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Resumen

Uno de los factores que limitan fuertemente la produccién agricola
son las enfermedades causadas por hongos fitopatégenos como
Botrytis cinerea y el oomiceto Phytophthora cinnamomi. El control
de estas enfermedades se realiza empleando fungicidas como el
Captan, cuyos efectos en la salud humana son controversiales. En
el presente trabajo se encontré que la rizobacteria Arthrobacter
agilis UMCV2 produce compuestos orgdnicos voldtiles (VOCs) que
inhiben el crecimiento de B. cinerea. Con el empleo de un anilisis
de cromatografia de gases acoplada a un detector de masas, uno
de estos VOCs es identificado como dimetilhexadecilamina. Un
estindar comercial de dimetilhexadecilamina inhibié totalmente el
crecimiento de B. cinerea y P. cinnamomi, mostrando una actividad
inhibitoria 12 veces superior a la mostrada por el Captan. A la misma
concentracién (30 pM) la dimetilhexadecilamina también inhibié
en crecimiento de Trichoderma virens, pero de forma discreta. Estos
resultados sugieren que la dimetilhexadecilamina podria usarse como
una alternativa al Captan y que A. agilis UMCV2 pudiera emplearse
como agente de biocontrol de microorganismos fitopatégenos.

Palabras clave: Compuestos orgdnicos voldtiles, dimetilhexadecilamina,
Arthrobacter agilis, compuesto antifiingico.

Abstract

Among of the factors that mostly limit the agricultural production
are the diseases caused by fungal pathogens, including Botrytis
cinerea and oomycetes like Phytophthora cinnamomi. The common
control of these pests is done by employing fungicides such as
Captan, whose effects on human health are harmful. In the present
study we found that the rhizobacteria Arthrobacter agilis UMCV2
produces different volatile organic compounds (VOCs) that
inhibit the growth of B. cinerea. By using a gas chromatography
analysis coupled to a mass detector, one of these VOCs was
identified as dimethylhexadecylamine. The pure compound,
dimethylhexadecylamine, strongly inhibited the B. cinerea and P.
cinnamomi growth, showing a twelve-fold higher inhibitory activity
compared to Captan. The dimethylhexadecylamine also showed a
slight growth inhibition against Trichoderma virens. These results
suggest that dimethylhexadecylamine could be used as an alternative
option to the use of Captan and that A. agilis UMCV2 could also be
employed as a control agent of plant pathogens.

Key words: Volatile organic compounds, dimethylhexadecylamine,
Arthrobacter agilis, antifungal compound.

Introducciéon

En el planeta, la produccién agricola estd limitada por factores
como la falta de agua, la limitacién en la disponibilidad de
nutrimentos y las enfermedades de las plantas. Dentro de los
fitopatégenos destacan los hongos y los oomicetos, que causas
pérdidas anuales que van del 10 al 15% (Oerke, 2006).

Entre los fitopatdgenos que causan mayor afectacion a los
cultivos, estdn los microorganismos pertenecientes a los géneros
Botrytis (hongo) y Phytophthora (oomyceto) (Elad et al., 2007;
Oerke, 2000).

El género Botrytis afecta al menos a 235 especies de plantas
de interés agronédmico u ornamental (Elad ez 4l, 2007), de
forma paralela Phythopthora estd presente en pricticamente todas
los paises con climas tropicales, subtropicales y templados, las
pérdidas en cultivos por causa de Phythophthora estdn por arriba
de los 3 mil millones de délares estadunidenses anuales (Duncan,
1999), en cultivos tan disimiles como cocoteros, papaya, citricos,
aguacate, cacao, tabaco, pimientos, chiles, frijol, soya, chicharo,
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cebolla, papa y jitomate entre otros (Gunashekaran, 2008).

Para combatir a estos fitopatégenos se han empleado diversas
estrategias como la rotacién de cultivos, siembra de variedades
resistentes y aplicacion de fungicidas. Sin embargo estas practicas
de forma aislada rara vez han resultado adecuadas (Gunashekaran,
2008).

