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Resumen

Introduccion. La produccién de ajies en Colombia supera las 100.000 toneladas anua-
les, sin embargo, el rendimiento de Capsicum spp., ha disminuido, influido por plagas
y enfermedades causadas por hongos fitopatéogenos, que causan pérdidas superiores al
40%. El control quimico, aunque ampliamente utilizado, conlleva riesgos significativos
tanto para el medio ambiente como para la salud humana, ademas de generar resistencia
en microorganismos. El uso de Bacillus thuringiensis (Bt) se petfila como alternativa
biolégica eficaz, Objetivo. Evaluar la capacidad biocontroladora de Bacillus thuringiensis
aislados de suelos cultivados con plantas de Capsicum sp., en el municipio de San Diego,
Cesar, sobre el hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum. Metodologia. La ejecucion
de este proyecto se desarrollé en tres fases. En la Fase I, se recolectaron y procesaron
muestras de suelo de cultivos de aji para aislar colonias de Bacillus thuringiensis. En la
Fase 11, se caracterizaron los aislados mediante analisis macroscopicos, microscopicos
y bioquimicos, ademas de la identificacion molecular mediante espectrometria de ma-
sas (MALDI-TOF). En la Fase 111, se evalu6 la actividad antagénica de los aislados de
Bacillus thuringiensis sobre Fusarium oxysporum, tealizando la medicién de los halos de
inhibicién del crecimiento. Se aplicaron andlisis estadisticos para evaluar diferencias
significativas entre los aislados. Resultados. Se seleccionaron exitosamente aislados de
Bacillus thuringiensis de muestras de suelo cultivadas con Capsicum sp., utilizando téc-

nicas de aislamiento efectivas de enriquecimiento, superior al uso de acetato de sodio.
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Los aislados mostraron caracteristicas tipicas de (Bt). como bacilos grampositivos con
esporas subterminales y cristales proteicos Cry, confirmados por observaciones con mi-
croscopia electréonica de barrido (SEM). Las pruebas bioquimicas verificaron su capaci-
dad de fermentar glucosa y sacarosa y la produccién de proteasas y amilasas. Las pruebas

de antagonismo revelaron una capacidad variable de inhibir Fusarium oxysporum, desta-
cando los aislados SAN 001 y SAN 004.

Palabras clave: Antagonismo, Aislamiento, Control biolégico, Bacillus thuringiensis,

Fusarium oxysporum.

Abstract

Introduction. The production of chili peppers in Colombia exceeds 100,000 tons per year;
however, the yield of Capsicum spp. has decreased due to the influence of pests and di-
seases caused by phytopathogenic fungi, leading to losses of over 40%. Chemical control,
although widely used, poses significant risks to both the environment and human health,
in addition to generating resistance in microorganisms. The use of Bacillus thuringiensis
(Bt) emerges as an effective biological alternative. Objective. To evaluate the biocontrol
capacity of Bacillus thuringiensis isolated from soils cultivated with Capsicum sp. plants
in the municipality of San Diego, Cesar, against the phytopathogenic fungus Fusarium
oxysporum. Methodology. This project was carried out in three phases. In Phase I, soil
samples from chili crops wete collected and processed to isolate Bacillus thuringiensis co-
lonies. In Phase II, the isolates were characterized through macroscopic, microscopic, and
biochemical analyses, as well as molecular identification using mass spectrometry (MAL-
DI-TOF). In Phase III, the antagonistic activity of Bacillus thuringiensis isolates against
Fusarium oxysporum was evaluated by measuring the inhibition halos of fungal growth.
Statistical analyses were applied to assess significant differences between isolates. Results.
Bacillus thuringiensis isolates were successfully selected from soil samples cultivated with
Capsicum sp., using effective enrichment isolation techniques, which outperformed the use
of sodium acetate. The isolates exhibited typical Bt characteristics, such as Gram-positive
bacilli with subterminal spores and Cry protein crystals, confirmed through scanning elec-
tron microscopy (SEM) observations. Biochemical tests verified their ability to ferment
glucose and sucrose, as well as their production of proteases and amylases. Antagonism
tests revealed a variable capacity to inhibit Fusarium oxysporum, with isolates SAN 001 and
SAN 004 standing out.
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Introduccion

La produccion de ajies y pimientos en Co-
lombia supera las 100.000 toneladas anua-
les, con un crecimiento significativo en el
area cosechada desde 2011 hasta 2021 (1).
Bolivar es el principal productor con un
28,87%, seguido por Magdalena (15,80%)
y Cérdoba (13,94%), mientras que otros de-
partamentos presentan participaciones me-
nores al 4,05% (2). El rendimiento de Cap-
sicum spp., ha disminuido en los ultimos
afnos, pasando de 166,550 en 2017 a 126,584
en 2021 (1). Factores como plagas, enfer-
medades, calidad del suelo y baja adopciéon
de tecnologias afectan la produccion (3).
Entre las principales enfermedades fungi-
cas estan la pudricion por Phytophthora y
Sclerotium en climas cédlidos y frios mode-
rados (4), ademas de Fusarium oxysporum,
Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea y

otras que pueden causar pérdidas superio-

res al 40%

(5-6-7). El control fitosanitario convencio-
nal con quimicos sintéticos ha generado
problemas ambientales, resistencia en mi-
croorganismos y un alto costo econémico
(8-9). Solo el 10 al 40% de los agroquimicos
aplicados es absorbido por las plantas, ge-
nerando un impacto residual mayor al 50%
(10-11). Esto ha impulsado el uso de alter-

nativas biolégicas, como Bacillus thurin-
giensis (Bt), reconocido por su efectividad
en el control de plagas en cultivos como
maiz, soja, arroz y papa (12-13). El agota-
miento de recursos y la contaminacién han
motivado un enfoque sostenible en la agri-
cultura (14-15). El uso de microorganismos
en la produccién agricola, en especial (Bt),
permite reducir el uso de pesticidas sintéti-
cos, mejorando la salud del suelo y los cul-
tivos (16-17). Ademas, se ha resaltado que
diversas bacterias, incluidas las anaerobias,
participan activamente en procesos como
la hidroélisis, acetogénesis y metanogénesis,
esenciales en la degradacion de materia ot-
ganica y el reciclaje de nutrientes, lo cual
fortalece la sostenibilidad de los agroeco-

sistemas (57).

