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RESUMEN

La produccién de uvilla (Physalis peruviana L.) ha impactado en el crecimiento socioecondémico
del sector agricola ecuatoriano; sin embargo, los productores afrontan pérdidas durante la
poscosecha por la accion de fitopatdégenos. Las estrategias de control incluyen el uso de
fungicidas sintéticos, lo que resulta en graves dafios al ambiente. A nivel mundial, se emplean
biocontroladores que son organismos vivos utilizados para reducir la accién de los fitopatégenos.
Por lo expuesto, en este estudio se evalué la capacidad de los compuestos organicos volatiles
(COV’s) producidos por Bacillus spp. frente a los hongos fitopatégenos Botrytis cinerea y
Fusarium oxysporum en frutos de uvilla en postcosecha. Se recolectaron ocho muestras de suelo
de campos de las provincias de Pichincha y Santo Domingo de los Tséachilas. Se aislaron colonias
con caracteristicas similares a bacterias del género Bacillus. Estas se identificaron,
molecularmente, mediante PCR y se compararon los resultados de secuenciacion en las bases
de datos del NCBI y EZ Bio Cloud. El efecto de los COV’s sobre los fitopatégenos se evalud in
vitro mediante la técnica de doble placa. Se asilaron cuatro cepas (EDB-09, EDB-08 y EDB-10)

identificadas como Bacillus sp., excepto EDBS-02 que se identificé como Bacillus siamensis. En



cuanto al efecto de los COV’S, se registré un porcentaje de inhibicién del crecimiento (PGI) medio
y alto en los fitopatégenos B. cinerea y F. oxysporum. En conclusién, los COV’s producidos por
las cepas evaluadas in vitro constituyen un mecanismo de inhibicién para detener el desarrollo
de los patégenos de la uvilla.

ABSTRACT

The production of uvilla (Physalis peruviana L.) has had an impact on the socio-economic growth
of the Ecuadorian agricultural sector; however, producers face losses during the post-harvest
period due to the action of phytopathogens. Control strategies include the use of synthetic
fungicides, resulting in serious environmental damage. Globally, biocontrollers are used, which
are living organisms employed to reduce the action of phytopathogens. Therefore, this study
evaluated the capacity of volatile organic compounds (VOCSs) produced by Bacillus spp. against
the phytopathogenic fungi Botrytis cinerea and Fusarium oxysporum in post-harvest uvilla fruits.
Eight soil samples were collected from fields in the provinces of Pichincha and Santo Domingo
de los Tséchilas. Colonies with characteristics similar to Bacillus bacteria were isolated,
molecularly identified using PCR, and their sequencing results were compared in the NCBI and
EZ Bio Cloud databases. The effect of VOCs on phytopathogens was evaluated in vitro using the
double plate technique. Four strains (EDB-09, EDB-08, and EDB-10) were isolated and identified
as Bacillus sp., except for EDBS-02, identified as Bacillus siamensis. Regarding the effect of
VOCs, a moderate to high percentage of growth inhibition (PGI) was recorded in the
phytopathogens B. cinerea and F. oxysporum. In conclusion, the VOCs produced by the strains
evaluated in vitro constitute an inhibitory mechanism to halt the development of uvilla pathogens.
Palabras clave

Compuestos orgénicos volétiles, Physalis peruviana, Bacillus spp, Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum.
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1. Introduccién
En el Ecuador, la vida util de la fruta de la uvilla (Physalis peruviana L.) se ve reducida en

postcosecha, debido, al transporte inadecuado de los frutos, la falta de ventilacion y en especial,



el exceso de humedad, lo que provoca un ambiente éptimo para el crecimiento de fitopatdgenos
(Garcia, Valdez y Vazquez, 2022). Los microorganismos que causan mas dafio a las uvillas son
las bacterias y hongos, luego los virus y nematodos (Leon y Barriga, 2020). Entre los agentes
patégenos fungicos con mayor importancia esta Fusarium oxysporum, que causa marchitamiento
vascular, bandas, pudricién a la fruta y manchas tipo perdigones al capuchén, lo que conlleva
pérdidas en la produccién que alcanzan del 10% al 50% o incluso porcentajes mayores (United
States Department of Agriculture, 2019). El hongo Botrytis cinerea produce el moho gris de la
uvilla, dafia al tejido vegetal tanto del fruto como de la envoltura, con un porcentaje de pérdida
del 20% (Silva, 2020).

