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RESUMEN

El uso excesivo de productos quimicos como biocidas y plaguicidas en la
agroindustria, se ha convertido en un problema, que requiere soluciones alternativas
como el uso de productos naturales para el control de los microorganismos
patogenos. Plantas como Eichhornia crassipes y Lemna gibba que son consideradas
como maleza acudtica y podrian ser evaluadas para determinar si sus metabolitos
tienen alguna actividad biolégica. El objetivo de este proyecto fue evaluar la actividad
antimicrobiana de las plantas macréfitas Eichhornia crassipes y Lemna gibba, frente
a microorganismos fitopatogenos causantes de enfermedad en cultivos comerciales
colombianos. La metodologia incluyd, la recoleccion, secado y obtencion de
extractos crudos a partir de las plantas, evaluacion de los extractos frente a 3
bacterias y 3 hongos fitopatdgenos utilizando pruebas de sensibilidad antimicrobiana
gue fueron concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en microplaca y pruebas de
difusién radial en agar. Los resultados permitieron evidenciar que los extractos
evaluados tienen una capacidad de inhibicion frente a los microorganismos

evaluados en este trabajo, sin embargo el extracto que mostro mayor capacidad de
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inhibicion frente a las bacterias fitopatdgenas fue Lemna gibba en técnica de difusion
radial en agar y concentracion minima inhibitoria, y frente a hongos todos los
extractos evaluados tuvieron una capacidad de inhibicibn en la técnica de

concentracion minima inhibitoria.

A futuro se espera avanzar en la identificaciéon del compuesto o compuestos
responsables de la actividad antibacteriana, evidenciada en este trabajo. Se propone,
después de realizar esta identificacion, la sintesis de este compuesto, y asi dar

respuesta a la problematica planteada anteriormente.
Palabras claves: Actividad antimicrobiana, extractos vegetales, fitopatogenos.
Estudiantes: Ivonne Nathaly Hurtado Triana
Nelson Fabian Mufioz Suecun
Docente: Ligia Consuelo Sanchez Leal MSc

Fecha: Noviembre de 2018

13



INTRODUCCION

Segun el Departamento Administrativo Nacional de Estadistica DANE, en
Colombia se siembran aproximadamente, 7.1 millones de hectareas en el territorio
nacional'. En Colombia, un pais donde una de las principales actividades
econOmicas es la agricultura, existe la necesidad de trabajar en los microorganismos
gue pueden tener un efecto nocivo y causen enfermedad a las plantas. La agricultura
desempeiia un papel de importancia en la economia del pais y se ve afectada por
amplia variedad de patdégenos que atacan los cultivos, causando de esta forma,
grandes pérdidas econdmicas porque incide en la calidad de los productos agricolas
directamente afectados. Ademas, una enfermedad puede tener accién directa en el
suministro del mercado aumentando los precios, un menor volumen del suministro
nacional, menor produccion, deficiencia en la demanda del mercado por la caida de

los precios nacionales y reduccion de las exportaciones®.

Adicionalmente, el uso constante de agroquimicos, causa un deterioro significativo
en los ecosistemas y aumenta la tasa de resistencia microbiana, que han ido
presentando estos patdgenos a lo largo del tiempo. Por esta razon, es necesaria la
busqueda de nuevas alternativas en el tratamiento de fitopatogenos, que ademas de

ser amigable con el ambiente, no representen riesgo para los agricultores.

El uso de extractos de origen vegetal puede ser una alternativa viable en el
tratamiento antimicrobiano en plantas. Gracias al conocimiento ancestral, el uso de
las plantas en tratamientos antimicrobianos ha tenido gran importancia debido a las
propiedades quimicas que estas poseen. El uso de extractos de origen vegetal
puede ayudar a la reducir la presencia de microorganismos causantes de
enfermedades en la etapa productiva y sin afectar la salud del agricultor y el
consumidor?. Estos extractos vegetales tienen como ventaja la rapida degradacion en
el suelo, no producen efectos nocivos en la salud de mamiferos y pueden ser

empleados en sistemas de riego organico y sostenible®.

Por esta razon, hay mucho interés en su estudio, como una alternativa para
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combatir la creciente tasa de resistencia microbiana, que presentan algunos
fitopatogenos. Es por estas razones, que con este trabajo se busca evaluar la
actividad antimicrobiana de las plantas macrofitas Eichhornia crassipes y Lemna
gibba, frente a microorganismos fitopatogenos causantes de enfermedad en cultivos
comerciales colombianos como alternativa para favorecer el aprovechamiento de
recursos biologicos y, de esta forma, beneficiar a los agricultores y fortalecer la

economia del pais.

Las plantas seleccionadas para el presente proyecto llamadas comunmente
buch6n de agua y lenteja de agua respectivamente, estan clasificadas como
‘indeseadas” o “maleza de agua”, pues invaden los cuerpos hidricos por su rapida
reproduccion, disminuyendo el nivel de oxigeno del agua, alterando la calidad del
agua y composicién microbiana de las reservas acuéticas®, por lo tanto, ademas de
buscar una utilidad a un problema ambiental, también se esta presentando una
solucion al problema de resistencia microbiana que se ha generalizado a nivel
mundial con patdégenos que atacan a plantas, animales y humanos. El aporte que
hace este trabajo complementa el presentado por otro grupo de estudiantes que

realizo esta misma evaluacion, pero con patdégenos animal.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antimicrobiana de las plantas macrofitas Eichhornia

crassipes y Lemna gibba frente a bacterias y hongos patégenos de plantas

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener extractos a partir de las plantas macrofitas Eichhornia
crassipes y Lemna gibba.

e Establecer la actividad antimicrobiana del extracto frente a patdégenos
seleccionados para el estudio

e Comparar la efectividad de los extractos obtenidos de las dos plantas
Eichhornia crassipes y Lemna gibba
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1. ANTECEDENTES

Desde los afios cuarenta, el uso de productos agroquimicos como plaguicidas y
fertilizantes ha ido aumentando continuamente, llegando a 5 millones de toneladas
en 1995, a escala mundial. Desde hace mas de 70 afios, iniciaron las
investigaciones con fines comerciales de productos naturales, provenientes de
plantas, con una posible actividad antimicrobiana. En el afio de 1949, el grupo
medico de Oxford, publico en su libro “Antibiotics” algunas de las plantas con

potencial antimicrobiano °

En 1998, segun la investigacion de Carvalho, se establecié que solamente el 0,1 por
ciento de los plaguicidas usados llega directamente a la plaga, mientras el porcentaje
restante significa una clara fuente de contaminacion en suelos, aguas y biota
relacionado directamente con la salud humana®. Otro trabajo realizado entre 1993 y
1994, en Nueva Zelanda, demostro la relacion entre el uso constante de pesticidas
organoclorados, y los niveles de contaminacion hallados en estuario de la regién de
Mapua®. De la misma manera Waliszewski et al, sefialaron en 1996, los altos niveles
de contaminantes provenientes de productos quimicos como el DDT, que oscilaban
entre 9 y 20 ppm, en la ciudad de Veracruz, en México’. Estas investigaciones
previas son una clara sefial del dafio que causa el uso de estos productos al medio

ambiente y también a la salud de los seres humanos.

En estudio realizado por Chavez, en los llanos orientales de Colombia, se
muestra el efecto de la aplicacion de agroquimicos sobre los microorganismos
presentes en un cultivo de arroz, dando como resultado un efecto para la
reproduccion de algunas bacterias Gram negativas y Gram positivas, segun el
agroquimico utilizado®. Esto infiere directamente en la generacién de resistencia

microbiana y adaptacion de los microorganismos, mediante el uso de los productos.

Un articulo publicado en 2009, por Effiong BN, donde se desarrollaron extractos
acuosos y etanolicos de la Lenteja de agua, para observar la capacidad anti fungicida

de la misma, se hicieron ensayos con Fusarium oxysporum, Penicillium digitatum,
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Rhizopus oryzae. En este estudio, se concluyé que los extractos etandlicos tienen
una mayor inhibicién fungicida que el extracto acuoso en comparacion con el extracto

etandlicos *°.

En el estudio realizado por Qudsia K. y Cols., en el afio 2009, se evalud la actividad
antimicrobiana de un compuesto de tipo flavonoide, extraido a partir de hojas de
mango. Los compuestos obtenidos se enfrentaron a un panel de 4 bacterias, dando

como resultado una reduccién en la concentracion bacteriana hasta en un 96% 1.

La lenteja de agua, es una planta macréfita acuatica de libre flotacion, crece
rapidamente y se reproduce mas rapido que otras plantas vasculares. llhami Gilgin
determinaron en su estudio, las actividades antioxidantes, anti radicales,
antimicrobianas y anticandidales de la lenteja de agua utilizando diferentes
metodologias in vitro. Un objetivo importante de este estudio fue determinar los
efectos inhibitorios de WELM y EELM (extractos de la lenteja de agua) contra 21
bacterias y 4 hongos y varias especies de levaduras, mediante el método de difusion
de disco. “En nuestros resultados se observé que WELM y EELM tuvieron un efecto
antibacteriano frente a Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus warneri, Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Neisseria lactamica,
Neisseria sicca, Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis y Streptococcus
pneumoniae, Y un efecto anticandidal contra Candida parapsilosis y Candida

glabrata” concluyé Ilhami Giilgin en este articulo publicado en 2010%.

En 2015, Valderrama Et al, evaluaron el efecto de tres plantas macrofitas, entre ellas
Eichhornia crassipes, y Lemna sp. , en la remocion de indicadores de contaminacion
fecal en aguas residuales domésticas. Los indicadores removieron hasta un 99% de
coliformes Fecales en 6 dias y Eichhornia crassipes, fue la especie mas eficiente en

la remocién. Esto revela la posible accién antimicrobiana de Eichhornia crassipes *°.

Recientemente, en 2016, se dio a conocer un trabajo de grado realizado por
estudiantes del grupo Ceparium de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca,
donde se evaluaron las capacidades antibacterianas del extracto de Lenteja de Agua

(Lemna gibba) y fueron analizadas mediante los métodos: Kirby Bauer y Micro
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dilucion, frente a bacterias resistentes y de referencia: Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Los resultados obtenidos del método de
Kirby Bauer demuestran la capacidad antibacteriana gracias al diametro de los halos
de inhibicién para cada bacteria, E. coli entre 5.0 mm y 7.0 mm, S. aureus entre
3.0mm y 7.0mm, K. pneumoniae entre 2mm y 6mm en concentraciones desde 226
ug/ml a 28.2 ug/ml. La técnica de micro dilucion determino la MIC del extracto de
lenteja de agua para cada uno de los microorganismos obteniéndose asi para E. coli
entre 28.2 a 14.1 ug/ml, para S. aureus entre 28.2 a 7.06 ug/ml y para K.
pneumoniae entre 28.2 a 14.1 ug/ml. Este trabajo concluyé que el extracto de lenteja
de agua es capaz de inhibir el crecimiento de los diferentes microorganismos en
estudio y se confirma la capacidad antibacteriana que posee Lemna gibba frente a

los patégenos evaluados™.