Diversos estudios han investigado el po-
tencial biocontrolador de especies del gé-
nero Bacillus contra fitopatégenos como
Fusarium sp., en este contexto, Castaneda
Alvarez E, Sanchez L.C (18) reportan la
evaluacion del crecimiento de cuatro espe-
cies nativas de Bacillus sp. en Medio Mini-
mo de Sales (MMS) a pequefia escala (10
ml), con el propodsito de comprender su ca-
pacidad antagonista. A través de espectro-
fotometria, recuento en placa y pruebas de
antagonismo dual, lo que dio como resulta-

do la identificacion de aislamientos como
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Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Ba-
cillus pumilus y Bacillus cereus, los cuales
demostraron actividad antagénica in vitro.
Estudios similares reportados por Corrales
y colaboradores (19) quienes centraron su
estudio en evaluar el potencial biocontrola-
dor de Bacillus spp., frente a Fusarium sp.,
en condiciones de invernadero aplicado al
cultivo de tomillo, llevando a cabo el ais-
lamiento y la identificaciéon del patégeno,
realizando pruebas de antagonismo en pla-
ca y ensayos en plantas de tomillo bajo con-
diciones de invernadero, cuyos resultados
indicaron que Fusarium pseudonygamai era
el responsable de la enfermedad, y el trata-
miento con Bacillus UCMC (B2) demostr6
ser el mas efectivo tanto in vitro como en
condiciones de invernadero. Este hallazgo
sugiere que Bacillus UCMC (B2) posee un
significativo potencial biocontrolador con-
tra Fusarium sp., en plantas de tomillo bajo
estas condiciones especificas, estas eviden-
cias refuerzan el papel del género Bacillus
como una herramienta prometedora en el

control biolégico de Fusarium sp.

Ademas, investigaciones recientes han ex-
plorado sustancias con potencial antifun-
gico complementario, como el sulfato de
zinc, que en concentraciones del 5% y 7%
logré inhibir completamente el crecimien-
to de Candida albicans e incluso causé lisis
celular, demostrando su posible aplicacion
como agente antimicotico en estudios pre-

liminares (56).

Adicionalmente, algunas cepas de Bacillus
han demostrado capacidad para mejorar
la disponibilidad de nutrientes en el suelo,
como lo es la solubilizacién de fosfatos, lo
cual amplia su utilidad agricola al actuar

también como biofertilizantes (55).

Investigaciones recientes han resaltado la
capacidad de Bacillus spp. para promover
el crecimiento vegetal mediante la produc-
cioén de fitasas y nitrogenasas, enzimas que
permiten la solubilizaciéon de fésforo y la
fijacién de nitrégeno atmosférico, funcio-
nes claves para su aprovechamiento como

biofertilizante sostenible (59).

Esta investigacion se centra en el aisla-
miento de Bacillus thuringiensis en suelos
cultivados con Capsicum sp., en San Die-
go, Cesar, para evaluar su capacidad en el
control natural de hongos patégenos, dada
la importancia nutricional y productiva de

este cultivo en Colombia

Metodologia

Fase I. Aislamiento de cepas Bacillus
thuringiensis

Recoleccion y procesamiento de las

muestras de suelo

Para la toma de cinco muestras de suelo
cultivados con plantaciones de aji (Capsi-

cum sp), se descarto la capa superficial del



Vanegas-Padilla, et al. Evaluacion de la capacidad biocontroladora de Bacillus thuringiensis
aislados de cultivos de Capsicum sp., sobre Fusarium oxysporum

suelo sin superar los 5 cm de profundidad,
las muestras fueron recolectadas en bolsas
plasticas estériles y almacenadas en una
nevera hielera de icopor, bajo un rango de
temperatura entre 0°C y 4°C, hasta su tras-
lado al laboratorio (20-13-21-22).

Posterior al almacenamiento y transporte
de las muestras, se procedi6 al desembalaje
y rotulaciéon de los materiales. Seguido de
ello, en una balanza se pesaron 10 gramos
de suelo y se agregaron en frascos de vidrio
tapa rosca, que contenian 90 mililitros de
caldo nutritivo tal como lo propone Gillis
& Santana (23). No obstante, este procedi-
miento se hizo por duplicado, en el cual, al
duplicado se le adicioné acetato de etilo al
0.25M. Luego, en un shaker, los frascos se
sometieron a agitaciéon orbital de 250 rpm
a 30°C durante 4 horas. Pasado el tiempo
de pre- enriquecimiento, los frascos se so-
metieron a choque térmico, que consistio
en introducir en un bafio marfa a 80 °C du-
rante 5 minutos, y luego colocarlos en hielo
con gel refrigerante dentro de una nevera
de poliestireno expandido (Icoport) duran-
te 5 minutos (24-25-26-22). Posteriormente
a que se atemperaron los frascos, se hizo
por duplicado diluciones seriadas de 10-1 a
10-4, agregando 1 mililitro de cada frasco
en tubos con 9 mililitros de solucién sali-
na, para asi poder lograr concentraciones
de 1:10 por cada tubo. Seguidamente, me-
diante la técnica de siembra en placa por
profundidad, se procedié a agregar 1 mili-

litro de cada tubo previamente agitado en

dos (2) cajas de petri rotuladas. Inmediata-
mente, a cada caja se le adicionaron apro-
ximadamente 25 ml de agar nutritivo y se
agit6 5 veces en direccién a la manecilla del
reloj y 5 veces en contra de la manecilla del
reloj. Luego, cuando el medio solidifico,
con la tapa hacia abajo (la caja al revés), se
incubaron a 30°C entre 18 a 24 horas (20-
27-28-29).

