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RESUMEN 
 
 
Evaluación de aislamientos bacterianos de origen marino, como agentes de 
control biológico de Microcyclus ulei, causante del Mal Suramericano de las 

Hojas del Caucho - (SALB) 
 
 
La producción de látex del árbol de caucho natural (Hevea brasiliensis), se ve 

afectada por fitopatógenos, como Colletotrichum gloeosporioides causante de la 

Antracnosis y Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx (Ascomycota), causante del mal 

suramericano de la hoja del caucho (South American Leaf Blight - SALB). Esta 

última enfermedad, endémica amazónica, se encuentra distribuida en América 

Central y del Sur, siendo la mayor limitante para su cultivo con pérdidas anuales de 

15% y 20% en producción y la muerte de árboles muy susceptibles. El control del 

SALB es limitado, basando en el control químico, con efectivos preventivos en 

viveros y jardines clonales, pero representa altos costos y causa impacto negativo 

al ambiente.  

 

En este trabajo de investigación, presentamos el control biológico como alternativa 

para el manejo del SALB, para ello se realizó un tamizaje a 50 aislamientos 

bacterianos procedentes de ambientes marinos, contra C. gloeosporioides. Los 

aislamientos bacterianos seleccionados, fueron evaluados para determinar la 

capacidad de inhibir la germinación de conidios de M. ulei, y aquellos que lo hicieron 

fueron probados en condiciones de invernadero, utilizando 20 plántulas del clon 

RRIM 600 de caucho natural H. brasiliensis, las cuales fueron inoculadas en 

tratamientos con patógeno y con biocontroladores.  
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El aislamiento bacteriano 72, identificado como Stenotrophomonas maltophilia 

mediante secuenciación de 16s de rRNA presentó una alta capacidad en la 

disminución de los síntomas del SALB frente al control en condiciones de 

invernadero. Finalmente se evaluó la expresión diferencial mediante RT-qPCR de 

genes asociados a rutas de ácido jasmónico (AJ), ácido salicílico (AS) y actina en 

plántulas RRIM 600 infectadas con M. ulei y tratadas con filtrados bacterianos de S. 

maltophilia, obteniendo resultados que asocian el efecto de los tratamientos con 

posible inducción de Resistencia Sistémica adquirida (SAR).  

 

Palabras clave: Fitopatógenos, Colletotrichum gloeosporioides, Antracnosis, 

Stenotrophomonas maltophilia, Hevea brasiliensis, RT-qPCR, control biológico.    
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ABSTRACT 
 
 
Evaluation of bacterial isolates of marine origin, as biological control agents 

of Microcyclus ulei, the cause of the South American Disease of Rubber 
Leaves - (SALB) 

 

The production of latex from the natural rubber tree (Hevea brasiliensis) is affected 

by phytopathogens, such as Colletotrichum gloeosporioides, which causes 

Anthracnose, and Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx (Ascomycota), the cause of 

South American rubber leaf disease (South American Leaf Blight - SALB). This last 

disease, endemic to the Amazon, is distributed in Central and South America, being 

the greatest limitation for its cultivation with annual losses of 15% and 20% in 

production and the death of highly susceptible trees. SALB control is limited, based 

on chemical control, with preventive measures in nurseries and clonal gardens, but 

it represents high costs and causes a negative impact on the environment. 

 

In this research work, we present the biological control as an alternative for the 

management of SALB, for which a screening was carried out on 50 bacterial isolates 

from marine environments, against C. gloeosporioides. The selected bacterial 

isolates were evaluated to determine the capacity to inhibit the germination of M. ulei 

conidia, and those that did so were tested under greenhouse conditions, using 20 

seedlings of the RRIM 600 clone of natural rubber H. brasiliensis, were inoculated in 

treatments with pathogen and with biocontrollers. 

 

Bacterial isolate 72, identified as Stenotrophomonas maltophilia by 16s rRNA 

sequencing, showed a high capacity to reduce SALB symptoms compared to the 
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control under greenhouse conditions. Finally, the differential expression was 

evaluated by RT-qPCR of genes associated with jasmonic acid (JA), salicylic acid 

(SA) and actin pathways in RRIM 600 seedlings infected with M. ulei and treated 

with bacterial filtrates of S. maltophilia, obtaining results that join the effect of 

treatments with possible induction of Systemic Acquired Resistance (SAR). 

 

Keywords: Phytopathogens, Colletotrichum gloeosporioides, Anthracnose, 

Stenotrophomonas maltophilia, Hevea brasiliensis, RT-qPCR, biological control. 
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Introducción 

 

El caucho natural (Hevea brasiliensis, (Willd. Ex Adr. De Juss.) Muell. - Arg.) es una 

especie de origen suramericano y la principal importancia de este árbol radica en la 

producción de látex, materia prima insustituible para la industria mundial, usada en 

una gran cantidad de aplicaciones como, la fabricación de neumáticos, cinturones 

de maquinaria, empaques, ropa entre otros, dando sustento a más de 30 millones 

de personas a nivel mundial (Braz, T., et al., 2014).  

 

Esta planta habita principalmente las planicies de la Amazonía y Orinoquía en 

América del Sur, con amplia distribución en países como Bolivia, Brasil, Colombia, 

Guayana Francesa, Perú, Surinam y Venezuela (Sterling, C. A, & Rodríguez, O. L., 

2011). 

 

La producción de caucho natural a nivel mundial hasta el 2017, estaba liderada por 

Asia con el 89.5 % principalmente en países como Tailandia e Indonesia, seguido 

por África con una producción de 6%, América con el 4.6 % y Oceanía con el 0.1 % 

(FAO. 2019).  Para Colombia en los últimos cinco años, el área cultivada y la 

producción de caucho natural, presentó un incremento de 48.45 % y 50.34 % 

respectivamente, liderando la producción de látex, los departamentos de Santander 

con 7.605,19 t/año, Antioquía con 4.756,30 t/año, Meta con 3.496,10 t/año y 

Caquetá con 3.173,10 t/año, (AGRONET. 2019), así mismo entre estos 

departamentos se produce el 84.27 % del caucho nacional. 

 



 

2 

 

Pese a que el cultivo de H. brasiliensis no es uno de los principales en el país, este 

se mantiene en constante crecimiento y expansión debido a una larga tradición 

cauchera que se remonta al año 1859 (Castellanos, Fonseca, & Barón, 2009). El 

látex es una materia prima insustituible para la industria mundial, usada en una gran 

cantidad de aplicaciones como, la fabricación de neumáticos, cinturones de 

maquinaria, empaques, ropa entre otros, dando sustento a más de 30 millones de 

personas a nivel mundial (Braz, T., et al., 2014). 

 

La producción de caucho natural se ve afectada por algunos fitopatógenos, 

principalmente por Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx (Ascomycota) actualmente 

Pseudocercospora ulei (Da Hora Junior et al., 2014), causante del Mal 

Suramericano de la Hoja del Caucho (South American Leaf Blight - SALB). Esta es 

una enfermedad endémica del área amazónica y se encuentra ampliamente 

distribuida en América Central y del Sur, en donde constituye un serio problema 

dentro de los planes de siembra masiva (Peralta et al., 1990; Mattos et al., 2003; 

Mattos et al., 2005), siendo la mayor limitante del mismo (Suarez, YYJ., et al., 2015). 

Adicionalmente, es considerada la enfermedad más destructiva del cultivo de 

caucho natural, reportándose así pérdidas anuales entre el 15 % y 20 % en la 

producción de látex (Compagnon P., 1998). Esta enfermedad provoca la caída 

prematura de las hojas jóvenes en estadio A y en condiciones ambientales 

favorables para el desarrollo de la infección, puede llevar a la defoliación total de los 

árboles (Gasparotto et al., 1984), según Chee K. H., & Holliday P., (1986), esta 

situación se evidencia en la producción final de látex, la cual se puede afectar entre 

20 % y 75 %, además en árboles adultos; ataques sucesivos del fitopatógeno 



 

3 

 

ocasionan el debilitamiento de las plantas e incluso en clones muy susceptibles 

puede llegar a causar la muerte (Gasparotto et al., 1984). Adicional al SALB, otra 

de las enfermedades que afectan al caucho es la Antracnosis, causada por 

Colletotrichum gloeosporioides, la cual provoca la caída secundaria de las hojas, 

conocida como (CLF) por las siglas en inglés (Colletotrichum Leaf Fall), 

ocasionando pérdidas en el área foliar e incremento en los costos de producción 

derivados de su manejo (Tapiero, 2013), así mismo es considerada la segunda 

enfermedad foliar más limitante del cultivo de H. brasiliensis y de la producción de 

caucho natural (Guyot et al., 2005; Castro, 2011; Gaparotto & Pereira, 2012), 

generando un importante impacto sobre los cultivos de H. brasiliensis en Colombia, 

principalmente en el departamento del Meta en la zona de la altillanura y en Brasil 

debido a un alto incremento en su incidencia y difícil manejo (Sterling, C. A., & 

Rodríguez, L. C. H., 2018). 

 

En la actualidad el control del SALB, es muy limitado, y se basa principalmente en 

estrategias de control químico mediante la aplicación aérea de fungicidas, como 

benomil, clorotalonil, mancozeb, clorotalonil con tiofanato de metilo, propiconazol y 

tebuconazol (Furtado et al., 2005: Sierra, 2010). Algunos de estos fungicidas, solo 

son efectivos de forma preventiva, en viveros y jardines clonales, representa altos 

costos a nivel de plantación y a su vez causa un impacto ambiental negativo para 

las zonas aledañas (Suarez, YYJ., et al., 2015). Otros métodos para el manejo del 

SALB, como el injerto de copa (Gasparotto, et al., 1991); el cual consiste en 

combinar un tronco productivo pero susceptible, con una copa de un clon resistente, 
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otra estrategia usada son las zonas de escape para el cultivo del caucho, 

determinadas como áreas con una estación seca bien definida coincidente con el 

periodo de renovación de las hojas, en las cuales el patógeno no puede ocasionar 

daños que superen el nivel de umbral económico (Tapiero, 2011), solución de 

mucho interés ya que en los países donde existen condiciones favorables para el 

patógeno, se pueden cultivar clones asiáticos sin riesgo alguno, porque el hongo 

tiene su ciclo de desarrollo interrumpido (Ortolani A. A., 1982). En lugares donde el 

hongo es endémico, el mejoramiento genético es la mejor solución para un control 

sostenible del SALB (Rivano, F., et al., 1989), debido a la gran diversidad genética 

de los progenitores, lo que ofrece una cantidad de materiales, los cuales pueden 

ser estudiados y seleccionados por su resistencia a P. ulei, (Rivano, F., et al., 2011).  

 

Aun así, estrategias como el control químico, la implementación de métodos 

culturales y el uso de clones resistentes, no son contundentes para el manejo y 

control del SALB, debido al índice de severidad que la enfermedad presenta en 

campo (Sterling C. A., et al., 2010).  El control biológico es una alternativa 

prometedora para el manejo integrado del SALB, debido a que es posible 

aprovechar enemigos naturales del patógeno como bacterias con actividad 

antagonista, los cuales mediante la secreción de sustancias bioactivas, enzimas 

líticas (Sylvia et al., 2005, Sharma et al., 2009), la producción de compuestos 

volátiles con capacidad antifúngica, metabolitos secundarios, (Bakker et al., 2003), 

como ácido indol acético (AIA), sideróforos, quitinasas, iturinas, surfactinas, 

lipopéptidos antimicrobianos y por su alta capacidad de colonización y multiplicación 
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en diversos ambientes (Geels et al., 1986; Quagliotto et al., 2009); lo cual les permite 

actuar en nichos como la rizósfera, espermósfera, filósfera y al interior de las 

plantas. Las características anteriormente mencionadas, hacen que estos 

microorganismos sean ideales para controlar patógenos como hongos, oomycetos, 

plasmodios e incluso bacterias.  

 

La mayoría de las bacterias evaluadas como controladores biológicos provienen de 

ambientes terrestres, como la rizósfera y el rizoplano. Para nuestro grupo de 

investigación en Bioprocesos y Bioprospección, las bacterias de origen marino 

resultan ser de gran interés para el control de P. ulei, como alternativa sostenible y 

menos agresiva con el ambiente (Zavaleta, 2000). Diversas publicaciones se 

reportan a estos microorganismos como controladores biológicos de enfermedades 

foliares como la antracnosis (H. Montiel et al., 2017) y la marchitez vascular en 

tomate (D. Vinchira et al., 2020), también han sido utilizados como promotores de 

crecimiento vegetal - PGPR en cultivares de gran importancia (Goswami D., et al., 

2014). Aspectos como su asociación a superficies bióticas y abióticas (Smith DC., 

et al., 1992), la formación de biopelícula (Salta M., et al., 2013 & Egan S., et al., 

2008), adaptación en rangos de temperatura de (10 – 50 °C), salinidad (0.5 – 6.0 % 

de NaCl) y pH contrastantes (Jianyou L., et al., 2011 & Manwar A., et al., 2004) y la 

producción de compuestos antimicrobianos, nos lleva postularlos como posibles 

controladores biológicos. Nuestro interés radica en la posibilidad de proponer la 

utilización de estos microorganismos o sus metabolitos secundarios en la 

elaboración de bioinsumos para el control biológico de fitopatógenos.    
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Por otra parte, las bacterias marinas pertenecientes a los géneros Streptomyces 

spp., y Bacillus spp., son consideradas productoras de metabolitos bioactivos (Blunt 

JW., et al., 2017) con actividades biológicas antimicrobianas, antivirales, 

antituberculosos, antiprotozoarios, inmunomoduladores, antioxidantes, 

antiinflamatorias, antidiabéticos, anticancerígenos (Ortega – Morales et al., 2010). 

Sin embargo, los estudios que evalúan la actividad antifúngica de bacterias marinas 

en plantas son muy reducidos y la mayoría solo se realizan en condiciones In vitro.  

Algunos autores reportan los géneros Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces spp. y 

Dycima pulvinata con efecto positivos para el control de C. gloeosporioides y P. ulei, 

(Sharma et al., 2009; Vinchira et al., 2017). 

 

Bajo el anterior contexto, en este trabajo de investigación presentamos el control 

biológico como una alternativa al manejo integrado del SALB, para ello evaluamos 

en condiciones In vitro, 50 aislamientos bacterianos procedentes de ambientes 

marinos, contra C. gloeosporioides como estrategia de screening o tamizaje, y los 

aislamientos que presentaron mejor actividad antifúngica, fueron evaluados en 

condiciones in vitro contra P. ulei. Las cepas que presentaron mejor actividad 

antifúngica en este ensayo, fueron probadas como controladores biológicos del 

SALB, en plántulas de caucho natural H. brasiliensis clon RRIM 600 bajo 

condiciones de invernadero. Los microorganismos seleccionados para este 

proyecto fueron aislados de los arrecifes coralinos de Santa Catalina y Providencia-

Colombia, y pertenecen a la colección de aislamientos marinos del grupo de 

investigación en Productos Naturales Marinos del Departamento de Química de la 
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Universidad Nacional de Colombia. Este trabajo busca contribuir con el desarrollo 

de futuras investigaciones que permitan llegar a la producción de un bioinsumo, 

comercialmente posicionado, aportando al uso de nuevas tecnologías biológicas en 

el campo agroforestal del país. Este proyecto fue financiado por MinCiencias y la 

Universidad Nacional de Colombia, bajo el proyecto titulado “Desarrollo de 

estrategias de control biológico en cultivos forestales y transitorios de interés 

comercial para Colombia empleando bacterias nativas colombianas”, de la 

convocatoria 776-2017 (Conformación de un banco de proyectos elegibles de 

generación de nuevo conocimiento – 2017, en el Programa Nacional de Ciencia, 

Tecnología e Innovación en Ciencias Agropecuarias.   

 

1. CAPÍTULO 1 

Marco Teórico 

1.1 Caucho natural. 

 

El árbol de caucho natural es una planta perteneciente a la familia Euphorbiaceae y 

al género Hevea. Este árbol presenta hojas trifoliadas y flores unisexuales 

(Gonçalves et al., 2011), sus raíces son pivotantes de gran longitud, ubicadas en 

los primeros 80 centímetros de profundidad. El fruto es dehiscente, de tres celdas, 

con una semilla de forma redondeada en cada una de ellas; regularmente de color 

café o marrón (Gasparotto et al., 1997).  
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Este árbol perenne alcanza hasta 20 metros de altura, su tronco es cónico, pero 

injertado es cilíndrico. Se siembra en altitudes que van desde los 0 a 1.200 m.s.n.m., 

con una precipitación entre 1.500 y 2.500 o 3.000 mm anuales, con periodos secos 

de 2 a 3 meses, requiere 1.500 a 1.800 horas – luz por año y humedad relativa >80 

% (Compagnon, 1998).  

 

El crecimiento del árbol de caucho es rítmico hasta los 3 años, durante este período 

las fases de crecimiento se alternan con épocas de dormancia, por lo cual el árbol 

crece mediante una sucesión de lanzamientos foliares, dependientes de factores 

genéticos y ambientales (Guyot et al., 2001).  

 

1.1.1 Ontogenia Foliar. 

 

La planta de H. brasiliensis presenta 4 estados foliares (Figura 1), que se 

denominan: fase A – brote sin hojas, escamas preformadas dentro del brote 

terminal, que se abren y aparece la unidad de crecimiento a los 9 días.  Fase B – 

crecimiento, (B1) se observa una rápida elongación de los entrenudos y (B2) los 

foliolos tienen un color rojizo (antocianinas) con un limbo enderezado verticalmente 

muy reducido, esta fase dura 11 días en los cuales el color se atenúa (Mattos, G., 

et al., 2003; Le Guen et al., 2008). 
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Figura 1. Estados foliares de H. brasiliensis. Crecimiento y desarrollo en 

condiciones de invernadero IBUN. A, B, B1, B2, C y D; desarrollo foliar en el 

tiempo, respectivamente. (Méndez TE, 2017).  

