A Junta de Andalucia
Consejeria de Agricultura, Ganaderia,

Pesca y Desarrollo Sostenible

INSTITUTO DE INVESTIGACION
Y FORMACION AGRARIAY PESQUERA

Grado en Biologia

Facultad de Biologia de la Universidad de Sevilla

Estudio del efecto de diferentes
biofungicidas en plantas de
maiz para el control de hongos
micotoxigénicos

Autora: Paula Martin Velazquez
Tutoras:
Ana Aguado Puig. Dpto. Biotecnologia Vegetal. IFAPA “Las Torres”.

M2 Rosario Alvarez Morales. Dpto. de Biologia Vegetal y Ecologia. Facultad de Biologjia,
Universidad de Sevilla.

Fecha: Septiembre, 2022



INDICE

RESUMEN ..o s
INTRODUCCION .....ooiiiiiiiiee e
L Bl MAIZ oo
2. Mecanismos de defensa vegetal ...
3. Infeccion causada por Fusarium verticillioides ...,

4. Estrategias de diferentes biocontroles para combatir la infeccion por hongo ...........

4.1. El uso de algas para inhibir la propagacion de los hongos
4.2. Las bacterias como medida de control biol6gico

4.3. El uso de plantas biocidas para reducir la infeccion por hongos

OBUIETIVOS ..o e
MATERIALES Y METODOS ..ottt
L. Material fNgICOo .....oouviii i

2. Actividad fungistatica in VItro ..............coooiiiii i

2.1. Actividad fungistatica de las algas
2.2. Actividad fungistatica de Bacillus amyloliquefaciens

2.3. Actividad fungistatica de las plantas biocidas

3.Ensayoenplantas de maiz ............ooiiiiiiiiiiii

3.1. Material vegetal y condiciones de cultivo

3.2. Aplicacion de los extractos de microalgas

3.3. Inoculacion de las plantas con la Bacillus amyloliquefaciens
3.4. Inoculacion de las plantas con Fusarium verticillioides

3.5. Tratamientos de las plantas con algas, hongo y bacteria



3.6. Determinacion de las actividades enzimaticas en hojas de maiz
3.6.1. Medida de la actividad enzimatica de la f-1,3-glucanasa
3.6.2. Medida de la actividad enzimética de la quitinasa

3.7. Determinacién de proteinas solubles

4. ANAlISIS €SLAISTICO ... ouue e 16
RESULTADOS

1. Actividad fungistatica de las algasenplaca .............coceiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 16
2. Actividad fungistatica de Bacillus amyloliquefaciensenplaca .......................... 17
3. Actividad fungistatica de las plantas biocidas en placa ...................ocoiiin 18
4. Ensayo con plantas de mMaizZ ..........ooeiiiiiiiiiiii i 19

4.1. Efecto de los tratamientos sobre el incremento de altura

4.2. Efecto de los tratamientos sobre el peso aéreo

4.3. Efecto de los tratamientos sobre el peso radicular

4.4. Efecto de los tratamientos sobre la actividad p-1,3-glucanasa

4.5. Efecto de los tratamientos sobre la actividad quitinasa

DISCUSION

1. Actividad fungistaticade lasalgas iN VItro ..............coooeiiiiiiiiiiiie 26
2. Actividad fungistatica de Bacillus amyloliquefaciens in vitro .......................... 26
3. Actividad fungistatica de las plantas biocidas iN Vitro ....................ooiiinnn, 27
4. Efecto de los diferentes tratamientos sobre las plantas de maiz ......................... 27

4.1. Efecto sobre el crecimiento vegetal
4.4. Efecto sobre la actividad p-1,3-glucanasa y quitinasa
CONCLUSIONES ... e 30

BIBLIOGRAF A .. oo 30



RESUMEN

Los hongos micotoxigénicos suponen una amenaza para el cultivo de numerosas
especies vegetales como el maiz. Las infecciones por parte de estos microorganismos no
solo van a afectar a la cantidad y calidad del producto obtenido, sino que van a generar
una serie de micotoxinas como la fumonisina y las aflatoxinas que suponen un peligro
tanto para el consumo humano como para el consumo animal. Hasta ahora, el control de
estos hongos se ha realizado mediante el uso de fungicidas sintéticos. Su impacto negativo
en el medio ambiente y en la salud de los consumidores, asi como un decreciente apoyo
de su uso por parte de los organismos legislativos, hace que encontrar alternativas a los

mismos sea esencial.

En este trabajo se ha estudiado la efectividad de diferentes biofungicidas como
posibles alternativas de control bioldgico para distintas especies de los géneros
Aspergillus y Fusarium. Se ha enfrentado in vitro a los patdgenos con distintas
combinaciones de plantas biocidas (destacando el género Brassica). Ademas, se ha
estudiado la aplicacion de extracto de microalga a distintas concentraciones, y la
aplicacion de la bacteria Bacillus amyloliquefaciens, con el fin de comprobar su capacidad
de inhibicion del crecimiento fangico. Por otro lado, se han realizado ensayos en plantas
de maiz bajo condiciones controladas, aplicando distintas concentraciones de extracto de
microalga y un indculo de la bacteria a plantas inoculadas y no inoculadas con Fusarium
verticillioides, valorandose tanto caracteres fisiologicos que reflejen el desarrollo de la
planta, como la presencia de enzimas implicadas en la respuesta de defensa vegetal.

La aplicacion del extracto de microalgas no ha resultado efectiva en ningln caso,
Ilegando a favorecer el crecimiento en placa de los distintos patdégenos. Sin embargo, el
uso de la bacteria ha revelado el potencial fungistatico de este microorganismo, pues ha
logrado inhibir el crecimiento de los cuatro hongos estudiados. En el caso de las plantas
biocidas, también se observan unos altos porcentajes de inhibicion, lo que muestra las
propiedades antifingicas de los compuestos volatiles generados por estos vegetales. El
estudio en plantas de maiz ha mostrado como la aplicacién foliar de extracto de algas
mitiga uno de los principales sintomas observados en las plantas infectadas con F.
verticillioides: la disminucion de la altura de la planta. A pesar de esto, la bacteria sigue
siendo maés efectiva, pues su aplicacion hace que las plantas superen significativamente

en altura y peso (aéreo y radicular) a las plantas control.



INTRODUCCION
1. El maiz

El maiz (Zea mays L.) es una graminea que se introdujo en Espafia en el siglo XVI
desde América central y, actualmente, se trata de una de las herbaceas mas cultivadas en
el mundo, siendo Estados Unidos el mayor productor a nivel global. Se trata de una planta
de climas templados, sensible al frio, y que requiere de una temperatura optima de
germinacion y crecimiento de entre 21°C y 30°C. Su importancia reside en sus diversas
aplicaciones, siendo una planta muy utilizada en los dmbitos alimenticio e industrial
principalmente. A nivel nacional, las principales comunidades productoras de maiz son
Castillay Leon, Extremadura y Aragén. En Andalucia, donde se produce entre el 5% y el
10% del total de la produccién nacional, Sevilla produce entre 100.000 y 200.000

toneladas anuales, superando a las demas provincias de la comunidad auténoma [1].
2. Infeccion causada por Fusarium verticillioides

Los cultivos y la produccién de este cereal se ven mermadas por Fusarium
verticillioides, un ascomiceto patdgeno que infecta al maiz. Este produce una serie de
enzimas liticas y toxinas que contribuyen al proceso de infeccion, llegando a afectar a
raices, tallos y mazorcas [2]. La mayoria de las cepas de este hongo producen
fumonisinas, micotoxinas solubles de entre las cuales destaca la fumonisina B1 (FB1),

que causa el 70% de las contaminaciones que se dan en el maiz de forma natural [3].

