*_SERvICIO *

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS
PROCEDENTES DE MACROORGANISMOS MARINOS COLOMBIANOS,
COMO AGENTES BIOCONTROLADORES DE Colletotrichum spp., CAUSANTE DE
ANTRACNOSIS EN FRESA (Fragaria sp)

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
TRABAJO DE GRADO
BOGOTA D.C. 2019

3



s S
SERVICIO * >

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS
PROCEDENTES DE MACROORGANISMOS MARINOS COLOMBIANOS,
COMO AGENTES BIOCONTROLADORES DE Colletotrichum spp CAUSANTE DE
ANTRACNOSIS EN FRESA (Fragaria sp)

NATALIA RIVEROS FRAILE
RUBI ALEJANDRA ROSERO CALDERON

Asesora externa
ADRIANA ROCIO ROMERO OTERO Mg.
Universidad Nacional De Colombia.

Asesorainterna
LIGIA CONSUELO SANCHEZ LEAL M.Sc.
Universidad Colegio Mayor De Cundinamarca

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
TRABAJO DE GRADO
BOGOTA D.C. 2019

4



DEDICATORIA

A nuestras familias



AGRADECIMIENTOS

Agradecemos en primer lugar a nuestras familias por el amor, la comprension, el apoyo
incondicional durante nuestras carreras, por creer en nosotras y nuestras capacidades

e impulsarnos a ser mejores cada dia.

A nuestros amigos y demas personas que nos acompafaron, apoyaron y motivaron a
seguir adelante con este trabajo, en aquellos momentos cuando el camino se hacia un

poco dificil.

Al grupo de investigacion “Estudio y aprovechamiento de productos naturales marinos
de Colombia” de la Universidad Nacional de Colombia, por abrirnos sus puertas para
desarrollar este proyecto. Especialmente a Diana Marcela Vinchira Villarraga, por
brindarnos su confianza, paciencia, el tiempo dedicado a solucionar cualquier duda y su

compafiia incondicional, a pesar de todas las dificultades en cada paso.

A nuestra asesora externa Adriana Rocio Romero Otero, por su constancia y exigencia

durante todo este tiempo para el buen desarrollo de nuestro trabajo.

Al profesor Freddy Alejandro Ramos Rodriguez, quien estuvo pendiente de los
resultados que se iban obteniendo, asi como lo que requeriamos para este proyecto.

Por su confianza y apoyo incondicional.

Al profesor Leonardo Castellanos Hernandez, lider del grupo de investigacion quien
nos recibi6 muy amablemente en el grupo y a todos los integrantes del mismo, por
hacernos sentir cobmodas y prestarnos su ayuda cuando la necesitamos. Aunque

muchos ya no estan, siempre los tenemos presentes en nuestras mentes.

A la profesora Ibonne Aydee Garcia Romero, por permitirnos realizar parte de nuestro

trabajo en el laboratorio del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de



Colombia. A Elizabeth y Victoria por la colaboracion y compaifia prestada en su

momento.

A la profesora Ligia Consuelo Sanchez Leal, por motivarnos e inspirarnos en el
desarrollo de este trabajo, por su asesoria y compafia constante en la elaboracion del

mismo.

A la microbidloga Maria Eugenia Downs Burgos, por prestarnos las instalaciones y
equipo del laboratorio del Hospital Cardiovascular del nifio de Cundinamarca, para

poder realizar parte de nuestro trabajo.

A la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca docentes, estudiantes vy

administrativos por cada una de sus ensefianzas.



TABLA DE CONTENIDO

Resumen

A

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Introduccion
Objetivos
Antecedentes

Marco referencial

Caracteristicas generales de la fresa
4.1.1. Caracteristicas morfo-fisiologicas
4.1.2. Condiciones del cultivo
4.1.3. Cultivo de fresa en Colombia
4.1.4. Problemas fitosanitarios asociados al cultivo
Caracteristicas generales del género Colletotrichum spp.
4.2.1. Clasificacion taxonémica
4.2.2. Caracteristicas macroscopicas y microscépicas del
género Colletotrichum spp.
4.2.3. Ciclo de vida de Colletotrichum spp.
Antracnosis por Colletotrichum spp. en fresa (Fragaria sp.)
Manejo integrado de antracnosis en el cultivo de fresa
Ambientes marinos como fuente de microorganismos marinos
4.5.1. Caracteristicas generales de ambientes marinos
4.5.2. Ambientes marinos en Colombia
Bacterias aisladas de ambientes marinos con actividad
Antimicrobiana
Hongos aislados de ambientes marinos con actividad

Antimicrobiana

5. Disefio metodoldgico

5.1.
5.2.
5.3.

Universo, poblacion y muestra

Hipotesis, variables e indicadores

Técnicas y procedimientos

5.3.1. Generacién de la coleccion de microorganismos marinos

5.3.2. Evaluacion in vitro de la actividad antifungica de

8

Pag.
11
15
17
18
22
22
22
23
24
25
26
27

27
29
30
31
33
33
34

35

36
38
38
39
40
41



los microorganismos seleccionados frente a
Colletotrichum sp.

5.3.3. Ensayo en hojas de la actividad antifungica de

los microorganismos obtenidos.

5.3.4. Identificacion de los microorganismos seleccionados
por observacion macroscoépica, microscopica y pruebas
bioguimicas

5.3.5. Caracterizacion de microorganismos con actividad

antifungica frente a Colletotrichum sp

6. Resultados

6.1.
6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

Generacion de la coleccion de microorganismos marinos
Evaluacion in vitro de la actividad antifungica de los
microorganismos seleccionados

Evaluacion in vivo de la actividad antifingica de los
microorganismos seleccionados

Identificacion de los microorganismos seleccionados por
observacion macroscopica, microscopica y pruebas bioquimicas
Caracterizacion de microorganismos con actividad antifingica

frente a Colletotrichum sp

7. Discusiéon

8. Referencias

9. Anexos

46

49

52

53

54

54

55

57

61

64

67

74
83



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Clasificacion taxonomica de Fragaria sp.

Figura 2. Estructura de la planta de fresa.

Figura 3. Produccion y rendimiento nacional del cultivo de fresa durante el periodo del
afo 2010 - 2018

Figura 4. Clasificacion taxonomica del género Colletotrichum spp.

Figura 5. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Colletotrichum spp.
Figura 6. Ciclo de vida general para las especies de Colletotrichum spp.

Figura 7. Infeccion en frutos de fresa en diferentes estados de maduracion

Figura 8. Macroorganismos muestreados para el aislamiento de microorganismos
marinos

Figura 9. Aislamiento directo de hongos epifitos

Figura 10. Aislamiento directo de bacterias epifitas

Figura 11. Aislamiento directo de microorganismos endofitos

Figura 12. Método de preservacion para bacterias

Figura 13. Métodos de preservacion 1y 2 para hongos.

Figura 14. Métodos de preservaciéon 3y 4 para hongos.

Figura 15. Protocolo enfrentamiento in vitro (Hongo-hongo)

Figura 16. Protocolo de ensayo de bioautografia por overlay sobre medio sélido

Figura 17. Protocolo de ensayo de difusiéon en placa

Figura 18. Ensayo en hojas bajo condiciones de laboratorio

Figura 19. Resultados de medicion de las é&reas de inhibicion de los hongos
antagonicos frente a Colletotrichum spp

Figura 20. Resultados del ensayo de difusion en placa

Figura 21. Analisis estadistico del ensayo in vivo en hojas de fresa.
Figura 22. Resultados del ensayo in vivo en hojas de fresa

Figura 23. Resultados tincion de Gram. Bacilos Gram negativos

Figura 24. Crecimiento en agar Mac Conkey. Colonias rojas fermentadoras lentas de
lactosa.
Figura 25. Resultados del panel de identificacion bioquimico (aplica para la cepa 484 y

478).

10



Figura 26. Observacion macroscopica y microscopica del hongo aislado.

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Datos ensayo in vitro sin dato atipico

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de los aislamientos bacterianos de la secuenciacion
del gen 16s rARN

Tabla 3. Clasificacion taxondmica del aislamiento 34 mediante secuenciacion de region
ITS.

11



UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS
PROCEDENTES DE MACROORGANISMOS MARINOS COLOMBIANQOS,
COMO AGENTES BIOCONTROLADORES DE Colletotrichum spp CAUSANTE DE
ANTRACNOSIS EN FRESA (Fragaria sp)

RESUMEN

Una amplia diversidad de organismos marinos han demostrado ser una fuente
alternativa de microorganismos biocontroladores; debido a la produccién de metabolitos
con actividad biolégica que pueden ser aplicados para el manejo de fitopatbgenos. En
Colombia, la antracnosis en los cultivos de fresa, origina hasta el 70% de pérdidas en
campo y continta su ciclo en postcosecha. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
potencial biocontrolador de aislamientos microbianos obtenidos de macroorganismos
marinos para el manejo del hongo fitopatdgeno Colletotrichum spp. en plantas de fresa.
Se procesaron 84 muestras de zonas costeras del caribe colombiano, para aislar y
purificar diferentes microorganismos con los que se conformé un cepario.
Posteriormente, se evaluaron mediante técnicas In vitro (difusion en placa,
enfrentamiento directo y ensayos de inoculacion en hoja) para determinar su potencial
antifangico contra Colletotrichum spp. Los resultados permitieron seleccionar dos

aislamientos bacterianos (478 y 484) y un aislamiento fungico (34) segun su efectividad
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durante las pruebas. La clasificacion taxondmica de estos microorganismos, se realizé
a través de caracterizacion fenotipica y molecular. Las dos bacterias pertenecen al
género Serratia mientras que el hongo pertenece al género Neoscytalidium siendo
cercano a la especie N. dimidiatum. Los resultados de este trabajo contribuyen al
estudio de tratamientos alternativos para el control biologico de fitopatdogenos. Sin
embargo, es necesario realizar otros estudios que complementen estos hallazgos, con
el fin de obtener un producto viable que permita proteger los cultivos de fresa contra la
antracnosis, favoreciendo la actividad agricola, la economia y la importacion de

Colombia.

PALABRAS CLAVES: Biocontrolador, Microorganismos marinos, Fragaria sp,
Antracnosis, Colletotrichum spp.
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Docentes: Ligia Consuelo Sanchez, M.Sc., Adriana Rocio Romero Otero M.Sc.
Institucién: Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

Fecha: 4 de octubre 2019

13



UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF MICROORGANISMS FROM
COLOMBIAN MARINE MACROORGANISMS, AS BIOCONTROL AGENTS OF
Colletotrichum spp CAUSANT OF STRAWBERRY (Fragaria sp) ANTHRACNOSE

ABSTRACT

A wide diversity of marine organisms have been an alternative source of biocontroller
microorganisms; due to the production of metabolites with biological activity that can be
applied for the management of phytopathogens. In Colombia, anthracnose in strawberry
crops, causes up to 70% of losses in the field and continues its cycle in postharvest.
The objective of this work was to evaluate the biocontroller potential of microbial
isolates detected from marine macro-organisms for the management of the
phytopathogenic fungus Colletotrichum spp. in strawberry plants. 84 samples from
coastal areas of the Colombian Caribbean were processed to isolate and purify different
microorganisms with which a cepary is formed. Subsequently, it is evaluated using in
vitro techniques (plate diffusion, direct confrontation and leaf inoculation assays) to
determine its antifungal potential against Colletotrichum spp. The results allowed to
select two bacterial isolates (478 and 484) and a fungal isolation (34) according to their
modification during the tests. The taxonomic classification of these microorganisms was

carried out through phenotypic and molecular characterization. The two bacteria
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belonging to the genus Serratia while the fungus belongs to the genus Neoscytalidium
being close to the species N. dimidiatum. The results of this work refer to the study of
alternative treatments for the biological control of phytopathogens. However, it is
necessary to carry out other studies that complement these findings, in order to obtain a
viable product that allows to protect strawberry crops against anthracnose, favoring the

agricultural activity, the economy and the importation of Colombia.

Keywords: Biocontrol, Marine microorganisms, Fragaria spp, Anthracnose,

Colletotrichum spp.
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INTRODUCCION

La antracnosis, es una enfermedad causada por el hongo Colletotrichum spp. y uno de
los mas importantes problemas fitosanitarios, debido a las considerables pérdidas
econdémicas que genera en diversos cultivos tanto en el campo como post cosecha’. En
la fresa (Fragaria sp), cultivo de interés de este proyecto, las pérdidas debidas a la
antracnosis pueden superar el 50% cuando las condiciones son favorables para el

desarrollo del patégeno”.

Este problema se ha manejado en el pais a partir del uso de productos quimicos
altamente téxicos, que ademas de eliminar las plagas y/o enfermedades comprometen
la salud de las plantas, asi como de los trabajadores y consumidores finales de estos
productos?. El principal inconveniente, ademas de su toxicidad y poca selectividad con
los macro o microorganismos que atacan, es que pueden permanecer en el sitio de
aplicacion por largos periodos afectando de igual manera la microbiota natural de la
planta®, que cumple un papel fundamental en su metabolismo y el transporte de

nutrientes.

En los ultimos afios, estudios han demostrado un aumento en la incidencia de
infecciones de los cultivos, por especies de Colletotrichum spp. resistentes a los
tratamientos quimicos®. Estas son generadas a partir de las variaciones polimérficas en
sus genes, una vez han entrado en contacto de forma repetitiva con sustancias

cominmente comercializadas para el control de la infeccién®.

Con el fin de reducir pérdidas por este problema fitosanitario, las alternativas biolégicas
para el manejo de plagas y enfermedades han cobrado importancia. Estas pueden
consistir en el uso de extractos naturales de plantas, la aplicacion directa de
microorganismos o de sus metabolitos secundarios para el manejo de fitopatégenos, a

partir de la actividad antagénica o de antibiosis frente a éstos®.
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En la basqueda de otras fuentes alternativas de microorganismos biocontroladores, una
amplia diversidad de organismos marinos (donde se incluyen algas, esponjas y
octocorales, asi como peces, moluscos y artrépodos, entre otros) han demostrado ser
una buena fuente de estos. Siendo, ademas, potenciales productores de metabolitos
con estructuras quimicas novedosas y actividad biolégica que pueden ser aplicadas en
el campo cientifico, para el manejo de enfermedades y el control de plagas

fitosanitarias®.

Este proyecto se desarrolld con el fin de determinar si microorganismos aislados de
macroorganismos marinos colombianos, tienen el potencial de producir compuestos
antimicrobianos para el manejo del hongo fitopatégeno Colletotrichum spp. en plantas
de fresa, como una contribucion a una alternativa ambientalmente sostenible para el

manejo de la antracnosis en el pais.

