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Resumen

El uso de agentes de control bioldgico es una alternativa eficaz para el tratamiento de las enfermedades
en plantas, contribuyendo en la disminucién del uso de pesticidas quimicos. Microrganismos del género
Bacillus se han convertido en el centro de interés por su produccién de metabolitos de tipo secundario,
con propiedades antifungicas, supresores efectivos contra diversos fitopatégenos como Fusarium, Pythium,
Phytophthora y Rhizoctonia. El objetivo del presente estudio fue identificar la presencia de metabolitos
secundarios obtenidos por fermentacién en estado liquido a partir de una cepa de Bacillus subtilis, los
cuales fueron analizados mediante cromatografia de alta resolucién (HPLC). Se confirmé su efecto bio-
controlador sobre Fusarium sp por pruebas de excavacion en placa. Se identificé el antibidtico Iturina A,
con una concentracion aproximada de 151.805 mg/l y las pruebas de antagonismo in vitro expresaron un
porcentaje de 70 a 100% de inhibicién de crecimiento sobre Fusarium sp. Se espera a futuro identificar la
presencia de otros metabolitos de tipo secundario, de importancia en fitosanidad, como la produccién de
surfactina y fengicina.

Palabras Clave: B. subrilis, Biocontrol, cromatografia de alta resolucién (HPLC), Iturina A, Fusarium sp.

Determination of secondary metabolites from Bacillus
subtilis with effect biological control on Fusarium sp.

Abstract

The use of microorganisms for biological control of plants diseases in an effective alternative
that reduce pesticides use that affect soil fertility. Bacillus genus has become a point of interest
due the production of secondary metabolites with antifungal properties effective against several
phytopathogenics such as Fusarium, Pythium, Phytophthora and Rhizoctonia. The aim of this
study was to identify the presence of secondary metabolites produced by liquid fermentation from
Bacillus subtilis, analyzed by High-performance liquid chromatography (HPLC), and confirm
its biocontrol effect on Fusarium sp. The antibiotic iturin A was identified, with a concentration
around 151,805 mg/l. In vitro antagonism tests showed 70 to 100% growth inhibition of Fusa-
rium sp. In the near future is expected to identify the existence of other secondary metabolites
with possible significant effect on the plant protection, such as surfactin and fengycin.

Key words: B. subtilis, Biocontrol, Fusarium sp, High-performance liquid chromatography
(HPLC), Iturina A.



Introduccion

El uso excesivo de pesticidas y fertilizantes qui-
micos en la agricultura moderna ha dado lugar al
deterioro en la fertilidad de los suelos y a la apa-
ricién de formas de resistencia de los microrga-
nismos fitopatégenos en todo el mundo (1). Para
hacer frente a estos problemas, productos de ori-
gen microbiano y fertilizantes orgdnicos son una
alternativa limpia en el control fitosanitario.

Un agente de biocontrol es el Bacillus subtilis,
bacteria Gram positiva que produce una gran
cantidad de lipopeptidos, metabolitos primarios
o secundarios, con amplio espectro antibidtico.
Dichos metabolitos son supresores efectivos de al-
gunos patdgenos de plantas incluyendo; especies
de Fusarium, Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia,
Sclerotinia, Septoria, y Verticillium (2-3).

Dentro de los compuestos producidos por Baci-
Uus sp., se incluyen la surfactina, fengicina, itu-
rina A, B, y C, micosubtilinas, y bacilomicinas,
biosurfactantes activos de membrana con potentes
actividades antimicrobianas (4). La surfactina se
identificé por primera vez como un inhibidor de
la formacién del codgulo de fibrina. Pero de igual
forma exhibe funciones antimicrobianas, anti-tu-
morales y anti-virales (5), e inhibe la formacién
de biopeliculas de otras bacterias al interferir con
la unién de las células a las superficies (6). El gen
que codifica la produccién de este polipeptido es el
stfA, que contiene cuatro marcos de lectura abier-
tos (ORFs), srfA-A, stfA-B/, stfA-C, y srfA-Te res-

pectivamente (7).

La familia Iturina comprende la bacilomicina, itu-
rina y micosubtilina los cuales son lipoheptapepti-
dos ciclicos unidos por un residuo -amino acido.
Los miembros de esta familia tienen una fuerte
propiedad antibidtica y una moderada actividad
surfactante (8-10). El grupo de genes de bacilomi-
cina D (bam/bmy), micosubtilina (myc), y ituri-
na A (itu) tiene cuatro ORFs. (11,12), y codifican
enzimas multifuncionales de acidos grasos sintasa,
aminotranferasa y péptidos sintetasa (13-14).
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La fengicina es un antifungico que inhibe hongos
filamentosos pero es inefectivo contra levaduras y
bacterias, contiene cinco subunidades no riboso-
males de péptidos sintetasas (NRPS): FenC (287
kDa), FenD (290 kDa), FenE (286 kDa), FenA
(406 kDa), y FenB (146 kDa) (14). A continuacién
se presentan las estructuras primarias de algunos
de los lipopeptidos producidos por cepas de Baci-
Uus spp.