 

El período de defoliación del árbol de caucho natural es anual, este se presenta a 

partir del tercer o cuarto año, la duración e intensidad y velocidad de este período 

de renovación foliar varía de clon a clon (Furtado, 1996).  

 

Los estados foliares son importantes en la relación patógeno – hospedero, debido 

a que pueden facilitar los procesos de infección de los patógenos. En el caso del 

caucho, las hojas jóvenes son el tejido receptivo y las hojas adultas son menos 

receptivas (Castro, 2011) para H. brasiliensis. En los estados A y B ocurre la 

infección por patógenos foliares como Phytophthora spp., Colletotrichum spp., 

oidium spp. y P. ulei y en D se presenta resistencia a la penetración de hongos en 
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general (Sambugaro, 2007). Durante los estados A, B y C las hojas son 

completamente delgadas y carecen de lignina; el incremento en el tamaño de la hoja 

es exponencial en etapas tempranas del desarrollo foliar. En esta etapa de 

elongación celular los procesos de endurecimiento de la pared celular se retardan, 

este evento se relaciona con la receptividad al inóculo de P. ulei (Lieberei, 2007).  

 

La fase de establecimiento o período improductivo del cultivo se presenta en los 

primeros 5 años, dependiendo del genotipo. Al finalizar este período, se inicia la 

fase productiva y colecta de látex hasta por 30 años, no obstante, el rendimiento 

puede declinar gradualmente con la edad de la planta (Guevara, 2017).  

 

1.1.2 Usos del Caucho Natural. 

 

El látex es el principal producto del árbol de caucho natural, esta sustancia emana 

de cortes en la corteza del árbol y es utilizada como materia prima en diferentes 

sectores industriales (Compagnon, 1998) para la fabricación de llantas y neumáticos 

de automotores, condones, bandas transportadoras, suelas de calzado, productos 

comestibles, pegantes, borradores, cubiertas aislantes de electricidad, pinturas y 

lacas (Guevara, 2017). En la producción de llantas es utilizado el 67 % del caucho 

natural producido a nivel mundial, el 11 % en guantes y productos que requieren 

látex centrifugado y un 22 % en otros artículos (Ministerio de Agricultura y Desarrollo 

Rural, 2009).  
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Debido a la fluctuación de los precios del petróleo en los últimos años, las materias 

primas derivadas de los hidrocarburos como caucho sintético, han incrementado su 

precio; razón por la cual, la industria transformadora ha derivado su interés en el 

caucho natural como sustituto de algunas aplicaciones sintéticas (Bello & Otu, 

2015). Adicionalmente, se ha reportado que la semilla del caucho contiene aceites 

con los que se produce pinturas y barnices; su pulpa es utilizada para alimento 

animal, y la madera resultante al final de su etapa productiva, es muy apropiada 

para la fabricación de enchapes y muebles de alta calidad (Mejía, 2010). 

 

1.1.3 Enfermedades del cultivo de Caucho Natural. 

 

 En cultivos comerciales de caucho natural alrededor de doce enfermedades son 

catalogadas como de importancia económica afectan diferentes partes del árbol 

como: raíz, foliolos, inflorescencias, frutos, tallo y panel de sangría y son causadas 

principalmente por hongos y oomicetes (Gasparotto et al., 2012). En Latinoamérica 

la enfermedad foliar con mayor descripción encontrada debido a la gran cantidad de 

pérdidas ocasionadas en plantación y vivero es el mal suramericano de la hoja del 

caucho o SALB. Sin embargo, en la altillanura de la cuenca del Orinoco colombiano, 

se reportó que la enfermedad foliar de mayor importancia es la antracnosis que 

causa lesiones, defoliación y mortalidad en ramas y gajos jóvenes del árbol y es 

ocasionada por diferentes especies de Colletotrichum gloeosporioides, 

Colletotrichum boninense y Colletotrichum acutatum (Castro, 2011). 
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1.1.3.1 Mal suramericano de la hoja del Caucho – SALB. 

 

Esta enfermedad es catalogada como unas de las más agresivas, causando 

grandes pérdidas en los cultivos de caucho natural y constituye el principal problema 

en cultivos de países de Centro y Sudamérica. El agente causal de esta enfermedad 

es el hongo biotrófico ascomiceto P. ulei (Da Hora et al., 2014, González, S.M., 

Oggenfuss U, García I, et al., 2022) el cual es endémico en Latinoamérica. Este 

ataca únicamente plantas del género Hevea, entre ellas H. brasiliensis, invadiendo 

sus hojas inmaduras y provocando su caída; estos eventos sucesivos pueden llevar 

al árbol hasta la muerte por agotamiento (Rivano F, et al., 2016., Chee K.H, et al., 

1986).  

 

Para el desarrollo de la enfermedad se requiere de temperaturas superiores a 25+/-

2 °C y humedad relativa superior al 85 % con precipitaciones de 3800 mm/año. 

Simultáneamente debe coincidir con el período de defoliación y la presencia de 

fuentes de inóculo primario (Gasparotto et al., 2012). En la última década la 

enfermedad es reportada en ocho países de Latinoamérica, pero su diseminación a 

otros países como los asiáticos podría los resultados han sido devastadores 

(Martínez et al., 2011; Da Hora Junior et al., 2014), razón por la cual el agente causal 

de la misma es incluido dentro de la lista de armas biológicas (Lieberei, 2007). 

 

La infección del patógeno ocurre en el estadio foliar B, donde por la deficiencia de 

lignina, el crecimiento de la pared celular y su endurecimiento en esta fase de 
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desarrollo no se da, provocando que las hojas en fases A y B sean altamente 

susceptibles a la infección, mientras que las hojas en fase D (correspondientes a la 

fase adulta) presentan resistencia a la penetración del hongo (García – Romero et 

al., 2006; García et al., 1999; Lieberei, 2007; Sambugaro, 2007). En viveros y 

jardines clonales este patógeno se disemina de forma acelerada y ocasiona la caída 

prematura de las hojas, afectando el crecimiento de las plantas y provocando una 

disminución en el porcentaje de plántulas usadas como patrón y las yemas en 

condiciones de ser injertadas (Gasparotto et al., 2012). En árboles adultos la pérdida 

de las hojas limita la actividad fotosintética, y la defoliación prematura reduce la 

producción del látex entre un 20 y un 75 % (Gasparotto et al., 2012). 

 

1.1.3.2 Morfología y fisiología de Pseudocercospora ulei. 

 

El hongo P. ulei (Henn.) Arx., pertenece al dominio: Eukarya, Reino: Fungi Phylum: 

Ascomycota, Subdivisión: pezizomycotina, Clase: Dothideomycetes, Orden: 

Capnodiales, Familia: Mycosphaerellaceae, Género: Pseudocercospora, Especie: 

ulei. El hongo presenta dentro su ciclo de vida tres morfotipos diferentes, con tres 

tipos de esporas, los conidios, espermátias y las ascosporas. El primer morfotipo o 

forma asexual con presencia de conidióforos y conidios de 35 mm; las lesiones a 

las que se asocia el morfo son visibles en el estadio foliar C, el segundo  morfotipo 

se conoce como espermogonial con estroma; aparecen las esporogonias de 30 mm 

y espermátias de 7 mm; las lesiones causadas por este morfo se observan en los 

estadios foliares  C y D,  y el tercer morfotipo o forma sexual con estroma, 
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pseudotecios, ascas y ascosporas de 60 mm; las lesiones asociadas a este morfo 

son evidentes en el estadio foliar D. Tanto las ascosporas como las conidias pueden 

infectar las hojas jóvenes (Da Hora et al., 2014). 

  

Los conidióforos alargados y septados, producen conidias que se forman de manera 

individual, son curvadas, lisas y hialinas, con el tiempo adquieren una coloración 

grisácea o verde olivo; son generalmente septadas, llegando a medir entre 15-65 x 

6-11 μm, y son producidas en grandes cantidades y se diseminan a través de la 

lluvia o el viento siendo estas las formas de dispersión del inóculo tanto dentro de 

la plantación, así como entre plantaciones separadas por grandes distancias 

(Gasparotto et al., 1984; Schubert et al., 2003).  

 

Los síntomas de esta enfermedad aparecen 24 días posinfección, se manifiestan 

con la aparición de clorosis y posterior formación de estromas, estos son estructuras 

superficiales en las hojas que presentan formas globosas, carbonosas, que pueden 

ser de color café o negro, los cuales generalmente se encuentran en la parte adaxial 

de las hojas formando aros alrededor de las perforaciones de las hojas, con un 

tamaño aproximado entre 200 y 400 μm (Schubert et al., 2003). En el interior de los 

estromas se generan picnidios y picnidiosporas correspondientes al segundo 

morfotipo sin importancia en la diseminación del patógeno (Gasparotto et al., 1984; 

Guyot & Eveno, 2015).  

La fase sexual se observa en hojas adultas estadio foliar D, en el interior de los 

estromas se forman los peritecios y ascas con 8 ascosporas (tercer morfotipo), 
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consideradas como el inóculo primario, las ascosporas son de forma alargada y se 

observan tabicadas, su tamaño varía entre los 18-22 x 5-8μm (García-Romero et 

al., 2006: Gasparotto et al., 2012: Schubert et al., 2003) siendo estas responsables 

de la sobrevivencia del patógeno en condiciones climáticas adversas para su 

desarrollo, como temporadas secas de baja humedad relativa. 

 

1.1.3.3 Ciclo de vida de P. ulei. 

 

Figura 2. Ciclo de vida de P. ulei. (Da Hora et al., 2014). En la imagen se muestran 

los tres morfotipos de P. ulei; así como sus diferentes tipos de esporas y las 

lesiones causadas en los diferentes estadios foliares. 
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Su ciclo de vida tiene una duración de aproximadamente 5 meses, durante los 

cuales desarrolla los 3 tipos de esporas: conidias, espermátias y ascosporas.  

Comienza con la generación del inóculo primario que se origina de las ascosporas 

liberadas por los estromas presentes en las hojas adultas a causa de una infección 

anterior, coincidiendo con el inicio del período de lluvias e incremento de la humedad 

relativa que llega a ser mayor a 85 %, (Gasparotto et al., 2012). Las ascas son 

transportadas por el viento y la lluvia hacia los foliolos jóvenes, depositándose en la 

parte abaxial de la hoja, el tubo germinativo penetra la epidermis mediante la 

formación del apresorio el cual queda en contacto con el espacio apoplástico de la 

célula vegetal, el apresorio germina en un período de 12 a 24 horas (Gasparotto et 

al., 2012). 

 

La generación de conidias se da entre 6 y 7 días (Guyotg et al., 2014), las cuales 

son desprendidas del conidióforo por acción del viento y las lluvias. Después de 24 

días aparecen las estructuras estromáticas alrededor y sobre las lesiones, los 

cuales son considerados como la estructura de resistencia del patógeno en donde 

se generan los picnidios y picnidiosporas que son consideradas como una etapa de 

transición que aparece cuando la hoja llega a la madurez y son reemplazadas 

rápidamente por los peritecios y ascosporas que se convierten en el inóculo primario 

para la próxima epidemia durante el período de lluvias (García-Romero et al., 2006; 

García et al., 1995; Gasparotto et al., 2012; Guyot & Eveno, 2015; Guyot et al., 2014, 

Da Hora et al., 2014, Schubert et al., 2003), la transformación de estas estructuras 

se da en periodos de alta humedad cercana al 85 % y con temperaturas calidad 
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entre 25–28 °C, causando lesiones que aparecen en los estadios foliares C y D. 

 

1.1.4 Control biológico y selección de microorganismos. 

 

El control biológico ha sido descrito como “la reducción del inóculo o la actividad 

causante de enfermedad de agentes patógenos sobre las plantas a través del uso 

de organismos diferentes al hombre” (Baker, 1987). Una alternativa al manejo actual 

de la enfermedades en plantas, es la aplicación de agentes biológicos como 

microorganismos, que puedan reducir el inóculo o las actividades productoras de 

enfermedad del patógeno a través de uno o más de los siguientes mecanismos 

como,  i) promoción de crecimiento vegetal, ii) antibiosis, iii) competencia, y iv) 

hiperparasitismo; este último, cuando el antagonista anula el patógeno secretando 

enzimas tales como quitinasas, celulasas, glucanasas y otras enzimas  líticas 

(Sylvia et al., 2005). A la fecha el control biológico mediante el uso de 

microorganismos, particularmente bacterias, ha sido ampliamente estudiado y su 

aplicación en plantas demuestra tener efectos positivos (Arango et al., 2012). La 

mayoría de los agentes de control biológico existentes provienen de ambientes en 

los cuales la microbiota suprime la enfermedad de los cultivos aun en presencia del 

patógeno (Ellis, 2017).  

 

A pesar de la gran diversidad de estudios de bioprospección adelantados para aislar 

e identificar microorganismos biocontroladores, muchos de los agentes evaluados 

presentan resultados variables en ensayos de inoculación en campo, por lo cual su 
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estudio debe ser riguroso (Roberts & Lohrke, 2003). Dentro de los procesos de 

control biológico intervienen el patógeno, el organismo controlador, la planta, la 

microbiota nativa, el medio de crecimiento de la planta (suelo, arena, vermiculita) y 

las condiciones ambientales del lugar de inoculación.  

 

El uso de uno o varios mecanismos de antagonismos directo 

(parasitismo/predación), indirecto (competencia e inducción de resistencia 

sistémica) o “mixto” (producción de antibióticos, enzimas líticas e interferencia de 

comunicación celular) es comúnmente reportado para biocontroladores 

ampliamente estudiados como Trichoderma, Bacillus y Pseudomonas  relacionados 

con la eficiencia de este tipo de microorganismos en el control de fitopatógenos 

(Santoyo, et al., 2012; Pal & Gardener, 2006; Howell, 2003). En este grupo de 

microorganismos es destacable la actividad que presentan las bacterias de los 

géneros Streptomyces mediante la producción de compuestos como fluostatina L, 

aminoimidazoles, dicetopiperazinas e indoles diméricos entre otros (Blunt, et al., 

2017).    

 

Los metabolitos biológicamente activos producidos por los agentes biocontroladores 

pueden suprimir la actividad del patógeno o destruir las formas infectivas de este, 

evitando su dispersión (Roberts & Lohrke, 2003). La mayoría de estos metabolitos 

son antibióticos, que pueden actuar inhibiendo la síntesis de pared celular, alterar 

las estructuras de la membrana celular, inhibir la síntesis de proteínas o alterar el 

material genético del microorganismo susceptible (Maksimov et al., 2011). La 
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habilidad de estos microorganismos para controlar agentes patógenos ha sido 

fuente de gran interés debido a la posibilidad de emplear hongos y bacterias 

comercialmente para sustituir pesticidas químicos (Glick, 2012).  

 

1.1.4.1 Potencial biotecnológico de los microorganismos marinos como 

agentes de control biológico. 

 

Los océanos sustentan la vida de una innumerable cantidad de microorganismos de 

los cuales se conocen aproximadamente de 0.01 al 0.1 % (DeLong EF, et al., 2006., 

Simón & Daniel, 2011). Se ha calculado que la microbiota presente en los océanos 

puede llegar a 106–109 células por mililitro (Penesyan et al., 2010., Fenical & Jensen, 

2006). Teniendo en cuenta esta diversidad poblacional, se presume una diversidad 

metabólica igualmente amplia que resulta en potencial foco para el hallazgo de 

metabolitos bioactivos nuevos (DeLong EF, et al., 2006; Egan et al., 2008; Blunt et 

al., 2017). En los últimos años el estudio de bacterias de origen marino ha permitido 

el aislamiento de más de 1.490 metabolitos secundarios nuevos de interés médico 

y agrícola (Anthony R., et al., 2021). 

 

Las bacterias planctónicas numéricamente dominan el océano; sin embargo, las 

bacterias metabólicamente más activas se encuentran asociadas a superficies 

bióticas y abióticas (Smith et al., 1992). Levaduras y bacterias de origen marino son 

atractivas entre otras aplicaciones por el potencial uso como agentes de control 

biológico contra enfermedades postcosecha en frutas, ya que presentan alta 
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capacidad de inhibir la germinación de conidios, rápida colonización de las frutas y 

pocos requerimientos nutricionales (Liu et al., 2016).  

 

Las superficies de la gran mayoría de los organismos eucariotas marinos se 

encuentran colonizadas con diversos microorganismos que se adhieren mediante 

la formación de biopelícula (Salta et al., 20013; Egan et al., 2008). Las superficies 

de organismos marinos son más activas para ser colonizados por numerosas 

bacterias, dado que son más ricas en nutrientes en comparación a las columnas de 

agua (Egan et al., 2008). Al igual que ocurre en las plantas, los consorcios 

microbianos formados en la superficie de los organismos eucariotas difieren 

significativamente uno del otro y de aquellos presentes en la columna de agua que 

los rodea (Penesyan et al., 2010). La poca información avalada con respecto a 

estudios de microorganismos aislados de ambientes marinos, como agentes de 

control biológico de hongos fitopatógenos de frutas, tiene gran potencial agronómico 

en la síntesis de fungicidas (Hernández Montiel et al., 2010). Se cree que las 

bacterias marinas adquieren los nutrientes del eucariota, mientras que el hospedero 

se beneficia de los metabolitos bioactivos producidos por sus microorganismos 

asociados (Sharp et al., 2007). Estos metabolitos en el ambiente marino pueden 

participar en la prevención de la predación o infección de los huéspedes, que en su 

mayoría son organismos sésiles de tejidos blandos que dependen de defensas 

químicas para su protección (Harder, 2008). Algunos estudios revelan que bacterias 

de origen marino como Stenotrophomonas rhizophila, Bacillus amyloliquefaciens y 

Bacillus subtilis presentan un potencial antagónico contra diferentes fitopatogenos 
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como Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium italicum, P. digitatum, Alternaria 

solani, Fusarium oxysporum, Neoscytalidium dimidiatum, A. alternata, F. solani y 

Curvularia sp., superando al efecto de los fungicidas sintéticos (Hernández Montiel, 

L. G., et al., 2018), en plantas como el limón mexicano, el efecto controlador 

causado por bacterias marinas es mucho mejor que el efecto del fungicida comercial 

imazalil (Hernández-Montiel et al., 2009).   