Los pesticidas sintéticos son una herramienta indispensable para la conservacion de la fruta
(Davila et al., 2021). Los fungicidas més utilizados contienen principios activos como Clorotalonil,
Mancozeb, Carbendazin y Oxicloruro de cobre. Sin embargo, estos compuestos pueden causar
dafios mecanicos y alteraciones fisiolégicas en la fruta por lo que reduce su calidad (Agencia
Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro, 2020). Ademas, el uso indiscriminado de
los compuestos quimicos causa intoxicacion y hasta la muerte en animales y humanos (Anchia
et al., 2021). Por ejemplo, el 83% de la poblacién evaluada en labores agricolas son intoxicadas
y pueden desarrollar respuestas cancerigenas en pulmén y estdémago. Esto, debido en su
mayoria por el uso inadecuado de agroquimicos y la falta de equipos de proteccién personal
(Ordofiez et al., 2019). Asi mismo, la contaminacioén agricola es muy evidente en el ecosistema,
se estima que el ambiente es rociado cada afio a nivel global con 4,6 millones de toneladas de
quimicos y que el 24% del suelo irrigado en el mundo esta afectado por la salinizacion.
Adicionalmente, el contaminante quimico mas comun en los acuiferos subterraneos son los
nitratos procedentes de la actividad agricola (FAO, 2021).

Para abordar estos desafios, se han implementado alternativas de control biol6gico que resultan
amigables con el medio ambiente. A nivel mundial, se desarrollan agentes de control biolégico
(ACB), que son organismos vivos como hongos, bacterias, virus e insectos que reducen la
poblacién de patégenos que afectan a los cultivos (Zelaya et al., 2022). Estos microorganismos
deben cumplir con ciertas caracteristicas, como crecimiento rapido, capacidad de reproduccion
y supervivencia, adaptabilidad a la planta tratada y efectividad en el ambiente (Vazquez, 2019).

Existen varios mecanismos eficaces de control bioldégico para prevenir el deterioro de las frutas



después de la cosecha. Estos incluyen la competencia por nutrientes y espacio, la produccion
de sustancias antimicrobianas (como los antibiéticos), el parasitismo, la induccion de resistencia
en los tejidos del huésped vy, lo que es de particular interés en este estudio, la generacion de
compuestos volatiles con propiedades antifingicas (Organizacién de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura, 2021).

Los compuestos volatiles organicos (COV’s) son moléculas lipofilicas de bajo peso molecular
que contienen carbono y pueden derivarse de diversas rutas metabdlicas (Rojas et al., 2022).
Las bacterias producen este tipo de metabolitos secundarios y son liberados por algunas
especies del género Bacillus como resultado de la oxidaciéon de la glucosa, y actian como
intermediarios en sus procesos metabdlicos, tanto primarios como secundarios (Suescun et al.,
2020). Los compuestos volatiles incluyen moléculas aromaticas, sulfuradas y nitrogenadas, asi
como hidrocarburos, cetonas, alcoholes, aldehidos, ésteres y éteres (Kai, 2020). Por ejemplo, la
produccion de &cido 3-hidroxi-2-butanona, 2,3-butanodiol y acido férmico que, al dispersarse en
el aire, inhiben el crecimiento de los organismos que causan dafios a los cultivos después de la
cosecha (Garcia, Valdez y Vazquez, 2022). Por ello, este género bacteriano se considera un
excelente biocontrolador, se lo encuentra, normalmente, en el suelo y en los campos agricolas,
y es una alternativa eficaz a los fungicidas quimicos (Martinez, 2023).

En este contexto, este estudio evalué la inhibicién del crecimiento de B. cinerea y de F.
oxysporum a través de los COVs producidos por bacterias del género Bacillus en frutos de uvilla
en poscosecha. Ademds, se realizé la identificacion molecular de las cepas aisladas para

complementar la caracterizacién del agente biocontrolador.

