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RESUMEN

Uno de los patogenos vegetales mas importantes es Fusarium solani. Para su control biologico se ha usado
Bacillus cereus por sus efectos antagdnicos contra este hongo. Para lograr la eficiencia del control bioldgico es
necesario conocer el tamafio de poblacién necesario para que el antagonista sobreviva y ejerza lo mas rapido
posible su efecto antagénico. Con base en lo anterior se realiz6 este trabajo con el objetivo de establecer el
tamario de poblacion necesario y el tiempo de respuesta en el que B. cereus es capaz de controlar a F. solani
bajo condiciones in vitro. El sustrato compuesto por suelo y Peat Moss se establecié en un disefio
completamente al azar con cuatro tratamientos y tres repeticiones. Los tratamientos fueron: curativo (F. solani
primero, B. cereus tres dias después), preventivo (B. cereus primero, F. solani tres dias después) y dos
controles (cada microorganismo por separado). Los resultados mostraron que la interaccion tiempo x
microorganismo fue significativa en ambos tratamientos (preventivo: p < 0.0001; curativo: p = 0.0003), lo que
confirma el efecto inhibitorio de B. cereus sobre F. solani. La densidad poblacional de B. cereus asociada al
control del patdgeno se encontrd entre 0.9 x 10°y 40.2 x 10° UFC/g de suelo, dependiendo del tratamiento. El

efecto inhibitorio se manifesté a partir del tercer dia de crecimiento conjunto.

Palabras clave: densidad poblacional, antagonismo, control biolégico, quorum sensing
ABSTRACT

Fusarium solani is one of the most important plant pathogens. Bacillus cereus has been used as a biological
control agent due to its antagonistic effects against this fungus. To achieve efficient biological control, it is
necessary to know the population size required for the antagonist to survive and exert its antagonistic effect as
quickly as possible. Based on this, this study aimed to establish the necessary population size and response

time for B. cereus to control F. solani under in vitro conditions. A substrate composed of soil and peat moss was
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used. Four treatments with three replicates each were established in a completely randomized design: curative
(F. solanifirst, B. cereus three days later), preventive (B. cereus first, F. solanithree days later), and two controls
(each microorganism alone). The results showed that the time x microorganism interaction was significant in
both treatments (preventive: p < 0.0001; curative: p = 0.0003), confirming the inhibitory effect of B. cereus on F.
solani. The population density of B. cereus associated with pathogen control ranged from 0.9 x 108 to 40.2 x
108 CFU/g of soil, depending on the treatment. The inhibitory effect was observed from the third day of co-

growth.

Keywords: population density, antagonism, biological control, quorum sensing

INTRODUCCION

Uno de los patdgenos vegetales mas importantes es Fusarium solani, el cual, actualmente se considera que
representa un complejo con mas de 45 especies filogenéticas/biolégicas (Geiser et al., 2021), muchas de las
cuales son de importancia agricola ya que se han reportado méas de 1,000 relaciones patogénicas de este
hongo, con mas de 500 especies de plantas hospederas (Farr y Rossman, 2017). Debido a esto, existe la
necesidad urgente de desarrollar herramientas méas eficaces, sostenibles y respetuosas con el medio ambiente

para su control.

Dentro del manejo fitosanitario moderno que se basa en la aplicacion de métodos no quimicos para la proteccion
de las plantas contra enfermedades, plagas y malezas, uno de los mas usados es el control biologico o
biocontrol, el cual es una solucién alternativa al uso de pesticidas quimicos y consiste en la introduccion artificial
de microorganismos antagonistas en un ecosistema determinado para controlar un patdégeno (Pandit et al.,
2022). Uno de estos microorganismos que se ha utilizado ampliamente en los métodos de control biologico es
Bacillus cereus, porque ha demostrado que tiene efectos antagonicos sobre diversos hongos (Zhou et al, 2021;
Ramirez et al, 2022). Particularmente, exhibe una importante actividad antifingica contra F. solani,
principalmente mediante la produccidn de enzimas hidroliticas y metabolitos secundarios. Varios estudios han
demostrado que cepas especificas de B. cereus pueden inhibir eficazmente el crecimiento micelial, la
germinacion de esporas y la elongacién del tubo germinativo de este patégeno (Chang et al., 2007; Le6n et al.,
2009; Mejia-Bautista et al., 2016; Rahimi-Midani et al., 2016; Gharsallah et al., 2025).

