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Resumen 
 
Los fitopatógenos bacterianos transmitidos por el suelo limitan la producción 
agrícola, siendo Ralstonia solanacearum una de las bacterias de mayor impacto a 
nivel mundial por su amplio rango de hospederos susceptibles y deficientes métodos 
de control. En el cultivo de banano y plátano, el control implica la aplicación de 
herbicidas y períodos de cuarentena para su contención, por lo que desarrollos de 
nuevas tecnologías sostenibles con el medio ambiente son de vital importancia. Este 
estudio se centró en la bioprospección de bacterias aisladas de plantas de banano 
con potencial para producir compuestos antibacterianos para el manejo de R. 
solanacearum a nivel de microcosmos. En el tamizaje de 584 cepas bacterianas se 
encontró que 25 (4.3%) fueron antagonistas de R. solanacearum EAP-009 en medio 
BGA sólido, pero solo las cepas Bacillus subtilis EA-ED0525 y Bacillus sp EA-
ED0076 produjeron sobrenadantes libres de células (SLC) activos, siendo este 
último potencial en tres medios de cultivo líquido (TSB, BG y MLC). El SLC obtenido 
del cultivo de Bacillus sp. EA-ED0076 en medio BG fue estable a cambios 
fisicoquímicos de pH, temperatura y a la adición de proteinasa K; reduciendo la 
población de R. solanacearum en microcosmos 158 veces con relación al control. 
Los metabolitos contenidos en el SLC de Bacillus sp. EA-ED0076 fueron purificados 
por técnicas cromatográficas (SPEC18, RP-HPLC), encontrando actividad 
antibacteriana en la fracción metanólica separada en SPE y en 15 fracciones 
equivalentes a 25 picos cromatográficos separados mediante la técnica RP-HPLC. 
Estos resultados sugieren que los compuestos bioactivos no son de naturaleza 
protéica, posiblemente tengan carácter anfifílico y son estables a cambios 
fisicoquímicos, características promisorias para reducir la población de R. 
solanacearum en suelos afectados y reducir los periodos de cuarentena aplicados 
a los cultivos.  
 
Palabras clave: Actividad antimicrobiana, control biológico, metabolitos y 
estabilidad.  

  



Introducción 

Las enfermedades bacterianas son una amenaza para la seguridad alimentaria en 
el mundo ya que afectan diversos cultivos agrícolas y no existen métodos de control 
efectivos. La bacteria Ralstonia solanacearum es uno de los fitopatógenos más 
relevantes, afectando a 50 familias botánicas y 250 especies (Elphinstone 2005), 
incluyendo la familia de las Musáceas. Dentro de esta familia, en el género Musa 
sp. se encuentran los bananos y plátanos, cultivos en la economía de diferentes 
regiones tropicales productoras en el mundo.  

R. solanacearum es una bacteria Gram negativa, del filo Proteobacteria compuesto 
por cuatro filotipos (I a IV), correspondientes a diferentes orígenes geográficos 
(Fegan y Prior 2014, Denny 2006). Diferentes estudios han demostrado que la 
bacteria invade las plantas a través de las heridas radiculares y coloniza 
rápidamente los vasos del xilema, donde se multiplica ampliamente y produce 
grandes cantidades de exopolisacáridos (EPS) (Turner et al., 2009), bloqueando el 
sistema radicular y dando como resultado la muerte de la planta (Digonnet et al., 
2012). Varios estudios señalan que este microorganismos es un modelo de 
patogenicidad tanto bioquímico como genético (Staskawicz et al.,  2001). 
Adicionalmente, este microrganismo posee una alta capacidad de residir en el suelo 
por tiempos prolongados (Spraker et al., 2016).   

En la literatura se reporta el uso de diferentes métodos de control de este 
patógeno, como la desinfección química, la rotación de cultivos, solarización de 
suelos y mejoramiento genético de plantas; buscando reducir la enfermedad de 
marchitamiento bacteriano (Mao et al. 2017, Lemaga et al. 2011, Schönfeld et al. 
2003 Gamliel et al. 2000). Se ha determinado que algunas de estas medidas 
reducen el impacto ocasionado por la bacteria, no obstante reducir la severidad o 
incidencia de la enfermedad no es suficiente, debido a que una sola planta enferma 
puede convertirse en inóculo para la diseminación en un cultivo (Augura 2016). Por 
lo anterior, muchos cultivos afectados por R. solanacearum eliminan las plantas 
enfermas y sanas empleando con herbicidas, en un radio de 5 metros, para luego 
implementar largos periodos de cuarentena (Augura 2016). 

Una de las alternativas de control de bacterias fitopatógenas se basa en el principio 
del control biológico, el cual se define como el uso de organismos vivos o  productos 
derivados de sí mismos para reducir poblaciones de plagas o el impacto de estas, 
haciéndola menos abundante o menos dañina (Eilenberg et al., 2001). La mayoría 
de estudios están enfocados en el uso de organismos vivos (Shields et al., 2019, 
Wang y Liang 2014, Ramesh y Phadke 2012), los cuales requieren colonizar la 
rizosfera y subsistir a factores adversos  del nicho donde se aplican para poder 
ejercer sus funciones (Restrepo et al., 2008). Los filos bacterianos más estudiados 



para el control biológico han sido las Actinobacterias (especialmente Streptomyces 
sp.), Proteobacterias (Pseudomonas sp.) y Firmicutes (Bacillus sp.), (Krober et al., 
2014). Los géneros Bacillus sp. y Pseudomonas sp. han recibido la mayor atención 
y son ingredientes activos de diversos productos empleados actualmente en los 
planes de manejo integrado de plagas y enfermedades a nivel mundial (Savitri et 
al., 2018). No obstante, la efectividad de estos microorganismos vivos es variable y 
la reproducibilidad en algunos casos es limitada, principalmente por la falta de 
especificidad de los metabolitos producidos por diversas cepas, el desconocimiento 
del modo de acción y de la identificación de  estas moléculas antibacterianas (Stein 
2005). A partir de esta problemática surge como estrategia la bioprospección de 
bacterias antagonistas con capacidad para producir compuestos antibacterianos 
que puedan mitigar el impacto de R. solanacearum en suelos contaminados.  

El género Bacillus sp. ha sido muy estudiado a nivel  genético y bioquímico durante 
varias décadas, siendo el modelo de estudio en el grupo de bacterias Gram positivas 
formadoras de endosporas (Moszer 2002, Posada et al., 2016). La formación de 
esporas hace a este género resistente a condiciones ambientales adversas, como 
pH, altas temperaturas, entornos de nutrición limitados y deshidratación (Barbosa 
et al., 2000); por lo que los microorganismos de este género son altamente 
promisorios para diversas aplicaciones biotecnológicas. Las especies más 
estudiadas son B. subtilis (Chen et al., 2012), B. amyloliquefacies (Tan et al., 2013), 
B. thuringiensis (Zheng et al., 2018) y B. cereus (Chang et al., 2015), las cuales se 
ha encontrado en diversos ambientes, como la rizosfera donde forman biopelículas 
y colonizan la superficie radicular (Pandin et al.,  2017). Su potencial metabólico 
también ha sido ampliamente descrito, encontrando que cepas de B. 
amyloliquefacies y B. subtilis dedican entre el 4%-8.5% de su genoma para la 
síntesis de metabolitos secundarios (Chen et al. 2009, Stein 2005). 