2. Material y métodos:

2.1. Aislamientos bacterianos

Las bacterias se aislaron de suelos agricolas ubicados en las provincias de Pichincha y Santo
Domingo de los Tséachilas (Ecuador). Se realizé un muestreo aleatorio que resultd en la obtencion
de ocho muestras de 0.5 Kg de suelo colocado en fundas herméticas e identificadas con los
datos de origen de muestra, ubicacion, fecha y hora de recoleccién, y fueron transportadas en
refrigeracion hasta el Laboratorio de Fitopatologia y Control Biolégico de la Pontificia Universidad

Catolica del Ecuador (PUCE). Se realizaron diluciones seriadas en agua peptonada al 0.01% a



partir de 10 g de las muestras. Las diluciones 10° y 10® se sometieron a bafio maria a 87 °C
por 30 minutos. Posteriormente, a partir de estas, se inocularon 100 pl en la superficie de cajas
Petri con Agar Nutritivo (AN) y se disemin6 con ayuda de un asa de Digralsky. Las cajas fueron
incubadas por 72 horas a 28 £ 1 °C (Rios y Martinez, 2019; Mau y Vega, 2020). Se reaislaron
colonias que coincidieron con caracteristicas morfoldgicas, tanto macro como microscopicas, de

bacterias del género Bacillus.

2.2.Reactivacion de cepas fangicas

Las cepas de la coleccién del Laboratorio de Fitopatologia y Control Biolégico de la Pontificia
Universidad Catélica del Ecuador (PUCE) se reactivaron, de acuerdo con el protocolo de Phoka
et al. (2020). Se inocularon pedazos de micelio en el centro de placas con Agar Papa Dextrosa
(PDA) por duplicado y se incubaron durante siete dias a 28 + 1 °C. Posteriormente, se
describieron macroscépicamente las colonias y microscépicamente las estructuras fungicas,

mediante tincién de azul de lactofenol (Gonzalez et al., 2023).

2.3. Caracterizacion molecular de cepas bacterianas

La extraccion de DNA de las colonias seleccionadas se realiz6 con el kit Wizard Genomic DNA
Purification de Promega (PROMEGA, 2023). La concentracion y la pureza del ADN se evaluaron
en el espectrofotometro visible 7410 de Jenway (Jiménez et al.,, 2023). Para la PCR, se
emplearon los primers PA forward (AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG) y PH reverse (AAG GAG
GTG ATC CAG CCG CA) para amplificar la regién 16S rRNA, en base al protocolo descrito por
Barghouthi (2021). Se utilizé, el termociclador marca Labnet™ MultiGene™ OptiMax, el cual se
programo con un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos, seguido de 33 ciclos de
30 segundos cada uno para desnaturalizacion a 94°C. El alineamiento a 55 °C durante 30
segundos, extension a 72 °C por 30 segundos y seguido de una extension final de 72 °C por 10
minutos y a 4 °C. Posteriormente, en la electroforesis se utilizo el gel de agarosa de 1,5 % y se
corrié durante 45 minutos a 90 voltios. Las amplicones se enviaron a Macrogen (Corea del Sur)
para su secuenciacion. Los resultados se editaron en el software MEGA 11 para su comparacion

en las bases de datos de genes del GenBank-(NCBI) y EZ Bio Cloud (Li et al., 2023).



2.4. Ensayo de actividad antifungica de compuestos organicos volatiles

El enfrentamiento entre bacteria y hongo se realizé bajo el sistema de placa invertida segun el
protocolo descrito por Dennis y Webster (1971). Para el inéculo bacteriano, se ajusté una
concentracién de 1.5 x 108 UFC/ml bajo espectrofotometria a una longitud de onda de 625 nm.
En cuanto a los hongos fitopatdgenos, se emplearon discos de 5 mm con micelio de siete dias
de desarrollo en PDA (Fiallos, 2017), que se colocaron en el centro de una placa Petri de vidrio
con PDA.En otra placa Petri con AN se colocé 100 pl de la muestra bacteriana y se sembré en
superficie por extension. Las bases de las placas se unieron entre si, de tal forma que, las
bacterias queden por debajo de los hongos. Los extremos se sellaron con doble cinta de

Parafilm® M, para evitar flujo accidental de aire (Figura 1).

Bacteria

Figura 1. Sistema de doble placa o placa invertida.