En el 2018 se dio a conocer el trabajo de grado titulado actividad antibacteriana del
extracto de Eichhornia crassipes y Lemna gibba frente a bacterias patdégenas en
animales de produccién realizado por dos estudiantes de Bacteriologia’® y laboratorio
clinico de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, pertenecientes al grupo
CEPARIUM, en este trabajo concluyen que todos los extractos de Lemna gibba y
Eichhornia crassipes evaluados presentaron cierto grado de actividad antimicrobiana,
que vario dentro del grupo de cepas usadas en ese estudio, Staphylococcus aureus y
el grupo de cepas de Enterobacterias, pero se evidencié mayor sensibilidad en las
pruebas realizadas con Staphylococcus por los dos métodos de evaluacion de la
actividad antimicrobiana que fueron Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en

microplaca y pruebas de difusion radial en agar.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Resistencia antibacteriana

Con el descubrimiento de los antibioticos en el afio 1928, por Fleming, hubo una
creciente industria y un nuevo campo de investigacidn en especial por los paises
desarrollados. Con un interés econdémico de fondo, la industria de los antibioticos se
ha encargado de la lucha contra los agentes microbianos y el control de las
infecciones que estos causan. Simultaneamente a esto, se identificd también, la
forma en la que los microorganismos, generan mecanismos capaces de evadir la
accion nociva de los antibiéticos sobre ellos, La resistencia™.

La preocupacion por el mal y excesivo uso, de los antibiéticos, ha aumentado a
nivel mundial. En la década de 1980, la Organizacibn Panamericana de la Salud
(OPS) comenz6 a tomar medidas para combatir la resistencia a los antimicrobianos
con una encuesta sobre las actividades llevadas a cabo en los paises de América
para monitorear la evolucion del problema. Esto condujo a mejoras en la
infraestructura de los laboratorios que trabajan en este campo y capacitacién para
sus recursos humanos. En 1995, dado el creciente problema de las enfermedades
emergentes y reemergentes en la region, incluida la resistencia a antibigticos y los
nuevos mandatos de sus Organos Rectores, la OPS intensifico sus esfuerzos en este
sentido. El sistema de vigilancia ahora se ha expandido a otros paises y actualmente

esta monitoreando la resistencia *’.

2.2 Fitopatogenos en Colombia

En Colombia existe una considerable riqueza de especies forestales nativas y
cultivos distribuidas por todo el territorio nacional, ademas Colombia cuenta con una
amplia diversidad vegetal debido a sus condiciones climéticas y geograficas que

permiten ser potencial para el sector forestal, cuyas zonas Optimas abarcan desde

20



areas montafiosas hasta tropicales, dispuestas principalmente en plantaciones para
uso comercial y reforestacion, sin embargo todos los cultivos y especies forestales se
ven muy amenazados por el ataque de plagas y enfermedades, en donde los hongos
fitopatdgenos son el principal agente causal de muchas de las enfermedades en los
cultivos™®.

Los hongos fitopatégenos son los principales limitantes en el desarrollo y
productividad de las plantas durante muchos afos, y actualmente siguen siendo un
factor que genera pérdidas econdémicas en el pais, ya que poseen alta variabilidad
genética y resistencia a fungicidas, Los reportes que hay sobre hongos fitopatdégenos
en especies forestales nativas de Colombia solo se encuentran en algunas de ellas,
por lo que el estudio de las enfermedades presentes en este tipo de forestales sigue

siendo poco™®.

2.3Generalidades de los grupos quimicos con accion

antimicrobiana aislados de plantas

Se estima que, en la parte aérea de las plantas, la filosfera, y especialmente en las
hojas, existen alrededor de 106-107 células/cm? (108células/g) de microorganismos,
principalmente bacterias. Gran parte de estos microorganismos forman parte de la
ecologia vegetal, estableciéndose un equilibrio que se fragmenta por diversos
motivos, por ejemplo con la colonizacion de un microorganismo patdgeno.
Globalmente las plantas producen méas de 100.000 productos naturales de bajo peso
molecular, también conocidos como metabolitos secundarios *°.

Estas sustancias se pueden dividir, basicamente, en dos grandes grupos:
fitoanticipinas, que estdn presentes de forma constitutiva en las plantas, y
fitoalexinas, cuya presencia aumenta de forma considerable en respuesta a la
invasion microbiana. Un ejemplo de esto es el estudio realizado con los
sesquiterpenos producidos en las hojas del algodén en res-puesta al patdégeno

bacteriano Xanthomonas campestris pv.malvacearum, donde se encontré que la
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cantidad del compuesto dentro y alrededor de las células infectadas era
significativamente mayor que la requerida para inhibir el crecimiento del patégeno in
vitro %,

Se han aislado alrededor de 12.000 compuestos procedentes de organismos
vegetales y se estima que constituyen tan solo el 10% de los metabolitos
secundarios. Un porcentaje importante posee cierta actividad frente a los
microorganismos, Las plantas tienen una capacidad ilimitada de sintetizar
compuestos, la mayoria relacionados con el fenol y sus derivados, Los principales

grupos de compuestos generados por plantas se observan en la figura 1%

Tabla 1. Grupos quimicos mas importantes con actividad antimicrobiana obtenidos de plantas.

Grupo guimico Compuesto Planta Actividad

Fenoles simples Timol Thymus officinalis (tomillo) General
Acido antémico Matri chamomilla (manzanilla) 8. awrens, 8. thyphimurinm
Terpenoide Ocimum basilicum Salmonella

Quinonas Hipericina Hypericum perforanm (hipérico) VIH

Taninos Quercus rubra (roble) Bacterias y virus

fus globulus (eucalipto) Virus

Melissa afficinalis (melisa)

Cumarinas Matricaria chamomilla (manzanilla) Virus

Flavonas Catequina Camellia sinensis Shigella, Vibrio, 5. murans
Isoflavona Millettia thonmingii Schistosoma
Quercitina Quercus rubra (roble)

Alcaloides Coca Ervihroxylum coca (coca) Cocos grampositivos
Piperina Piper nigrum Hongos, Lactabacillus
Mescalina Lophophora williamsii (peyote) General

Figura 1. Grupos Quimicos mas importantes con actividad antimicrobiana obtenidos de

plantas .

2.4 Eichhornia crassipes

Eichhornia crassipes también conocida como buchon de agua, lirio acuético,
Jacinto de agua, lechuguilla, lila de agua, es una de las principales malezas de agua
dulce a nivel mundial debido a su rapido crecimiento y reproduccion, alta

competitividad, movimiento por el viento y corrientes de agua y propagacion por el
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hombre con fines ornamentales. Ademas, esta considerada entre las 100 especies
mas invasoras del mundo por la Unibn Mundial para la Naturaleza. Ha sido

ampliamente cultivada como especie ornamental debido a sus flores tan llamativas®.

Es una especie acudtica flotante, de raices sumergidas de libre flotacién cuya
altura puede llegar a 50 cm e incluso 1 m en condiciones tropicales muy favorables.
Origina un rizoma ramificado que puede llegar a 30 cm de longitud, con varios
entrenudos cortos los cuales producen una hoja y una raiz. Los brotes axilares
desarrollan hojas que son gruesas, brillantes y con aspecto ceroso que sobresalen
por encima de la superficie del agua. Tienen forma ovoidea, oval o eliptica que llegan
a medir de 2 a 15 cm de longitud y de 2 a 10 cm de anchura, con los bordes
ligeramente curvados y con numerosas venas finas y longitudinales #*. Se disponen
espiralmente, dando un aspecto de roseta. Originario de la cuenca del Amazonas y
los extensos lagos y pantanos de la regién del Pantanal del occidente de Brasil *.

Eichhornia crassipes una mala hierba acuatica invasora ha sido utilizado para
diversas actividades de investigacion debido a la capacidad de biosorcion en la
minimizacion de contaminantes presentes en las aguas residuales industriales, la
reduccion de la concentracion de colorantes, metales pesados y la minimizacion de
TSS (solidos suspendidos totales), TDS (sélidos totales disueltos), DQO (demanda
guimica de oxigeno) y DBO (demanda biolégica de oxigeno) en aguas residuales

textiles?.
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Informacién taxondmica

Reino: Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Pontederiales
Familia: Pontederiaceae
Género: Eichhornia

Especie: Eichhiornia crassipes

2.5 Lemnasp

Las especies de Lemna son plantas angiospermas (plantas con flores),
monocotiledénea, perteneciente a la familia Lemnaceae. Su cuerpo vegetativo
corresponde a una forma taloide, es decir, en la que no se diferencian el tallo y las
hojas. Consiste en una estructura plana y verde y una sola raiz delgada de color
blanco. El tallo ha sido interpretado de diversas maneras: un tallo modificado, una
hoja o como parcialmente tallo y hoja. Otros autores consideran que el tallo
corresponde a una hoja modificada que cumple las funciones del tallo, la hoja y el eje

florifero®®.

Su tamafo es muy reducido, alcanzando de 2 a 4 mm de longitud y 2 mm de
ancho. Es una de las especies de angiospermas mas pequefias que existen en el
reino de las plantas. En la misma familia de la lenteja de agua se encuentra Wolffia,
reportada como la planta con flores de tamafio mas reducido que existe en la Tierra;
su cuerpo mide so6lo 0,6 mm de largo y 0,2 mm de ancho, y su fruto, que es el mas

pequefio del planeta, mide sélo 0,3 mm de largo y pesa 70 mg '.

La lenteja de agua es una planta monoica, con flores unisexuales. Las flores
masculinas estan constituidas por un solo estambre y las flores femeninas consisten

en un pistilo formado por un solo carpelo. El periantio esta ausente. Las flores nacen
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de una hendidura ubicada en el borde de la hoja, dentro de una bractea denominada
espata, muy comun en las especies del orden arales. El fruto contiene de 1 a 4
semillas?®.La especie méas conocida de Lemnna es Lemna gibba , que es la planta

gue se va analizar en este proyecto.