Fase II. Caracterizacion
microscopica, bioquimica y
molecular de los aislados de Bacillus
thuringiensis

Seleccion de cepas y microscopia

Inicialmente, se tuvieron en cuenta las ca-
racteristicas macroscopicas de cada cepa,
las cuales se percibieron por su forma, es-
tructura, color, textura y tamafio. Luego,
se seleccionaron las cepas que presentaron
caracteristicas tipicas de B. thuringiensis
como colonias pequeflas y en algunos ca-
sos, grandes, circulares con borde irregu-
lar, perfil plano y color marfil claro (30-
31-32-33). Cabe mencionar que para lograr
la identificacion de las estructuras celula-
res de las cepas seleccionadas, se emplea-
ron dos métodos: Primero, por microsco-
pia optica a 100X con ayuda de colorantes
como cristal violeta y safranina para des-
cribir el tipo de pared celular (tincion de
Gram), ademas de la tincién con vapores de
verde de malaquita para observar las espo-

ras y su ubicacion, estructuras sexuales de
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resistencia, asi como patrones de agrupa-
cion celular (34-30-20-31) estos se cuanti-
ficaron mediante observacién en microsco-

pio 6ptico Nikon (100X), asignando:

e (+): 1-10 cristales y esporas por campo

optico.

e (++): 10-20 cristales o esporas por

campo optico.

e (+++): Mas de 20 cristales 6 esporas

por campo 6ptico.

Las cepas que presentaron mas de 20 cris-
tales por campo Ooptico, se les realizé un
segundo analisis mediante observacion mi-
croscopia electronica de barrido (SEM) tal

como lo propone Ramirez (33).

Adquisicion de imagenes de microscopia
electronica de barrido (SEM)

Se utilizé un microscopio electréonico de
barrido (SEM) modelo JEOL JSM-6490LYV,
con el objetivo de observar la superficie de
las muestras con gran detalle y resolucion,
para obtener imagenes tridimensionales de
alta calidad, los principios operativos y las
caracteristicas de este equipo consistieron
en la emisiéon de un haz de electrones de
alta energia desde un canén de electrones
hacia la superficie de la muestra, cuando el
haz de electrones impacté en la muestra, se
generaron diferentes tipos de sefiales, como

electrones secundarios y retrodispersados,

las sefales emitidas por la muestra fueron
detectadas por diferentes tipos de detecto-
res, lo que permitié formar una imagen de
la superficie y la obtencién del relieve, la
textura y las caracteristicas morfologicas
de la muestra con una gran profundidad de
campo y resolucion (35). El proceso de pre-
paracion de las muestras se realizé en los

siguientes pasos:

1. Fijacién con glutaraldehido al 2.5% (1
hora)

2. Tres (3) lavados con PBS salino (salina

tamponada con fosfato) de 15 minutos

3. Fijaciéon con tetroxido de osmio (20

minutos)

4. Dos (2) lavados de 10 minutos con

agua destilada

5. Deshidratacion (OH 70%, 1 de 10 mi-
nutos), (OH 95%, 2 de 10 minutos) y
(OH (100% 3 de 20 minutos.)

6. Recubrimiento en oro

Finalmente, la muestra se coloc6 en la ca-
mara de vacio del SEM y se tomaron image-
nes, de acuerdo al procedimiento estableci-
do en el Manual de usuario del microscopio
electrénico de barrido JEOL JSM-6490LV.
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Pruebas bioquimicas convencionales

Se realizaron pruebas bioquimicas respecti-
vas para cada aislado, prueba agar almidon,
caldo nitrato, citrato simons, caldo ureasa,
hidrélisis de gelatina, reduccién indol, ma-
nitol, fermentacién fructuosa, fermenta-
cion manosa, fermentaciéon maltosa, catala-
sa y esculina teniendo en cuenta las cepas
de control (30).

Identificacion molecular a través de
métodos protedomicos con la técnica de
analisis espectrometria de masas (EM)
MALDI-TOF MS

Para la caracterizaciéon molecular de los ais-
lados de Bacillus sp, se aplico la técnica de
desorcién/ionizacion asistida por matriz y
tiempo de vuelo (MALDI-TOF), emplean-
do el sistema VITEK® MS (bioMérieux,
Marcy I’Etoile, Francia), que integra esta
técnica para la identificacién de microor-
ganismos. La identificacién de los microor-
ganismos con el equipo VITEK® MS se
realiz6 siguiendo las recomendaciones del
fabricante, se seleccioné la colonia previa-
mente cultivada en una placa de agar san-
gre e incubada durante 24 horas a 37 °C. La
colonia se recogi6 y se colocéd directamen-
te en un portaobjetos, a continuaciéon, las
células se lisaron mediante suspension en
0,6 uLL de acido férmico al 28,9% (VITEK
MS-FA) y se dej6 secar durante 2 minutos
a temperatura ambiente, posteriormente, se

afiadio 1 pl. de matriz de alfa-ciano-4-hi-

droxicinamico (VITEK® MS-CHCA) y se
permitié que se secara al aire, la identifi-
cacion se llevo a cabo utilizando una base
de datos que incluye proteinas con un ran-
go de masa de 2-20 kDa, solo se acepta-
ron puntuaciones del 99,9% para validar la

identificaciéon a nivel de especie (37).