Las moléculas bioactivas más importantes en el género Bacillus son los péptidos 
sintetizados ribosomalmente y lipopéptidos no sintetizados ribosomalmente (NRPS, 
por sus siglas en inglés) (Marahiel, 2009); los compuestos policétidos, las 
bacteriocinas y los sideróforos también son de gran interés (Ongena y Jacques, 
2008). Dentro de los lipopéptidos se han descrito cuatro  familias: surfactinas, 
iturinas,  fengicinas y kurkatinas (Diep y Nes, 2002, Ongena et al., 2007, Villegas-
escobar et al., 2018, y Béchet et al., 2012). Las surfactinas actúan como 
biosurfactantes en las capas lipídicas e interfieren en la estructura de la membrana 
celular formando poros e interrupción completa de algunas funciones celulares 
debido a la lisis, además solubilizan la bicapa lipídica. La actividad de estos 
compuestos se ha establecido como antibacteriana (Ongena y Jacques 2008, 
Nanjundan et al., 2019). Las iturinas actúan formando poros conductores de iones, 
en lugar de la ruptura de la membrana; mientras que las fengicinas ocasionan 
cambios en la estructura de la membrana y permeabilidad. Estas dos últimas actúan 

https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/science/article/pii/S1049964418303396#b0155
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como sustancias antifúngicas para diversos fitopatógenos (Aranda et al. 2005, 
González-Jaramillo et al., 2017,  González et al., 2017). Por su parte, Béchet et al. 
(2012), sugirió que las kurkatinas también son moléculas formadoras de poros en la 
membrana celular, pero son moléculas con actividad más específica, limitando el 
espectro de la actividad antimicrobiana.  
 
Bacillus subtilis tiene además la capacidad de producir algunos antibióticos 
peptídicos que contienen lantionina, denominados lantibióticos (Thunell et al., 
1988), en base a sus propiedades estructurales se distinguen los Tipo A  (subtilina) 
(Stein, 2005) y Tipo B (mersacidina) (Brötz et al., 1997).  Las bacteriocinas también 
son características de Bacillus, estas hacen parte del grupo de los péptidos 
sintetizados ribosomalmente y se ha reportado actividad antibacteriana (Lee y 
Chang 2018). Otros compuestos como los policétidos y los sideróforos son 
metabolitos secundarios considerados como unidades de iniciación de diversos 
productos naturales y antibióticos y son ampliamente producidos por este género 
microbiano (Singh et al. 2018). Dentro de los sideróforos se encuentran compuestos 
químicos quelatantes de bajo peso molecular, como  las pioverdinas que poseen 
actividad antifúngica sobre varios fitopatogenos (Řezanka et al. 2018).  

El efecto de estas moléculas ha sido estudiado sobre varios patógenos de plantas 
de interés económico. El reporte de Villegas-Escobar et al. (2018), mostró que los 
lipopéptidos producidos por B. amyloliquefaciens EA-CB959 inhibieron el 
crecimiento de R. solanacearum y redujeron la incidencia del Moko en Banano. 
Específicamente las tres familias de lipopéptidos (iturinas, surfactina y fengicina) 
tuvieron efecto sobre la inhibición de patógeno (Villegas-escobar et al., 2018). Otros 
estudios apoyan la eficacia del genero B. amyloliquefaciens BZ6-1, en la 
disminución de la incidencia de R. solanacearum en plantas de maní, el cual indicó 
presencia de surfactinas y fengicina en los extractos producidos (Wang y Liang 
2014). Las moléculas bioactivas identificadas hasta ahora y su efecto sobre 
patógenos de plantas, ha sido explorada principalmente a nivel in vitro, siendo pocos 
los reportes de investigación con moléculas microbianas específicas que 
contrarresten enfermedades en plantas, en microcosmos e invernaderos (Shields et 
al., 2019, Ongena et al., 2007).  

Por lo anterior, este estudio tuvo por objetivo realizar un proceso de bioprospección 
de microorganismos con actividad antibacteriana, que permitiera seleccionar un 
microorganismo productor de metabolitos bioactivos contra R. solanacearum a nivel 
de microcosmos. Para ello se realizó un proceso de bioprospección a nivel in vitro, 
donde la cepa Bacillus sp. EA-ED0076 se destacó como productora potencial de 
metabolitos estables a cambios fisicoquímicos que fueron activos en la reducción 
de poblaciones de R. solanacearum a nivel de microcosmos. También se 
caracterizaron y purificaron las moléculas responsables de dicha actividad por 



técnicas cromatográficas, con el fin de encontrar extractos o metabolitos candidatos 
para reducir los periodos de cuarentena en suelos contaminados por este agente 
fitopatógeno.  

 

2. METODOLOGÍA  

2.1 Microorganismos 

Las cepas microbianas (584 cepas) pertenecientes a la colección de bacterias 
endófitas aisladas de Musa sp. con registro N° 226 del Instituto Von Humboldt fueron 
seleccionadas para este estudio. Estas estaban conservadas en TSB con glicerol al 
20% v/v a -80°C. La cepa Bacillus sp. EA-ED0076, potencial controlador del 
patógeno, fue aislada de una planta de banano cv Valery (Urabá-Antioquia) y fue 
identificada con la secuencia del gen 16S rDNA (GenBank NR151897).  

La cepa Ralstonia solanacearum EAP-09, patógena de plantas de banano, fue 
aislada de cormo de banano enfermo bajo la metodología descrita por Álvarez–
Restrepo et al., (2008). Se almacenó en medio BG (Clough et al., 1994) con 20% 
de glicerol a -80°C, y fue identificada por análisis de la secuencia del gen 16S rDNA 
(N° de acceso de GenBank KU603426). En este estudio de empleó el medio BG 
(caldo) compuesto por peptona especial 10 g/L (Oxoid), casaminoacidos 1 g/L, 
extracto de levadura 1 g/L (Oxoid) y glucosa 5 g/L (Merck). Además, el medio BGA 
(sólido) contenía la misma composición del BG más 15 g/L agar (BD). 