El hongo tiene la capacidad de utilizar maltiples vias de entrada a la planta para
la colonizacion de distintos tejidos. Este puede penetrar en los tejidos de semillas o
plantulas, pudiendo llegar a pudrir algunas de sus estructuras. También puede infectarse
la mazorca por medio del estigma, o bien se puede dar la infeccion debido a dafio
mecanico, el cual normalmente es provocado por plagas del maiz, que van a lesionar las
mazorcas Y tallos de las plantas. Algunos de estos insectos funcionan como vectores para
el hongo, ya que permiten la supervivencia del mismo en sus 6rganos externos y
transportan al patdgeno a lo largo de una misma planta o a plantas distintas. Estas rutas
no son excluyentes; las plantas en el campo pueden ser infectadas por una 0 mas vias y

por distintas cepas del hongo [2].

El control de las infecciones por Fusarium verticillioides es fundamental, ya que

la presencia de fumonisina va a tener efectos muy negativos en el consumo por parte de



personas y animales, pudiendo llevar al desarrollo de patologias graves como tumores
renales o cancer de esdfago en personas, y lesiones pulmonares en cerdos o

leucoencefalopatias en equinos [4].

A nivel de la planta, uno de los principales blancos moleculares de la FB1 es la
actividad ceramida sintasa, que participa en la biosintesis de esfingolipidos. La
micotoxina posee una estructura muy similar quimicamente a la de una esfingosina, por
lo que ambas moléculas van a competir por unirse al sitio activo de la ceramida sintasa.
Esta inhibicion enzimatica va a resultar en una serie de desajustes celulares como pueden
ser la produccion y acumulacion de metabolitos perjudiciales, pudiendo llegar a provocar
la muerte celular [5].

Por otro lado, un estudio realizado in vitro ha confirmado que también afecta a la
ATPasa de H*, una enzima presente en la membrana plasmatica que transporta protones
del citosol al espacio apoplastico tomando la energia de la hidrolisis de ATP. Esta
mantiene un potencial de membrana negativo y un gradiente transmembranal de pH,
ademas de participar en la respuesta de defensa de la planta. La inhibicién de dicha
proteina acorta la elongacion de la raiz y el tallo, ademéas de provocar una reduccion

importante en la acidificacion del medio [2, 6].

Otra diana celular de la FB1 es la B-1,3-glucanasa, enzima hidrolitica que se
sintetiza como respuesta de defensa junto con la quitinasa, especialmente ante el ataque
de hongos filamentosos, con el fin de degradar la pared celular del patdgeno. Se ha
demostrado que la FB1 regula la actividad de distintas isoformas de esta enzima,
inhibiendo las formas basicas e induciendo la actividad de la forma &cida. Estos resultados
muestran la importancia de la f-1,3-glucanasa como diana de esta micotoxina, la cual es
capaz de modular su actividad enzimatica, lo que puede jugar un papel importante en la

colonizacién por parte de F. verticillioides [2, 7, 8].
3. Mecanismos de defensa vegetal

Cuando un hongo infecta a una planta, se van a suceder una serie de eventos, como
la adhesion del patdgeno a la planta, la degradacion de los componentes de la pared
celular, o la produccion de toxinas. Ante esa situacion, la planta tendra una primera
respuesta, la cual consiste en la necrotizacion de los tejidos proximos a la zona de

penetracion del hongo, lo que pretende impedir que el hongo se multiplique y se propague



por el resto de los 6rganos vegetales. Posteriormente, se da una reaccion sistémica en la

que intervienen todos los tejidos de la planta, no solo el afectado de forma directa [9, 10].

Existen muchas proteinas implicadas en la respuesta de defensa de las plantas.
Dentro de las proteinas relacionadas con la patogénesis (proteinas PR) se incluyen las -
1,3- glucanasas, enzimas que hidrolizan los glucanos que conforman la pared celular de
los hongos. Estas, al actuar de forma sinérgica junto con las enzimas quitinasas, las cuales
tienen actividad hidrolitica, van a potenciar su efecto, aumentando el dafio producido en

las paredes del patégeno [10].
4. Estrategias de diferentes biofungicidas para combatir la infeccion por hongo
4.1. El uso de algas para inhibir la propagacion de los hongos

En cuanto al control de estos organismos se han desarrollado distintas practicas
culturales, de control bioldgico y de control quimico, siendo este Ultimo mas econémico
y eficaz que los anteriores. Los fungicidas sist¢émicos como los benzimidazoles pueden
actuar como agentes mutagénicos de la planta, y su uso repetido puede resultar en el
desarrollo de resistencia por parte del patdgeno, ademas de tener efectos adversos sobre
el medioambiente y sobre las personas expuestas a los mismos. Es por esto que el
desarrollo de nuevas técnicas que permitan reducir al méaximo el uso de estos plaguicidas

sintéticos es tan importante [11].

El uso de organismos como las algas para el control de estos patdgenos cada vez
es mas popular, pues producen una serie de moléculas bioactivas que no solo son
antibidticas, sino que también presentan actividad antiviral o antitumoral entre otras, por
lo que sus aplicaciones cada vez seran mas extensas. Se ha demostrado que las macroalgas
son un excelente agente bioldgico para el control de la fusariosis, siendo una alternativa
sostenible a los fungicidas quimicos, y proporcionando una fuente de nutrientes a la planta
que mejora su produccion [12]. En cuanto a las microalgas, se han realizado estudios in
vitro que demuestran su capacidad de reprimir el crecimiento de distintos hongos [13]. El
uso de extractos fendlicos y carotenoides extraidos de microalgas como Nannochloropsis
para el control de distintas especies de Fusarium ha abierto una via muy interesante de
investigacion, pues se han obtenido resultados muy prometedores incluso a bajas

concentraciones de dichos compuestos [13-15].



4.2. Las bacterias como medida de control biologico

Mediante la busqueda de antagonistas naturales de estos hongos, se ha
comprobado la eficacia del uso de bacterias en el control de hongos patdgenos. Estas
actlan a través de diversos mecanismos, como la sintesis de metabolitos antifingicos o
la secrecidn de enzimas hidroliticas, que van a alterar la estructura del micelio y a debilitar
la pared celular. Un ejemplo serian las bacterias del género Bacillus, dentro del cual
encontramos distintas especies que protegen a la planta de diversos patdgenos presentes
en la rizosfera, ademas de promover el crecimiento vegetal [16]. Estudios realizados con
distintas cepas del género han demostrado que estas bacterias son capaces de inhibir de
forma significativa el crecimiento de F. verticillioides en maiz y, en algunos casos, llegan
a reducir la produccion de fumonisina in vitro hasta en un 50% [17]. Bacillus es un género
muy extenso, constituido por una amplia variedad de cepas con propiedades muy
interesantes desde el punto de vista agronémico. Por ejemplo, se han identificado
bacterias capaces de promover el crecimiento del maiz en condiciones de estrés salino
[18], o que poseen actividad insecticida frente a plagas como el gusano cogollero del maiz
[19].