Informacién taxondmica

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Alismatales
Familia: Araceae
Subfamilia: Lemnoideae
Tribu: Lemneae
Género: Lemna

Especie: Lemna gibba

2.6 Microorganismos fitopatogenos

La pérdida de productos agricolas ocurre debido al ataque de fitopatogenos
(principalmente hongos) pueden alcanzar hasta el 50 % de la produccion nacional.
Debido a la importancia crucial que tiene la agricultura dedicada a productos de
exportacibn en nuestro pais, es importante desarrollar tecnologias para la
produccion, formulacion y aplicacion de agentes de control biologico (ACB) de
fitopatogenos. Antes de que un agente de control biologico sea introducido con éxito
en el mercado, es indispensable llevar a cabo una serie de evaluaciones. Después
de la seleccidn inicial de un aislado microbiano eficaz, es importante estudiar su
ecologia, fisiologia y modo de accion. De manera paralela, debe desarrollarse un
sistema de produccion y formulacién del ACB para obtener un producto con una vida
de anaquel suficientemente alta y que provea al producto ventajas competitivas en el
ambiente en el cual sera aplicado. Posteriormente, se debe escalar el proceso a nivel
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piloto para la obtencion de cantidades de producto suficientes para llevar a cabo su
evaluacion en invernadero y campo. La mayor parte de los problemas fitosanitarios
son causados por hongos, insectos y virus, quienes colonizan diversas partes de la
planta, provocando desde la disminucién de la calidad del producto y hasta la pérdida
total de la planta. El control de plagas y enfermedades depende, en gran parte, de la
aplicacion de productos quimicos. Sin embargo, el uso indiscriminado de estos, ha
ocasionado severos problemas de contaminacion ambiental y generada la seleccion
de organismos altamente resistentes. Es por estas dos razones que se requieren
nuevas estrategias para el control de plagas y enfermedades. La utilizacion de
microorganismos en el control biolégico de plagas y de enfermedades es una

alternativa atractiva 2°,

2.7 Xanthomonas sp.

El género Xanthomonas comprende un grupo de bacterias fitopatdgenas Gram
negativas dentro de la clase Il Gammaproteobacteria. Sus especies son tipicamente
de forma de bacilo con un solo flagelo polar, son aerobios obligados y requieren una
temperatura Optima para su crecimiento de 28 °C. Las colonias bacterianas crecidas
en medio artificial son usualmente amarillas debido a la presencia de pigmento en las
membranas conocido como xanthomonadina, el cual las protege del dafio oxidativo.
Dentro de este género, la especie X. axonopodis afecta a un amplio rango de
hospedantes, encontrandose especies cultivadas de importancia econdmica, entre
ellos el frijol ocasionando la enfermedad del tizon comdn bacteriano causado por el

patovar phaseoli %,

Esta enfermedad, aun con el dafio que provoca en los campos de cultivo, como la
reduccion en el rendimiento de hasta un 47 %, no se encuentra en status regulado.
Los sintomas del tizon comdn bacteriano son manchas foliares necréticas irregulares
rodeadas por un delgado halo amarillo. Estas manchas pueden desarrollarse en el

borde o en diferentes areas de las hojas. Esta bacteria se encuentra presente en un
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83 % de las areas de produccién de semilla y hasta un 79 % en campos comerciales
del cultivo, reduciendo los rendimientos hasta en un 55 %, siendo mayores a
temperaturas de 27 °C y alta humedad relativa. En las vainas y semillas ocasiona
manchas rojizas irregulares con presencia de exuda dos amarillos cuando la
humedad relativa es superior al 80 %. También pueden afectar las semillas, las
cuales se tornan arrugadas, o pueden permanecer asintomaticas y manifestarse en

las plantas desarrolladas **
Informacion taxonémica

Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Xanthomonadales
Familia: Xanthomonadaceae

Género: Xanthomonas

2.8 Lelliottia spp.

Lelliottia es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo. Actualmente, Lelliottia es
un género de nueva construccion que incluye solo dos especies, que son L.
nimipressuralisy L. amnigena, que anteriormente se consideraban para los
géneros Erwinia y Enterobacter , lelliottia fue clave al infectar a un paciente de
trasplante de corazon, causando septicemia, ademas, un aislamiento de L.
amnigena del suelo agricola podria reducir efectivamente el nitrato a amoniaco y se
informd que tenia un buen potencial para su uso como agente de control biolégico
antifangico. las cepas de Lelliottia tienen una alta produccién de quitinasa y
producian proteasas, inhibiendo el crecimiento de Fusarium sp y Macrophomina
phaseolina. L. nimipressuralisse infectan naturalmente los olmos y muestran

sintomas de la enfermedad de la madera hiumeda en las plantas y pueden causar
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marchitez de la piraca este es el primer informe de L. amnigena que causa

naturalmente enfermedad de pudricién blanda en la planta®.

Informacion taxondémica
Reino: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae

Género: Lelliottia

2.9 Ralstonia sp.

Ralstonia spp es una bacteria de suelo bacilo Gram-negativo patégena de
las plantas causante de La enfermedad del “Moko” que es la enfermedad bacterial
mas limitante en la produccion de banano y platano en Colombia. Uno de los
problemas fitopatolégicos mas limitantes en la produccion de platano y banano en las
regiones productoras. La bacteria cuenta con un amplio rango de hospederos, cerca
de 50 familias botanicas y mas de 200 especies. En plantaciones de banano y
platano de Colombia la bacteria se asocia con arvenses que se encuentran en altas
poblaciones contribuyendo a su sobrevivencia y permanencia en el campo. las
colonias de ralstonia son de color vino tinto con presencia de un halo dorado,
ligeramente fluido y centro rosado presenta tolerancia al KOH al 3%, es oxidasa y
catalasa positiva ,presenta reducciéon de nitratos, una prueba clave es el crecimiento

a 41 °C y tolerancia a sales.*®
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Informacién taxondmica

Dominio:  Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Betaproteobacteria
Orden: Burkholderiales
Familia: Ralstoniaceae

Género: Ralstonia

2.10 Botrytis sp.

Botrytis sp. Es un hongo fitopatégeno causante de la pudriciébn gris en muchas
especies utilizando diferentes mecanismos de infeccion, este patégeno puede atacar
a un cultivo en cualquier estado de desarrollo y a cualquier parte de la planta En los
frutos causa ablandamiento, liberacion de jugo, desprendimiento de epidermis y
forma micelio blanquecino que posteriormente se vuelve de color plomizo, debido a

la proliferacién de estructuras reproductivas como conidiéforos y conidias **.

Informacion taxondmica
Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Subfilo: Pezizomycotina
Clase: Leotiomycetes
Orden: Helotiales
Familia: Sclerotiniaceae

Género: Botryotinia

2.11 Fusarium sp.

Los hongos del género Fusarium tienen una amplia distribucién en el mundo y una

gran importancia desde el punto de vista agricola y econdémico. Su ocurrencia es
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cosmopolita y las diversas especies son comunes en el suelo, en el aire y en el agua.
Muchas especies del género Fusarium tienen una gran capacidad de ocasionar
enfermedades en distintos tipos de plantas cultivadas. Algunas especies pueden
causar infecciones oportunistas en el hombre y en los animales y algunas pocas
producen toxinas que pueden afectar al hombre y a los animales. Algunas especies
del género Fusarium son benéficas en la agricultura y se han utilizado en el control
biologico de ciertas enfermedades causadas por especies patogénicas,
principalmente de aquellas pertenecientes a la especie Fusarium oxysporum.
Algunas especies se han utilizado como mico herbicidas, por su potencial para
destruir algunas malezas. Las enfermedades de las plantas causadas por especies
del género Fusarium consisten en marchitamientos vasculares, manchas y afiublos
de las hojas, pudricién de raices y de tallos, pudricion de frutos, granos y semillas. En
el género Fusarium se han reconocido entre nueve y 78 especies, dependiendo del
sistema taxondmico utilizado, el cual se basa principalmente en las caracteristicas
culturales de las colonias y de las esporas del hongo. La clasificacién taxondémica del
género es bastante controvertida segun diversos taxbnomos. Snyder y Hansen y
Messian y Cassini reconocen nueve especies, Gordon considera 26 especies, Booth
44 especies, Wollenweber y Reinking 65 especies y Gerlach reconoce 78 especie.
Esto muestra la complejidad taxondmica del género Fusarium; por tal razon, la

identificacion de las especies debe ser hecha por expertos para evitar errores *.
Informacion taxondémica
Reino:Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium
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3 DISENO METODOLOGICO.

3.1 Tipo de investigacion

Cuantitativo descriptivo.

Universo

Plantas, microorganismos fitopatogenos

Poblacion

Extractos vegetales de plantas y microorganismos fitopatogenos

Muestra

Extractos vegetales de las plantas macrofitas, 3 bacterias y 3 hongos fitopatogenos.

3.2 Hipotesis

Los extractos de las plantas macrdéfitas Eichhornia crassipes y Lemna gibba,
presentan actividad antimicrobiana frente a un panel de 3 bacterias y 3 hongos

fitopatogenos.
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3.3Variables e indicadores.

Tabla 1. Objetivos, variables, indicadores y resultados esperados.

OBJETIVOS

Variable

independiente

Variable dependiente

Indicador

Resultado esperado

Obtener extractos
orgénicos en las plantas

macrofitas (Eichhornia

crassipes y Lemna gibba).

Especimenes de
plantas E. crassipes y
L. gibba en
condiciones aceptables
segun criterios de
escogencia. Segun
época de recoleccion y
localizacién del

material vegetal.

Actividad bioldgica de
extractos de las plantas
macrofitas (Eichhornia
crassipes y Lemna
gibba) frente a los
microorganismos
fitopatogenos

escogidos.

Obtencioén de
extractos homogéneos
y con caracteristicas
idénticas de las

plantas macrdfitas.

Extractos de las plantas
macrdfitas (Eichhornia
crassipes y Lemna
gibba).).

Comparar la actividad
antibacteriana de los
extractos frente a los

patdégenos aislados.

Tipo, naturaleza y
comportamiento de los
microorganismo
elegidos.
Interferencia de los
solventes utilizados en
la obtencion de los

extractos

Actividad antibacteriana,
Sensibilidad o
resistencia de los
patégenos a los
extractos obtenidos
Medios de cultivo
utilizados en el
desarrollo de los
ensayos.
Conservacion de los
microorganismos

utilizados

Sensibilidad,
resistencia y CMI de
los extractos
obtenidos frente a
microorganismos

fitopatogenos

Actividad antibacteriana
de los extractos y
fitoquimicos de E.

crassipes y L. gibba en
los fitopatogenos.

