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INTRODUCCION
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ANTRACNOSIS B
Agente causal:
Colletotrichum spp

CONTROL CULTURAL

INFECTED INFECTED SEMI-MATURE  INFECTED MATURE
WHITE FRUIT FRUIT FRUIT
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:

Evaluar el potencial biocontrolador de aislamientos
microbianos obtenidos de macroorganismos marinos en el
caribe colombiano para el manejo del hongo fitopatégeno
Colletotrichum spp. en cultivos de Fragaria sp.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

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

e FEvaluar 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.

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




ANTECEDENTES

Primer  aislamiento Métodos
de un  Producto aislamiento
Natural Marino: hongos asociados
spongotimina a
aislada de una marinos
esponja.
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Diversidad de
actinobacterias
provenientes  de
sedimentos
marinos

organismos

Glicolipidos  extraidos Los
de Bacillus

licheniformis presentan

actividad antifungica

frente a Botritys cinerea

y Colletotrichum de
acutatum.

marinos
Trichoderma
asperellum

harzianum inhiben en
un 100% el crecimiento
Colletotrichum

gloeosporioides.

T

Pseudoalteromonas
tunicata y

Stenotrophomonas

aisladas de esponja,
erizo de mar vy
Ophiura  presentan
actividad antifungica

Aislamiento de
actinobacterias procedentes
de muestras de
sedimentos,

invertebrados y algas
provenientes de

Providencia y Santa
Catalina.

Dos metabolitos aislados
de Streptomyces

proveniente de un alga
verde presentan actividad
frente a  Colletotrichum

gloeposporioides




MARCO TEORICO

REINO Plantae

ORDEN Rosales

FAMILIA Rosaceae

GENERO

Fragaria

CONDICIONES DE CULTIVO
Temperatura: 15 - 20 °C
Humedad: 60-70%
CICLO FENOLOGICO
150 dias

CARACTERISTICAS GENERALES DEL CULTIVO
DE FRESA

Flores Se agrupan en
inflorescencias de 5 y 6 sépalos " .-
y 5 a 6 pétalos de color blanco.

Corona: Roseta de
aproximadamente 2,5 cm contiene
los tejidos vasculares, en la base
confiene hojas y yemas que
pueden generar coronas nuevas.

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

y se originan en la corona. Las

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

fresa. (Bonilla 2010).

A

Adaptado de hitp://www.plantasnet.com

Frutos: Constituye la parte

comestible, el color varia de rojo

palido a intenso; la forma puede ser

globosa, conica o de corazdn y de

tamafio directamente proporcional a

las flores.

.. Hojas Compuestas por tres

hojas de bordes asemrados. El

brota de la corona, a partir del
sequndo nudo, se forma una
nueva planta hia.

tamafio varia seg(n la variedad.

Tallo/ Estolon Tallo rastrero que

»
-

Nombre comin Agente causal

Pudricion del fruto Botrytis cinérea
Viruela Mycosphaerella fragariae
Antracnosis Colletotrichum sp
Mancha Angular Xanthomonas sp

(L handle.net11820114312
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egetal.unlu.edu.ar%2F %3Fq%3Dnode%2F69&psig=AOvVaw1ch-0LViU

IWgE72

g



http://hdl.handle.net/11520/14312
http://www.patologiavegetal.unlu.edu.ar/?q=node/69
http://www.patologiavegetal.unlu.edu.ar/?q=node/69
http://www.patologiavegetal.unlu.edu.ar/?q=node/69

MARCO TEORICO CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENERO
Colletotrichum spp

REINO Fungi
DIVISION Ascomycota
CLASE Sordariomycetes
FAMILIA Glomerellaceae
GENERO Colletotrichum
(asexual)
Glomerella

C

https://doi.org/10.18257/raccefyn.192

(sexual)




MARCO TEORICO
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MARCO TEORICO

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS

AMBIENTES MARINOS

I Presién
atmosférica
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luminosa

ADAPTACION
1

MECANISMOS DE
DEFENSA

)

BIODIVERSIDAD EN EL MUNDO*

® Mixco Y (B Loty o @ cHiva
@ cowomsia 3‘ i R = : ® o
(® ECUADDR e ST L8 4 @ INDONESIA