4.3. El uso de plantas biocidas para reducir la infeccion por hongos

Actualmente se conocen diversos compuestos derivados de plantas (aceites
esenciales, metabolitos secundarios) que también son eficaces frente a las infecciones de
diversas especies de microorganismos patdgenos [20]. Las plantas del orden Brassicales
son un buen ejemplo, pues poseen un mecanismo quimico de defensa basado en un grupo
de metabolitos llamado glucosinolatos. Cuando estos compuestos son hidrolizados por
una enzima llamada mirosinasa, también presente en estas plantas, se generan una serie
de productos activos biol6gicamente, como los isotiocianatos, nitrilos o tiocianatos, que
son los que realmente ejercen la funcion de defensa. Estos compuestos defienden de
forma inducible y constitutiva a la planta frente al ataque de patdgeno e insectos
herbivoros [21]. El uso de herbaceas como la mostaza ha resultado ser un buen método
para reducir el efecto de la infeccidon por distintas especies de Fusarium en plantas de
maiz, llegando las plantas infectadas a igualar o incluso superar a las plantas control en
crecimiento. Ademas, la presencia de esta brasicacea también reduce de forma notable la
cantidad de biomasa fungica en los suelos infectados [22]. El uso de estas plantas también
ayuda a controlar a las poblaciones de nematodos perjudiciales y van a contribuir al buen

mantenimiento del suelo [23].



OBJETIVOS

1. Estudiar el efecto de distintas dosis de un extracto de microalga sobre el
crecimiento in vitro de varios hongos micotoxigénicos de los géneros Aspergillus
(A. flavus y A. parasiticus) y Fusarium (F. proliferatum y F. verticillioides).

2. Analizar el efecto de Bacillus amyloliquefaciens sobre el crecimiento in vitro de
hongos micotoxigénicos de los géneros Aspergillus y Fusarium.

3. Estudiar el efecto fungicida y/o fungistatico de los compuestos volatiles
producidos por 5 tratamientos distintos constituidos por plantas del género
Brassica sobre el desarrollo de los hongos micotoxigénicos de los géneros
Aspergillus y Fusarium.

4. Estudiar el efecto de la inoculacion de F. verticillioides en la zona de la rizosfera
de plantas de maiz cultivadas en condiciones controladas, asi como la efectividad
de la aplicacion foliar de extracto de microalga a distintas concentraciones (1% y
0,5%) a la hora de mitigar los efectos de la infeccion.

5. Estudiar el efecto de la aplicacion de B. amyloliquefaciens en la zona de la
rizosfera de plantas de maiz cultivadas en condiciones controladas e infectadas
por el patdgeno F. verticillioides.

6. Determinar la actividad de las enzimas (3-1,3-glucanasa y quitinasa en hojas de
plantas de maiz tratadas con el extracto de microalga o la inoculacién de la

bacteria como respuesta de defensa tras la infeccidn por F. verticillioides.
MATERIALES Y METODOS

1. Material fungico

Para la obtencion de los hongos, se cultivaron en placas de Petri en medio PDA
(Potato Dextrose Agar) los siguientes hongos: F. verticillioides, F. proliferatum, A. flavus
0 A. parasiticus en una campana de flujo laminar en condiciones de esterilidad. Las placas
replicadas se colocaron en una estufa a 27°C para favorecer el crecimiento del hongo.
2. Actividad fungistatica in vitro
2.1 Actividad fungistéatica de la microalga

El extracto de microalga, cuya identificacion se encuentra en proceso de estudio,
fue proporcionado por la Universidad de Almeria, por el grupo de Gabriel Acién. Se
realizaron alicuotas en tubos Eppendorf de plastico de 1.5 mL y se almacenaron a -20°C
hasta su uso. Para demostrar el efecto fungistatico o fungicida de la microalga, se realizd

un ensayo en placas de Petri con medio PDA. Se tomo un botdn del hongo y se coloco en
9



el centro de la placa. En cuatro puntos de la misma placa se aplicaron 100 pl de extracto
de alga a distintas concentraciones (1%, 0.5%, 0.1% y 0.05). Los hongos pat6genos
valorados fueron F. verticillioides, F. proliferatum, A. flavus y A. parasitucus.

Se sembraron 5 placas por cada hongo (4 repeticiones con los extractos, y una
placa control que solo tenia el boton, para poder comparar el crecimiento del hongo con
y sin alga). De manera casual, en una de las placas se observo la presencia de una
contaminacion bacteriana que freno el crecimiento de F. proliferatum (Fig. 1).

Para medir el diametro o area del crecimiento fungico se utiliz6 el programa

ImageJ.

Diametro control—Diametro placa

El porcentaje de inhibicion se calculé como x 100

Diametro control

Area control—Area placa

en el caso de Fusarium, y como % 100 en el caso de Aspergillus.

Area control

Figura 1. Placa de Petri con medio PDA en la que se estudi6 el crecimiento de F. proliferatum en presencia de extracto
de microalga a distintas concentraciones. Se observo la presencia de una contaminacion bacteriana que frené de forma
notable el desarrollo del hongo; la zona de inhibicion se encuentra sefialada en la imagen.

2.2. Actividad fungistatica de la Bacillus amyloliquefaciens

e Aislamiento de la bacteria

La bacteria se aislé6 como una contaminacion en una placa de crecimiento de F.
proliferatum (Fig. 1). Se preparé 1 litro de medio TSB (Tryptic Soy Broth) (30g/l) con
Bacto Agar (20g/l) y agua destilada, se vertio en placas de Petri y se sembrd la bacteria

con el uso de un asa estéril en campana de flujo laminar en condiciones de esterilidad.
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e ldentificacion molecular de la bacteria

Para extraer el ADN bacteriano se prepar6 un tampén de lisis con SDS al 0.25%
y NaOH a 0.05M, afiadiendo agua estéril hasta completar 1000 ml.

Para la obtencion del ADN, se rasp6 un poco de biomasa de una placa, y se mezcl6
con 20 pl de tampdn de lisis en un Eppendorf. La mezcla se incubd durante 15 minutos a
90°C y 800 rpm. Despues se afiadieron 100pl de agua estéril, y se centrifugd 10 minutos
a 1300 rpm. Con el sobrenadante se prepararon las distintas diluciones para realizar una
PCR posteriormente. Se prepararon 5 muestras, 3 de ellas diluidas (1:10, 1:100 y 1:1000),
un control negativo y una muestra con ADN sin diluir (100%).

El ADNr 16S se amplifico utilizando los cebadores 8F y 1522R. Cada mezcla de
reaccion de PCR se realiz6 en un volumen final de 50 ul que contenia tampon de PCR, 4
mM de MgCl2, 0,25 mM de dNTP, 0,6 UM de cada cebador, y 0,5 uL de ADN polimerasa
de alta fidelidad Taq i-Pfu (2,5 U/uL). Las condiciones de amplificacién fueron: una
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 2 minutos, seguida de 35 ciclos a 94°C durante
20 segundos, 55°C durante 20 segundos y 72°C durante 1 minuto, y una extension final a
72°C durante 10 minutos. Los resultados se visualizaron en un gel de agarosa al 1%, y el
tamarfio esperado del amplicon era de 1495 pares de bases. Se obtuvieron los resultados
esperados con la muestra de ADN sin diluir, por lo que esta se envio a secuenciar.

e Actividad fungistatica de la bacteria en placa

Se hizo crecer a la bacteria en medio liquido. Se preparé medio TSB (30g/l) con
agua destilada. Tras esterilizarlo, se hizo un raspado de una placa de Petri con césped de
la bacteriay se afiadio al medio. La bacteria se dejé crecer en agitacién a 1500 rpm a 25°C
durante 24 horas. Se centrifugd el medio durante 5 minutos, se tird el sobrenadante y el
pellet se diluyd en tampdn sulfato de magnesio 0.03M previamente autoclavado.

