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Resumen

La madera es de naturaleza organica y por ende es susceptible al biodeterioro
causado por hongos xil6fagos que liberan enzimas capaces de dafiar la celulosa
hemicelulosa y lignina, lo que genera pérdidas econdmicas importantes. Para evitar
este biodeterioro se emplean fungicidas de origen quimico; sin embargo, la mayoria
de estos productos causan efectos negativos al ambiente y salud humana. Como
alternativa de tratamiento, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del
extracto metabdlico de Bacillus spp. en madera de baja durabilidad y expuesta a
hongos xil6fagos. Para ello se realizé el aislamiento e identificacion de hongos
xil6fagos; se determind la actividad enzimatica de 6 aislados fungicos;
posteriormente se seleccionaron in vitro cepas de Bacillus spp. antagonistas de
Trametes versicolor y se evalud la actividad antagdnica de Bacillus spp. y de sus
metabolitos en madera de baja durabilidad expuesta a hongos xil6fagos. Los
resultados mostraron que los aislados fungicos pertenecen a los géneros Rhizopus,
Mucor, Fusarium y Trichoderma. En cuanto a la actividad enzimatica, Fusarium
mostré una elevada actividad celulolitica con 2.3 U / ug; mientras que la mayor
actividad oxido-reductora se encontré en Mucor con 421.7 U / ug, lo que indica la
capacidad de los hongos para liberar enzimas involucradas en la degradacion de
madera; el ensayo de antagonismo mostro que todas las cepas bacterianas
inhibieron crecimiento micelial de T. versicolor destacando Bacillus spp. SS con 2.50
cm valores con diferencia estadistica significativa en comparacion con el control. En
la evaluacion antifungica de los metabolitos de Bacillus spp. en madera, se observé
la inhibicion del crecimiento de estos organismos xiléfagos y sélo colonizaron la
madera T. versicolor y F. verticillioides en un 55.95 % y 1.34 % respectivamente. De
acuerdo con los resultados en el presente estudio los metabolitos del género
Bacillus podrian ser una alternativa de tratamiento bioldgico para el control de

hongos xil6fagos.

Palabras clave: Proteccién de madera, Hongos xiléfagos, Bacillus spp, Fungicidas
Metabolitos.
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Abstract

The wood is of an organic nature and therefore is susceptible to biodeterioration
caused by xylophagous fungi that release enzymes capable of damaging
hemicellulose cellulose and lignin, leading to significant economic losses. To prevent
this biodeterioration, fungicides of chemical origin are used. To avoid this
biodeterioration, fungicides of chemical origin are used; however, most of these
products cause negative effects on the environment and human health. As an
alternative treatment, the aim of this work was to evaluate the effect of the metabolic
extract of Bacillus spp. in wood of low durability and exposed to fungi xylophages.
To this end, the isolation and identification of xylophagous fungi was carried out; the
enzymatic activity of 6 fungal isolates was determined; Bacillus spp. strains were
subsequently selected in vitro. Antagonists of Trametes versicolor and the
antagonistic activity of Bacillus spp. and its metabolites in low durability wood
exposed to xylophagous fungi was evaluated. The results showed that the fungal
isolates belong to the genera Rhizopus, Mucor, Fusarium and Trichoderma;
Regarding the enzymatic activity Fusarium showed a high cellulolytic activity with
2.3 U/ ug; while the highest oxide-reducing activity was found in Mucor with 421.7
U / ug, which indicates the ability of fungi to release enzymes involved in wood
degradation; the antagonism test showed that all bacterial strains inhibited mycelial
growth of T. versicolor highlighting the strain Bacillus spp. SS with 2.50 cm values
with statistically significant difference compared to the control. In the antifungal
evaluation of the metabolites of Bacillus spp. in wood, the growth inhibition of these
xylophagous organisms was observed and only T. versicolor and F. verticillioides
colonized the wood by 55.95 % and 1.34 % respectively. According to the results in
the present study, the metabolites of the Bacillus genus could be an alternative

biological treatment for the control of xylophagous fungi.

Key words: Wood protection, Xylophagous fungi, Bacillus spp.
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1. Introduccién

La madera es un material susceptible al biodeterioro y su proteccion con agentes
quimicos es efectiva, sin embargo producen efectos negativos en el ambiente y el
humano, por ello se buscan tecnologias ecolégicas como el control bioldégico, que
es una alternativa ambientalmente sostenible al uso de compuestos toxicos para
proteger a la madera. La proteccién quimica de la madera contra hongos xiléfagos
consiste en una serie de acciones encaminadas a reducir o eliminar el deterioro (Mai
et al., 2004), aplicando sustancias quimicas de las que se debe tomar en cuenta su
principio activo con el fin de prolongar la vida util de la madera al hacerla resistente
(Cruz de Ledn, 2010). Los preservantes convencionales generalmente se basan en
biocidas como sulfato de cobre, 6xido de cobre, arsénico, naftenato de cobre, cobre-
8-hidroxiquinolinato, 2-fenilfenol, pentaclorofenol y otros compuestos fendlicos,
carboxamidas, compuestos de tributilestaio, isotiazolonas, compuestos de amonio
cuaternario o tiazoles azaconazol, propiconazol, tebuconazol (Avila, 2008; Cruz de
Leodn 2010; Gonzalez-Laredo 2015), éstos compuestos quimicos para la proteccion
de la madera son efectivos pero incurren en ciertos riesgos ambientales y para la
salud (Crawford et al., 2000; Peylo y Willeitner 2001; Humphrey 2002). Es por ello
que se buscan alternativas de tratamiento como el control biolégico que es el uso
de organismos y/o de metabolitos o subproductos que son antagonistas naturales
de una plaga o patdégeno, con el fin de reducir o eliminar sus efectos dafinos en las
plantas o sus productos (Susi et al., 2011). En la literatura se reportan numerosos
estudios de metabolitos de origen bacteriano utilizados como control bioldgico, entre
los mas estudiados se encuentran microorganismos pertenecientes a los géneros
Streptomyces, Pseudomonas, Agrobacterium, Trichoderma y Bacillus (Whipps,
2001); este ultimo es considerado como excelente candidato para el desarrollo de
bioproductos aplicables para el control de enfermedades de origen fungico (Reinoso
et al., 2012). Se ha demostrado su potencial como control biolégico de hongos
fitopatégenos (Hu et al., 2008; Caldeira et al., 2007; Li et al., 2015), entre los
mecanismos a través de los cuales evitan el establecimiento y desarrollo de
organismos fitopatdgenos se encuentra la produccién de metabolitos como los

lipopéptidos, estructuralmente consisten en un péptido ciclico unido a una cadena
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de acido graso B-hidroxi o B-amino, clasificandose en 3 diferentes familias iturinas,
fengicinas y surfactinas, su actividad antimicrobiana tiene lugar por su interaccion
con la membrana citoplasmatica de células bacterianas o fungicas, provocando la
formacion de poros y un desbalance osmético, lo que desencadena la muerte celular
de los organismos fitopatégenos (Scharf et al., 2014). El interés de emplear
alternativas al tratamiento en la proteccion de la madera ha ido en aumento debido
a los problemas ambientales y de eliminacion de los conservantes quimicos, por
tanto el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto del extracto
metabdlico de Bacillus spp. en madera de baja durabilidad expuesta a hongos
xiléfagos; lo que representaria una alternativa de tratamiento al biodeterioro de la

madera causado por hongos.
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2. Antecedentes

2.1. Degradacién de la madera por hongos xiléfagos

La madera es una materia prima natural, biodegradable y renovable, utilizada como
un elemento basico en la construccién, en la industria del papel y en la produccion
de combustible (Mai et al., 2004). En México Pinus pseudostrobus Lindl. es una de
las especies forestales de mayor importancia (Silva, 2008; Cruz de Ledn, 2010) se
utiliza para la restauracion de suelos degradados (Conafor, 2006), es buen
productor de resina ampliamente aprovechada en los estados del centro y sur del
pais, la buena calidad de la madera le permite el uso en aserrio, triplay, chapa, para
cajas de empaque, molduras, construccion, fabricacidon de ventanas y muebles,
artesanias, ebanisteria y pulpa para papel (Silva, 2008; Flores, 2011). Sin embargo
tiene sus limitaciones debido a su naturaleza organica, la mas importante es la
susceptibilidad de sufrir ataque por hongos que liberan enzimas capaces de
degradar los componentes estructurales de la madera (lignina, celulosa y
hemicelulosa) alterando asi las propiedades fisico-mecanicas, estéticas,
higroscopicas, quimicas y anatémicas (Winandy y Rowell, 2005) estos organismos
reciben el nombre de hongos xil6fagos que a su vez se clasifican en hongos de
pudricion café o cubica, blanca y suave e incluyen a aquellos cuya accién tienen por
efecto modificar exclusivamente el aspecto de la madera y especialmente su color
denominados hongos cromdégenos (Zanni, 2008).