CMI de cada extracto

segun patégeno

3.4 Fase 1: Técnicay procedimientos

3.4.1 Recoleccion del material vegetal

Las plantas Eichhornia crassipes y Lemna gibba, se recolectaron en canales anexos

del humedal tierra blanca (figura 2, 3), el cual se encuentra localizado al nororiente

del casco urbano del municipio de Soacha. La recoleccion la realizaron los

estudiantes del grupo de investigacion CEPARIUM, de la Universidad Colegio Mayor

de Cundinamarca.
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Figura 2. Canales anexos al humedal Tierra blanca (Eichornnia crassipes)
Fuente: Autores 2018.

Figura3. Canales anexos al humedal tierra blanca (Lemmna gibba)
Fuente: Autores 2018.

3.4.2 Aspectos importantes en larecoleccion de las muestras.

Los aspectos tenidos en cuenta para la recolecciéon de las muestras fueron los
siguientes: ausencia de sintomatologia de invasién de hongos o bacterias, ausencias
de manchas o cortes superficiales, ausencias de elementos extrafios en raiz, tallo u

hoja.
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3.4.3 Transporte de las muestras.

Las muestras fueron transportadas en bolsas platicas, debidamente rotuladas y

puestas a su vez en recipientes de icopor.

3.5 Procesamientos del material vegetal

3.5.1 Separacion y lavado del material vegetal.

Para el procesamiento de la muestra de Eichhornia crassipes o Buchén de agua, fue
necesario separar sus partes en: raiz, tallo y hojas, (figura 5, 6, 7) su lavado se
realizé de esta misma forma, se procesaron y se evalud su actividad antimicrobiana
por separado. Por otra parte, la lenteja de agua (Lemna gibba) no se separ6 debido a

su tamafio. (Figura 4)

Figura 4. Proceso de lavado y separacion de (Lemna gibba)
Fuente: Autores 2018.
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Figura 5. Proceso de lavado y separacion de Hojas de Eichhornia crassipes
Fuente: Autores 2018.

Figura 6. Proceso de lavado y separacion de Tallo de Eichhornia crassipes.
Fuente: Autores 2018.
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Figura 7. Proceso de lavado y separacion de Raiz de Eichhornia crassipes
Fuente: Autores 2018.

3.5.2 Secado de las muestras.

Las muestras se envolvieron en papel kraft por separado y se dejaron en
invernadero a una temperatura promedio de 27°C, durante 15 dias. (Figura 8)

Figura 8. Secado y almacenamiento de muestra. Fuente: Autores 2018.
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3.5.3 Almacenamiento de las muestras.

Las muestras fueron almacenadas en bolsas de papel, debidamente marcadas hasta

su procesamiento. (Figura 8)

3.6 FASE 2: Obtencién de los extractos.

Para la obtencion de los extractos del material vegetal se realizé el siguiente

procedimiento.

Seguido a la limpieza y secado del materia vegetal, se procedi6 a reducir su
tamafo, cortando todas la muestras por separado en trozos pequefios de

aproximadamente 0,5 cm.

Se pesd en gramos el material obtenido (Tabla 2) y se deposité en los frascos

dispuestos para la extraccion. (Figura 9, 10, 11, 12)

Se adiciono el solvente, en este caso se utilizé Diclorometano, hasta cubrir
completamente el material vegetal dentro del recipiente. Se tap6 y se dejo reposar

durante 24 horas.
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Figura 9. Lemna gibba Figura 10. Raiz de Eichhornia crassipes
Fuente: Autores 2018. Fuente: Autores 2018.

oeeo '

Figura 11. Hojas de Eichhornia Figura 12. Tallo de Eichhornia
Crassipes crassipes
Fuente: Autores 2018. Fuente: Autores 2018.
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A las 24 horas de reposo, se filtré el material vegetal, dandole paso por un papel
filtro. (Figura 13) Se recuperé el solvente con ayuda de un rota evaporador. Este

proceso se repitid 3 veces. (Figura 14, 15)

Figura 13. Proceso de Filtrado del extracto obtenido con Dicloromentano
Fuente: Autores 2018.

Figura 14. Balones listos para pasar por el rotaevaporador Fuente: Autores 2018.
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Figura 15. Proceso de Rota evaporacion
Fuente: Autores 2018.

El producto final se pes6é (Tabla 3), se envaso en viales ambar (Figural6), y se

almacend en refrigeracion.

Figura 16. Viales ambar con extracto.

Fuente: Autores 2018.
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Se procede a realizar cromatografia en capa fina para determinar el tipo de polaridad
que tienen cada extracto obtenido, para realizar la cromatografia se usan dos tipos
de solventes con diferente polaridad cada uno, Acetato de etilo con un indice de
polaridad de 4.4 lo cual lo hace un compuesto polar y Hexano con un indice de

polaridad de 0.1 lo cual lo hace un compuesto apolar.

Se realizan dos cromatografias en capa fina con diferentes tipos de concentraciones
de cada solvente para garantizar que alli aparezcan los compuestos polares y
apolares, en la primera cromatografia se mezcla Hexano + Acetato de etilo 8:2 en 10
ml lo cual quiere decir que ponemos 8 ml de Hexano y 2ml de Acetato de etilo,
(Figura 17) y en la segunda cromatografia se mezclan los mismos componentes
pero con diferente concentracion en este caso seria 1:1 en 10 ml (Figura 18) lo cual
quiere decir que se agregd 5ml de Hexano y 5ml de Acetato de etilo, en las dos
cromatografias se realiza por duplicado cada muestra es decir dos puntos de Lemna
gibba siendo la muestra 1, dos de tallo de Eichhornia crassipes siendo la muestra 2,
dos de raiz de Eichhornia crassipes siendo la muestra 3 y dos de hoja de Eichhornia

crassipes siendo la muestra 4.

he—————— ]

ﬂ-rﬂ'*?ﬁ'”

Figura 17. Cromatografia 8:2, donde se evidencian los compuestos apolares.
Fuente: Autores 2018.
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Figura 18. Cromatografia 1:1, donde se evidencian mas los compuestos polares.
Fuente: Autores 2018.

Posterior a estas cromatografias se tomoé la decision de realizar una tercera
cromatografia en Acetato de etilo al 100% (Figura 19) para ver mejor la totalidad de
compuestos polares, en esta cromatografia se tuvo en cuenta el mismo patron de

muestras.

Figura 19. Cromatografia 100% en Acetato de etilo. Fuente: Autores 2018.

Se evidencia la totalidad de compuestos polares como la raiz de Eichhornia
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crassipes y la hoja de Eichhornia crassipes.

3.7 FASE 3: Obtencion y conservacion de los microorganismos

fitopatdgenos.

Se escogieron 6 microorganismos para realizar los ensayos de actividad
antimicrobiana, 3 bacterias: Lelliottia sp, Xanthomonas sp, Ralstonia sp, y 3 hongos:

Fusarium sp y 2 cepas de Botrytis sp. Aisladas de lugares diferentes.

Las cepas de los hongos se recuperaron en Agar PDA (agar papa dextrosa)
realizando tres pases con el fin de estabilizar cada cultivo. Por otro lado, las cepas de

las bacterias se recuperaron en agar nutritivo, y agar selectivo para cada una.

Se confirm6 la identificacibn de microorganismos, valorando sus caracteristicas
microscopicas y macroscopicas. A las bacterias se les realizaron pruebas

bioquimicas para confirmar la pureza de los aislamientos.

La cepas de Fusarium sp, Ralstonia sp, y una de las cepas de Botrytis sp, fueron
donadas por el centro de Biosistemas de la universidad Jorge Tadeo Lozano, las
cepas restantes fueron tomadas del grupo de investigacion CEPARIUM de la

universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.

Todas las cepas fueron aisladas de procesos patdgenos sistémicos o superficiales
de plantas. Y todas cuentan con informacion de origen suficiente para establecer las

hojas de vida respectivas (Anexos).

3.8 FASE 4: Medicion de la actividad antimicrobiana.
3.8.1 Difusion en Agar

Las pruebas de actividad antifingica y antibacteriana se realizaron para cada

microorganismo por triplicado.

Se utilizaron sensidiscos de 5 mm de diametros de papel Whatman N° 1 previamente

esterilizados, los cuales fueron impregnados con 15 pl de cada extracto, diluido con
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acetato de Etilo, a una concentracion de 20 pg/pl.

Actividad antibacteriana

Se utilizaron como cepas control, Klebsiella pneumoniae ATCC 1705 y Klebsiella
pneumoniae ATCC 1706 que tienen como caracteristica principal su resistencia y
sensibilidad a los antibidticos carbapenemicos, Klebsiella pneumoniae ATCC 1705
resistente a ellos y Klebsiella pneumoniae ATCC 1706 sensible.

Los sensidiscos se colocan sobre cajas de Petri con 25 ml de agar Mueller Hinton e
inoculadas con un hisopo de algoddn estéril, con una suspension bacteriana a una
concentracion de 1X10% UFC/ mL, esta concentracién fue obtenida comparando la

suspension bacteriana con el patrén comercial de la escala Mc Farland 0.5.

Posteriormente, ya con los sensidiscos en la caja, se incubaron a una temperatura de
29°C durante 48 horas. Como control negativo se utilizaron sensidiscos impregnados
con la misma cantidad del solvente utilizado para reconstituir los extractos (Acetato

de etilo) y como control positivo se utilizaron sensidiscos de Doripenem.

Actividad anti fingica

Como cepas control se utilizaron Aspergillus brasiliensis. ATCC 16404, y Candida
albicans. ATCC 10231 cepas recomendadas por ATCC para ser usadas en
métodos para la evaluacion de agentes antimicrobianos. Este ensayo se desarrolld
basado en la técnica descrita por Madubunyi 1995, en la cual, a partir de un
microorganismo incubado en agar PDA, se le afiaden 10 mL, de caldo Mueller
Hinton, se agita y se filtra utilizando gasa estéril. A esta solucién que contiene los
conidios se inocula sobre una caja de Petri con 25 ml agar Mueller Hinton en una

concentracion de 1X10° conidios/mL.

Se prepararon los indculos de los hongos, de acuerdo a la revision bibliografica

realizada, basados en la técnica de recuento en camara New Bauer.

La actividad anti fungica se evalué midiendo el halo de inhibicion generado por cada
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sensidisco, al igual que en la evaluacién antibacteriana, en este ensayo también se
utilizaron como control negativo, sensidiscos impregnados con acetato de etilo en la
misma cantidad en la que se utilizO para reconstruir los extractos y como control

positivo se uso fungicida Captan 80 GW.
3.8.2 Concentracion minima inhibitoria CMI

Es método de referencia para el estudio de actividad antimicrobiana asi como CMI

segun protocolos de CLSI *.