Para demostrar el efecto fungistatico de la bacteria se utilizaron placas de Petri
con medio TSB soélido. Un boton del hongo se colocé en el centro de la placa. En cuatro
puntos de la misma placa se aplicaron 5 pl de la bacteria diluida en tampon sulfato. Este
proceso se realizo con los cuatro hongos mencionados, y se hicieron 5 placas por hongo:
4 repeticiones con la bacteria y el hongo y una control que solo contenia el hongo.

Para medir el didmetro o &rea del crecimiento fungico se utilizd el programa
ImageJ. Se utilizaron las mismas formulas que en el apartado 2.1. de materiales y métodos

para calcular los porcentajes de inhibicion en los distintos casos.
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2.3. Actividad fungistatica de las plantas biocidas
Se estudio la actividad fungistatica de distintos tratamientos compuestos por
plantas herbéceas pertenecientes al género Brassica. Se disefiaron un total de 5

tratamientos distintos, cada uno de ellos con una combinacién distinta de las plantas de

interés:
Tratamiento Composicion
- Rabano multirresistente
BIOFUM o
- Racula multirresistente
- Rabano
FUNGIREDUX - Phacelia
- Trébol alejandrino
- Rabano multirresistente
NEMAREDUX - Phacelia
- Racula
- Colza
NITRAFIX
- Nabo
VITARO - Mostaza blanca

Tabla 1. Composicion de los distintos tratamientos de plantas del orden Brassica utilizados para estudiar
su actividad antifingica sobre el desarrollo de distintos hongos micotoxigénicos de los géneros Aspergillus

y Fusarium.

Se estudié la actividad antifingica de los distintos tratamientos con los 4 hongos,
realizando 3 repeticiones por hongo, ademas de realizar 4 controles por hongo con el fin
de comparar el crecimiento de este con el de los hongos tratados.

Se prepararon 22 placas de Petri con medio PDA por cada hongo. 18 de estas
placas fueron enfrentadas a los distintos tratamientos mientras que las 4 restantes se
utilizaron como controles.

Los tratamientos de plantas biocidas se trituraron, y se prepararon 16 vasos de
precipitado por cada tratamiento (Tabla 1). En cada uno de estos vasos se afiadieron 50 g
del material vegetal del tratamiento correspondiente. Previamente las plantas fueron
desinfectadas con lejia al 20% y enjuagadas en agua destilada. A medida que los vasos se
preparaban, se colocaban las placas correspondientes boca abajo encima del vaso, y con
ayuda de parafina y celo se sell¢ el sistema para impedir la salida de los gases emitidos
por los tratamientos. Cada placa se etiquetd con el nombre del hongo y del tratamiento
utilizado. Estas se almacenaron en una camara de cultivo, y se hicieron fotos
periddicamente con el fin de observar el crecimiento del hongo. El ensayo se mantuvo

activo durante 15 dias.
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Al desmontar el ensayo, se tomaron aquellas placas en las que no hubo
crecimiento del hongo, y se paso el botdn a una placa de Petri con medio PDA nueva para
ver si las plantas tenian efecto fungicida o fungistatico.

3. Ensayo con plantas de maiz
3.1. Material vegetal y condiciones de cultivo

Se utilizaron semillas de maiz (Zea mays L. var 68K). En primer lugar, se realizd
una prueba de germinacion en una placa de Petri con papel de filtro humedecido con agua
destilada, donde se obtuvo una tasa de germinacion del 100%. Se sembraron un total de
100 semillas en macetas con turba previamente desinfectadas con lejia, y se dispusieron
al azar en bandejas. Las plantas se mantuvieron en una camara de cultivo con ciclos de
16 horas de luz a 25°C y de 8 horas de oscuridad a 18°C, con una humedad del 80%.

Se disefiaron un total de 7 tratamientos que se muestran en el punto 3.5 de
materiales y métodos. En cada tratamiento se realizaron 4 repeticiones con 4 plantas por
repeticion, es decir, 16 plantas por tratamiento. Las plantas se regaron con agua de grifo
suministrada directamente a través de la bandeja, con mas o menos frecuencia segun la
humedad de la turba. Durante el ensayo se realizaron tres aplicaciones de medio nutritivo
[24].

3.2. Aplicacion del extracto de microalga

Para preparar las distintas concentraciones del extracto, se realizaron dos
diluciones en agua, una al 0.5% y otra al 1%. Se realizaron dos aplicaciones foliares, una
un mes después de la siembra, pulverizando a las plantas que no llevaban alga con agua
(control) y otra una semana después de la inoculacion del hongo a modo de recuerdo.
3.3. Inoculacion de las plantas con Bacillus amyloliquefaciens

Para la inoculacion de las plantas con la bacteria, esta se hizo crecer en medio
liquido y se diluy6 en tampon sulfato de magnesio 0.03M siguiendo el proceso del punto
2.2 de materiales y métodos.

Se aplicaron 15 ml del in6culo en las plantas del tratamiento 7 en la zona de la
rizosfera. Se realizo este proceso unas dos semanas después de la siembra, y se repitio la
semana anterior y posterior a la inoculacion con el patdgeno.

3.4. Inoculacion de las plantas con Fusarium verticillioides

En primer lugar, se autoclavé el medio de cultivo para hongos, Czapek. A

continuacion, se tomaron 16 botones de las placas con PDA sembradas con F.
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verticillioides y se afiadieron al medio. Se mantuvo el medio en agitacion a 1500 rpm a
25°C durante 9 dias.

Tras el periodo de crecimiento se diluyeron 200 ml del medio con el hongo en
1800 ml de agua destilada, y se aplicaron 50 ml en la zona de la rizosfera de las plantas
(tratamientos 4, 5,6y 7).

Para los tratamientos sin hongo se tomaron 200 ml del medio sin hongo y se diluyé
de la misma forma, con 1800 ml de agua destilada. Se aplicaron 50 ml por planta
(tratamientos 1, 2 'y 3).

La inoculacion se realiz6 dos meses después de la siembra.

3.5. Tratamientos de las plantas con extracto de microalga, Fusarium verticillioides
y Bacillus amyloliquefaciens

Para este trabajo, se realizaron los siguientes tratamientos:

Tratamiento 1 2 3 4 5 6 7
Extracto de No 1% 0,5% No 1% 0,5% No
microalga
Presenciade | =\ No No si si si si
hongo
Presenciade | o No No No No No si
bacteria

Tabla 2. Tratamientos realizados en el ensayo. Se indica la dosis de extracto de microalga aplicada en

presencia o ausencia del hongo (Fusarium verticillioices) y si las plantas han sido inoculadas con la bacteria.

Una vez finalizado el ensayo, que durd un total de 81 dias, se separaron las hojas,
raices y tallos de cada planta. Se tomd una hoja en buen estado, la raiz, y tres zonas del
tallo (bajo, medio y alto) que se congelaron hasta su utilizacion.

Todos estos ensayos se realizaron en el IFAPA las Torres (Alcalé del Rio, Sevilla).
3.6. Determinacion de las actividades enzimaticas en hojas de maiz

3.6.1. Medida de la actividad enzimatica de la p-1,3-glucanasa

La B-1,3-glucanasa es una enzima capaz de hidrolizar los enlaces B-1,3 que
mantienen la estructura de los glucanos como la laminarina, sustrato de esta reaccion. Al
degradar dicha molécula, se liberaron glucosas que se cuantificaron mediante el ensayo
que se explica a continuacion.