 

En los últimos cinco años, estudios sobre la microbiota del océano se enfocan 

principalmente en el mercado de los metabolitos de microorganismos marinos, con 

propiedades farmacéuticas, tales como producción de compuestos antimicrobianos, 

antituberculosis, antiviral, antiparasitarios, antihelmínticos, antiinflamatorios y 

antidiabéticos (Imhoff et al., 2011). Dado el limitado número de ambientes aptos 

para colonización en los ecosistemas marinos, los microorganismos suelen 

conformar biopelículas sobre las superficies disponibles, lo cual constituye un 

proceso de reclutamiento y selección de colonizadores eficientes que establece la 

microbiota asociada a estas superficies (Ortega-Morales et al., 2010).  

 

Algunas levaduras y bacterias marinas son consideradas como candidatos para la 

obtención de nuevos productos que pueden ser aplicados en diferentes áreas tales 

como la agricultura (Duarte et al., 2012). Una vez en el huésped la producción de 

metabolitos y enzimas inmediatamente reducen glucosa, sacarosa y fructosa, 

importantes para el desarrollo, limitando la germinación de la espora de hongos 

fitopatógenos y su posterior infección en el hospedero (Hernández-Montiel et al., 
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2010; Liu et al., 2013).  

 

En este contexto, la producción de metabolitos antimicrobianos se ha relacionado 

con los procesos de competencia entre las bacterias para colonizar una superficie 

determinada, presentándose como una ventaja adaptativa que les permite 

sobrevivir en estos ambientes (Penesyan, et al., 2010). Los microorganismos 

marinos han desarrollado capacidades metabólicas y fisiológicas para prosperar en 

condiciones extremas hábitats y producir nuevos metabolitos que no son a menudo 

presentes en otros de origen terrestre. Algunas bacterias marinas y los hongos 

tienen un buen potencial para el control de hongos fitopatógenos y micotoxinas 

(Kong, 2017). 

 

Debido a estas características, existe un amplio interés en la evaluación de las 

bacterias provenientes de superficies bióticas en los ambientes marinos como 

fuentes de metabolitos antimicrobianos con aplicación en la industria farmacéutica 

y la agricultura. La actividad enzimática de los microorganismos es considerada un 

mecanismo de antagonismo (Hernández-Montiel et al., 2017), es así como las 

enzimas glucanasas, proteasas y quitinasas; están directamente relacionadas con 

la degradación de β-glucano, manoproteína y quitina, respectivamente, que son los 

principales componentes de la pared celular de hongos fitopatógenos (Liu et al., 

2016; Vero et al., 2013). La inducción de resistencia en el hospedero es otro 

mecanismo de antagonismo causado por bacterias marinas como Vibrio sp., 

mediante la producción de polipéptidos antimicrobianos (Nystrom, T., Olsson, R. M., 
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& Kjelleberg, 1992). Se han evaluado los mecanismos antagónicos de 

Stenotrophomonas rhizophila, como tratamiento individual o conjunto con otros 

microorganismos marinos para el control de Fusarium proliferatum en frutos de 

melón (García, 2018), otros estudios reportan la evaluación de la actividad 

antifúngica de Paenibacillus sp. PNM200 de origen marino como un PGPR potencial 

y como un agente de biocontrol contra el marchitamiento vascular causada por el 

fitopatógeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) en plantas de tomate 

(Vinchira-Villarraga, D. M., et al., 2021).  

 

1.1.4.2 Producción de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana 

por las bacterias marinas y su uso para el control de fitopatógenos. 

 

Una revisión sistemática de las publicaciones anuales realizadas sobre productos 

naturales marinos, han reportado un total de 1482 metabolitos nuevos aislados de 

bacterias, la mayoría de estos metabolitos son producidos por bacterias 

pertenecientes a los géneros Streptomyces spp., con 145 metabolitos y péptidos 

cíclicos, lineales, depsipéptidos y lipopéptidos antomicrobianos (Anthony, R., et al., 

2021). El amplio repertorio de actividades biológicas que bacterias marinas incluyen 

la producción de sustancias antimicrobianas, antivirales, antituberculosos, 

antiprotozoarios, inmunomoduladores, antioxidantes, antiinflamatorios, 

antidiabéticos, anticancerígenos y bactriqas como Bacillus sp. MC6B-22 produce un 

polisacárido aniónico con potencial para la aplicación biomédica en la regeneración 

de tejidos (Ortega-Morales et al., 2010), Bacillus firmus proveniente de ambientes 
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marinos posee actividad antimicrobiana por compuestos activos de tipo bacteriocina 

(Rico Virgen, 2020).  

 

La actividad antifúngica de estos metabolitos ha sido evaluada frente a diversos 

aislamientos de importancia clínica y agronómica (El-Hossary et al., 2016). Sin 

embargo, el número de evaluaciones realizadas de los compuestos producidos por 

bacterias marinas con actividad antifúngica frente a fitopatógenos es reducida, y en 

la mayoría de los casos se limitan a evaluación de la actividad In vitro, se requiere 

más investigación sobre el tema para llegar a la identificación de los metabolitos 

bioactivos de interés, sus mecanismos de control y el uso de diferentes estrategias 

para su producción industrial (Leal, M.C., et al., 2014). El desarrollo de análogos 

sintéticos o semisintéticos y el uso de técnicas de expresión heteróloga o el diseño 

de moléculas que muestran una menor complejidad con funciones bioactivas 

similares son las opciones a la fecha más evaluada en estos casos (Piel, J., 2006., 

Piel, J., 2011). Sin embargo, la complejidad inherente a la estructura de ciertas 

moléculas naturales (estructuras complejas con múltiples centros quirales) y los 

bajos rendimientos en los procesos sintéticos, hace muy difícil, replicar la molécula 

en el laboratorio aun si la síntesis química fuera técnicamente posible, la producción 

del metabolito a una escala de kilogramos podría no ser asequible cuando se piensa 

en su producción a nivel comercial (Qian P.Y., et al., 2009).  

Por otra parte, la expresión heteróloga está limitada por la descripción y correcta 

cartelización de los clústers biosintéticos asociados a la producción del metabolito 

de interés. Así mismo, dependen de que los genes objetivos del organismo 
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productor original puedan expresarse en los huéspedes seleccionados. Aún más, el 

gen objetivo puede necesitar condiciones particulares que controlan su expresión, 

como la influencia de otros miembros de la comunidad, dificultando su producción 

por esta vía (Wilkinson, B., & Micklefield, J., 2007). 

 

2. Planteamiento del problema.  

 

Actualmente el manejo y control del SALB y la antracnosis, se basa en estrategias 

de control químico, con el uso de fungicidas como benomil, bitertanol, carbendazin, 

clorotalonil, fenarimol, mancozeb, propiconazol entre otros (CABI. 2016). El manejo 

químico más recomendado, consiste en termonebulizaciones de Benomil por 

aspersión aérea por aspersión aérea realizando aplicaciones cuatro veces por 

semana después de la refoliación, también se utiliza el oxicloruro de cobre con 

aplicaciones semanales en dosis de 1-3 kg/ha presentado resultados satisfactorios 

en plantas de cauchos jóvenes que no hayan alcanzado alturas considerables 

(Sterling, C., et al., 2018).   

 

El manejo de C. Gloeosporioides y P. ulei, mediante el control químico tradicional, 

representa altos costos económicos y causa un impacto negativo sobre los 

ecosistemas relacionados con estos cultivos, estas razones han generado la 

búsqueda de nuevas estrategias que incluyen la siembra en zonas de escape, 

mejoramiento genético, selección de clones resistentes y el control biológico 

(Suarez, YYJ., et al., 2015; Lieberei R., 2007). 
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Los microorganismos con actividad antifúngica (antagonistas), han sido evaluados, 

contra diversos fitopatógenos, sin embargo, la cantidad de inoculantes biológicos 

de composición microbiana disponibles comercialmente es muy limitada, y en su 

gran mayoría están diseñados para cultivos de hortalizas, arroz y leguminosas, 

dejando de lado su uso en cultivares de tipo forestal como el caucho natural.  

 

El control biológico puede ser una herramienta eficaz para el manejo integrado de 

enfermedades en cultivos forestales como la antracnosis y del SALB, a partir del 

uso de microorganismos antagonistas provenientes de diferentes ambientes que 

mediante amplios modos de acción como parasitismo directo, competencia por 

nutrientes y espacio, microparasitismo, producción de metabolitos secundarios tales 

como, bio - surfactinas, compuestos orgánicos volátiles (VOCs), inducción de 

resistencia del huésped y mediante el efecto de enzimas líticas como quitinasas, 

celulasas, glucanasas (Di Francesco et al., 2016) que pueden conducir a la 

eliminación, aniquilación y supresión del patógeno y la enfermedad. 

 

Los microorganismos de ambiente terrestre (suelo, rizósfera, endosfera o filósfera 

de plantas) son comúnmente evaluados por su potencial biocontrolador y su 

adaptabilidad inherente a las condiciones ambientales características de los cultivos 

(Chauhan, H., et al., 2015). El potencial de los microorganismos provenientes de 

otros ambientes como el marino han sido menos evaluados para su aplicación en el 

campo agroindustrial, aun cuando son ampliamente explotados por la industria 

farmacéutica, debido a que son una fuente importante de metabolitos bioactivos 
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novedosos (Penesyan, A., et al., 2010), pero el verdadero potencial de estos 

microorganismos está en la alta capacidad de colonización que presentan en 

superficies bióticas y abióticas en diferentes ecosistemas acuáticos (Peixoto, R.S., 

et al., 2017 & Egan  et al., 2013), esto lleva a sugerir  que este tipo de bacterias 

procedentes de ambientes marinos, son capaces de adaptarse y colonizar nichos 

contrastantes como la filósfera, la rizosfera o sistema radicular de plantas de tomate, 

mediante la formación de bio película (Vinchira-Villarraga, D. M., et al., 2021), 

haciendo posible el uso de estos, como agentes de control biológico. Por las 

anteriores razones es importante la realización de estudios que permitan conocer el 

proceso de colonización entre bacterias aisladas de ambientes marinos y las 

plantas.  

 

Teniendo en cuenta las características presentes en las bacterias marinas, tales 

como la producción de metabolitos bioactivos y su versatilidad para colonizar 

diversos ambientes, estos microorganismos se convierten en una alternativa viable 

para el manejo integrado del SALB, su estudio podría derivar en la producción de 

un inoculante de amplio uso para el control de P. ulei.  
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3. Pregunta de investigación. 

 

Basándonos en este contexto mencionado anteriormente en el planteamiento del 

problema, surge la siguiente pregunta de investigación:  

 

¿Es posible el uso de bacterias provenientes de ambientes marinos como agentes 

de control biológico de P. ulei, causante del Mal Suramericano de la Hoja del 

Caucho–SALB? 

 

4. Justificación. 

  

El control biológico se define como el uso de organismos vivos para reducir la 

densidad de una población o el impacto de un organismo o plaga, haciendo que 

este sea menos abundante y dañino de lo que pudiera ser (Eilenberg et al., 2001). 

Esta estrategia puede incluir microorganismos como agentes de control biológico 

(Kloepper, 1996), tales como hongos y bacterias, ya que estos pueden actuar como 

antagonistas del patógeno (Roberts, D., et al., 2003), debido a la producción de 

metabolitos secundarios, como biosurfactantes, y compuestos orgánicos volátiles 

(Di Francesco et al., 2016) y por la capacidad de colonizar múltiples ambientes 

(Quagliotto et al., 2009).   
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Los microorganismos antagonistas ejercen control sobre otros organismos 

mediante mecanismos como, la competencia por espacio y nutrientes, el 

parasitismo, la inducción de resistencia sistémica y la producción de antibióticos 

(Santoyo, G., et al., 2012). La mayoría de los microorganismos usados como 

antagonistas de fitopatógenos son aislados de ambientes terrestres, en especial de 

la microbiota rizosférica. Los microorganismos provenientes de ambientes marinos, 

son menos usados como agentes de control biológico, aun cuando algunas 

aproximaciones sugieren su posible rol en el control de patógenos dada su 

versatilidad metabólica, su resistencia a condiciones ambientales limitantes, 

adaptabilidad a cambios contrastantes en la concentración salina y pH, así como su 

adaptación a diferentes nichos ecológicos (Ortega – Morales B.O., et al., 2009; Kong 

et al., 2010 & Elkahoui, S., et al., 2012), atributos que permiten inactivar la 

germinación de la espora (Liu et al., 2018). Estudios realizados con bacterias de 

origen marino, han llevado a la caracterización de un gran número de metabolitos 

que poseen actividad antimicrobiana, antivirales, antituberculosos, antiprotozoarios, 

inmunomoduladores, antioxidantes, antiinflamatorios, antidiabéticos, 

anticancerígenos, e incluyen metabolitos usados para el tratamiento del Alzheimer 

(Penesyan, A., et al., 2010; Blunt et al., 2017 & El – Hossary, E.M., et al., 2016).  

 

Aislamientos de bacterias marinas como Stenotrophomonas rhizophila, han 

mostrado capacidad antagonista contra la enfermedad causada por Colletotrichum 

gloeosporioides, en cultivares de mango (Luis, G., et al., 2017) y en frutos de melón 

(Tomás, R., et al., 2019), en plantas comerciales de importancia alimentaria debido 
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al contenido nutricional de sus semillas como el maní, se ha empleado Bacillus 

megaterium de origen marino, para el control de Aspergillus flavus (Kong et al., 

2010). Otros investigadores han estudiado el potencial biocontrolador contra hongos 

fitopatógenos como Aspergillius flavus, Fusarium graminearum, Mucor sp., y 

Alternaria sp., además del efecto en la promoción de crecimiento vegetal, usando 

aislamientos de Bacillus sp., proveniente de sedimento marino del mar rojo 

(Radovanovic et al., 2018).  

 

La creciente investigación de bacterias marinas y los resultados obtenidos son 

pruebas robustas que sugieren el uso de estos microorganismos como fuentes de 

nuevas moléculas para la síntesis de fungicidas de producción industrial, aun así, 

falta información que permita entender mejor la interacción de estas bacterias con 

la planta y el fitopatógeno, para optimizar el uso de aplicaciones biotecnológicas 

para la agricultura. 

 

5. Hipótesis. 

 

Bacterias aisladas de diferentes ambientes marinos, evaluadas bajo condiciones In 

vitro y de invernadero en clones de Hevea brasiliensis, pueden presentar actividad 

antagonista sobre Pseudocercospora ulei, causante del SALB, mediante 

competencia por espacio y nutrientes, inducción de resistencia y con la producción 

de metabolitos secundarios bioactivos.  
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6. Objetivos. 

6.1 Objetivo general. 

 

Evaluar la capacidad biocontroladora de bacterias de origen marino contra el SALB, 

en caucho natural (Hevea brasiliensis). 

  

6.2 Objetivos específicos. 

 

Evaluar y seleccionar aislamientos bacterianos de origen marino con capacidad 

biocontroladora contra Colletotrichum gloeosporioides, en condiciones in vitro. 

 

Evaluar los aislamientos bacterianos que presentan mejor actividad antifúngica en 

el ensayo anterior, contra Microcyclus ulei, en condiciones in vitro. 

 

Evaluar el potencial biocontrolador de bacterias de origen marino contra el SALB en 

plantas de Hevea brasiliensis bajo condiciones de invernadero.  

 

Determinar la capacidad de colonización del biocontrolador seleccionado sobre 

Hevea brasiliensis.    
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7. CAPÍTULO 2 

Metodología 

7.1    Flujo de trabajo. 

 

 

7.2 Aislamientos microbiológicos. 

 

7.2.1 Obtención y establecimiento de un banco de aislamientos bacterianos 

de   origen marino para ser evaluados como controladores biológicos. 

 

Fueron evaluados 50 aislamientos bacterianos de origen marino, extraídos de 

corales y sedimentos de San Andrés y Providencia - Santa Catalina - Colombia. Los 

aislamientos bacterianos pertenecen al banco de microorganismos del grupo de 
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investigación en Productos Naturales Marinos del Departamento de Química de la 

Universidad Nacional de Colombia. Con contrato de acceso a recursos genéticos 

N°. 108. 

 

Una vez recibido el banco de bacterias de origen marino a evaluar como 

controladores biológicos, fueron activadas en medio LB sólido, por triplicado e 

incubadas a 37 oC, durante 5 días. Luego se recuperó la biomasa bacteriana 

producida en los cultivos, mediante raspado del medio con rastrillo estéril y solución 

salina (NaCl 0.85 %), a continuación este material fue transferido a tubos de 

centrifuga tipo Falcon de 50 mL y centrifugados a 6000 r.p.m., durante 6 minutos, 

se descartó el sobrenadante y posteriormente se lavaron las células bacterianas de 

nuevo con solución salina (NaCl 0.85 %), se descartó el sobrenadante y se repitió 

este paso dos veces, con el fin de retirar residuos de medio presentes, el pellet 

obtenido al final de tres (3) lavados fue resuspendido en solución salina (NaCl 0.85 

%) y glicerol al 25 % en porcentaje v/v, fueron criopreservados a –20 oC, hasta ser 

utilizadas para los siguientes ensayos.  