 

2.2 Tamizaje de bacterias antagonistas 

El tamizaje de bacterias activas contra R. solanacearum se realizó mediante el 
método de difusión de discos de agar (Mora et al. 2015). Brevemente, se adicionó 
una suspensión celular de R. solanacearum en medio BGA para obtener una 
concentración final de 5x106  UFC/mL. Posteriormente, discos de 6 mm con biomasa 
de cepas bacterianas, activadas en medio TSA al 50% por 24 h a 30°C, se 
transfirieron a BGA inoculado con R. solanacearum. En total se dispusieron cinco 
cepas por cada caja en forma equidistante al centro y se incubaron durante 48 h a 
30°C, tiempo en el cual se determinó la actividad antagonista midiendo el radio (mm) 
de la zona de inhibición. Aquellas cepas que reportaron halos de inhibición, se 
evaluaron nuevamente, pero disponiendo solo una cepa por caja Petri y usando tres 
replicas por tratamiento y dos repeticiones en el tiempo. 

 

 



2.2 Identificación de bacterias antagonistas 

La identificación de las bacterias potenciales se realizó mediante la secuenciación 
del gen 16S rDNA. Para esto, se utilizaron los primers para eubacterias 8F/1492R 
(8F: 5’AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’; 1492R: 5’ACG GCT ACC TTG TTA 
CGA CTT 3’), los cuales producen un amplicón de aproximadamente 1500 pb. La 
extracción de ADN se realizó con el kit, UltraClean Microbial DNA Isolation (Mobio) 
o por extracción con choque térmico. La PCR se realizó empleando el protocolo 
reportado por (Posada 2017) usando TopTaq® (Qiagen), de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. La mezcla de PCR se preparó en un volumen total de 
50 µL, conteniendo 0.5 µM de cada primer, 0,25 µL de Toptaq polimeresa, 1 µL de 
2 mM de dNTP's, 5 µL de buffer de enzima y 10 µL de Q-solution (mejorador de 
PCR de Qiagen). Además, no se empleó MgCl2 adicional al ya contenido en el buffer 
de la TopTaq. Los ciclos de PCR consistieron de una desnaturalización inicial a 
94°C por 3 min, seguida por 30 ciclos de 94°C por 30 s, 60°C por 20 s, 70°C por 90 
s y un período final de extensión a 70°C por 5 min, la amplificación del producto de 
la PCR se verificó mediante la técnica de electroforesis en gel de agarosa al 1% 
(Amresco), bajo la metodología descrita por Sambrook y Russel (2001). La 
secuenciación fue realizada por el método (Sanger 1997) en el laboratorio de 
MacroGen (Korea), usando los primers 8F y 907R (5' CCG TCA ATT CCT TTG AGT 
TT 3’). La secuencia consenso se construyó empleando el software Mega 7 y se 
procedió a la comparación con las secuencias almacenadas en el GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) usando el algoritmo Blast y considerando el 
porcentaje de similitud más alto.  

 

2.3 Obtención de sobrenadantes libres de células    

Para la obtención del sobrenadante libre de células de los cultivos de los 
microorganismos a evaluar se procedió de esta manera: 1 mL de un preinóculo de 
24 h de cada cepa bacteriana fue transferido a un matraz de 100 mL con 20 mL del 
caldo de cultivo (fuera TSB, BG, medio limitado en carbono (MLC), King B ó medio 
Molp) y se incubó a 150 rpm durante 72 h a 30°C. El medio MLC contenía: KH2PO4 
1 g/L, (NH4)2SO4 0.1 g/L, NaCl, 5 g/L el pH se ajustó con solución de NaOH a 6.5 
(Garbeva et al. 2009). El medio MOLP contenía: sacarosa 20 g/L, peptona especial 
30 g/L (oxoid), extracto de levadura 7 g/L (oxoid), KH2PO4 1.9 g/L, solución Mn/Mg 
9 mL/L, solución de elementos traza 1 mL/L (1 mg/L CuSO4, 5 mg/L FeCl3·6H2O, 4 
mg/L Na2MoO4·2H2O, 10 mg/L H3BO4, 2 mg/L KI, 0.14 g/L ZnSO4·7H2O, y 10 g/L 
C6H6O7), y 9 mL/L solución Mn-Mg (0.4 mg/L MnSO4·4H2O y 50 mg/L MgSO4), el 
pH fue ajustado a 7 con una solución de NaOH 1 M (Jacques et al. 1999). El medio 



King B contenía: Proteosa peptona N°2 especial 20 g/L, K2HPO4 1.5 g/L, glicerol 15 
mL y 1.5 g/L de MgSO4, el pH se ajustó a 7.2 (King et al. 1954).  

Posteriormente, cada 24 h, se tomaron muestras de 2 mL que fueron centrifugados 
a 14.000 rpm durante 10 min y el sobrenadante se filtró (filtro de membrana de 
acetato celulosa de 0.2 µm, Sartorious Biolab) para obtener el sobrenandante libre 
de células (SLC).  Para las pruebas de estabilidad y microcosmos, el SLC de la cepa 
Bacillus sp. EA-ED0076 se obtuvo en cultivo sumergido en medio BG y se almacenó 
a 4 °C.  

2.3 Actividad de sobrenadantes libres de células    

La actividad antibacteriana de los metabolitos producidos por 14 cepas bacterianas 
contra R. solanacerum, se evaluó mediante la evaluación de la actividad de SLC por 
el método de difusión en pozos de agar  (CLSI 2003).  Para ello, 40 µL de cada SLC 
fue aplicado en pozos de 6 mm de diámetro en medio BGA inoculado con 5 x 106 
UFC/mL de R. solanacearum por sumergido.  Se midió el radio (mm) de la zona de 
inhibición, luego de 48 h de incubación a 28°C, como control negativo se incluyó 
agua destilada estéril (ADE) y se realizaron tres replicas por tratamiento. 

2.4 Difusión de compuestos bioactivos a través de filtros de membranas 

Para determinar la capacidad de las cepas bacterianas para producir los 
compuestos bioactivos en ausencia del patógeno, se evaluó la actividad 
antibacteriana mediante la prueba de membranas descrita por Sierra-Zapata et al. 
(2018). Para ello se dispusieron filtros de membrana estériles de acetato celulosa 
de 0.2 µm sobre medio BGA, y posteriormente se trasfirieron tres discos de agar de 
6 mm de diámetro provenientes del cultivo de cada cepa bacteriana en TSA, sobre 
los filtros de membrana; los cuales se incubaron por 48 h a 30°C. Posteriormente 
se retiró el filtro de membrana del agar y se inocularon 100 µL de R. solanacearum 
a 1 x 107 UFC/mL. Luego de 48 h de incubación a 30°C se determinaron las zonas 
de inhibición generadas por los compuestos difundidos a través del filtro de 
membrana. Como controles negativos se tomaron dos cepas (sin actividad 
inhibitoria al patógeno) y para el control positivo se platearon 100 µl de R. 
solanacearum a 1 x 107 UFC/mL y se dispusieron discos de crecimiento bacteriano 
directamente en el agar. 

2.5 Estabilidad fisicoquímica de SLC  

La estabilidad de la actividad de los SLC producidos por la cepa Bacillus sp. EA-
ED0076, fue evaluada mediante cambios en pH, temperatura y desnaturalización 
por la enzima Proteinasa K.   