Se utilizaron aislamientos obtenidos de muestras recolectadas de ecosistemas
marinos, puesto que, pese al esfuerzo cientifico, ain son poco conocidos dada su
extensa dimensién geografica y continua variacién’. En el caso del territorio
colombiano, lo anterior es especialmente cierto, ya que cuenta con innumerables
fuentes hidricas de donde se puede extraer una enorme riqueza microbiana que podria

ser explotada para la obtencién de nuevas moléculas y sustancias quimicas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar el potencial biocontrolador de aislamientos microbianos obtenidos de
macroorganismos marinos en el caribe colombiano para el manejo del hongo

fitopatdogeno Colletotrichum spp. en cultivos de Fragaria sp.

2.2. Objetivos especificos

° Conformar una coleccién de microorganismos cultivables a partir de muestras de
macroorganismos marinos recolectados en el caribe colombiano.

o Evaluar la actividad biocontroladora de la coleccion obtenida de
microorganismos marinos frente a un aislamiento colombiano de Colletotrichum
spp. causante de antracnosis en cultivos de Fragaria sp.

° Caracterizar los microorganismos aislados que presentan actividad
biocontroladora frente a Colletotrichum spp. mediante técnicas bioquimicas y

moleculares.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Manejo alternativo de la antracnosis

La antracnosis, enfermedad causada por Colletotrichum sp. impacta negativamente la
cadena de valor de los cultivos en todo el mundo. Este patdogeno reduce la
productividad hasta en un 90%, generando graves pérdidas econOmicas a los
agricultores, quienes tienen que invertir grandes sumas de dinero en una nueva

preparacion de sus suelos para eliminar el patégeno y poder repetir la cosecha®.

Actualmente, el manejo de esta enfermedad en los cultivos consiste en la aplicacion de
fungicidas quimicos durante la fase productiva. Sin embargo, se han venido
investigando alternativas biotecnologicas para combatir enfermedades fungicas en
diversos cultivos, debido al incremento en las restricciones sanitarias sobre el uso de
compuestos quimicos por los efectos toxicos que generan en la salud humana, la

contaminacion del medio ambiente® y la induccion de resistencia en los patégenos®.

Ademas, dado el auge de los alimentos organicos en el mundo, el interés por buscar
alternativas que cumplan con las expectativas de sus consumidores, ha fomentado la
busqueda de métodos de origen natural para el control de fitopatégenos postcosecha.
A continuacion, se describen algunos ejemplos del uso de extractos de origen natural y

microorganismos™.

El uso de aceites esenciales extraidos de plantas aromaticas en los cultivos agricolas
ha tomado importancia en los Ultimos afios, puesto que estos aceites poseen un amplio
espectro antimicrobiano y antifGngico que podria ser una solucién ecolégica y
econémica para el manejo de enfermedades'. En una investigaciéon del afio 2018
realizada por Vilaplana et al., se propone el uso del aceite de tomillo en bananos
organicos para proteger la fruta al controlar la antracnosis causada por C. musae en las

bodegas de almacenamiento, permitiendo conservar la fruta hasta por 21 dias™?.
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Pérez et al. en el 2018, evalud in vitro la actividad inhibitoria de aceites esenciales
extraidos de hojas frescas de albahaca (Ocimum basilicum L.), contra Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc. agente causante de la antracnosis en cultivos de
flame, en el departamento de Sucre, Colombia. Los resultados demostraron que la
actividad inhibitoria de los aceites esenciales aumenté conforme se incrementaba la

concentracion de las preparaciones utilizadas para el ensayo™®.

En cuanto a los extractos de origen natural, en el afio 2017, Espafia et al* realizaron un
estudio para evaluar el efecto antifingico contra Colletotrichum gloeosporioides de
aceites esenciales y extractos etandlicos de especies de Eucalyptus cultivadas en
Colombia. Los resultados demostraron que los extractos etandlicos de la hoja de
eucalipto presentan una inhibicion mas fuerte de C. gloeosporioides que los aceites
esenciales, respaldando evidencia preliminar del uso de especies de Eucalyptus para la

proteccion de cultivos agricolas.

Un estudio realizado en Irak por Rashida et al.**, que buscaba evaluar la eficacia de la
planta de zumaque (Rhus coriaria) en el control de la antracnosis del tomate causada
por C. acutatum, determind que los extractos crudos de los frutos y semillas de esta
planta poseen una fuerte actividad inhibitoria del hongo. Efecto logrado por la ruptura
de la pared celular del microorganismo, ofreciendo una alternativa para el control de las
enfermedades previas y posteriores a la cosecha; y la conservacion de la calidad de los
alimentos, ya que no ejerce ningln cambio sobre su aspecto y sabor. En otro estudio,
se hizo uso de un extracto crudo de brécoli que demostrdé que a mayor concentracion

(1.54 pg/pl) menor es la germinacion de esporas (0-10%) de C. gloeosporioides™.

Por otro lado, en cuanto al uso de microorganismos, Trichoderma spp. ha sido el
antagonista mas estudiado para el control de fitopatdgenos. En el afio 2017 Karimi et
al.'® realizaron un estudio comparativo en el que evaluaron especies de Trichoderma
spp. aisladas de -cultivos y otras de cepas comerciales contra Colletotrichum
nymphaeae, patogeno de los cultivos de fresa. En este estudio, se demuestra la

capacidad de estos microorganismos para la inhibicion de Colletotrichum tanto in vitro
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como in planta. Adicionalmente, se sugiere la produccién enzimética como posible
mecanismo de accién. Sus resultados indican que hay una gran variabilidad entre los
aislamientos de Trichoderma spp. y el hecho de que vengan del mismo ambiente del

cultivo no determina su efectividad contra el patégeno.

En el 2018 Guardado et al.*” evaluaron el papel antagénico de una nueva especie
nativa de Bacillus cepa B5 sobre el C. gloeosporioides. Para esto, utilizaron el
sobrenadante libre de células a partir de un cultivo de la cepa B5 que mostro ser eficaz
para inhibir el crecimiento micelial y la germinacion de los conidios de C.
gloeosporioides durante los ensayos in vitro. Ademas, en un ensayo en fruta
cosechada (aguacate y guandbana), el sobrenadante disminuy6 la incidencia y
severidad de la antracnosis mostrando su posible uso como tratamiento preventivo. En
el estudio fue posible la amplificacion de genes responsables de la produccion de
metabolitos como surfactinas, iturinas y bacilomycinas que pueden contribuir a la
eficiencia del tratamiento. Estos lipopéptidos son moléculas que ademas de tener
actividad antimicrobiana, han demostrado en estudios anteriores estimular la

resistencia sistémica inducida (ISR) en plantas.

Adicionalmente a los mecanismos anteriormente propuestos de biocontrol (enzimatico y
por producciébn de metabolitos secundarios), también existen ejemplos de
micoparasitismo. Dadas las pérdidas causadas por antracnosis en poscosecha de

papaya en Brasil. Lima et al.*®

realizaron un estudio en el 2013, donde se emplearon
dos especies de levaduras con potencial fungicida, Wickerhamomyces anomalus (cepa
422) y Meyerozyma guilliermondii (cepa 443). Ensayos de microscopia electrénica
mostraron la existencia de una relacion de micoparasitismo entre las levaduras y C.
gloeosporioides'®. Actualmente, las levaduras son agentes de control sobresalientes,
ya que presentan una alta tasa de replicacion y colonizacion al no requerir de muchos
sustratos, no producen toxinas, lo que garantiza la seguridad del consumidor; ademas,
expresan diferentes mecanismos antagonicos ya sea por competencia o por sintesis de

metabolitos®®.
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3.2. Estudio de microorganismos marinos

En el afio 1950 se reportd el aislamiento de la spongotimina el primer producto natural
marino (PNM), obtenido a partir de una esponja®, que dio origen al desarrollo del
primer medicamento derivado de un metabolito de origen marino, el derivado sintético
Vidarabina (Ara-A). Actualmente hay mas de 29.000 PNM, de los cuales el 57% son
aislados de microorganismos marinos?'. Estos compuestos han sido aislados en un
49.5% de climas tropicales, 28,1% de climas subtropicales, 21.6% de climas templados

y el 0.7% de regiones polares®.

La produccion de estos compuestos se debe a la compleja naturaleza del medio
marino, ya que sus microorganismos cuentan con sistemas fisiolégicos y bioquimicos
eficientes que les permite adaptarse a diversas condiciones. Muchas de estas
condiciones pueden ser extremas y provocar estrés en los microorganismos,
generando asi la produccion de compuestos biolégicamente activos. Es importante
conocer detalladamente cuéles son las caracteristicas del ambiente marino en cuanto a
sus condiciones uUnicas de sal, luz, oxigeno, temperatura, pH, nutrientes y demas
caracteristicas para poder determinar qué condiciones se les da al momento de realizar
los aislamientos microbianos y asi poder aprovechar sus compuestos metabélicamente

activos?®.

1.>* sobre los biofilms

Al respecto, un estudio realizado en enero del 2019 por Zhang et a
marinos como una fuente de diversidad microbiana con potencial funcional, desarrollo
diferentes perfiles a partir de técnicas de metagenémica. Estos permitieron la
identificacion del microbiota total de las superficies analizadas, al comparar los
resultados con bases de datos ya establecidas. Los resultados demostraron que el
genoma de estos microorganismos (principalmente bacterias) estd muy influenciado
por las condiciones medioambientales, lo cual les ha permitido desarrollar mecanismos
de respuesta frente al estrés. De igual forma, se destaca el potencial para producir una
amplia variedad de metabolitos secundarios no descritos aln, pero que por sus

capacidades pueden ser utilizados en diferentes campos de la ciencia.
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4. Marco referencial
4.1. Caracteristicas generales de la fresa

Figura 1. Clasificacion taxonémica de Fragaria ananassa.

REINO Plantae
ORDEN Rosales
FAMILIA Rosaceae
GENERO Fragaria

La fresa (Fragaria sp.) es una planta herbacea del reino Plantae, perteneciente al orden
de los Rosales y de la familia Rosaceae (Figura 1). Es un producto muy utilizado a nivel
mundial en los procesos agroindustriales y en reposteria, por ser una fuente importante
de compuestos bioactivos como vitamina C, K, filoquinona, folato y constituyentes
fendlicos con capacidad antioxidante?*. Dentro de las mas de 160 especies de este
género, la mas mencionada es Fragaria ananassa, un hibrido resultante del cruce
Fragaria chiloensis y Fragaria virginiana y por el que se conocen a todas las variedades

de fresa.

4.1.1. Caracteristicas morfo-fisiolégicas

Es una especie horticola que posee un sistema radicular compuesto por raices
estructurales y raicillas de aspecto fibroso que le dan soporte a la base de la planta y
se originan en la corona al nivel del suelo. La corona, esta conformada por tejidos

vasculares y es el sitio donde nacen las hojas y los tallos?>.

Las plantas de fresa se caracterizan por sus hojas largamente pecioladas y trifoliadas,
ademas en su aspecto se pueden apreciar bordes aserrados y una elevada cantidad de
estomas. En cuanto a la flor, su desarrollo se puede dar a partir de una yema terminal
de la corona, o de yemas axilares de las hojas (Figura 2). Su estructura consiste en 5 a
6 pétalos, de 20 a 35 estambres y muchos pistilos sobre un receptaculo. La formacién

del fruto se da tras la caida de los pétalos y el desarrollo de los aquenios®.
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Figura 2. Estructura de la planta de fresa. *

Flores Se agrupan en Frutos: Constituye la parte
inflorescencias de 5 y 6 sépalos 3 comestible, el color varia de rojo
y 5 a 6 pétalos de color blanco palido a intenso; la forma puede ser
globosa, conica o de corazon y de

\x tamafo directamente proporcional a
E las flores.

Hojas Compuestas por tres
”‘ hojas de bordes aserrados. El
= tamafio varia segln la variedad

Corona: Roseta de
aproximadamente 2.5 cm contiene
los tejidos vasculares, en la base
contiene hojas y yemas que
pueden generar Coronas nuevas.

Raiz: De aspecto fibroso. Las
raices estructurales son de soporte

y se onginan en la corona. Las

raices terciarias toman agua y
nutrientes. El 90% de las raices se
desarrolla a 30cm de profundidad. On

fresa. (Bonilla 2010).

Tallo/ Estolén Tallo rastrero que
brota de |la corona, a partir del
segundo nudo, se forma una
nueva planta hja

*Figura tomada de: Cadmara de comercio de Bogot4. Manual Fresa [Internet]. Disponible en:
http://hdl.handle.net/11520/14312

En cuanto a su reproduccidn, el ciclo fenolégico de la fresa dura aproximadamente 150
dias (5 meses). Una vez se ha realizado la siembra, se dan las etapas vegetativas de
brotacion, desarrollo de hojas - estolones y la etapa reproductiva de floracién, los
cuales se culminan a los 120 dias. Posteriormente, se da la formacion y maduracion del
fruto que dura 20 dias mas. Finalmente, el proceso de cosecha se da pasados los 150

dias de la siembra®®.

4.1.2. Condiciones del cultivo

El cultivo de fresa tiene la ventaja de soportar variedad de climas; inclinAndose por lo
climas en donde predomina el frio. Su parte vegetativa puede soportar heladas de
hasta -20°C. Sin embargo, su temperatura ideal oscila entre 15°C y 20°C; debido a que
temperaturas inferiores pueden generar frutos deformados, y las temperaturas
superiores pueden acelerar la maduracion y coloracién pese a no haber alcanzado el

tamarfio ideal para poder ser comercializado?’.

Para la propagaciéon de la fresa durante la siembra, se pueden hacer vegetativa o
asexualmente por tres diferentes técnicas*®. Por estolones importados que sirven de
plantas madre y van a dar origen a las plantas que se comercializan. La segunda es
por division de la corona, donde se utilizan sdlo plantas jovenes menores de un afo,
gue tengan la corona bien desarrollada, estimulando la formacién de raices en las

coronas secundarias mediante el aumento de nitrdgeno y el fésforo. Y la tercera es por
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micropopagacion; que es un proceso in vitro en el que se usan fragmentos de una
planta madre con el fin de obtener clones; para ello se provee de factores de

crecimiento.

4.1.3. Cultivo de fresa en Colombia

En Colombia, las variedades de fresa que se cultivan por su adaptacion al clima de la
Sabana son: Oso Grande, Camarosa, Camino Real, Monterrey, Albiébn y San Andrea;
estas fueron establecidas en diferentes departamentos como Cundinamarca, Antioquia

y Norte de Santander®,

En Antioquia la siembra de esta fruta fue fomentada por parte de la Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural. En el afio 2016, segun datos del Ministerio de
Agricultura, hubo una produccion en fresa de 60.000 toneladas en aproximadamente
385 hectéreas destinadas a este frutal. Sin embargo, para el afio 2018, Cundinamarca
fue el departamento con mayor produccion (54.917 toneladas), seguido de Antioquia,
(16.240 toneladas) y Norte de Santander (4.422 toneladas) (Figura 3)%.