Una alternativa para combatir a las enfermedades causadas
por estos fitopatégenos es emplear microorganismos promotores
del crecimiento vegetal que antagonicen a los agentes infecciosos.
Dentro de los mds empleados estén los hongos del género
Trichoderma, que antagonizan a otros hongos mediante procesos
de micoparasitismo y la produccién de toxinas antifingicas
(Howell, 2003). Adicionalmente, existe una amplia variedad
de bacterias capaces de antagonizar hongos por mecanismos
diversos, como son la produccién de sideréforos (Santoyo ez
al., 2010) produccién de antibidticos (Valencia-Cantero et al.,
2005) y competencia por espacios de colonizacién en las raices
(Handelsman y Stabb, 1996). Recientemente se ha demostrado
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que algunas bacterias producen compuestos orgdnicos voldtiles
(VOC:s) con un fuerte efecto antifingico (Xu et al., 2004; Zou
et al., 2007) sin embargo la identificacién de dichos VOCs y el
estudio de su actividad antifiingica como compuestos puros no
ha sido siempre posible (Kai ez a/., 2007; Liu ez al., 2008).

Arthrobacter agilis UMCV2 es una bacteria que fue aislada
de la rizésfera de plantas de maiz, su efecto promotor del
crecimiento vegetal ha sido caracterizado en plantas de frijol
y de alfalfa, (Valencia-Cantero et al., 2007; Veldzquez Becerra
et al., 2007) ya sea por su capacidad para solubilizar hierro,
condiciones de escasez de este metal o por su capacidad para
producir compuestos orgdnicos voldtiles que estimulan el
crecimiento vegetal (Veldzquez-Becerra ez 4l., 2010). En nuestro
grupo de trabajo hemos encontrado que A. agilis UMCV2
es capaz de producir compuestos voldtiles que promueven el
crecimiento vegetal en plantas leguminosas. (Veldzquez-Becerra
et al., 2010). El objetivo del presente trabajo fue identificar un
compuesto orgdnico voldtil producido por A. agilis UMCV2 que
presenta actividad supresora sobre los fitopatégenos B. cinerea 'y
P cinamoni pero que tiene una actividad sensiblemente menor
sobre el hongo promotor del crecimiento 7. virens.

Materiales y Métodos

Microorganismos usados

Se utilizé el hongo fitopatdgeno de B. cinerea, el oomiceto
fitopatéeno P cinnamomi (Damian-Badillo ez al., 2010), el hongo
promotor del crecimiento vegetal 7. virens Gv 29-8 (Contreras-
Cornejo et al., 2009) y la rizobacteria A. agilis UMCV2 (Valencia
Cantero et al., 2007). Los hongos y el oomiceto se mantuvieron
en medio papa dextrosa agar (PDA). Para ser propagados o
inoculados, un fragmento cuadrado de micelio de 0.25 cm de
lado de un cultivo ya establecido fue cortado y colocado sobre
una placa nueva de PDA e incubado a 25 °C en la obscuridad.
Por su parte, A. agilis UMCV2 fue mantenida en agar nutritivo
(AN), resembrada por estriado e incubada a 25 °C en obscuridad.

Efecto de los VOCs de A. agilis en el crecimiento de
Botrytis cinerea

Para la determinacién del efecto de los voldtiles de A. agilis sobre
B. cinerea se emplearon cajas Petri divididas (100 x 15 mm,
Becton-Dickinson and Co. cat, 351003) de manera que se evitd
el contacto de ambos microorganismos y de sus metabolitos no
voldtiles. En una mitad de la caja con medio PDA se inoculé
un fragmento de un cultivo de B. cinerea, en la otra mitad de la
caja con AN se estri6 (o no se estri para el caso de la condicién
control) alabacteria A. agilis UMCV2. Las cajas fueron incubadas
por cinco dias después de los cuales se midi6 el didmetro mayor
de las colonias de B. cinerea.