Los hongos de pudricion café remueven selectivamente celulosa y hemicelulosa de
la madera por hidrdlisis, esta alteracién la causan principalmente basidiomicetes de
los géneros Lentinus y Phellinus entre otros; atacan principalmente maderas
blandas como el Pinus spp., el Cupressus sempervirens y el Abies alba, aunque
puede también ocurrir en latifoliadas (Guillén et al., 2005). Mientras que los hongos
de pudricién blanca degradan preferentemente la lignina tanto en coniferas como
latifoliadas, provocan la formacion de un residuo de color blanco debido a la
acumulacion de celulosa y hemicelulosas, la degradacién de la lignina ocurre a
través de oxidaciones que conducen a su progresiva despolimerizacién (Tapia et

al., 2014); son el mas importante grupo de organismos responsables de
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degradacion de la madera y pertenecen a la clase basidiomicete entre ellos se
encuentra a Trametes versicolor (Quintero, 2011). Los hongos de pudricion blanda
se desarrollan en el lumen y el interior de la pared celular secundaria de la madera
realizando dafio, es causada por hongos ascomicetes y deuteromicetes
principalmente de los géneros Aspergillus y Fusarium (Garcia, 2015). Este tipo de
pudricion disminuye la fuerza estructural de la madera, haciéndola suave o flexible
(Carrillo-Parra et al., 2014) y los hongos cromogenos se alimentan de azucares
libres y de facil transformacion, no degradan la pared celular; se identifican por
producir coloraciones como negra, azul, roja, castafia, amarilla, marrén y gris,
siendo la mas importante en la madera de Pinus spp. la mancha azul o de savia,
caracterizada por la tonalidad azul oscuro causada por hongos ascomicetes

principalmente del género Trichoderma (Gonzalez-Laredo et al., 2015).

2.2. Tratamiento para el biodeterioro de la madera causado por
hongos xil6fagos

El tratamiento mas eficaz para la madera afectada por hongos xiléfagos implica
inicialmente, la eliminacion de la humedad, tanto propia como de su entorno
dejandola por debajo del 15-16 %, aun cuando en estos casos no es suficiente
(pudricién seca).
En el caso de los hongos cromdgenos se procede a descender por debajo del 16 %
la humedad de la madera asi como aplicar soluciones de productos quimicos a fin
de hacer desaparecer la coloracion inadecuada y aplicar sobre la madera ya sin
coloracién inicial, una solucion de protector quimico.
Si la madera esta afectada por hongos de pudricion se debera identificar el hongo
presente con el fin de identificar su peligrosidad, reconocer la madera afectada,
determinando el grado de ataque, asi como el grado de durabilidad natural ante los
hongos. Se debera realizar el saneamiento de la madera y el entorno, a fin de lograr
la eliminacién o descenso de humedad de la madera y su entorno; ventilacion de
las areas en que exista madera con pudricion y eliminacién de la madera afectada

por pudricién. La impregnacion quimica de la madera se aplica como tratamiento
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preventivo de madera sana localizando las zonas de potencial actuacién futura de
hongos de pudricidon; como tratamiento curativo de la madera afectada debiendo
sustituir la madera afectada por otra sana previamente impregnada quimicamente
en todo su volumen (Rodriguez, 1998).

Las sustancias quimicas que se emplean para estos tratamientos son basicamente
sales solubles en agua, de las cuales las mas conocidas para los hongos son el
borax y el acido bérico. Mezclas de cobre-cromo-arsénico (CCA), mezclas CCA con
productos a base de sales (sulfato de cobre, dicromato de sodio pentdxido de
arsénico) o a base de o6xidos (6xido de cobre, trioxido de cromo, arsénico
pentoxido). También se encuentran los disueltos en compuestos organicos que son
una gran gama de biocidas (fungicida e insecticidas), dentro de las que se
encuentran los compuestos nitrados, clorados (fenoles clorados, naftalenos
clorados, bencenos clorados), compuestos organometalicos (organomercuriales,
naftalenos metalicos, O6rgano-estafnosos), compuestos organonitrogenados
(superficiales y totales) y derivados de azoles (Avila, 2004; Cruz de Ledn 2010;
Carrillo-Parra et al.,, 2014). La mayoria de estos activos formulados a base de
metales pesados causan dafio a corto plazo en el ambiente y salud humana
(Schmidt, 2007). Tal es el caso del pentaclorofenol (PCF) de alta toxicidad para
humanos que aumenta por la presencia de impurezas como las
clorodibenzodioxinas y los clorodibenzofuranos. El PCF tiene graves efectos a largo
plazo: es mutageno, causa alteraciones en los sistemas inmunolégico y endocrino,
aumenta la susceptibilidad a infecciones y altera las funciones reproductivas
(Castillo y Barcenas, 1998).

En un estudio, Decker et al., 2002 reportan que la exposicién prolongada a metales
pesados transportados por el aire puede ocurrir como resultado del contacto en
interiores y exteriores al polvo de madera tratada con sales CCA Por lo tanto, los
trabajadores estan expuestos a los metales pesados comunmente utilizados en la
madera tratada sales CCA esto es importante, ya que la exposicion a la forma
hexavalente de cromo estd asociada con efectos perjudiciales para la salud,

incluidas las perforaciones del tabique nasal y un mayor riesgo de cancer nasal.
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2.3. Control bioldgico

Se ha comprobado que el empleo del control biolégico en el campo agricola es
efectivo; sin embargo, en el ambito forestal la informacion es escasa para combatir
hongos cromogenos y nula para hongos de pudricion en madera. Existen diversas
investigaciones que emplean el uso de bacterias del género Bacillus y/o sus
metabolitos para inhibir el desarrollo de hongos tal como lo reportan:

Feio et al., (2004) reportaron que el crecimiento de Fusarium oxysporum Schltdl. fue
inhibido por Bacillus subtilis 335 en medio de cultivo de glucosa extracto de levadura
(GEL) en los dias 11 y 14. EI crecimiento de F. oxysporum fue inhibido
significativamente por una solucién al 50 % de GEL inoculada con cultivo de B.
subtilis 335 de 11 dias en bloques de Pinus pinaster Ait. Mientras que en el medio
malta de levadura (ML) inoculado con B. subtilis C186 de 12 h demostraron que
puede prevenir el crecimiento de varios hongos, aislados de Pinus spp. como:
Aureobasidium sp., Ceratocystis sp., Cytospora pini Desm., Ophiostoma sp.,
Penicillium sp. y Trichocladium sp. Los estudios preliminares indicaron que los
metabolitos activos contienen funciones amina; sin embargo, seran necesarios mas
estudios para determinar las estructuras de los compuestos activos.

Touré et al., (2004) evaluaron el potencial de la cepa Bacillus subtilis GA1 para
reducir la infeccion posterior a la cosecha causada por Botrytis cinerea en Pyrus
malus L. tratando frutos artificialmente heridos con suspensiones de endosporas.
La cepa GA1 fue muy eficaz para reducir la incidencia de la enfermedad durante los
primeros 5 dias después de la inoculacion de patdégenos y se mantuvo un nivel de
proteccion del 80 % durante los siguientes 10 dias. El tratamiento de frutos con un
extracto de sobrenadante de cultivo GA1 también ejercié un fuerte efecto preventivo
sobre el desarrollo de moho gris. Un analisis adicional de este extracto revelé que
la cepa GA1 produce una amplia variedad de isémeros lipopeptidicos antifungicos
de las familias iturina, fengicina y surfactina. Como evidencia de la implicacion de
tales compuestos en la reduccion de la enfermedad se origind a partir de la
recuperacion de fengicinas de sitios protegidos de fruta colonizados por células

bacterianas.
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Caldeira et al., (2007) evaluaron la actividad antifungica del sobrenadante libre de
células de Bacillus amyloliquefaciens CCMI 1051. Entre los hongos contaminantes
de la madera, Rhizopus sp. L-122 y Trichoderma harzianum CCMI| 783 fueron
particularmente sensibles, presentando un 99.8 % y un 74.7 % de inhibicién,
respectivamente. Aspergillus niger CCMI 296, Trichoderma pseudokoningii CCMI
304 y Trichoderma koningii CCMI 868, mostraron una menor sensibilidad al
sobrenadante, por debajo del 50 % de inhibicidn. Penicillium expansum CCMI 625
no fue sensible al sobrenadante. Los hongos fitopatégenos mostraron diferentes
niveles de sensibilidad Botrytis cinerea CCMI 899 y Cephalosporium sp. F25 fueron
sensibles a los sobrenadantes de los cultivos de B. amyloliquefaciens CCMI 1051
con niveles de inhibicion superiores al 70 %. Solo Fusarium solani F4 mostrd una
tasa de inhibicion por debajo del 50 %.

Tao etal., (2011) investigaron la actividad antifungica y el mecanismo de la fengicina
producida por Bacillus subtilis fmbJ en presencia y ausencia de surfactina comercial
contra Rhizopus stolonifer. La concentracion inhibitoria minima (CIM) de fengicina
sin surfactina comercial afiadida fue de 0.4 mg / mL mientras que la CMI de fengicina
con surfactina comercial afiadida fue de 2.0 mg / mL. La fengicina actud en la
membrana celular y los 6rganos celulares e inhibié la sintesis de ADN. El efecto
antimicotico de la fengicina se redujo después de anadir surfactina comercial por lo
que sugieren que la membrana celular fungica puede ser el objetivo primario de la
accién de la fengicina y la surfactina comercial puede reducir la actividad antifungica
de la fengicina.

Sarti y Miyazaki, en 2013 evaluaron la respuesta inhibitoria de B. subtilis ATCC6633,
B. amylolyticus, B. subtilis var. natto, B. subtilis var. natto domesticado, en los
hongos Fusarium solani y Pythium sp. Los tratamientos de inoculacién fueron: 1)
semillas de Glycine max inoculadas con Bradyrhizobium japonicum y 2) semillas de
Glycine max coinoculadas con B. japonicum y B. subtilis. Las plantas crecieron en
camara de cultivo termostatizada a 30 °C, humedad relativa 60 % y fotoperiodo 16/8
luz-oscuridad durante 35 dias. Las pruebas in vitro de la cepa B. subtilis ATCC6633
redujeron el crecimiento micelial de Fusarium solani 50 % y Pythium sp. 47 %

respecto a los controles. La coinoculacion de B. japonicum y B. subtilis estimulé el
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crecimiento de la planta completa. La cepa de B. subtilis ATCC6633 sintetizd
metabolitos de naturaleza proteinica y otros con capacidad biosurfactante. Cuando
la bacteria se cultivd en medio minimo salino, glicerol 1 % y concentraciones de
acido L-glutamico entre 40 y 55 mM, se obtuvo la concentracion mayor de
metabolitos de naturaleza proteinica (35 mg proteina mL) y la mayor formacién de
biopelicula.