Para la determinacion de la actividad enzimatica se realizd una extraccion
enzimatica. Se tomaron 0.5 g de hoja congelada, y se trituraron con un mortero afiadiendo
1 ml de tampon de extraccion que contenia tampon fosfato sodico 0.1 M (pH 7,0), PMSF
0.5 My 5 ul de B-mercaptoetanol. EI homogenado se centrifug6 a 12000 rpm durante 20
minutos a 4°C y el sobrenadante obtenido se utiliz6 para la determinacion enzimatica de

la B-1,3-glucanasa.
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Para medir la actividad enzimatica se utilizo el protocolo descrito por Kini et al.
(2000) con algunas modificaciones [25]. Se prepararon 2 tubos por cada muestra, uno de
ellos contenia una mezcla de tampon acetato-acético 50 mM pH 55 y 50 pl de
sobrenadante (tubo control), y otro contenia laminarina 0.5% (w/v) en tampodn acetato-
acetico 50 mM pH 5.5 y 50 ul de sobrenadante (tubo con sustrato). Estos se incubaron a
37°C durante 60 minutos. Seguidamente se afiadié a los tubos &cido dinitrosalicilico o
DNS (&cido dinitrosalicilico 1%, fenol 0.2%, sulfito sddico 0.05% y NaOH 1%) vy, tras
incubarlos a 95°C durante 5 minutos, se afiadio tartrato de sodio potasio al 40% [26]. Las
muestras se enfriaron, y se midié la absorbancia de las distintas muestras en un
espectrofotdmetro a 575 nm. Para el anélisis de la actividad enzimética se utiliz6 como
referencia una curva patron realizada con concentraciones conocidas de glucosa. La
actividad especifica se expres6 como mg de glucosa liberados por minuto y por mg de
proteina.

3.6.2. Medida de la actividad enzimatica de la quitinasa

La quitinasa es una enzima capaz de hidrolizar las moléculas de quitina, uno de
los componentes principales de las paredes de los hongos. En este caso su actividad se
determind utilizando el sustrato especifico fluorescente 4-metilumbeliferil-N,N,N-
triacetilquitotriosa, que al degradarse da lugar a umbeliferona, producto que se cuantifico
mediante el uso de un fluorimetro.

La actividad enzimatica se determind sustrato indicado segun se describe en Dana
et al. (2006) [27]. El ensayo contenia 80ul del sobrenadante del extracto crudo de hoja,
obtenido segun se detalla en el apartado 3.6.1., y 250 uM de sustrato fluorescente en
100mM de tampon citrato de sodio pH 3,0. Este ensayo se realiz6 en placas multipocillos
opacas, las cuales se incubaron durante 30 minutos a 30°C en oscuridad. Posteriormente,
la reaccién se detuvo con 100ul de glicina 0,5M (pH 10,4). La cantidad de sustrato
liberado se midi6 en un fluorimetro con excitacion a 350 nm y emision a 440 nm (lector
de placas Bioteck, synergy, Servicio de Biologia (Citius)). Se realiz6 una curva patrén
utilizando concentraciones conocidas de 4-metilumbeliferona. La actividad especifica de
la quitinasa se expresd en picomoles de producto liberados por minuto y por ug de

proteina.
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4. Determinacion de proteinas solubles

La cantidad de proteina contenida en los extractos crudos obtenidos de hojas se
realiz6 mediante el método Bradford [28].

Las determinaciones de las actividades enzimaticas se realizaron en el
departamento de Biologia Vegetal y Ecologia de la Facultad de Biologia (Area de
Fisiologia Vegetal).

5. Andlisis estadistico

Para el andlisis de los resultados se utilizo el programa Stadistix 10. Los datos se

compararon entre si mediante la realizacion de un analisis de varianza (ANOVA), seguido

de un test para comparar la diferencia de medias (LSD).

RESULTADOS
1. Actividad fungistatica del extracto de microalga

La actividad fungistatica se calculé como se indica en el apartado 2.1. de

materiales y métodos.

En el caso de A. flavus, no se vieron diferencias significativas en el nivel de
inhibicidn entre las distintas dosis de alga. En el caso de los tratamientos al 1%y al 0,1%,
se obtuvieron valores de inhibicion negativos, por lo que el crecimiento del hongo se vio
fomentado. En el caso de las concentraciones restantes, la de 0,5% muestra un porcentaje

de inhibicion ligeramente mayor que la de 0,05% (datos no mostrados).

Para inhibir el crecimiento in vitro de A. parasiticus, la concentracién del extracto
de alga al 1% parece ser la més eficaz, seguida por los tratamientos al 0,1% y al 0,05%,
siendo el tratamiento de 0,5% el menos eficaz, aunque ninguna de estas diferencias es
realmente significativa. En este caso, las medias demostraron que todos los tratamientos

inhibian el desarrollo del hongo (datos no mostrados).

Tanto en F. proliferatum como en F. verticillioides, la presencia de las distintas
concentraciones de alga increment6 el halo de crecimiento en placa. El analisis de los
datos demostro que no existian diferencias significativas entre la eficacia de las distintas

dosis (datos no mostrados).

En la Figura 2 se compara el crecimiento in vitro del hongo en ausencia y en

presencia de las distintas concentraciones del extracto:
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Figura 2. Actividad fungistatica de distintas concentraciones de extracto de microalga frente a distintos hongos
micotoxigénicos en placa con medio PD., La fila superior contiene las imagenes correspondientes a las placas control
(sin extracto de microalga), mientras que en la fila inferior se muestran las placas con las distintas concentraciones del
extracto (1%, 0,5%, 0,1% y 0,05%). Los hongos, de izquierda a derecha, son: A. flavus, A. parasiticus, F. proliferatum
y F. verticillioides.

2. Actividad fungistatica de la bacteria en placa

Para el estudio de las propiedades fungistaticas de la bacteria se utilizaron placas
de Petri con medio TSB, donde se compar6 el crecimiento de un botén del hongo de
interés en presencia de B. amyloliquefaciens con el halo de crecimiento del hongo en
ausencia de dicho microorganismo (Fig. 3). Se calcul6 el porcentaje de inhibicion como

se indica en el apartado 2.1. de materiales y métodos.

Figura 3. Actividad fungistatica de Bacillus amyloliquefaciens frente a distintos hongos micotoxigénicos en placa con
medio TSB. La fila superior contiene las imagenes correspondientes a las placas control (sin bacteria), mientras que en
la fila inferior se muestran las placas con los cuatro puntos (marcados con una x) en los que se posiciond la bacteria.
Los hongos, de izquierda a derecha, son: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Fusarium proliferatumy Fusarium
verticillioides.
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En todas las especies estudiadas se observé un porcentaje de inhibicion que
superaba el 70%, siendo Fusarium proliferatum el patogeno mas afectado por la presencia
del microorganismo (Fig. 4). No hubo diferencias significativas entre los porcentajes de
inhibicidn de los distintos hongos.

Actividad fungistatica de la bacteria
100
90

80
70
60
50
40
30
20
10

0

A. flavus A. parasiticus  F. proliferatum F. verticillioides

Porcentaje de inhibicion (%)

Figura 4. Actividad fungistatica de Bacillus amyloliquefaciens sobre el crecimiento de distintas especies de hongos
micotoxigénicos. Este caracter se mide como porcentaje de inhibicion en placa (%). Las barras de error indican la
desviacidn estandar de los datos.