Los cultivos se mantuvieron a temperatura ambiente durante siete dias. Ademas, se inocularon
placas de PDA con los fitopatdgenos para control. Cabe recalcar que, todos los tratamientos
fueron evaluados por triplicado. Luego del periodo de incubacion, se registré la actividad
antifiingica mediante el calculo del porcentaje de inhibicidn del crecimiento (PGI) en base a la
siguiente féormula desarrollada Skidmore y Dickinson (1976).

PGI = [C1—C2 /C1]x 100 €Y
Donde C1 corresponde al crecimiento radial del patdgeno control y C2 al crecimiento radial del
patégeno en tratamiento.

El grado de inhibicion se evalué segun la metodologia de Herrera et al. (2023). En el que se
describen cuatro criterios a evaluar. Negativo, el porcentaje es menor al 10% o el radio de la
colonia tratamiento es igual a la del control. Bajo, el porcentaje se sitlla entre el 10 al 39% y que

exista una disminucion entre los crecimientos tratamientos. Medio, el porcentaje se encuentra



entre el 40 al 69% y que exista una disminucion entre los crecimientos tratamientos y, finalmente,

Positivo, donde el porcentaje varia entre el 70% y 100%.

2.5. Andlisis estadistico

Los datos de PGl de la inhibicion in vitro del ensayo antifungico de los COV’s producidos por el
género Bacillus frente a B. cinerea y F. oxysporum fueron utilizados para realizar el analisis de
la varianza (ANOVA). Se realizé la prueba de Levene y Kolmogorov -Smirnov para comprobar
los supuestos de homogeneidad y heterogeneidad, respectivamente. Ademas, se empled la
prueba post hoc de Tukey con un nivel de significancia de 95%. Todos los andlisis se realizaron

en el software IBM SPSS 29.

3. Resultados y discusion

3.1. Identificacion de las cepas fungicas y bacterianas.

La caracterizacion morfolégica de los aislamientos correspondientes a las provincias de
Pichincha y Santo Domingo presentaron resultados compatibles con bacterias del género
Bacillus. Estas se destacaron por la presencia de colonias de 2 a 4 mm de diametro con bordes
irregulares, con una apariencia seca y aspecto liso. Microscopicamente, se identificaron bacilos
Gram positivos con bordes redondeados en cadenas, con la presencia de esporas esféricas
centrales, terminales o subterminal, caracteristicas que coinciden con los reportado por Sosa et
al. (2021), que identificé aislamientos de cepas de Bacillus spp. en suelo agricola para la
utilizacion de biocontroladores frente a Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii. Ademas, nos
menciona que este género esta distribuido ampliamente en ambientes naturales. En total, se
identificaron cuatro posibles cepas que se codificaron como EDBS-02, EDB-09, EDB-08 y EDB-
10. Por otra parte, en cuanto a la reactivacion de las cepas flngicas se identificaron colonias de
B. cinerea y F. oxysporum. En el primer caso, se reportaron colonias color marrén a gris con
presencia de esclerocios, mientras que, microscopicamente, se observaron hifas ramificadas
septadas y con conidios de forma ovoidea, en arreglo botrioso en el extremo terminal (Figura 2)
(Calvo et al., 2019). En cuanto a F. oxysporum, se destacé el desarrollo de colonias color rosado-

morado, con aspecto algodonoso. Microscopicamente se describieron hifas septadas y



produccion de macroconidios largos, delgados y de forma cilindrica (Figura 2) (Retana et al.,

2020).

Figura 2. Caracteristicas macroscoépicas y microscopicas de las cepas evaluadas. A) Bacillus
spp. B) B. cinerea y C) F. oxysporum.