 

7.2.2 Obtención de suspensiones bacterianas de los aislamientos a evaluar 

como controladores biológicos. 

 

Las bacterias aquí evaluadas como posibles controladores biológicos, las cuales 

fueron criopreservadas y almacenadas a -20 °C como se describe en el numeral 

anterior 7.2,1., fueron activadas en medio LB líquido, usando erlenmeyers de 250 
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mL con un volumen de 100 mL de caldo LB, donde se inocularon 20 μL de los 

aislamientos previamente criopreservados por separado y estos medios fueron 

incubados a 25 ºC durante 24 horas en agitación constante a (150 r.p.m). Una vez 

finalizado el período de incubación, se determinó la pureza y concentración de los 

inóculos por el método de recuento en placa en LB agar.  

 

La biomasa generada en los cultivos líquidos LB, fue recuperada por centrifugación 

del medio LB a 6000 r.p.m., durante 6 minutos, el sobrenadante aquí obtenido fue 

descartado, el pellet fue lavado dos veces con solución salina (NaCl 0.85 %) y 

resuspendido en la misma solución salina, posteriormente la concentración 

bacteriana fue ajustada hasta alcanzar una concentración de 1x106 UFC/mL, 

valorada por hemocitómetro y densidad óptica (O.D. de 0.2 +/- 0.05 a 600 nm). 

 

7.2.3 Obtención de filtrados bacterianos (metabolitos secundarios).  

 

Los aislamientos bacterianos para evaluar como controladores biológicos fueron 

activados en medio LB líquido e incubados a 25 °C durante 48 horas con agitación 

constante a (150 r.p.m.) como en el punto anterior. A continuación, fueron tomadas 

alícuotas de 10 mL y filtradas a través de membranas tipo filtro pirinola con diámetro 

de poro de 0.22 µm, el filtrado a través de la membrana fue usado en ensayos in 

vitro y en condiciones de invernadero.  
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7.2.4 Obtención y manejo del fitopatógeno Colletotrichum gloeosporioides. 

  

C. gloeosporioides fue recuperado a partir de un aislamiento monospórico presente 

en la colección del banco de genes y cepas del IBUN, obtenido a partir de hojas de 

caucho natural (H. brasiliensis), que presentaban síntomas de antracnosis. 

 

Para su recuperación se realizó un repique en medio PDA, se dejó crecer por ocho 

días y se verificó microscopicamente la producción de conidias características. Para 

la  reactivación del aislamiento se realizaron pruebas de patogenicidad mediante 

inoculación con discos del cultivo en PDA de 5 mm de diámetro sobre foliolos del 

clon RRIM 600 dispuestos en cámara húmeda (cajas de Petri con toallas 

empapadas con agua estéril) previamente sanitizados, las cajas petri fueron 

incubadas a 26 °C por ocho días, a partir de la esporulación evidenciada en los 

folios se recuperó nuevamente en medio PDA,  luego fue verificado de manera 

microscópica y molecular mediante amplificación de la región ITS completa 

(Cannon, P.F., et al., 2008).  

 

7.2.4.1 Obtención de conidios de C. gloeosporioides. 

 

A partir del aislamiento de C. gloesporioides confirmado por secuenciación de la 

región ITS (Talhinhas, P, et al., 2002), se realizaron cultivos en agar PDA con 

cloranfenicol 50 p.p.m., estos medios fueron incubados durante 15 días a 26 °C. 

Una vez el aislamiento creció en la totalidad de la caja y presentó un cambio de 
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color blanco a naranja claro (indicando el estado de esporulación del hongo), se 

procedió a extraer los conidios.  

 

Para extraer los conidios de C. gloeosporioides se adicionaron de 10 a 20 mL de 

solución salina (NaCl 0.85 %), directamente sobre el micelio y con ayuda de un 

hisopo estéril se raspó la superficie del medio. Se transfirió y filtró la biomasa 

recuperada del medio, en jeringas con algodón estéril. Posteriormente se hizo 

recuento en cámara de Neubauer y se ajustó la concentración de conidios a 1x106 

conidios/mL, mediante diluciones de la suspensión inicial.  

 

7.2.5 Obtención y manejo de P. ulei. 

 

El aislamiento GCL012 de P. ulei utilizado fue aislado previamente a partir de hojas 

de caucho natural (H. brasiliensis) que presentaban síntomas de SALB, el cual se 

encuentra depositado en el banco de genes y cepas del IBUN, preservado en medio 

de mantenimiento (caldo de papa, sacarosa, fosfato monobásico de potasio, 

cloranfenicol 50 p.p.m., a.a Lys, Thp, Thr, y agar bacteriológico, ajustado a pH 5). 

Para la recuperación del aislamiento almacenado a 26 °C este fue replicado en 

medio sólido de mantenimiento (ANEXO A) e incubado a 26 °C durante 25 días 

hasta ser usados y transferidos a medios de esporulación (ANEXO A); para una 

posterior extracción de conidios y evaluación en los ensayos previstos.   
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7.2.5.1 Obtención de conidios de P. ulei. 

 

Luego de 25 días en medio de mantenimiento los estromas producidos por P. ulei, 

fueron macerados en agua destilada estéril e inoculados en medio de esporulación 

(ANEXO A), el cual se diferencia del medio de mantenimiento en que se sustituye 

el fosfato monobásico de potasio, por neopeptona. Una vez transcurridos 10 días 

en medio de esporulación bajo condiciones de oscuridad, se sometieron a un 

fotoperíodo de una hora luz, durante el día 11 y 12, con el fin de inducir la 

esporulación (García-Romero et al., 2006; Mattos, 1999).   

 

Los conidios de P. ulei fueron extraídos al día 13 después de la inoculación en el 

medio de esporulación, para ello se utilizó un pincel de pelo de marta en condiciones  

estériles, con este pincel se realizó raspado suave de la superficie del medio de 

cultivo, los conidios adheridos al pincel se depositaron en tubos eppendorf de 2 mL,   

los cuales contenían una mezcla de agua estéril con tween 20 al 0.05 %, los conidios 

recuperados con esta técnica fueron cuantificados con hemocitómetro, y 

resuspendidos en la mezcla de agua estéril y tween 20, ajustados a concentración 

de 1x106 conidios/mL.  

 

7.3     Evaluación y selección de 50 aislamientos bacterianos con capacidad      

biocontroladora contra C. gloeosporioides, en condiciones in vitro. 

 

Debido a las dificultades que presenta P. ulei, con respecto a su tiempo crecimiento, 

mantenimiento, esporulación y capacidad infectiva, en condiciones de laboratorio, 
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se realizó un tamizaje preliminar para evaluar la capacidad de antagonismo de cada 

uno de los 50 aislamiento de origen marino contra C. gloeosporioides, esto 

considerando que es un patógeno de fácil manejo, rápido crecimiento en laboratorio, 

y es causante de la segunda enfermedad foliar más importante en caucho natural 

después de P. ulei (García-Romero et al., 2016). Para llevar a cabo este objetivo se 

realizaron ensayos de enfrentamiento directo – dual (bacteria – hongo) y difusión en 

placa.  

 

7.3.1 Enfrentamiento directo dual (bacteria – hongo C. gloeosporioides). 

 

Para este ensayo se prepararon medios PDA, los cuales se inocularon con cada 

uno de los aislamientos bacterianos a evaluar, el controlador fue puesto en el medio 

de cultivo mediante una estría la cual fue colocada a 2 cm del borde de la caja en 

un sector localizado en una tercera parte del medio, luego en lado opuesto se colocó 

un plug del tamaño de la base de una punta de micropipeta de 1000 μL; tomado de 

la periferia de un medio PDA donde previamente creció C. gloeosporioides por 8 

días a 26 °C (Figura 3). Una vez realizado este montaje y sellada la caja de petri, 

los medios se llevaron a período de incubación a 26 °C durante 8 a 10 días, después 

se evalúo la capacidad antagónica de los controladores sobre el patógeno, por 

análisis cuantitativo y cualitativo (Cundom et al., 2003), citado y aplicado por (D. 

Vinchira, 2018). Se utilizó como control positivo fungicida comercial en este caso 

Benomyl (0.4 g/L) ya que es aplicado en campo para el control de la antracnosis y 

el SALB. 
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7.3.1.1 Análisis cualitativo y cuantitativo de la capacidad antagónica de los 

aislamientos bacterianos contra C. gloeosporioides, en 

enfrentamiento dual. 

 

La capacidad biocontroladora de los aislamientos fue evaluada mediante un análisis 

cualitativo tomando una escala de valoración (Tabla 1), basada en la observación 

macroscópica de la capacidad de crecimiento tanto del antagonista como del 

fitopatógeno en la placa de petri (Figura 3), con respecto a un control positivo. Para 

ello se tomó en cuenta la siguiente información que determinó el nivel de 

antagonismo. 

 

Tabla 1: Análisis cualitativo del antagonismo para enfrentamiento dual bacteria-

hongo. 

NIVEL DE 
ANTAGONISM

O 

 EVALUACIÓN 

1 El antagonista crece totalmente sobre el fitopatógeno. 

2 El antagonista crece 2/3 partes de la caja de cultivo, 
inhibiendo el crecimiento y desarrollo del fitopatógeno. 

3 El antagonista y el fitopatógeno ocupan espacios iguales 
en la caja de cultivo, observándose que no hay 
competencia entre ellos.  

4 El fitopatógeno crece sobre 2/3 partes de la caja de 
cultivo, inhibiendo el crecimiento y desarrollo del 
antagonista. 

5 El fitopatógeno crece totalmente sobre el antagonista. 
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Figura 3. Enfrentamiento dual bacteria-hongo en placa de petri. Se midió y 

homogenizó para todos los ensayos la distancia entre bacteria – hongo; y el 

tamaño del plug y la estría. 

 

El análisis cuantitativo se determinó mediante el porcentaje de inhibición sobre el 

crecimiento del patógeno en los ensayos de enfrentamiento dual con la siguiente 

ecuación (Cundom et al., 2003), aplicado en nuestro grupo de investigación. Las 

mediciones del crecimiento del hongo se tomaron en unidad de milímetros (mm). 

 

X = ((G1/G2) x 100) – 100  

Dónde:  

X = Porcentaje de inhibición 

G1 = Crecimiento del patógeno en la placa control 

G2 = Crecimiento del patógeno en las placas tratadas con el antagonista 
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7.3.2 Difusión en placa (Filtrado de cultivo bacteriano–hongo C. 

gloeosporioides). 

 

En esta metodología se prepararon medios PDA los cuales fueron inoculados con 

100 μL de suspensión de conidios de C. gloeosporioides a concentración de 1x106 

conidias/mL, como se describe en el numeral 7.2.4.1., esta suspensión de conidios 

se distribuyó en toda la superficie del medio PDA usando un isopo estéril, 

posteriormente se perforó el medio para formar 4 pozos (Figura 4), con ayuda de 

una punta de 1000 μL estéril, estos pozos fueron inoculados con 10 μL del filtrado 

bacteriano obtenido como se describe en el numeral 7.2.3., una vez realizado este 

montaje se llevaron a incubación a 28 °C durante 3 a 5 días para su posterior 

evaluación, mediante la aparición de halo de inhibición (Figura 4). En una misma 

caja (medio de cultivo) fueron evaluados 4 aislamientos bacterianos (controladores) 

diferentes. Los halos de inhibición formados fueron medidos en milímetros (mm), el 

halo de mayor tamaño indica un mayor nivel de antagonismo (Bauer et al.,1966). 

 

Figura 4. Difusión en placa bacteria-hongo. Se midió y homogenizó para todos los 

ensayos la distancia entre pozos y el tamaño de estos. 
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7.4     Evaluación de aislamientos bacterianos contra P. ulei en condiciones in     

vitro. 

 

Para llevar a cabo la evaluación de aislamientos bacterianos contra P. ulei, se 

utilizaron únicamente los controladores biológicos que presentaron mejor actividad 

antagonista contra C. gloeosporioides. La metodología utilizada consistió en el 

montaje en medio PDA de una mezcla compuesta por 500 μL de filtrado bacteriano 

obtenido como se describe en el numeral 7.2.3., con 500 μL de suspensión de 

conidios de P. ulei; ajustados a 1x104 conidios/mL, los cuales fueron obtenidos 

como se describe en el numeral 7.2.5.1., esta mezcla fue incubada a temperatura 

ambiente durante una hora. Posteriormente, se sembraron 10 μL de la mezcla en 9 

diferentes puntos de la superficie del medio PDA, luego los medios inoculados 

fueron incubados a 26 °C durante 24 horas, al cabo de este tiempo se tomaron 

fracciones (plugs) de PDA inoculados con la mezcla y se adicionaron sobre cada 

uno 20 μL de azul de lactofenol para ser observados a 40X y 100X. La lectura y 

análisis se realizó mediante el recuento de 200 conidios germinados versus conidios 

no geminados de cada uno de plugs, determinando el porcentaje de inhibición sobre 

la germinación de conidios (Vinchira, et al., 2017). El control positivo en este ensayo 

se realizó mediante la inoculación de los medios PDA con una mezcla de 500 μL de 

conidios de P. ulei a concentración de 1x104 conidios/mL y 500 μL de agua estéril, 

la evaluación de este control también se realizó 24 horas después de la incubación 

del medio bajo las mismas condiciones de los tratamientos evaluados.  
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7.5    Identificación microscópica y molecular del aislamiento 72 mediante 

análisis de la secuencia del gen 16s ARNr. 

 

 

Teniendo en cuenta que el aislamiento 72 fue el que presentó mejores resultados 

en el ensayo in vitro contra C. gloeosporioides y así mismo presentó un alto 

porcentaje sobre la inhibición de la germinación de conidios de P. ulei, se procedió 

a caracterizar e identificar este microorganismo de manera microscópica y 

molecular.  

 

La identificación microscópica del aislamiento 72, se realizó a partir de una alícuota 

de cultivo bacteriano en caldo LB líquido llevado a incubación a 37 °C overnight, con 

agitación constante a 150 r.p.m.; se realizó tinción de Gram y se confirmó pureza 

mediante siembra en placa en medio LB - sólido.  

 

Para la identificación molecular del aislamiento 72 se realizó extracción de ADN 

bacteriano a partir de 1.5 mL de cultivo LB líquido crecido overnight, mediante el 

método de CTAB (ANEXO E). El ADN fue cuantificado en Qubit y ajustado a 

concentración de 5 ng/μL. Para la amplificación del gen 16s del ARNr se usaron tres 

juegos de primers (175f/r, 512f/r y 1492f/r) y las condiciones de PCR descritas por 

(A. Klindworth et al., 2012).  

 

Una vez realizadas las PCR’s de punto final para la amplificación de los diferentes 

fragmentos del gen 16s del ARNr, los productos de PCR fueron purificados y 

enviados al servicio de secuenciación por SANGER; en el Instituto de Genética de 
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la Universidad Nacional de Colombia – IGUN. Las secuencias obtenidas fueron 

analizadas y ensambladas con los programas BIOEDIT y Cap3 (en alineamientos 

locales y múltiples); posteriormente se realizó un alineamiento de nucleótidos por 

BLASTn para la identificación a nivel de especie. 

 

Adicionalmente se construyó un cladograma con la secuencia ensamblada a partir 

de los fragmentos amplificados del gen 16s del ARNr, mediante el programa 

MEGAX. Las secuencias incluidas para el análisis cladístico fueron descargadas del 

NCBI en formato FASTA.  

 

7.6 Evaluación del aislamiento seleccionado como controlador biológico 

contra el SALB en plantas de H. brasiliensis bajo condiciones de 

invernadero. 

 

 

 

Se tomó como material vegetal 20 plántulas de caucho natural (H. brasiliensis); en 

este caso del clon RRIM 600 (susceptibles a SALB) las cuales fueron establecidas 

en el invernadero del Grupo de investigación en bioprocesos y bioprospección, 

ubicado en el segundo piso del Instituto de Biotecnología – IBUN, bajo condiciones 

adecuadas para su desarrollo.  

 

Las condiciones establecidas para temperatura fueron entre 26 °C a 30 °C y 

humedad entre 80 % y 85 %. Para mantener la temperatura se utilizó un calefactor 
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industrial y la humedad relativa fue mantenida con humidificador industrial y vapor 

de agua producido por dos ollas de aluminio cargadas con 6 litros de agua en 

estufas con fogón individual hasta llegar a punto de ebullición, manteniéndose en 

constante evaporación durante el día y la noche por un período ininterrumpido 

antes, durante y después de los ensayos. Para realizar las inoculaciones de los 

diferentes ensayos, las copas de las plántulas fueron podadas con el fin de generar 

nuevos brotes y hojas en estados A y B (Figura. 1). 

 

A continuación, se muestra el montaje y distribución de clones RRIM 600 en el 

invernadero, donde se llevó a cabo este ensayo. 

 

 

Figura 5. Invernadero Caucho natural. (A, B) disposición y distribución de los 

ensayos en condiciones de invernadero. 
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7.6.1 Evaluación de filtrados (metabolitos secundarios) bacterianos del 

aislamiento seleccionado, contra P. ulei en condiciones de invernadero. 