Surfactina: FA-B-OH-L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Val-
L-Asp-D-Leu-L-Leu

Fengicina: FA-$-OH -L-Glu-D-Orn-D-Tyr-D-
alhr-L-Glu-D-[A6]-L-Pro-L-Gln-L-Tyr-L-Ile
A6 = Ala/Val

Iturina A: FA-B-NH2-L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-
Gln-L-Pro-D-Asn-L-Ser

Iturina C: FA-B-NH2-L-Asp-D-Tyr-D-Asn-L-
Gln-L-Pro-D-Asn-L-Ser

Estos lipopéptidos, metabolitos de tipo secunda-
rio representan una importante herramienta en el
desarrollo de nuevos productos eficaces contra pa-
togenos de plantas de interés mundial, como es el
caso de Fusarium sp causante de la enfermedad co-
nocida como pudricién seca, marchitez, fusariosis
o secadera, la cual ocasiona una muerte prematura
de la planta por marchitamiento, al que también
se asocia la obstruccién de haces vasculares, cloro-
sis foliar leve, posterior defoliacién y pudricién a
nivel radical (15). En Colombia se presentan danos
por Fusarium sp. principalmente en el Valle del
Cauca, Meta y zona bananera del Magdalena (16).

El objetivo de este estudio fue determinar la presen-
cia de metabolitos secundarios a partir de una cepa
de B. subtilis, disefiando un proceso de fermentacién
liquida y recuperacién de los mismos por procesos
fisicos y quimicos, analizados posteriormente por
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y
espectrometria de masas, realizando pruebas de an-
tagonismo 77 vitro contra Fusarium sp.
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Materiales y métodos
Cepa bacteriana. La cepa UCMC TB2 corres-
pondiente a B. subtilis, fue suministrada por la
Coleccion de Microorganismos de la Universidad
Colegio Mayor de Cundinamarca conservada a
-70°C, obtenida originariamente de la rizosfera de
Ornithogalum umbellatum (estrella de Belén). El
microorganismo se recuperé en caldo infusién ce-
rebro corazén (BHI) de Sharlau, se incubé a 37°C
durante 24 horas y posteriormente se realizé un
aislamiento en agar sangre, segin protocolo des-

crito por Corrales L, Sdnchez L (17).

Caracterizacion fenotipica de la cepa UCMC
TB2. Se realizé coloracién de Gram para verifi-
car identidad y se confirmé su comportamiento
bioquimico mediante la prueba de identificacién
bacteriana BBL- CRYSTAL, de acuerdo con las
indicaciones de la casa comercial Becton Dickin-
son and Company.

Preparacion de medios de cultivo. Para el precultivo
del microrganismo se utilizé el medio modificado
de Luria-Bertani (L), que contiene 10g de poly-
peptona, 5g de extracto de levadura y 5g de Nacl
por litro y se ajust6 a pH 7.0. Posteriormente para
el proceso de fermentacién se utilizé el medio mo-
dificado 3s con 30g de polypeptona, 10g de gluco-
sa, 1g de KH2 PO4 y 0.5g de Mg SO4 7 H20 por
litro a pH 6.8.

Fermentacion liquida. Un stock de B. subtilis fue
inoculado en 100 ml de medio LB e incubado du-
rante 18 horas a 37°C y 180 rpm. Posteriormente
1 ml del precultivo fue inoculado en 100 ml del
medio 3s, dejdndolo en agitacién constante duran-

te 24 horas, 37 Cy 150 rpm.

Extraccién de metabolitos. Para la extraccién de los
metabolitos secundarios, fueron adicionados 45
ml de metanol al producto obtenido por fermen-
tacion en Shaker, esta mezcla fue dejada en agi-
tacion constante durante una hora a 150 rpm. El
extracto de metanol obtenido fue centrifugado a
5000 rpm durante 10 min a 4°C, el sobrenadante

se filtré utilizando una membrana de nitrocelulosa
con tamafio de poro 0.45 um. Se recolecté el fil-
trado para utilizarlo posteriormente en el proceso
de identificacién por cromatografia de alta resolu-
cién (HPLC) de acuerdo al protocolo descrito de
S. Mizumoto, M. Hirai (1).