La eficiencia de B. cereus para el control biologico de patogenos, al igual que en el resto de este tipo de
bacterias, depende del tamafio de su poblacién, el cual es un factor critico para el éxito del control biolégico de
fitopatdgenos. Una alta densidad poblacional es generalmente necesaria para establecerse en el nicho

ecoldgico y superar a los patogenos mediante competencia, antibiosis o induccién de resistencia (Maake &
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Sibisi, 2025). Bacterias como Bacillus 0 Pseudomonas dependen de la densidad poblacional mediante un
mecanismo conocido como quorum sensing, el cual activa la produccién de metabolitos antimicrobianos solo
cuando se alcanza una concentracién celular critica. Aungue un indculo alto aumenta la eficacia, existe una
cantidad minima necesaria para que el antagonista sobreviva y se establezca ante la competencia de la
microbiota nativa. Esta cantidad se conoce como Umbral de inéculo (Noorani et al, 2025). Esta informacion es
necesaria para establecer la dosis-respuesta; en este caso, la menor concentracion de B. cereus para que
ejerza un control efectivo sobre F. solani, dato necesario para el desarrollo de un bioplaguicida, en términos
ecoldgicos y economicos. Otra informacién requerida es determinar el tiempo de respuesta, es decir, la
velocidad en la que un biocontrolador ejerce su actividad, pues este también es un criterio de seleccion
importante, ya que un microorganismo que actue rapido tiene mas posibilidades de ejercer un control efectivo
en condiciones de campo (Cotes et al. 2018). Con base en lo anterior, se realizé este trabajo con el objetivo de
establecer el tamafio de poblacion minimo (umbral) y el tiempo de respuesta en el que B. cereus ejerce un

control efectivo sobre F. solani, en un sistema de suelo estéril.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos. La cepa de Fusarium solani fue aislada de plantas de frijol con sintomas de fusariosis e
identificada por caracteristicas morfologicas basadas en el manual de Leslie & Summerell (2006).

La cepa de Bacillus cereus utilizada fue la cepa Amazcala (B.c-A), aislada originalmente de raices de higuerilla
(Ricinus communis) en el Campus Amazcala de la Universidad Auténoma de Querétaro. Esta cepa fue
identificada molecularmente mediante la secuenciacién del gen 16S rRNA (numero de acceso GenBank:
MK941165) y se encuentra caracterizada por su actividad antagénica y promotora del crecimiento vegetal
(Solano-Alvarez et al., 2021).

El sustrato utilizado fue una mezcla homogénea de un suelo de tipo franco arcillo-arenoso y Peat Moss, lo que
dio como resultado un sustrato con pH 7.3 y con 6.97% de materia organica (MO). Para cada tratamiento, se
colocaron 15 g del sustrato en tubos tipo Falcon de 50 mL. Los tubos con el sustrato, fueron esterilizados en

autoclave para asegurar la eliminacién de microorganismos nativos.

Para la preparacidn del inéculo, en cajas Petri con medio PDA solido, se colocd un fragmento de micelio que
se dejo crecer a temperatura ambiente hasta la aparicion de conidios; posteriormente, usando la técnica de
Garcia-Bastidas (2019), se recolectaron y se realiz el conteo de conidios con el uso de la cdmara de Neubauer,
obteniendo el numero de conidios por mL de solucion. Al finalizar el conteo, se recolecté la suspensién de

conidios para ajustarla a una concentracion final de 1x108 conidios/mL.
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La concentracion de B. cereus se determind mediante conteo en placa. Se realizaron diluciones seriadas del
cultivo bacteriano y se sembraron 100 L de la dilucion 1x107° en cajas Petri con medio Agar Nutritivo (AN)
por extension superficial. Las placas se incubaron a 28°C durante 24-48 h. El conteo de colonias fue una
concentracion de aproximadamente 1.2 x 10" UFC/mL en la suspensién original. De esta suspension se
inocularon 0.1 mL por cada 15 g de sustrato. El estudio se centrd en la poblacidn recuperable en el suelo a lo

largo del tiempo.