 

Los sobrenadantes bacterianos obtenidos de los cultivos líquidos LB, fueron 

evaluados como agentes de control biológico contra P. ulei; para ello se 

seleccionaron 3 foliolos por plántula en estado A y B, de los cuales dos fueron 

inoculados con el sobrenadante o filtrado bacteriano obtenido como se indica en el 

numeral 7.2.3., directamente sobre el haz de las hojas seleccionadas, a 

continuación se procedió a inocular las mismas hojas por el envés, con conidios de 

P. ulei  a concentración de 1x106 conidias/mL (Mattos et al., 2003), obtenidos por la 

metodología descrita en el numeral 7.2.5.1. De manera paralela se inocularon los 

terceros foliolos seleccionados únicamente con P. ulei. 

 

Los foliolos fueron reinóculados el segundo día con el fin de garantizar la infección. 

Para determinar la viabilidad de los conidios de P. ulei aplicados en este ensayo, se 

procedió a inocular en medio PDA control, con 20 μL de la misma suspensión de 

conidias usada en la inoculación de las plántulas.  

 

Como control negativo de la infección (Control 1), se utilizó un clon RRIM 600 por 

separado, el cual fue inoculado con una solución de agua estéril con tween 20 al 

0.05 %. Como control positivo de la infección (Control 2), se utilizó una planta de H. 

brasiliensis; seleccionada por separado y se inoculó con la suspensión de conidias 

de P. ulei (1x106 conidias/mL), también fue reinóculado a las 24 horas.  
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La evaluación del efecto controlador del aislamiento bacteriano seleccionado, tanto 

en filtrados como en suspensiones, se realizó 12 días después de la inoculación con 

los respectivos tratamientos, se evaluó el índice de severidad, mediante la 

observación del área foliar para detectar la aparición de manchas cloróticas y 

posterior visualización de esporas y estromas en las hojas tratadas con respecto a 

los controles 1 y 2. Esta escala de severidad fue usada  por el grupo de investigación 

en trabajos anteriores y se describe en el ANEXO I  (Mattos et al, 2003; García, 

2006). Se realizaron tres ensayos en el tiempo. 

 

7.6.2 Evaluación de suspensiones bacterianas del aislamiento seleccionado 

a concentración 1x106 UFC/mL contra P. ulei en condiciones de 

invernadero. 

  

Se seleccionaron 3 foliolos por plántula, posteriormente se inocularon de 2 foliolos 

por el haz con una suspensión del controlador biológico hasta aquí seleccionado, a 

concentración de 1x106 UFC/mL, obtenida como se indica en el numeral 7.2.2., en 

el mismo instante fueron inoculadas las mismas hojas por el envés, con una 

suspensión de conidios de P. ulei a una concentración de 1x106 conidias/mL, el 

tercer foliolo de la misma plántula fue inoculado únicamente P. ulei. El patógeno fue 

reinoculado el segundo día en todos los tratamientos con el fin de garantizar la 

infección. En este ensayo también se realizó control de viabilidad de conidios de P. 

ulei y se evaluó el índice de severidad. 
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Al igual que en el ensayo anterior se realizaron tres réplicas en el tiempo y se utilizó 

una plántula inoculada con el patógeno como control 2, y una planta inoculada con 

solución de agua estéril con tween 20 al 0.05 % como control 1.  

 

7.7 Evaluación de la expresión de genes asociados a la síntesis de AJ y AS 

en clones RRIM 600 de H. brasiliensis por RT–qPCR. 

 

Con el fin de determinar el efecto del controlador biológico sobre el metabolismo de 

la plántula, se procedió a evaluar la expresión de dos genes de H. brasiliensis 

reportados previamente, uno sobreexpresado en altas concentraciones de AJ y otro 

sobreexpresado en altas concentraciones de AS (Deenamo, N, et al., 2018; Li, D, 

et al., 2016; Tan, D., Sun, X., & Zhang, J. 2014; Gupta, V., Willits, M. G., & 

Glazebrook, J. 2000), en los tratamientos realizados bajo condiciones de 

invernadero, para ello; se aplicó la técnica de RT–qPCR. 

 

7.7.1 Tratamientos en condiciones de invernadero con filtrados bacterianos 

y patógeno para evaluar la expresión de genes.   

 

Una vez realizado el montaje del ensayo descrito en el numeral 7.6 y 7.6.1., en cual 

se inocularon foliolos de H. brasiliensis, usando filtrado bacterianos y suspensiones 

de conidios de P. ulei a concentración de 1x106 conidios/mL; se procedió a tomar 

muestras de hojas tratadas con el fin de realizar extracción de ARN y síntesis de 

ADNc. Se tomaron foliolos a diferentes tiempos post infección, 48 horas, 72 horas, 
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6 días, 9 días y 30 días post inoculación, como control se utilizaron plántulas 

inoculadas solo con el patógeno a los mismos tiempos.  

 

7.7.1.1 Extracción de ARN y síntesis a ADNc. 

 

En cada uno de los tratamientos y controles nombrados en el numeral anterior, se 

realizó extracción ARN a partir de foliolos tratados, usando el kit de extracción 

NucleoSpin RNA Plant and Fungi de marca MACHEREY – NAGEL, el protocolo de 

extracción se encuentra en el (ANEXO C), una vez obtenido el RNA se procedió a 

cuantificar las muestras con Qubit y posteriormente se realizó síntesis a ADNc se 

utilizó el kit comercial para extracción de RNA de la marca Thermo SCIENTIFIC, el 

protocolo se puede observar en el (ANEXO D). Una vez realizada la síntesis o 

retrotranscripción de ARN a ADNc, se procedió a realizar montaje en placa de 

qPCR.   

 

7.7.1.2 Diseño de Primers para genes de interés y para genes housekeeping. 

 

Los primers fueron diseñados a partir de las secuencias de H. brasiliensis que 

fueron sobreexpresados en presencia de AJ o AS, las cuales fueron descargadas 

de NCBI y transferidas al programa PRIMER3 e IDT; donde se generaron y 

seleccionaron las secuencias de oligonucleótidos (Primers) con las mejores 

características que se ajustaron a nuestro ensayo. Los criterios utilizados para la 

selección de los primers fueron la temperatura y porcentaje G, C superior a 50%. 
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Las secuencias usadas y los primers diseñados y evaluados en este trabajo se 

están en las tablas 2 y 3.  

 

Tabla 2: Genes seleccionados para la evaluación de su expresión en las plántulas 

de H. brasiliensis inoculadas con P. ulei con y sin filtrado del cultivo 

bacteriano. 

Genes de interés 

Asociados al  
Ácido Salicílico (AS) 

Asociados al  
Ácido Jasmónico (AJ) 

LOC110655859 Salicylic acid-
binding protein 2-like [Hevea 
brasiliensis (rubber tree)] 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
110655859  

LOC110645079 Jasmónico acid-amido 
synthetase JAR1-like [Hevea brasiliensis 
(rubber tree)] 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=L
OC110645079  

LOC110655858 Salicylic acid-
binding protein 2-like [Hevea 
brasiliensis (rubber tree)] 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
110655858 

LOC110670437 Jasmónico acid-amido 
synthetase JAR1-like [Hevea brasiliensis 
(rubber tree)] 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=L
OC110670437  

 

Las anteriores secuencias fueron revisadas y descargadas en formato FASTA, de 

la base de datos del NCBI; posteriormente se diseñaron los respectivos primers u 

oligos, utilizando el programa PRIMER3, https://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi. 

 

Tabla 3: Primers diseñados para el ensayo de expresión génica.  

SintasaJasHb-F SintasaJasHb-R 

5´-CAGCCCTGATGAAGTGGTATT-3´ 5´-TGCTATGGGCAAATGTAGAGG-3´ 

%GC = 48 %GC = 48 

EsterasaASHb-F EsterasaASHb-R 

5´-CCTGAACTGGACAACCACTATG-3´ 5´-GTGGGCTGAGCTGATACAATAC-3´ 

%GC = 50 %GC = 50 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/110655859
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/110655859
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=LOC110645079
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=LOC110645079
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/110655858
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/110655858
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=LOC110670437
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=LOC110670437
https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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Con respecto a los genes houseKeeping. Se utilizaron los primers del gen de actina 

de H. brasiliensis y factor de elongación (FE) (García, 2006).  

 

Una vez diseñados y seleccionados los primers, se procedió a realizar 

estandarización en PCR de punto final, las condiciones PCR usadas en este ensayo 

fueron: Desnaturalización 95 °C, seguido de 32 ciclos a 95 °C, anillamiento a 58 °C 

por 30 segundos y extensión a 72 °C. Mantener 4 °C, en volumen de reacción de 

25 μL, los productos fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa 

al 3 %. Una vez estandarizado el procedimiento en PCR punto final se procedió a 

realizar RT-qPCR, bajo las siguientes condiciones: Fase inicial de calentamiento a 

95 °C por 10 min, seguido de 32 ciclos con desnaturalización a 95 °C por 10 seg, 

anillamiento a 58 °C por 15 seg y extensión a 72 °C por 12 seg. Mantener 4 °C. El 

volumen de reacción fue de 10 µL, con mastermix de 5.0 µL de SYBR Green, 1.25 

µL primers forward, 1.25 µL primers reverse, 0.5 µL agua PCR y 2.0 µL de ADNc.  

 

7.8 Determinación de la capacidad de colonización del biocontrolador 

seleccionado sobre H. brasiliensis. 

 

Con el fin de determinar la capacidad de colonización del aislamiento bacteriano 

seleccionado como controlador biológico sobre la filósfera de H. brasiliensis; fue 

necesario inocular una serie de foliolos en estadio A y B; con suspensiones 

bacterianas del aislamiento 72 a concentración de 1x106 UFC/mL, recuperadas de 

un medio LB líquido, luego de un período de crecimiento de 24 horas e incubación 
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a 37 °C, con agitación constante a 150 r.p.m. Una vez inoculado cada foliolo con la 

suspensión bacteriana, se tomaron muestras de 3 hojas por planta a las 24, 48, 72 

y 96 horas, estas hojas fueron pesadas en balanza analítica y se esterilizaron 

superficialmente con hipoclorito de sodio al 1 % y etanol al 70 % durante 4 min cada 

una, seguido de varios lavados con agua estéril, fueron maceradas con agua 

destilada estéril, usando mortero y pistilo también en condiciones de esterilidad 

(Suárez-Moreno, Z. R., et al., 2019). Una vez obtenidos los macerados se 

prepararon diluciones del sobrenadante recuperado para cada tiempo evaluado en 

la siguiente serie: 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6; posteriormente se tomó 0.2 mL de 

cada dilución y fueron sembradas en medios manitol, MacConkey y agar sangre 

(ANEXO A); (De Donato 2005), he incubados a 37 °C durante 48 horas, luego se 

realizó recuento de colonias en cada placa evaluada y su utilizó como control 

positivo una placa inoculada con 0.2 mL de suspensión bacteriana a concentración 

de 1x106 UFC/mL, se realizaron tres repeticiones en el tiempo. Para determinar la 

capacidad de colonización y establecimiento del controlador biológico seleccionado 

sobre las hojas de H. brasiliensis a través del tiempo, se utilizó la siguiente ecuación. 

 

UFC/g = No. Colonias x dilución / vol. Siembra 

Citado por (Suárez-Moreno, et al., 2019) 
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7.9 Análisis estadístico. 

 

7.9.1 Normalización de datos.  

 

Para normalizar los datos obtenidos en los ensayos de enfrentamiento dual, difusión 

en placa e inhibición de la germinación de conidios de P. ulei; se realizó una prueba 

de Shapiro Wilk y análisis de varianza tipo ANOVA para aceptar o rechazar las 

hipótesis planteadas.  

 

7.9.2 Establecimiento de diferencias significativas entre tratamientos. 

 

Para determinar diferencias significativas entre tratamientos se usó una prueba de 

Duncan. Para establecer la presencia de datos no paramétricos se aplicó la prueba 

de Tuckey. Para el análisis general de los datos se emplearon programas de SAS. 

Se cuantificó la expresión relativa de los genes blanco (AJ y AS) mediante análisis 

de delta de Ct (ΔCt) doble delta de Ct (ΔΔCt) y 2^-ΔΔCt y el estadístico de Muller 

mediante el software qGen estableciendo el valor experimental de las eficiencias de 

las amplificaciones para los 4 genes incluidos en este ensayo, usando diluciones 

seriadas de ADN de RRIM 600 (10-01, 10-02, 10-03, 10-04 µg/µL.). Las eficiencias de 

las PCR´s fueron calculadas por la ecuación: Eff=10(-1/slope) -1. 
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8. CAPÍTULO 3 

Resultados y discusión 

 

8.1 Evaluación y selección de aislamientos bacterianos con capacidad 

biocontroladora contra C. gloeosporioides, en condiciones in vitro. 

 

8.1.1 Obtención e identificación del fitopatógeno – C. gloeosporioides. 

 

La observación macroscópica del aislamiento de C. gloeosporioides reactivado a 

partir de pruebas de patogenicidad in vitro mostró un crecimiento micelial de forma 

radial, con margen entero u ondulado, de coloración blanco con masas conidiales 

de color anaranjado en el centro de la colonia y acérvulos visibles, característicos 

de C. gloeosporioides (Figura. 6A) (Indira Rojo-Báez et al., 2017). La observación 

microscópica del aislamiento mediante tinción con azul de lactofenol mostró 

conidios hialinos y ovoides, así como la presencia de hifas septadas de apariencia 

hialina característicos de C. gloeosporioides (Indira Rojo-Báez et al., 2017). 
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Figura 6. (A) vista macroscópica del crecimiento de C. gloeosporioides, medio PDA, 

(B) microscopia de C. gloeosporioides.   

 

La amplificación por PCR del gen ITS mostró la obtención de un fragmento de 

aproximadamente 450 pb (Figura 7), tamaño reportado en la literatura (Talhinhas, 

P, et al., 2002) para esta especie del género Colletotrichum. El fragmento 

secuenciado tuvo un tamaño de 532 pb después de remover las señales 

defectuosas de los extremos mediante BIOEDIT, el posterior alineamiento realizado 

en BLASTn mostró un porcentaje de identidad (Per. Ident.); de 99.79 %; para C. 

gloeosporioides (Figura 8), confirmando la especie. 
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Figura 7. Amplificación gen ITS C. gloeosporioides, revelado en gel agarosa al 3%. 

M: Marcador de peso molecular 100 pb bioline®, 1, 2, 3, 4, 5: ADN C. 

gloeosporioides, 6,7: Blanco, 8, 9: Control negativo (ADN Hevea brasiliensis), 

10: Control Positivo (ADN Saccharomyces cerevisiae).   

 

 

 

Figura 8. Resultados alineamiento en BLASTn para la identificación de C. 

gloeosporioides. 
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8.2 Evaluación de la capacidad biocontroladora de 50 aislamientos 

bacterianos contra C. gloeosporioides. 

 

Posteriormente se realizaron ensayos que nos permitieron evaluar la actividad 

biocontroladora de 50 aislamientos bacterianos de origen marino contra C. 

gloeosporioides. Los aislamientos bacterianos usados como candidatos a 

controladores biológicos fueron extraídos de corales y sedimento marino de San 

Andrés y Providencia - Santa Catalina – Colombia, pertenecientes al banco de 

microorganismos del grupo de investigación en Productos Naturales Marinos del 

Departamento de Química de la Universidad Nacional de Colombia con contrato de 

acceso a recursos genéticos N°. 108; los cuales se encuentran criopreservados para 

y se enlistan en (Tabla 4). El criterio de selección de los microorganismos 

candidatos a controladores biológicos, están basados en resultados obtenidos en 

trabajos anteriores por el Grupo investigación en Bioprocesos y Bioprospección del 

Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia – IBUN; en los 

cuales se encontró, que algunas de estas cepas aquí mencionadas; presentaron 

capacidad biocontroladora contra Fusarium sp., en cultivar tomate (Vinchira-

Villarraga, et al 2021). 
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Tabla 4: Listado de aislamiento bacterianos de origen marino evaluados como 

controladores biológicos. Se desconoce su identidad.  

Cepa Origen Cepa Origen Cepa Origen 

03 Sedimento 
marino 

64 Sedimento 
marino 

160 Arrecife de 
coral 

05 Arrecife de 
coral 

65 Sedimento 
marino 

167 Sedimento 
marino 

06 Arrecife de 
coral 

69 Arrecife de 
coral 

169 Arrecife de 
coral 

14 Sedimento 
marino 

72 Arrecife de 
coral 

174 Arrecife de 
coral 

17 Arrecife de 
coral 

77 Sedimento 
marino 

184 Arrecife de 
coral 

25 Sedimento 
marino 

84 Sedimento 
marino 

212 Arrecife de 
coral 

26 Sedimento 
marino 

85 Sedimento 
marino 

214 Sedimento 
marino 

27 Sedimento 
marino 

90 Arrecife de 
coral 

144A Sedimento 
marino 

30 Sedimento 
marino 

100 Arrecife de 
coral 

149A Sedimento 
marino 

35 Sedimento 
marino 

115 Sedimento 
marino 

149B Arrecife de 
coral 

37 Sedimento 
marino 

120 Arrecife de 
coral 

157-3 Arrecife de 
coral 

39 Arrecife de 
coral 

121 Sedimento 
marino 

161A Sedimento 
marino 

45 Sedimento 
marino 

135 Arrecife de 
coral 

194 Sedimento 
marino 

49 Arrecife de 
coral 

142 Sedimento 
marino 

97A Sedimento 
marino 

54 Arrecife de 
coral 

143 Arrecife de 
coral 

  

56 Sedimento 
marino 

148 Sedimento 
marino 

  

57 Sedimento 
marino 

151 Sedimento 
marino 

  

62 Arrecife de 
coral 

158 Arrecife de 
coral 
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8.2.1 Enfrentamiento directo dual (bacteria contra hongo C. gloeosporioides). 