Zhang et al., (2014) aislaron una cepa de B. subtilis B37 que fue eficaz para el
biocontrol en la mancha de savia del Populus alba L. B. subtillis B37 fue cultivada
durante 2 dias y produjo una cantidad significativa de B-1,3-glucanasa, inhibiendo
eficazmente el crecimiento de Ceratocystis adiposa Hz91, Lasiodiplodia
theobromae YMQ737, Lasiodiplodia theobromae Fx46, y Fusarium sp., hongos de
la mancha de savia del alamo YMO05. Encontraron que B. subtillis puede producir
una pequefa cantidad de proteasas, pero no encontraron quitinasas.

Torres et al., (2017) evaluaron la capacidad de B. amyloliquefaens PGPBacCA1
para proteger las semillas de sus patégenos naturales, asi como inhibir Fusarium
solani y Sclerotinia sclerotiorum Sacc, hongos fitopatdgenos, ademas de evaluar la
naturaleza quimica de los metabolitos responsables de la actividad antifungica y los
cambios en la morfologia de estos hongos debido al efecto antifungico. Obteniendo
que B. amyloliquefaciens PGPBacCA1 impidi6 el desarrollo de los hongos endofitos
del frijol negro, mientras que solo Cladosporium spp. sobrevivié en la variedad
blanca. B. amyloliquefaciens PGPBacCA1, por cultivos mixtos, fue capaz de inhibir
el desarrollo de los siguientes hongos fitopatégenos: Sclerotium rolfsii 35 %,
Sclerotinia sclerotiorum 76.5 %, Rhizoctonia solani 73 %, Fusarium solani 56.5 %y
Penicillium spp. 71.5 %. Un analisis UV-MALDI TOF MS mostr6 que B.
amyloliquefaciens PGPBacCA1 produce diferentes homoélogos de los lipopéptidos
surfactina, iturina y fengicina en presencia de S. sclerotiorum y F. solani. Un andlisis
de microscopia Optica de barrido confirmd los efectos antifungicos de los

lipopéptidos, que también causaron dafio a Fusarium y Sclerotinia.
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3. Justificacién
La mayoria de los fungicidas para proteger a la madera actualmente utilizados, son
formulados a base de metales pesados los cuales causan dafio a corto plazo por
alterar negativamente el ambiente y salud humana, por lo que una alternativa
ecologica es el uso de metabolitos bacterianos del género Bacillus, para fortalecer

la proteccién de la madera de baja durabilidad.

4. Hipotesis
Algunos metabolitos producidos por Bacillus spp. pueden ser utilizados en la
proteccion de madera de baja durabilidad susceptible al deterioro por hongos

xiléfagos.

5. Objetivo general
Evaluar el efecto del extracto metabdlico de Bacillus spp. en madera de baja

durabilidad expuesta a hongos xil6fagos.

5.1. Objetivos especificos

1) Aislar e identificar hongos xil6fagos de la localidad de San Miguel del Monte.

2) Determinar la actividad enzimatica de 6 hongos xiléfagos.

3) ldentificar las cepas bacterianas antagdnicas de Trametes versicolor bajo
condiciones in vitro.

4) Evaluar la actividad antagonica de Bacillus spp. y de sus metabolitos en

madera de baja durabilidad expuesta a hongos xil6fagos.
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6. Materiales y métodos

6.1. Aislamiento de hongos xil6fagos de madera de Pinus spp.
El area de estudio se ubica en la localidad de San Miguel del Monte Morelia,
Michoacan, México, sus coordenadas geograficas son 19°38' 39,24" de latitud norte
y los 101°9' 6,28" de latitud oeste; dadas las condiciones ecoldgicas existentes en
dicha localidad contribuyen al desarrollo de una gran diversidad de especies de
hongos en particular los xil6fagos, en el presente trabajo sélo se estudiaron las

especies encontradas en tocones y madera aserrada de Pinus spp. (Figura1).
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Figura 1. Sitio de colecta de los aislados fungicos.

Se tomaron muestras de los hongos presentes en madera derribada y aserrada a
partir del corte de los carpéforos en contacto con el tronco. A continuacion, las
muestras fueron trasladadas al laboratorio de Microbiologia de la Madera de la
Facultad de Ingenieria en Tecnologia de la Madera (FITECMA-UMSNH), donde se
procedio al aislamiento de los hongos xiléfagos. Se trabajé en campana de flujo
laminar (Novatech, México) y se realizé una desinfeccion del carpéforo con
hipoclorito de sodio (5 %), alcohol etilico (70 %) y agua destilada estéril, se sembro

un trozo de éste en agar papa dextrosa (PDA) con la siguiente composicion (g / L):
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extracto de papa 4.0; glucosa 20.0; agar 15.0 agua destilada 1L; pH 5.6 £ 0.2 y se
incubo a 28 °C durante 5 dias, se dejo un control el cual consiste en medio PDA sin
inocular (Nazareno et al., 2002), se realizaron subcultivos hasta obtener cultivos

axénicos.

6.2. Identificacion molecular de hongos xil6fagos aislados de
madera de Pinus spp.
La biologia molecular ofrece herramientas para complementar los inconvenientes
que genera el estudio morfolégico descriptivo de los hongos entre la cual destaca la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Rodriguez et al., 2004).
Se extrajo el ADN gendmico de 5 aislados fungicos de acuerdo a la metodologia
descrita por Raeder y Broda (1985):

1. Se pesaron 100 mg de micelio y se colocé en un tubo de 1.5 mL, se
agregaron 0.4 g de perlas de vidrio, 200 pL de buffer de lisis (0.2 M Tris-HCI
pH7.5,0.5MNaCl, 0.01 MEDTA, 1 % de SDS) y 200 pL de fenol: cloroformo:
isoamimilo (25:24:1).

2. El contenido se mezcld en vortex durante 6 min.

3. Se adicionaron 300 pl de fenol:cloroformo:isoamilico y 300 pl de buffer de
lisis. Las muestras se mezclaron en vortex durante 30 s.

4. Se centrifugaron a 14 000 r.p.m. durante 30 s.

5. La fase superficial se transfirid a un tubo de 1.5 mL y se agregaron 300 pL
de cloroformo:isoamilico (24:1). Se agitd en voértex durante 10 s.

6. Se centrifugaron las muestras a 14 000 r.p.m. durante 30 s.

7. La primera fase se transfirid a un tubo limpio de 1.5 mL y se le agregaron 2.5
volumenes de isopropanol. Las muestras se mantuvieron en un congelador
a -20 °C durante 30 min.

8. Se centrifugaron a 14 000 r.p.m. durante 5 min.

9. Se decanto el sobrenadante y la pastilla se lavé con 500 pL de etanol al 70
% y se centrifugd durante 3 min a 14 000 r.p.m.

10.Se decanto el etanol y la pastilla fue secada en campana de flujo laminar
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11.Las muestras fueron resuspendidas en 30 uL de agua desionizada estéril.
El ADN gendmico fue visualizado en gel de agarosa (1 %) mediante electroforesis,
con el fin de corroborar su integridad. Después las muestras fueron cuantificadas
en NANODROP 2000c (Termo Scientific®). Para la identificacion de los aislados
fungicos se llevd a cabo mediante PCR del gen ribosomal 18S, usando los
oligonucledtidos NS1 Y NS6 (White et al., 1990). La reaccién PCR se llevo a un
volumen final de 50 pL: 20 ng de ADN (2 pL), 3 yL de NS1 (10 uM), 3 pL de NS6
(10 pM), 25 puL de PCR Master Mix 2x (Promega®) y 17 yL de agua libre de
nucleasas. Se utilizd el siguiente programa de amplificacion, 35 ciclos de
amplificacion con las siguientes rampas de temperatura: 94 °C por 1 min, 55 °C por
1 min, y 72 °C por 1 min., ademas de un ciclo final de extension a 72 °C durante 3
min. Los productos de PCR fueron visualizados en gel de agarosa (1 %) mediante
electroforesis, con el fin de corroborar la amplificacién y el tamafio de la banda
esperado ("1 400 pb). Una vez corroborada la amplificacién, el producto de PCR se
purifico con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega®) de
acuerdo a las especificaciones del fabricante. Los genes ribosomales 18S
amplificados y purificados, fueron enviados para su secuenciacién (método Sanger)
al Laboratorio Nacional de Gendmica para su Biodiversidad (Langebio,
www.langebio.cinvestav.mx). Las secuencias obtenidas fueron ensambladas
empleando el software CodonCodeAligner (CodonCodecorp.,
www.codoncode.com/aligner). Una vez ensambladas, las secuencias fueron
comparadas con secuencias depositadas en la base de datos del GenBank, usando
la herramienta basica de busqueda de alimentos locales (BLAST,
http://blastncbi.nml.nih.gov), con el fin de encontrar las secuencias homologas mas
cercanas, los grupos taxondémicos fueron ampliados descargando secuencias
pertenecientes a cada grupo de hongos. Todas las secuencias fueron cargadas al
software MEGA7 (www.megasoftware.net), donde fueron alineadas usando
ClustalW. Obteniendo el alineamiento, se procedié a la generacion de un arbol
filogenético, utilizando el método de maxima parsimonia y una prueba de soporte
de la tipologia de 1000 seudorréplicas (bootstrap), esto con el fin de asignar las

secuencias a grupos taxonémicos especificos.
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6.3. Actividad enziméticade 6 hongos xil6fagos aislados de madera
de Pinus spp.