Figura 3: Produccion y rendimiento nacional del cultivo de fresa durante el periodo del
afo 2010 - 2018. *
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*Figura tomada de: Ministerio de Agricultura y desarrollo rural. Reporte: Area, Produccién y
Rendimiento Nacional por Cultivo. Agronet. [Internet]. Disponible en:

https://www.agronet.gov.co/estadistica/Paginas/home.aspx?cod=1
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El cultivo de la fresa en Colombia es posible empezarlo en cualquier época del afio. Sin
embargo, es recomendable hacerlo al inicio de la época de lluvias con el fin de
asegurar la adaptacion del cultivo y garantizar el desarrollo inicial. Ademas, la
recoleccion se lleva a cabo en la época seca, que coincide con la época de menor
produccion para destinos importadores como Paises Bajos, y paises exportadores

como Estados unidos, México y Espafia®.

La produccion de este cultivo se realiza de dos formas. En la primera, a campo abierto,
se presentan algunas limitaciones de caracter bibtico, como el ataque de plagas; y
condiciones climaticas adversas, como altas precipitaciones; factores que inducen
grandes pérdidas de la cosecha. La segunda alternativa, es bajo condiciones
protegidas con macrotineles, esta opcidn presenta un elevado costo de estructuras;
pero permite contrarrestar las limitaciones bioticas, favoreciendo el desarrollo de los
cultivos al proporcionar condiciones ambientales controladas que disminuyan el

desarrollo de patégenos oportunistas™.

4.1.4. Problemas fitosanitarios asociados al cultivo

Los cultivos de fresa se ven afectados en todo el mundo por diferentes patdgenos
oportunistas como hongos, bacterias, virus y nematodos, que se pueden clasificar de
acuerdo al 6rgano en el gue se desarrollan. En cuanto a las plagas que afectan follaje
ylo frutos estan: el acaro blanco (Steneotarsonemus pallidus), trips (Frankliniella spp),
la mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum), babosas (Milax gagates), trozadores
(Spodoptera sp), afidos (Aphis sp), arafiita roja (Tetranychus sp) y mosca de la fruta

(Anastrepha sp)?.

Por otra parte, los insectos son los principales vectores de transmision de virus,
bacterias y hongos que ingresan directamente al interior de la planta, por las lesiones

generadas®®.
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Entre las plagas que pueden afectar la raiz, se describe un complejo de hongos
conformado por: Rhizoctonia solani, Phytophthora fragariae y Verticillium alboatrum y
un complejo de chizas, donde se destacan Phyllophaga spp., Cyclocephala spp. y
Anolama spp. Los hongos anteriormente mencionados, producen un colapso a vascular
a nivel de la corona, por estrés hidrico y muerte de las raices, causando su
desprendimiento. Las chizas por su parte, se comen las raices hasta llegar a la corona,
causando marchitamiento y desprendimiento del follaje?®>. En este grupo también se
encuentran los nematodos, que producen dafios mecanicos directos en la raiz al

alimentarse vy facilitan la pudricién por accién de bacterias y hongos?’.

Por dltimo, estan los patdgenos que afectan directamente el fruto; hongos como
Botrytis cinerea, Mycosphaerella fragariae y un complejo de especies de Colletotrichum
sp., que producen la antracnosis; una enfermedad muy destructiva, que causa la
reduccion de la productividad al producir lesiones en la fruta e inclusive mortalidad de

plantas?’.

4.2. Caracteristicas generales del género Colletotrichum spp.

El género Colletotrichum spp. comprende una serie de patégenos de plantas que
causan enormes pérdidas de cultivos de cereales, legumbres, vegetales y frutas,
principalmente en las regiones tropicales y subtropicales del mundo®. Produce
infecciones latentes afectando las hojas, inflorescencias y frutos siendo el dafio més
importante en poscosecha y que se presentan como manchas oscuras o lesiones

deprimidas con bordes ligeramente elevados®?.

4.2.1. Clasificacion taxonémica

El género Colletotrichum corresponde al estado asexual del género Glomerella. Estos
pertenecen a la division Ascomycota, orden Sordariomycetes, orden Glomerellales,

familia Glomerellaceae (Figura 4)*.
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Actualmente, existen alrededor de 190 especies tanto saprofitas como parasitas
incluidas en el género Colletotrichum, distribuidas en once complejos de acuerdo a
estudios filogenéticos.

El complejo mas grande y en el cual se agrupan un mayor nimero de patdgenos, es el
complejo de gloeosporioides, que estd conformado por C. gloeosporioides y 37
especies mas con las que esta estrechamente relacionado. EI complejo acutatum es el
segundo mas grande, cuenta con 34 especies y suele verse relacionado con
podredumbre en frutas. EI complejo boninense cuenta con 19 especies, este complejo
se ha visto relacionado en la antracnosis de Passiflora y mango en Colombia y se ha
encontrado como enddfito en plantas de café®'. También se encuentra el complejo
destructium que esta relacionado con patogenicidad en plantas y cuenta con 15
especies incluyendo C. destructium. Otro complejo con 15 especies es el graminicola
cuyo nombre se debe a que se ha encontrado en las gramineas (poaceas). El complejo
dematium cuenta con C. dematium, ocho especies saprofitas y dos parasitarias y se
encuentra frecuentemente en climas templados. ElI complejo orbiculare suele ser
patdgeno en plantas y cuenta con 8 especies. EI complejo truncatum cuenta con 4
especies todas reconocidas como patdégenas. Otros complejos son los caudatum,

spaethianum y gigasporum con 8, 10 y 6 especies respectivamente>°.

Figura 4. Clasificacién taxonémica del género Colletotrichum spp.

REINO Fungi
DIVISION Ascomycota

CLASE Sordariomycetes
FAMILIA Glomerellaceae

Colletotrichum
GENERO (asexual)

Glomerella (sexual)
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4.2.2. Caracteristicas macroscoOpicas y microscépicas del género Colletotrichum

Spp.

Las colonias de Colletotrichum en el lado anverso se observa redondas, con un micelio
de color blanco a gris, con textura semialgodonosa. Y en el reverso se observa de color
crema con ennegrecimiento y puntos negros debido a la formacion de apresorios
(Figura 5. A).

En microscopia se observa conidios hialinos con tamafio variable entre 2 a 4,8 um con
forma cilindrica y extremos redondeados (Figura 5. B). El hongo presenta hifas
septadas y produce apresorios ovalados, que por su contenido de melanina se

visualizan de color café y sus dimensiones pueden variar entre 4 a 12 ym (Figura 5. C).

Figura 5. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Colletotrichum spp.
A) Crecimiento de Colletotrichum en PDA; B) Conidios; C) Apresorios. *

_—

*Figura tomada de: Gafan L, Alvarez E, Castafio J. Identificacion genética de aislamientos de
Colletotrichum spp. causantes de antracnosis en frutos de aguacate, banano, mango y tomate
de arbol. Rev., Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat [Internet]. 2015; 39: 152. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.18257/raccefyn.192
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4.2.3. Ciclo de vida de Colletotrichum spp.

Figura 6. Ciclo de vida general para las especies de Colletotrichum spp. *

Ascospores

Germination

Appressorium

Penetration and 1@¥asion
of host tiss

Fungus overwinters as mycelium or sclerotia Anthracnose symptoms
in plant material and soil on various plants and organs

*Figura tomada de: De Silva D, Crousc P, Adesd P, Hydeb D, Taylor P. Life styles of Colletotrichum
species and implications for plant biosecurity. BMS. [Internet]. 2017. Jun; 31 (3): 155-168 [Cited 2019 Apr
29]. Available at: https://doi.org/10.1016/j.fbr.2017.05.001.

El ciclo de vida de las especies de Colletotrichum sp. comprende una fase sexual y una
fase asexual. La primera fase est4 asociada a la variabilidad genética, mientras que en

el estadio asexual se da la dispersién del hongo y el ciclo infeccioso®.

En primer lugar, los indculos de Colletotrichum spp. se dispersan a través del agua y el
aire, llegando a hojas, frutos y tallos de las plantas®’ (Figura 6). En el momento en que
las conidias se adhieren a la cuticula del huésped, empiezan a germinar en un periodo
de 12 a 24 horas, luego se agrupan formando la estructura de infeccién en la punta del

tubo germinal conocida como apresorio®.

El apresorio contiene capas de melanina que permiten la penetracion por parte de la

hifa y por lo tanto la entrada de la infeccién al interior del tejido vegetal. Posteriormente
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comenzara el proceso de diferenciacion de las hifas primarias y subsecuentemente las
hifas secundarias se propagaran rapidamente invadiendo y matando las células

vegetales®.

Algunas de las especies de Colletotrichum spp. causantes de la antracnosis en
diversos cultivos, exhiben dos fases principales de nutricion durante la colonizacion de
la planta; la fase inicial biotréfica en la cual se obtienen los alimentos de las células
vivas huésped, y la segunda fase tardia necrotrofica donde los alimentos se obtienen

de las células hospederas muertas a causa del ataque del patégeno®.

La fase bidtrofa es de corta duracion y en esta se asegura el establecimiento del
patdgeno, sin dafios severos en el tejido vegetal. La expresion enzimética para
degradar la pared vegetal esta estrictamente limitada durante esta fase y la planta
hospedera parece no reconocer al patdgeno. En consecuencia, no se desencadena
respuesta de defensa. Durante la fase necrotréfica se asocia la aparicion de los
sintomas de la antracnosis, con una estrecha relacion entre dicha aparicion, el
incremento en la expresién enzimatica para degradar la pared celular vegetal y la
virulencia del patdgeno. La capacidad de expresar estas dos fases se denomina

hemibiotrofia®.

4.3. Antracnosis por Colletotrichum sp. en fresa

La fresa es un fruto con alta actividad metabodlica y altas tasas de respiracion;
condiciones gque son favorecedoras para el crecimiento de hongos fitopatégenos, como
los pertenecientes al género Colletotrichum. La antracnosis en fresa se caracteriza por
presentar lesiones hundidas en forma circular o irregular, que pueden ser al inicio
acuosas y luego secas. Estas lesiones son de color marrén oscuro a negro en los frutos

maduros* (Figura 7).
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Figura 7. Infeccion en frutos de fresa en diferentes estados de maduracion.*

INFECTED INFECTED SEMI-MATURE  INFECTED MATURE
WHITE FRUIT FRUIT FRUIT

*Figura tomada de: Weber N, Veberic R, Mikulic M, Stampar F, Jakopic J. Metabolite
accumulation in strawberry (Fragaria ananassa Duch.) fruits and runners in response to
Colletotrichum nymphaeae infection. Physiol Mol Plant Path. [Internet]. 2015. Oct; 92 (29): 119-
129 [Cited 2019 Sept 14]. Available at: http://dx.doi.org/10.1016/j.pmpp.2015.10.003.

Los sintomas producidos por las diferentes especies de Colletotrichum spp., incluyen
necrosis de peciolo y del estolén, asi como podredumbre de la fruta y la corona, que
conlleva al colapso y la muerte de toda la planta. EI mecanismo de infeccion se
describe como hemibiotrofico, que abarca tanto las fases biotréficas como las

necrotroficas*?.

Sin embargo, el desarrollo de la infeccién varia dependiendo de la madurez de la fruta.
En frutos maduros, la colonizacién sigue un patron tipico intramural subcuticular
necrotrofo, donde el patégeno invasivo forman hifas que se extienden rapidamente y
colonizan tejidos intra e intercelular. Por otra parte, en frutos inmaduros, el patdégeno
entra en un periodo de inactividad, donde sé6lo forma apresorios melanizados, con el fin
de evitar la respuesta de defensa por parte del fruto inmaduro, entra en una fase de

dormancia y retomando su crecimiento cuando el fruto madura®®.
4.4. Manejo integrado de antracnosis en cultivos de fresa.

El manejo de la antracnosis en los cultivos de fresa, esta enfocado a la prevenciéon de

la misma, desde antes del trasplante, ya que no se cuenta con especies resistentes.
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Para esto, el control cultural juega un papel fundamental en el control de la
enfermedad, en la medida que se aplican estrategias para proteger las plantas madres

y poder tener asi plantas sanas y viables.

Dentro de las estrategias que los agricultores aplican se encuentra, la adaptacion de
sistemas de microgoteo y microaspersion; ya que, impiden el desarrollo de condiciones
favorables para la propagacién del patdgeno, como el exceso de humedad. También se
hace rotacion de los cultivos, para evitar que las plantas se vean afectadas desde
in6culos presentes en el suelo. Sin embargo, cuando esto no es posible, se aplican
tratamientos de remocion del suelo y lavados con fungicidas; lo cual no siempre resulta

ser efectivo, ya que puede haber otros agentes infecciosos que perduren®.

La deteccién de la enfermedad es el punto clave para evitar la diseminacién. El retiro
de las partes con sospecha de la enfermedad, o de la planta de ser necesario, es
fundamental. Se han documentado técnicas que utilizan calor para conferir “resistencia”
a la enfermedad, estas incluyen, la inmersion de las plantulas en agua caliente previo a
la siembra, siendo esta la técnica mas economica. En principio, este tratamiento
favorece las condiciones de poscosecha, inhibiendo la maduracién y el ablandamiento
de la fruta, asi como el desarrollo de la enfermedad, atacando las esporas del hongo,

afectando su viabilidad, retrasando la germinacion de conidios y su crecimiento®**>.

Si bien, los productos quimicos tienen un efecto inmediato para tratar enfermedades y
eliminar plagas con seguridad y sin requerir de mucho trabajo, estos presentan algunas
desventajas. Entre ellas, la mas importante es la toxicidad que genera, no solo para los
gue se encargan de la fumigacién sino también, para los consumidores finales. Cabe
decir, ademas, que los productos quimicos contienen materiales que son ajenos al
medio ambiente y en consecuencia generan polucion. Por otra parte, estas sustancias
se depositan en las superficies, entrando en el ecosistema y aumentan su

concentracion conforme de distribuyen en la cadena alimenticia?.
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4.5. Ambientes marinos como fuente de microorganismos marinos.