Andlisis de compuestos orgdnicos voldtiles de A. agilis
UMCV2

Para efectuar el andlisis cromatogrifico de los VOCs de A.
agilis UMCV2, la bacteria se estrié en cajas Ptri con AN que
inmediatamente fueron selladas con parafilm (Parafilm® de
Pechiney Plastic Packaging, Menasha, W1, E.U.A.) incubdndose
a 25 °C por 72 h. Se realizé un anilisis cromatogréfico de los
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compuestos orgdnicos voldtiles producidos por A. agilis UMCV2
con la técnica de microextraccién en fase sélida o SPME (por
sus siglas en inglés Solid Phase Micro Extraction). Se realizé una
perforaciéon de 1 mm de didmetro a las cajas para introducir una
fibra azul (PDMS/DVB) (Supelco,Inc., Bellafonte, PA, U.S.A.)
por 30 min a 30 °C, posteriormente los compuestos fueron
desadsorbidos por 30 s en puerto de inyeccion del cromatégrafo
de gases acoplado a espectrémetro de masas (Agilent 6850 Series
IT; Agilent, Foster City, CA, U.S.A.). Se emple6 una columna
capilar de 25 m x 0.52 mm, grosor de 0.32 pm (HP-FFAD,
Agilent), y helio ultra puro (1 ml/min) como gas acarreador. Las
rampas de temperatura fueron las siguientes: Tiempo inicial 40
°C, tiempo 1: 3 min, R1 3 °C/min, tiempo final 180 °C, tiempo
2: 5 min, tiempo post-corrida 230 °C/3min, tiempo mdximo
240 °C, tiempo de equilibrio 3 min. El tiempo de corrida fue de
57 min. Los compuestos fueron identificados por comparacién
de sus espectros de masa con la base de datos (NIST/EPA/NIH,
“Chem Station’Agilent Technologies Rev. D.04.00 2002).

Efecto de la dimetilbexadecilamina sobre el crecimiento de
B. cinerea, P. cinnamomi y T. virens

B. cinerea, P cinnamomi 'y T. virens se crecieron en medio papa
dextrosa agar (PDA) por un periodo de 5 dias a 25 °C en la
oscuridad. Posteriormente se tomé un fragmento cuadrado
de micelio de cada microorganismo, de 0.25 cm de lado y
se resembré nuevamente en medio PDA adicionado con
dimetilhexadecilamina o el fungicida Captan [N-(triclorometiltio)
ciclohex-4-eno-1,2—dicarboximida] en concentraciones de0,
30, 60, 120 y 240 pM también por un periodo de 5 dias en
la oscuridad. Después de este tiempo, se midié el didmetro
mayor de las colonias del hongo u oomiceto, cémo pardmetro
de crecimiento los microorganismos. El porcentaje de inhibicién
sobre los microorganismos se calculé como sigue: porcentaje
de inhibicién = [1 ©8 (didmetro mayor de la colonia/ didmetro
mayor de los controles no tratados)] X 100.

Andlisis estadistico.

Todos los experimentos se repitieron de forma independiente dos
veces y tuvieron al menos 4 réplicas cada vez. Los resultados se
analizaron mediante una prueba de t de Student en el caso de
comparacién de dos medias, o una prueba de ANOVA y una
separacion de medias por prueba de Duncan para comparaciones

multdiples (p < 0.05).

Resultados

Algunos trabajos han descrito el efecto inhibitorio de los VOCs
producidos por bacterias rizosféricas sobre hongos del suelo
(Zuo et al., 2007; Liu et al., 2008). Con el fin de determinar
el efecto de los VOCs de la rizobacteria A. agilis sobre el hongo
fitopatdgeno B. cinerea, se realizé un cocultivo A. agilisy B. cinerea
en cajas divididas de forma que se evité el contacto fisico entre
los dos microorganismos y sus metabolitos no voldtiles. Después
de 5 dias de incubacién fue claro que las colonias de B. cinerea
crecidas en cocultivo con A. agilis tuvieron un crecimiento 30 %
menor, que aquellas colonias del hongo crecidas en ausencia de
la bacteria, lo que mostré que los VOCs de A. agilis producen
inhibicién en B. cinerea (Figura 1).
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Diametro mayor de la colonia (cm)

Cultivo axénico de B. cinerea

Una vez determinado el efecto de los VOCs de A. agilis sobre
B. cinerea, se realizé un andlisis cromatogrifico de los mismos
mediante la técnica de SPME. De esta manera se detectaron 5
compuestos principales (Tabla 1), de entre estos llamé nuestra
atencién la dimetilhexadecilamina, debido a que es un lipido
aminado y este tipo de compuestos han sido reportados como
compuestos con actividad antifingica (Xu ez al., 2004).

