visualizar la interaccion, se tomaron 5 uL de las muestras a los 2, 4,
6 y 8 dias y se colocaron en un portaobjetos. Adicionalmente, cada muestra se tifié con azul

de algoddn y se visualizaron en un microscopio 6éptico (Olympus).

Extraccion de ARN total y analisis RNA-seq. Se tomaron muestras por triplicado de
Bacillus licheniformis M2-7 a partir de cultivos en LB liquido a los dos dias de interaccion.
El grupo control corresponde a B. licheniformis M2-7 (B1_S20, B2_S21 y B3 S22) y el
grupo experimental a B. licheniformis M2-7 en presencia de C. lunata SY17 (BC1_S23,
BC2_S24 y BC3_S25). Las células fueron colectadas y resuspendidas en buffer de lisis (15
mg/mL* de lisozima, 1 mM de EDTA y 30 mM de Tris-HCI), se incubaron a 37°C durante
30 minutos y se homogenizaron con ayuda de un vortex para romper la pared celular.
Después, se realizé la extraccion de ARN con el reactivo TRIzol® (Thermo Fisher Scientific,
Cat. No. 15596-026, Waltham, MA, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. La
secuenciacion de alto rendimiento de ARN se realiz6 en el Servicio de la Unidad
Universitaria de Secuenciacion Masiva (UUSMB), del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional Autonoma de México. EI ARNr se elimind mediante el protocolo

Ribo-Zero RNAr Renova Kit (Bacteria) (lllumina). Las bibliotecas de secuenciacion se
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realizaron utilizando el protocolo TruSeq Stranded (lllumina) y se secuenciaron con la

plataforma Illumina HiSeq, produciendo lecturas de 150-200 pb.

Andlisis bioinformatico. Después de la secuenciacion se obtuvieron los datos en formato
fasta y fastqg. El analisis bioinformético consistio en los siguientes pasos: a) analisis de calidad
de las lecturas, b) ensamblaje y alineamiento y, c) identificacion de genes expresados
diferencialmente. Para ello, se emplearon programas bioinformaticos del sistema operativo
Ubuntu de GNU/Linux.

Analisis de calidad. El andlisis de calidad de las secuencias del transcriptoma se realiz6 con
el programa MultiQC version 1.14 (Chen et al., 2018). Para la limpieza de lecturas se utiliz6
la herramienta fastp, que permite la eliminacion de lecturas de mala calidad y quimeras de
nucleotidos (Anders et al., 2015). Este programa dispuso un puntaje Phred a cada nucle6tido,
los organizo6 y descarté aquellos que tuvieron mala calidad (Phred > 30) (Van-Verk et al.,
2013).

Ensamblaje y alineamiento de los transcritos. Este paso se realiz6 con el programa
FLASH, donde los contings se alinearon con el genoma de referencia de B. licheniformis a
partir del Genes&Genome Portal ejecutando el programa Bowtie2. Este programa
bioinformatico facilito analizar la expresidn y el descubrimiento de nuevos genes mediante

secuenciacion de alto rendimiento de ARN-Seq (Chu y Corey, 2012).

Analisis de la expresion diferencial de genes. Finalmente, se realizo la anotacion; es decir,
la identificacion de las principales caracteristicas de las lecturas. Las bases de datos que se
emplearon fueron: a) BLAST que compar® la secuencia problema con respecto a las
secuencias que se encuentran en la base de datos; y b) UniProtKB que asocio los genes
expresados con rutas metabolicas para sugerir su posible funcion. Los genes expresados
diferencialmente (GED) de B. licheniformis M2-7 frente a C. lunata SY17 se determinaron

mediante el software DESeq2.
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RESULTADOS

Bacillus licheniformis M2-7 afecta la estructura de Curvularia lunata SY17.

El cultivo dual de Bacillus licheniformis M2-7 y Curvularia lunata SY17, asi como el
monocultivo del hongo se visualizaron en un microscopio éptico con la finalidad de apreciar
su interaccionalos 2, 4, 6 y 8 dias (Figura 1). El crecimiento de la cepa SY17 en monocultivo
fue normal (Figura 1a); mientras que en presencia de Bacillus licheniformis M2-7 se observé
hinchamiento, deformacion de hifas, ruptura de hifas y deformidad de conidios en el
transcurso del tiempo de interaccion (Figura 1b). Estos resultados nos permitieron detectar
el tiempo en que la bacteria estaria activando sus mecanismos de antagonismo y es el tiempo

en el que se analizd la respuesta transcriptomica.

2 dias 4 dias
Monocultivo [ P
(Hongo) 1=
Interaccion i\
(Hongo + Bacteria) b) / ) }\”‘
( ¢/
il

Figura 1. Interaccion directa de Bacillus licheniformis M2-7 y Curvularia lunata SY17.
a) Monocultivo de C. lunata SY17 donde se aprecia crecimiento normal en medio LB
liquido durante los dias de observacion. b) Interaccion directa de C. lunata SY17 y B.

licheniformis M2-7 en medio LB liquido. Fotografias tomadas con el objetivo de 40X de un

microscopio optico Olympus. Las flechas indican hinchamiento, deformidad, ruptura de

hifa, deformidad de conidios y reduccion de esporas.