4.5.1. Caracteristicas generales de los ambientes marinos.

Dentro de las caracteristicas de las aguas profundas que convierten este ecosistema
en un ambiente extremo, se describen el aumento de presion atmosférica y la
disminucién de la temperatura conforme aumenta la profundidad del agua, alcanzando
aproximadamente los 2°C. También, la concentracion de oxigeno en el fondo es menor
que en la regién circundante, o incluso cero, dependiendo del balance entre el
suministro y velocidad de consumo de oxigeno. Por ultimo, la intensidad luminosa
disminuye exponencialmente y tiende a ser un entorno oscuro que prevalece por
debajo de los 250 m de profundidad*®.

En estos cuerpos de agua se encuentran un gran namero de recursos nhaturales, de los
cuales aun no se han investigado en su totalidad. Segin Couttolenc*’, “Uno de los
ecosistemas con una mayor biodiversidad en los océanos costeros son los arrecifes de
coral, debido a esto se les pueden considerar como una buena fuente para el

aislamiento de microorganismos.

El medio ambiente donde se desarrollan los microorganismos esta estrechamente
relacionado con los metabolitos que estos producen, por lo que las condiciones
extremas que presenta el entorno son responsables de las caracteristicas Unicas que
poseen dichos metabolitos, ya que derivan de la adaptacién del organismo al medio

ambiente, como mecanismos de defensa para su supervivencia®’.

Dentro de los microorganismos marinos encontramos formas de vida como algas,
levaduras, hongos, bacterias, actinobacterias y cianobacterias. Estos microorganismos
son buenos candidatos para la sintesis de metabolitos biolégicamente importantes en
diferentes campos de la industria agricola, farmacéutica, textil, alimentaria, entre otras.
El desarrollo de estos nuevos productos, se da en los laboratorios de biotecnologia y

busca que se pueda aprovechar la capacidad metabdlica de los microorganismos
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elaborando productos que sean menos riesgosos para el bienestar de las personas y

del medio ambiente®,

La idea de poder obtener de las fuentes marinas compuestos Unicos se esta
convirtiendo en un foco importante de interés microbiolégico, ya que la microbiota
marina representa un recurso biolégico bastante prometedor. Estos microorganismos
poseen adaptaciones Unicas para ambientes con alto contenido de sal y alta presion
hidrostatica, por otra parte, llama también la atencion la cantidad de comunidades

marinas que se pueden estratificar en los sedimentos marinos*.
4.5.2. Ambientes marinos en Colombia

Colombia esta entre los cinco paises con mas biodiversidad del planeta. Posee gran
cantidad de habitats y ecosistemas marinos, tales como, lagunas costeras y
humedales, arrecifes de corales, algas marinas, manglares, playas rocosas y arenosas,

zonas de afloramiento costero y varios tipos de fondos marinos™.

Las aguas marinas y de estuarios colombianos son el hogar de 306 especies de
esponjas, 124 especies de corales, 15 corales de aguas profundas, 1.250 especies de
moluscos, 246 especies de gusanos anélidos, 560 especies de crustaceos decapodos,
296 especies de equinodermos, 990 de peces, 18 de mamiferos marinos y 565

especies de algas marinas entre otras especies™.

Esta gran diversidad de los ecosistemas marinos colombianos y su gran potencial, ha
hecho que, a pesar de los esfuerzos de varios grupos de investigacion, estos
ambientes aun no hayan sido estudiados a profundidad en el pais. De tal manera, es
importante seguir realizando estudios que contribuyan a conocer la diversidad de estos

ambientes y a desarrollar su potencial biotecnolégico.
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4.6. Bacterias aisladas de ambientes marinos con actividad antimicrobiana

Los microorganismos marinos constituyen una fuente rica para la investigacion y el
desarrollo de nuevos productos antimicrobianos, debido a su diversidad y capacidad
genética de producir metabolitos nuevos y Unicos. Dentro de estos microorganismos, el
grupo de las bacterias, mas especificamente los actinomicetos, encabezan el listado,
dado que sintetizan de forma natural antibiticos que se han estudiado para su
aplicacion en el area farmacéutica®. A continuacion, se describen algunos ejemplos de
diversos estudios donde se han logrado aislar moléculas novedosas con propiedades

antimicrobianas.

De igual forma otro estudio del 2019, consiguié aislar dos agentes antifiingicos,
pertenecientes a la surfactinas de una cepa de Bacillus sp que fueron estudiados
contra Magnaporthe grisea, patdégeno fangico de cultivos de cereales. Demostrando
gue aumentaba de produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), causando
graves dafios en la pared celular y el citoplasma del patogeno?.

Otros microorganismos analizados son las Stenotrophomonas aisladas de esponja,
erizo de mar y Ophiura que han mostraron actividad inhibitoria fangica y las
Pseudoalteromonas tunicata produce un pigmento amarillo que tiene actividad

antifingica®.

En Colombia gran parte del estudio de los recursos marinos esta liderado por la
Universidad Nacional en la sede de Bogota, por cuenta del grupo “Estudio y
aprovechamiento de productos naturales y marinos de Colombia”. Este grupo ha
producido abundante material sobre diversos organismos marinos y de estos, se
destaca el trabajo de Luz Adriana Betancurt que sirve de referencia para el desarrollo
de este trabajo.

56
l.

En el afo 2017, Betancur L et a realiz6 un estudio para aislar cepas de

actinobacterias de muestras de sedimentos, invertebrados y algas de los arrecifes de
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coral de Providencia y Santa Catalina (Mar Caribe colombiano) para evaluar su
potencial de producir compuestos antimicrobianos contra diferentes fitopatégenos. En
este trabajo se logroé la obtencién de 203 microorganismos de todas las muestras y se
utilizaron varios ensayos para seleccionar aislamientos de actinobacterias, se
obtuvieron 24 cepas de tres géneros: Streptomyces, Micromonospora y Gordonia, las

cuales presentaron actividad biolégica en los ensayos in vitro.

A partir de las cepas seleccionadas, se logré el aislamiento de dos tetrapéptidos
ciclicos producidos por Streptomyces sp. PNM-161a, obtenida de una muestra de
Bryopsis sp. (Chlorophyta). Los compuestos aislados fueron evaluados frente a
diferentes fitopatégenos, mostrando actividad frente a las bacterias Burkholderia
gladioli y B. glumae patogenas del cultivo de arroz y una cepa de C. gloeosporioides,

patégeno del cultivo de fiame™.

4.7. Hongos aislados de ambientes marinos con actividad antimicrobiana

En multiples publicaciones se han descrito las actividades antagonicas de los hongos
de origen marino contra los fitopatdgenos fungicos de las plantas a través de diferentes
mecanismos como la antibiosis, la competencia por los nutrientes y la tolerancia al
NaCl. A continuacion, se mencionan algunos de los hallazgos mas relevantes sobre el

potencial de estos microorganismos.

Un estudio realizado en marzo del 2019° analizo el potencial antifingico de 20 hongos
marinos aislados contra 10 hongos fitopatégenos de plantas de interés comercial. Los
resultados determinaron que T. asperellum y T. harzianum mostraron los efectos

antagonicos mas altos contra todos los patégenos analizados.
Por otra parte, en China, Shen et al*®, lograron aislar e identificar una levadura marina

(S. pararoseus ZMY-1) que inhibe el crecimiento de B. cinerea en la fresa causada.

Este microorganismo posee la capacidad de sobrevivir y se multiplicarse en la
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superficie y en las heridas de la fresa, reduciendo la incidencia de la enfermedad sin

afectar la calidad de la fruta durante el almacenamiento a 20 ° C.

Es bien conocido que Pestalotiopsis theae es un patégeno que produce tizén gris en la
planta de té. En una investigacion se aislaron 12 compuestos del hongo marino
Fusarium solani; de los cuales 3 demostraron actividad biologica frente a P. theale. Los
compuestos que demostraron actividad fueron la hymeglusina, fusari lactona A y fusari
lactona B*°.

En Tailandia también se han desarrollado estudios con hongos marinos, en uno de
ellos se evaluaron 20 especies fungicas y su papel antagonico frente a 10 hongos
patégenos de interés comercial. De los 10 hongos analizados, todos tuvieron al menos
antagonismo frente a un hongo del género Ascomycete >50%. Pero los mas efectivos
fueron Trichoderma asperellum y T. harzianum que lograron inhibicion de 60 a 65% en
todos los hongos y de 100% en Colletotrichum gloeosporioides vy Phytophthora

palmivora®.

Cabe mencionar por ultimo, que en China se aisl6 el hongo marino Botryosphaeria
ramosa L'29 y de este se encontraron 4 derivados de isocumarina denominados
“botryospyrones A, B,C y D. El derivado A inhibié a Fusarium oxysporum, B y C inhibié
a F. oxysporum y F. graminearum y el D a F. oxysporum, F. graminearum y Penicillium

italicum®?.
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5. DISENO METODOLOGICO
5.1. Universo, poblacion, muestra
Universo:

e Microorganismos epifitos y endofitos que hacen parte del microbioma de
macroorganismos marinos.

e Microorganismos fungicos patogenos del cultivo de fresa.

Poblacioén:

e Microorganismos epifitos y enddfitos que hacen parte del microbioma de
macroorganismos marinos provenientes del caribe colombiano.

e Microorganismos fungicos del género Colletotrichum spp del cultivo de fresa.

Muestras:

e Microorganismos epifitos y enddfitos cultivables aislados a partir de
macroorganismos marinos del caribe colombiano de los géneros: Amphiroa,
Chaetomorpha, Laurencia, Ulva, Padina, Hypnea, Sargassum, Caulerpa,
Pterogorgia, Monanchon, Eunicea, Xestospongia, Callyspongia, Niphates,
Spirastrella).

e Cepa del género Colletotrichum spp del cultivo de fresa donada por el Centro de

Biosistemas de la Universidad Jorge Tadeo Lozano.

Tipo de estudio:

e Descriptivo y experimental.

Enfoque de investigacion:

e Cualitativa y cuantitativa. Mixta.
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5.2. Hipotesis, variables e indicadores

5.2.1. Hipotesis
Los microorganismos epifitos y endoéfitos que se aislan de macroorganismos marinos

del caribe colombiano presentan capacidad antifungica frente a especies fitopatégenas
de Colletotrichum sp., para prevenir o combatir el desarrollo de la antracnosis en los

cultivos de fresa.

5.2.2. Variables
La variable dependiente para este estudio fue:
- Metabolitos antifingicos provenientes de algunos microorganismos epifitos y
endofiticos cultivables
Las variables independientes para este estudio fueron:
- Microorganismos epifitos y enddfitos cultivables aislados a partir de
macroorganismos marinos del caribe colombiano.

- Cepa del hongo patogeno Colletotrichum sp.

5.2.3. Indicadores
Actividad antifungica in vitro asociada a la produccion de metabolitos: Sera
determinado por el diAmetro de los halos de Inhibiciéon o la disminucién del area de

crecimiento de Colletotrichum sp. en enfrentamiento in vitro.
Actividad antifungica in vivo: Sera determinado por el porcentaje de lesion

ocasionado por Colletotrichum sp. en el enfrentamiento in vivo, con ayuda del programa

de procesamiento de imagen digital ImageJ.
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5.3. Técnicas y procedimientos.

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS PROCEDENTES DE
MACROORGANISMOS MARINOS COLOMBIANOS, COMO AGENTES BIOCONTROLADORES DE
Colletotrichum spp., CAUSANTE DE ANTRACNOSIS EN FRESA (Fragaria sp)

‘ Recoleccion de muestras ‘

|
CONFORMACION DEL
CEPARIO

Aislamiento de microorganismos ] ] Aislamiento de microorganismos
Aislamiento de microorganismos endéfitos

epifitos
[ Preservacion de
| microorglanismos
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA FRENTE
A Colletotrichum spp

Obtencion de la cepa de
Colletotrichum spp

Enfrentamiento directo Screening primario por ‘ Ensayo en hojas bajo
Hongo-Hongo bioautografia condiciones de
laboratorio

Screening secundario
por difusion en placa
[

| Seleccion de microorganismos |
I
Caracterizacion mediante técnicas
bioquimicas y moleculares

Recoleccién de macroorganismos marinos

Las 84 muestras de fragmentos de algas, esponjas y octocorales provenientes de Isla
Arena, Islas del Rosario y Cartagena fueron obtenidas por el grupo de investigacion
“Estudio y Aprovechamiento de Productos Naturales Marinos y Frutas de Colombia” de
la Universidad Nacional (Figura 8). Estas muestras fueron transportadas en falcon de
15 ml con agar malta, agar avena y agar caseina almidén (ACA) suplementado con
cloranfenicol en pico de flauta, sellados y refrigerados, estos medios favorecen el
crecimiento de cepas derivadas de macroorganismos marinos®®. Posteriormente se
llevaron al laboratorio del grupo de investigacion en el Departamento de Quimica de la
Universidad Nacional de Colombia. La ANLA (Autoridad Nacional de Licencias
Ambientales) y el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, otorgaron el permiso
para recolectar y estudiar las muestras de las bacterias recuperadas segun el Contrato
de acceso a recurso genético No 108 y Contrato de acceso a recurso genético No 121

otrosi numero 6.
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Figura 8. Macroorganismos muestreados para el aislamiento de microorganismos

marinos.

W Amphiroca M Alga roja no especifica M Laurencia Aeropuerto B Hypnsa muscior mis

m Chastomorpha m Caulerpasertularioides mCaulerparacemosa mUkva lactuca

W Pterogorgia anceps W Eunicea W Padina ESagasaum

m Spiragellacoccinea Niphateserecta ¥eotospongia muta Monanchora arbuscula

Calyspongia vaginalis No egpecificado

5.3.1. Generacion de la coleccién de microorganismos marinos.

Tras una previa observacion de las muestras y para asegurar la mayor recuperacion de
microorganismos, se clasificaron en dos grupos, muestras que presentaban crecimiento
visible (micelio o puntos similares a colonias bacterianas) y muestras que no
presentaban dicho crecimiento. Posteriormente, la recuperacion se realizé en dos
etapas: Por aislamiento directo para obtener microorganismos epifitos y por

maceracion de las muestras para obtener microorganismos endofitos.
Aislamiento directo de microorganismos epifitos

- Obtencion de hongos: Se tomaron las muestras que presentaban crecimiento
visible (micelio) y se rasparon en la superficie con palillos estériles, el material
recolectado se sembré a profundidad en Agar PDA y Agar arroz®® (Harina de
arroz 20 g/L, Agar bacteriologico 15 g/L) suplementado con glucosa (15 g/L) y
triptona (5 g/L). Las cajas se llevaron a incubacion por 5 dias a 25°C (Figura 9).
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Figura 9. Aislamiento directo de hongos epifitos

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS SUPERFICIALES

HONGOS T
‘ AISLAMIENTO ‘ PURIFICACION ‘
Medio arroz: Medio PDA + cicloheximida 5 mg/mil:
e Harinadearroz20g . o Aislar hongos contaminados con
e Glucosa15g 722ﬁ c una cepa bacteriana.
e Triptosa5g oras —I o No dio resultado
e Agar bacteriolégico 15 g

Medio PDA kanamicina 30 ug/ml:
. Buen resultado.