3. Actividad fungistatica de las plantas biocidas

Los 5 tratamientos compuestos por distintas combinaciones de brasicas
(Nemaredux, Nitrafix, Vitaro, Biofum, Fungiredux) se enfrentaron a distintos hongos de
los géneros Fusarium y Aspergillus con el fin de observar el potencial antifngico de los

compuestos volatiles generados por dichas plantas al ser trituradas.

No se observaron diferencias significativas entre los distintos tratamientos a la
hora de inhibir a A. flavus, pero, en el caso de A. parasiticus, el tratamiento Nitrafix resulto
significativamente mas eficaz que los demas tratamientos, mientras que los resultados

sugieren que Nemaredux es el tratamiento menos eficaz frente a esta especie (Fig. 5).

Todos los tratamientos fueron efectivos para retrasar el crecimiento de F.
proliferatum, y no se detectaron diferencias significativas entre los datos obtenidos. De
la misma forma, el crecimiento de F. verticillioides fue inhibido por todos los
tratamientos, siendo Fungiredux y Vitaro significativamente menos eficaces que los
demas (Fig. 5).
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Actividad fungistatica de las plantas biocidas en Actividad fungistética de las plantas biocidas en

A. flavus A. parasiticus
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F. proliferatum F. verticillioides
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Figura 5. Actividad fungistatica de los distintos tratamientos de plantas biocidas sobre el crecimiento de distintos
hongos micotoxigénicos. Los tratamientos utilizados fueron los siguientes: Bio (Biofum), Fungi (Fungiredux), Nema
(Nemaredux), Nitra (Nitrafix) y Vita (Vitaro). Se midio el porcentaje de inhibicion en placa (%) provocado por los
compuestos volatiles generados por la mezcla de plantas trituradas. Las distintas letras indican diferencia significativa
con P<0.05. Las barras de error indican la desviacion estandar de los datos.

4. Ensayo con plantas de maiz

Se realizd un ensayo con plantas de maiz en el que se disefiaron 7 tratamientos
distintos (Tabla 2). A pesar de los resultados obtenidos al observar la interaccion entre
los hongos del género Fusarium y las distintas concentraciones de extracto de microalga

en placa, se quiso estudiar la eficacia del extracto in vivo.
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4.1. Efecto de los distintos tratamientos sobre el incremento de altura

Para el estudio de este caracter se realizd una comparacion del incremento en
altura de las plantas tratadas con las distintas concentraciones de extracto, y también se

comparo el desarrollo vegetal atendiendo a la presencia o ausencia del hongo.

La inoculacion con F. verticillioides provoco una disminucion en el incremento
de altura en aquellas plantas no tratadas con extracto de microalga. Al comparar estas
plantas con las plantas control (sin extracto de microalga, no inoculadas con el patdgeno),
se determind que las plantas infectadas presentaban una altura significativamente menor
que las plantas control, lo que sugiere que un efecto de la inoculacion con el hongo es un

menor desarrollo en altura de la planta.

La aplicacion del extracto de microalga al 0,5% en las plantas no inoculadas con
el hongo redujo significativamente el crecimiento de las plantas. En las inoculadas, la
aplicacion de las distintas concentraciones de extracto no repercutié de manera
significativa sobre la altura de las plantas, aunque se observo un ligero aumento del
desarrollo en las tratadas con el extracto al 0,5% con respecto al control inoculado (sin

extracto de alga).

En definitiva, la aplicacion de los distintos tratamientos con el extracto de
microalga provoco una disminucion en el crecimiento de las plantas no inoculadas con el
patdgeno. Sin embargo, dichos tratamientos resultaron efectivos en aquellas plantas
infectadas con F. verticillioides, pues lograron mitigar el principal sintoma derivado de

la enfermedad, que es la disminucidn del incremento de la altura (Fig. 6).

Las plantas inoculadas con B. amyloliquefaciens y con F. verticillioides se
compararon con las plantas control inoculadas y no inoculadas con hongo (ambas sin
extracto de alga). Se observaron diferencias significativas entre los tres grupos, siendo
aquellas plantas inoculadas con la bacteria las que presentaron un mayor incremento en
altura. De nuevo, se muestra como el crecimiento de las plantas inoculadas con el
patdgeno presentan un crecimiento disminuido con respecto a las no infectadas. La
presencia de la bacteria fomenta significativamente el crecimiento en altura de las plantas

de maiz con respecto a los demas tratamientos (Fig. 7).
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Figura 6. Comparacion del incremento de la altura en cm de las plantas de maiz no inoculadas (PNI) e inoculadas (PI)
con F. verticillioides segln la concentracion del extracto de algas aplicado. Las medidas fueron tomadas de forma
periddica a lo largo del ensayo (11 semanas) desde la base del tallo hasta el apice de la hoja de mayor altura. Las barras
de error indican la desviacion estandar de los datos.
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Figura 7. Comparacion del incremento de la altura de las plantas de maiz no tratadas con extracto de alga. Se muestran
los datos obtenidos en las plantas no inoculadas con F. verticillioides, y en las inoculadas con el hongo, tanto en
presencia como en ausencia de B. amyloliquefaciens. Las medidas fueron tomadas de forma periodica a lo largo del
ensayo (11 semanas) desde la base del tallo hasta el dpice de la hoja de mayor altura. Las letras indican diferencia

significativa con P<0,05.
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4.2. Efecto de los distintos tratamientos sobre el peso aéreo

Peso aéreo
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Figura 8. Comparacion del peso aéreo de los distintos tratamientos aplicados a las plantas de maiz. Las medidas se
tomaron al final del ensayo (11 semanas), tras separar la parte aérea de la parte radicular de la planta, y pesarlas por
separado. Las barras de error indican la desviacion estandar de los datos.
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Figura 9. Comparacion del peso aéreo de los distintos tratamientos sin extracto de alga aplicados a las plantas de maiz.
Las medidas se tomaron al final del ensayo (11 semanas), tras separar la parte aérea de la parte radicular de la planta,
y pesarlas por separado. Las letras indican diferencia significativa con P<0,05.

En este estudio se ha determinado la biomasa aérea. En las plantas no inoculadas,
la aplicacion del extracto de microalga al 1% tiende a favorecer el desarrollo en peso de
la parte aérea de la planta y, dentro de las inoculadas, el extracto al 0,5% parece aumentar
ligeramente los valores de este caracter. En plantas sin extracto, la inoculacion con F.
verticillioides parece fomentar el aumento de peso de la parte aérea. En cualquier caso,

no se observan diferencias significativas entre los distintos tratamientos (Fig. 8)
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La inoculacion de B. amyloliquefaciens en la rizosfera de las plantas de maiz
provoca un incremento significativo en el peso aéreo de las plantas (Fig. 9), siendo este

el Unico factor que modifica significativamente la variable de estudio.