6.3.1. Obtencion de los extractos enzimaticos
Para los extractos enzimaticos se tomd una concentracion de 5X10° esporas por
cada hongo aislado a ensayar y se inocularon en 250 mL de medio minimo liquido
con la siguiente composicion (g /L): 1.4 (NH4)2S0Os4, 0.3 urea, 2.0 KH2PO4, 0.3 CaClz,
0.3 MgClz - H20, 0.005 FeSO4 - 7H20, 0.0016 MnSO4 - H20, 0.014 ZnCl2 - H20,
0.002 CoCl2 - 6H20, 25 uL/L solucion de vitaminas 100 X y celulosa microcristalina
al 1 % como fuente de carbono (Mandels, 1975). Las fermentaciones se realizaron
por triplicado durante tres dias en agitacion continua a 150 r.p.m. y temperatura
ambiente. Se realiz6 un muestreo al final de la incubacion y se centrifugaron a 10
000 r.p.m. durante 5 min, el sobrenadante se utilizd para la cuantificacién de
actividad 6xido-reductora, actividad celulolitica y proteinas extracelulares. Todas las

mediciones se realizaron por triplicado.

6.3.2. Actividad oxido-reductora
La cuantificaciéon oxido-reductora se llevd a cabo mediante la medicion de la
cantidad de 2,6-Dichlorophenolindophenol (DCPIP) reducido. Se monitoreo el
descenso de la absorbencia de la mezcla de reaccion a 600 nm por 3 min. La
composicién de la mezcla de reaccion contenia: 150 yL de DCPIP 2 mM, 1.700 pl
de Celobiosa 2.5 Mm disueltos en amortiguador de fosfatos10 Mm a pH 6.3. La
reaccion fue iniciada agregando 150 pL del extracto enzimatico. Se utilizo el valor
de la pendiente para determinar la actividad enzimatica. El coeficiente de extincion
molar (¢) del DCPIP es usado a una lectura de 600 nm a 25°C y una presion de
1.012 atmosferas; € = 1.5712 x 104 M - 1 .cm-1. La actividad enzimatica fue
calculada como: [(valor de la pendiente) (volumen de la reaccion) / €- longitud de la
cubeta] + mg de proteina y es expresada como actividad especifica = mol/minemg

proteina (Calderdn et at., 2011).
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6.3.3. Actividad celulolitica
La actividad de endocelulasa (endo-B-1,4-glucanasa) se determiné como indicador
de actividad celulolitica mediante el método modificado de Ghose, (1987). En un
tubo de ensaye de 10 mL se colocaron 400 pL de amortiguador de Citrato 50 mM y
adicionaron 500 pL de disolucion de carboximetilcelulosa (CMC) al 1 %.
Posteriormente se coloco 100 pL de extracto crudo enzimatico (previamente
centrifugado a 10 000 r.p.m. por 4 min). Se agité e incubd en termo bano a 50 °C
por 30 min, después de la incubacion se detuvo la reaccion con 1 mL de 3,5-acido
dinitrosalicilico (DNS) se agitaron y se colocaron en bafio de agua en ebullicién
durante 15 min, se dejo enfriar y cuantific la actividad en espectrofotometro a 540
nm. Los ensayos se realizaron por triplicado (Breuil y Saddler, 1985). Los datos
obtenidos fueron correlacionados con una curva de calibracion de glucosa realizada

mediante el método de DNS. La actividad enzimatica fue reportada como U / mg.

6.4. Identificacion de las cepas bacterianas antagOnicas de
Trametes versicolor bajo condiciones in vitro.

Las bacterias Bacillus megaterium (UMCV [) y Stenotrophomonas maltophilia
(UMCV 1IV) y el hongo Trametes versicolor fueron proporcionadas por el Laboratorio
de Microbiologia de la Madera (FITECMA-UMSNH), del Instituto de Investigaciones
Quimico-Biolégicas de la UMSNH fueron proporcionadas las bacterias Bacillus spp
(BA, SS y BM) y de la empresa Microvida Innovacion Agricola S.A. de C.V,, la
bacteria Bacillus spp. (BS-MIA02). Se activaron en agar nutritivo (AN) con la
siguiente composicion (g / L): pluripeptona 5.0; extracto de carne 3.0; cloruro de
sodio 8.0; agar 15.0; pH 7,3 = 0,2 y se incubaron a 30 °C durante 48 h. Para
determinar el efecto antagdnico se realizaron ensayos in vitro siguiendo la
metodologia de cultivo dual descrita por Reyes et al., 2012; Mejia-Bautista et al.,
2016. Para ello se emplearon los cultivos de las siguientes cepas bacterianas UMCV
[, UMCV IV, BA, SS, BM y BS-MIAO02, a partir de las cuales se trazaron dos estrias
equidistantes (2 cm) del centro de las cajas de Petri con medio PDA/AN relacién
1:1, en el centro se sembré T. versicolor y se incubaron a 28 °C por 10 dias. Se
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realizaron cinco repeticiones por cada cepa bacteriana, como control se sembro en

el centro de las cajas Petri T. versicolor en el medio AN/PDA sin la bacteria.

6.5. Evaluacion de la actividad antagonica de Bacillus spp. y sus
metabolitos en madera de baja durabilidad expuesta a hongos

xil6fagos

6.5.1. Antagonismo de Bacillus spp. frente a los hongos xil6fagos
aislados
Primero se determiné el efecto antagdnico frente a los hongos xiléfagos aislados,
se realizaron pruebas in vitro siguiendo la metodologia de cultivo dual descrita por
Reyes et al., 2012; Mejia-Bautista et al., 2016. Para ello se utilizaron las cepas
bacterianas del género Bacillus spp. BM, SS y BSMIA02 con mayor potencial

antagonico contra T. versicolor.

6.5.2. Extraccion de metabolitos de Bacillus spp.
Para el cultivo de las bacterias se utilizé el medio Luria-Bertani (LB) con la siguiente
composicion (g /L): 10.0 de pluripeptona, 5.0 de extracto de levadura y 5.0 de NaCl
por litro y pH 7.0. Posteriormente para el proceso de fermentacién se utilizé el medio
modificado 3s con la siguiente composicion (g / L): 30.0 de pluripeptona, 10.0 de
glucosa, 1.0 de KH2 PO4 y 0.5 de MgSO4 7 H20, pH 6.8 y se incubd durante 18 h a
37 °C y 180 r.p.m.; posteriormente 1.0 mL del pre-cultivo se inoculé en 100 mL del
medio 3s, dejandolo en agitacion constante durante 24 h, 37 °Cy 150 r.p.m. (Yesid,
2012). La extraccion de los metabolitos se realizé con diferentes solventes: agua
destilada (EMB/A), acetona (EMB/B), acetato de etilo (EMB/C) y metanol (EMB/D);
se adiciond por separado 45.0 mL de cada solvente al producto obtenido por
fermentacién en Shaker, esta mezcla se dejo en agitacidén constante durante 1 hora
a 150 r.p.m. El extracto bacteriano obtenido se centrifugé a 5000 r.p.m. durante 10
min a 4 °C, el sobrenadante se filtré utilizando una membrana de nitrocelulosa con
tamano de poro 0.45 uym (Mizumoto et al., 2006; Dimki¢ et al., 2017), se realizaron

5 repeticiones por cada tratamiento.
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6.5.3. Determinacion del efecto antagénico de los metabolitos de Bacillus
spp. frente a hongos xil6fagos aislados

Para determinar el efecto antagénico se utilizé el método de excavacion en placa
segun (Mitidieri, 1998; Ariza y Sanchez 2012), 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 donde se colocd 100 pL del extracto bacteriano y se
colocd un propagulo de 5 mm de cada hongo xiléfago aislado con 7 dias de
crecimiento en 4 puntos de la caja Petri (Figura 2). Se realizaron cinco replicas para

cada ensayo.

Tratamiento: Control: 100 pL
100 plL Extracto medio 3s.

de metabolitos

de Bacilllus

Spp.

Hongo

Figura 2. Método de excavacion en placa.

6.5.4. Bioensayo in vitro de los metabolitos de Bacillus spp. en madera
de P. pseudostrobus expuesta a hongos xil6fagos
Se utilizaron muestras de madera de P. pseudostrobus libres de deterioro bioldgico
con dimensiones de 2.5 x 0.5 x 0.5 cm, las cuales se esterilizaron en autoclave 30
mina 120 °Cy 15 Ib. Se sumergieron en 100 mL del filtrado obtenido en la extraccién
de los metabolitos de Bacillus spp. SS por un periodo de 24 h a temperatura
ambiente. Pasado ese lapso, las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente

durante 24 h. Luego, las muestras se colocaron cajas de Petri adicionado con el
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medio PDA y se conformaron los siguientes tratamientos: 1) control (los hongos
xiléfagos en el medio PDA); 2) madera-hongo (muestras de madera y hongos
xiléfagos en ausencia de metabolitos de Bacillus spp. SS 3) madera-hongo-
metabolitos (muestras de madera hongos xil6fagos y metabolitos de Bacillus spp.)
(Orozco-Mosqueda et al., 2015) como se muestra en la figura 3. Este experimento
se realizé a 28 °C en oscuridad por un periodo aproximado de 10 dias con 10
repeticiones. El efecto de los metabolitos de Bacillus spp. SS en la madera de P.
pseudostrobus expuestas a hongos xil6fagos se evalué mediante la medicién del
diametro del crecimiento micelial de los xil6fagos (Ezziyyani et al.,, 2004) y las
muestras de madera fueron analizadas con el programa informatico Image
Processing and Analysis in Java ImagedJ con el cual se determiné el porcentaje del

area colonizada por los hongos xil6fagos mediante analisis de color.