En microplacas de Elisa de 96 pozos, Se agregé caldo Mueller Hinton, concentracion
de los extractos e inéculo de cada microorganismo. En la En la primera columna de
pocillos, se agregd 100 ul de los extractos a una concentracién de 40 mg/mly 100 ul
de caldo Mueller Hinton, y segun protocolo se realizaron diluciones 1:2 hasta la
columna 8 de cada extracto *. El indculo en el caso de las bacterias, se tomé del
colonias con 24 horas de crecimiento y garantizando su pureza, en tubos
estandarizados con solucién diluyente obteniéndose una suspension bacteriana de
0.5 de McFarland (1 x 108 UFC/ml). Para el ensayo con hongos se tomé el inoculo
de una solucién estandarizada que contenia aproximadamente 1X10° conidios/ml
de cada cepa. Se agreg6 10 ul del inoculo del microorganismo a cada columna. Las
dos primeras columnas se tomaron como controles. La columna 1 se tomd como
control negativo al cual se le agrego solo caldo sin ningun inéculo. La columna 2 se
tomd como control positivo, alli se agregd caldo Mueller Hinton en conjunto con el
inoculo de la bacteria. Se incubaron las microplacas durante 24 horas a 37 °C para
las bacterias y durante 7 siete dias a temperatura ambiente para los hongos. La
lectura de las microplacas se realiz6 por minima concentracion en la cual se observa
crecimiento y comparando con los controles positivo y negativo, validando de esta

manera la prueba.
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4 RESULTADOS

4.1 Pesos finales

Los pesos finales se relacionan en la tabla a continuacion.

MATERIAL VEGETAL PESO SECO
Hoja de Eichhornia crassipes 38.669
Tallo de Eichhornia crassipes 53.669
Raiz de Eichhornia crassipes 89.17g
Lemna gibba 21.18g

Tabla 2.Peso seco final del material vegetal

MATERIAL VEGETAL PESO FINAL DEL EXTRACTO.
Hoja de Eichhornia crassipes 1.597¢g
Tallo de Eichhornia crassipes 1.490g
Raiz de Eichhornia crassipes 1.446¢g
Lemna gibba 3.283g

Tabla 3. Peso de extracto de cada material vegetal

4.2 DIFUSION RADIAL EN AGAR (Bacterias)

La actividad antibacteriana se evalué midiendo el halo de inhibicion generado por
cada sensidisco. A continuacion se presentan las tablas de resultados obtenidas por
las bacterias, en las columnas de cada tabla se observan 3 repeticiones de cada
montaje gque se denominan de la siguiente manera R1: repeticion 1, R2: repeticion 2,
R3: repeticion 3, y
promedio: que es la media promediada de las tres repeticiones, posterior a esto se
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observan en las filas de cada tabla los extractos que se usaron para cada montaje
siendo L: Lemna gibba , H: Hoja de Eichornnia crassipes, T: tallo de Eichornnia

crassipes, R: raiz de Eichornnia crassipes, C+: control positivo y C-: control negativo.

La lectura de cada halo de inhibicion se midi6 en estereoscopio (Figura 21,24, 27)

con una regla pie de rey para ser mas exactos en las medidas de los halos.

4.2.1 Xanthomonas sp.

Figura 20. Difusion radial en agar de Xanthomonas sp. Fuente: Autores 2018.

Figura 21. Halo de inhibicion de extractos vs Xanthomonas sp. leido bajo
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estereoscopio Fuente: Autores 2018

Tabla de halos extractos vs Xanthomonas sp.
R1: R2: R3:

promedio: media promediada de las tres repeticiones, L: Lemna gibba , H:

repeticion 1, repeticion 2, repeticion 3, 'y

Hoja de Eichornnia crassipes, T: tallo de Eichornnia crassipes, R: raiz de

Eichornnia crassipes, C+: control positivo y C-: control negativo.

L H T R C+ C-
R1 6mm 7mm 6mm 6mm 10,Imm | 3mm
R2 6mm Smm 6mm Smm 10,2mm | 3mm
R3 mm smm 6mm 6mm 20,2mm | 3mm
PROMEDIO | 6,3mm 5,6mm 6mm 5,6mm 10,4mm | 3mm

Tabla 4. Actividad antimicrobiana de Extractos de Lemna gibba y Eichhornia

crassipes frente a Xanthomonas sp.

12

10

Halos de inhibicion extractos vs xanthomonas

sp.

® Diametro de halo en mm

L

H

T

R

C+

C-

L: Lemna gibba, H: Hoja de Eichhornia crassipes, T: tallo de Eichhornia crassipes, R:
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raiz de Eichhornia crassipes, C+: control positivo y C-: control negativo.
Figura 22. Grafica de didmetro de halos de inhibicion en mm de Xanthomonas sp.

La actividad antibacteriana del extracto de las plantas macrofitas vs Xanthomonas
sp. Oscilo entre 6,3 y 5,3mm el diametro de halo de inhibicion, siendo el extracto de
Lemna gibba el que mejor actividad tuvo con un halo de inhibicion de 6,3mm frente
al Fitopatégeno, seguido del Tallo de Eichornnia crassipes con 6,0 mm de diametro,
en tercer lugar esta la raiz de Eichornnia crassipes con 5,6mm de diametro y por

altimo la hoja de Eichornnia crassipes con 5,3 mm de diametro.

4.2.2 Ralstonia sp.

Figura 23. Difusion radial en agar de Ralstonia sp. Fuente: Autores 2018.
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Figura 24 Halo de inhibicion de extractos vs Ralstonia sp. leido bajo

estereoscopio Fuente: Autores 2018

Tabla de halos extractos vs Ralstonia sp.

R1: repeticion 1, R2: repeticibn 2, R3: repeticion 3, vy
promedio: media promediada de las tres repeticiones, L: Lemna gibba, H: Hoja

de Eichornnia crassipes, T: tallo de Eichornnia crassipes, R: raiz de Eichornnia

crassipes, C+: control positivo y C-: control negativo.

L H T R C+ C-
R1 7mm 7mm 8mm 6mm 20,3mm | 3mm
R2 10,0mm | 5mm 5mm 5mm 20mm 3mm
R3 7mm 7mm 7/mm 7mm 30,2mm | 4mm
PROMEDIO | 8mm 6,3mm 6,6mm 6mm 20,4mm | 3,3mm

Tabla 5. Actividad antimicrobiana de Extractos de Lemna gibba y Eichhornia

crassipes frente a Ralstonia sp.
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Halos de inhibicion extractos vs Ralstonia sp.

25

20

15
m Diametros de Halos en mm

10

5

L H T R C+ C-

L: Lemna gibba, H: Hoja de Eichornnia crassipes, T: tallo de Eichornnia crassipes, R:
raiz de Eichornnia crassipes, C+: control positivo y C-: control negativo.

Figura 25. Grafica de diametro de halos de inhibicion en mm de Ralstonia sp.

La actividad antibacteriana del extracto de las plantas macrofitas vs Ralstonia sp.
Oscilo entre 8,0 y 6,0 mm el didmetro de halo de inhibicién, siendo el extracto de
Lemna gibba el que mejor actividad tuvo con un halo de inhibicién de 8,0 mm frente
al fitopatégeno, seguido del tallo de Eichornnia crassipes con 6,6mm de diametro en
tercer lugar estéa la hoja de Eichornnia crassipes con 6,3mm de diametro y por ultimo

la raiz de Eichornnia crassipes con 6,0mm de diametro.
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4.2.3 Lelliottia sp.

Figura 26. Difusion radial en agar de Lelliottia sp. Fuente: Autores 2018.

4

Figura 27. Halo de inhibicion de extractos vs Lelliottia sp. leido bajo

estereoscopio Fuente: Autores 2018.
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Tabla de halos extractos vs Lelliottia sp.

R1: repeticion 1, R2: repeticibn 2, R3: repeticion 3, vy
promedio: media promediada de las tres repeticiones, L: Lemna gibba, H: Hoja

de Eichornnia crassipes, T: tallo de Eichornnia crassipes, R: raiz de Eichornnia

crassipes, C+: control positivo y C-: control negativo.

L H T R C+ C-
R1 5mm 7mm 8mm 9mm 20,6mm | 4mm
R2 6mm 4mm 5mm 6mm 20,5mm | 3mm
R3 sSmm 5mm smm 6mm 20,5mm | 3mm
PROMEDIO | 5,3mm 5,3mm 6mm mm 20,5mm | 3,3mm

Tabla 6. Actividad antimicrobiana de Extractos de Lemna gibba y Eichhornia

crassipes frente a Lelliotia sp.

Halos de inhibicion extractos vs Lelliottia sp.
25
H Diametro de Halos en mm
20
15
10
5
0
L H T R C+ C-

L: Lemna gibba, H: Hoja de Eichornnia crassipes, T: tallo de Eichornnia crassipes, R:

raiz de Eichornnia crassipes, C+: control positivo y C-: control negativo.

Figura 28. Grafica de diametro de halos de inhibicion en mm de Lelliottia sp.
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La actividad antibacteriana del extracto de las plantas macrofitas vs Lelliottia sp.
Oscilo entre 7,0 y 5,3mm el diametro de halo de inhibicion, donde el extracto de Raiz
de Eichornnia crassipes el que mejor actividad tuvo con un halo de inhibicién de
7,0mm frente al fitopatégeno, seguido del Tallo de Eichornnia crassipes con 6,0mm
de didmetro y por ultimo Lemna gibba y la hoja de Eichhornia crassipes con 5,3 mm
de diametro.

4.2.4 Crecimiento de la cepas control ATCC

Las cepas usadas como control para la validacién de las pruebas fueron cepas de K.
pneumoniae ATCC 1705 y 1706, se realiz6 el montaje al mismo tiempo que las

bacterias y se dejaron con las mismas condiciones de incubacion.

4.2.5 K.pneumoniae ATCC 1705

Figura 29. Difusion radial en agar de K. pneumoniae ATCC 1705
Fuente: Autores 2018.
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Tabla de halos extractos vs k. pneumoniae ATCC 1705

R1: repeticion 1, L: Lemna gibba, H: Hoja de Eichornnia crassipes, T: tallo de
Eichornnia crassipes, R: raiz de Eichornnia crassipes, C+: control positivo y C-
: control negativo.

L H T R C+ C-

R1 50mm | 4,0mm | 6,0mm | 4,0mm | 7,0mm | 3,0mm

Tabla 7. Actividad antimicrobiana de Extractos de Lemna gibba y Eichhornia

crassipes frente a K. pneumoniae ATCC 1705.