 

El tamizaje o screening preliminar de los 50 aislamientos bacterianos contra C. 

gloeosporioides realizado mediante ensayo de enfrentamiento dual, mostró que los 

aislamientos bacterianos que presentaron mayor actividad antagónica fueron: 25, 

37, 69, 72, 74, 142, 158 y 160 (Figuras 9 y 10); siendo el aislamiento con mejor 

actividad antagónica el 72 que mostró un porcentaje de inhibición de 73.95 %, 

superior al control químico (Benomyl) que presentó un porcentaje del 54.16 %. 

Observamos también que el aislamiento 25 es el segundo con mejor porcentaje de 

inhibición de crecimiento sobre C. gloeosporioides; con un porcentaje de 65.54 %, 

el 74 presentó 56.25 %. Los demás aislamientos evaluados están entre el 16.66 y 

39.58 % de inhibición del crecimiento de C. gloeosporioides con respecto al 

crecimiento de este mismo en la placa control (Figura 11, Tabla 5 y gráfica 1), por 

debajo al control químico. 
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Figura 9. Enfrentamiento dual bacteria – hongo, aislamientos 25, 37, 69, 72. Medio 

PDA. Crecimiento a 26 °C por 8 días. Se muestra anverso y reverso del 

mismo ensayo.  

 

Figura 10. Enfrentamiento dual bacteria – hongo, aislamientos 74, 142, 158, 160. 

Medio PDA. Crecimiento a 26 °C por 8 días. Se muestra anverso y reverso 
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del mismo ensayo.  

 

Figura 11. Controles. Crecimiento a 26 °C por 8 días. El control con Benomyl o 

fungicida comercial. Se muestra anverso y reverso del mismo ensayo.     

 

La inhibición sobre el crecimiento del patógeno en las placas de petri, puede estar 

relacionado con la producción de surfactinas, lipoproteínas, VOCs que se dispersan 

al interior de la caja causando el efecto antagónico (Geels et al.,1986; Quagliotto et 

al., 2009), entre otros compuestos antimicrobianos, producidos por los 

controladores evaluados.  

 

Teniendo en cuenta los porcentajes de inhibición aquí obtenidos, los aislamientos 

72 y 25 se seleccionaron como posibles candidatos a controladores biológicos de 

P. ulei. 
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Tabla 5: Análisis cuantitativo de la actividad antimicrobiana de 8 aislamientos 

bacterianos contra C. gloeosporioides.   

 

Aislamiento G1_mm G2_mm X 

25 96 35 65.54 

37 96 72 25.00 

69 96 80 16.66 

72 96 25 73.95 

74 96 42 56.25 

142 96 73 23.95 

158 96 65 32.29 

160 96 58 39.58 

Control Químico Benomyl 96 44 54.16 

Control 96 96 0 

 

 

Gráfica 1: Mediciones y porcentajes de inhibición del crecimiento de C. 

gloeosporioides causado por los aislamientos bacterianos evaluados. Incluye 

crecimiento tratamientos y crecimiento control.  
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8.2.2 Difusión en placa (Filtrado de cultivo bacteriano–hongo C. 

gloeosporioides). 

 

Los 50 aislamientos bacterianos fueron evaluados mediante difusión en placa contra 

C. gloeosporioides utilizando la metodología descrita en el numeral 7.3.2. Este 

ensayo arrojó como resultado que los 8 aislamientos bacterianos que presentaron 

mejor actividad antagónica contra C. gloeosporioides mediante enfrentamiento dual, 

también presentaron actividad antimicrobiana contra este mismo patógeno.  

 

Se evidencia que los aislamientos que tuvieron mejor actividad antimicrobiana son 

72 y 25 ya que presentaron un halo de inhibición de 1.49 cm y 1.01 cm 

respectivamente (Figura 12 y Tabla 6). Se realizaron tres réplicas para confirmar la 

aparición del halo de inhibición. Los aislamientos 37, 74 y 160; presentaron actividad 

antimicrobiana en un nivel menor, ya que los halos generados estaban en un rango 

entre 0.14 cm a 0.87 cm. El aislamiento 158 presentó una inhibición del crecimiento 

de C. gloeosporioides solo en una de las tres repeticiones y el 142 presentó un halo 

con crecimiento leve del hongo cercano al pozo de siembra del filtrado bacteriano 

(Figura 13 y Tabla 6).  

 

Con estos resultados ratificamos que los aislamientos bacterianos evaluados como 

controladores biológicos, presentan diferentes grados actividad inhibitoria sobre el 

crecimiento de C. gloeosporioides que se podría relacionar con la producción de 

metabolitos antimicrobianos difusibles en el medio PDA no volátiles.  
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Figura 12. Ensayo de difusión en placa (Filtrado de cultivo bacteriano–hongo C. 

gloeosporioides) medio PDA. Los pozos que no tienen número de cepa 

dentro del círculo rojo; contenían otros aislamientos bacterianos que no 

presentaron actividad antifúngica de los 50 evaluados.  

 

 

Figura 13. Control. El control fue evaluado 72 horas después de la inoculación y en 

cada pozo se adicionaron 20 μL de agua destilada estéril.  
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Tabla 6: Medición de halo de inhibición en cm, (Filtrado de cultivo bacteriano–hongo 

C. gloeosporioides).   

 

Aislamiento 

Halo de inhibición (cm) 

Repetición 1 Repetición 2 Repetición 3 

25 1,02 ± 0,02 1,45 ± 0,17 1,01 ± 0,18 

37 0,87 ± 0,15 0,77 ± 0,10 0,73 ± 0,15 

69 0,42 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 

72 1,49 ± 0,15 1,25 ± 0,12 1,32 ± 0,20 

74 0,82 ± 0,18 0,86 ± 0,12 0,85 ± 0,13 

142 0,30 ± 0,10 0,25 ± 0,11 0,15 ± 0,14 

158 0,21 ± 0,10 0,15 ± 0,01 0,14 ± 0,01 

160 0,82 ± 0,17 0,78 ± 0,14 0,76 ± 0,11 

 

   

8.3 Evaluación de los aislamientos bacterianos que presentaron mayor 

actividad antifúngica sobre C. gloeosporioides en el ensayo anterior, 

contra P. ulei en condiciones in vitro. 

 

De los aislamientos bacterianos evaluados anteriormente contra C. gloeosporioides, 

8 presentaron actividad antimicrobiana, los cuales fueron utilizados para este 

ensayo, para seleccionar el aislamiento bacteriano que presentó mayor actividad 

antifúngica contra P. ulei.   
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8.3.1 Evaluación de la capacidad de inhibición de la germinación de conidios 

de P. ulei de los biocontroladores seleccionados. 

 

 

Este ensayo se realizó en condiciones in vitro, aplicando la metodología propuesta 

por Vinchira et al., 2017, utilizando conidios de P. ulei obtenidos de acuerdo a la 

metodología descrita en el numeral 7.2.5.1., la figura 17A muestra un cultivo de P. 

ulei esporulado después de 12 días de crecimiento en medio de esporulación, la 

figura 17B muestra el total de conidias obtenidas y la figura 17C muestra las conidias 

ajustadas a concentración para los ensayos realizados. La figura 18 muestra el 

montaje realizado para el recuento de conidios germinados y no germinados. 

 

Después de 24 horas de incubación a 26 °C en el control, así como en algunos de 

los tratamientos con los filtrados bacterianos se observó crecimiento del tubo 

germinativo y aparecieron de las primeras ramificaciones de las hifas primarias de 

las conidias, resultado similar a los reportado por (García R., et al., 2006). Para P. 

ulei la germinación efectiva ocurre a una concentración de conidios por mL entre 1 

y 5x105, concentraciones menores aumentan el tiempo de la germinación 

(Gasparotto et al., 1984).  

 



 

67 

 

 

Figura 14. Esporulación y obtención de conidios de P. ulei. (A) medio esporulación, 

(B) observación de conidios totales extraídos, (C) observación de conidios de 

P. ulei en dilución 1x104 conidios/mL. 

 

 

Figura 15. Recuento de conidios germinados versus conidios no germinados. (A) 

montaje en placa, (B) plugs analizados, (C) observación de conidios 

germinados vs no germinados, (D) control de la viabilidad de conidios de P. 

ulei. 
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Los resultados obtenidos en este ensayo muestran que los aislamientos bacterianos 

72, 158 y 160; evaluados como controladores biológicos, presentaron los mejores 

porcentajes de inhibición de la germinación de conidios de P. ulei, como se muestra 

en las figuras 19 y 20, tabla 7 y gráfica 2.  

 

Para el aislamiento 72 el porcentaje de inhibición de germinación de conidios fue de 

97.5 % y para los aislamientos 158 y 160 el porcentaje de inhibición fue de 79 % y 

80 % respectivamente, posiblemente este efecto se debió a que las bacterias 

evaluadas pertenecen géneros diferentes y así mismo la producción de compuestos 

antimicrobianos puede variar entre cepas, haciendo la diferencia entre los 

porcentajes de inhibición de la germinación de conidios de P. ulei. De esta manera 

decidimos que el aislamiento bacteriano denominado 72; obtuvo el mejor porcentaje 

de inhibición de la germinación de conidios de P. ulei, a diferencia de los demás 

aislamientos, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este ensayo, se 

decidió utilizar el aislamiento bacteriano 72 para ser evaluado como controlador 

biológico de SALB en condiciones de invernadero (In vivo). Se descartó el 

aislamiento 25 el cual presentó resultados eficientes de antagonismo tanto en el 

enfrentamiento dual como en difusión en placa contra C. gloesporioides, sin 

embargo, se obtuvo un porcentaje de inhibición de la germinación de conidias de P. 

ulei de apenas el 7 % (Figura 19 y Tabla 7). El coeficiente de correlación de los 

conidios no germinados se muestra en la gráfica 3.  
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Figura 16. Conidios germinados versus conidios no germinados de P. ulei, 

aislamientos 25, 37, 69 y 72. 

 

Figura 17. Conidios germinados versus conidios no germinados de P. ulei, 

aislamientos 74, 142, 158 y 160. 
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Tabla 7: Recuento cantidad de conidios de P. ulei germinados versus no 

germinados y porcentaje de inhibición de la germinación.  

Aislamiento 
Conidios No 
germinados 

Conidios 
germinados 

% de inhibición de 
la germinación de 

conidios 

 

25 15 185 7,5  

37 37 163 18,5  

69 76 124 38  

72 195 5 97,5  

74 80 120 40  

142 49 151 24,5  

158 122 78 79  

160 153 47 80  

Control 0 200 0,0  

Coeficiente de 
correlación 0,263744903 1  

 

 

 

Gráfica 2. Cantidad de conidios de P. ulei germinados versus no germinados. 
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Gráfica 3: Coeficiente de correlación de conidios no germinados por cada 

aislamiento bacteriano evaluado. 

 

8.4 Identificación microcopia y molecular del aislamiento 72 mediante 

análisis de la secuencia del gen 16s de ARNr. 

 

La identificación microscópica del aislamiento 72 mediante tinción de Gram y 

observación microscópica a 100X permitió establecer que corresponde a un 

cocobacilo Gram negativa (Figura 21).  
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Figura 18. Tinción de Gram. (A) crecimiento del aislamiento 72 en medio LB; 24 

horas a 37 °C, (B) fotografía microscopia 100X con zoom, (C) fotografía 

microscopia a 100X sin zoom. 

 

La identificación molecular del aislamiento 72 realizada mediante amplificación y 

secuenciación del gen 16s de ARNr las PCR’s de punto final para la amplificación 

de los diferentes fragmentos del gen 16s de ARNr (Figura 19), obtenidas por el 

servicio de secuenciación fueron analizadas y ensambladas en los programas 

BIOEDIT y Cap3 (en alineamientos locales y múltiples); las secuencias se 

encuentran en el (ANEXO H), posteriormente se realizó un alineamiento de 

nucleótidos por BLASTn donde se obtuvo como resultado que la identificación del 

aislamiento 72 pertenece a la especie Stenotrophomonas maltophilia con un 

porcentaje de identidad (Per. Ident) de 99.61 % (Figura 20). 
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Figura 19. Amplificación gen 16s del ARNr de S. maltophilia, revelado en gel 

agarosa al 3%. M: Marcador de peso molecular 1000 pb bioline®, 1, 2: ADN 

S. maltophilia concentración 5 ng/µL, 3, 4, 5, 6: ADN S. maltophilia 

concentración 10 ng/µL, 7: Blanco, 8: Control negativo (ADN Hevea 

brasiliensis), 9: Marcador de peso molecular 1000 pb bioline®. 

 

 

Figura 20. Resultados BLASTn para el fragmento 16s de ARNr. 
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S. maltophilia es un patógeno oportunista de gran preocupación para las 

poblaciones de pacientes susceptibles, puede causar infecciones respiratorias y del 

torrente sanguíneo nosocomiales; adquiridas en la comunidad entre otras 

infecciones en humanos; las fuentes incluyen agua, rizósferas vegetales, animales 

y alimentos (JS. Brooke, 2021).  

 

Pese a la importancia médica de este microorganismo, algunos estudios sobre la 

heterogeneidad genética de las cepas de S. maltophilia han identificado varios 

genogrupos nuevos, sugiriendo la adaptación de este patógeno a diversos hábitats, 

lo cual está dilucidando las interacciones de esta bacteria ambiental con otros 

organismos. Así mismo se conoce que S. maltophilia genera productos que tienen 

aplicaciones en biotecnología, incluida la agricultura, el biocontrol y la 

biorremediación (JS. Brooke, 2021). 

 

Debido a la producción de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana, la 

eficacia en la colonización de diferentes hábitats mediante formación de biopelícula 

y la capacidad de síntesis de enzimas proteolíticas de serina alcalina, ha llevado a 

S. maltophilia; a ser usada como controlador biológico de la marchitez de la papa 

causada por Ralstonia solanacearum, en condiciones in vitro e in vivo (K.M. Elhalag 

et al., 2016). Consideramos que S. maltophilia es de gran interés como controlador 

biológico a través del aislamiento y aplicación foliar de sus metabolitos secundarios, 

ya que de esta manera se reduce el riesgo en salud de los agricultores.  
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Otros trabajos que contribuyen a ratificar que S. maltophilia cumple con criterios 

para candidato como controlador biológico, reportan que la cepa HW2 aislada de 

raíz de pepino saludable, exhibió una buena eficacia de biocontrol contra el virus 

CGMMV, mediante enzimas antioxidantes (SOD y CAT) y como inductor de la 

defensa en la planta con producción de proteínas (PR1 y PR5) (Hongwei Li et al., 

2016), también se conoce que el género Stenotrophomonas, produce compuestos 

orgánicos volátiles (VOCs) que promueven el crecimiento de las plantas (H.A.S. 

Tahir et al., 2017), por otra parte aislamientos de la bacteria endofítica S. maltophilia  

han mostrado importancia para controlar Colletotrichum nymphaeae agente causal 

de la antracnosis de la fresa (Z. Alijani et al., 2020).  

 

Construimos un cladograma (Figura 21) a partir de las secuencias de los fragmentos 

16s de ARNr de S. maltophilia obtenidas mediante la secuenciación por SANGER, 

para ello se realizó un alineamiento múltiple contra secuencias 16s de S. maltophilia, 

reportadas como ambientales y patógenas para humanos, con el fin de establecer 

la relación de nuestro aislamiento 72 con los dos grupos de S. maltophilia 

mencionados anteriormente. También se incluyeron géneros y especies de 

bacterias cercanamente relacionadas a S. maltophilia como Pseudomonas 

fluorescens, Pseudomonas spp., Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y 

Bacillus amyloliquefaciens. Las secuencias fueron seleccionadas por su cercanía 

genética con S. matophilia y teniendo sus aplicaciones en el área agrícola como 

promotores de crecimiento vegetal y controladores biológicos.  
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Figura 21. Cladograma obtenido a partir de secuencias 16s de ARNr. 
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Observamos que el aislamiento 72 perteneciente a S. maltophilia IBUN, usado en 

este trabajo como controlador biológico, se relaciona en el mismo clado de manera 

muy cercana con dos cepas de S. maltophilia una de ellas considerada como de 

origen ambiental LC583236.1 y otra patógena para humanos LR135564.1. 

Sugerimos un estudio genómico más profundo para determinar la relación del 

controlador biológico aquí utilizado con posibles cepas patógenas para humanos de 

S. maltophilia.     

Estudios genómicos realizados en aislamientos de S. maltophilia de origen clínico y 

ambiental, han mostrado que la cepa ambiental MDR BurA1 no presenta 

mecanismos de resistencia (SmeABC) a antibióticos; a diferencia de las cepas de 

S. maltophilia de origen clínico (Benjamin, Youenou, et al., 2015). 

 

8.5 Evaluación del potencial biocontrolador de filtrados y suspensiones de 

S. maltophilia contra el SALB en plantas de H. brasiliensis bajo 

condiciones de invernadero. 

 

El potencial biocontrolador de S. maltophilia fue evaluado de dos maneras, una de 

ellas a partir de la inoculación de foliolos de H. brasiliensis infectadas con P. ulei e 

inoculadas con una suspensión bacteriana como se indica en el numeral 7.2.2. La 

otra forma fue mediante la inoculación de foliolos en estados A y B infectados con 

P. ulei, con sobrenadantes bacterianos obtenidos mediante filtrados como se indica 

en el numeral 7.2.3. Los tratamientos descritos anteriormente compuestos por 
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suspensiones y filtrados bacterianos; fueron evaluados en plantas por separado con 

tres repeticiones en el tiempo.  