Fase II1. Determinacion de la
actividad antagonica de las cepas
nativas de Bacillus thuringiensis
sobre Fusarium oxysporum

Se prepar6 una suspension bacteriana de 6
ml. con una concentraciéon de 1x10” UFC,
obtenida mediante el raspado de un cultivo
bacteriano en agar nutritivo, incubado du-
rante 5 dias, utilizando un portaobjetos esté-
ril. Esta suspension se aplico en cuatro pun-
tos igualmente distribuidos alrededor del
fitopatégeno y a una distancia de 2 cm del
mismo. Las cajas de Petri de control conte-
nian Gnicamente el hongo sin la presencia de
las cepas bacterianas. LLas muestras se incu-
baron a 28 °C y, tras siete (7) dias, se midi6
el halo de inhibicién presente entre la colo-
nia del hongo y las bacterias. Se selecciona-
ron aquellos aislados que alcanzaron un halo
de inhibicién superior a 3.0 mm contra al

menos una cepa del hongo (38).
Analisis estadistico
Una vez obtenidos los resultados, se realiz6

un Analisis de Varianza (ANOVA) de un

solo factor para evaluar las diferencias en
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la capacidad de inhibicién entre los cinco
aislados de Bacillus thuringiensis. El factor
analizado fue el aislado de Bacillus thurin-
giensis, y la variable dependiente fue el dia-
metro del halo de inhibicion medido en mi-
limetros. Se utilizé el software estadistico
SPSS para llevar a cabo el ANOVA, con un
nivel de significancia establecido en 0.05.
Posteriormente al ANOVA, se aplico el
Test de Tukey para realizar comparaciones
multiples entre las cepas. Este test permi-
ti6 identificar qué pares de cepas presentan
diferencias significativas en la capacidad
de inhibicién del hongo. Se calcularon los
intervalos de confianza para cada par de
comparaciones y se determiné la signifi-
cancia estadistica basada en un valor p ajus-

tado para comparaciones multiples.

Resultados

Fase I. Aislamiento de Bacillus
thuringiensis

De las cinco (5) muestras de suelos anali-

zadas, se obtuvieron un total de 72 aisla-

mientos en las muestras con acetato y 77
cepas en las muestras sin acetato. Las di-
ferencias entre el nimero de recuperacién
de aislado con acetato con respecto a las
que no contenian acetato se deben a que
el acetato de sodio es un componente que
permite unicamente el aislamiento de mi-
croorganismos del género Bacillus (25)., el
crecimiento evidenciado presenté bordes
irregulares, color blanco crema, ligeramen-
te plano, opaco y de aspecto cremoso. Asi-
mismo, se observé que la mayorfa de estas
colonias presentaron la tendencia a crecer
en masa, resultados similares a los obteni-
dos por Rodriguez (39), quienes realizaron
caracterizacion de cepas nativas de Bacillus
thuringiensis como método para predecir
la susceptibilidad sobre insectos plaga de
la agricultura. Del total de los aislados se
identificaron cinco (5) colonias con morfo-
logia caracteristica tal como se describe en
la tabla 1.

Tabla 1. Aislamiento presuntivo de Bacillus thuringiensis por caracteristicas morfolégicas de las colonias.

MORFOLOGIA DE LAS COLONIAS

ID Color Forma Bordes Elevacion Textura

SAN 001 Blanca Irregular Espiculado Plana Seca

SAN 002 Blanca Irregular Lobulado Plana Seca

SAN 003 Blz‘mca con Irregular Lobulado Plana Seca
anillo central
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MORFOLOGIA DE LAS COLONIAS

ID Color Forma Bordes Elevacion Textura
SAN 004 Blanca Fusiforme | Redondeado | Plana Cremosa
SAN 005 Blanca Rizoide Rizoide Convexa Seca

Fase II. Caracterizacion de los
aislados

Caracterizacion microscépica de los

microorganismos aislados

Los resultados de la tincion de Gram mos-
traron que las bacterias aisladas tenfan
forma de bastén y bacilos gram positivos
(Figura 1), se observo que la mayoria de los
aislados formaron esporas con endosporas
en posicion subterminal y paracentral. La
presencia del cristal (proteina Cry) se de-
terminé cualitativamente por observacién
al microscopio 6ptico en el objetivo 100X
con aceite de inmersion, mediante tincion
simple con violeta cristal 0,5% tal como
lo describe Solis (40), asimismo, cada ais-
lamiento fue sometido a la tincién ver-

de de malaquita-safranina (coloracién de

ShaefferFulton), con el fin de confirmar
la produccién de esporas por parte de las
cepas aisladas. Las tinciones de gram y las
de verde de malaquita-safranina revelaron
que los tres aislamientos estudiados (SAN
001, SAN 002 y SAN 003) producen es-
poras y cristales. El aislamiento que mos-
tr6 la mayor producciéon de cristales fue
SAN 003, seguido por SAN 002 y SAN
001. En las figuras 1a, 1b y 1c se observan
las tinciones correspondientes a los aisla-
mientos, donde se evidencia la morfologia
cilindrica de las cepas, caracteristicas de
bacilos Gram-positivos, y la presencia de
esporas en diferentes posiciones segun lo
descrito en la tabla 2, lo cual refuerza la
identificacion de las cepas como pertene-

cientes al género Bacillus.

Tabla 2. Tincién Gram y posicion de las endosporas en las cepas seleccionadas.