L 16 CEPAS

Obtencion de bacterias: Se tomaron las muestras que presentaban crecimiento
visible (puntos similares a colonias) y se rasparon de la superficie con palillos
estériles, el material recolectado se sembré en Agar nutritivo y Agar Caseina-
Almidon (ACA) (Almidén 10 g/L, Caseina 0.3g/L, KNO3 2 g/L, MgSO, 0.05¢/L,
KoHPO,4 2 g/L, NaCl 2 g/L, CaCO3 0.02g/L, FeSO, 0.01g/L, Sal marina 8,5 g/L,
Agar bacterioldgico 15 g/L.)%%. Las cajas se llevaron a incubacién por 48 horas a
25°C Figura 10).

Figura 10. Aislamiento directo de bacterias epifitas

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS SUPERFICIALES

— BACTERIAS
AISLAMIENTO Y Medio nutritivo (20 Mx)
PURIFICACION Medio ACA (11 Mx)
e Almidon 10g
e Caseina0.3g
e KNO 2g
( o MgsO, 0059
- . e KHPO,2g
e Colonias lisas, redondas, e NaCl2g
puntiformes  amarillas o e CaCo0,002g
beige. e FeSO,7H00.01g
e Colonias con bordes e SalMarina8.5g
irregulares opacas y secas. e Agar Bacterioldgico 15 g
e Colonias duras verrucosas.
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Aislamiento por maceracion de microorganismos endofitos.

Preparacién de la muestra: Se tomaron todas las muestras y se procesaron por
maceracion, siguiendo el proceso descrito a continuacion (Figura 11):

1. Bajo condiciones de esterilidad en cabina de flujo laminar se afiadieron 2 ml de
solucion salina al 0,85% a los falcon donde venian transportadas las muestras.

2. Las muestras se agitaron con ayuda de un vortex por 10 segundos, con el fin de
desprender la biomasa y dispersar todos los posibles microorganismos presentes en el
medio.

3. Se vacio el contenido con la muestra en un mortero estéril y se afladieron 2 ml mas
de solucién salina, luego se procedié a macerar completamente la muestra.

4. Lo obtenido de la maceracion se pas6 a dos falcones de 50 ml. Uno de ellos
contenia 10 ml sal marina al 0,85% y extracto de malta (para recuperar hongos
enddfitos) y otro con CaCOg y glucosa, (para obtener bacterias enddfitas).

5. Estas muestras se dejaron en agitacion por 15 dias en el equipo Orbital HD-3000

Dimag (shaker) a 130 rpm y a temperatura ambiente.

Aislamiento de los microorganismos: Se tomaron las muestras de los dos falcén y
se sembraron en medio sélido ACA y PDA. Para aislar las bacterias se us6 agar ACA'y
se dejaron por 48 horas en incubacion a 25°C. En el caso de los hongos, se hizo un
tratamiento para eliminar los microorganismos acompafantes y recuperar solo las
cepas flingicas, sembrandolos en agar PDA suplementado con kanamicina 30 pg/mL%.

Se dejaron por 72 horas en incubacion a 25°C (Figura 11).

44



Figura 11. Aislamiento directo de microorganismos endofitos

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS ENDOFITOS

MUESTRA SIN CRECIMIENTO ‘

Adicionar 2 ml de solucién salina y agitar en vértex para liberar particulas
Vaciar contenido en los morteros y macerar.

Adicionar 2 ml de solucién salina.

Sembrar 2 ml en los medios:

R

[ |

Caldo base de agua marina (Sal Marina Caldo base de agua marina (Sal Marina
0.85%) suplementada con extracto de 0.85%) suplementada con CaCO,
malta |
‘ I
15 dias en Shaker
I

Agar ACA ‘{ Diluciones base 10 en solucion salina (107-10%)

Agar PDA +
Kanamicina

Preservacion de los microorganismos aislados.

Basados en el protocolo utilizado por Betancur L.A%®, se realizé la preservacion de las
bacterias a partir de un cultivo liquido en caldo tripticasa soya (TSB). Para ello, una
colonia aislada de cada microorganismo se inoculé en 3 ml de TSB, permitiendo su
crecimiento a temperatura ambiente con agitacion continua (120 r.p.m.) por 5 dias.

Posteriormente, los cultivos se centrifugaron a 7500 rpm por 15 minutos y se descarté
el sobrenadante en hipoclorito. Al precipitado (biomasa) se le adicionaron 3 mL de una
solucion estéril, compuesta de caldo Luria Bertani (LB) + Glicerol al 40% y se mezclo
en el vortex por 10 segundos para resuspender las colonias. Se pas6 1.5 mL de la
suspension a crioviales de 2 ml estériles por duplicado, se guardaron en el
ultracongelador a -80°C. La viabilidad y pureza de los viales preservados se verifico por
cultivo en medios sélidos a las 24 horas tras la criopreservacion. Este proceso se
realiz6 nuevamente 4 meses después de la primera evaluacion para confirmar la

viabilidad de los aislamientos y la eficiencia de la técnica de preservacion (Figura 12).
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Figura 12. Método de preservacion para bacterias

PRESERVACION DE BACTERIAS

Sembrar las colonias en
falcon 15 ml con 3 ml de TBS 45

MUESTRAS

Dejar en agitacion por
15 dias en shaker

Centrifugar a 6000 rpm x 15 minutos

y descartar el sobrenadante.

Afadir 3 ml de Lb + Glicerol al 40%
(Previamente esterilizado) y agitar
Pasar 1.5 ml en en el vortex para suspender las
crioviales por particulas

duplicado a -80°C

En el caso de los aislamientos fangicos, se utilizaron 4 protocolos diferentes, con el
objetivo de definir cual era el mas efectivo para conservacion de estos
microorganismos. Para todos los casos se partié de la siembra de los hongos en agar
PDA suplementado con kanamicina a una concentracion de 30 pg/mL, que se dejaron

por 72 horas en incubacion a 25°C.

Para los protocolos 1y 2, se esterilizaron previamente crioviales con 1.3 ml de glicerol
al 10% y se pusieron 3 discos de agar de cada hongo sembrado, preparando dos
crioviales por microorganismo. Para el protocolo 1, los crioviales se guardaron en
refrigeracién directamente a -80°C °%; para el protocolo 2, los crioviales se
suspendieron en nitrégeno liquido por 5 minutos antes de llevarlos a refrigeracion®
(Figura 13).
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Figura 13. Métodos de preservacion 1y 2 para hongos.

Repique de discos de agar con micelio en
agar PDA suplementado con kanamicina
\
Obtencion de discos de agar con micelio y
pase en crioviales (3 discos por frasco)
I

Adicionar 1.3 ml de glicerol METODO 2
al 10 %

I

J |

Guardara - 80 °C Pasar por nitrégeno liquido

|
Guardar a - 80 °C

METODO 1

En el caso de los protocolos 3 y 4, a cada caja de PDA se le afiadié 4 ml de agua
destilada estéril para hacer una suspension de esporas. Se esterilizaron previamente
crioviales con 2 ml de glicerol al 25% para el protocolo 3 y con 1 ml para el protocolo 4.
En ambos casos se les colocé 0.5 ml de la suspension de esporas, los crioviales del
protocolo 3 se guardaron en refrigeracion directamente a - 80° C%. Mientras que, para
el protocolo 4, los crioviales se suspendieron en nitrogeno liquido por 5 minutos antes
de llevarlos a refrigeracion®’. Se les se hizo evaluacién al mes y a los 4 meses y
adicionalmente, se realizaron pases semanales de las cepas, para garantizar su

existencia. (Figura 14)

Figura 14. Métodos de preservacion 3 y 4 para hongos.

PRESERVACION DE HONGOS

Adicionar 4 ml de agua destilada
a las cajas con crecimiento

Raspar con hisopos las colonias para
obtener una suspension de esporas

\

Adicionar 2 'y 3 ml de glicerol
(segun el método) al 25 %

I

Guardara - 80 °C 4{ Adicionar 0.5 ml de la ——— Pasar por nitrégeno liquido

suspension de esporas
Guardar a - 80 °C

METODO 4

METODO 3
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5.3.2 Evaluacion in vitro de la actividad antifungica de los microorganismos

obtenidos.

Recuperacion de la cepa Colletotrichum spp.

Se obtuvo una cepa del hongo fitopatdgeno Colletotrichum spp, aislada de un cultivo de
fresa (Fragaria ananassa) donada por el Centro de Biosistemas de la Universidad
Jorge Tadeo Lozano. Se sembrd en Agar arroz y Agar PDA y se incubo a 25°C por 7
dias.

Enfrentamiento directo Hongo-Hongo.

Se realizaron cultivos frescos de los hongos aislados y del patdgeno Colletotrichum
Spp. en agar arroz, para el montaje del ensayo. Posteriormente se cortaron discos de 6
mm de diametro de agar con micelio y se sembraron en Agar PDA enfrentando a los
hongos a evaluar y al patégeno, a una distancia de 1.5 cm del borde de la caja®
(Figura 15). Adicionalmente, se realiz6 un control positivo, donde solo se colocé un
disco de agar de Colletotrichum spp. Se llevaron las cajas a incubar a 25° C por 5 dias,
con lecturas diarias.

Figura 15. Protocolo enfrentamiento in vitro (Hongo-hongo) °*.

Antagonista Fitopatogeno

Disco de 6mm Disco de 6mm
obtenido del medio obtenido del medio
PDA PDA

*Figura tomada: Protocolos curso de Microbiologia.2017
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Screening primario para la determinacion de la actividad antifungica de las

bacterias.

Preparacion del fitopatdgeno fungico: Se prepar6 una solucion de conidias de
Colletotrichum spp. a partir de una caja con crecimiento fresco. Se hizo un
raspado con hisopos estériles de toda la biomasa y esta, se pas6 a un falcon
con 10 mL de solucion salina estéril, se agitd la mezcla y se filtré en jeringas con
algodon estéril. Una vez obtenida la solucion, se realizd conteo en cadmara de
Neubauer para determinar la concentracién de la solucion y ajustarla a 1x10°

Conidias/mL. Esta solucion fue disuelta en 500 mL de medio PDA semisolido®.

Evaluacion de la actividad antifungica por bioautografia: Se utilizo el ensayo
de bioautografia por overlay para hacer un tamizaje primario de las bacterias
aisladas para determinar cudles eran las mas activas. En este ensayo se
sembraron las bacterias antagonicas aisladas en agar ACA, colocando 10 pl de
cultivo liquido de las bacterias, por triplicado, en diferentes posiciones a lo largo
de toda el area de la placa y con distancias iguales entre si. Se llevan a
incubacion por 24 horas a 25° C. Transcurrido ese tiempo, se colocé el PDA
semisélido con la solucién de conidias sobre las cajas donde se sembraron las
bacterias y se llevé a incubacién por 72 horas a 25°C (Figura 16).
Figura 16. Ensayo de bioautografia por overlay sobre medio sélido*.

Suspensién conidios a 1X 10° conidios/mL

Incubacidn a 25¢C
por 24 horas.

( ogp|
Lectura cualitativa de formacién
de halos de inhibicion

*Figura tomada de: Protocolos del curso de Microbiologia. 2017,
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Screening secundario para la determinacion de la actividad antifungica de las

bacterias.

- Preparacion de las bacterias potencialmente activas: Basados en los
resultados obtenidos del primer screening, se hizo la elecciéon de un grupo de
bacterias que presentaron actividad frente al patdgeno en este ensayo. Tras la
seleccion, se realizaron siembras de estos microorganismos en caldo Tripticasa
soya (TSB) y caldo ACA, dejandolas en incubacion a temperatura ambiente y en
shaker por tres dias. Una vez crecidas, se realizaron dos ciclos de
centrifugacion, tomando 1000 pl del sobrenadante y pasandolos a tubos
eppendorf de 2mL. Se centrifugaron a 14000 rpm por 15 minutos, se pasaron
500 mL del sobrenadante nuevamente a tubos eppendorf y se repitio el ciclo de

centrifugacion.

Evaluacion de la actividad antifungica por difusién en placa.

Se prepararon placas con 30 mL de Agar Arroz, y se realizd una siembra masiva con
escobillones estériles de la suspension de conidias realizada anteriormente. Se
abrieron siete pozos de 6 mm de didmetro en cada placa (tres para las bacterias en
ACA, tres para las bacterias en TBS y uno para el control negativo) y se adicionaron
100 ul de cada suspension de los antagénicos a los pozos (Figura 17). Se llevaron las
cajas a incubar a 30° C por tres dias. Posteriormente se hizo la medicién de los halos

de inhibicioén.
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Figura 17. Ensayo de difusion en placa*.

/
»
{/
— A \/ J . » O=050
) QEOHEQ
/ QE0OEQ
Solucion del fitopatdgeno \_/
(Bacteria u Hongo) Adicionar S00uL de la solucion del Extender la suspension bacteriana TR ST
fitopatdgeno sobre una cajade agar  yfo fiingica por toda la placa de agar . "Iow’le mmbedlvme o
PDA© MH 5 veces rotando la caja 25° 811135 prcas SAmDraTas

»
’
Vi
//
QFOUON  incubar 1-3dias a 30°C
Q&0 0000
O 0110,

Medir los halos de inhibicion {indicado
con las flechas rojas) generados en las
muestras positivas

Adicionar 100uL del sobrenadante
del antagonista

Figura tomada de: Protocolos del curso de Microbiologia. 2017,

5.3.3. Ensayo en hojas de la actividad antifungica de los microorganismos
obtenidos.

Partiendo de los resultados obtenidos durante los ensayos in vitro, se sometieron los
microorganismos que presentaron actividad biolégica frente al Colletotrichum spp. a
ensayos en hojas de plantas de fresa, para hacer una aproximacion de como seria su

comportamiento en campo (Figura 18).
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Figura 18. Ensayo en hojas bajo condiciones de laboratorio.

ENSAYO EN HOJA DE LA ACTIVIDAD
ANTIFUNGICA DE LOS MICROORGANISMOS
AISLADOS

Obtencion de las hojas plantas de fresa: Se compraron cinco plantas de fresa
de cuatro meses y medio de edad, en el vivero San Miguel, ubicado en el
kilbmetro 4, via Sibaté - Fusa. Las plantas estaban en floracién y algunas ya
tenian frutos, eran provenientes de un cultivo en la vereda San Rafael. Donde
eran sometidas a irrigacién por goteo y la aplicacion de fertilizantes quimicos,
entre otros plaguicidas combinados. Se transportaron directamente al
Laboratorio de Productos Naturales Marinos del departamento de Quimica de la
Universidad Nacional y posteriormente se realizé el corte de las hojas sanas

para el montaje del ensayo.