Se establecieron cuatro tratamientos, con tres repeticiones, en un disefio completamente al azar. Tratamiento
1 (curativo): se inoculd primero F. solani en el tubo con suelo a una concentracion de 1 x108 conidios/g por
suelo. Tres dias después se inoculd con la bacteria de B. cereus. Tratamiento 2 (preventivo): se inoculd primero
con B. cereus el tubo de suelo y a los, tres dias después se inoculé con F. solani. Controles: se inocularon en
tubos de suelo estériles por separado B. cereus y F. solani. Durante todo el experimento, los tubos inoculados

se incubaron a 28°C y se mantuvieron himedos a capacidad de campo aplicando agua estéril.

La cuantificacion de UFC se realiz6 a los 3, 6, 10 y 13 dias. Esta medicion se realiz6 por triplicado en cada uno
de los tratamientos mediante la técnica de dilucién decimal seriada de un gramo de sustrato y posterior siembra
por el método de difusién en cajas Petri. Los medios de cultivo utilizados fueron agar nutritivo para B. cereus y
PDA para F. solani (Alvarez-Solis y Anzueto-Martinez, 2004). Las cajas Petri se incubaron a 28 °C, los conteos
de las colonias presentes se realizaron a las 48 h después de la toma de muestra. Se realizé un andlisis de

varianza de la evolucion temporal de las UFC de ambos microorganismos usando el programa SAS.

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC/g de suelo) permitié observar la dindmica poblacional
de Bacillus cereus 'y Fusarium solani durante los 13 dias de monitoreo. En los tratamientos control (Figura 1A'y
1B), ambos microorganismos mostraron el comportamiento tipico esperado en un sistema cerrado. La bacteria
B. cereus presentd una curva de crecimiento caracteristica, con una fase de latencia inicial, un crecimiento
exponencial hasta el cuarto dia, una fase estacionaria entre los dias 5 y 6 y una fase de declive a partir del dia
7 (Figura 1B). Este comportamiento era el esperado, ya que el hongo requiere, para un crecimiento 6ptimo, una
temperatura de 25 a 30 °C, un pH entre 6 y 7.5 y disponibilidad de agua (Singh et al., 2017; Yan & Nelson,

2020), condiciones que se mantuvieron durante el experimento.

Efecto inhibitorio en el tratamiento curativo (primero el hongo, luego la bacteria). En el tratamiento curativo

(Figura 1C), en el que primero se inoculd F. solani y tres dias después B. cereus, la interaccién tiempo x
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microorganismo fue significativa (p = 0.0003). A pesar de que F. solani fue inoculado primero, B. cereus logré
controlar su crecimiento. La poblacion de B. cereus disminuyé de 40.2 x 108 UFC/g en el dia 3 a 9.0 x 10°
UFC/g en el dia 10, mientras que F. solani se mantuvo en niveles bajos (1,287 a 2,294 UFC/g) sin diferencias
significativas entre dias segun la prueba de Tukey (p > 0.05). Debido a que los muestreos en este tratamiento
se realizaron en dias no coincidentes con el tratamiento preventivo (dias 5 y 7 en lugar de 6), se promediaron
los valores de ambos dias para representar el tiempo de 6 dias, permitiendo asi la comparacion entre

tratamientos.

El hecho de que B. cereus lograra controlar a F. solani incluso cuando el hongo ya tenia tres dias de ventaja es
relevante desde el punto de vista practico, ya que en condiciones de campo es comun que el patdgeno se
establezca antes de que se aplique el biocontrolador. Este resultado coincide con lo reportado por Mei et al.
(2024) y Maharjan et al. (2025), quienes encontraron que cepas de B. cereus pueden inhibir el crecimiento de
hongos fitopatégenos incluso cuando el hongo ya esta establecido, mediante la produccién de compuestos
volatiles, enzimas liticas y sideréforos. Sin embargo, la disminucién de B. cereus de 40.2 x 108 a 9.0 x 108
UFC/g sugiere que la bacteria enfrentd dificultades iniciales para adaptarse al medio, probablemente porque F.
solani ya habia colonizado parte del sustrato. A pesar de esto, la poblacion sobreviviente fue suficiente para

ejercer el efecto antagénico, lo que indica que existe un umbral poblacional minimo para el control.

Efecto inhibitorio en el tratamiento preventivo (primero la bacteria, luego el hongo). En el tratamiento preventivo
(Figura 1D), donde se inoculd primero B. cereus y tres dias después F. solani, la interaccion tiempo x
microorganismo fue altamente significativa (p < 0.0001), lo que indica que B. cereus ejercié un efecto inhibitorio
sobre F. solani. La poblacion de B. cereus se mantuvo en el rango de 0.9 x 10° a 3.8 x 108 UFC/g, mientras
que F. solani alcanz6 un maximo de 1,063 UFC/g al dia 10, sin lograr establecerse. La prueba de Tukey mostro
diferencias significativas entre las poblaciones de ambos microorganismos en todos los tiempos evaluados (p
<0.05).