Tincion de Gram

Tincién con verde malaquita

Morfologia Posicion de la espora

Central Subterminal Terminal
SAN 001 + Cilindrica + + -
SAN 002 + Cilindrica - + +
SAN 003 + Cilindrica - + +
SAN 004 + Cilindrica + - +
SAN 005 + Cilindrica - + +
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Caracterizacion bioquimica de las cepas

aisladas

Las pruebas bioquimicas realizadas a las  matica de las cepas, se incluyeron pruebas
cepas aisladas con caracteristicas de (Bt),  sugeridas por Cabreras (36), que incluyen

permitieron determinar la actividad enzi- las pruebas relacionadas en la tabla 3.

Tabla 3. Pruebas bioquimicas para caracterizacién enzimdtica de (Bt).

CEPA
PRUEBA OBSERVACION

SAN 001 | SAN 002 | SAN 003 | SAN 004 | SAN 005 |

La bacteria no genera el viraje de
Prueba con agar urea | - - - -
color
Prueba con agar Formacién de un halo claro
o + + + + )
almidén alrededor de la colonia
Burbujeo debido a la liberacion de
Prueba de catalasa + + + + oy
oxigeno
Formacién de halo alrededor
Prueba de agar + + n n del papel filtro, que indica la
proteina capacidad de producir enzimas
proteasas
Se solidifica la gelatina que indica
Prueba con agar . S
. + + + + que no se genero la digestién de
gelatina .
la gelatina
Se observé pico rojo (alcalino) y
. fondo amarillo (acidez); esto se
Siembra en agar TSI + + + + ( . )
debe a que la bacteria es fermenta
glucosa
Bacteria Gram Positiva por
Tincién Gram + + + + presencia de una coloracién
violeta
Tincién verde de + + n n Bacterias bacilares de color verde
malaquita con endoesporas cristalinas
b . - -
~ . v

M’) ’§1

Figura 1. Reaccién Gram de bacterias aisladas. a cepa SAN 001; b cepa SAN 002; ¢ cepa SAN 003; en las rmcrofotograﬁas
se observan las paredes celulares de las bactetias, confirmando la motfologia tipica de Bacillus, con cadenas miés largas y una

coloracion homogénea.
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Las pruebas de fermentacién de azucares
se llevaron a cabo en medio de cultivo que
contenia glucosa, manitol, lactosa, sacarosa
y maltosa. Los resultados contenidos en la
tabla 3, indicaron que las cepas SAN 001,
SAN 002, SAN 003, SAN 004 y SAN 005
fermentan la glucosa, manitol y sacarosa,
evidenciando la produccién de 4cido con

un cambio de color en los tubos.

')

——
206V X3.000 Sgm

|"..l

Z0kV X10,000

Apm

Confirmacion morfologica de cepas
identificadas mediante microscopia

electronica

A las cepas seleccionadas en el paso ante-
rior, y que cumplieron con las caracteristi-
cas bioquimicas y enzimaticas de (Bt), se les
realiz6 montaje en microscopio electrénico
de barrido, con la finalidad de confirmar la
morfologia de las mismas, obteniendo las

imagenes de la figura 2:

206V X5,000  Spm

XE, 000

20KV

Figura 2. Microfotografias SEM de cepas de Bt. (a. Cepa SAN 001; b. Cepa SAN 002; c. Cepa SAN 003;
d. Cepa SAN 004; e. Cepa SAN 005)
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Las fotografias obtenidas mediante un mi-
croscopio electrénico de barrido (SEM)
(figura 2) muestran una imagen detallada
de la superficie de Bacillus thuringiensis,
observando la forma bacilar caracteristica
de (Bt), con células alargadas y ligeramente
curvadas. Los bacilos se presentan en for-
ma de cadenas o agrupaciones, lo que es
tipico de esta especie, dichas caracteristicas

se observan en todas las microfotografias.
Identificacion proteomica — Maldi-tof

En cuanto a la identificacién proteica de las
cinco cepas aisladas (SAN 001, SAN 002,
SAN 003, SAN 004 y SAN 005), cada cepa
de Bacillus thuringiensis generé un perfil
unico de espectros de masa. Los espectros
obtenidos revelaron picos prominentes co-
rrespondientes a proteinas especificas, con
masas entre 2,000 y 20,000 Da. La compa-
racion de estos perfiles con bases de datos
de referencia permitio la identificacion pre-
cisa de las cepas como especies de (Bt). Los
resultados obtenidos, permitieron la iden-
tificaciéon de las cepas dentro de un grupo
de microorganismos denominado Bacillus
cereus group (figura 3), el cual, esta confor-
mado por bacilos grampositivos, con forma
de baston y formadores de esporas, gene-
ralmente aislados del suelo y de otras matri-
ces ambientales y alimentarias (41). El gru-
po B.cereus es una subdivision del género
Bacillus que comprende ocho especies for-
malmente reconocidas: B. cereus sensu stric-

to, B. anthracis, B. thuringiensis, B.weihens-

tephanensis, B.mycoides, B.pseudomycoides,
B.cytotoxicus y B.toyonensis. Al respecto, es
valido precisar, que de acuerdo con lo su-
gerido por Fritz (42), Bacillus thuringiensis
comparta caracteristicas fenotipicas con las
otras siete especies pertenecientes al gru-
po antes mencionado, por ello, mediante la
técnica maldi-tof fue posible su identifica-
cioén protedmica. Los perfiles de masas per-
mitieron la identificacién de proteinas cla-
ve en cada cepa. Se observaron diferencias
en la presencia y abundancia de proteinas
especificas entre las cepas, lo que permitié
una diferenciacion entre ellas. Por ejemplo,
se identificaron proteinas de 15,000 Da en
las cepas SAN 001, SAN 003 y SAN 004
que no estaban presentes en las otras cepas.
La técnica MALDI-TOF permitié una com-
paracion directa de los perfiles proteicos de
las cinco cepas. La presencia de proteinas
comunes en todas las cepas y la variabilidad
en las proteinas especificas subrayan las di-
ferencias entre ellas. Las diferencias en los
picos de masa observados sugieren varia-
ciones en los perfiles proteicos que podrian
estar relacionadas con la expresién genética
especifica de cada cepa. La técnica MAL-
DI-TOF proporcioné una identificacion
precisa y rapida de las cepas basindose en
el perfil proteico. La coincidencia con bases
de datos especificas permitié una identifi-
cacién inequivoca de las cepas, corroboran-
do la identificacién taxondémica a nivel de
especie. Los resultados obtenidos mediante
la técnica MALDI-TOF confirman su efi-