Ny

VENEZUELA 2 b, iy % @ AUSTRALIA
/ 74
® PO 3
v
A
L1

@ BRASLL

BIOTECNOLOGIA



https://www.shutterstock.com/es/search/aguas+profundas?image_type=illustration
https://www.shutterstock.com/es/search/aguas+profundas?image_type=illustration
https://www.vistaalmar.es/medio-ambiente/cambio-climatico/5124-profundo-impacto-del-clima-sobre-la-biodiversidad-marina.html
https://www.vistaalmar.es/medio-ambiente/cambio-climatico/5124-profundo-impacto-del-clima-sobre-la-biodiversidad-marina.html
https://www.vistaalmar.es/medio-ambiente/cambio-climatico/5124-profundo-impacto-del-clima-sobre-la-biodiversidad-marina.html
http://www.humboldt.org.co/es/boletines-y-comunicados/item/1087-biodiversidad-colombiana-numero-tener-en-cuenta
http://www.humboldt.org.co/es/boletines-y-comunicados/item/1087-biodiversidad-colombiana-numero-tener-en-cuenta
http://www.humboldt.org.co/es/boletines-y-comunicados/item/1087-biodiversidad-colombiana-numero-tener-en-cuenta
http://www.humboldt.org.co/es/boletines-y-comunicados/item/1087-biodiversidad-colombiana-numero-tener-en-cuenta

METODOLOGIA

e Islas del Rosario
e (Cartagena
e |sla arena

‘ 1. Microorganismos
epifitos:
e Hongos
e Bacterias

___ 3 Microorganismos
endofitos:
Bacterias

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE
MICROORGANISMOS

B Amphiroa HAlga roja no especifica M Laurencia Aeropuerto M Hypnea muscformis

m Chastomorpha m Caulerpa sertularioides m Caulerparacemosa mUNa lactuca

W Pterogorga anceps mEunicea mPadina W Sagassum
mSpirastellacoccnea  mNiphateserecta 1 Xeotospongia muta Monanchora arbuscula

mCalyspongavagnalis mNo egpecificado
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METODOLOGiA EVALUACION in vitro DE LA ACTIVIDAD

ANTIFUNGICA DE LOS MICROORGANISMOS
Figura 9. Protocolo enfrentamiento in vitro (Hongo-hongo)™*. AIS LADOS

@ L

Antagonista Fitopatégeno Figura 11. Ensayo de difusion en placa*.
7’
*»
P % 4 /F\
. _ ® 2 y . » AQEQE0
Disco de 6mm Disco de 6mm ( /\ ( o
obtenido del medio obtenido del medio \ /’ \ QIR
PDA PDA \ / IOHEQFO
Solucién del fitopatégeno _— -~ —
(Bacteriau Hongo) 4 5io . 500, de s sokucion de! Extender Ia suspensidn bacteriana RLL570 ponoe i Evam e iiietro
*Ei . i i i fitopatd sobi a o /o fingica por toda la placa de agar
Figura tomada: Protocolos curso de Microbiologia.2017 PR o apde g Yo lepapor ok ‘ai:]:zs_ & en las placas sembradas
Figura 10. Ensayo de bioautografia por overlay sobre medio sdlido*. l
4
4

Suspensién conidios a1 X 10* conidios/emt.

/ O QEQ \ Incubar 1-3dias a 30°C
| - o Q0 '
cses “,....,mw.,.n;;' S Cq [N \ O Q Q
7 St o conel a Adicionar OOuL del sobrenadante

“aconcaenc del antagonista

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

| l& &I’ Screening secundario

*Figura tomada de: Protocolos del curso de Microbiologia. 20177.




ENSAYO EN HOJA DE LA ACTIVIDAD
ANTIFUNGICA DE LOS MICROORGANISMOS
AISLADOS

METODOLOGIA
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METODOLOGIA CARACTERIZACION FENOTIPICA Y

MOLECULAR

AGROSAV/A
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RESULTADOS Y DISCUSION EVALUACION in vitro DE LA ACTIVIDAD