Pretratamiento de las hojas: Las hojas se lavaron siguiendo el siguiente
protocolo de desinfeccion

1. Se lavaron las hojas con agua de chorro por dos minutos hasta eliminar el
suelo y demas contaminantes que sean evidentes a simple vista.

2. En dos recipientes profundos se afiadié solucién de hipoclorito de sodio al
0,5% y en el otro, etanol al 75% (150 ml en cada vaso de precipitado de cada

una de las soluciones).
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3. Después de lavar el material con agua de llave; se sumergio el material
vegetal en la solucidn de hipoclorito por 30 segundos con agitacion permanente,
luego se lavo con abundante agua destilada estéril en un vaso de precipitado.

4. Se sumergi6 en la solucion de etanol por 30 segundos también en agitacion
permanente y se enjuagd nuevamente con abundante agua estéril, dos veces
para eliminar los desinfectantes.

5. Se dej6 secar el material sobre toallas estériles en la cabina de flujo laminar.

Montaje del ensayo: Se prepararon camaras humedas en cajas de Petri, con
papel absorbente estéril y agua destilada estéril. Adicionalmente se prepard una
solucién de conidias [10°] y soluciones de los microorganismos antagénicos por
triplicado, siguiendo el mismo procedimiento que se uso en el ensayo de difusion

en placa.

Se realizaron tres réplicas por cada una de las tres suspensiones realizadas de
cada microorganismo, para un total de nueve réplicas por microorganismo en
total. El montaje, se realiz0 en dos fases. La primera fase, consistio en la
inoculacién de cada uno de los potenciales biocontroladores, para lo cual, se
frotaron escobillones estériles humedecidos en las soluciones del sobrenadante
libre de células por ambas caras de las hojas y se pusieron a incubar a 25° C por
24 horas. Se montaron adicionalmente, nueve controles sanos, a los cuales se
les frotaron escobillones con agua destilada estéril y 15 hojas adicionales, nueve
para el montaje del control patdégeno, a los que también se les aplic6 agua
destilada estéril y seis para el control positivo de tratamiento quimico con

|71

Benomyl'~, cuya concentracién se ajustd a 500ul/mL y se aplicd de la misma

forma.

Transcurridas las 24 horas, se dio inicio a la segunda fase del ensayo, la cual
consistié en la aplicacién del patdgeno. La inoculacion, consistié en realizar dos
lesiones con palillos estériles de 2 mm a ambos lados de las hojas y adicionar 10

il de la suspension de conidias preparada previamente, en cada herida (10°
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conidias/mL™)"*. Se volvieron a colocar a incubar en las mismas condiciones
anteriores, haciendo seguimiento continuo para evaluar el desarrollo del ensayo

y garantizar que no se perdiera la humedad de las cAmaras.

5.3.4. Identificacion de los microorganismos seleccionados por observacion
macroscopica, microscopicay pruebas bioquimicas

La identificacion de los microorganismos seleccionados por su actividad antifingica se
realiz6 mediante caracterizacion fenotipica y molecular. En el caso de la
caracterizacion fenotipica de los microorganismos, se evaluaron las caracteristicas
macroscopicas de cada aislamiento en medios enriquecidos y diferenciales
determinando el color, consistencia y forma de la colonia, la produccién de pigmentos
difusibles en agar, velocidad de crecimiento entre otras. Adicionalmente, se verificaron
las caracteristicas microscopicas de las bacterias y los hongos obtenidos por tincién de

Gram y Azul de lactofenol (técnica de impronta) respectivamente.

La caracterizacion fenotipica de los aislamientos bacterianos fue complementada con
pruebas bioquimicas usando el sistema WalkAway y se procesaron en el equipo
Microscan WalkAway plus de Beckman Coulter. Para ello, se realiz6 la reactivacion y
siembra de las cepas bacterianas en agar selectivo Mac Conkey y se incubaron a 30°C
por 48 horas. Posteriormente, se seleccionaron las colonias aisladas y se prepararon
las suspensiones de bacterias con ayuda del sistema PROMPT con las que se
inocularon los paneles, estos se ingresaron en el equipo Microscan WalkAway plus,
que incuba a 37°C, conserva la humedad y adiciona automaticamente los reactivos
necesarios para revelar las reacciones. Se dejaron por 24 horas, hasta la lectura de

resultados.

Este sistema, permite la identificacion bioquimica mediante sustratos convencionales y
la determinacion de resistencia o susceptibilidad frente a 32 antibioticos, ofreciendo una
confiabilidad del 99.0% en el resultado, al ser comparado con la base de datos interna
con la cual se obtuvo una identidad putativa del microorganismo que fue

posteriormente corroborada con los resultados obtenidos del analisis molecular
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5.3.5. Caracterizacion molecular de los microorganismos seleccionados.

Para confirmar la identidad de los aislamientos obtenidos, se realiz6 la caracterizacion
molecular mediante secuenciacion del Internal Transcriber Spacer 1 (ITS1) en el caso
de los hongos y en el caso de las bacterias, mediante amplificacion y secuenciacion del
gen 16S rARN (gen ribosomal 16S) los cuales fueron realizados como servicio externo
en Agrosavia (Tibaitata, Colombia). En ambos casos, la extraccion se realizé con kit
comercial y la cuantificacion en el equipo NanoDrop 2000. La amplificacion del DNA del
hongo, se hizo en un solo sentido (forward), utilizando los primers ITS-4 e ITS-1,
mientras que la de las bacterias se hizo en ambos (forward y reverse), utilizando los
primers 27F y 1492R. finalmente, la secuenciacién se hizo con la técnica sanger, en el
equipo ABI 3500.

El analisis de las secuencias obtenidas para los aislamientos bacterianos y el
aislamiento fungico se realiz6 usando la base de datos del GenBank, a través de la
plataforma  Blastn  (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). ~ Adicionalmente, las
secuencias parciales del gen 16S también se analizaron en las bases de datos de las
plataformas EZtaxon’®  (https://www.ezbiocloud.net/?bannerld=4) y Ribosomal
Database Project RDP"® (https://rdp.cme.msu.edu/treebuilder/treeing.spr) que cuentan
con secuencias curadas de cepas tipo de diversos géneros y especies bacterianos.
Los datos obtenidos de las tres plataformas para los aislamientos bacterianos y del
GenBank en el caso del aislamiento fungico, fueron comparados con las caracteristicas
fenotipicas evaluadas previamente con el fin de corroborar la concordancia entre ellos,

validando los resultados de clasificacion taxonémica de los aislamientos.
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6. RESULTADOS
6.1. Generacion de la coleccion de microorganismos marinos

6.1.1. Aislamiento de microorganismos epifitos y endofitos.

A partir de los protocolos utilizados, se obtuvieron un total de 184 microorganismos, de
los cuales, 16 fueron hongos (8.7 %) y 168 bacterias (91.3 %). Encontrando que el
método propuesto para el aislamiento de microorganismos epifitos, permitié obtener
todos hongos con respecto al método para la recuperacion de endofitos. En cuanto a
las bacterias, el mayor numero de cepas fue obtenido a partir de la maceracion y

siembra de las muestras.

Se hizo la descripcion macroscopica y microscépica de las cepas (Anexo 1) utilizando
improntas con azul de lactofenol para los hongos y tincién de Gram para las bacterias
(Anexo 2). Se observé que la mayoria de hongos presentaban gotas de exudado en los
bordes de las colonias, lo que podria indicar una alta produccién de metabolitos
secundarios. En la observacibn microscopica, presentaron estructuras hialinas y
dematiaceas, siendo predominantes las conidias. La identificacion con claves

dicotdmicas no fue posible en todos los casos, por incompatibilidad.

En cuanto a las bacterias, se encontraron colonias de todos los tipos. Estas
presentaron mejor desarrollo de biomasa en agar nutritivo, a diferencia del crecimiento
en agar ACA. Donde algunas colonias crecieron sumergidas en el agar y produjeron
halos. La observacién de las coloraciones, mostraron levaduras y consorcios de
bacterias, entre cocos Gram positivos y bacilos Gram negativos, en algunos de los

casos esporulados.
6.1.2. Evaluacion de métodos de conservacion

Para la evaluacion del método de conservacion utilizado para los hongos, se hicieron
siembras directas de los viales preservados un mes después y se encontr6 que el

protocolo 1 permitid recuperar todas las cepas, presentando una tasa baja de
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contaminacion cruzada y ademas conservo intacta la estructura de los discos con
micelio, haciendo mas féacil la siembra; en comparacion a otros métodos probados
(Anexo 3). De manera que se decidid conformar el cepario de hongos bajo este
meétodo, realizando viales de los hongos por duplicado. La cepa de Colletotrichum spp.,
obtenida del instituto de Biosistemas de la Universidad Jorge Tadeo Lozano, se

preservo por el mismo método en seis viales.

El método de conservacion utilizado para preservar las bacterias no presenté fallas, por

lo que el cepario de bacterias se preservo con esta metodologia.

6.2. Evaluacion in vitro de la actividad antifangica de los microorganismos
obtenidos.

6.2.1. Enfrentamiento directo hongo-hongo.

De los enfrentamientos directos realizados para determinar el potencial antifangico de
los 16 hongos aislados, se encontré que tres lograron inhibir al fitopatégeno. De estos,
se seleccionaron tres hongos, identificados con los niumeros 34, 48 y 13C para realizar
enfrentamientos in vivo, debido a que fueron capaces de reducir el crecimiento de

Colletotrichum spp., en mas de su 50% (figura 19).

Figura 19. Resultados de medicién de las areas de inhibicién de los hongos
antagonicos frente a Colletotrichum spp

Resultados enfrentamiento hongo-hongo

=
o
=]
2
=
w
‘E 500
T an
@ 4,00
- Colletotrichu
w 3,00 oifetotrichum spp.
=
o 2,00 N Biocontroladores
< 1,00
- v o & e o

o
&
O J

Microorganismos

~



Como estrategias de inhibicion se observo la produccidén de pigmentos y la secrecion
de gotitas liquidas en donde estan contenidos metabolitos secundarios con posible
actividad biolégica’, asi como micoparasitismo sobre la cepa de Colletotrichum spp.
También se observo que, aunque el tiempo de crecimiento y desarrollo de los hongos
ensayados es menor en comparacion al de Colletotrichum spp., esto no favorecio la

inhibicion en todos los casos.

6.2.2. Screening primario para la determinacién de la actividad antifungica de las

bacterias.
Evaluacion de la actividad antifungica por bioautografia.

La lectura de este ensayo fue cualitativa, a partir de la observacion de formacion de
halos de inhibicion. De esta manera, de los 168 aislamientos ensayados, se
seleccionaron 16 cepas bacterianas (9.5 %) que presentaron inhibicién, identificadas
con los nameros 295 - 296 - 298 - 312 - 315 - 364 - 365 - 385 - 387 - 480 - 482 - 484 -
486 - 478 - 406 y 447 para realizar un segundo screening.

6.2.3. Screening secundario para la determinacion de la actividad antifungica de

las bacterias.

Evaluacion de la actividad antifungica por difusién en placa.

Al realizar la lectura de las cajas de este ensayo, se observo que la mayor actividad
inhibitoria la presentaron los sobrenadantes libres de células provenientes de cultivos
en caldo tripticasa soya (TBS). De los 16 sobrenadantes de las bacterias probadas en
este método, siete mostraron inhibicion del patégeno y, por lo tanto, fueron
seleccionadas para probar en el ensayo en hojas. Las cepas seleccionadas fueron la
406, 447, 478, 480, 482, 484 y la 486 (figura 20).
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Figura 20. Resultados del ensayo de difusién en placa

RESULTADOS ENSAYO DE DIFUSION EN PLACA
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6.3 Evaluacién del ensayo en hojas de la actividad antifUngica de los
microorganismos seleccionados

Para determinar el porcentaje de dafio producido o inhibido en cada réplica se utiliz6 el
programa ImageJ (National Institutes of Health. 2016), que a partir de una imagen de la
superficie infectada permite conocer el area total y el area sana de las hojas, y a partir
de esos datos discriminar el area enferma (area total - area sana). Una vez obtenidos
estos valores, se realizé un promedio de las nueve lecturas y se sometieron los datos a
la aplicacion del test de Grubbs, que permite calcular valores atipicos dentro de los
datos mas extremos y asi saber si se pueden eliminar y continuar con el analisis.
Finalmente, se calculd6 la desviacion estandar y se eligieron dos de los

microorganismos que presentaron el porcentaje de dafio mas bajo (Figura 21).
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Tabla 1. Datos ensayo in vitro sin dato atipico

Porcentajes de dafio Desviacié
n

LECTURA 1 2 3 4 5 6 7 8 Promedio | estandar
Control
sano 0 0 1,64 0 0 3,7 1,3 1,9 1,07 1,19
Benomyl 10,33 4,4 0 0 8,1 4,57 3,82
Control
patdgeno 93,25 | 96,79 91,4 8,72 11,7 96,1 99,3 70,8 71,00 34,01

406 43,89

48 9,59 64,9 25,32 9,5 18,6 37,1 40,7 33,7 29,93 16,28
13C 4,87 0 2,69 8,1 4,7 19,2 27,4 22,0 11,13 9,03
447 57,07 4,4 61,53 4,5 2,6 39,4 27,2 52,0 31,10 21,99
482 4,33 7,89 42,5 49,59 23,6 18,5 20,21 15,35

486 5,04 3,36 39,9 2,64 4,8 8,5 0 29,2 11,69 12,88

489 39,31 17,73 13,6 10,71 3,0 26,4 12,8 42,8 20,80 12,49

Figura 21. Andlisis estadistico del ensayo in vivo en hojas de fresa.

RESULTADOS ENSAYO EN HOJAS
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Como se aprecia en la tabla 1 y figura 21, las bacterias 478, 484 y el hongo 34
mostraron la mayor reduccion en el area foliar afectada con porcentajes de dafio del
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2,57%, 3,23% y 5,94%% respectivamente. EStos microorganismos se caracterizaron
por generar una reduccion en el porcentaje de dafio estadisticamente significativa en
comparacién al control del patégeno. Los resultados demostraron ademas que estos
microorganismos presentaban menor variabilidad entre las réplicas (Figura 22), lo cual
podria incidir en su desempefio en campo a diferencia de lo obtenido con aislamientos
como 447, 482 o 486 en donde el coeficiente de variacion fue superior al 50%
indicando falta de reproducibilidad de los resultados entre las diferentes réplicas
bioldgicas evaluadas.