Halos De inhibicion extractos vs K.
pneumoniae ATCC 1705

m Diametro de Halos en mm

L H T R C+ C-

L: Lemna gibba, H: Hoja de Eichornnia crassipes, T: tallo de Eichornnia
crassipes, R: raiz de Eichornnia crassipes, C+: control positivo y C-: control
negativo.

Figura 30. Grafica de diametro de halos de inhibicion en mm de K.
pneumoniae ATCC 1705

La actividad antibacteriana del extracto de las plantas macréfitas vs K. pneumoniae

ATCC 1705 oscilo entre 6,0 y 4,0mm el didmetro de halo de inhibicion, siendo el
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extracto de tallo de Eichhornia crassipes el que mejor actividad tuvo con un halo de
inhibicién de 6,0mm frente al fitopatdgeno, seguido de Lemna gibba con 5,0mm de
diametro y por ultimo la hoja de Eichhornia crassipes y la raiz de Eichhornia
crassipes con 4,0 mm de diametro.

4.2.6 K. pneumoniae ATCC 1706

Figura 31. Difusion radial en agar de K. pneumoniae ATCC 1706
Fuente: Autores 2018.

Tabla de halos extractos vs k. pneumoniae ATCC 1706

R1: repeticion 1, L: Lemna gibba, H: Hoja de Eichornnia crassipes, T: tallo de
Eichornnia crassipes, R: raiz de Eichornnia crassipes, C+: control positivo y C-
: control negativo.

L H T R C+ C-

R1 8,0mm 7,0mm 4,0mm 5,0mm 8,0mm 3,0mm

Tabla 8. Actividad antimicrobiana de Extractos de Lemna gibba y Eichhornia

crassipes frente a K. pneumoniae ATCC 1706
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Halos De inhibicion extractos vs K.
pneumoniae ATCC 1706
H Diametro de Halos en mm
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0
L H T R C+ C

L: Lemna gibba, H: Hoja de Eichornnia crassipes, T: tallo de Eichornnia crassipes, R:

raiz de Eichornnia crassipes, C+: control positivo y C-: control negativo.

Figura 32. Grafica de diametro de halos de inhibicion en mm de K. pneumoniae
ATCC 1706

La actividad antibacteriana del extracto de las plantas macrofitas vs K. pneumoniae
ATCC 1706. Oscilo entre 8,0 y 4,0mm el didmetro de halo de inhibicién, siendo el
extracto de Lemna gibba el que mejor actividad tuvo con un halo de inhibicion de
8,0mm frente al fitopatdgeno, seguido del Hoja de Eichornnia crassipes con 7,0mm
de diametro, en tercer lugar esta la raiz de Eichhornia crassipes con 5,0mm de

diametro y por udltimo el tallo de Eichhornia crassipes con 4,0 mm de diametro
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Extractos vs Bacterias

8 m Xanthomonas ®Ralstonia  ® Lelliottia

6,6

6,3
5,6

L: Lemna gibba, H: Hoja de Eichornnia crassipes, T: tallo de Eichornnia crassipes, R:
raiz de Eichornnia crassipes.

Figura 33. Extracto con mejor actividad antimicrobiana en técnica de difusion radial

en agar.

La actividad antibacteriana de los extractos fue muy similar en cada bacteria
fitopatégena, sin embargo con los datos obtenidos se puede identificar cual fue el
extracto que mejor actividad antibacteriana tuvo en estos ensayos, en el caso de
Xanthomonas sp. Se ve que el extracto con mejor actividad fue (L) Lemna gibba
con un halo de inhibicién de 6,3mm de didmetro, lo mismo se puede observar en
Ralstonia sp. El extracto con mejor actividad también fue (L) Lemna gibba con un
halo de inhibiciébn de 8,0mm de diametro, y para Lelliottia sp. EI extracto con mejor
actividad fue (R) raiz de Eichhornia crassipes con un halo de inhibicién de 7.0mm de
diametro. Asi se puede afirmar que con un 66.6% Lemna gibba tiene una mayor
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actividad antibacteriana en el ensayo de difusion radial en agar.

4.3 DIFUSION RADIAL EN AGAR (hongos)

En la actividad anti fungica no se pudieron interpretar los halos de inhibicion debido a
gue no hubo un crecimiento homogéneo en los medios de cultivo.

4.4CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA EN MICROPLACA (bacterias)
A continuacién se muestran las imagenes de los ensayos en microplacas de cada
una de las bacterias (Lelliottia sp, Xanthomonas sp y Ralstonia sp). Se debe tener en
cuenta que en cada imagen se sefala la dilucion en la que esta cada pozo de la
microplaca y el tipo de extracto que esta en cada fila, (C-: control negativo, C+:
control positivo, L: Lemna Gibba, R: Raiz de Eichhornia crassipes, T: tallo de

Eichhornia crassipes, H: Hoja de Eichhornia crassipes).

4.4.1 Lelliottia sp.

Dilucidén C-
1:240mg/ml

1:4 20 mg/ml

1:8 10mg/ml

1:16 Smg/ml

1:32 2.5mg/ml

1:64 1.25mg/ml

1:128 0.625mg/ml

1:256 0.3125mg/ml

C-: control negativo, C+: control positivo, L: Lemna gibba, R: raiz de Eichornnia crassipes, T:
tallo de Eichornnia crassipes, H: Hoja de Eichornnia crassipes.
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Figura 34. Microdilucion en placa de extractos vs Lelliottia sp

.Fuente: Autores 2018.

La actividad antibacteriana que presenta el extracto L (Lemnna gibba) frente a
Lelliottia sp. se ve reflejada en la dilucion 1:64 que corresponde a la concentracion
1,25mg/ml siendo esta la concentracion minima inhibitoria de este extracto. La
actividad antibacteriana que presenta el extracto R ( raiz de Eichornnia crassipes)
frente a Lelliottia sp. se observa en la dilucion 1:2 que corresponde a la
concentracion 40mg/ml siendo esta la concentracion minima inhibitoria. La actividad
antibacteriana de T (tallo de Eichornnia crassipes) frente a Lelliottia sp. se ve
reflejada en la dilucion 1:8 que corresponde a la concentracio 10mg/ml siendo esta la
concentracion minima inhibitoria de este extracto. La actividad antibacteriana que
presenta el extracto H (hoja de Eichornnia crassipes) frente a Lelliottia sp. se ve
reflejada en la dilucion 1:4 que corresponde a la concentracion 20mg/ml siendo esta

la concentracion minima inhibitoria de este extracto
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4.4.2 Xanthomonas sp.

Dilucion C- |G+ L R T H
1:2 40mg/ml
1:4 20 mg/ml

1:8 10mg/ml
1:16 5Smg/ml

1:32 2.5mg/ml

1:64 1.25mg/ml

1:128 0.625mg/ml |

1:256 0.3125mg/ml.

C-: control negativo, C+: control positivo, L: Lemna gibba, R: raiz de Eichornnia crassipes, T:
tallo de Eichornnia crassipes, H: Hoja de Eichornnia crassipes.

Figura 35. Microdilucion en placa de extractos vs Xanthomonas sp.
Fuente: Autores 2018.

La actividad antibacteriana que presenta el extracto L (Lemnna gibba)frente a
xanthomonas sp se ve reflejada en la dilucion 1:16 que corresponde a la
concentracion 5mg/ml siendo esta la concentracion minima inhibitoria de este
extracto. La actividad antibacteriana que presenta el extracto R ( raiz de Eichornnia
crassipes) y H (hoja de eichornnia crassipes)frente a xanthomonas sp. se observa en
la dilucion 1:2 que corresponde a la concentracion 40mg/ml siendo esta la
concentracion minima inhibitoria. La actividad antibacteriana de T (tallo de
Eichornnia crassipes) frente a xanthomonas sp se ve reflejada en la dilucion 1:8 que
corresponde a la concentracion 10mg/ml siendo esta la concentracion minima

inhibitoria de este extracto.
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4.4.3 Ralstonia sp.

|Dilucién
1:240mg/ml

| 1:420 mg/ml

| 1:3 10mg/ml

| 1:16 Smg/ml

| 1:322.5mg/ml

| 1:641.25mg/ml

1:128 0.625mg/ml

| 1:256 0.3125mg/ml |

C-: control negativo, C+: control positivo, L: Lemna gibba, R: raiz de Eichornnia crassipes, T:
tallo de Eichornnia crassipes, H: Hoja de Eichornnia crassipes.

Figura 36. Microdilucion en placa de extractos vs Ralstonia sp.
Fuente: Autores 2018.

La actividad antibacteriana que presenta el extracto L (lemnna gibba)frente a
Ralstonia sp. se ve reflejada en la dilucion 1:32 que corresponde a la concentracion
2,5mg/ml siendo esta la concentracion minima inhibitoria de este extracto. La
actividad antibacteriana que presenta el extracto R ( raiz de Eichornnia crassipes), T
(tallo de Eichornnia crassipes) y H (hoja de Eichornnia crassipes) frente a Ralstonia
sp. se observa en la dilucion 1:2 que corresponde a la concentracion 40mg/ml

siendo esta la concentracion minima inhibitoria.
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4.5CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA EN MICROPLACA (Hongos)

A continuacién se muestran las imagenes de los ensayos en microplacas de cada
una de los Hongos (Botrytis sp UCMC, Botrytis sp C-bios y Fusarium sp). Se debe
tener en cuenta que en cada imagen se sefiala la dilucion en la que esta cada pozo
de la microplaca y el tipo de extracto que esta en cada fila, (C-: control negativo, C+:
control positivo, L: Lemna Gibba, R: Raiz de Eichhornia crassipes, T: tallo de
Eichhornia crassipes, H: Hoja de Eichhornia crassipes).

4.5.1 Botrytis sp. C- bios

Dilucién
1:240mg/ml
1:4 20 mg/ml

1:8 10mg/ml
1:16 Smg/ml

1:32 2.5mg/ml
1:64 1.25mg/ml

1:128 0.625mg/ml

1:256 0.3125mg/ml

C-: control negativo, C+: control positivo, L: Lemna gibba, R: raiz de Eichornnia crassipes, T:
tallo de Eichornnia crassipes, H: Hoja de Eichornnia crassipes.

Figura 37.Microdilucion en placa de extractos vs Brotrytis sp. C-bios
Fuente: Autores 2018.

La actividad antifungica que presenta el extracto L (lemnna gibba)frente a Botrytis sp.