Con la intencién de determinar si la actividad antifingica de
losVOCsde A. agilis UMCV2 se debia ala dimetilhexadecilamina,
se probd este compuesto en forma pura (estdndar comercial Sigma
CAS: 112-69-6) a diferentes concentraciones de (0, 30, 60 120 y
240 uM) sobre el crecimiento micelial del hongo fitopatégeno B.
cinerea, pero también el del oomiceto fitopatégeno P cinnamomi
y del hongo promotor del crecimiento 7. virens. Como punto de

Tabla 1. VOCs producidos por A. agilis UMCV2 en cultivos puros

Compuesto Cantidad normalizada de VOCs (%)?
2,5-Dimethyl pirazina 23.6
Acido acético 13.4
Dimetilhexadecilamina 2.1
3-Metil quinolina 10.6
2,4-Di-tertbutil-fenol 50.2

2 Cantidad normalizada de VOC = (area del pico del compuesto volatil) / (area total
de todos los compuestos volatiles). Los valores representan la media de cuatro
réplicas.
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Figura 1. Inhibicién del crecimiento de B. cinerea
por los VOCs producidos por A. agilis UMCV2.
Empleando cajas petri divididas, se sembré en un lado
de la caja un fragmento de 0.25 cm de lado de un cultivo
en crecimiento de B. cinerea y en el otro se estri6 a la
bacteria A. agilis UMCV2. Después de cinco dias de
incubacion se midi6 el diametro mayor de las colonias
de B. cinerea. Los paneles a y b muestran imagenes
representativas del crecimiento del hongo después de
cinco dias de incubacion. El panel ¢ muestra el valor
numérico del didmetro mayor de las colonias del
hongo al finalizar el experimento. Los resultados se
analizaron mediante la prueba t de Student (p < 0.05;
n = 4), el asterisco denota significancia estadistica
entre tratamientos.

Coocultivo de B. cinerea y A. agilis

referencia, con los productos antiftingicos usados en las practicas
agricolas, se probaron las mismas concentraciones de Captan que
es un fungicida comercial ampliamente utilizado contra estos
fitopatégenos (Mullin ez 4/., 2010).

La dimetilhexadecilamina inhibié fuertemente el crecimiento
tanto del hongo fitopatdgeno B. cinerea como del oomiceto 2
cinnamomi. En caso de P cinnamomi, la inhibicién fue superior al
80 % a una concentracién de 30 uM mientras que concentraciones
superiores mostraron inhibiciones del crecimiento cercanas al
100 % (figuras 2 y 3). En el caso de B. cinerea la inhibicién fue
aun mayor, una concentracién de 30 uM inhibié completamente
el crecimiento de B. cinerea que fue incapaz de crecer sobre
la placa de PDA que contenia el compuesto (figuras 2 y 3).
Un experimento adicional mostré que una concentracién
de dimetilhexadecilamina de 20 pM fue capaz de inhibir el
crecimiento de B. cinerea en aproximadamente 40 % (datos no
mostrados). La potencia inhibitoria de la dimetilhexadecilamina
fue comparada con la del fungicida comercial Captan. Bajo las
condiciones experimentales en las que se realizé el trabajo, el
Captan no logré producir un efecto inhibitorio sobre B. cinerea
superior al 40 % atn en la concentracién de 240 pM (figuras 2
y 3). Este tltimo resultado muestra que al menos para el caso de
B. cinerea y en nuestras condiciones experimentales, la potencia
inhibitoria de la dimetilhexadecilamina es un orden de magnitud
mis alta que la potencia del Captan, uno de los fungicidas
preventivos mds ampliamente usados.

Posteriormente, como una forma de evaluar el efecto de
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la dimetilhexadecilamina sobre un hongo considerado como
benéfico para el crecimiento vegetal, se decidié probar su efecto
sobre 1. virens.

1 virens es un organismo micoparésito presente en el suelo y
ampliamente usado como agente de biocontrol (Howell, 2003).
Fue notorio que el efecto de la dimetilhexadecilamina fue menor
sobre 7. wirens que sobre los microorganismos fitopatdgenos.
Una concentracién de 30 pM de dimetilhexadecilamina que
pricticamente detuvo el crecimiento de P cinnamomi y B.
cinerea (80 y 100 % de inhibicidn respectivamente) produjo una
inhibicién promedio de un 22 % en 7. virens comparada con los
controles sin el compuesto, mientras que la concentracién mds
alta probada (240 pM) produjo una inhibicién de 70 % sobre
T virens.