Identificacion de metabolitos secundarios por croma-
tografia en fase reversa. El andlisis cromatografico
se llevé a cabo en un cromatégrafo liquido ultra-
rrdpido Shimadzu Prominence (Maryland, CA,
EUA), acoplado a un detector selectivo de masas
LCMS-2020. Los andlisis se realizaron en una co-
lumna C18 Shim Pack con 75 mm de longitud
y 2.0 mm de didmetro. El volumen de inyeccién
de la muestra fue de 1pl y la fase mévil empleada
correpondié a acetonitrilo con dcido férmico al
0,1% (P/V) y acetato de amonio 5 mM en agua
Milli-Q. Para la identificacién de los metabolitos
se us6 un estdndar externo de Iturina A obtenido
de la casa comercial Sigma Aldrich. El control del
sistema cromatogréfico y la adquisicién y el proce-
samiento de datos se realizé con el software Lab
Solutions versién 3.5.

Determinacion de la actividad biocontroladora de
los metabolitos secundarios contra fusarium sp.

Recuperacion del fitopatogeno Fusarium sp. El Fu-
sarium sp., fue provisto por la Coleccion de Mi-
croorganismos de la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca. E]l hongo fue sembrado en agar
papa dextrosa (PDA) e incubado a 25°C durante
7 dias.

Control bioldgico in vitro. Para realizar las pruebas
de antagonismo iz vitro se utilizé el método de ex-
cavacion en placa segin Mitidieri, 1998 (18), con
algunas modificaciones; en una caja con PDA se
realizaron cinco perforaciones de 5 mm, una en el
centro de la caja y las restantes en las orillas con
disposicién equidistante, se procedi6 a colocar con
micropipeta, 100pl del metabolito activo extraido
y se colocé micelio del hongo fitopatégeno con 7
dias de crecimiento en 4 puntos de la caja ubicados
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a una misma distancia, se incubé a 25°C durante
7 dias. Se realizé el mismo procedimiento para el
control negativo de la prueba con agua destilada
estéril. Finalmente, se determiné el porcentaje de
inhibicién producido por el extracto de metabo-
litos activos de las cepa de B. subrilis utilizando
la siguiente formula: (R1 — R2)/R1 x 100 segiin
Whipps 1987 (19), donde R1 corresponde a la dis-
tancia de crecimiento del hongo en direccién a la
bacteria antagonista y R2 la distancia entre el hon-
go v la bacteria (zona de inhibicién).

Aislamiento y caracterizacion fenotipica del bacilo.
El aislamiento en agar sangre permitié observar
las caracteristicas macroscépicas propias de B. sub-
tilis, colonias mucoides con bordes ondulados y
extendidos en el medio. En la coloracién de Gram
se observaron bacilos Gram positivos con bordes
redondeados y presencia de esporas, figura 1.

Figura 1. Cultivo y coloracién de Gram de B. subtilis.

Los resultados obtenidos por BBL- CRYSTAL indi-
caron un 98.1% de homologia para Bacillus subtilis.

Hdentificacion de metabolitos secundarios. El and-
lisis por cromatografia liquida de alta resolucién
mostré la presencia de Iturina A, un polipéptido
con fuertes propiedades antiftiingicas, el tiempo de
retencién del metabolito encontrado en la muestra
fue alos 2, 31 min presente con una concentracién
aproximada de 151.805 mg/l, figura 2. Los espec-
tros de masas obtenidos para el estindar y para la
muestra mostraron una concordancia correspon-
diente al 98%, dato que confirmo la presencia de
Iturina A en la muestra analizada, figura 3.
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Figura 2. Cromatograma correspondiente al estdndar (A) y la
muestra (B).
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Figura 3. Espectro de masas del estdndar (A) y de la muestra (B).
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Control Bioldgico in vitro. El extracto del metabo-
lito activo de B. subtilis resultd ser eficiente contra
el ataque de Fusarium sp en la prueba in vitro. Los
porcentajes de inhibicién fueron positivos entre el
70 y 100% en las 5 repeticiones realizadas, como
se muestra en la tabla 1 y figura 4.

Tabla 1. Porcentaje de inhibicién de crecimiento del Fusarium
sp., con respecto a las cinco repeticiones de extracto
del metabolito activo de B. subtilis.

% Inhibicién

Repeticiéon . .
de crecimiento

86.66%
80%
93.3%
76.6%
83.3%

N N~

Figura 4. Pruebas de antagonismo 7z vitro. Cada pozo representa
una repeticién, la primera corresponde a la ubicada en la parte su-
perior y el resto se disponen de acuerdo a las manecillas del reloj.

Recientemente agentes de control biolégico para
el tratamiento de las enfermedades en plantas han
recibido una considerable atencién, con el propé-
sito de reducir el uso de quimicos en la agricultura

(20). Bacterias Gram positivas como B. subtilis,
han demostrado ser un excelente agente de tipo
biolégico, son productores de una amplia gama de
péptidos, metabolitos de tipo secundario con acti-
vidad antifingica.