cacia para la identificacion y diferenciacién
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de cepas de Bacillus thuringiensis. 1a varia-
bilidad en los perfiles proteicos entre las
diferentes cepas resalta la capacidad de la
técnica para detectar diferencias sutiles en
la composicién proteica que no siempre son
evidentes mediante otros métodos de iden-

tificaciéon bacteriana (43).

Fase III — Antagonismo de Bacillus
thuringiensis contra Fusarium
oxysporum

Las pruebas de antagonismo entre las
cinco cepas identificadas como Bacillus

t/mringiemz’s enfrentadas con Fusarium

oxysporum se llevaron a cabo mediante el
método de cultivo dual en placas de Petri.
En las placas se observé un claro efecto
antagonista de B. thuringiensis sobre F.
oxysporum. La presencia de (Bt) llevé a una
notable reduccién en el crecimiento de F.
oxysporum en las areas cercanas a las colo-
nias de (Bt). Se evidencié una inhibicién
del crecimiento fungico en un radio pro-
medio de 10,4 mm alrededor de las colo-
nias de Bacillus thuringiensis tal como se

evidencia en la siguiente tabla.

Tabla 4. Prueba de antagonismo mediante cultivo dual.

. PROMEDIO INHIBICION/
REPETICION HALO CEPA
(mm) (mm)

SAN 001 b 14 13,00 1,00
c 13
a 11

SAN 002 b 9 9,33 1,53
c 8
a 11

SAN 003 b 10 10,67 0,58
c 11
a 12

SAN 004 b 12 11,67 0,58
c 11
a 10

SAN 005 b 5 7,33 2,52
c 7
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Las pruebas de antagonismo realizadas
para evaluar la capacidad de las diferentes
cepas de Bacillus thuringiensis (SAN 001,
SAN 002, SAN 003, SAN 004 y SAN 005)
para inhibir el crecimiento de Fusarium
oxysporum han proporcionado informacién
valiosa sobre su potencial como agentes de
biocontrol. Los resultados obtenidos mues-
tran variabilidad significativa en la eficacia
de inhibicién entre las cepas, lo cual tiene
implicaciones importantes para su aplica-
cién en el control de patégenos fungicos.
Dentro de los resultados se aprecia que los
diametros promedios fueron los siguientes:
SAN 001 (13,00 mm), SAN 002 (9,33 mm),
SAN 003 (10,67 mm), SAN 004 (11,67 mm)
y SAN 005 (7,33 mm). Estas mediciones in-
dican que las cepas SAN 001 y SAN 004
mostraron los didametros de halo mas am-
plios, sugiriendo que tienen una capacidad
superior para inhibir el crecimiento de F.
oxysporum. En contraste, la cepa SAN 005
mostr6 el diametro de halo mas pequefio,
indicando una menor efectividad antago-
nista. El analisis de las desviaciones estan-
dar revela que las cepas SAN 003 y SAN
004 presentaron las menores desviaciones
estandar (0,58 mm), lo que indica una alta
consistencia en la actividad de inhibicién
observada, al respecto, Carmona (44) su-
giere que estos tratamientos (con menor
desviacién) tienen una produccién estable
y confiable de metabolitos. En cambio, la
cepa SAN 005 exhibié la mayor desviacion
estandar (2,52 mm), lo que podria reflejar

una variabilidad en la eficacia de la inhi-

bicién, posiblemente debido a diferencias
en la producciéon de metabolitos antimi-
crobianos o variaciones en las condiciones
de cultivo. La capacidad de las cepas SAN
001 y SAN 004 para generar halos de inhi-
bicibn mas grandes y consistentes sugiere
que estas cepas son particularmente pro-
metedoras para su uso en aplicaciones de
biocontrol. Estos resultados estin en linea
con investigaciones previas que destacan el
potencial de Bacillus thuringiensis para pro-
ducir metabolitos con actividad antifungica
(45). Por otro lado, la cepa SAN 005, con su
menor diametro de halo y mayor variabili-
dad en los resultados, sugiere que no todos
los aislados de (Bt) tienen la misma capaci-
dad para controlar el hongo evaluado. La
menor eficacia de esta cepa podria ser atri-
buible a una producciéon suboptima de me-
tabolitos antimicrobianos (46), a diferencia
en la capacidad de adhesion a la superficie
del cultivo, o a otros factores que afectan
su desempeno en el entorno de cultivo. En
general, los resultados subrayan la impor-
tancia de seleccionar cepas especificas para
el control biolégico, ya que no todas las ce-
pas de Bacillus thuringiensis tienen la misma
capacidad para inhibir patégenos fungicos.
La identificaciéon de cepas con alta activi-
dad antagonista y baja variabilidad en los
resultados es crucial para el desarrollo de
estrategias efectivas de manejo integrado de
plagas. La capacidad de (Bt) para producir
compuestos antimicrobianos que inhiben
el crecimiento de Fusarium oxysporum abre

posibilidades para su uso en el desarrollo
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de formulaciones biolégicas que pueden ser  cultivos de enfermedades fungicas (47).

aplicadas en la agricultura para proteger los

Analysis Organism

Confidence Confidence Acquisition/Computation
Date Name

Value Level message(s)

Position Pathogenicity

. Bacillus cereus
c1 3/9r24 8:53 AM group 99.6 B

Key: Validate selection Add comment
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Figura 3. En la imagen se observa los resultados de la identificacién de la cepa SAN 001, con un nivel de confianza del 99.6%
confirmando la pertenencia al grupo Bacillus cereus mediante espectromettia de masas. El grafico respalda esta identificacion al
mostrar patrones de picos caracteristicos de las proteinas del organismo.