 
 
 Estabilidad de los compuestos a diferentes pH´s  
 
El pH del SLC fue ajustado a pH de 2 y 10 adicionando HCL 5 M y NaOH 5 M 
respectivamente e incubando a 20°C por 24 h. Posteriormente, se restableció el pH 
de las muestras a 7.2. Como control positivo se tomó una muestra del SLC sin tratar. 
 
 Estabilidad de los compuestos a diferentes temperaturas 

  
El SLC (2 mL) fue sometido a diferentes temperaturas (50, 70 y 100° C) por 30 min, 
tiempo después del cual se restituyó a la temperatura ambiente. El control positivo 
consistió en una muestra de SLC sin someter a cambios de temperatura. 
 
 Estabilidad de los compuestos en presencia de Proteinasa K 
 
Se evaluó la acción de la enzima Proteínasa K® (Promega) sobre la degradación de 
los compuestos bioactivos. Brevemente, se incubaron 2 mL de SLC con 2 mg de 
proteínasa K por 4 h a 37°C. Posteriormente, la acción de la enzima se inactivó a 
una temperatura de 100°C por 1 min. Los controles fueron SLC sin aplicación de 
proteinasa (positivo) y un control de temperatura con SLC tratado a 100°C por 1 
mín. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado, y la actividad se evaluó 
mediante el método de difusión en pozos de agar.  
 
2.6 Efecto de SLC a nivel de microcosmos 

El efecto del SLC de Bacillus sp. sobre la población de R. solanacearum se evaluó 
a nivel de microcosmos según la metodología descrita por Bhunchoth et al. (2015). 
Para ello se inocularon 20 g de suelo (marca Tierra Negra®, clasificado con textura 
Arenosa, pH 5.6 y 0.46% de carbono orgánico calculado con el factor de Van 
Bemmelen de acuerdo a la materia orgánica arrojada por el análisis de suelos). Este 
suelo se mezcló con cascarilla de arroz 2:1 v/v, y se adicionaron 40 mL de una 
suspensión acuosa de R. solanacearum (1 x 106 UFC/g) en tarrinas de 565 mL. 
Transcurridas 18 h de la inoculación bacteriana, se adicionaron 50 mL de SLC de 
Bacillus sp. EA-ED0076. Cada unidad experimental se mantuvo a un 60% de 
retención de humedad a 30°C. Al cabo de 0, 4, 18, 24, 48, 72 y 96 h se tomaron 3 
submuestras de 1 g cada una para determinar la población bacteriana. La población 
de R. solanacearum se determinó por medio de diluciones seriadas y conteo de 
unidades formadoras colonias (UFC) en el equipo easySpiral (Interscience®) en 
medio TSA-S, (TSA suplementado con 0.5 ppm de cloranfenicol, 5 ppm ampicilina 
y 5 g/L de sacarosa) e incubadas durante 48 h a 30ºC para determinar las UFC/g 



suelo del patógeno. El control de crecimiento de R. solanacearum se determinó en 
microcosmos con adición de ADE. Se contó con tres réplicas por tratamiento y dos 
repeticiones.    

2.7 Purificación de compuestos bioactivos 

La purificación de los compuestos antimicrobianos se realizó mediante metodología 
descrita previamente por Villegas-Escobar et al. (2018). Brevemente, Bacillus sp 
EA-ED0076 se cultivó en un matraz de 1000 mL con 160 mL de medio BG a 150 
rpm y 30°C. Al cabo de 12 h de incubación se añadió 3.8% de Amberlite XAD16® 
(Alfa Aesar) y se incubó el cultivo a 30°C por 72 h. Posteriormente, la resina 
adsorbente se recuperó por decantación, se transfirió a una columna de vidrio y se 
lavó con 200 mL de agua destilada estéril (ADE). La elución de los productos 
adsorbidos se realizó con 200 mL de MeOH al 100%, solución que fue evaporada a 
presión reducida (-50 psig, 50° C, 50 rpm). Finalmente se obtuvo 338.4 mg de 
residuo sólido. La separación intermedia del residuo sólido se realizó mediante una 
columna C18 de (SPE) (10 g Varían) de Agilent Technologies (EE. UU). Para esto, 
la columna se acondicionó con metanol y agua. Posteriormente se aplicaron 9 mL 
de la muestra (37 mg/L) y se eluyeron los compuestos retenidos por etapas con: 
100 mL de agua, 100 mL de MeOH al 50% y 100 mL de MeOH al 100%. Cada 
fracción fue evaluada para determinar su actividad contra R. solanacearum 
mediante el método de difusión en pozo de agar.  
 
La fracción activa (100% MeOH) fue posteriormente purificada por cromatografía 
líquida de alta presión en fase inversa (RP-HPLC) utilizando un Eclipse XDB C18 

Columna (250 por 4.6 mm, 5 µm, Agilent) conectada a una bomba cuaternaria 
Agilent G1311A. El sistema disolvente consistía en TFA al 0.1% en agua (disolvente 
A) y TFA al 0,1% en acetonitrilo (disolvente B). Se inyectaron 20 µL de la muestra a 
una concentración de (20 mg/mL) y los compuestos se eluyeron mediante un 
programa en gradiente 20/100/100 B en 10/30/40 min, descrito previamente por 
(Villegas-Escobar et al. 2018) a un flujo velocidad de 1 mL/min y detección de UV a 
214 y 280 nm. Se recolectaron 25 muestras con diferentes tiempos de retención, se 
evaporaron por centrifugación de vacío Eppendorf™, posteriormente se 
solubilizaron con 500 µL de MeOH 100% y se determinó su actividad contra R. 
solanacearum por el método de difusión en pozos de agar con sus respectivos 
controles (MeOH 100%). Se realizaron dos replicas por tratamiento.  

2.8 análisis estadístico 

Los datos obtenidos de las pruebas de inhibición de R. solanacearum fueron 
analizados por medio de un análisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza 



del 95%. Para la verificación de los supuestos se analizó la normalidad por medio 
del valor-P de Shapiro-Wilks y los supuestos de igualdad de varianzas y de 
independencia de residuos por medio del test de Bartlett y de Durbin-Watson, 
respectivamente. La diferencia entre las medias de los tratamientos fue evaluada 
con un análisis comparaciones múltiples por medio de la prueba de Tukey (valor P 
<0.005), para todas las pruebas con el software R Project versión 3.4.2. 