Figura 22. Resultados del ensayo in vivo en hojas de fresa.
CONTROL SANO
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6.4. Identificaciobn de los microrganismos seleccionados por observacion
macroscopica, microscopicay pruebas bioquimicas

La formulacién de un inoculante bioldgico para el control fitosanitario de hongos
fitopatdogenos, requiere que el aislamiento biocontrolador sea inocuo para animales,
humanos y otras plantas. Por ello, es necesario realizar un proceso de identificacion
taxondmica de los microorganismos con potencial antifingico en aras de asegurar que
SuU USO en campo no representa un riesgo biolégico para otros organismos o el medio
ambiente. En este sentido, se decidio realizar la caracterizacion taxonomica de los

aislamientos 478, 484 y 37 mediante pruebas fenotipicas y moleculares.

En el primer caso (evaluacion fenotipica), se determinaron las caracteristicas
macroscopicas, microscépicas y bioquimicas de los aislamientos seleccionados. Como
resultado se obtuvo que las bacterias 478 y 484 son bacilos Gram negativos (Figura
23), fermentadores de lactosa y productores de un pigmento rojizo (Figura 24),
caracteristico del género Serratia. Teniendo en cuenta estos resultados previos, se les
montd un panel de identificacion tipo WalkAway para microorganismos Gram negativos
y el equipo identific6 ambas cepas como Serratia marcescens con un 99.99% de
probabilidad segun su base de datos. Las pruebas bioquimicas indicaron que tiene un
metabolismo fermentador de glucosa y de lactosa lento, no hidroliza la urea ni
desamina la ornitina, lo que indica que no presenta una gran actividad enzimatica
(Figura 25).

Figura 23. Resultados tincion de Gram. Bacilos Gram negativos
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CEPA 484 CEPA 478

Figura 24. Crecimiento en agar Mac Conkey. Colonias rojas fermentadoras lentas de
lactosa.

CEPA 484 CEPA 478

Figura 25. Resultados del panel de identificacion bioquimico (aplica para la cepa 484 y

478).

INFORME GLOBAL DE ESTADO DE PANEL
Identificacion del paciente: 484 Fecha de muestra: 19/09/2019
Muestra: 484 Fecha de muestra: 19/09/2019
Origen: Académico Fecha de muestra: 18/09/2019 10:18:37 am
Tipo de panel: Neg Combo 72 Proxima lectura. NO
WalkAway: WalkAway 4030103 Torre: 5
Estado de panel: En WalkAway, Completo Nivel: 2

DATOS OBTENIDOS DIRECTAMENTE DE Walk Away

Biotipo: 70445257066

Identificaciéon de microorganismos

Microorganismo % de probabilidad Caracteristicas especiales
1. S. marcescens 99.99 Pigm rojo var
Resultados bioquimicos
GLU | RAF | INO | URE TAR | OF/G
+ - + + LYS+| TDA- | CIT+ | CL4 + - + NIT +
SUC | RHA | ADO ACE FD64
- - - H2S-|ARG-| ESC+ | MAL- | CF8 + - P4 + +
ARA | MEL ORN ONPG
SOR- - - IND - + VP- + TO4+ |CET-| K4- | OXI-
Resultados de CIM
CAZIC CFT/C CP | CR
AIS | AK | AM | AZT | CAZ A CFT A CFX | CFz CL |CP| E M | ETP
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Por otra parte, la observacion microscopica del hongo 34, permitid evidenciar la
produccion de abundantes conidias dematiaceas en cadena e hifas hialinas septadas.
Macroscopicamente, este aislamiento fungico se caracteriza por producir colonias
dematidceas filamentosas elevadas en medio PDA tras 04 dias de incubacion (Figura
26). Infortunadamente, los resultados obtenidos no fueron suficientes para realizar una
identificacion presuntiva con las claves dicotomicas usuales, haciendo necesaria la

comparacién con los resultados moleculares.

Figura 26. Observacién macroscopica y microscépica del hongo aislado

Crecimiento en PDA Impronta en azul de lactofenol

6.5. Resultados de la caracterizacion molecular de los microorganismos

seleccionados

Con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos de las caracteristicas fenotipicas
de los aislamientos bacterianos 478 y 484 y determinar la identidad del aislamiento
fungico 34; se llevd a cabo un proceso de secuenciacion del gen 16s ADNr para el caso
de las bacterias, utilizando los primers 27F (5- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y
1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'). Para el aislamiento fungico se usaron los
primers ITS- 4 (TCCTCCGCTTATTGATAT) e ITS -1 (TCCGTAGGTGAACCTGCG).
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En el caso de las bacterias, las secuencias obtenidas no permitieron la generacion de
una secuencia consenso, por ello, el analisis tuvo que llevarse a cabo usando las
secuencias parciales obtenidas con ambos primers (Forward y Reverse) las cuales

tuvieron en promedio una longitud de 550-600 pb.

Como se presenta en la tabla 2, los resultados de las secuencias parciales
corroboraron la informacion fenotipica obtenida anteriormente, indicando que ambos
aislamientos bacterianos pertenecen al género Serratia, siendo su vecino cercano las
especies S. marcescens y S. nematodiphila con porcentajes de similaridad superiores
al 99%. Estos resultados fueron reproducibles en las tres bases de datos dando

soporte a la identificacion de estos aislamientos bacterianos.

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de los aislamientos bacterianos de la secuenciacion

del gen 16s rARN

CEPA [SECUENCIA BLAST % SIMILA| EZ TAXON | % SIMILA RDP % SIMILA
RIDAD RIDAD RIDAD
Serratia sp. ig;:?{f diphil Serratia 98,6%
NJAU- 99,5% 2 DSM 99% marcescens
N19bac 21420 CF-S28
Serratia Serratia Serratia 98%
FORWARD marcescens 99,5% |marcescens 98% marcescens
S6BD2 ATCC 13880 IRGB 500
Serratia Serratia Serratia 98%
marcescens 99,5% |marcescens 98% marcescens
HDO1 KRED IRGB 501
478 Serratia Serratia Serratia sp. 99%
marcescens 99,8% |marcescens 99,8% B7-L
Ww4 KRED
. Serratia 99%
Serratia o, |NE€matodiphil 0 Serratia sp.
REVERSE gf_rgzzcens 99.6% | bsm 98% Iy1.32
21420
Serratia . 99%
marcescens Serratia Serratia sp.
subsp. 99,6% |marcescens 99,4% XT-1
. ATCC 13880
sakuensis B7
Serratia Serratia Serratia 100%
484 | FORWARD |marcescens 99,2% |marcescens 100% marcescens
ZK2 ATCC 13880 21-2
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Serratia Serratia Serratia 99,6%
marcescens 99,1% |marcescens 100% MArcescens
ZCL-01 KRED
Serratia . 99,6%
Serratia sp nematodiphil Serratia
' 99,1% 100% marcescens
Jx- 14 a DSM AS-1
21420
Serratia Serratia Serratia s 97,1%
marcescens 100% |marcescens 100% PRGB11 P:
21-2 KRED
Serratia 97,1%
Serratia sp. nematodiphil 0 Serratia sp.
EMO017 99.8% a DSM 100% PSGBO07
REVERSE 21420
Serratia . . 97,1%
Serratia Serratia
marcescens
99.8% |marcescens 99,6% marcescens
subsp.
_ ATCC 13880 M9
sakuensis B7

En el caso del aislamiento fungico 34, para la region ITS se obtuvo una secuencia de
522 pb. Esta secuencia fue evaluada en la plataforma Blastn, obteniendo como
resultado que 34 corresponde a un aislamiento del género Neoscytalidium estando
cercanamente relacionado con la especie N. dimidiatum con un porcentaje de
similaridad superior al 97%. Al igual que en el caso de las bacterias, las caracteristicas
macro y microscopicas reportadas para este género fungico fueron comparadas con las
obtenidas para el aislamiento 34 encontrando concordancia entre ambas confirmando

asi la pertenencia de 34 a este género fungico (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion taxonémica del aislamiento 34 mediante secuenciacién de region

ITS.
AISLAMIENTO BLAST % SIMILARIDAD
a4 NeoscytaBIi/o\I/iﬂr-r_\rgTidiatum 08.11%
Neoscytalii:trlllwzdimidiatum 97.75%
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7. DISCUSION

En Colombia, los estudios enfocados hacia este tema han demostrado la enorme
riqgueza metabdlica del mar caribe. Existen reportes de sustancias aisladas de algas,
esponjas y corales, que se han probado contra diferentes microorganismos que
actualmente presentan multirresistencia a farmacos, contra fitopatdgenos y contra
células cancerigenas’. El principal enfoque de estos estudios esta dirigido a la
obtencion de especies de actinobacterias y Bacillus, ya que han demostrado ser
excelentes productoras de metabolitos secundarios que se han ensayado contra
patdgenos de interés fitosanitario. Sin embargo, se han encontrado otras especies con
un enorme potencial, donde destacan las levaduras y algunos hongos metabdlicamente

aCtiV0552'53'55'56.

En el presente estudio, se incluyeron 84 muestras provenientes de diferentes zonas
costeras del caribe Colombiano, que se evaluaron para conocer su potencial
antifangico contra el hongo fitopatégeno Colletotrichum sp. La metodologia utilizada,
permitié identificar tres aislamientos que demostraron una alta efectividad durante los
ensayos realizados. La identidad de estos, corresponden a dos bacterias del género
Serratia sp con un 99.1 % de compatibilidad y un hongo Neoscytalidium dimidiatum con
un 97.9% de compatibilidad, segun los resultados del andlisis en las tres diferentes

bases de datos empleadas® 3 > °,

El género Serratia ha sido reportado previamente como rizobacteria promotora de
crecimiento y como agente de biocontrol. Estas habilidades se asocian principalmente
a la produccion de un pigmento rojo caracteristico denominado prodigiosina, al cual se
le describen propiedades antioxidantes, antitumorales, antibidticas, entre otras. La
produccion de esta sustancia depende de las condiciones a las que esté expuesta la
bacteria. La temperatura ideal de crecimiento varia entre los 20 y 27°C, sin embargo, se
han encontrado cepas que pueden resistir un choque térmico de hasta 60°C, lo que
sugiere a esta sustancia como candidata para ser usada en cultivos con diferentes
temperaturas. El medio de cultivo que mas se utiliza para la obtencion de prodigiosina

es el medio LB, pero el empleo de sustancias como el etanol, glucosa, glicerol y acidos
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grasos de semillas oleaginosas, pueden dar un mejor resultado para la produccion de

esta sustancia’®.

En cuanto a la actividad antifingica, se ha encontrado que esta relacionada con la
capacidad quitinolitica de Serratia; la cual depende de la produccién de enzimas
quitinoliticas y proteinas accesorias. Se han descrito tres enzimas con esta capacidad,;
ChiA que estéa relacionada con quitoolisacaridos de cadena larga y quitina insoluble,
ChiB con quitotriosa y ChiC con formas solubles de quitina’’. Su capacidad depende
también de la sinergia que exista entre estas enzimas y las proteinas accesorias. Estas
quitinasas tienen mejor capacidad a temperaturas entre 27-32,5°C. Se ha reportado

actividad antifangica frente a Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, entre otros.

En un estudio realizado por Gutiérrez et al’® se evalué en qué condiciones mejoraba la
produccion de prodigiosina y quitinasas, la respuesta del crecimiento micelial y
germinacion de conidias de un aislamiento de Colletotrichum gloeosporioides frente a
tres aislamientos de Serratia marcescens. Respecto a las condiciones para la
produccion de metabolitos; se obtuvo que la produccion de prodigiosina se ve
favorecida en medios con mani (Arachis hypogaea), donde se producen de 2 a 3 veces
mas en comparaciéon con el medio LB. La mayor produccién de quitinasa se di6 a las
16 horas especialmente en medio soja (Glycine max) y se obtuvo que hubo una
reduccion del 40% en crecimiento micelial y de 81,89% de germinacion de conidias

desde las primeras 6 horas de contacto.

La produccion de estas sustancias por parte del género Serratia la hacen un
microorganismo prometedor para el control bioldégico de diversos microorganismos; en
este proyecto se evidenci6 la reduccién del dafio en porcentajes desde 9,35% hasta el
0%. Esta efectividad puede ser aumentada, empleando medios y condiciones de cultivo
diferentes. El uso directo de este género tiene un uso limitado debido a que pertenece
a la familia Enterobacteriaceae que es patogena para el ser humano, por ello, se
recomienda la implementacion de medios de cultivo que favorezcan la produccién de

los metabolitos activos para poder ser usados en campo.
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Por otro lado, el biocontrolador fungico aislado es Neoscytalidium dimidiatum, un moho
predominantemente feoide que causa dermatomicosis y onicomicosis cronicas en
humanos, principalmente en los pies. La nomenclatura de N. dimidiatum ha sido
controvertida debido a la produccion de artroconidios sinanamorfos picnidiales y de las
colonias hialinas y/o feoides. Otro nombre por el cual es clasificado es Scytalidium

dimidiatum’®.

Actualmente, no existen reportes del hongo Neoscytalidium dimidiatum como
biocontrolador, por el contrario, este es un patégeno oportunista tanto para el hombre,
como para las plantas. En las plantas causa el chancro, manchas en la superficie del
tallo y podredumbre negra interna en la fruta. La mayoria de los aislamientos de este
fitopatdogeno, se han hecho en paises de oriente, como Malasia y China donde se ha
asociado a infecciones en cultivos de pitahaya’ y en plantas ornamentales como la
Sansevieria trifasciata, cominmente conocida como la lengua de suegra, causado tizon

foliar®.

En latinoamérica, se han reportado casos de infeccién en arboles como el mango en
Venezuela® y de pitahaya en Costa Rica®'. Su mecanismo de infeccién depende de las
condiciones de estrés a la que esté sometida la planta, ya sea por regimenes hidricos
desfavorables, condiciones secas o altas temperaturas. Una vez el hongo se ha
introducido en la planta a través de heridas previas, se hospeda debajo de la corteza,
formando masas de esporas que se convertiran en chancros. En la superficie de estos

ultimos se forman picnidios y por ultimo, los tallos se pudren.