Madera de P

pseudostrobus
2.5%x0.5x0.5cm
Madera de P impregnada con
pseudostrobus los  metabolitos
) L 25%0.5%x0.5cm de Bacillus spp.
Aislado fungico A (SS) A

-
s

AisladoAﬁjngico Aislado flngico

Figura 3. Bioensayo in vitro de los metabolitos de Bacillus spp. en madera de P.
pseudostrobus expuesta a hongos xil6fagos.
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7. Resultados y discusién

7.1. Aislamiento e identificacién de hongos xil6fagos
Se consiguid colectar un total de 15 organismos de tocones y madera aserrada de
Pinus spp. sin embargo, se logrd el aislamiento 8 hongos de tocones como se
muestra en la figura 4, a los hongos se les asignaron las siguientes claves: MA
corresponde a Rhizopus sp. MA1 a Fusarium verticillioides, MB a Rhizopus sp., B1
a Mucor sp., F2 y H corresponden a Trichoderma sp; mientras que en madera
aserrada unicamente se lograron aislar 5 hongos (Figura 5) a los cuales se les
asignaron las claves: PP1 que corresponde a Trichoderma reesei PP2 PP2, PP3,
PP4 y PP5 al género Trichoderma. Por su parte, la identificacidn molecular a partir
de los genes ribosomales 18S mostraron la identidad de 11 aislados fungicos de los
cuales 6 son aislados de tocones y 5 de madera aserrada (Figura 6)
correspondientes a la divisibn Ascomycota: Fusarium verticillioides, Trichoderma
reesei Trichoderma sp. y a la divisidbn Zygomicota: Rhizopus y Mucor, en la figura 7
se muestra su clasificacion taxondémica. Se reporta que los hongos degradadores
de madera pertenecen principalmente a la division Ascomycota y Basidiomycota de
las clases Basidiomicetes y Ascomicetes asi como sus formas imperfectas (Zanni,
2008), se vuelven metabdlicamente mas activos a mayor temperatura y con
humedad adecuada, lo que lleva a los correspondientes aumentos en el crecimiento,
produccion de enzimas y tasas de descomposicion de la madera (A'Bear et al.,
2014, Crowther et al., 2015). Sin embargo, se encontraron hongos en la madera
pertenecientes a la division Zygomicota, por tanto se sugiere que también estan
involucrados en la degradacion de la madera. Autores como Valenzuela y Barrera
(2001) también han reportado estos géneros fungicos, aislados de aserrin de Pinus
radiata mientras que Jankowiak et al., (2018) reporta una alta presencia de
Trichoderma y Mucor en madera de Pinus spp., la existencia de estos organismos
en la madera provoca deterioro en varios niveles, e.g. disminuyen la calidad de
madera aserrada, originan un cambio en la coloracién original resultando una
madera “azulada a negruzca” siguiendo un patron conforme a la disposicion radial

de las células parenquimaticas (Encinas et al., 2002; Jankowiak et al., 2018).
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Figura 5. Hongos aislados de madera aserrada de Pinus spp.
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JF723642.2 Mucor fragilis strain LMSA 1.09.161 18S ribosomal RNA gene partial sequence

B1

KF515993.1 Mucor circinelloides strain MC-1 18S ribosomal RNA gene partial sequence

JQ014009.1 Mucor circinelloides f. lusitanicus strain FSU 5859 18S ribosomal RNA (SSU) gene partial sequence
JF723688.2 Mucor circinelloides f. janssenii strain CBS 205.68 18S ribosomal RNA gene partial sequence
JF723647.2 Mucor velutinosus strain LMSA 1.09.191 18S ribosomal RNA gene partial sequence
JF723646.2 Mucor velutinosus strain LMSA 1.09.190 18S ribosomal RNA gene partial sequence
JF723645.2 Mucor velutinosus strain LMSA 1.09.187 18S ribosomal RNA gene partial sequence
JF723644.2 Mucor fragilis strain LMSA 1.09.199 18S ribosomal RNA gene partial sequence

JF723643.2 Mucor fragilis strain LMSA 1.09.196 18S ribosomal RNA gene partial sequence

B

99
MA
58 KP121398.1 Rhizopus oryzae strain H1 18S ribosomal RNA gene partial sequence
90 l(f AB250174.1 Rhizopus oryzae gene for 18S rRNA partial sequence strain: CBS 278.38
- KM527239.1 Rhizopus oryzae isolate A2 18S ribosomal RNA gene partial sequence
AB250168.1 Rhizopus caespitosus gene for 18S rRNA partial sequence strain: CBS 427.87

DQ831905.1 Fusarium proliferatum isolate 31X4 28S ribosomal RNA gene partial sequence 28S-18S ribosomal RNA intergenic spacer complete sequence and 18S ribosomal RNA gene partial sequence
99 LT746254.1 Fusarium oxysporum genomic DNA sequence contains 18S rRNA gene ITS1 5.8S rRNA gene ITS2 and 28S rRNA gene strain CPC 28190
LT841236.1 Fusarium oxysporum f. sp. dianthi partial 18S rRNA gene for 18S ribosomal RNA strain Fod008
93 LT853257.1 Fusarium verticillioides partial 18S rRNA gene isolate TA doublecycles
99 AA

KY100257.1 Trichoderma reesei 18S ribosomal RNA gene partial sequence
PP1

JQ278018.1 Trichoderma koningiopsis strain T-403 188 ribosomal RNA gene partial sequence

JQ278019.1 Trichoderma koningiopsis strain T-404 18S ribosomal RNA gene partial sequence

JQ278020.1 Trichoderma koningiopsis strain T-440 18S ribosomal RNA gene partial sequence

KP133166.1 Trichoderma harzianum isolate BLT4A 18S ribosomal RNA gene partial sequence
KT006533.1 Trichoderma koningii voucher SVU-01-TK1 18S ribosomal RNA gene partial sequence

KU242747.1 Trichoderma harzianum strain hc46 18S ribosomal RNA gene partial sequence
KX235314.1 Trichoderma koningii strain dI-49 18S ribosomal RNA gene partial sequence
KX235316.1 Trichoderma koningii strain yt-6 18S ribosomal RNA gene partial sequence

F2

H

PP4

PP2

PP3

PP5

AF548100.1 Trichoderma harzianum strain ALI 232 18S ribosomal RNA gene partial sequence

EU196001.1 Caenorhabditis elegans strain CB4088 18S ribosomal RNA gene partial sequence

Figura 6. Arbol filogenético basado en las secuencias parciales de los genes 18S de los hongos xiléfagos aislados.
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Dominio: Eukaryota

Reino: Fungi

Division
Zygomycola Ascomycota
Clase Clase
Zygomycetes Sordariomycetes
Orden Orden
Mucorales Hypocreales
Familia Familia
Mucoraceae /\
| Nectriaceae Hypocreaceae
Género \/
/\ Género
Rhizopus Mucor /\
Fusarium Trichoderma
Especie
Fusarium Trichoderma
verticillioides reesei

Figura 7. Clasificacion taxonémica de los aislados fungicos de la localidad de San
Miguel del Monte, Morelia Michoacan, México.
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7.2. Actividad enzimatica de los hongos xil6fagos

Los aislados F. verticillioides (AA), Mucor (B1), Trichoderma sp. (PP2), (PP3) y el
aislado (MF) mostraron actividad enzimatica 6xido-reductora y celulolitica, no se
encontrd un patron definido de ésta (Cuadro1). Teniendo como referencia al aislado
Trametes versicolor (Control), conocido por su produccion enzimatica y capacidad
para degradar completamente todos los componentes de los materiales
lignoceluldsicos (Zhang et al., 2017). Se reporta en la literatura que los hongos
xiléfagos se encuentran en la divisibn Ascomycota y Basidiomycota (Cruz de Leodn
et al., 2010); sin embargo se identificé una elevada actividad oxido-reductora en
Mucor con 421.7 U / ug perteneciente a la division Zygomycota, lo que indica que
los hongos de esta division también liberan enzimas involucradas en la degradacion
de la madera. Mientras que la mayor actividad celulolitica fue en F. verticillioides
con 2.3 U/ ug. Es dificil realizar comparaciones en cuanto a la actividad enzimatica
celulolitica y oxido-reductora entre hongos, debido a las diferencias en los
resultados que se obtienen por el uso de distintas técnicas para la cuantificacion
enzimatica (Sigoillot et al., 2002); pero la presencia de estas enzimas indica la
capacidad de los xil6fagos para degradar a la madera ya que son las principales
enzimas involucradas en su deterioro (Ramirez et al., 2012). Por tanto, de acuerdo
al perfil enzimatico secretado por los hongos xiléfagos, se puede determinar las
caracteristicas del modo y grado de descomposicién de la madera (Drenou, 2000;
Chaparro et al., 2009). Lo que ayuda a fortalecer estudios de durabilidad natural
frente a hongos xiléfagos que alteran el complejo lignocelulésico como resultado de
la accidon enzimatica, ademas de sus posibles aplicaciones a nivel biotecnoldgico
como en procesos de biopulpeo, las principales enzimas de uso en la industria del
papel son aquellas con capacidad de eliminar lignina, dentro de las que destacan
las enzimas extracelulares producidas por los hongos xil6fagos y podrian ser
utilizadas para este fin.
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Cuadro 1. Actividad enzimatica de hongos aislados de la localidad
de San Miguel del Monte, Morelia, Michoacan México.