Discusién
El estudio de las propiedades fungistdticas de los VOCs
bacterianos es un drea en desarrollo. Existen algunos trabajos
pioneros que muestran que las bacterias del suelo en su conjunto
(Xu et a.l, 2004) y algunos aislados bacterianos en particular
(Zou et al., 2007) son capaces de producir VOCs con actividades
supresoras contra los hongos nematéfagos Paecilomyces lilacinus,
Pochonia chlamydospora'y Clonostachys rosea.

Con esto en mente, en el presente trabajo se probé el efecto
fungistdtico de los VOCs de A. agilis UMCV2, una bacteria
aislada de la rizosfera de maiz que ha mostrado promover el
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Figura 2. Efecto
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crecimiento vegetal de frijol (Valencia-Cantero ez al., 2007)
y alfalfa (Veldzquez-Becerra ez al., 2010), ademds de haberse
demostrado su capacidad para vivir como endéfita al colonizar
la raiz y los tejidos aéreos de varias leguminosas sin ser deletéreo
(Aviles-Garcia et al., 2010).

El cocultivo de A. agilis UMCV?2 en cajas divididas, en donde
compartieron el espacio de cabeza pero no el medio de cultivo con
B. cinerea, condujo a una inhibicién de 30 % en el crecimiento
del micelio del hongo, si se le compara con los controles crecidos
en cajas divididas sin la presencia de la bacteria. Lo anterior
prueba que A. agilis produjo al menos un VOC con propiedades
fungistdticas, si bien probablemente en concentraciones menores
a las requeridas para efectuar una inhibicién total.

Con la intencién de conocer la identidad del o los VOCs
causantes de la inhibicién sobre B. cinerea, se realizé un anilisis
cromatogrifico de los compuestos presentes en el espacio de
cabeza de cajas Petri con los cultivos puros de A. agilis, exponiendo
una fibra adsorbente en dicho espacio, de forma que solo los
compuestos capaces de volatilizarse a temperatura ambiente
pudieran entrar en contacto con la fibra. El andlisis cromatografico
mostré la presencia de 2,5-Dimethyl pirazina en proporciones
elevadas dentro del perfil de los VOCs de A. agilis (Tabla 1),
este compuesto es producido por una gran cantidad de bacterias
del suelo, sin embargo no ha mostrado actividad fungistdtica
(Zu et al., 2007). Otro VOC que llamé nuestra atencién fue la
dimetilhexadecilamina (N,N,-dietilhexadecanamina), un lipido
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aminado con una cadena saturada de 16 carbonos, esto debido
a que existen reportes que sefialan que lipidos aminados tienen
efectos fungistdticos.

Xu et al., (2004) encontraron que la trimetilamina y la
N,N,-dimetiloctalamina estuvieron presentes en 30 suelos con
fuerte actividad fungistdtica y que en forma pura, estas mismas
substancias también inhibieron la germinacién de las esporas de
los hongos nematédfagos P lilacinus, P chlamydospora y C. rosea.
En un trabajo posterior Zou y ez al., (2007) probaron los VOCs
dominantes de 32 aislados bacterianos con actividad inhibitoria
sobre esporas y micelio de esos mismos hongos, y determinaron
que la 1-butanamina, también tiene actividad antifingica. La
misma dimetilhexadecilamina ha sido reportada como parte
de la mezcla de VOCs producida por Bacillus subtilis G8, una
rizobacteria capaz de inhibir el crecimiento micelial de diversos
hongos fitopatdgenos, si bien no se habia atribuido papel alguno
a la dimetilhexadecilamina en esta actividad antifingica (Liu ¢
al., 2008).