Los biosurfactantes son compuestos biolégicamen-
te activos de superficie producidas por una amplia
variedad de microorganismos. Tienen excelentes
propiedades como la baja toxicidad y alta biode-
gradabilidad, son capaces de disminuir la tensién
superficial y por lo tanto son posibles sustitutos
para agentes tensioactivos. Por lo tanto, son pro-
metedores para su uso en la agricultura, industria
alimentaria, farmacéutica, cosmética, industrias
de produccién de petrdleo, y procesos de biorre-
mediacién. La porcién hidréfoba de estas molé-
culas es de dcidos grasos (saturados, insaturados
o hidroxilados), mientras que la parte hidréfila se
compone generalmente de péptidos, mono-, di-, o
polisacdridos (21). La produccién de lipopéptidos
con capacidad biosurfactante (LPBSs) fue reporta-
da por primera vez a partir de Bacillus subtilis (22).
Desde entonces, varios tipos de LPBSs con activi-
dad superficial significativa y anti-microbiana se
han aislado de cepas de Bacillus. La organizacién
sistemdtica de los péptidos sintetasa no ribosoma-
les (NRPSs) permite la alteracién estructural de li-
popéptidos mediante el cambio de dominios para
crear nuevos lipopéptidos (23).

La mayoria de LPBSs de Bacillus se pueden clasi-
ficar en tres familias: surfactina, fengicina y itu-
rina. Hay varias cepas de Bacillus que tienen la
capacidad de producir las tres familias de LPBSs al
mismo tiempo (24). Ademds de estas tres familias,
otros lipopéptidos han sido identificados en las es-
pecies de Bacillus.

En este estudio se determiné la presencia de Iturina
A, un polipéptido ciclico que contiene 7 residuos
de a-aminoacidos (L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-Gln-L-
Pro-D-Asn-L-Ser-) y un residuo de $-aminoacido.
Su produccién se realizé por fermentacién en esta-
do liquido y se obtuvo durante la fase estacionaria
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de crecimiento. El medio 3s utilizado favorecié el
crecimiento del microrganismo, por su alto con-
tenido de polipeptona como fuente de nitrégeno
y glucosa como fuente de carbono, demostrando
que la biosintesis de antibidticos esta directamente
influenciada por los diferentes factores nutriciona-
les y ambientales (25).

Se ha informado que la produccién de la Iturina y
fengicina es inducida por inanicién y regulada por
los productos de los genes spoOA asociados con la
esporulacién, esta relacién se atribuye a la etapa
del cultivo y el orden de produccién, aunque se
lleven a cabo en diferente fases de crecimiento, al
final de la etapa de esporulacidn, se termina la pro-

duccién de los lipopeptidos (26).

B. subtilis se considera que es un aerobio estricto,
pero varios grupos han demostrado que esta espe-
cie bacteriana es capaz de crecer incluso con un
suministro de oxigeno limitado. Se encontré que
el suministro suficiente de oxigeno disuelto (DO)
desempefia un papel crucial en la eficiente produc-
cién de lipopéptidos (27).

La extraccién y purificacién de la Iturina A se
realizé con metanol por su alto grado de afi-
nidad y por procesos fisicos de centrifugacién
y filtracién, permitiendo obtener un extracto
clarificado libre de particulas y restos celulares,
que garantizaron los buenos resultados en el
proceso de identificacién por HPLC y espectro-
metria de masas.

Las pruebas de antagonismo iz vitro contra Fusa-
rium sp presentaron unos resultados positivos con
un 70 a 100 % de inhibicién de crecimiento, de-
mostrando la gran capacidad de la Iturina A como
un agente de control bidlogo frente a fitopatogenos
de interés mundial. Su importancia se puede con-
ferir a su forma de interactuar con las moléculas de
colesterol, interrumpiendo la membrana citoplas-
mitica del hongo, creando canales transmembra-
nales, que permiten la liberacién de iones vitales
como el K+(28).
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De acuerdo con los resultados del presente estudio,
se puede sugerir el uso de genes de amplificacién
para mejorar la produccién y actividad de la Itu-
rina A y posteriormente realizar la formulacién de
un producto activo que pueda remplazar el uso
de algunos productos quimicos. Aunque el éxito
comercial de los tensioactivos microbianos se en-
cuentra limitado por su alto costo de produccién.
La optimizacién de crecimiento y produccién con
sustratos mds econdmicos, renovables, nuevos y
eficientes métodos de procesamiento, podria hacer
que la produccién de lipopeptidos sea mds rentable
y viable econémicamente. Ademds, cepas micro-
bianas recombinantes, capaces de crecer en una
amplia gama de sustratos, permitirfa producir me-
tabolitos secundarios con alto rendimiento.

Agradecemos a Colciencias y la Universidad Co-
legio Mayor de Cundinamarca por su apoyo a la
formacién de jévenes investigadores y correspon-
diente financiacién del proyecto.
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