ANTIFUNGICA DE LOS MICROORGANISMOS
AISLADOS

Figura 13. Resultados de medicion de las areas de inhibicion de los hongos
antagonicos frente a Colletotrichum spp
1. Ensayo Cuantitativo: X = ((G2/G1)x100)- 100
& Dénde: X= porcentaje de inhibicién, G1= al crecimiento
ReSUItadOS enfl’entamlento hongo'hongo del fitopatégeno en los placas de agar control y G2= al
. crecimiento del fitopatogeno en el placas tratados con
9,00 el antagonista.
— 8,00 2. Ensayo Cualitativo:
S 7,00
' NIVEL DE
g 6,00 ANTAGONISMO CARACTERISTICAAEVALUAR
- El antagonista crece totalmente sobre el
£ 5,00 1 fitopatégeno
‘3 400 El antagonista crece sobre las 2/3 partes de la
] i s . 2 caja de cultivo, inhibiendo el crecimiento y
o 3,00 Colletotrichum spp desarrollo del fitopatégeno
© o El antagonistay el fitopatégeno ocupan espacios
T 2,00 W Biocontroladores 3 iguales en la caja de cultivo, observandose que no
T 1.00 hay competencia entre ellos
i El fitopatégeno crece sobre las 2/3 partes de la
0.00 4 caja de cultivo, inhibiendo el crecimiento y
' desarrollo del antagonista
vQ\O\' @ & @ - s El fitopatégeno crece totalmente sobre el
.\;\ antagonista
&
Microorganismos




RESULTADOS Y DISCUSION

EVALUACION in vitro DE LA ACTIVIDAD
ANTIFUNGICA DE LOS MICROORGANISMOS
AISLADOS

Resultados ensayo overlay RESULTADOS ENSAYO DE DIFUSION EN PLACA
25

0 I I I I I I I

BAC-480 BAC-482 BAC-486 BAC-447 BAC-478 BAC-406 BAC-484
Microorganismos estudiados

m Bacter as sin actividad
inhibitora

~n
(=]

m Bacteriascon actividad
inhibitora

[y
w

Promedio halos de inhibicion en mm
[
w (=]

SCREENING PRIMARIO SCREENING SECUNDARIO




RESULTADOS Y DISCUSION

ENSAYO EN HOJA DE LA ACTIVIDAD

ANTIFUNGICA DE LOS MICROORGANISMOS

AISLADOS

CONTROL SANO

CONTROL PATOGENO

Benomyl

Daiio: 23.59%

o

ly

1.64%

I‘Z

1.3%

3.7%

91.4% 8.72% 83%
97% 9
71,00%

0% 2.0% 0%




RESULTADOS Y DISCUSION ENSAYO EN HOJA DE LA ACTIVIDAD

ANTIFUNGICA DE LOS MICROORGANISMOS
AISLADOS

8.79%

4.0%
8.71%

.
® ¢

0.27% 27%

I 100
.0%.

0%

2,18% 3,23 %




RESULTADOS Y DISCUSION ENSAYO EN HOJA DE LA ACTIVIDAD

ANTIFUNGICA DE LOS MICROORGANISMOS

Resultados obtenidos sin dato atipico
Porcentajes de dafio T
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 (4] 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 | 692 | 941 18,42 6,5 53,4 65,3 23,7 43,89 30,57
Aislamiento #
fungico
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 5707 | 44 | 61,53 45 2,6 39,4 27,2 52,0 31,10 21,99
20,21 15,35
Aislamientos
bacterianos

486 5,04 3,30 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 12,8 20,80 12,49
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RESULTADOS Y DISCUSION CARACTERIZACION FENOTIPICA Y
Figura 17. Resultados tincién de Gram. Bacilos Gram negativos
AISLAMIENTO | SECUENCIA BLAST % EZ TAXON % RDP %
SIMILA SIMILA SIMILARID
RIDAD RIDAD AD
Serrotia 38,6%
Serratio sp. s ) Serrotio marcescens
MIAU-NT 99.5% | nematediphiio %
NIAU-NT9boe SN 21420 CF-528
Serrotio Serrotia ety i &%
FORWARD | morcescens 995% |morcescens G | [T
6802 ATCC 13880 =
CEPA 484 CEPA 478 Serrotia Serroti s @
TIOLD IMArcesCens
morcescens 93,5%  [em 8% ERaae
Figura 18. Crecimiento en agar Mac Conkey. Colonias rojas fermentadoras lentas B Hpo1 G
de lactosa. a7 Serratia %
morcescens 93,8% |morcescens 93.8%  |Serrotiasp. 821
wwd KRED
Serratia Serrotia o
pEvERsE  |moreescens 9,6% |nemotediphila S9,8%  |Serrotio sp.XT-32
CF-528 DSI 21420
ot Serratia i
“m“‘“" 2,6% | morcescens 4% |Serrotiosp.xT1
subsp. sakuensis ATCC 13880
&7
rrotic T
Serrotio . feg e Serrotia marcescens 300%
R 99.2% |morcescens 100% 212
CEPA 484 CEPA 478 L B ATCC 13880
Serrotio Serratio 95,6%
FORWARD OICESCEnTS 9,1%  |morcescens 100% Serrotio marcescens
20101 KRED
Identificacion de microorganismos Gootion 3 95,6%
Serrotio sp. Ix- 09.1% 100% Serrotio marcescens
Microorganismo % de probabilidad Caracteristicas especiales 14 5 O asa
| 1. 8. marcescens 99.99 Pigm rojo var 284 e 9.1%
Resultados bloquimicos mc T I L Serratia sp. PRGBIZ
¥ T moveescens 21-4
| GLU | RAF | INO | URE TAR | OFIG KRED
+ . + + |LYS+| TDA- | CIT+ | CL4 + - + NIT + i Serratia 97,1%
RHA | ADO ACE FD84 e (i 988 |nemotodiphila | 100%  |Serratiosp. PSGRO7
\Suc-| - - H2S - | ARG-| ESC+ | MAL- | CF8+ - P4 + + s DS 21420
[ ARA | MEL ORN ONPG Serratio o 97,1%
SOR- - - IND - + VP- + TO4 + | CET-| K4 - OXI - mercescens o :
VETRRPY NE% |morcescens 99,6% Serratio marcescens M9
.;.l; 50, SaKUeISS ATCC 13880