Actividad enzimatica U / ug
Hongo aislado Celulolitica  Oxido-reductora (10%)
T. versicolor (Control) 0.6 21.2
F. verticillioides (MA1) 2.3 0.0
Mucor sp (B1) 0.5 42.17
Trichoderma sp (PP2) 0.2 0.0
Trichoderma sp (PP3) 0.2 95.6
Trichoderma sp (PP5) 0.0 0.0
Aislado MF 0.3 0.0

7.3. Identificacion de las cepas bacterianas antagOnicas de
Trametes versicolor bajo condiciones in vitro.

Se realiz6 una seleccion in vitro de cepas bacterianas contra hongos xiléfagos con
el fin de identificar las bacterias antagonistas potenciales las cuales (Bacillus
megaterium UMCV |, Stenotrophomonas maltophilia UMCVI V, Bacillus spp. (BA,
SS, BM y BS-MIAQ2)), revelaron tener actividad antagonica contra T. versicolor.
Destacando las cepas SS y BS-MIA02 que mostraron una inhibicion del crecimiento
micelial de T. versicolor con 2.50 y 2.82 cm respectivamente estos valores con
diferencia estadistica significativa en comparacién con el crecimiento de T.
versicolor sin las bacterias con valor de 8.62 cm como se aprecia en la figura 8.
Estos son los primeros aportes de bacterias antagonistas de T. versicolor los
resultados de este estudio demuestran que la aplicacion de cepas antagonistas
seleccionadas, especialmente de Bacillus spp. SS tienen efecto en el control de T.
versicolor uno de los hongos xiléfagos mas agresivos por su capacidad para
degradar los componentes estructurales de la madera. De acuerdo a lo reportado
por Hernandez-Lauzardo et al., (2007) las bacterias antagonistas tienen la
capacidad de ejercer un efecto de represion sobre el patdégeno de interés y debido
a que no tienen un unico mecanismo de accion y la multiplicidad de éstos, es una
caracteristica importante para su seleccibn como agentes de control bioldgico
(Fernandez-Larrea, 2001). Bacterias del género Bacillus son consideradas entre las

mas eficaces para el control de fitopatdgenos mediante mecanismos de antibiosis,
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competencia y actividad enzimatica litica (Layton et al., 2011). Asi mismo, S.
maltophilia produce un antifungico llamado “maltofila” que controla fitopatégenos por

antagonismo directo (Gémez, 2005).

10

Diametro de crecimiento (cm)

CONTROL TWV+UMCVIV TV+UMCVI TV+BA TV+BEM  TV+BS-MIAD2 TV+55

Tratamiento

Figura 8. Diametro del crecimiento micelial de Trametes versicolor en
confrontacion directa con bacterias antagonistas.

Control = T. versicolor sin bacterias; TV+ BA, TV+SS, TV+UMCV |V, TV+UMCV |,
TV+BM, TV+BSMIA = T. versicolor con las cepas de Bacillus spp. Un analisis de
varianza de una via se realiz6 junto con una prueba de Tukey p<0.05. Las barras
representan el error estandar. Tratamientos con la misma letra no presentan
diferencias significativas.
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7.4. Actividad antagonica de Bacillus spp. frente a hongos
xil6fagos

Las cepas de Bacillus spp. (SS, BM y BS-MIA02), revelaron tener actividad
antagodnica en confrontacion directa contra los hongos aislados de tocones; sin
embargo la cepa que mostréo un mayor efecto antagénico fue la cepa de Bacillus
spp. SS en el crecimiento micelial de los aislados fungicos como se aprecia en la
figura 9. En F. verticillioides el crecimiento micelial fue de 1.58 cm mientras que en
su control fue de 4.36 cm este valor es inferior a lo reportado por Cavaglieri et al.,
(2005) donde muestra que la cepa de Bacillus sp. 13 inhibié el crecimiento micelial
de F. verticillioides a 2.36 cm lo que indica la capacidad de bacterias del género
Bacillus para reprimir el crecimiento de F. verticillioides. En Rhizopus sp. el
crecimiento micelial fue de 3.70 cm y en su control el crecimiento fue de 9.2.cm.
Para Mucor sp. el crecimiento micelial fue de 1.62 cm y en su control fue de 8.62
cm; en el aislado MF el crecimiento micelial fue de 2.7 y en su control de 9.2 cm; en
cepas de Tricoderma sp. el crecimiento micelial fue de 2.82 y 3.16 cm mientras que
el crecimiento de su control fue de 9.2 cm y en el aislado MT2 el crecimiento micelial
fue de 2.24 cm en tanto que el crecimiento de su control fue de 9.2 cm, valores con
diferencia estadistica significativa (Cuadro 2); éstos son los primeros aportes de
antagonismo directo de bacterias del género Bacillus contra Rhizopus sp., Mucor
sp. y Trichoderma sp. ya que en la agricultura no tienen relevancia sin embargo en
la industria de la madera son de gran importancia porque dafan su apariencia

reduciendo asi su valor comercial.
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Cuadro 2. Inhibicion del crecimiento micelial (cm) de aislados fungicos de tocones
de Pinus spp. por las cepas SS, BS-MIA02 y BM2 de Bacillus spp.

Aislado fungico

Tratamiento

Control Bacillus spp-  Bacillus spp. Bacillus spp.
Ss BS-MIAQ2 BM2

F. verticillioides (MA1) | 4 36+ 0.27°| 158 +0.19° | 3.842020" | 3.88+0.13°
Rhizopus sp. (MA) 92+00° | 370+029" | 9.02+00 92+0.0
Rhizopus sp. (MB) 92£0.0 | 370£040" | 90200 9.2£0.0°
Mucor sp. (B1) 8.86£047° | 1624035 | 47+050° | 434+065
Aislado (MF) 92+00° | 27+010" | 628+071" | 820+082°
Trichoderma sp. (H) 92+00° | 282+037" | 626+054 | 7.0£057
Trichoderma sp. (F2) | 92+00° | 3.16+020" | 6.88+086" | 7.90+0.83°
Aislado (MT2) 9.2+0.0° | 2.24+020" | 4.48+062° | 7.60+0.83°

Diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas segun la prueba de Tukey (P<0.05).
Los valores son las medias + la desviacién estandar.
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T versicolor T. versicolor + SS Aislado MF Aislado MF + SS

E verticillioides FE. Verticillioides +SS

Rhizopus sp. Rhizopus sp. + SS

.
Mucor sp. Mucor sp. + 88

Figura 9. Efecto antagonico de la cepa Bacillus spp. SS frente a los aislados
fungicos de tocones de Pinus spp.

Las cepas de Bacillus spp. (SS, BM y BS-MIA02) mostraron actividad antagénica
contra los hongos aislados de madera aserrada destacando también la cepa de
Bacillus spp. SS; se aprecia dicha accion represora en la figura 10 donde el

crecimiento micelial de T. reesei fue de 2.72 cm en su control con 7.48 cm; en las
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demas cepas de Trichoderma sp. el crecimiento micelial fue entre 1.78 y 3.46 cm
mientras que el crecimiento micelial de su control fue entre 9.02 y 9.2 cm valores
con diferencia estadistica significativa (Cuadro 3). Se sugiere que el efecto
antagoénico observado por las cepas de Bacillus spp. se debe a que las bacterias de
este género muestran efecto inhibitorio sobre el crecimiento de diversos hongos
fitopatégenos (Lehman et al., 2003) produciendo varios tipos de metabolitos con
efecto antifungico y sideréforos que facilitan el mecanismo de competencia por el
hierro con los microorganismos fitopatégenos (Leclére et al., 2005). Los datos en la
literatura muestran que las bacterias del género Pseudomonas, Streptomyces y
Bacillus pueden inhibir el crecimiento de hongos contaminantes de madera (Feio et
al., 2004).

Cuadro 3. Inhibicion del crecimiento micelial (cm) de aislados fungicos de madera
aserrada Pinus spp. por las cepas SS, BS-MIA02 y BM2 de Bacillus spp.

Tratamiento

Aislado fungico Control Bacillus Bacillus spp.  Bacillus spp.
spp. SS BS-MIA02 BM2
T. reesei (PP1) 748+1.10° | 272+037° | 6.22+058° | 7.04 077

Trichoderma sp. (PP2)| 95 400° | 25+0.18" | 7.26x067° | 8.32+1.51b°
Trichoderma sp. (PP3) | 954 00° |346+023"| 84+054 9.2+0.0°
Trichoderma (PP4) 92+00 |178+0.19"| 6.96+1.37° | 8.14 + 1.04b°
Trichoderma sp. (PP5) | 9 0>+ 0.0° | 2.08+021° | 466 +062° | 7.8+0.40°

Diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas segun la prueba de Tukey (P <0.05).
Los valores son las medias * la desviacion estandar.
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Trichoderma sp. Trichoderma sp. Trichoderma sp. Trichoderma sp.
(PP1) + 8S (PP3) (PP3) + SS

o
! N
A
i
'
e

Trichoderma sp. Trichoderma sp. Trichoderma sp. Trichoderma sp.
(PP2) (PP2) +SS (PP4) + SS

- - e
1?&3"-’?
2 AN

Trichoderma sp.
(PP5) +SS

Figura 10. Efecto antagonico de la cepa Bacillus spp. SS frente a aislados fungicos
de madera aserrada de Pinus spp.