4.3. Efecto de los distintos tratamientos sobre el peso radicular

Peso radicular
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Figura 10. Comparacion del peso radicular de los distintos tratamientos aplicados a las plantas de maiz. Las medidas
se tomaron al final del ensayo (11 semanas), tras separar la parte aérea de la parte radicular de la planta, y pesarlas por
separado. Las letras indican diferencia significativa con P<0,05.
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Figura 11. Comparacién del peso radicular de los distintos tratamientos sin extracto de alga aplicados a las plantas de
maiz. Las medidas se tomaron al final del ensayo (11 semanas), tras separar la parte aérea de la parte radicular de la

planta, y pesarlas por separado. Las letras indican diferencia significativa con P<0,05.
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El andlisis de los datos de biomasa radicular muestra como la inoculacion con F.
verticillioides aumenta significativamente el peso de la raiz. Con respecto al efecto de los
extractos, en el caso de las plantas no inoculadas, la aplicacion de ambas dosis del extracto
de microalga va a aumentar ligeramente el peso radicular de las plantas, mientras que, en
el caso de las inoculadas, los extractos tienden a disminuir el desarrollo radicular (Fig.
10).

La inoculacion de B. amyloliquefaciens vuelve a tener un efecto favorable en el
crecimiento de las plantas de maiz, ya que provoca un incremento significativo en el peso

radicular de las plantas (Fig. 11).

4.4. Actividad especifica de la g-1,3-glucanasa

Actividad glucanasa
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Figura 12. Comparacion de la actividad especifica (U/mg proteina) de la B-1,3-glucanasa en hojas de plantas de maiz
no inoculadas (PNI) e inoculadas (PI) con F. verticillioides, y tratadas con distintas concentraciones de extracto de
microalga e indculo de B. amyloliquefaciens Las hojas se recolectaron al final del ensayo (11 semanas). Las barras de
error indican la desviacion estandar de los datos.

Esta enzima ejerce un importante papel en la defensa de las plantas frente al ataque
de hongos patdgenos, es por eso por lo que nos planteamos estudiar su presencia en los

tejidos de la planta, concretamente en la hoja.

Al analizar los datos correspondientes de la actividad especifica de la enzima -
1,3-glucanasa medida en los distintos tratamientos, y a pesar de lo mucho que difieren los
resultados obtenidos, el ANOVA indica que no hay diferencias significativas entre los
distintos conjuntos de datos. A pesar de que dichas diferencias no son significativas, se

observan ciertas tendencias: dentro de las plantas no inoculadas, aquellas tratadas con

24



extracto de alga al 1% son las que presentan mayor actividad B-1,3-glucanasa, mientras
que las tratadas con extracto al 0,5% tienen menos actividad que las plantas control (sin
extracto de alga). Las plantas inoculadas sin extracto poseen mayor actividad especifica
de la enzima 'y, de nuevo, la aplicacion del extracto al 0,5% también reduce la presencia
de la enzima. La inoculacion con B. amyloliquefaciens hace que la actividad glucanasa

sea menor que en las plantas sin extracto de microalgas (Fig. 12)
4.5. Actividad especifica de la quitinasa

La enzima quitinasa también estd implicada en la respuesta de defensa de la planta, ya
que se encarga de hidrolizar la pared del hongo. Al cuantificar su actividad, no se
observaron diferencias significativas, pero si que hay ciertas tendencias en los conjuntos
de datos analizados. Las plantas sin inocular poseen una mayor actividad enzimatica.
Tanto en las plantas inoculadas como en las no inoculadas, las que no llevan extracto de
alga presentan mayor actividad quitinasa, mientras que las tratadas con alga al 0,5%
parecen tener mas actividad que las que llevan extracto al 1%. En este caso, las plantas
de maiz inoculadas con bacteria presentan un nivel de actividad similar a las plantas

control inoculadas y no inoculadas (Fig. 13).
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Figura 13. Comparacion de la actividad especifica (picomoles de umbeliferona/jg proteina-minuto) de la quitinasa en
hojas de plantas de maiz no inoculadas (PNI) e inoculadas (PI) con F. verticillioides, y tratadas con distintas
concentraciones de extracto de microalga e in6culo de B. amyloliquefaciens Las hojas se recolectaron al final del ensayo

(11 semanas). Las barras de error indican la desviacion estandar de los datos.
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DISCUSION
1. Actividad fungistatica de las algas in vitro

En el ensayo realizado, se ha demostrado que el extracto de microalga utilizado
no ha resultado ser efectivo para la inhibicion del crecimiento de las especies de
Aspergillus y Fusarium estudiadas a nivel de placa. Sin embargo, esto no significa que
dichas algas no puedan inhibir el crecimiento de otros patdgenos, ya que la actividad
fungistatica de las microalgas va a depender tanto de la especie de microalga utilizada
como del hongo a tratar. En el caso de la microalga Nannochloropsis sp., su aplicacion
puede fomentar el crecimiento relativo de determinados hongos patégenos, asi como
también disminuir el desarrollo de otros. También puede controlar la infeccion de
distintas especies de Fusarium en plantas de maiz no solo in vitro, sino también en campo,
siendo sus extractos fendlicos mas eficaces inhibiendo la produccion de fumonisina que

otros fungicidas perjudiciales como el tebuconazol [13, 18].
2. Actividad fungistatica de la bacteria in vitro

El género Bacillus se compone de numerosas especies capaces de inhibir el
crecimiento de diversos hongos filamentosos. Los resultados obtenidos en este estudio
confirman la capacidad de la bacteria B. amyloliquefaciens de retrasar el desarrollo de los
patdgenos estudiados.

Este microorganismo es capaz de interferir en el metabolismo y la estructura de
patdgenos del género Aspergillus, inhibiendo notablemente su crecimiento y la
produccion de aflatoxinas al suprimir la expresion de genes implicados en su sintesis. Los
resultados obtenidos en este trabajo, a pesar de mostrar una inhibicion de los hongos del
género ligeramente menor que los publicados en las referencias, son muy prometedores,
ya que en ambas especies se llega a inhibir mas del 70% del crecimiento [29, 30].

Tambien se ha demostrado como la bacteria llega a inhibir el crecimiento de los
hongos F. proliferatum y F. verticillioides en un 57% y un 59% respectivamente. En el
caso de Fusarium, en este ensayo se han alcanzado valores de inhibicion mayores, ya que
en ambas especies se ha superado el 70% de inhibicién, alcanzando el 80% en F.
proliferatum [31, 32].
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3. Actividad fungistatica de las plantas biocidas en placa

Todos los tratamientos compuestos por distintas plantas del orden Brassicales han
resultado ser efectivos a la hora de inhibir el tratamiento de los distintos hongos de los
géneros Aspergillus y Fusarium. Estas plantas deben su actividad antifingica a la
presencia de glucosinolatos, los cuales al hidrolizarse a isotiocianatos van a actuar sobre
los patdgenos. Previamente se ha observado como las plantas de este género también son
buenos métodos de control bioldgico frente a diversas bacterias patdgenas. A pesar de los
positivos resultados obtenidos in vitro, hay que tener en cuenta que distintos articulos
indican que la efectividad del uso de estas plantas para controlar la infeccion por hongos
patdgenos en cultivo no siempre es la misma, ya que dependera del hongo a tratar, del
estado de la planta (edad, tejido utilizado), y de los tipos y cantidades de isotiocianatos

que la planta genera [33-35].

4. Efecto de los diferentes tratamientos sobre las plantas de maiz
4.1. Efecto sobre el crecimiento vegetal

A pesar de que publicaciones anteriores han demostrado que la infeccion por F.
verticillioides puede provocar pudricion en el maiz, especialmente a nivel de raiz, en otros
casos no se observa ninguna sintomatologia de ese tipo en las plantas infectadas, al igual
que ha ocurrido en este caso [36, 37].