En el presente se mostré que efectivamente, el VOC
dimetilhexadecilamina ejercié una fuerte inhibicién en el
crecimiento del hongo fitopatégeno B. cinerea, asi como sobre
el oomiceto fitopatdgeno P cinnamomi. Con el fin de tener un
punto de referencia para probar la potencia antifingica de la
dimetilhexadecilamina, en este trabajo se empled el fungicida
comercial Captan. En nuestras condiciones experimentales, la
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Figura 3. Imagenes
representativas de
cultivos de B. cinerea,
P.cinnamomiy T.
virens crecidos en
medio adicionado

con Captan o
dimetilhexadecilamina.
Fragmentos de 0.25

cm de cultivos activos
fueron sembrados

en cajas petri con
medio PDA adicionado
con distintas
concentraciones

de Captan o
dimitilhexadecilamina.
Después de 5 dias se
registraron las imagenes
presentadas. La filaa
muestra el aspecto de
las colonias de B. cinerea
en medio adicionado
con Captan, la fila b, el
aspecto de B. cinerea en
medio adicionado con
dimetilhexadilamina,

la fila c el aspecto

de P cinnamomi en
medio adicionado con
dimetilhexadecilamina
y la fila d el aspecto

de T virens en medio
adicionado con
dimetilhexadecilamina.
Cada imagen es
representativa de 4
repeticiones.

dimetilhexadecilamina mostré una potencia aproximadamente
12 veces mayor que el Captan si se considera que a una
concentracién de 20 pM de dimetilhexadecilamina y una
de 240 uM de Captan produjeron una inhibicién semejante
sobre el crecimiento micelial de B. cinerea (40 % de inhibicién
aproximadamente). Estos resultados abren la posibilidad del
empleo de la dimetilhexadecilamina como alternativa al uso de
fungicidas sintéticos como el Captan, cuyas efectos carcinogénicos
en mamiferos ha sido demostrada y su efecto en seres humanos es
controversial (Arce et al., 2010; Cohen ez al., 2010).

Desde el punto de vista biotecnoldgico, es muy interesante
constatar que el efecto inhibitorio de la dimetilhexadecilamina fue
sensiblemente menor sobre el hongo promotor del crecimiento
vegetal 7. virens. Una concentracién de dimetilhexadecilamina
de 30 puM, casi totalmente inhibitoria de B. cinerea y IR
cinnamomi, produjo un efecto muy discreto sobre 7. virens. Esta
circunstancia inesperada, muestra que la dimetilhexadecilamina
no es igualmente activa contra todos los hongos, también
puede ser ventajosa, ya que es posible considerar el uso de
dimetilhexadecilamina en estrategias multifactoriales de control
de plagas y enfermedades, que también contemplen a hongos
benéficos como los del género Trichoderma.

Otra alternativa a explorar, es emplear no a la
dimetilhexadecilamina directamente, sino a la bacteria que
la produce como una estrategia de control bioldgico. Los
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experimentos de cocultivo de B. cinerea y A. agilis UMCV2,
mostraron que la concentracién de los VOCs producidos por A.
agilis no fue suficientemente elevada para provocar una inhibicién
total del hongo #7 vitro, sin embargo in vive pudiera ser diferente.
Por un lado, serfa esperable que en la rizésfera la bacteria y el
hongo entraran en contacto fisico, lo que podria incrementar
el efecto de la dimitilhexadecilamina sobre los fitopatégenos.
Por otro lado, se ha demostrado que la inhibicién bacteriana
de hongos fitopatdgenos es mds fuerte cuando las bacterias se
establecen con antelacién al hongo en un cultivo, con tiempo
para producir sus metabolitos antes que el patégeno lo haga
(Valencia-Cantero et al., 2005). En el caso de A. agilis UMCV2,
esto también es una ventaja potencial, ya que A. agilis UMCV2
es una bacteria que ademds de ser rizosférica es endofitica (Aviles-
Garcia et al., 2010) y podria inocularse preventivamente en una
planta antes de que fuera infectada. Es claro que los puntos
anteriores son hipétesis de trabajo, mismas que actualmente se
consideran someter a prueba.

En conclusidn, en el presente trabajo se identificé a la
dimetilhexadecilamina, un VOC producido por la rizobacteria
A. agilis UMCV2, capaz de inhibir completamente en dosis bajas
el crecimiento de B. cinerea, uno de los hongos fitopatégenos
mds ampliamente distribuido y a P cinnamomi, un oomiceto
igualmente importante como fitopatégeno. El hecho de que la
dimetilhexadecilamina tenga efectos discretos sobre el hongo
benéfico T virens y sea producida por una bacteria endofitica,
sugiere que podria ser utilizada en estrategias integrales de control
de enfermedades como bioinoculante, hipdtesis que actualmente
estd siendo probada.
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