Lo anterior sugiere que este efecto inhibitorio se debe a diferentes mecanismos
como la produccidn metabdlica de moléculas toxicas volatiles como la
dimetilnexadecilamina, enzimas hidroliticas como las quitinasas y en especial la
liberacién de metabolitos de tipo secundario como la fengicina que pueden inhibir el
crecimiento de hongos degradadores de madera como Fusarium spp. hongo de
pudricién blanda, capaz de producir cavidades en la pared celular y Trichoderma
spp., que puede alterar el aspecto estético de la madera (Feio et al., 2004). Se

encontré que algunas cepas del género de Bacillus fueron menos efectivas contra
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los xiléfagos en comparacion con otras lo que sugiere este efecto al modo de accion
ejercido o al tipo de metabolito antifungico producido. Por tanto, es necesario
diversos estudios para inducir la produccion de compuestos por Bacillus spp. (Saini,
2012; Ola et al., 2013).

7.5. Evaluacion del efecto de los metabolitos de Bacillus spp. en
madera de P. pseudostrobus

Los metabolitos de Bacillus spp. SS obtenidos a partir de agua, acetato de etilo y
acetona, no mostraron inhibicion del crecimiento micelial en T. versicolor (Figura
11); Bonmatin et al. (2003) reporta que estos solventes presentan la caracteristica
de realizar una etérea modificacion en la estructura polipeptidica de los metabolitos
por Bacillus sp. disminuyendo su capacidad antifungica; sin embargo el extracto
metandlico tuvo mayor poder de extraccién ya que revel6 actividad antifungica

contra T. versicolor y los aislados fungicos.
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V/dN3

d/dnN4d

/9N

a/dan4g

Figura 11. Interaccion de Trametes
versicolor y el extracto bacteriano de
Bacillus spp. SS con diferentes
solventes.

EMB/A= Agua destilada, EMB/B=
Acetona, EMB/C= Acetato de etilo y
EMB/D= Metanol.
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En el cuadro 4 se muestra el efecto de los metabolitos de Bacillus spp. SS obtenidos
con metanol en hongos aislados de tocones de Pinus spp. donde se puede apreciar
que inhibieron el crecimiento micelial de la mayoria de los aislados fungicos valores
con diferencia estadistica significativa en comparacion con su control a excepcion
de la cepa de Rhizopus sp. (MA); sin embargo en un estudio Caldeira et al., (2007)
reporta que una cepa de Rhizopus sp. L-122 fue sensible al sobrenadante libre de
células de Bacillus amyloliquefaciens CCMI 1051. En F. verticillioides con el extracto
metabdlico de Bacillus spp. SS el crecimiento fue de 3.01 cm y en su control fue de
3.86 cm al respecto Araiza y Sanchez (2012) reportan el efecto positivo del extracto
metabdlico de una cepa de Bacillus subtillis ya que inhibié a Fusarium sp. entre un
70 y 100 % asi mismo sugiere que este efecto se debe a que los metabolitos de
Bacillus spp. interactian con las moléculas de colesterol interrumpiendo la
membrana citoplasmatica del hongo, creando canales transmembranales que
permiten la liberacion de iones vitales como el K+. En los hongos del género
Trichoderma aislados de madera aserrada, los metabolitos de Bacillus spp SS
inhibieron a todos los aislados fungicos resultados con diferencia estadistica

significativa en comparacion con su control como se muestra en el cuadro 5.
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Cuadro 4. Inhibicion del crecimiento micelial de aislados fungicos de tocones de
Pinus spp. por el extracto metabdlico de Bacillus spp. SS.

Aislado fungico +

Control extracto metabdlico de
Aislado fungico Bacillus spp. SS
Crecimiento micelial (cm)
Trametes versicolor 4.08+0.13* 2.98+0.04
Fusarium verticillioides (MA1) 3.87+0.04* 3.01+0.27
Rhizopus sp. (MA) 3.90+0.01 3.86+0.15
Rhizopus sp (MB) 4.0 £0.0* 3.11+0.13
Mucor sp. (MB1) 3.55+0.08* 2.1510.01
Aislado MF 3.97 £0.07* 2.5010.01
Trichoderma (MF2) 3.62+0.25* 3.50+0.10
Aislado MT2 3.95+0.07* 2.6510.15

* Existen diferencias estadisticas significativas segun la prueba de Tukey (P <0.05). Los valores
son las medias + |la desviacién estandar.

Cuadro 5. Inhibicidn del crecimiento micelial de los aislados fungicos de madera
aserrada de Pinus spp. por el extracto metabdlico de Bacillus spp. SS.

Aislado fungico + extracto

Control metabdlico de Bacillus spp.
Aislado fungico SS
Crecimiento micelial (cm)
Trichoderma resei (PP1) 3.74+0.05* 2.90+0.14
Trichoderma sp. (PP2) 3.80+0.21* 2.80+0.57
Trichoderma sp. (PP3) 3.96+0.02* 3.18+0.18
Trichoderma sp. (PP4) 3.85+0.17* 3.40+0.18
Trichoderma sp. (PP5) 3.87+0.20* 2.751£0.50

* Existen diferencias estadisticas significativas segun la prueba de Tukey (P
<0.05). Los valores son las medias + la desviacién estandar
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Trabajos como los reportados por Nayak y Mishra (2012) sefialan que solventes
como el metanol presentan un alto grado de afinidad con los metabolitos
bacterianos, los autores reportan que extractos metandlicos de Bacillus sp. fueron
efectivos para la obtencion de compuestos con actividad antifungica, exhibiendo la
presencia de grupos de nitrogeno correspondientes a péptidos, otros autores
sefalan que este efecto fungistatico se debe a que Bacillus spp. produce un
interesante perfil de antibiéticos de naturaleza lipopeptidica como la surfactina
capaz de inhibir el crecimiento de algunas bacterias y virus ademas de su actividad
antifungica, es un poderoso biosurfactante, y como tal disminuye la tension
superficial, actia como un excelente detergente, emulsionante y ayuda a la
formacion de biopeliculas; la familia de las iturinas representada por la iturina A,
micosubtilinas y baciliomicinas, se destacan por la eficacia contra una amplia
variedad de patdgenos importantes, como levaduras y algunos son potentes
agentes fungicidas; las fengicinas han demostrado un amplio espectro antifungico
que impide el crecimiento de ciertos hongos filamentosos (Volpon et al., 2000; Touré
et al., 2004; Torres et al., 2016). En otra publicacién, Ariza y Sanchez (2012)
consiguieron una extraccion de metabolitos de Bacillus subtilis mediante metanol,
obteniendo un extracto clarificado libre de particulas y restos celulares, con el cual,
los resultados revelaron mediante identificacion por cromatografia liquida de alta
eficacia y espectrometria de masas la presencia de Iturina A, donde ademas

definieron que el extracto inhibié el crecimiento de Fusarium spp.

En la figura 12A se muestra el crecimiento de los hongos aislados de tocones de
Pinus spp. sobre madera impregnada con el extracto metabdlico de Bacillus spp.
SS y en ausencia del mismo donde se puede apreciar que T. versicolor tuvo un
crecimiento micelial de 4.26 cm mientras que en la madera sin el extracto metabdlico
el crecimiento micelial fue de 9.02 cm; en Mucor sp el crecimiento micelial en la
madera trata fue de 2.54 cm y en la madera no tratada fue de 8.94 cm estos valores
con diferencia estadistica significativa; en cuanto a la cepa de F. verticillioides el
crecimiento micelial fue de 8.8 cm y el crecimiento micelial del mismo en la madera

sin el extracto metabdlico fue de 8.9 cm estos valores no mostraron diferencia
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estadistica significativa sin embargo en la figura 12B se puede apreciar que F.
verticillioides no coloniz6 a la madera, también se observa que cuando los hongos
xiléfagos crecieron en madera sin tratar (tratamiento madera-hongo), el desarrollo
fungico se extendio y cubrio a la madera; mientras que en la madera tratada con los
metabolitos de Bacillus spp. SS, hubo una inhibicién en el desarrollo de los hongos
inclusive en la mayoria de los casos no crecio sobre la madera, lo que indica su
capacidad de los metabolitos de Bacillus spp. SS como agente protector de la
madera. Autores como Reddy, (1997) reporta que en la industria forestal especies
de hongos pertenecientes a los géneros Fusarium, ocasionan grandes pérdidas
economicas por lo que emplean bacterias como control biolégico suprimiendo estos
hongos en coniferas. La colonizacién microbiana de la de madera esta definida por
la microflora, especifica para cada especie y algunos patdgenos fungicos viven
unicamente de algunas especies de madera, un ejemplo de ello es Rhizopus oryzae
especie dominante en madera de Pinus spp. y Betula pendula, mientras que
representantes de los géneros Aspergillus y Fusarium comunes en los complejos
de micromicetos en la superficie de Pinus spp. (Melentjev et al., 2006). Por otra
parte, Susi et al., (2011) menciona que las bacterias y/o sus compuestos tienen
ciertas ventajas sobre los productos quimicos téxicos en la proteccion de la madera
ya que se requieren de cantidades minimas para ser aplicados sobre el material

para estar protegido.

