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TRABAJO ENCARGADO - CONSERVACIÓN POR LIOFILIZACIÓN .pdf 
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Esaú Ruiz-Sánchez, Miguel Ángel. Mejía-Bautista, Alejandra Serrato-Díaz, Arturo Reyes-Ramírez ,
Yokiushirdhilgilmara Estrada-Girón, Alberto J. Valencia-Botín
 


	2. INTRODUCCIÓN
La bioprospección de  bacterias antagónicas, como
agentes de control biológico para el manejo de hongos
fitopatógenos, es una actividad preponderante para
reducir el uso de fungicidas químicos. El uso extensivo
e irracional de fungicidas sintéticos causó daños
ambientales y a la salud humana, debido, sobre todo,
a la exposición ocupacional y a sus residuos en
productos alimenticios.
OBJETIVOS
Identificar las cepas más
activas mediante una
caracterización
molecular.
Amplificación, secuenciación
y comparación de los genes 16S
rRNA, gyrA y rpoB
MATERIALES Y
MÉTODOS
Aislamiento de cepas de
Bacillus
Las secuencias génicas se
editaron y alinearon con
el software BioEdit versión
7.1.3.0 (Hall, 1999). Para
obtener la identidad, las
secuencias se compararon
con las de la base de datos
del GenBank
ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA E
IDENTIFICACIÓN
MOLECULAR DE CEPAS
NATIVAS DE Bacillus subtilis
Las cepas se aislaron de muestras de
suelos obtenidas en la Península de
Yucatán en México. El aislamiento se
realizó usando la metodología descrita
por Basurto-Cadena et al. (2012).
Evaluación de actividad antagónica
Extracción de ADN de cepas
de Bacillus
Análisis de reacción en cadena de
la polimerasa (PCR) para la
identiﬁcación molecular
La actividad antagónica fue evaluada
por la inhibición del crecimiento de la
colonia fúngica en confrontación
directa y por la inhibición de la
germinación conidial usando las
filtraciones de cultivo de Bacillus.
Todas las cepas de Bacillus fueron
cultivadas en un Caldo Infusión
Cerebro Corazón (BHI) (BIOXON,
USA) en tubos de 10 mL a 30 °C
por 48 h.
Para la identificación molecular de las
cepas, se usaron los genes parciales 16S
rRNA, y los rpoB y gyrA, específico de
especies, cada caso utilizó una
metodología distinta.
Análisis ﬁlogenético
Análisis de
datos
Los datos experimentales se
analizaron estadísticamente
usando ANDEVA con un
diseño completamente al azar.
La prueba de Tukey se utilizó
para determinar diferencias
significativas entre promedios
(p£0.05), usando SAS 9.1.
 


	3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Las  cepas usadas en este estudio se identificaron molecularmente
como B. subtilis subsp. inaquosorum y B. subtilis subsp. subtilis. Los
resultados mostraron que el porcentaje de inhibición de
crecimiento micelial varió de 32 a 78 %
Los filtrados de las cepas CBCC2 y CBCK47 causaron hasta 46 %
de la inhibición de la germinación de conidios en A. alternata,
aunque sus efectos sobre otros dos los hongos fueron menores.
Amplificación de PCR y
análisis filogenético
Para confirmar la identidad
de los aislados de Bacillus, se
obtuvieron secuencias de
regiones parciales de los genes
16S rRNA, gyrA y rpoB por
PCR.
 


	4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Los  amplicones obtenidos para las regiones 16S rRNA, rpoB y gyrA fueron 535, 546 y 953 bp, respectivamente. Los análisis Neighbor-Joining de cada una de las regiones
(Figuras 2, 3 y 4) y la evidencia total (Figura 5) mostraron que los aislados fueron separados en dos clados. En todos los análisis, los aislados CBRF24 y CBMT2 se
agruparon en un clado diferente. Al usar la región 16S rRNA, las cepas CBMT2, CBMN22, CBCK36, CBMT51 y CBCK47 formaron un clado (Figura 2), con secuencias de B.
subtilis tomadas de GenBank. Estos aislados formaron un clado con valor de 100 con B. subtilis subsp. subtilis; mientras que con el análisis realizado usando las regiones
gyrA y rpoB, las cepas mencionadas formaron un clado con B. subtilis subsp. inaquosorum
Matrices de distancia evolutiva
La región que presentó las distancias evolutivas
menores fue el 16S rRNA (de cero a 0.002),
seguida del gen rpoB (hasta 0.004). En contraste,
el gen gyrA mostró la tasa evolutiva mayor
(hasta 0.09), resultando incluso más alta que la
obtenida por las particiones de matrices, que
incluye información de las tres regiones
analizadas (0.034 máximo).
CONCLUSIONES
Las cepas de Bacillus nativas de la Península de
Yucatán, México, fueron identificadas como Bacillus
subtilis subsp. inaquosorum y Bacillus subtilis subsp.
subtilis por el análisis de los genes 16S rRNA, gyrA y
rpoB. Siete cepas presentaron actividad antagónica en
la inhibición de crecimiento micelial en los hongos
fitopatógenos Alternaria alternata, Helminthosporium
rostratum y Curvularia lunata. Los filtrados libres de
células de CBCK36, CBCC2 y CBCK47 presentaron
inhibición de crecimiento micelial y causaron
diferentes grados de inhibición de germinación de
conidios en los hongos fitopatógenos evaluados. La
cepa CBCK36 presentó la actividad más alta de
inhibición de crecimiento fúngico micelial.
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