3. Resultados  

3.1 Diferentes géneros bacterianos inhiben a R. solanacearum a nivel in vitro  

El tamizaje de 584 cepas bacterianas contra R. solanacearum EAP-009 arrojó que 
25 cepas (4.3%) generaron halos de inhibición entre 5.1 y 36.6 mm en medio BGA   
Estas cepas se identificaron a partir del secuenciamiento del gen 16S rDNA, 
encontrando 4 filos, 5 clases, 9 familias y 6 especies. El 62.5% de los géneros 
encontrados (ej. Paenibacillus sp., Bacillus sp., y Staphylococcus sp.) pertenecían 
a Firmicutes, el 31.2% a Proteobacteria (Pseudomonas nitroreducens, Burkholderia 
sp., Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas sp y Variovorax sp.) y el 6.3% a 
Actinobacterias (Ej. Microbacterium foliorum). Esto nos sugieren que estas cepas 
bacterianas producen metabolitos con actividad antibacteriana que son difusibles 
en agar. Por otro lado, el número de cepas activas fue mayor en pruebas múltiples 
(16 cepas) que en pruebas individuales (11 cepas), inclusive en el espesor del halo 
disminuyó en algunas cepas en pruebas individuales (Tabla 1). Estos resultados 
sugieren que posiblemente la interacción bacteriana en pruebas múltiples puede 
influir en la actividad antimicrobiana hacia R. solanacearum.  

 



Tabla 1. Cepas bacterianas con actividad inhibitoria de R. solanacearum EAP-009 a nivel in vitro en medio BGA. 

Código Origena Filo 
Identificación (16s rDNA) Halo de inhibición (mm) 

Cepas bacterianasb GB ID (%) Prueba 
múltiple 

Prueba 
individual 

EA-ED0010 FVH5E 

Proteobacteria 
 

Agrobacterium tumefaciens NR_041396 100 24.8 ± 2.1 0 
EA-ED0017 FVCE Pseudomonas sp. NC 002947.4 96 29.1 ± 0.6 32.0 ± 1.4 
EA-ED0047 FVPE Burkholderia sp. NC 011002.1 99 8.4 ± 1.3 23.6 ± 0.6 
EA-ED0058 FVPE Variovorax sp. NZJHVQ01000038 100 23.2 ± 0.9 18.4 ± 0.9 
EA-ED0164 FVH2E Pseudomonas nitroreducens NR_133020 100 16.0 ± 0.9 14.7 ± 1.3 
EA-ED0251 FVH2E Pseudomonas nitroreducens NR_113601 99 19.7± 1.3 0 
EA-ED0268 FVPE Enterobacter tabaci NR_146667 97.8 10.1 ± 5.1 0 
EA-ED0076 AVH10S 

Firmicutes 

Bacillus sp. NR_151897 97 33.0 ± 1.3 18.3 ± 2.5 
EA-ED0479 IWH2S Stenotrophomonas maltophilia NR_112030 99 32.2 ± 0.3 19.2 ± 3.8 
EA-ED0523 IWRS Paenibacillus sp. KX_664444 99 36.1 ± 1.6 30.7 ± 1.7 
EA-ED0524 IWRS Staphylococus sp. KF_777659 99 20.9 ± 0.6 18.3 ± 0.7 
EA-ED0525 IWRS Bacillus subtilis KJ_872853 100 36.6 ± 0.7 36.3 ± 1.4 
EA-ED0532 IWRS Paenibacillus sp. DQ_870733 99 11.9 ± 1.3 24.1 ± 0.6 
EA-ED0534 IWRS Paenibacillus sp. EU937966 99 13.0 ± 1.5 11.9 ± 1.1 
EA-ED0539 IWRS Paenibacillus sp. KR_029220.1 99 14.0 ± 1.1 10.8± 0.5 
EA-ED0540 IWRS Paenibacillus sp. KJ_438704.1 99 13.8 ± 1.9 8.5 ± 1.1 

EA-ED0226 FVPE Bacteroidetes Chryseobacterium 
ginsenosidimutans NR_108691 98.2 5.0 ± 5.0 0 

EA-ED0426 AVH5S Actinobacterias Microbacterium foliorum JN_700199 99.7 5.1 ± 1.7 0 
a Origen de aislamiento A: Campo experimental Augura; I: plántulas in vitro provenientes de Meristemos Colombia S.A.S; F: finca mi Capi. V: cv. Valery; W: cv. 
Williams. C: cormo; H: Hojas (posición 2. 5 y 10), P: Pseudotallo. R: Raíz. E: enfermas; S: Sanas. 
b Cepas bacterianas que mostraron mejor resultado en BLAST desde el análisis del 16S rDNA 
GB número de accesión de GeneBank 
d ID: Porcentaje Identidad. Para aislamientos identificados por secuenciación 16S ADNr. El rango de valores está entre 0 y 100%. 
Prueba múltiple denota método de difusión de discos de agar con 5 cepas por caja Petri (n = 3); prueba individual denota método de difusión de discos de agar 
con 1 cepas por caja Petri (n = 3). ± denota desviación estándar.  
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_146667.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=9FHR26V8015


3.2 La actividad antibacteriana de Bacillus sp. EA-ED0076 y B. subtilis EA-
ED0525 es dependiente del medio de cultivo 

Con el fin de determinar si las cepas activas contra R. solanacearum obtenidas en 
la prueba de difusión de discos de agar, producían metabolitos con actividad 
antibacteriana en medio líquido, se cultivaron las bacterianas en diferentes medios 
de cultivo y se obtuvieron los SLC respectivos. De las 13 cepas evaluadas solo 2 
cepas inhibieron el crecimiento de R. solanacearum mediante la producción de SLC 
a las 72 h de cultivo (Figura 1). Específicamente la cepa Bacillus sp. EA-ED0076 
produjo SLC activos en los tres medios de cultivo (BG, TSB, MLC) con una inhibición 
promedio de 14.2 ± 0.2 mm; mientras que la cepa B. subtilis. EA-ED0525 solamente 
produjo un SLC activo en medio BG con halos de inhibición de 10.2 ± 0.2 mm en 
pruebas de difusión en pozo de agar. 

 
Figura 1. Efecto de los SLC bacterianos producidos por Bacillus sp. EA-ED0076 y B. subtilis EA-
ED0525 obtenidos a las 72 h de cultivo diferentes medios. Letras diferentes denotan diferencias 

significativas según prueba de rangos múltiples de Tukey (valor P <0.005). 
 
Estos resultados indican que R. solanacearum es sensible a los compuestos 
sintetizados por ambas cepas. Adicionalmente la cepa EA-ED0076 tiene una alta 
capacidad para producir compuestos antimicrobianos en condiciones limitadas de 
carbono, lo que nos sugiere que esta cepa produce metabolitos altamente bioactivos 
contra R. solanacearum.  El 84.6% de las cepas evaluadas (Pseudomonas sp EA-
ED0017, Burkholderia sp. EA-ED0047, Variovorax sp. EA-ED0058, 
Stenotrophomonas EA-ED0479, Paenibacillus sp. EA-ED0523, Staphylococus sp. 
EA-ED0524, Paenibacillus sp. EA-ED532, Paenibacillus sp EA-ED0534  y dos 
cepas Paenibacillus sp. EA-ED0539 y EA-ED0540), no produjeron SLC con 
actividad antibacteriana, lo que sugiere que la producción de compuestos bioactivos 
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pueden ser dependientes de la presencia del patógeno o de otros factores 
dependientes de las condiciones de cultivo. 