A diferencia de los hongos antagonistas, las bacterias no afectan significativamente
la apariencia de la madera y, en este sentido, son la eleccion preferida como
antagonistas. Las bacterias inician el proceso de colonizacién rapidamente vy
pueden extenderse facilmente a través de la superficie de la madera. También
pueden tolerar varias condiciones de crecimiento y tratamiento quimico de la
madera, se cultivan facilmente y producen en grandes cantidades para el control
bioldgico; sin embargo, sus compuestos antagénicos deben colonizar la superficie
y los compartimientos interiores de la madera para prevenir de una forma mas

eficiente la contaminacién por hogos xiléfagos.
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Figura 12. Diametro del crecimiento micelial de los hongos aislados de tocones
de Pinus spp. a diferentes tratamientos.
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En la figura 13A se muestra que los metabolitos de Bacillus spp. SS impregnados
en la madera de P. pseudostrobus expuesta a los hongos aislados de madera
aserrada tuvieron el mismo efecto inhibitorio que sobre los hongos aislados de
tocones, la cepa que mostré mayor crecimiento micelial fue Trichoderma sp. PP3
con un crecimiento micelial de 5.16 cm mientras que en las cepas de Trichoderma
sp. PP2 y PP5 el crecimiento micelial fue similar de 2.46 y 2.40 cm respectivamente
estos valores con diferencia estadistica significativa en comparacion con el
crecimiento micelial de las mismas cepas en madera sin tratar. Lo que sugiere que
los metabolitos producidos por Bacillus spp poseen actividad contra hongos de
diferentes grupos taxondmicos e incluso son capaces de controlar parcialmente una
infeccion en madera. En la figura 13B se puede apreciar dicho efecto de represiéon
en el crecimiento de Trichoderma sp. por los metabolitos de Bacillus spp. SS, se
observa que en la madera tratada los hongos no colonizaron a la madera mientras
que en la madera sin tratar el crecimiento de los hongos colonizé a la madera y

crecieron en toda la superficie de la caja Petri.
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Figura 13. Diametro del crecimiento micelial de los hongos aislados de
madera aserrada de Pinus spp. a diferentes tratamientos.
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Por tanto, distintos hongos pueden responder a diferentes componentes en la
mezcla de metabolitos o la variacion en la actividad antifungica puede reflejar
diferencias en los sitios de accion o las habilidades de los hongos para desintoxicar
los metabolitos. Los datos en la literatura muestran que las bacterias del género
Pseudomonas, Streptomyces y Bacillus pueden inhibir el crecimiento de manchas
azules y hongos contaminantes superficiales (Feio et al., 2004).

Algunos compuestos de naturaleza lipopeptidica son conocidos por actuar de
manera sinérgica, estudios sugieren la presencia de surfactinas con iturinas
(Jourdan et al., 2007), surfactinas con fegicinas (Romero et al., 2007) y fengicinas
con iturinas, siendo la membrana fungica el blanco o diana farmacolégica para el
ataque antimicrobiano causando la formacion de poros y dando como resultado el
estrés osmoético inhibiendo asi crecimiento y desarrollo del fitopatégeno (Gordillo et
al., 2009; Tao et al., 2011).

El porcentaje de colonizacion de los hongos en la madera tratada y sin tratar se
muestra en el cuadro 6, en donde se aprecia que T. versicolor revel6 ser mas
resistente a los metabolitos de Bacillus spp. SS por que fue el que colonizé en mayor
porcentaje a la madera con 55.95 % mientras que en la madera sin tratar el
porcentaje de colonizacion fue del 100 %. Los demas aislados fungicos no lograron
colonizar a la madera tratada por lo que se sugiere que los metabolitos de Bacillus
spp. estan ejerciendo algun tipo de control sobre los hongos xil6fagos. Robinson,
(2009) establece que el analisis de color de las superficies de madera colonizada
requiere de metodo no subjetivo, repetible, para determinar el porcentaje de
pigmentacién en la superficie de la madera, lo que le permite un procedimiento mas
rapido, menos subjetivo, y facilmente repetible que es superior a la simple

percepcion visual humana.
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Cuadro 6. Porcentaje de colonizacion de hongos xil6fagos en madera de P.

pseudostrobus.
Madera sin tratar Madera tratada con los
Aislado fungico (%) metabolitos de Bacillus spp.

SS (%)
T. versicolor 100 55.95
F. verticillioides 100 1.34
Mucor sp. 100 0
Trichoderma sp. (PP2) 100 0
Trichoderma sp. (PP3) 100 0
Trichoderma sp. (PP5) 100 0
Aislado FD 100 0

La preocupacion publica y las nuevas regulaciones ambientales sobre el uso de
productos quimicos han creado la necesidad del desarrollo y el uso de métodos
alternativos como es el empleo de bacterias del género Bacillus y/o de sus
metabolitos que son una de las formas mas prometedoras para la proteccién en
madera. Por otro lado, cabe destacar que no existen normas que permitan
determinar la eficacia de los sistemas y productos de nueva generacion por tanto
es importante decir que para un uso generalizado aun hacen falta importantes
estudios por ejemplo relacionados con el modo de empleo, concentracion o

perdurabilidad de estos potencialmente inhibidores de hongos xiléfagos.

Asi mismo esta investigacién muestra la liberacion de enzimas por hongos xil6fagos
que degradan el complejo lignocelulésico lo que permite ampliar el conocimiento de
la interaccidn entre las enzimas involucradas y como podrian alterar la composicion

de la madera.
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8. Conclusiones

» Las condiciones ecoldgicas favorecieron la colecta de los hongos xiléfagos
que corresponden a los géneros: Fusarium, Mucor, Rhizhopus Trichoderma.

» Todas las cepas bacterianas evaluadas mostraron tener actividad antifungica
contra los aislados fungicos.

» La utilizacion de bacterias del género Bacillus y/o sus metabolitos en la
proteccion de la madera al ataque de hongos xiléfagos es eficaz, lo que
representa una alternativa de tratamiento a los productos quimicos
convencionales, pero aun hacen falta estudios para su aplicacién en campo

por lo que este trabajo sienta las bases para futuras investigaciones.

9. Recomendaciones

» ldentificar los metabolitos producidos por Bacillus spp.

» Establecer el modo de aplicaciéon de los metabolitos de Bacillus spp. en la
madera.

» Realizar estudios de concentracién y perdurabilidad de los metabolitos de

Bacillus spp. en madera.
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11. Anexos

11.1. Conteo de esporas
Se agregaron 6 mL de agua tridestilada a cada caja Petri donde crecié el aislado
fungico con la espatula se frota débilmente la superficie de la placa para obtener la
mayor cantidad de esporas, se colectaron en viales de 1.5 mL, se agitaron y se
centrifugaron a 10 000 r.p.m. durante 5 minutos para eliminar restos del medio de
cultivo que pudieran arrastrarse, se afora a 1 mL y se realizan diluciones 1:10, 1:100
y 1:1000 para el conteo de esporas el cual se hizo por cuadrantes con la camara de
Neubauer para determinar la concentracion de 5X10° esporas / mL de cada aislado
fungico. Se tomaron 10 uL de la dilucién 1:100 y se coloca en la camara superior y
10 uL en la camara inferior de Neubauer y por capilaridad las esporas de los hongos
se distribuyen, después se fijo la camara de recuento en la platina del microscopio
para realizar la observacion microscopica, el enfoque del microscopio se empieza
con el objetivo 4X hasta llegar a 40X donde se contaron las esporas en cinco
campos. Para obtener la cantidad de esporas por mL, se utilizé la siguiente formula:

(Dilucion) (Namero de esporas) (Nimero de campos)/ (1 X 10°mL) = esporas / mL.

11.2. Cuantificacion de azlcares reductores por el método del acido
3,5-dinitrosalicilico

Se enumeraron los tubos del 1 al 10 tomando en cuenta el blanco y se prepard una

solucion stock de glucosa pesando 5 mg/mL diluida en 10 mL de agua desionizada.

Se colocaron en los tubos las cantidades sefaladas como se muestra a

continuacion:
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Concentracion de soluciones para construir la curva de calibrado a partir de
la solucion patrén de glucosa
Tubo No. Solucion stock (ul) Agua destilada (uL)
1 0 1000
2 50 950
4 75 925
5 100 900
6 125 875
7 150 850
8 175 825
9 200 800
10 225 775

Posteriormente se colocé 1 mL de solucion DNS a cada tubo, se homogenizé y se
colocaron los tubos en bafio maria por 15 minutos. La absorbencia se leyo en el
espectrofotometro a 540 nm y finalmente se realizé una curva de calibracién donde

se graficé la concentracion de la glucosa vs la absorbencia.

20 y = 1.6388x - 0.2645
R2 = 0.9942
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Figura 1. Curva para cuantificar azicares reductores
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11.3. Determinacion de proteina
El contenido de proteina extracelular de los aislados fungicos se determind con el
método descrito por Lowry et al., 1951, para el cual se utilizé6 las siguientes

disoluciones:

A: Na2COs al 3 % en NaOH 0.2 M en agua desionizada
B: Citrato de sodio al 4 % en agua desionizada

C: CuSO04-5H20 al 2 % en agua desionizada

Una mezcla de las disoluciones anteriores se prepard en una proporcion de 1:1:48

(v/v) de B:C:A con el siguiente orden de adicion:

Para tal caso se obtuvo una curva estandar de proteina en donde la pendiente de
la curva se utilizé para determinar el contenido de proteina de la muestra problema.
La Albumina Sérica Bovina (BSA) se utilizd como estandar en concentracion de 5

mg/ml, la formacion de color azul se determindé mediante la absorbencia a 640 nm.

y =23.305x + 0.0165
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Figura 2. Curva estandar de Albumina de suero bobino
(BSA) por el método de Lowry
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