3.2. Identificacion molecular de Bacillus spp.

El ADN extraido de las cuatro cepas obtuvo concentraciones relativas entre 10 a 50 pg/ml. En
cuanto a la PCR, se registré6 un amplicon de 1500 pb. Esto es resultado, de una amplificacion
exitosa del segmento de la regién 16S rRNA. Esto coincide con lo descrito por Smith y Jones
(2021) donde describen que, la utilizacion de la region sirve para la identificacion de las bacterias
del género Bacillus, debido a que tiene regiones altamente conservadas y permite realizar
comparaciones con diferentes cepas para poder determinar las relaciones filogenéticas entre
ellas. En cuanto a los resultados de secuenciacion, se obtuvo que las cepas EDB-09, EDB-08 y
EDB-10 coincidieron como Bacillus spp., excepto EDBS-02 que se identific6 como B. siamensis.
Esto resultd, luego de comparar en las bases de datos del GenBank-(NCBI) y el EZ Bio Cloud
(Tabla 1). El reporte de Saldivia (2021) menciona que, en el suelo la mayor cantidad de bacterias
que se presentan son de este género, debido a que es conocida por su adaptabilidad a
condiciones extremas de estrés por cambios de temperaturas, diferentes rangos de pH y
resistencia al choque térmico y osmotico. Asimismo, segun la investigacion de Liu et al. (2022)
sefiala que, para lograr una identificacion a nivel de especie, se recomienda amplificar los genes
gyrA posicion 43-1070 y gen rpoB posicién 6-585, debido a que estos son genes tiene una alta

variabilidad y permite agrupar con mayor resolucion filogenética que el 16S rRNA.



Tabla 1. Codificacion de las bacterias identificadas y accesos de la base de datos de GenBank-
(NCBI) y de EZ Bio Cloud

Coédigo Especieidentificada % cobertura No. GenBank No. EZ Bio
EDB-02 Bacillus siamensis 100% KY622839.1 X\I]?/UF%1000043
EDB-08 Bacillus sp. 100% MN176475.1 AE016877
EDB-09 Bacillus sp. 100% PP064926.1 AY603658
EDB-10 Bacillus sp. 100% OR392983.1 LSAZ01000028

3.3.Ensayo de actividad antifiUngica de compuestos organicos volatiles

Las cepas EDBS-02, EDB-08, EDB-09 y EDB-10 fueron ensayadas contra los patégenos de la
uvilla B. cinerea y F. oxysporum, en cuanto a produccién de COV’s (Figura 3). Se registré un PGI
del 100% ante B. cinerea por parte de las cepas EDB-09 y EDB-10, seguido de EDB-02 con un
92,59% y EDB-08 con 61,43%. Por otro lado, en el ensayo que utilizé la cepa de F. oxysporum,
EDB-10 fue la que demostré mayor inhibicién con un PGI del 67,33%, mientras que EDB-02

registré un 54,43%, seguido de EDB-09 y EDB-08 con 49,90% y 47,87%, respectivamente.

Figura 3. Evaluacién de compuestos volatiles a los siete dias. A: Tratamientos contra B.
cinerea, B: Tratamientos contra F. oxysporum. Platos Control (fitopatégenos) y Tratamientos:
T1(EDBS-02), T2(EDB-08), T3(EDB-09) y T4(EDB-10).

En cuanto a la escala propuesta por Herrera et al. (2023), en el caso de B. cinerea las cepas
EDB-02, EDB-09 y EDB-10, entran en el criterio de evaluacion Positiva y la cepa EDB-08 entra
en el criterio de evaluacion Media. Por otro lado, para F. oxysporum, todas las cepas se

identificaron dentro de la categoria Media. En comparacién a un estudio de Colombia donde se

evalué el mismo controlador, obtuvieron similares porcentajes, ninguno tuvo Negativo o Bajo
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(Corrales, 2020). Por lo tanto, se puede afirmar que el porcentaje obtenido de los tratamientos
tuvieron un alto indice de inhibicidn contra los fitopatdgenos. Asi mismo, los principales COV’s
gue participan en su mayoria son de 3-metil, 1-butanol, 3-hidroxi, 2-butanona, 2,3-butanediol,
acido 2-metil propanoico, acido nonanoico. Estos compuestos fueron identificados segun
Martinez (2023) utilizando la técnica de microextraccion en fase sélida y cromatografia de gases
acoplada a masas (SPME-GC-MS). Por ende, el mecanismo de accién a los fitopatdgenos causa
una inhibicién a la germinacion de esporas e hifas, por lo que altera su morfologia y membrana
haciendo que afecte a la fuerza protdbn motriz, y transporte de electrones de la mitocondria,
impidiendo su expansién y colonizacion (Gomez, 2023). En lo que respecta a, los andlisis
estadisticos, no se realiz6 un ANOVA para los datos del ensayo que involucré la cepa de B.
cinerea, debido a que, no se cumplieron con los supuestos (p<0.05). Por lo contrario, los datos
del enfrentamiento con F. oxysporum, si fueron analizados y se registraron diferencias
significativas entre los tratamientos, y se los verifica por los dos subgrupos homogéneos (Tabla
2).