Los resultados del Test de Tukey, aplicadoa  La siguiente tabla resume los promedios
los datos de la prueba de antagonismo pre-  de los diametros de halo de inhibicién
sentados en la tabla 5, indicaron diferencias ~ (mm) y las diferencias significativas detec-
significativas en la capacidad de inhibicién  tadas entre las cepas.

entre las cepas de Bacillus thuringiensis.

Tabla 5. Resumen de promedio de halos de inhibicién (Test Tuckey).

ggﬁmm A ﬁgﬁﬁfﬁg DE SIGNIFICATIVA (P < 0,05)
SOAZN 001vsSAN | 4 (0 .
S&N 001vs SAN |, .0 o
(S)l(;‘j\l 001vs SAN | | o0 .
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ggﬁp ARADA ﬁgﬁ?&% DE SIGNIFICATIVA (P < 0,05)
(S)gsN 001vs SAN | o o .

3331\1 002vs SAN | | oo .

ggf 002vs SAN 1 533 mm No

g?SN 002vs SAN- 15 00 mm st

(5)6\4N 003vs SAN | o .

38*51\1 003 vs SAN 1 67 mm No

86\5N 004 vs SAN 1 4 00 mm St

El Test de Tukey revel6 diferencias estadis- . . s
Discusion

ticamente significativas en los diametros
de inhibicion entre los aislados de Bacillus
thuringiensis. Las cepas SAN 001 y SAN
004 demostraron los diametros de halo mas
amplios, indicando una mayor capacidad
de inhibiciéon sobre Fusarium oxysporum.
La diferencia significativa observada entre
SAN 001 y SAN 005 (5.67 mm) sugiere que
SAN 001 es notablemente mas efectiva en
la inhibicién del crecimiento del hongo en
comparacién con SAN 005. Las cepas SAN
002 y SAN 003 mostraron diferencias me-
nores en su capacidad de inhibicién, con
algunas comparaciones no significativas
(por ejemplo, SAN 002 vs SAN 003 con
1.33 mm). Esto indica que estas cepas tie-
nen una eficacia de inhibicién mas similar
entre si, a diferencia de las diferencias mas

pronunciadas entre SAN 001 y otras cepas.

Los resultados obtenidos en este estudio
destacan que el método propuesto por Tra-
vers no es completamente efectivo para el
aislamiento de cepas de Bacillus thuringien-
sis (Bt). De las cinco (5) muestras analizadas,
las cepas caracteristicas fueron aisladas con
mayor efectividad utilizando otro método.
Patel y colaboradores (48) resaltan la necesi-
dad de desarrollar metodologias novedosas
o mas eficientes que se basen en principios
diferentes, ya que un método unico podria
no ser adecuado para aislar organismos de
distintos tipos de muestras y entornos. En
su investigacion, Patel y colaboradores (48)
diseflaron un método de enriquecimiento
simple que permitié la propagacion de espo-

ras y células vegetativas de (Bt), aumentan-
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do proporcionalmente su poblaciéon. Este
método arrojo (Bt) en 44 de 58 muestras,
en comparacién con los métodos de selec-
cién con acetato de sodio y pretratamiento
con calor seco, que solo lograron aislar (Bt)
en 16 y 18 muestras, respectivamente. Los
resultados obtenidos en este estudio coin-
ciden con estos hallazgos, mostrando ma-
yores porcentajes de aislamiento mediante
el método de enriquecimiento sin acetato.
En lo que respecta a la actividad de enzi-
mas especificas como proteasa, amilasa y
lipasa, las cepas analizadas mostraron acti-
vidad proteolitica positiva, evidenciada por
la solidificacién de gelatina. Estos resulta-
dos son consistentes con estudios previos
que destacan la versatilidad enzimatica de
este microorganismo (49). Este perfil bio-
quimico detallado confirma la capacidad
de las cepas para fermentar carbohidratos
como glucosa y sacarosa, resaltando la im-
portancia del metabolismo de carbohidra-
tos en (Bt). En cuanto a la identificacion
microscopica, las observaciones realizadas
en este estudio son concordantes con los
hallazgos de Jones y Roberts (50), quienes
destacaron que la superficie granular de la
pared celular se debe a la interaccién de
electrones con las proteinas y polisacaridos
de la membrana bacteriana. Esta granula-
ridad proporciona informacién valiosa so-
bre la composicion de la pared celular y es
visible con claridad en las figuras 2b y Z2e.
Sin embargo, los mismos autores sugieren
que la granularidad podria estar influencia-