RESULTADOS Y DISCUSION

Colletotrichum gloeosporioides reduccion

del 40% en crecimiento micelial y de

— Serratia sp
81,89% de germinacién de conidias desde

. . las primeras 6 horas de contacto.Gutiérrez et
Rizobacteria, promotora de

crecimiento y agente biocontrol. al

Prodigiosina

Espacio periplasmico

Quitobiasa

o)
00 09y
N-Acetilglucosamina

Sistema quitinolitico

Enzimas Proteinas

A, Ruiz-Sénchez & R, Cruz-Camarillo & Salcedo-Herndndez, Ruben & Corona, José E.. (2003).
Serratia marcescens: de patégeno oportunista al control de insectos que afectan cultivos agricolas..
BioTecnologia. 8. 31-37.




RESULTADOS Y DISCUSION CARACTERIZACION FENOTIPICA Y
MOLECULAR

Figura 20. Observacion macroscoépica y microscopica del hongo aislado

Crecimiento en PDA Impronta en azul de lactofenol

AISLAMIENTO BLAST % SIMILARIDAD
Neosc yfz(”g;stchdlawm 98 11%
34 Neosc y&aé%rzg;nidiawm 98 11%
Neosc yraﬂc,ijﬁzzdimidiatum 97 75%




RESULTADOS Y DISCUSION =

R *Africa
S 4.5 *Surameérica
VO A *Caribe
L *India
— Neoscytalidium dimidiatum *Asia

Dermatomicosis
Onicomicosis

Patdgeno oportunista para el hombre y las plantas

1. Artroconidios sinamorfos
picnidiales
2. Colonias hialinas y/o feoides

Scytalidium dimidiatum

INMUNOSUPRESION

RESISTENCIA ANTIFUNGICA

e \enezuela
e Costarica




RESULTADOS Y DISCUSION

Cj\ 3 AISLAMIENTOS

e Dos bacterias del género Serratia sp (99.1%)
e Un hongo del género N. dimidiatum (97.9%)

EXTRACCION DE
METABOLITOS

*EDICION GENETICA
*SILENCIAMIENTO DE
GENES




CONCLUSIONES

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

e Los microorganismos seleccionados para caracterizar molecularmente, fueron identificados como Serratia
sp y Neoscytalidium dimidiatum. Ambos, patdégenos para el ser humano y para algunos cultivos, por lo

que se concluye que su uso directamente no representa un mecanismo de biocontrol adecuado.

e 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 biolégica para garantizar que no produzcan efectos toxicos para el agricultor
o los consumidores o la aplicacion de otras tecnologias que vuelvan viables los resultados obtenidos de este

proyecto.




RECOMENDACIONES

_ Realizar en el ensayo en plantas completas, de la misma edad y libres

_ Procesar las muestras de organismos marinos de forma rapida, para

de agroquimicos.

garantizar la recuperacion de los microorganismos.

734/"
____ Implementar otros primers para poder tener mayor aproximacion a & 229/75/,
las especies. CZ/
19/73‘4
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