63



C-bios se ve reflejada en la dilucion 1:8 que corresponde a la concentracion 10mg/ml
siendo esta la concentracion minima inhibitoria de este extracto. La actividad
antibacteriana que presenta el extracto R ( raiz de Eichornnia crassipes) frente a
Botrytis sp. C-bios se observa en la dilucion 1:2 que corresponde a la concentracion
40mg/ml siendo esta la concentracion minima inhibitoria. La actividad antibacteriana
de T (tallo de Eichornnia crassipes) frente a Botrytis sp. C-bios. se ve reflejada en la
dilucion 1:32 que corresponde a la concentracion 2,5mg/ml siendo esta la
concentracion minima inhibitoria de este extracto. La actividad antibacteriana que
presenta el extracto H (hoja de Eichornnia crassipes) frente a Botrytis sp. C-bios se
ve reflejada en la dilucion 1:128 que corresponde a la concentracion 0.625mg/ml

siendo esta la concentracion minima inhibitoria de este extracto.

4.5.2 Botrytis sp. Ucmc

Dilucion C-
1:240mg/ml
1:4 20 mg/ml
1:8 10mg/ml
1:16 5mg/ml

1:32 2.5mg/ml

1:64 1.25mg/ml

1:128 0.625mg/ml
1:256 0.3125mg/ml -

C-: control negativo, C+: control positivo, L: Lemna gibba, R: raiz de Eichornnia crassipes, T:
tallo de Eichornnia crassipes, H: Hoja de Eichornnia crassipes. Figura 38. Microdilucion

en placa de extractos vs Botytis sp. Ucmc Fuente: Autores 2018.

La actividad antifungica que presenta el extracto L (lemnna gibba)frente a Botrytis sp.
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ucmc se ve reflejada en la dilucion 1:64 que corresponde a la concentracion
1,25mg/ml siendo esta la concentracion minima inhibitoria de este extracto. La
actividad antibacteriana que presenta el extracto R ( raiz de Eichornnia crassipes)
frente a Botrytis sp. ucmc se observa en la dilucion 1:8 que corresponde a la
concentracion 10mg/ml siendo esta la concentracion minima inhibitoria. La actividad
antibacteriana de T (tallo de Eichornnia crassipes) frente a Botrytis sp. ucmc. se ve
reflejada en la dilucion 1:2 que corresponde a la concentracion 40mg/ml siendo esta
la concentracion minima inhibitoria de este extracto. La actividad antibacteriana que
presenta el extracto H (hoja de Eichornnia crassipes) frente a Botrytis sp. ucmc se
ve reflejada en la dilucion 1:4 que corresponde a la concentracion 20mg/ml siendo

esta la concentracion minima inhibitoria de este extracto
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4.5.3 Fusarium sp.

Dilucion
1:240mg/ml

1:4 20 mg/ml

1:8 10mg/ml
1:16 5mg/ml

1:32 2.5mg/ml
1:64 1.25mg/ml
1:128 0.625mg/ml

1:256 0.3125mg/ml

C-: control negativo, C+: control positivo, L: Lemna gibba, R: raiz de Eichornnia crassipes, T:

tallo de Eichornnia crassipes, H: Hoja de Eichornnia crassipes.

Figura 39. Microdilucion en placa de extractos vs Fusarium sp.
Fuente: Autores 2018.

La actividad antifungica que presenta el extracto L (lemnna gibba) y H (hoja de
Eichornnia crassipes) frente a Fusarium sp se ve reflejada en la dilucion 1:4 que
corresponde a la concentracion 20mg/ml siendo esta la concentracion minima
inhibitoria de este extracto. La actividad antibacteriana que presenta el extracto R (
raiz de Eichornnia crassipes) frente a Fusarium sp se observa en la dilucion 1:8 que
corresponde a la concentracion 10mg/ml siendo esta la concentracion minima
inhibitoria. La actividad antibacteriana de T (tallo de Eichornnia crassipes) frente a
Fusarium sp. se ve reflejada en la dilucion 1:2 que corresponde a la concentracion

40mg/misiendo esta la concentracion minima inhibitoria de este extracto.
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5 DISCUSION

En funcion de responder a la problematica y creciente tasa de resistencia de
microorganismos a antimicrobianos, se han generado el empleo de plantas y sus

extractos, buscando asf una salida sostenible y natural a este problema *.

Ademas de ser consideradas como maleza acuatica, las plantas estudiadas en el
presente trabajo, han demostrado accion biologica en algunas ramas de la medicina,
claro ejemplo de ello es mencionado por Kumar® quien indica que Eichhornia

crassipes presentan accion citotéxica en células asociadas a cancer de pulmon.

En el presente trabajo se evalué la actividad antimicrobiana de los extractos
obtenidos, de Eichhornia crassipes y Lemna gibba utilizando dos técnicas difusion
radial e agar y concentracion minima inhibitoria en microplaca, la primera de ella,
difusion radial en agar, alli la capacidad antimicrobiana es medida a través de un
halo de inhibicion, en esta técnica se identificaron dos factores limitantes: el
microorganismo y la concentracion del extracto utilizado. La naturaleza de los
microorganismos presenta la primera caracteristica que dificulta la objetividad del
experimento. Por ejemplo en el caso de los hongos, es necesario mencionar que
ninguno presentd un crecimiento radial en agar, su crecimiento es asimétrico y poco
uniforme, esto puede distorsionar la claridad y objetividad de los resultados
correspondientes a la medicion de los halos, por otro lado los controles de calidad
Aspergillus brasiliensis. ATCC 16404 y Candida albicans. ATCC 10231 quienes dan
validez a los montajes de difusién radial en agar de hongos también presentan
limitantes que afecta la interpretacion de resultados. El poco crecimiento de los
hongos y controles se atribuye a posibles factores como incubacion inadecuada de
la muestra en tanto a temperatura o tiempo ideal, no se puede determinar a ciencia
cierta qué tipo de factor alter6 el crecimiento de los microorganismos Yy la
interpretacion de los resultados pero esto es causa de invalidez del ensayo ya que

|39

segun Bernal Maye y Guzman Miguel®™ en su articulo el antibiograma de discos,

normalizacion de la técnica kirby-bauer los microorganismos de crecimiento lento
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revelan unos resultados que no son confiables y también dice La Dra. Johana
Méndez y Dr. Marco L. Herrera®  en su articulo Métodos de susceptibilidad
antifingica, que la aplicacion de los métodos de difusion radial en agar para probar
agentes antifingicos es limitada, sin embargo este método tiene buena correlacion

con los métodos de referencia de la NCCLS ¥’.

En el caso de las bacterias con la técnica de difusion radial en agar se pudo
determinar cual fue el extracto que tuvo un mayor halo de inhibicion frente a los
microorganismos fitopatogenos estudiados, Lemna gibba presenta una mayor
actividad frente a Xanthomonas sp. y Ralstonia sp. ya que fue el extracto que mayor
halo de inhibicién tuvo con un didmetro de 6,3mm y 8,0mm, como lo menciona Maria
del Pilar Arroyave en su articulo del 2004 dijo que las especies de plantas
pertenecientes al género Lemna presentan un gran interés desde el punto de vista
evolutivo, ecoldgico y ambiental. Effiong BN en el 2009 concluye que los extractos
etandlicos de Lemna gibba tienen una mayor inhibicién frente a microorganismos, y
se observd en este proyecto que con un 50% Lemna gibba tuvo accién
antimicrobiana y mayor inhibicién frente a las bacterias fitopatdbgenas que los otros
extractos de Eichhornia crassipes.

En el trabajo realizado por Cruz y Caviedes (2018) La actividad antimicrobiana de
una planta dependié de los principios activos de sus extractos, y en ocasiones no
solamente de uno de sus compuestos, esto indica que existe una alta probabilidad
gue esta accion antimicrobiana se debe al ejercicio en conjunto de todos sus

componentes y no solamente de un compuesto determinado™

De acuerdo a los resultados de concentracion minima inhibitoria se busco la minima
cantidad de extracto gue es capaz de impedir el crecimiento de los
microorganismos en Optimas condiciones y compararla con los resultados obtenidos
en difusion radial en agar para asi afirmar o no, si los extractos tienen actividad
antimicrobiana y antifangica, de acuerdo a el montaje de CMI en bacterias se
observd que, en los tres microorganismos fitopatogenos el extracto que inhibié mas

el crecimiento fue Lemna gibba, en cada una con una concentracion diferente, en
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Lelliottia sp. La concentracién minima inhibitoria fue de 1.25mg/ml como se puede
observar en la figura 34, en Xanthomonas sp. La concentracion minima inhibitoria fue
de 5mg/ml como se puede observar en la figura 35 y en Ralstonia sp. La
concentracion minima inhibitoria fue de 2.5mg/ml como se puede observar en la
figura 36; Se realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos en difusion radial en
disco y se determin6é que el extracto con mayor actividad antimicrobiana en ambas
técnicas para bacterias fue Lemna gibba, ya que en CMI fue el 100% efectivo y en
difusiéon radial en disco el 66.6%. Para hongos solo se tiene resultados de CMI ya
gue difusion radial en disco fue invalidado, por lo tanto no se pudo realizar una
comparacién de ambos resultados para garantizar la efectividad de la capacidad de
inhibicion de los extractos, en el ensayo con hongos la raiz de Eichhornia crassipes,
la hoja de Eichhornia crassipes, y Lemna gibba fueron los extractos con capacidad
de inhibicion, en Botrytis sp. C-bios la Hoja de Eichhornia crassipes, inhibi6 el
microorganismo con una concentracion minima inhibitoria de 0.625mg/ml como se
puede observar en la figura 37, en Botrytis sp. Acmé Lemna gibba tuvo una
capacidad de inhibicibn minima de 1.25mg/ml como se puede observar en la figura
38 y Fusarium sp. La raiz de Eichhornia crassipes, tuvo una concentracién minima
inhibitoria de 10mg/ml como se puede observar en la figura 39, por lo tanto en este
ensayo se determind que los extractos de Lemna gibba y Eichhornia crassipes

tuvieron capacidad antifungica frente a los microorganismos.