Perfil transcriptomico de Bacillus licheniformis M2-7 interaccionando con Curvularia
lunata SY17.
Se realiz6 un analisis comparativo del transcriptoma de las de las células de la cepa bacteriana

en presencia y ausencia del hongo fitopatdgeno. Se determind la calidad de las secuencias de

28



los transcritos, y se observo que alcanzaron valores de Q30 (94.31-95.14%), indicando que

las lecturas son perfectas, con pocos errores y ambiguedades (Tabla 1).

Tabla 1. Calidad de los datos de secuenciacion en el programa fastp.

Muestra Lecturas brutas Lecturas limpias Bases limpias Q30 (%0) * Contenido de GC (%)

B1_S20 15196322 14556890 1104043 94.88 50.89
B2_S21 11776932 11287602 856841455 94.31 50.14
B3_S22 20242822 19227448 1458811 95.14 51.78
BC1_S23 14366210 13711022 1040516 94.99 51.12
BC2_S24 14517662 13877424 1053282 95.13 50.50
BC3_S25 16828802 16141106 1224084 94.84 51.36

*[ndice de Phred.

La interaccién de B. licheniformis M2-7 con C. lunata SY17 dié como resultado 35 GED.
De estos genes, 32 estaban significativamente regulados positivamente, mientras que 2 genes
estaban significativamente regulados negativamente (Figura 2).

* unselected rows

® match contrast filters
= 2-fold down
= = 2-fold up
..... q<0.1

-oglo(q value)

-2 -1 0 1 2 3 4 5

(higher in condition) log2(fold change) (higher in control)

Figura 2. Gréfico de volcan del patron de expresién génica en B. licheniformis M2-7
en interaccion con C. lunata SY17. Los puntos de izquierda a derecha representan genes
regulados negativamente, genes sin diferencia en la expresion y genes regulados
positivamente, respectivamente. Un gen se consideré diferencialmente expresado si tenia

un Log?2 fold change >1 y un FDR de 0.95 con valores de p ajustados < 0.05.
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Los genes regulados positivamente se asociaron a la pared de esporas y la germinacion de

esporas (Tabla 2).

Tabla 2. Genes de Bacillus licheniformis M2-7 con una expresion diferencial significativa

durante la interaccion directa con Curvularia lunata SY17.

Identificador Gen Proteina Valor de fold
change

gene-GI1188_00310  sspF SspF 3.971881
gene-G1188_04415 1.47542
gene-Gl1188_04775  yfhD YfhD 1.718719
gene-Gl1188_04805  ypzG YpzG 2.17782
gene-GI1188_04810  sspK Proteina de espora soluble en &cido 1.821864
gene-GI188_04860  sspE Proteina de espora soluble en &cido 4.827544
gene-Gl1188_05280  yhcV YvcV 1.736119
gene-GI188_05610  sspB Proteina B de esporas soluble en &cido 2.597892
gene-G1188_05650 BLi01058 1.038175
gene-G1188_05865 BL05233 Proteina de la cubierta de la espora 3.072062
gene-G1188_06400  yizC YizC 1.492087
gene-G1188_06755  cotY Proteina Y de la cubierta de la espora 1.654774
gene-Gl188_06760  cotX Proteina X de la cubierta de la espora 1.38673
gene-GI1188_06765  cotW Proteina W de la cubierta de la espora 1.871895
gene-GI188_06790 spoVIF  Factor de transcripcion especifico de la esporulacion 1.131909
gene-G1188_08195  ykzV Proteina de la membrana 1.213372
gene-G1188 08845  yloV Proteina glicerona cinasa 1.023919
gene-GI1188_11030 BL01387 Proteina de la cubierta de la espora 1.337367
gene-GI188_11205  gerT Proteina de la germinacion de espora 1.864305
gene-Gl1188_14165 BL03704 1.996915
gene-G1188_15085 yrzl Yrzl 1.28765
gene-Gl1188_15185  yrzQ YrzQ 1.292

gene-GI188_15190 yrzR YrzR 2.84173
gene-Gl1I88 15195  yrrD YrrD 2.843856
gene-GI1188_15375  coxA Proteina de la corteza de esporulacién CoxA 3.021831
gene-Gl188_15770  gerE Proteina de la germinacion de espora 1.062575
gene-Gl1188 16320  sspB Proteina de espora soluble en acido 5.379358
gene-G1188_18105 BL05329 Proteina de la cubierta de la espora 1.160169
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gene-G1188_18225 liaS LiaS 1.509065

gene-Gl1188_18230  liaF LiaF 1.575075
gene-G1188_18235 liaG LiaG 2.856541
gene-Gl1188_18240  liaH LiaH 5.069728
gene-G1188_18245 lial Lial 5.091014
gene-GI1188_18485  mntA Proteina de sistema de transporte de manganeso 1.657492
gene-G1188_20050 ssb 1.30106