3.3 Los compuestos antibacterianos son producidos en la ausencia de R. 
solanacearum en la mayoría de las cepas bacterianas 

Al observar que solo el 15.4 de las cepas bacterianas produjeron SLC activos, se 
determinó si la producción de los compuestos antibacterianos era dependiente de 
la presencia de R. solanacearum. Para ello se evaluó la capacidad de diferentes 
cepas bacterianas de generar halos de inhibición antes de entrar en contacto con el 
fitopatógeno por medio de pruebas de filtros de membrana (Tabla 2). Las cepas 
Burkholderia sp. EA-ED0047, Variovorax sp. EA-ED0058 y Bacillus sp. EA-ED0076 
generaron halos de inhibición significativos con respecto al control (control-1) en 
pruebas tanto en ausencia (membrana) como en presencia de R. solanacearum 
(control+1). Bacillus sp. EA-ED0076 generó un halo de 63.5 ± 0.7 mm indicando la 
mayor inhibición de R. solanacearum por lo que las posteriores pruebas se 
realizaron con esta cepa. Estos resultados indican que las cepas producen 
compuestos antibacterianos en la ausencia del patógeno en la mayoría de las cepas 
y los halos de inhibición no son producto de un agotamiento por nutrientes el cual 
corroboramos con el control (control-1) sin actividad.   

Por otro lado, las cepas Paenibacillus sp. EA-ED0523 y Staphylococcus sp. EA-
ED0524 no generaron halos de inhibición cuando fueron cultivadas por 72 h antes 
del contacto con R. solanacearum (membrana), mientras que al ser cultivadas 
simultáneamente con R. solanacearum generaron halos de inhibición de 30.7 ± 0.7 
y 31.6 ± 0.4 mm (control+1). Estos resultados, conjuntamente con la nula actividad 
del SLC de estas cepas, sugiere que producción de los metabolitos activos están 
regulados por la interacción patógeno-bacteria (Tabla 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 



Tabla 2. Efecto de la ausencia del patógeno sobre la actividad antibacteriana de 
diferentes cepas bacterianas. 

Tratamiento Halo de inhibición(mm) Valor P Foto 
(membrana) membrana control+1 control-1 

Burkholderia sp. 
EA-ED0047 37.7 ± 0.7a 33.6 ± 0.8b 0.0c <1.51e-9 

 

Variovorax sp. 
EA-ED0058 47.0 ± 0.6a 38.5 ± 0.8b 0.0 c <1.51e-9 

 

Bacillus sp. 
EA-ED0076 63.5 ± 0.7a 52.5 ± 0.6b 0.0 c <1.51e-9 

 

Paenibacillus sp. 
EA-ED00523 0.0a 30.7 ± 0.7b 0.0 c < 2.2e-16*** 

 

Staphylococcus 
sp. EA-ED00524 0.0a 31.6 ± 0.4b 0.0 c < 2.2e-16*** 

 

control-1 

EA-ED0384 
  

 
 
 

 

 
Donde:  
membrana: halo de inhibición de cepas bacterianas creciendo durante 72 h sobre filtros de membrana antes de 
sembrar por superficie a R. solanacearum en medio BGA.  
control+1: Halo de inhibición de cepas bacterianas creciendo simultáneamente con R. solanacearum en medio 
BGA. 
control-1: Halo de inhibición de la cepa EA-ED0384 creciendo durante 72 h sobre filtros de membrana antes de 
sembrar por superficie a R. solanacearum en medio BGA. 
 
3.2 La actividad del SLC de Bacillus sp. EA-ED0076 es estable a cambios 
fisicoquímicos  

Los metabolitos producidos por Bacillus sp. EA-ED0076 fueron potencialmente 
activos en diferentes pruebas de inhibición contra R. solanacearum, por lo que se 
caracterizó la estabilidad de la actividad del SLC a cambios fisicoquímicos. En 
condiciones de acidez (pH 2) se encontró que el SLC inhibió en 14.9 ± 0.9 mm y en 
condiciones de basicidad (pH 10.2) en 12.4 ± 1.2 mm, siendo este último diferente 
al control (pH 7.2). Los cambios de temperatura y la acción de la Proteinasa K no 
tuvieron un efecto significativo sobre la actividad del SLC, mostrando halos de 



inhibición iguales al control SLC (Tabla 3). Estos resultados sugieren que las 
moléculas bioactivas no son de carácter proteico.   

Tabla 3. Estabilidad antimicrobiana del SLC de Bacillus sp. EA-ED0076 bajo 
condiciones adversas 
 

Tratamientos Halo (mm) 
 
 

Temperatura (°C) 

0 15.9 ± 0.5 
50 15.9 ± 0.5 
70 14.6 ± 0.7 

100 14.3 ± 0.5 
 

pH 
7.2 15.9 ± 0.5 
2.0 15.0 ± 0.5 

10.2  12.4 ± 0.9* 
 

Proteinasa K 
control 15.9 ± 0.5 
100°C 16.0 ± 0.6 

Pk 16.0 ± 0.7 
Donde 0 = Control. pH= 7.2 pH inicial SLC. PK= Proteinasa K (2 mg-1mL). Temperatura (valor-p = 0.072), pH 

(valor-p < 0.012*). Proteinasa K (valor-p = 0.713). ± Desviación estándar, n = 9. 
 
3.3 El SLC de Bacillus sp. EA-ED0076 inhibe el crecimiento de R. 
solanacearum a nivel de microcosmos 
 
El SLC obtenido del cultivo de la cepa Bacillus sp. EA-ED0076 en medio BG fue 
evaluado para determinar su efecto antimicrobiano sobre R. solanacearum bajo 
condiciones de crecimiento en microcosmos. El SLC de EA-ED0076 redujo la 
población de R. solanacearum a 5 x 105 UFC/g a las 96 h, lo que equivalente a una 
reducción de 158 veces con relación al control el cual alcanzó 8 x 108 UFC/g. Esta 
reducción fue altamente significativa (p < 2.898e-10) desde las 5 h después de 
aplicar el SLC directamente al suelo hasta las 96 h de evaluación en el suelo (Figura 
2).   
 



 
Figura 2. Efecto del SLC de Bacillus sp EA-ED0076 sobre el crecimiento de R. 
solanacearum en microcosmos. (♦) C-R.sol: control negativo inoculado con R. 
solanacearum. (□) S-Rsol: microcosmo inoculado con R. solanacearum con tratamiento 
SLC de Bacillus sp. EA-ED0076. (▲): aplicación del SLC a las 18 h al microcosmo. Letras 
diferentes indican diferencia significativa entre el tratamiento y el control (p < 2.898e-10 ***) 
en pruebas de comparación de rangos múltiples de Tukey. Los intervalos representan el 
error estándar de la media (n = 9).  
 