Se evidencio que tipo de polaridad tiene cada extracto segun las cromatografias
realizadas en las instalaciones del laboratorio de bioprospeccién en la Universidad de
la Sabana ya que se realizé con dos tipos de solventes con diferente polaridad
Acetato de etilo con un indice de polaridad de 4.4 lo cual lo hace un compuesto polar
y Hexano con un indice de polaridad de 0.1 lo cual lo hace un compuesto apolar en
la figura 17 se puede ver como se evidencian los compuestos apolares, en este caso
se evidencia una corrida de la muestra 4 que pertenece a la hoja de Eichhornia
crassipes pero su corrida no es tan evidente como en la figura 18 que alli se
evidencian los compuestos polares y se puede ver la diferencia de la corrida de cada

uno de los extractos concluyendo que todos los extractos son compuestos polares,
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sin embargo en la figura 19, se evidencia la corrida de la raiz y la hoja de Eichhornia
crassipes en 100% acetato de etilo que es un compuesto polar, por lo tanto la raiz y
la hoja de Eichhornia crassipes son extractos compuestos de una polaridad alta
mientras Lemna gibba y el tallo de Eichhornia crassipes son compuestos que se

evidencian mejor en una polaridad baja.

El reto que propone este trabajo a futuro es realizar la identificacion de los
compuestos o el compuesto responsable de la accién antimicrobiana evidenciada en
el mismo. Se plantea el siguiente paso a partir del fraccionamiento e identificacion de

los compuestos de los extractos.
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6 CONCLUSIONES

Se concluye que todos los extractos evaluados presentan capacidad de
inhibicién frente a los microorganismos, siendo Lemna gibba el extracto que
mostro mayor capacidad de inhibicién en técnica de difusion radial en agar y
concentracion minima inhibitoria.

Se establecié la polaridad de los extractos, obteniendo como resultado
mayor polaridad en hoja y raiz de Eichhornia crassipes y polaridad baja en
Lemna gibba y el tallo de Eichhornia crassipes.

El método de difusién radial en disco para hongos se debe estandarizar y
mejorar para asi evitar contaminaciones en los ensayos, y obtener resultados
completamente coherentes y sin interferencias.

Se deben seguir haciendo estudios similares a este trabajo para determinar
cudles son los agentes responsables de la inhibicion frente a

microorganismos de importancia en salud vegetal.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Hoja de vida de la Xanthomonas sp.

COLECCION DE CULTIVOS DE MICROORGANISMOS - CCM-UCMC
UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
LABORATORIO CENTRAL — AREA CEPARIO

SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
FICHA DE IDENTIFICACION

DATOS DEL DEPOSITANTE

DEPOSITANTE MUESTRA DIRECTA GRUPO CEPARIUM

ENTIDAD A LA QUE UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
PERTENECE

DIRECCION Calle 28 #5B-02, Bogota D.C, Bogota

TELEFONO 2418800

FORMA DE ADQUISICION MUESTRA AISLADA POR EL GRUPO DE INVESTIGACION

IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO
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MICROORGANISMO

Xanthomonas sp.

GENERO

Xanthomonas

ORIGEN — HABITAT

CEPA CONFIRMADA POR GRUPO CEPARIUM

LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL
AISLAMIENTO

Cundinamaca Colombia

FECHA / HORA DE AISLAMIENTO

2016

PROCEDIMIENTO INICIAL

Pruebas de patogenicidad

NIVEL DE SEGURIDAD

1

CONSERVACION DEL
MICROORGANISMO

-70°C y -180°C en nitrogeno liquido Caldo BHI con
10% de glicerol

PRUEBAS BIOQUIMICAS DE
IDENTIFICACION

Aislamiento primario en agar nutritivo, King B

FIRMA DE RESPONSABLES

DECANA FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD

DOCENTE RESPONSABLE COLECCION
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Anexo 2. Hoja de vida de la Lelliottia sp.

COLECCION DE CULTIVOS DE MICROORGANISMOS - CCM-UCMC
UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
LABORATORIO CENTRAL - AREA CEPARIO

SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
FICHA DE IDENTIFICACION

DATOS DEL DEPOSITANTE

DEPOSITANTE GRUPO DE INVESTIGACION CEPARIUM

ENTIDAD A LA QUE UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA

PERTENECE

DIRECCION Calle 28 #5B-02, Bogota D.C, Bogota

TELEFONO 2418800

FORMA DE ADQUISICION |AISLAMIENTO DE MICROORGANISMO DE MATERIAL
VEGETAL CONTAMINADO.
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IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

MICROORGANISMO Lelliottia sp.
GENERO Lelliottia
ORIGEN — HABITAT Cultivo de tuberculos de papa

LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL Zipaquira Cundinamarca

AISLAMIENTO

PROCEDIMIENTO INICIAL Aislamiento en agar nutritivo.

NIVEL DE SEGURIDAD 1

CONSERVACION DEL -70°C y -180°C en nitrogeno liquido Caldo BHI con
MICROORGANISMO 10% de glicerol

PRUEBAS BIOQUIMICAS DE Pruebas de identificacion por biologia molecular

IDENTIFICACION

FIRMA DE RESPONSABLES

DECANA FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD

DOCENTE RESPONSABLE COLECCION
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Anexo 3. Hoja de vida de Ralstonia sp.

COLECCION DE CULTIVOS DE MICROORGANISMOS - CCM-UCMC
UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
LABORATORIO CENTRAL — AREA CEPARIO

SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
FICHA DE IDENTIFICACION

DATOS DEL DEPOSITANTE

DEPOSITANTE Grupo de investigacién Ceparium

ENTIDAD A LA QUE Universidad colegio mayor de Cundinamarca
PERTENECE

DIRECCION Calle 28 #5B-02, Bogota D.C, Bogota

TELEFONO 2418800

FORMA DE ADQUISICION | Microorganismo aislado de material vegetal contaminado

IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

MICROORGANISMO Ralstonia sp.

GENERO Ralstonia

ORIGEN - HABITAT Cultivo de tomate
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LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL
AISLAMIENTO

Cundinamarca, Colombia

PROCEDIMIENTO INICIAL

Aislamiento en agar nutritivo y en agar especifico
TZC

NIVEL DE SEGURIDAD

1

CONSERVACION DEL
MICROORGANISMO

-70°C y -180°C en nitrogeno liquido Caldo BHI con
10% de glicerol

PRUEBAS BIOQUIMICAS DE
IDENTIFICACION

Pruebas bioquimias de tubo.

FIRMA DE RESPONSABLES

DECANA FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD

DOCENTE RESPONSABLE COLECCION
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Anexo 4. Hoja de vida de Botrytis sp.

COLECCION DE CULTIVOS DE MICROORGANISMOS - CCM-UCMC
UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
LABORATORIO CENTRAL — AREA CEPARIO

SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
FICHA DE IDENTIFICACION

DATOS DEL DEPOSITANTE

DEPOSITANTE Centro de Biosistemas Universidad Jorge Tadeo Lozano
ENTIDAD A LA QUE Universidad Jorge Tadeo Lozano

PERTENECE

DIRECCION Calle 28 #5B-02, Bogota D.C, Bogota

TELEFONO 2418800

FORMA DE ADQUISICION

IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

MICROORGANISMO Botrytis sp.

GENERO Botrytis

ORIGEN - HABITAT Cultivo de rosas
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LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL
AISLAMIENTO

Cundinamarca Colombia

FECHA / HORA DE AISLAMIENTO

Febrero 2017

PROCEDIMIENTO INICIAL

Aislamiento del hongo a partir de planta
contaminada en Agar PDA . Pruebas de
patogenicidad e identificacion por caracteristicas

microscépicas macroscopicas.

NIVEL DE SEGURIDAD

1

CONSERVACION DEL
MICROORGANISMO

Conservaciéon del microorganismo a -15°C

PRUEBAS BIOQUIMICAS DE
IDENTIFICACION

Identificacion de caracteristicas microscopicas

macroscaopicas.

FIRMA RESPONSABLES

DECANA FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD

DOCENTE RESPONSABLE COLECCION
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Anexo 5. Hoja de vida de Botrytis sp

COLECCION DE CULTIVOS DE MICROORGANISMOS - CCM-UCMC
UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
LABORATORIO CENTRAL — AREA CEPARIO

SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
FICHA DE IDENTIFICACION

DATOS DEL DEPOSITANTE

DEPOSITANTE GRUPO DE INVESTIGACION CEPARIUM

ENTIDAD A LA QUE UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
PERTENECE

DIRECCION Calle 28 #5B-02, Bogota D.C, Bogota

TELEFONO 2418800

FORMA DE ADQUISICION

IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

MICROORGANISMO Botrytis sp

GENERO Botrytis

ORIGEN - HABITAT Cultivo de fresa
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LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL
AISLAMIENTO

Bogota, Cundinamarca.

FECHA / HORA DE AISLAMIENTO

14 de Octubre de 2017

PROCEDIMIENTO INICIAL

Aislamiento del hongo a partir de planta
contaminada en Agar PDA . Pruebas de
patogenicidad e identificacion por caracteristicas

microscépicas macroscopicas.

NIVEL DE SEGURIDAD

1

CONSERVACION DEL
MICROORGANISMO

Conservaciéon del microorganismo a -15°C

PRUEBAS BIOQUIMICAS DE
IDENTIFICACION

Identificacion de caracteristicas microscopicas

macroscaopicas.

FIRMA RESPONSABLES

DECANA FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD

DOCENTE RESPONSABLE COLECCION
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Anexo 6. Hoja de vida de Fusarium sp.

COLECCION DE CULTIVOS DE MICROORGANISMOS - CCM-UCMC
UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
LABORATORIO CENTRAL — AREA CEPARIO

SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
FICHA DE IDENTIFICACION

DATOS DEL DEPOSITANTE

DEPOSITANTE Grupo de investigacién Ceparium

ENTIDAD A LA QUE Universidad colegio mayor de Cundinamarca
PERTENECE

DIRECCION Calle 28 #5B-02, Bogota D.C, Bogota

TELEFONO 2418800

FORMA DE ADQUISICION | Microorganismo aislado de material vegetal contaminado

IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

MICROORGANISMO Fusarium sp.

GENERO Fusarium

ORIGEN — HABITAT Cultivo de tomate ubicado en una

88



LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL
AISLAMIENTO

una finca en Cajica, municipio de Cundinamarca

FECHA / HORA DE AISLAMIENTO

14 de Octubre de 2017

PROCEDIMIENTO INICIAL

Aislamiento del hongo a partir de planta
contaminada en Agar PDA . Pruebas de
patogenicidad e identificacion por caracteristicas

microscépicas macroscopicas.

NIVEL DE SEGURIDAD

1

CONSERVACION DEL
MICROORGANISMO

Conservaciéon del microorganismo a -15°C

PRUEBAS BIOQUIMICAS DE
IDENTIFICACION

Identificacion de caracteristicas microscopicas

macroscaopicas.

FIRMA DE RESPONSABLES

DECANA FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD

DOCENTE RESPONSABLE COLECCION
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