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Introduccién. Bacillus spp. son bacterias empleadas en
productos biotecnoldgicos para mejorar la sanidad vegetal
debido a que son una fuente de numerosos metabolitos
antimicrobianos. Entre estos metabolitos se encuentran los
lipopéptidos ciclicos, los cuales son moléculas de propiedades
surfactantes y actividad antimicrobiana de gran relevancia en el
control biol6gico de fitopatégenos (1). El objetivo del presente
estudio fue evaluar la toxicidad de lipopéptidos (asi como sus
interacciones) producidos por B. velezensis 83 (el ingrediente
activo del biofungicida Fungifree AB“®) contra C.
gloeosporioides 09, asi como evaluar el dafio que ocasionan
sobre la membrana celular de éste fitopatdgeno.

Metodologia. Se purificaron lipopéptidos a partir de
sobrenadantes de cultivos de B. velezensis 83. Para dicho fin,
se utilizd el siguiente tren de operaciones de separacion:
precipitacion acida, extraccion solido-liquido y PR-HPLC. La
identificacion se realiz6 mediante ESI-MS y HPLC-ESI-MS/MS
(2). Posteriormente, se estudio su actividad antimicrobiana de
forma individual y en mezcla contra esporas de C.
gloeosporioides 09 en matraces agitados. Finalmente, se
evalud su efecto sobre la integridad de membrana a partir de
tinciones con ioduro de propidio (IP).

Resultados. Los lipopéptidos aislados poseen las siguientes
secuencias: a) Bacilomicina D:-Asn-Tyr-Asn-Pro-Glu-Ser-Thr-
(FA-B-NHy)- 'y b) Surfactina:-Glu-Leu/lso-Leu/lso-Val-Asp-
Leu/lso-Leu/lso-(FA-B-OH)-, donde FA representa un &cido
graso de cadena variable (C14-Ci6 para bacilomicina y C13-Cis
para surfactina). Los homodlogos de bacilomicina D C14 y Cis
presentan una concentracién minima inhibitoria 100 (MIC1g0)
distinta (23 y 4.5 pM, respectivamente) mientras que la
surfactina (C13-C16) No presentd actividad antifingica incluso a
concentraciones de 100 uM. Los resultados de un ensayo de
aditividad de Loewe entre bacilomicina D Ci4 y Ci6 revelo que
presentan un efecto sinérgico moderado (Fig.1). Por el
contrario, la surfactina tiene un efecto antagonico sobre la
actividad antifingica de la bacilomicina. Esta observacion
podria estar relacionada a una disfuncionalidad del agregado
formado en membrana, tal como se ha sugerido en
interacciones entre otros lipopéptidos antibacterianos (3).
Inclusive, la mezcla de surfactina (Ci3-Cis):bacilomicina D(C14)
con una proporcion molar 2:1 (S/B) es capaz de promover el
crecimiento del hongo (Tabla 1). Micrografias de fluorescencia
empleando IP mostraron que el hongo sujeto a concentraciones
inhibitorias de bacilomicina D C14 muestran dafio en membrana
(Fig. 2), el cual correlaciona con su viabilidad, mientras las hifas
expuestas a la surfactina (individualmente 0 en mezcla a una
proporcion molar 2:1 S/B) no presentan dafio en membrana.
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Figura 1. Ensayo de aditividad de Loewe para dos homdlogos de
bacilomicina D (C14 y Cjs) utilizando una MIC;o coOntra esporas.

Tabla 1. Efecto de mezclas surfactina C,3-Cig/bacilomicina D Cy4 sobre
el crecimiento del hongo en gyseca/l. Tratamientos que no comparten una
letra son estadisticamente distintos (Tukey, n=9, a=0.05).
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Figura 2. Efecto de bacilomicina (B) , surfactina (S) y su mezcla (B/S)
sobre la integridad de membrana de C. gloeosporioides 09.
Microscopia: CC (Contraste de fase) y F (Fluorescencia). Fluorescencia
en rojo indica dafio en membrana.

Conclusiones. En solucion acuosa, mezclas de estos
compuestos presentan una una actividad antimicrobiana distinta
con respecto a su efecto individual. Lo anterior podria estar
intimamente ligado a la funcionalidad del agregado formado. Es
importante aclarar que nuestras observaciones podrian diferir
ampliamente con respecto a lo ocurrido en la naturaleza debido
a que estos compuestos forman parte de un Biofilm (en fase
sélida) lo cual no ocurre en los medios liquidos agitados.
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