Determinamos que el tratamiento del SLC de Bacillus sp. EA-ED0076 aplicado al suelo 
interviene en el crecimiento de R. solanacearum disminuyendo su población en el suelo. 
Estos resultados sugieren que la bacteria R. solanacearum es altamente sensible a los 
metabolitos presentes en el SLC de Bacillus sp y adicionalmente la acción de estos perdura 
en el tiempo de evaluación sobre la disminución de poblaciones del R. solanacearum, lo 
cual podría reducir la incidencia de la enfermedad del Moko en plantas de banano.  
 
3.4. Purificación de compuestos por cromatografía (HPLC) 

El SLC de Bacillus sp. es altamente bioactivo contra R. solanacearum a nivel de in 
vitro y de microcosmos. Con el fin de purificar los compuestos de esta cepa, se 
implementaron técnicas de SPEC18 y RP-HPLC. De las fracciones obtenidas por 
SPE, solo aquella eluida con 100% MeOH fue activa contra R. solanacearum 
generando un halo de inhibición 26.7 ± 0.1 mm (Tabla 4).  
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Tabla 4. Fracciones con actividad antimicrobiana separadas por SPE-C18 

Fracción SPE Halo inhibición  (mm) 
100% MeOH 26.7 ± 0.1 *** 
50% MeOH 0.0 
0% MeOH 0.0 
C-MeOH 0.0 
100% MeOH, 50% MeOH y 0% MeOH:  fracciones obtenidas con 100% metanol, 50%, 

metanol y agua respectivamente. C-MeOH: Control metanol. (p<2e-16***), n = 6. 

 

Posteriormente la fracción 100% MeOH se purificó por HPLC encontrando el perfil 
cromatográfico descrito en la Figura 3. Durante la corrida se recolectaron diferentes 
fracciones con el fin de hallar los picos y tiempos de retención asociados a la 
actividad antimicrobiana contra R. solanacearum.   

 

Figura 3.  Perfil cromatográfico del HPLC de la fracción activa obtenida por SPE100% 
MeOH de la cepa Bacillus sp EA-ED0076. Condiciones de operación del HPLC:  λ 214 
nm. 20 μL de inyección (concentración 20 mg/mL), flujo 1 mL/min. 30ºC, columna 
eclipse XDB C18 (250 x 4.6 mm 5 m). A: agua + 0.1% TFA. C: ACN + 0.1% TFA. 
Gradiente 20/100/100% B en 0/30/40 min. ↓: Picos con actividad antimicrobiana hacia 
R. solanacearum. 

De las 25 fracciones recolectadas correspondientes a 29 picos del perfil 
cromatográfico, se encontró que el 60% de estas inhibieron a R. solanacearum en 
pruebas de difusión en pozos de agar con halos desde 3.5 mm hasta 11.4 (p < 2e-

16 ***), entre los tiempos de retención 9 a 32 min los cuales son señalados con 
flechas en la Figura 4.  



Figura 4. Actividad de fracciones recolectadas por HPLC contra R. solanacerum. La 
fracción inyectada correspondía a la fracción SPE 100% MeOH de Bacillus sp EA-ED0076.  
MeOH100%: control 1 y ACN: control 2. Los tratamientos con distintas letras difieren 
significativamente con respecto a los controles (p < 2e-16 ***) por pruebas de rangos 
múltiples de Tukey. 

4. Discusión 

Bacillus sp. es un género de gran interés para el desarrollo de bioplaguicidas 
(Eilenberg et al., 2001). Sin embargo, su efecto puede ser limitado debido a la 
dificultad de colonizar la rizosfera de las plantas. Por lo cual, la búsqueda y 
caracterización de compuestos producidos por bacterias es de gran importancia 
para el desarrollo de nuevas estrategias de control de fitopatógenos transmitidos 
por el suelo como R. solanacearum.  En este estudio, se encontró una gran variedad 
de microorganismos antagonistas de R. solanacearum en condiciones in vitro. En 
particular cepas de los géneros Pseudomonas, Paenibacillus., Flavobacterium., 
Chryseibacterium, Delftia., Stretopmyces, Serratia y Bacillus fueron activas contra 
R. solanacearum a nivel in vitro, como se ha reportado en otros estudios (Huang et 
al., 2013, Kheirandish y Harighi 2015, Lemessa y Zeller 2007 y Tan et al., 2011). 
Por otro lado, las bacterias Pseudomonas nitroreducens y Stenotrophomonas 
maltophilia fueron activas, pero no se encontraron reportes en estudios previos. De 
la gran mayoría de los microorganismos evaluados en estudios previos, se ha 
determinado un potencial antagónico contra los agentes fitopatógenos pero en 
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algunos casos se desconoce el modo de acción desarrollado y cuáles son los 
metabolitos responsables de dicha actividad (Shields et al., 2019). Por tal motivo, 
este estudio presenta un análisis de mayor profundidad sobre los metabolitos 
responsables de la actividad de los microorganismos potenciales contra R. 
solanacearum. 

Entre las cepas encontradas se destacó el género Bacillus sp., el cual se ha 
reportado como agente de control biológico para manejo integrado de plagas y 
enfermedades (Pandin et al., 2017, Villegas-escobar et al., 2018).  En este estudio 
se detectaron metabolitos bioactivos de la cepa Bacillus sp. EA-ED0076 contra R. 
solanacearum, los cuales produjeron halos de inhibición significativos respecto a 
otras cepas y a los controles de los diferentes experimentos; así como la capacidad 
de producir compuestos potenciales para el control del patógeno en diferentes 
medios de cultivos como BG, TSB y medio limitado en carbono. La evaluación de 
diferentes medios para la producción de estos compuestos es importante debido a 
que se ha establecido que el medio de cultivo es determinante en la síntesis de 
metabolitos y mecanismos de supervivencia para las bacterias. Esto debido a que  
la transcripción de genes específicos puede ser modificada de acuerdo a las 
condiciones de su entorno y los nutrientes circundantes, lo que da como resultado 
la modificación y la acción de las moléculas (Phulara et al., 2019). 

También se detectó que la cepa Bacillus sp. EA-ED0076 posee la capacidad 
intrínseca de producir metabolitos en ausencia y presencia del patógeno, lo cual se 
evidenció en pruebas con membranas y SLC; por el contrario, las cepas 
Paenibacillus sp. EA-ED0523 y Staphylococcus sp. EA-ED-0524 no sintetizaron 
metabolitos cuando fueron cultivadas 72 h antes del contacto con el patógeno, 
sugiriendo que la producción de estos metabolitos podría estar regulada por la 
interacción patógeno-bacteria. Este hallazgo es de gran importancia, debido a que 
existe un gran interés en desarrollar nuevas estrategias que aumenten el número y 
la diversidad de los metabolitos secretados por los microorganismos (Traxler et al. 
2013). Dentro de estas estrategias se han determinado algunos mecanismos que 
podrían ser responsables de la supresión del patógeno observada en las 
interacciones bacterianas: como la interferencia con el sistema de detección de 
quórum sensing u otras vías de transducción de señales involucradas en la 
regulación de la producción de antibióticos (Venturi y Subramoni 2009); así como la 
elicitación biótica inducida por células muertas o extractos de las mismas para 
inducir la producción de compuestos antibióticos (Luti y Mavituna 2011).  