En el ser humano, las infecciones son causadas de forma endémica en zonas
tropicales y subtropicales, como Africa, América del Sur, el Caribe, India y Asia, a
través de la exposicion directa o indirecta a suelo contaminado. Los casos van desde
dermatomicosis y onicomicosis principalmente en pies, hasta endocarditis e
infiltraciones pulmonares asociadas a un cuadro de inmunosupresion de los

pacientes®! 8,
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En los ensayos realizados, se observa un buen potencial antagonico contra el
Colletotrichum spp, inhibiendo en un 55% al hongo fitopatdgeno durante el
enfrentamiento directo in vitro y disminuyendo el porcentaje de dafio en un 94,06%
durante el ensayo en hojas de fresa. Aunque no se sabe con certeza a que metabolitos
se debe su actividad antifingica para inhibir el desarrollo de la enfermedad, al ser
aplicado como tratamiento previo a las hojas antes de la infeccion, su efectividad

supero el porcentaje que alcanzo el agroquimico utilizado como control (Benomyl).

Por otra parte, en cuanto al resultado obtenido tras el enfrentamiento directo, se puede
decir que el porcentaje de inhibicion se atribuye ya sea al micoparasitismo, por la forma
como el hongo Neoscytalidium dimidiatum crecid, en comparacion al Colletotrichum
spp. Se ha descrito, ademas, que la produccién de melanina asegura su supervivencia
y es ademas un factor de virulencia que lo protege contra las agresiones del medio
ambiente y del huésped, radiaciones ultravioleta y temperaturas extremas®*. También le
confiere resistencia contra muchos de los antimicoticos usados de las especies
dematiaceas, motivo por el cual pudo sobrevivir a las condiciones del ambiente donde

fue aislado.

Como ya se menciond, ambos microorganismos aislados son patégenos para el ser
humano. Sin embargo, los avances cientificos de la actualidad permiten explorar
alternativas para volver viables estos microorganismos, ya sea a partir del aislamiento
de las sustancias encargadas de la actividad antifangica o por silenciamiento de genes.
La aplicacién de técnicas para aislar las sustancias de interés, puede permitir extraer y
fraccionar todos los compuestos, poder estudiarlos de forma independiente y conocer

las propiedades de cada uno y si presentan toxicidad para el ser humano.

Actualmente, la tecnologia para la edicion de genes ha cogido fuerza para su
implementacion en el control bioldgico, ya que estan enfocadas a mitigar los genes
encargados de la sintesis de los factores de virulencia que poseen aquellos

microorganismos que presentan buenos resultados en los enfrentamientos in vitro, pero
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gue no son viables para su aplicacion en el campo. Dentro de los métodos que mas se
han utilizado se encuentran la introduccion de ARN antisentido, ARN bicatenario
(ARNds; también llamado interferencia de ARN, o ARNi, en animales) o transgenes
sensoriales (también llamados co-supresién en plantas o sofocacion de hongos). Su

principal objetivo es inhibir genes a nivel postranscripcional en diferentes organismos®.

Teniendo en cuenta lo anterior, se puede decir que los resultados obtenidos en este
trabajo, contribuyen al estudio de tratamientos alternativos para el control biolégico de
enfermedades en los cultivos de interés comercial en Colombia. Sin embargo, aun
faltan muchos estudios que complementen estos hallazgos, para poder obtener un
producto viable que permita proteger los cultivos de fresa contra la antracnosis
producida por el hongo Colletotrichum spp., favoreciendo la actividad agricola, la

economia y la importacion de Colombia.
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8. CONCLUSIONES

1. En las pruebas de tamizaje in vitro realizadas, 3 hongos y 7 bacterias
demostraron una capacidad antagonica superior al 30%, lo que demuestra su
potencial para inhibir el crecimiento del hongo fitopatdégeno Colletotrichum spp.
bajo condiciones de laboratorio. De estos microorganismos, 2 hongos y 2
bacterias, presentaron los valores més significativos en los ensayos en hojas.

2. Los microorganismos seleccionados para caracterizar molecularmente fueron
identificados como Serratia sp y Neoscytalidium dimidiatum. Ambos, patégenos
para el ser humano y para algunos cultivos, por lo que se concluye que su uso
directamente no representa un mecanismo de biocontrol adecuado.

3. Los resultados obtenidos permiten inferir que, la actividad antifungica de los
microorganismos evaluados puede ser una alternativa biolégica para controlar la
infeccion por Colletotrichum spp. en plantas de fresa. Para ello, es necesario
complementar el estudio con la evaluacion de las sustancias secretadas
producidas y responsables de la actividad bioldégica para garantizar que no
produzcan efectos téxicos para el agricultor o los consumidores o la aplicacion
de otras tecnologias que vuelvan viables los resultados obtenidos de este

proyecto.
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Recomendaciones

Uno de los principales inconvenientes durante la realizacion de este trabajo, fue la alta
variabilidad encontrada en los resultados de los ensayos realizados en hoja. Ya que,
resultéd dificil controlar todas las variables que representan interferencias en el ensayo.
Motivo por el cual, se encontraron datos inconsistentes que interfirieron con la
seleccion de los microorganismos y la calidad del ensayo, por lo que se hizo necesaria
la aplicacion del test de Grubbs para determinar cuales eran los valores desviados de

la tendencia para poder eliminarse del analisis estadistico.

De acuerdo con lo anterior se recomienda, en primer lugar, realizar el ensayo en
plantas completas para evitar falsos resultados por la herida que se hace al momento
de cortar las hojas. Segundo, seleccionar plantas jévenes, de una misma edad y libres
de agroquimicos para evitar interferencias con otros productos presentes, que puedan

inhibir a los biocontroladores que se estan estudiando.

Tercero, cabe resaltar que la variabilidad entre los resultados obtenidos in vitro,
ademas de ser consecuencia de todo lo anteriormente mencionado, puede deberse
también a la procedencia de los microorganismos que se estan utilizando. Ya que,
estos fueron aislados de su hébitat natural y sometidos a diferentes condiciones
medioambientales entre los ensayos. Aunque esto no se puede corregir, si se sugiere
gue las muestras sean procesadas tan pronto se pueda luego de ser tomadas, para
garantizar la recuperacion de los microorganismos lo mas parecido a como se
comportan en su entorno natural y no someterlos a estrés o a una competencia con el

demas microbiota que pueda matarlos.
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Tabla 1. Caracteristicas macroscopicas de aislamientos fungicos

Muestra

Anverso Reverso Microscopia

30

50

60

15

85



Verde

Blanca

34
4

19

48

36

31

86



50,2,74

Tabla 2. Caracteristicas microscépicas en tincion de Gram

AISLAMIENTO DESCRIPCION

82 Coco bacilos Gram negativos

68 Bacilos Gram positivos

68 (b) Coco Gram negativos

54 Levaduras

15 Bacilos Gram positivos

15 (b) Levaduras

31 Cocobacilos Gram negativos

77 Cocos Gram positivos

47 Cocos Gram negativos

30 Cocos Gram Negativos

64 Bacilos Gram positivos

25 Cocos Gram negativos

75 Levaduras y cocobacilos

84 Bacilos Gram positivos y levaduras

84 (b) Cocos Gram negativos

24 Cocos Gram positivos

24 (b) Bacilos Gram negativos

28 Bacilos Gram positivos y levaduras

21 Cocos Gram negativos

6 Levaduras

83 Cocobacilos Gram negativos y bacilos Gram positivos
53 Cocos Gram negativos y bacilos Gram positivos
17 Cocos Gram negativos y bacilos Gram positivos
47 Cocos Gram negativos y bacilos Gram positivos
58 Bacilos Gram negativos

78 Levaduras

49 Cocos Gram negativos

11 Cocos Gram negativos

62 Cocos y bacilos Gram positivos

42 Bacilos Gram negativos

72 Cocos Gram negativos, bacilos Gram negativos y levaduras
7 Levaduras

19 Cocos Gram negativos y levaduras

65 Bacilos Gram positivos y levaduras

35 Levaduras

12 Levaduras

76 Cocobacilos Gram negativos

18 Cocos Gram positivos
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37
11
61
79

Levaduras
Levaduras

Bacilos Gram negativos y levaduras

Levaduras

Tabla 3. Métodos de conservacion fungica ensayados.

Muestra Discos en 1.3 ml de | Discos en 1.3 ml de | Suspensidn de | Suspensién de
glicerol al 10% y a - | glicerol al 10%, | esporas en agua | esporas en agua
80°C nitrégeno y a -80°C destilada estéril mas | destilada estéril

0.5 ml de glicerol al | mas 0.5 ml de
25%y a -80°C glicerol al 25%,
nitrégeno y a -80°C

4 Buen crecimiento Buen crecimiento Buen crecimiento Buen crecimiento

4 Cartagena

Buen crecimiento

Buen crecimiento

Buen crecimiento

Buen crecimiento

6

Buen crecimiento

Buen crecimiento

Contaminado

Contaminado

13 Cartagena

Buen crecimiento

Buen crecimiento

Contaminado

Contaminado

15

Buen crecimiento

Contaminado

No crecio

No crecio

7 Cartagena

Buen crecimiento

Contaminado

Contaminado

Contaminado

30 Buen crecimiento Contaminado No crecié No crecié

31 Buen crecimiento Buen crecimiento Buen crecimiento Buen crecimiento
34 Buen crecimiento Buen crecimiento Buen crecimiento Buen crecimiento
36 Buen crecimiento Buen crecimiento Poco crecimiento No creci6

38 Buen crecimiento Buen crecimiento Buen crecimiento No crecié

48 Buen crecimiento Buen crecimiento Buen crecimiento Buen crecimiento
49 Buen crecimiento Buen crecimiento Contaminado Contaminado

60 Contaminado Buen crecimiento Buen crecimiento Buen crecimiento

X maceraciéon

Contaminado

Buen crecimiento

Buen crecimiento

Buen crecimiento

X

Buen crecimiento

Contaminado

Contaminado

Contaminado
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Anexo 4. Porcentajes de dafio en ensayo en hojas.

CONTROL SANO

23,59%

0%

0%

1,64%

0%

R,

1,3%

1,9%

3,7%

Benomyl

10.33%

94.52%

4.4%

0%

2.0%

0%

89




CONTROL PATOGENO

100%

96.79%

93.25%

91.4%

8.72%

8.3%

70.8%

406

82.88%

6.92%

18.42%

6.5%

65.3%

23.7%

90




34

8.71%

0%

5.0%

11.1%

100%

9.59%

64.9%

25.32%

9.5%

18.6%

91




37.1%

40.7%

33.7%

13C

4.87%

0%

96%

2.69%

8.1%

4.7%

19.2%

27.4%

447

1.56%

57.07%

€

61.53%

4.5%

2.6%
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39.4%

27.2%

52.0%

49.59%

18.5%

8.79%

9.35%

4.0%

0.27%

2.1%

2.7%
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8.1%

0%

478

s

1.16%

6.8%

1.0%

5.1%

0%

9.2%

0%

486

5.04%

3.36%

39.9%

94




2.64%

4.8%

8.5%

29.2%

40.8%

41.03%

15.1%

17.73%

3.0%

76.5%

26.4%

12,8%

56.8%
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Anexo 5. Resultados ensayo in vitro

LECTURA Porcentajes de dafio Desviacién
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Promedio Estandar

Control

sano 23,59 0 0 1,64 0 0 3,7 1,3 1,9 3,57 7,176
Benomyl 10,33 94,52 44 0 0 8,1 96,1 99,3 19,56 33,741
Control

patégeno | 93,25 96,79 91,4 8,72 8,3 11,7 96,1 99,3 70,8 64,04 39,300
406 82,88 6,92 94,1 18,42 5,3 6,5 53,4 65,3 23,7 39,60 32,885
34 8,71 2,09 0 100 12,1 3,0 5,0 11,1 5,6 16,39 29,806
48 100,00 9,59 64,9 25,32 9,5 18,6 37,1 40,7 33,7 37,71 27,383
13C 4,87 0 96,0 2,69 8,1 4,7 19,2 27,4 22,0 20,56 28,150
447 1,56 57,07 4,4 61,53 4,5 2,6 39,4 27,2 52,0 27,82 23,870
482 4,33 7,89 42,5 49,59 4,1 11,1 23,6 81,8 18,5 27,05 24,703
484 8,79 9,35 4,0 0,27 2,1 2,7 8,1 0 0 3,91 3,644
478 1,16 3,62 6,8 2,82 1,0 5,1 0 9,2 0 3,30 3,014
486 5,04 3,36 39,9 2,64 4,8 8,5 0 29,2 40,8 14,93 15,804
489 39,31 17,73 13,6 10,71 3,0 76,5 26,4 12,8 42,8 26,99 21,502

Se realiz6 el Test de Grubbs con el fin de determinar datos atipicos y poder evaluar de mejor
forma los resultados.

Prueba de Grubbs
Muestra 2 3 4 5 6 7 8 9
Control sano 0,50 0,27 0,50 0,50 0,02 0,32 0,23
Benomyl 0,27 0,45 0,58 0,58 0,34
Control
patégeno 0,74 0,83 0,70 1,41 1,42 1,33 0,82 0,90 0,17
406 1,32 0,99 1,66 0,64 1,04 1,01 0,42 0,78 0,48
34 0,14 0,45 0,38 0,18 0,36
0,45 1,03 0,70 0,02 0,11 0,15

0,56 0,73 0,63 0,44 0,56 0,05 0,24 0,05
447 1,10 1,23 0,98 1,41 0,97 1,06 0,49 0,02 1,01
482 0,92 0,78 0,63 0,91 0,93 0,64 0,14 0,35
484 1,34 1,49 0,02 1,00 0,51 0,34 1,15 1,07 1,07
478 0,71 0,11 1,16 0,16 0,75 0,60 1,10 1,95 1,10
486 0,63 0,73 1,58 0,78 0,64 0,41 0,94 0,91 1,64
489 0,57 0,43 0,62 0,76 1,12 - 0,03 0,66 0,74

G Tabulado (10) 2,290

G Tabulado (9) 2,215

G Tabulado (6) 1,887
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Resultados obtenidos sin dato atipico

Porcentajes de dafio L
Desviacion

LECTURA 1 2 3 4 5 6 7 8 Promedio | estandar
Control
sano 0 0 1,64 0 0 3,7 1,3 1,9 1,07 1,19
Benomyl 10,33 4,4 0 0 8,1 4,57 3,82
Control
patégeno 93,25 96,79 91,4 8,72 11,7 96,1 99,3 70,8 71,00 34,01
406 82,88 6,92 94,1 18,42 6,5 53,4 65,3 23,7 43,89 30,57

48 9,59 64,9 25,32 9,5 18,6 37,1 40,7 33,7 29,93 16,28
13C 4,87 0 2,69 8,1 4,7 19,2 27,4 22,0 11,13 9,03
447 57,07 4,4 61,53 4,5 2,6 39,4 27,2 52,0 31,10 21,99

486

5,04

3,36

39,9

2,64

4,8

8,5

29,2

20,21

11,69

12,88

489

39,31

17,73

13,6

10,71

3,0

26,4

12,8

42,8

20,80

12,49
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