 

En los 3 ensayos realizados con la aplicación de filtrados bacterianos, se observó 

una leve toxicidad en foliolos jóvenes en estadios A y B, en las primeras 24 horas, 

que ocasionaron cambios leves evidentes en la estructura foliar, tales como 

aparición de marchitamiento y entorchamiento del margen de la hoja. 

 

Con el paso de los días la toxicidad desapareció y los foliolos recuperaron vigor 

adquiriendo dureza, con un posterior incremento en la rapidez en el cambio a los 

siguientes estadios foliares (Figura 22. A, B, C), se notó un mayor crecimiento del 

área foliar y al cabo de 12 días de evaluación no se evidenciaron síntomas del SALB 

comparados con el control positivo (Figura 22. D, E, F), con una intensidad de 

esporulación (IE) de 4 según la escala de severidad (Anexo I), observándose 

clorosis acentuada en cada punto inoculado con conidios del patógeno en el envés 

de la hoja. El área de los foliolos inoculados con filtrados bacterianos al igual que 

con el control 1, esta presentó un incremento en el tamaño con respecto al control 

2 que correspondió a la planta libre de patógeno y biocontrolador. Los controles 

correspondientes a la evaluación de la viabilidad de las conidias, mostraron 

crecimiento característico de P. ulei en condiciones in vitro (Figura 22. G, H, I). 
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Figura 22. Ensayos de biocontrol contra P. ulei, mediante inoculación con filtrados 

bacterianos en condiciones de invernadero. (A, B, C): Foliolos a inoculados 

con P. ulei y biocontrolador (Filtrado bcteriano) a los 0 y 12 ddi. (D, E, F): 

Controles 1 (Foliolos inoculados únicamente con P. ulei), controles 2 

(Foliolos inoculados con solución de agua estéril y tween 20) a los 0 y 12 ddi. 

(G, H, I): Controles de viabilidad de conidias de P. ulei. Las anteriores 

imágenes corresponden a los tres ensayos realizados en el tiempo.  

 

En cuanto a los 3 ensayos en el tiempo para la evaluación de las suspensiones 

bacterianas, mostraron que, mediante aplicación directa sobre haz de las hojas, 

causaron una notable alteración en su estructura, 15 minutos después de la 

inoculación con la suspensión bacteriana los foliolos tratados presentaron un 

marchitamiento temprano, así como entorchamiento del margen foliar de una 
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manera más intensa comparado con la aplicación de los filtrados bactrianos  

 

Al igual que en el ensayo con los filtrados bacterianos el efecto fitotóxico 

desapareció y se disminuyó en tiempo en el paso de un estadio foliar a otro. En 

comparación con el control 1 el cual a los 12 días de evaluación presentó una IE de 

4 según la escala de severidad (Anexo I), con aparición de clorosis y conidias en el 

envés de la hoja. Con respecto al control 2 la aplicación de suspensiones 

bacterianas causó un incremento en el tamaño del área foliar. En cuanto a los 

controles de viabilidad de conidias de P. ulei estas presentaron un crecimiento 

característico del hongo en condiciones in vitro.  

 

 

Figura 23. Ensayos de biocontrol contra P. ulei, mediante inoculación con 

suspensiones bacterianos en condiciones de invernadero. (A, B, C): Foliolos 

a inoculados con P. ulei y biocontrolador (Suspensión bacteriana) a los 0 y 
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12 ddi. (D, E, F): Controles 1 (Foliolos inoculados únicamente con P. ulei), 

controles 2 (Foliolos inoculados con solución de agua estéril y tween 20) a 

los 0 y 12 ddi. (G, H, I): Controles de viabilidad de conidias de P. ulei. Las 

anteriores imágenes corresponden a los tres ensayos realizados en el 

tiempo.  

 

También se observó que los folíolos inoculados únicamente con el patógeno en la 

misma planta donde se inoculó patógeno y controlador (filtrado bacteriano o 

suspensión bacteriana), tampoco presentaron síntomas de SALB luego de los 12 

días de evaluados.  

 

Atribuimos el efecto controlador del SALB causado por algunos metabolitos 

secundarios producidas por el aislamiento 72 (S. maltophilia), los cuales pueden 

inhibir la capacidad de germinación de conidios de P. ulei, mediante la producción 

de quitinasas., teniendo en cuenta que trabajos realizados por otros investigadores 

con S. maltophilia cepa C3 para el control biológico de la mancha foliar en festuca 

alta (Festuca arundinacea), causada por Bipolaris sorokiniana, mediante aplicación 

de filtrado de un caldo de cultivo de C3, con quitina como fuente de carbono; mostró 

resultados positivos en el control de B. sorokiniana (Zhongge Zhang and Garry Y. 

Yuen., 2007).  

 

Otro mecanismo de biocontrol del aislamiento 72 (S. maltophilia) es la posible 

formación de biopelícula, que le permite una amplia capacidad de colonización de 

diferentes superficies y limitación del espacio para el desarrollo del patógeno, ya 
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que las bacterias del género Stenotrophomonas spp., se encuentran en todo el 

medio ambiente, particularmente en estrecha asociación con las plantas, siendo la 

más predominantes S. maltophilia, tienen una extraordinaria gama de actividades 

que incluyen efectos beneficiosos para el crecimiento y la salud de las plantas 

debido a la fácil adaptación de este género a varios nichos, incluyendo la filósfera y 

rizósfera (Robert, P., et al., 2009).  

 

Los terceros foliolos inoculados únicamente con el patógeno como se indica en el 

numeral 7.6., nos permiten platear una posible inducción de resistencia sistémica 

adquirida (SAR).  

 

8.6 Evaluación de la expresión de genes asociados a la síntesis de AJ y AS 

en clones RRIM 600 inoculados con filtrados bacterianos y P. ulei por RT–

qPCR. 

 

Con el fin de dilucidar el efecto causado por el controlador S. maltophilia, sobre la 

reducción de los síntomas del SALB; después de 12 días post inoculación con P. 

ulei, se realizó análisis molecular; mediante RT-qPCR a partir de la amplificación y 

cuantificación de la expresión de genes relacionados con la ruta metabólica del AJ 

y AS. 

 

Se utilizaron como housekeeping, factor de elongación (FE) y actina de H. 

brasiliensis, los resultados por amplificación con PCR punto final, permitieron 

verificar el tamaño de los fragmentos esperados (Figura 24) para estos dos genes. 
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De la misma manera se verificó en PCR punto final los fragmentos para los genes 

asociados a las rutas del AJ y AS (Figura 25). Para los 4 genes se obtuvieron bandas 

únicas. 

 

 

Figura 24. Amplificación del gen Actina Hb (125 pb) y Factor de elongación-FE (164 

pb), revelado en gel agarosa al 3%. M: marcador de peso molecular 100 pb 

bioline®, 1,2: fragmentos actina, C: control negativo PCR actina FE, 3,4,5: 

fragmentos FE. 

 

Figura 25. Amplificación de los genes de la ruta del AJ (192 pb) y AS (198 pb), 

revelado en gel agarosa al 3%. M: marcador de peso molecular 100 pb 

bioline®, carril 1,2, 3, 4, 5 y 6: fragmentos AJ, carril 7: blanco, Carril 

8,9,10,11,12 y 13: fragmentos AS.  
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8.6.1 Obtención de las eficiencias experimentales para los genes 

housekeeping y los genes blanco AJ y AS.  

 

 

Como se mencionó en la metodología numeral 7.9.2., para calcular la expresión 

relativa de los genes blanco mediante el método de Muller et al., (2002), fue 

necesario establecer la eficiencia experimental de las PCR´s de los genes 

housekeeping así como de las de los genes blanco.  

 

Se determinó la eficiencia de los primers de factor de elongación, observando un 

nivel de error bajo de 0.490 (Figura 26). La eficiencia fue de 1.64 es decir; superior 

a un 50 %, con un slope -4.62 encontrándose en un rango entre -5.7 y -2.9. 

 

Concluimos de este ensayo, que la eficiencia para el primer FE es muy baja, no se 

ajusta a las condiciones requeridas para su aplicación en RT-qPCR. Adicionalmente 

en ensayos preliminares el housekeeping FE, mostró variación en la expresión entre 

los tratamientos, asociamos este comportamiento a la posible inducción de 

crecimiento foliar, ya que S. maltophilia se ha reportado como PGPR. Estos primers 

presentan un comportamiento inestable en todos los ensayos RT-qPCR realizados, 

por esta razón descartamos como housekeeping (Figura 26). 

 

Para actina la eficiencia fue de 1.800 es decir; superior a un 50 %, con un slope -

3.92 encontrándose en el rango entre -5.7 y -2.9 y un nivel de error bajo de 0.78 

(Figura 27). 
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La eficiencia obtenida para los primers de AJ se ajusta a los parámetros 

establecidos para RT–qPCR con un error bajo de 0.028 y un valor de 2.118, cercana 

a un 75 %; ya que en el equipo LightCycler 480 de ROCHE las eficiencias de 1.5 

equivalen al 50 % y eficiencias de 2.22 equivalen al 100 %, en cuanto al slope de –

3,067 este se encontró entre -5.7 y -2.9; rango que determina las eficiencias entre 

50 % y 100 % (Figura 28). 

 

La eficiencia obtenida para los primers de AS se ajusta a los parámetros 

establecidos para RT–qPCR, con un nivel de error bajo de 0.36 y un valor de 1.738 

es decir; superior a un 55 %, con un slope -4.165 encontrándose en el rango entre 

-5.7 y -2.9, siendo esta eficiencia baja (Figura 29). 

 

  

Figura 26. Curva estándar para la eficiencia de primers FE, obtenida a partir de 4 

diluciones seriadas por triplicado. 
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Figura 27. Curva estándar para la eficiencia de primers Actina H. brasiliensis, 

obtenida a partir de 5 diluciones seriadas por triplicado. 

 

 

 

Figura 28. Curva estándar para la eficiencia de primers AJ, obtenida a partir de 5 

diluciones seriadas por triplicado. 

 
 



 

87 

 

 

Figura 29. Curva estándar para la eficiencia de primers AS, obtenida a partir de 4 

diluciones seriadas por triplicado. 

 

 

8.6.2 Cálculo de la expresión de genes asociados a la síntesis del AJ y AS 

por los métodos de Muller y 2^-ΔΔCt. 

 

Para evaluar la expresión de los genes asociados a la síntesis de AJ y AS en plantas 

infectadas con P. ulei, tratadas con y sin filtrado bacteriano, se realizó la extracción 

de ARN y posterior síntesis a ADNc como se indica en el numeral 7.7.1 y 7.7.1.1., 

a los tiempos 48 hdi, 72 hdi, 6ddi, 9ddi, 12 ddi y 30 ddi. Se evaluaron dos ensayos 

de infección en el tiempo.   

 

Teniendo en cuenta las eficiencias experimentales se cuantificó la expresión 

diferencial mediante el método propuesto por Muller et al., (2002), (Figura 30). 
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como resultado se observó que la expresión diferencial del gen asociado la 

producción de AJ, se vio aumentada en los tratamientos a medida que pasa el 

tiempo, con el cálculo de Muller presentaron un rango entre 0.0 y 2.2, siendo el más 

alto el obtenido en el tratamiento a las 72 hdi y para los controles la expresión estuvo 

en un rango entre 0.1 y 1.4, siendo el más alto a las 72 hdi, pero más bajo con 

relación al tratamiento en ese mismo tiempo, en la repetición 1 (Figura 30A). En la 

repetición 2 los tratamientos mostraron un rango de expresión entre 0.1 y 0.7 (Figura 

30C) siendo el más alto el tratamiento a las 48 hdi, y en cuanto a los controles para 

esta misma repetición los rangos de expresión de AJ se encontraron entre 0.4 y 1.5 

siendo el más alto a los 30 ddi. Los resultados obtenidos en la repetición 1 no son 

consistentes con los de la repetición 2, por lo que no podemos asociar el biocontrol 

a la inducción de resistencia a las producciones de AJ.    

En el caso del AS para la repetición 1 los tratamientos mostraron un rango de 

expresión 0.1 hasta 0.7 siendo el más alto las 48 hdi, en cuanto a los controles la 

expresión de AS fue cero para todos los tiempos evaluados. En la repetición 2 la 

expresión del AS se encontró en el rango de 25 a 85, siendo este un cambio 

significativo en la expresión alcanzando el nivel más alto en las primeras 48 hdi, al 

igual que en la repetición 1 los controles no presentaron expresión. En las dos 

repeticiones se observa que a las 48 hdi se obtienen el nivel más alto de expresión 

del gen asociado a las síntesis del AS, el efecto de control puede estar asociado a 

la activación de SAR en H. brasiliensis. 
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Con el cálculo de la expresión diferencia de AJ y AS utilizando 2^-ΔΔCt (figura 31), 

observamos que los resultados en las dos repeticiones presentaron la misma 

tendencia a comparados con el cálculo por el método de Muller, sin embargo, 

considerando que 2^-ΔΔCt asume que los valores de eficiencias teóricos de 2 se 

observaron valores más altos de expresión.   

 

 

Figura 30: Expresión diferencial de los genes asociados a la síntesis de AJ y AS. 

Con relación a la expresión de actina (housekeeping), mediante el método 

de Muller. A y C: (repetición 1 y 2) expresión para el AJ. B y D: (repetición 1 

y 2) expresión para el AS. 
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Figura 31: Expresión diferencial de los genes asociados a la síntesis de AJ y AS. 

Con relación a la expresión de actina (housekeeping), mediante el método 

de 2^-ΔΔCt. A y C: (repetición 1 y 2) expresión para el AJ. B y D: (repetición 

1 y 2) expresión para el AS.  

 

Se evaluaron las diferencias significativas de la expresión de AJ calculada mediante 

2^-ΔΔCt entre tratamientos y controles mediante la prueba de Tuckey; para las 

repeticiones 1 y 2, se obtuvieron valores de p>0.05 y p=0.20 respectivamente, 

evidenciando que no existen diferencias significativas entre tratamientos y 

controles. En cuanto a la expresión del AS en las dos repeticiones se obtuvieron 

diferencias significativas según prueba de Tuckey obteniendo valores de p=0.004 y 

p<0.05 respectivamente. El comportamiento de genes asociados a la síntesis de AJ 

y AS en este ensayo pueden estar relacionados con la respuesta de defensa 

conocida como priming, en este sentido el priming se define como un estado en el 
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que las respuestas basales y posteriores de defensa se potencian para reaccionar 

más rápidamente y más eficientemente a un estrés (Pastor et al., 2013) y puede ser 

causado por compuestos producidos por S. maltophilia.  

 

El incremento en los niéveles de AS en los tratamientos, se relacionan con el efecto 

fitotóxico sobre los foliolos de H. brasiliensis, debido a que el AS priming activa la 

resistencia inducida en árboles de caucho mostrando contracción en hojas cuando 

el AS supera concentraciones de 20 mM (Deenamo, N., et al., 2018). 

 

La relación diferencial entre AJ y AS que se evidenció, indica una posible activación 

de SAR, lo cual se refleja en la disminución de síntomas del SALB, afirmando que 

con este tipo de inductor se protege a la planta de una infección secundaria por 

patógenos biotróficos, necrotróficos y hemibiotróficos (Díaz-Puentes, 2012). Se ha 

reconocido que el AS desempeña un papel central en la regulación de las 

respuestas de defensa primarias contra diversos patógenos (Bernsdorff, F., et al., 

2016). La acumulación de AS y la supresión de la expresión de genes asociados a 

la síntesis de AJ, se debe a la actividad de un elicitor en hojas de caucho, induciendo 

a una posible SAR (Pettongkhao, Sittiporn, et al., 2019), esto podría ser una 

alternativa para el manejo del SALB. 

 

La expresión más alta del gen asociado a la síntesis de AS fue a las primeras 48 

hdi tanto con el patógeno como el biocontrolador en las dos repeticiones en el 

tiempo; con un incremento hasta 8 veces.  
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Estos resultados sugieren que los metabolitos secundarios producidos por S. 

maltophilia juegan un papel importante en la expresión de SAR mediado por AS, ya 

que la inducción a resistencia sistémica (IRS) usualmente se asocia más a altas 

concentraciones de AJ y el etileno (Valland y Goodman, 2004). La sobreexpresión 

de proteínas relacionadas con altas concentraciones de AS sugiere una posible 

resistencia inducida por los elicitores, la cual se considera una estrategia ecológica 

para estimular la defensa de la planta contra el ataque de patógenos como P. 

palmivora en árbol de caucho (Deenamo N., et al., 2018). La producción de 

compuestos antiomicrobianos por parte de S. maltophilia actúan como un elicitor 

que puede estimular la resistencia no hospedero y genera un priming para preparar 

la inmunidad sistémica de la planta (Hui-Ping CHEN & Lang-Lai XU., 2005).  

 

 

La inoculación de los foliolos con el patógeno y otros foliolos con el controlador en 

la misma planta, nos llevan a sugerir que el inductor S. maltophilia, tiene la 

capacidad para repeler los ataques subsecuentes, y se dispersa a través de toda la 

planta (Camarena-Gutiérrez & R. de la Torre-Almaráz, 2007), de antemano 

conocemos que la expresión de los genes relacionados con la defensa está 

regulada por moléculas de señalización como el ET, AS y el AJ, (Glazebrook, J., 

2005), generalmente el AS es requerido para la resistencia a patógenos biótrofos y 

hemibiotrofos como P. ulei, mientras que el AJ y el ET median la resistencia a 

patógenos necrotróficos (Mysore, K. and Ryu, C., 2004).  
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La señalización mediada entre AS y AJ es de importancia para la prolongación de 

la respuesta de defensa, los resultados obtenidos en los dos ensayos realizados en 

el tiempo; mostraron un incremento notable en los niveles de expresión diferencial 

del gen asociado a la síntesis de AS ante los tratamientos con el inductor S. 

maltophilia y a su vez la baja expresión diferencial del gen asociado a la síntesis del 

AJ en presencia del mismo inductor, hemos asociado este comportamiento a la 

activación de SAR, de acuerdo con la naturaleza antagónica entre AS y AJ, (Ballaré, 

C.L., 2011), ya que un número mayor de genes dependientes de AJ están 

reprimidos por el AS en comparación con los genes dependientes de AS reprimidos 

por AJ, (Wang, D., 2007). 