Tabla 2. Promedios de los subconjuntos homogéneos de la prueba de Tukey.

Tratamientos Subconjunto 1 Subconjunto 2

EDB-08 2,67778

EDB-09 2,69742

EDB-02 2,7349% 2,7349%
EDB-10 2,8268°
Sig. ,399 ,106

Estos permiten afirmar que todas las cepas ensayadas, cuentan con alto potencial como
productores de COV'’s y, por ende, controladores biolégicos. A pesar de que, el tratamiento de
F. oxysporum, fue menor en el porcentaje de inhicién que el de B. cinerea, sigue considerandose
un resultado ventajoso al compararlo con los resultados descritos por Villalobos (2020), quien
destaca el antagonismo por COV’s de cepas de Bacillus sobre Fusarium spp. en cafia de azUcar
en México, donde obtuvo un porcentaje de inhibicion de 27,8%. En cuanto a la evaluacion de B.
cinerea, Wang et al. (2023), evalud una cepa de B. siamensis frente aislados de B. cinerea de

ardndanos en China expuestos en las mismas condiciones y técnicas. Como resultado, se



reportd un porcentaje de inhibicién del 74,96% al 92,81%, por lo que es claro el potencial de
Bacillus como productor de COV’s. Estos resultados indican el uso potencial de estas bacterias
para reducir las enfermedades de los fitopatégenos in vivo de las frutas en poscosecha. Las
bacterias producen a gran escala metabolitos secundarios, facilitando a la adaptacion de un
entorno con estrés. Entre ellos tenemos a las moléculas de bajo peso molecular que
normalmente se emiten en fase gaseosa, y se puede difundir a temperatura ambiental. Por lo
tanto, limita la capacidad de colonizacién y la descomposicion de los frutos. Por otra parte, la
exposicion de los COV’s al fruto puede exponerse de manera directa o indirecta, dependiendo
del patégeno, Asimismo, los COV’s actuan con un sistema complejo de sefiales multitréficas, que
hasta el dia de hoy no esta bien definido el mecanismo de interaccion (Balaguera, 2021). Por lo
tanto, existe un campo amplio de estudio sobre las ventajas de estos compuestos como
biocontralores de las enfermedades de las frutas en poscosecha. Los COVs pueden aumentar
la resistencia a la pérdida de agua por transpiracion, y aumentar la respuesta de defensa, por la
activacion del mecanismo de fortaleza de la pared celular elevando la produccion de lignina y

calosa, haciendo que sea mas resistente a la penetracion de fitopatégenos.

4. Conclusion

Todas las cepas identificadas pertenecen al género Bacillus, excepto EDBS-02 que se identifico
a nivel de especie como B. siamensis. La evaluacion in vitro de la accion de los compuestos
organicos volatiles de Bacillus frente a los patégenos, mostré que todas las cepas evaluadas
tienen capacidad inhibitoria contra B. cinerea y F. oxysporum. Por lo que, representa una
alternativa para evitar pérdidas en poscosecha de cultivos afectados por dichos agentes. Se
recomienda realizar un estudio que permita caracterizar bioquimicamente los componentes
volatiles y realizar pruebas in vitro en frutos poscosecha para delimitar una estrategia de contralor

biolégico eficaz.
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https://www.scielo.org.mx/scielo.php?pid=S2007-09342022000900069&script=sci_arttext
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?pid=S2007-09342022000900069&script=sci_arttext

Firma de la estudiante
Emily Camila Dominguez Olmedo
Quito, 28 de junio de 2024

Firma del director/a de disertacion
Mtr. Jeniffer Yéanez Altuna
Quito, 28 de junio de 2024

BIMK'Q\AE:I ’Kéglueme por
GARCI A

Firma de la coordinadora de carrera
PhD. Diana Astorga Garcia
Quito, 28 de junio de 2024
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