DISCUSION Y CONCLUSION

Previamente se demostré que Bacillus licheniformis M2-7 inhibe el crecimiento de
Curvularia lunata SY17 (Bolafios-Dircio et al., 2023), lo que demuestra el potencial de esta
cepa como candidata a control bioldgico. Nuestros resultados mostraron que B. licheniformis
M2-7 provoco severos dafios morfologicos en hifas, conidios y esporas de C. lunata SY17
(Fig. 1). El efecto antifungico de las especies de Bacillus suele estar asociado a la secrecion
de metabolitos que provocan dafios a la membrana plasmatica y a la pared celular de varios
hongos fitopatdgenos (Blake et al., 2021; Soni y Kaheria, 2021; Zhang et al., 2023). En un
estudio previo detectamos que Bacillus licheniformis M2-7 tiene la capacidad de producir
enzimas liticas, siderdforos, biosurfactantes y compuestos organicos volatiles (COVs), por
lo que podemos inferir que la capacidad antiflngica de esta cepa se debe a alguno de estos

compuestos (Bolafios-Dircio et al., 2021).

Las especies del género Bacillus tienen la capacidad de esporular en ambientes de poca
disponibilidad de nutrientes (Galperin, 2013; Toukabri et al., 2023). Sin embargo, la espora
estd equipada para monitorear su entorno y reanuda rapidamente su crecimiento vegetativo
cuando se expone a nutrientes en el proceso conocido como germinacion (Galperin et al.,
2022). Durante la interaccion entre Bacillus licheniformis M2-7 y Curvularia lunata SY17
se determinaron genes expresados diferencialmente (GED) relacionados con la pared y la
germinacion de esporas de la bacteria (Tabla 2). Tres genes que estaban regulados
positivamente durante la interaccion codifican para las proteinas CotY, CotX y CotW,
proteinas de la cubierta de la corteza de las esporas relacionadas con las etapas IV y V de la
esporulacién siendo las Gltimas proteinas morfol6gicamente expresadas (McKenney et al.,

2010; Tu et al., 2021). Otros genes diferencialmente expresados son los genes sspF, sspK,
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SSpE y sspB que codifican para proteinas de esporas pequefias y solubles en acido. Estas
proteinas se encuentran exclusivamente en el nicleo de las esporas, donde saturan el ADN
de las esporas. La unién de las proteinas altera drasticamente la estructura y las propiedades
del ADN, y estas proteinas son factores importantes en la resistencia de las esporas al calor
y muchas sustancias quimicas (Tu et al., 2021). También el gen gerT se observd
diferencialmente expresado durante la interaccion, éste participa en la germinacion de
esporas de cepas como B. subtilis. Liang et al. (2023) reportaron que la asociacion de Bacillus
velezensis E68 con Fusarium graminearum DAOMC 180378, provoco la sobre expresion de
genes relacionados con las etapas Il, Ill, IV y V de la esporulaciéon. Los genes regulados
codifican para proteinas de la membrana, factores sigma, proteinas reguladoras, proteinas
relacionadas con el engullimiento de la membrana y proteinas del cortex de la espora,
concluyendo que la presencia del hongo fitopatdgeno promueve el proceso de esporulacion

de B. velezensis simplemente en respuesta a un estrés.

Las esporas de algunas especies del género Bacillus son eficientes en el control de plagas de
insectos (Alvarez-Lagazzi et al., 2021; Dubovskiy et al., 2021). Sin embargo, existen pocos
reportes sobre la relacion del proceso de esporulacion y las esporas de las especies del género
Bacillus y su efecto antagdnico contra hongos fitopatdgenos. Savluchinske et al. (2004)
reportaron que la esporulacion de Bacillus subtilis estaba relacionada con la produccién de
metabolitos activos. Estos metabolitos mostraron efectos antifingicos en diferentes grupos
taxondmicos contaminantes de la superficie de la madera (Cladosporium cucumerium,
Aspergullus niger, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum y Penicillium expansum). Ben et
al. (2012) reportaron que el sobrenadante del cultivo de esporas de Bacillus subtilis L194
mostré una actividad antifungica dos veces mayor que las células vegetativas contra el hongo
fitopatdgeno Phoma medicaginis. In vivo, las esporas de L194 fueron altamente protectoras
contra P. medicaginis al reducir los sintomas de la enfermedad en plantulas de Medicago

truncatula.

Hasta ahora no hay reportes que establezcan los sistemas moleculares y genéticos de la cepa
M2-7 durante la interaccion con Curvularia lunata que esclarezcan los mecanismos de
antagonismo, por lo que el vinculo entre la produccion de compuestos antifingicos y la

esporulacion puede ser objeto de estudios futuros.
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