El tratamiento preventivo mostré un control mas eficiente que el curativo, como lo evidencia la mayor
significancia estadistica (p < 0.0001 vs p = 0.0003) y la estabilidad de la poblacion de B. cereus, que se mantuvo
sin disminuciones drasticas. Esto era esperable, ya que al aplicar el antagonista antes que el patogeno, B.
cereus tiene la oportunidad de colonizar el sustrato, consumir recursos y activar mecanismos de defensa como
la produccion de metabolitos antimicrobianos mediada por quorum sensing (Andric¢ et al., 2020; Andric et al.,
2022). Varios autores han reportado que la aplicacion preventiva de Bacillus spp. es mas efectiva para el control
de Fusarium spp. (Khan et al., 2018; Palazzini et al., 2020; Ma et al., 2022), lo que coincide con nuestros

resultados.
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Control B. cereus Control F. solani

Curativo (F. solani—B. cereus) Preventivo (B. cereus — F. solani)

Figura 1. Dindmica poblacional de Bacillus cereus y Fusarium solani (UFC/g de suelo) durante 13 dias. A: Control B.
cereus; B: Control F. solani; C: Tratamiento curativo (primero F. solani, tres dias después B. cereus); D: Tratamiento
preventivo (primero B. cereus, tres dias después F. solani). Cada punto representa la media de tres repeticiones.

Densidad poblacional critica. Bajo las condiciones de este trabajo, la poblacién minima de B. cereus necesaria
para ejercer el control sobre F. solani fue de 0.9 x 10 UFC/g de suelo, mientras que la poblacién se mantuvo
en un maximo de 3.8 x 10° UFC/g. Al alcanzar este rango poblacional, es probable que se activen mecanismos
dependientes de densidad como el quorum sensing, que desencadenan la produccion de compuestos
antagonicos. Este rango coincide con lo reportado en la literatura, donde el control eficaz de Fusarium con
Bacillus se logra tipicamente con 108-10® UFC/mL en aplicaciones liquidas (Ma et al., 2022; Palazzini et al.,
2022). Es importante destacar que, independientemente de la dosis inicial inoculada, la poblacién de B. cereus
tendi6 a estabilizarse en este rango, lo que sugiere que al alcanzar esta densidad se activan mecanismos

dependientes de poblacidn que desencadenan la produccién de compuestos antagonicos.

Ademas, nuestros datos indican que B. cereus requiere alrededor de tres dias para detectar al patégeno e
iniciar sus mecanismos de control. Bacillus percibe a fitopatbgenos y competidores a través de moléculas sefial
como sideréforos y metabolitos flngicos/bacterianos, lo que dispara rutas de estrés y produccion de metabolitos
antifingicos (Andri¢ et al., 2020; Andri¢ et al., 2022; Bartolini et al., 2019). Este tiempo de respuesta es
razonable para un biocontrolador, ya que en condiciones de campo la aplicacién preventiva con al menos tres

dias de anticipacion podria ser una estrategia viable
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se demostré que Bacillus cereus ejerce un efecto inhibitorio significativo sobre el
crecimiento de Fusarium solani en condiciones de suelo estéril, tal como lo evidencian las interacciones tiempo
x microorganismo altamente significativas en los tratamientos preventivo (p < 0.0001) y curativo (p = 0.0003).
La densidad poblacional de B. cereus necesaria para el control de los patdégenos fue de 0.9 x 108 de suelo, con
un maximo de 3.8 x 10 UFC/g de suelo en tratamiento preventivo y de 40.2 x 10 UFC/g, en tratamiento
curativo. El efecto inhibitorio se manifest6 a partir del tercer dia de interaccidn entre ambos microorganismos.

Independientemente de la dosis inicial inoculada, la poblacion de B. cereus en el suelo tendié a estabilizarse
en un rango entre 0.9 y 3.8 x 10° UFC/g. Estos resultados aportan bases cuantitativas para el disefio de
bioplaguicidas a base de B. cereus, destacando la ventaja de la aplicacion preventiva con al menos tres dias

de anticipacion.
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