Las plantas inoculadas con el patdgeno presentan un menor crecimiento en altura
que las plantas control (no inoculadas), lo cual es un sintoma comun de la infeccion por
F. verticillioides. En cuanto al peso aéreo, no existen diferencias significativas entre las
plantas inoculadas y no inoculadas por el hongo. Segln resultados publicados
anteriormente, las plantas inoculadas con este patdgeno suelen presentar una reduccion
de un 43% en su peso aéreo y del 47% en su peso radicular, lo cual difiere de los resultados
obtenidos en este caso [38].

La inoculacion con B. amyloliquefaciens ha inhibido por completo el retraso en el
crecimiento provocado por el patdgeno, de hecho, ha favorecido significativamente el
desarrollo vegetal. Estudios previos demuestran la capacidad de este microorganismo
para el control de la colonizacion de diversos hongos, llegando a ser mas efectiva que
fungicidas comerciales como el clorotalonil. Segun Xie et al. (2022) [39], las plantas de
maiz, al ser infectadas por hongos patdgenos, van a producir una serie de exudados a nivel
de raiz que van a promover una reaccién de quimiotaxis en B. amyloliquefaciens. De esta

forma, la bacteria va a formar un biofilm que impedira el desarrollo del hongo, en este
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caso F. graminearum, mediante la produccion de lipopéptidos como las iturinas,
compuestos con una fuerte actividad antibi6tica.

Este microorganismo presenta un excelente rendimiento como promotor del
crecimiento vegetal, llegando a aumentar el peso aéreo en mas de un 60%. Estos
resultados no solo se han obtenido a nivel de maceta, pues la bacteria parece ser también
eficaz al emplearla en el campo. Aungque ain no se conocen en profundidad los
mecanismos moleculares por los que la bacteria promueve el crecimiento, ensayos in vitro
han demostrado que este bacilo es capaz de promover la fijacién de nitrégeno y de
solubilizar macroelementos como el fosfato o el potasio, los cuales son esenciales para
un buen desarrollo de las plantas de maiz. Su capacidad para la produccion de
fitohormonas como las giberelinas, implicadas en el crecimiento, también explica el
efecto de la bacteria sobre el crecimiento en altura de las plantas. Ademas, activan una
serie de enzimas asociadas a la calidad del suelo, que también van a mejorar el
rendimiento de la cosecha [40-42].

4.2. Efecto sobre la actividad p-1,3-glucanasa y quitinasa

Las plantas han desarrollado mecanismos para degradar las paredes de los hongos
patdgenos, como la sintesis y secrecion de enzimas hidroliticas como la B-1,3-glucanasa
o la quitinasa. Estas se sintetizan simultaneamente, lo que sugiere que la eficiencia con la
que se enfrentan al patdégeno depende de la accion de ambas actividades [10].

En los resultados de este estudio, se muestra como la actividad especifica de la
B-1,3-glucanasa aumenta al inocular con F. verticillioides en las plantas no tratadas con
alga con respecto al control no inoculado (sin extracto de alga), lo que coincide con lo
descrito en el parrafo anterior. Existen distintas microalgas cuya aplicacion va a favorecer
también la sintesis de esta enzima, como se muestra en la publicacion de Farid et al.
(2018) [43], donde los resultados indican que la aplicacion de distintas cepas de
microalgas puede inducir la actividad de esta enzima en plantas de tomate, asi como otras
actividades importantes para el desarrollo de la planta. La aplicacion de extracto de
microalgas al 1% ha dado buenos resultados en el ensayo, pero, en plantas infectadas, se
observa mayor actividad en aquellas plantas sin extracto. En ambos casos, el extracto al
0,5% no resulta efectivo.

El uso de las algas como inductoras de la respuesta de defensa en plantas esta muy
extendido. Parece que algunos de los compuestos responsables de este efecto son

polisacaridos presentes en el organismo, como la laminarina o los carragenanos, que
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ademas de favorecer la sintesis de la f-1,3-glucanasa, también aumentan la produccién
de la quitinasa [44].

Los resultados indican que la actividad B-1,3-glucanasa es menor en las plantas
inoculadas con bacteria que en los demas tratamientos. En cambio, se ha estudiado como
la aplicacion de otras bacterias del género han aumentado notablemente los niveles de
actividad glucanasa en la rizosfera. Es importante resaltar que en la mayoria de las
publicaciones que estudian los efectos de las bacterias del género Bacillus sobre la
actividad glucanasa, dicha actividad enzimatica se mide directamente en la bacteria, no
en la planta como se ha realizado en este trabajo. Estas bacterias no solo son capaces de
sintetizar esta enzima, sino que también producen diversos compuestos que también
ayudan a impedir el desarrollo de la infeccién por parte de hongos del género Fusarium,
como pueden ser sideroforos, proteasas o surfactinas. Es probable que no se hayan
detectado valores mas elevados de esta actividad debido a que se ha medido en hojas en

lugar de en la rizosfera [45, 46].

La actividad quitinasa se ve reducida en las plantas inoculadas con F.
verticillioides con respecto a las plantas no inoculadas (sin alga). A pesar de que, como
se ha descrito anteriormente, la actividad de esta enzima suele aumentar ante este tipo de
infecciones, se ha demostrado que algunas especies del género Fusarium secretan una
proteasa capaz de inhibir la actividad de ciertos tipos de quitinasas, lo que puede explicar
el hecho de que en este caso la actividad quitinasa en plantas con infeccion sea menor que

en plantas sanas [7].

La aplicacion foliar de las algas parece disminuir también esta actividad, aunque
publicaciones anteriores muestran como el uso de distintos extractos de estos organismos
incrementan la actividad de esta enzima en plantas de tomate, lo cual difiere de los
resultados obtenidos [47, 48].

La aplicacion de distintas bacterias del género Bacillus en plantas de tomate han
resultado ser efectivas para el control de la infeccion por el género Fusarium, y una de
las vias por las que se controla el proceso patogénico es la produccion de quitinasa, lo
cual concuerda con los datos obtenidos en este ensayo, pues los valores de actividad
especifica de la quitinasa en plantas inoculadas con hongo y bacteria se asimilan bastante
a los obtenidos para las plantas control (no inoculadas, sin extracto de alga), y ademas

son mas elevados que en los demas tratamientos [45, 49, 50].
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CONCLUSIONES

1. El uso de distintas concentraciones de extracto de microalga no tiene un efecto
inhibitorio en el crecimiento en placa de los hongos micotoxigénicos de los géneros
Aspergillus (A. flavus y A. parasiticus) y Fusarium (F. proliferatum y F. verticillioides),
llegando a favorecer su desarrollo en la mayoria de los casos.

2. La presencia de B. amyloliquefaciens inhibe notablemente el crecimiento fangico en

placa, llegando a superar en todos los casos un porcentaje de inhibicién de hasta el 70%.

3. Los compuestos volatiles liberados por los distintos tratamientos de plantas biocidas
del género Brassica han generado resultados favorables en todos los casos. Todos ellos
inhiben el crecimiento fungico de las distintas especies, lo que convierte a dichos

tratamientos en unos excelentes métodos de control de estos organismos.

4. Lainoculacion con F. verticillioides provoca un retraso en el crecimiento de las plantas
infectadas. Este sintoma puede mitigarse mediante la aplicacion de extracto de microalga
al 0,5%, y con la aplicacién de la bacteria B. amyloliquefaciens, ya que provocan un
aumento en el desarrollo vegetal, estimulando tanto la altura como el peso aéreo y

radicular.
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