da por procesos de deshidratacion durante

el procesamiento de las muestras. Las mi-
crofotograffas SEM también permitieron
identificar inclusiones especificas de (Bt),
como los cristales de endotoxinas o protei-
nas Cry. Estas estructuras prominentes y
refractivas, visibles en las figuras 2a y 2b,
presentan formas geométricas definidas que
varian desde estructuras irregulares hasta
cristales cubicos. Los cristales Cry son res-
ponsables de la actividad insecticida de Bt
y constituyen una caracteristica clave para
su aplicaciéon en el control biolégico (51).
El analisis de antagonismo entre las cepas
revel6 una alta similitud entre SAN 001 y
SAN 002, lo que sugiere una relaciéon ge-
nética o fenotipica estrecha. Por otro lado,
las divergencias observadas con otras cepas
podrian estar asociadas con adaptaciones
ambientales o diferencias en el perfil de ex-
presion de proteinas (52). Estos hallazgos
tienen implicaciones importantes para la
biotecnologia y el control biolégico, donde
la identificacion precisa y la diferenciacion
de cepas son esenciales para garantizar la
efectividad y seguridad de las aplicaciones.
La mayor desviacion estandar observada en
SAN 005 podria deberse a factores como
diferencias en la produccion de metabolitos
antimicrobianos o variaciones en las con-
diciones de cultivo, lo que podria impactar
la estabilidad y consistencia de su actividad

antagonista.

La aplicacién de microorganismos en estra-
tegias de control biolégico y biorremedia-

ciéon ha mostrado resultados prometedores en
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diversos contextos. Mientras que Bacillus thu-
ringiensis ha sido ampliamente utilizado como
agente biocontrolador de insectos en cultivos
agricolas, otras investigaciones han demostra-
do la capacidad de hongos filamentosos para
degradar contaminantes organicos complejos,
como el petréleo crudo, mediante procesos en
microcosmos simulados (53). Estos hallazgos
refuerzan la importancia del aislamiento y la
caracterizacion funcional de cepas nativas con

potencial biotecnolégico.

Ademas, enfoques emergentes como la me-
tabolomica han permitido estudiar de for-
ma integral las respuestas biologicas frente
a pesticidas, identificar biomarcadores y
comprender mecanismos de accién, lo que
amplia las herramientas para evaluar y me-

jorar estrategias de control biolégico (58).

Asimismo, estudios con hongos filamento-
sos aislados de la rizosfera han evidenciado
actividades enzimaticas como la celulolitica
y quitinolitica, asociadas a su potencial an-
tagonista frente a patdégenos como Rhizoc-
tonia solani, lo que refuerza el valor del ais-
lamiento microbiano local como estrategia

eficaz de control biolégico (60).

Conclusiones

Se logrd la seleccion exitosa de Bacillus
thuringiensis de muestras de suelo cultiva-
das con Capsicum sp., utilizando técnicas de
aislamiento que permitieron obtener cinco

colonias con morfologia caracteristica de

esta especie. La metodologia basada en el
método de Gillis & Santana (23) mostrd
una mayor eficacia en comparaciéon con el
método de seleccion con acetato de sodio.
Esto subraya la importancia de utilizar téc-
nicas de aislamiento adecuadas para obtener
cepas representativas de (Bt) en estudios de
biocontrol. Las cepas aisladas fueron carac-
terizadas como bacilos grampositivos, con
formacién de esporas en posiciéon subter-
minal y paracentral, y presencia de cristales
proteicos Cry, confirmando su identidad
como Bacillus thuringiensis. Las observacio-
nes al microscopio electréonico de barrido
(SEM) revelaron la estructura bacilar tipica
y la presencia de cristales de endotoxinas,
cruciales para su actividad insecticida. Las
pruebas bioquimicas confirmaron que to-
das las cepas aisladas exhiben caracteristi-
cas bioquimicas y enzimaticas asociadas «
Bacillus thuringiensis, como la capacidad de
fermentar glucosa y sacarosa, y la produc-
cién de enzimas como proteasas y amilasas.
Los resultados obtenidos concuerdan con
la literatura existente y confirman la identi-
ficacién correcta de las cepas. Las pruebas
de antagonismo demostraron que Bacillus
thuringiensis posee una capacidad varia-
ble para inhibir el crecimiento de Fusarium
oxysporum. Las cepas SAN 001 y SAN 004
se destacaron por su capacidad superior de
inhibicién, mientras que la cepa SAN 005
mostré una eficacia menor y mayor varia-
bilidad. Estos hallazgos subrayan la im-
portancia de seleccionar cepas con alta y

consistente actividad antagonista para apli-
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caciones de biocontrol efectivas. En sinte-
sis, este estudio aporta informacién valiosa
sobre las caracteristicas bioquimicas, mor-
fologicas y funcionales de los aislados de
(Bt) evaluados, proporcionando una base
para futuras investigaciones orientadas a
optimizar su uso en aplicaciones biotecno-

l6gicas y de control biolbgico.

Los resultados obtenidos permiten con-
firmar el potencial biocontrolador de las
cepas de Bacillus thuringiensis aisladas de
cultivos de Capsicum sp., lo cual abre la po-
sibilidad de su aplicacién en estrategias sos-
tenibles de manejo integrado de plagas. No
obstante, para garantizar su eficacia a largo
plazo, es fundamental considerar la adecua-
da conservacion de estas cepas, asegurando
su viabilidad genética y funcional. En este
contexto, la congelacién ha sido reconocida
como un método eficiente para preservar
microorganismos sin afectar sus caracte-
risticas esenciales, tal como lo evidencian

estudios previos (54).

Adicionalmente, la presencia de fitopatoge-
nos como Fusarium sp. en fuentes de agua
de riego ha sido documentada en regiones
agricolas colombianas, lo cual evidencia un
riesgo de diseminacién de enfermedades
que puede ser mitigado mediante la apli-
cacion de biocontroladores como los pro-

puestos en este estudio (61).

Finalmente, los hallazgos obtenidos rea-

tirman el papel clave de los microorganis-

mos en soluciones biotecnolégicas para la
agricultura, destacando su aplicabilidad en
sectores productivos y ambientales, como
lo han evidenciado investigaciones previas

en microbiologia aplicada (62).
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