Traxler et al. (2013) reportó que interacciones interespecie con Streptomyces 
coelicolor al cultivarse en cocultivos con especies diferentes de bacterias, dio lugar 
a cambios drásticos en la producción de sus metabolitos en relación con los 
resultados cuando las bacterias se cultivaron como cultivos puros; considerando 



que las interacciones pueden influir en la producción de estas moléculas. Otros 
estudios mencionan la importancia de las interacciones bacterianas interespecíficas 
para generar cambios fenotípicos entre los microorganismos involucrados ó para 
desencadenar la producción de antibióticos o enzimas extracelulares relacionadas 
a la competencia (Garbeva y de Boer 2009, Seyedsayamdost et al., 2012).   

En este estudio se determinó que los metabolitos de Bacillus sp. EA-ED0076, 
producidos en las diferentes evaluaciones, fueron estables a cambios 
fisicoquímicos, lo que sugiere que estas moléculas no son de carácter proteico y su 
bioactividad no se ve deteriorada por condiciones adversas. Estos resultados son 
consistentes con los reportados  por Romero et al., (2007)  donde menciona que los 
SLC de B. subtilis  son estables a temperaturas entre 50 y 100°C, así como a la 
degradación por proteinasa K, sin embargo cuando estos SLC fueron tratados a pH 
extremadamente ácido, se precipitaron perdiendo su actividad antifúngica, pero esta 
se recuperó una vez se restituyó a su pH inicial. Esto podría indicar el carácter 
anfifílico de los compuestos obtenidos en el cultivo microbiano. La estabilidad de los 
compuestos a los factores fisicoquímicos evaluados no sólo es un indicio de la 
naturaleza de los compuestos en evaluación, sino que además se convierten en una 
característica positiva en el momento de aplicar estos tratamientos para el control 
de patógenos de forma edáfica.  

En esta investigación se evaluó además el efecto de los compuestos producidos por 
el Bacillus potencial sobre la cinética de crecimiento de R. solanacearum en el 
tiempo a nivel de microcosmos. Para esta etapa de evaluación se aplicó el SLC 
producido por Bacillus sp. EA-ED0076 en el suelo a las 18 h después de la 
inoculación del patógeno en el suelo y se determinó que esta aplicación afectó de 
manera significativa el crecimiento del patógeno en la fase exponencial, a partir de 
5 horas después de la adición del tratamiento a los microcosmos. La población de 
R. solanacearum no se redujo un 100% después de aplicado el tratamiento, 
posiblemente debido a que Ralstonia es una bacteria fitopatógena con varios estilos 
de vida en el suelo que facultan la capacidad de residir por largos periodos de tiempo 
en condiciones de limitación extendida de nutrientes (no sólo en suelo, también en 
aguas y arvenses), se ha establecido que posee hábitos endofungales y tiene 
diversos mecanismos de supervivencia (Spraker et al., 2016, Álvarez, López y 
Biosca 2008). Sin embargo, la capacidad bioactiva de los metabolitos producidos 
por Bacillus sp. EA-ED0076 logró controlar su crecimiento, por lo cual, en un futuro 
sería interesante determinar si la población remanente de R. solanacearum en el 
suelo luego de ser tratado con SLC, tiene la capacidad infectiva en plantas de 
banano. 

Es necesario realizar la caracterización bioquímica y la identificación de moléculas 
para cada especie del grupo operacional Bacillus sp., con el fin de determinar el tipo 



de moléculas activas y su mecanismo de acción contra cada patógeno. Se 
estableció que los metabolitos activos de Bacillus sp. EA-ED0076 tenían capacidad 
inhibitoria cuando fueron separados por cromatografía SPEC18 en una fracción 
metanólica de 100%, lo que sugiere que estos compuestos son hidrofóbicos o 
anfifílicos y posiblemente sean lipopéptidos, compuestos altamente caracterizados 
en este género microbiano. Peláez (2006) menciona que la porción hidrófoba de los 
lipopéptidos está compuesta por ácidos grasos (saturados, insaturados o 
hidroxilados), mientras que la parte hidrófila se compone generalmente de péptidos. 
Las diferencias en estos compuestos dependen de la secuencia de aminoácidos y 
la ramificación de ácidos grasos, criterios que permiten la clasificación en tres 
familias surfactinas, iturinas y fengicinas (Romero et al. 2007).  Se ha reportado que 
moléculas bioactivas contra fitopatógenos de tipo lipopéptidos como las fengicinas 
y surfactinas producidas por B. subtilis, fueron eluidas en acetontrilo 100% en 
separación por columna C18, al igual que los compuestos de la cepa B. 
amyloliquefacies EA-CB959 antagonista de R. solanacearum mostrando la 
capacidad inhibitoria por parte de lipopéptidos en fracciones metanólicas del 100 y 
80% (Villegas-Escobar et al., 2013, Villegas-escobar et al. 2018). Adicionalmente, 
se encontró que la mayoría de compuestos del SLC Bacillus sp. EA-ED0076 
arrojados en el perfil cromatográfico en la purificación por RP-HPLC, tenían la 
capacidad de inhibir a R. solanacearum a nivel in vitro, estos resultados indican que 
esta cepa es productora de moléculas potencialmente activas contra R. 
solanacearum. No obstante, la identificación estructural por espectrometría de 
masas no se ha llevado a cabo y es el próximo paso en un camino para la 
determinación específica de los metabolitos activos contra este fitopatógeno.  

 
5. Conclusiones  
 
Una de las principales razones para la identificación y bioprospección de las 
moléculas producidas por este género, se debe a que la mayoría de los estudios se 
han enfocado en la acción de los microorganismos, más no en la producción de sus 
moléculas bioactivas para el tratamiento de patógenos (Compant et al., 2005), esto 
es aún más importante si se tiene en cuenta que muchas enfermedades 
fitopatógenas afectan a los órganos subterráneos que generalmente están fuera del 
alcance de los tratamientos plaguicidas (Diallo et al., 2011).  En este sentido se logró 
la elucidación de las moléculas responsable de inhibir a R. solanacearum a nivel de 
microcosmos, así como la caracterización de las propiedades fisicoquímicas del 
SLC de Bacillus sp. EA-ED0076 siendo estables en su actividad. También se 
determinó el potencial de esta cepa para la producción de metabolitos bioactivos en 
diferentes medios de cultivo y técnicas biotecnológicas, lo que concluye que R. 
solanacearum es altamente sensible a las moléculas sintetizadas por esta cepa, las 



cuales podrían ser candidatas para su identificación estructural y posibles 
tratamientos para reducir los tiempos de cuarentena en suelos contaminados. 
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