 

Se conocen dos características de SAR: (1) es efectiva contra un amplio espectro 

de diferentes patógenos y (2) es a largo plazo, el espectro de patógenos puede 

variar dependiendo de la planta tratada (Moffat, 1992)., también sabemos que la 

primera infección con el controlador activa la defensa para un segundo patógeno, 

se controlaron las condiciones ambientales, el riego y la fertilización en el 

invernadero en los ensayos, con el fin de ayudar a la fuerza y estabilidad de la 

resistencia inducida durante varias semanas las cuales pueden ser influenciadas 

por factores como las condiciones climáticas y la nutrición (Camarena-Gutiérrez & 

R. de la Torre-Almaráz, 2007). 

  

También es importante resaltar que los foliolos tratados con el controlador adquieren 

fortalecimiento de su estructura, esta secuencia de eventos los asociamos al SAR 

que permite que la respuesta sistémica comience localmente; es decir, en las 
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células adyacentes a la respuesta RH observando un engrosamiento de las paredes 

celulares por incorporación de proteínas estructurales o lignina, deposición de 

calosa y la inducción de la síntesis de fitoalexinas (Sha y Klessig, 1996). 

 

Proponemos para este trabajo una posible inducción a SAR debido a que patógenos 

incompatibles ya sea hongos, virus o bacterias en este caso S. maltophilia, provocan 

la acumulación de AS y de ácido benzoico (AB) y sus respectivos glucósidos 

conjugados, formándose altas concentraciones en la zona del sitio de infección, 

niveles elevados de AS también pueden inhibir la expresión de genes que son 

inducidos por heridas bloqueando la biosíntesis de ácido jasmónico (Farmer, et al., 

1994).  

 

 

8.7 Determinación de la capacidad de colonización del biocontrolador 

seleccionado sobre los folíolos de H. brasiliensis. 

 

La capacidad de colonización del aislamiento bacteriano de S. maltophilia 

seleccionado como controlador biológico sobre la filósfera de H. brasiliensis, 

evaluada mediante la metodología propuesta en el numeral 7.8. Las colonias 

presentes en el medio manitol durante el recuento en placa con morfología similar 

al crecimiento control, fueron caracterizadas mediante microscopia y secuenciación 

del gen 16s del ARNr, con el fin de garantizar que las colonias contadas si 

pertenecían al aislamiento 72 (S. maltophilia). 
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En el recuento en placa a las 24 y las 48 horas post inoculación se mantuvo la 

concentración de suspensión bacteriana a 2,2x106 UFC/g y 1,6x106 UFC/g 

respectivamente. A las 72 horas la concentración de la bacteria se disminuyó al 50 

% (5,0x105 UFC/g) y las 96 horas se observó una disminución del 80 % (2,0x105 

UFC/g) con respecto a la concentración inicial (Figura 40 y Tablas 8 y 9). 

 

 

Figura 32. Aislamiento y recuento en placa del aislamiento 72 _ S. maltophilia a 

partir de hojas tratadas. Medio de cultivo manitol, incubado a 28 °C. 

 

Tabla 8: Recuento de UFC por gramo de hoja. 

 Recuento UFC x gramo de hoja 

Dilución 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 

Control 0 0 0 0 

1 x 10-6 11 6 0 0 

1 x 10-5 56 16 0 0 

1 x 10-4 229 162 5 2 

Promedio 98,7 61,4 1,7 0,7 
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Tabla 9: Cantidad de UFC presentes en un gramo de hoja. 

 Recuento UFC x gramo de hoja 

Dilución 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 

1 x 10-6 2,2 x 106 1,6 x 106 5,0 x 105 2,0 x 105 

 

La capacidad de colonización y establecimiento va disminuyendo con el paso del 

tiempo, pero el efecto controlador permanece en la planta. Algunos trabajos donde 

S. maltophilia ha sido usado como controlador biológico, arrojan como resultado en 

las pruebas de colonización; alta capacidad para colonizar con éxito plantas de trigo, 

donde adicionalmente se registró promoción de crecimiento vegetal (Rajnish P. 

Singh and Prabhat N. Jha, 2017). La capacidad de adaptación de S. maltophilia en 

diversos ambientes incluyendo rizósfera y filósfera, nos lleva a concluir, que es 

posible abrir campo de investigación sobre este microorganismo; con el fin dilucidar 

la mejor estrategia para el uso como agente de control biológico.   

9. Conclusiones y recomendaciones. 

9.1. Conclusiones. 

 

Se evaluaron 50 aislamientos bacterianos de origen marino, de los cuales 8 

presentaron actividad antimicrobiana contra el fitopatógeno C. gloeosporioides en 

condiciones in vitro, estos fueron 25, 37, 69, 72, 74, 142, 158 y 160. 

 

El aislamiento 72 caracterizado como S. maltophilia, presentó un alto porcentaje 

sobre la inhibición de la germinación de conidios de P. ulei en condiciones in vitro, 

equivalente a 97.5%. 
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El aislamiento bacteriano 72 caracterizado como S. maltophilia, evaluado en 

condiciones de invernadero contra el SALB, mostró una inhibición total de los 

síntomas característicos de esta enfermedad luego de 12 y 30 días post inoculación 

con filtrados y suspensiones bacterianas 1x106 UFC/mL. 

 

Aplicaciones de filtrados y suspensiones bacterianas a concentración 1x106 

UFC/mL del controlador S. maltophilia causan una leve fitotoxicidad en las primeras 

horas después de la inoculación, evidenciándose un marchitamiento foliar y 

entorchamiento del margen, asociado posiblemente a la primera fase de inducción 

de SAR. 

 

El efecto inhibidor de la aparición de síntomas del SALB, se atribuye a una posible 

expresión de SAR, activando rutas metabólicas asociadas al aumento de AS ante 

la presencia de S. maltophilia y disminución en la expresión de genes asociados a 

la síntesis de AJ. 

 

Los efectos de fitotoxicidad causados por la aplicación de suspensiones y filtrados 

bacterianos de S. maltophilia, desaparecen con el paso del tiempo y la estructura 

foliar se ve fortalecida con marcado crecimiento de las hojas, asociamos este efecto 

a la segunda fase de una posible inducción a SAR. 

 

El controlador biológico S. maltophilia, presentó una colonización y establecimiento 

sobre la filósfera de H. brasiliensis la cual permanece hasta las 96 horas en una 

concentración de 2,0x105 UFC/g de hoja. 
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9.2. Recomendaciones. 

 

Realizar ensayos que permitan la identificación de promoción de crecimiento foliar, 

ya que este efecto puede acelerar el paso de un estado foliar a otro en corto tiempo, 

disminuyendo el riesgo de infección por SALB. 

 

Iniciar pruebas para confirmar inducción de resistencia sistémica adquirida a partir 

de la aplicación de metabolitos secundarios aislados y caracterizados de S. 

maltophilia. 

 

Realizar aislamiento y caracterización de metabolitos secundarios producidos por 

S. maltophilia, los cuales son de interés en el control biológico.  

 

Evaluar otros genes en la planta, asociados la producción de ET y expresión de 

LOX-2, PR-1a, RP1 y NPR; los cuales pueden interactuar en la inducción de 

resistencia sistémica adquirida (SAR) causada por S. maltophilia. 

 

Secuenciar los aislamientos a evaluar como controladores al inicio de los ensayos, 

con el fin de descartar posibles microorganismos patógenos para humanos.  
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ANEXO A: Composición de medios de cultivo 

 

Medio líquido - Luria-Bertani (LB) 

Reactivo gramos/L 

Triptona 10 

NaCl 10 

Extracto de levadura 5 

 

Hervido – caldo de papa 

Para los medios APM y APE, se deben preparar previamente un 

hervido o caldo de papa, con 250 g de papa picada en cuadros en un 

litro de agua, llevar a ebullición por 15 minutos, filtrar y usar el filtrado 

para preparar los medios. 

 
Agar Papa para mantenimiento (APM) 

Reactivo gramos/L mL/L 

Sacarosa 10 N/A 

Fosfato de potasio monobásico 2 N/A 

Agar 18,5 N/A 

Cloranfenicol N/A 1 

Aminoácidos Lys, Thp, Thr -50 ppm N/A 1 

                    
Ajustar pH = 5,0 

        Aforar a un litro con hervido de papa 

Agar Papa para esporulación (APE) 

Reactivo gramos/L mL/L 

Sacarosa 10 N/A 

Neopeptona o Peptona 2 N/A 

Agar 18,5 N/A 

Cloranfenicol 50 ppm N/A 1 

Aminoácidos Lys, Thp, Thr -50 ppm N/A 1 
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Ajustar pH = 5,0 

Aforar a un litro con hervido de papa 

 
Medio – Manitol 
 

Reactivo gramos/L 

Manitol 10 

Extracto de Beef 1 

Triptosa 
 

10 
 

NaCl 10 

Agar 15 

Rojo fenol 0,025 

Ajustar pH = 7,2 
 

 
Medio – MacConkey (MK) 
 

Rehidratar 50 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 

minutos. Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullición 

durante 1 minuto para disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 121 

ºC (15 lbs de presión) durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a 45 °C. 

Vaciar en cajas de Petri estériles. Conservar en refrigeración de 2 a 8 ºC. 

Contenido por litro: Agar 13.5 g, Mezcla de sales biliares 1.5 g, Cloruro de 

sodio 5.0 g, Peptona especial 3.0 g, Cristal violeta 0.001 g, Peptona de 

gelatina 17.0 g, Lactosa 10.0 g, Rojo neutro 0.03 g, (pH 7.1 ± 0.2). 

 
 
Medio – Agar sangre (AS) 
 

Suspender 40 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Dejar reposar 5 

minutos y mezclar perfectamente hasta obtener una suspensión homogénea. 

Calentar con agitación frecuente y hervir 1 minuto para disolución total. 
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Esterilizar a 121 ºC durante 20 minutos. Contenido por litro: Infusión de 

músculo de corazón 375.0 g, peptona 10.0 g, cloruro de sodio 5.0 g, agar 

15.0 g. pH Final: 7.3 ± 0.2. 
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ANEXO B: Conteos de UFC del aislamiento 72 por gramo de 

planta para determinar la colonización foliar 

 

Recuento UFC x gramo de hoja 

Tiempo en horas Dilución Replica 1 Replica 2 Replica 3 Promedio 

Control 

1,00E-06 0 0 0 0 

1,00E-05 0 0 0 0 

1,00E-04 0 0 0 0 

1,00E-03 0 0 0 0 

1,00E-02 0 0 0 0 

1,00E-01 0 0 0 0 

24 hddi  

1,00E-06 11 9 13 11 

1,00E-05 48 56 64 56 

1,00E-04 264 236 189 230 

1,00E-03 Incontables Incontables Incontables Incontables 

1,00E-02 Incontables Incontables Incontables Incontables 

1,00E-01 Incontables Incontables Incontables Incontables 

48 hddi 

1,00E-06 5 0 13 6 

1,00E-05 20 12 17 16 

1,00E-04 174 161 153 163 

1,00E-03 Incontables Incontables Incontables Incontables 

1,00E-02 Incontables Incontables Incontables Incontables 

1,00E-01 Incontables Incontables Incontables Incontables 

72 hddi 

1,00E-06 0 0 0 0 

1,00E-05 0 0 0 0 

1,00E-04 7 3 6 5 

1,00E-03 21 26 32 26 

1,00E-02 142 156 148 149 

1,00E-01 Incontables Incontables Incontables Incontables 

96 hddi 

1,00E-06 0 0 0 0 

1,00E-05 0 0 0 0 

1,00E-04 2 3 1 2 

1,00E-03 13 12 6 10 

1,00E-02 131 147 162 147 

1,00E-01 46 51 68 55 
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ANEXO C: Protocolo de extracción de RNA  
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106 
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ANEXO D: Protocolo para síntesis de ADNc 
 

 

 
 

ANEXO E: Protocolo de extracción de DNA por CTAB 
 
 

1. El aislamiento debe haber crecido durante 15 días a 24°C en PDA. El 
asilamiento debe ser evaluado previamente según el POE, código B-IBUN-
PT-10.004.005, identificación macroscópica y microscópica con claves 
taxonómicas.  

2. Si cuenta con nitrógeno líquido puede macerar las muestras, retirando el 
tejido micelial de toda la caja, mediante raspado, con ayuda de mortero y 
colocar 0,2g del macerado en tubo eppendorf de 2mL. 

3. Si cuenta con perlas de zirconio, raspe la totalidad del tejido micelial, con 
ayuda de un asa bacteriológica, y transferirlo a un tubo eppendorf de 2mL 
que contenga 8 perlas de zirconio de 2mm de diámetro.  

4. Colocar el tubo en disrruptor celular Mini BeadbeaterTM durante 1:30 minutos 
a una frecuencia de velocidad de 70 rpm. 

5. Adicionar al tubo 700μL de buffer CTAB (Previamente calentado a 57°C) y 
18μL de proteinasa K (20ng/μL). 
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6. Mezclar con vortex 30 segundos, asegurando de despegar el macerado de 
la tapa e incubar por una hora a 57°C, mezclando cada 10 minutos. 

7. Adicionar 700μL de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1). 
8. Mezclar por inversión durante 20 minutos y centrifugar por 20 minutos a 

13.000 gravedades a 4°C (opcional repetir el paso 8 dos veces más) 
9. Transferir la fase acuosa (Fase superior) a un tubo nuevo de 1,5mL, sin 

generar disturbio en la interfase. 
10. Adicionar a un nuevo tubo acetato de sodio 3M en volumen que corresponda 

a una décima parte del volumen total de la fase acuosa y mezclar por 
inversión durante 1 minuto. 

11. Adicionar 700μL de isopropanol, mezclar por inversión durante 1 minuto e 
incubar a – 20°C durante toda la noche. 

12. Centrifugar a 13.000 gravedades durante 20 minutos a 4°C. 
13. Descartar el sobrenadante y agregar 500μL de etanol al 70%, desprender el 

“pellet” con ayuda de la punta de la micropipeta. 
14. Centrifugar a 6.000 gravedades durante 5 minutos y descartar el 

sobrenadante (Repetir paso 13 y 14 dos veces). 
15. Dejar evaporar el exceso de etanol a temperatura ambiente, invirtiendo el 

tubo sobre una superficie limpia, durante 50 minutos.  
16. Resuspender el pellet en 100μL de agua estéril. 
17. Incubar a 37°C durante 30 minutos. 
18. Agregar de 1 - 2μL de RNAsa (20mg/μL). 
19. Incubar a 37°C durante 30 minutos. 
20. Incubar a 65°C durante 10 minutos. 
21. Tomar una alícuota de 5μL en un tubo en un tubo nuevo de 500μL para 

cuantificación y evaluación electroforética.  
22. Almacenar los tubos a - 20°C hasta su posterior uso.  

 
 
 
 

ANEXO F: Cuantificación fluorométrica de ADN 
 

 
 

1. Emplear el kit de cuantificación de DNA (Qubit dsDNA BR Assay kit) use 
tubos eppendorf de 500μL. 

2. Colocar en cada tubo 198μL de buffer, más 1μL de fluorocromo, más 1μL 
de DNA. 

3. Incubar durante 2 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. 
4. Colocar el tubo en el equipo Qubit flourometer invitrogen y leer. 
5. Seleccionar la opción que permite calcular la concentración para 1μL de 

muestra. 
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ANEXO G: Fragmentos secuencias de gen ITS 
> 
CCGGACCCGAGGGCAACCTTTGGAAAATTGGGGGTTTTACGGCAAGAGTCC 
TCCGGATCCCAGTGCGGAGACGTAAAGTTACTACGCAAAGGAGGCTCCGGG
GGTCCGCCACTACCTTTGAGGGCCTACATCAGCTGTAGGGCCCCAACACCAA
GCAGAGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATG
CTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAAT
TCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAG
ATCCGTTGTTAAAAGTTTTGATTATTTGCTTGTACCACTCAGAAGAAACGTCGT
TAAATCAGAGTTTGGTTATCCTCCGGCGGGCGCCGACCCGCCCGGGGGCGG
GAGGCCGGGAGGGTCACGGAGACCCTACCCGCCGAAGCAACAGTTATAGGT
ATGTTCACAAAGGGTTATAGAGCGTAAACTCAGTAATGATCCCTCCGCAGGTT
CACCTACGGAA 
 
 

ANEXO H: Secuencias gen 16s 
 
> 
CACTTTTCGTGCCTCAGTGTCAGTGTTGGTCCAGGTAGCTGCCTTCGCCATG
GATGTTCCTCCTGATCTCTACGCATTTCACTGCTACACCAGGAATTCCGCTAC
CCTCTACCACACTCTAGTCGCCCAGTATCCACTGCAGTTCCCAGGTTGAGCC
CAGGGCTTTCACAACGGACTTAAACGACCACCTACGCACGCTTTACGCCCAG
TAATTCCGAGTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGA 

> 

ACATCGGTCTCGGACTGCTGCGCCGTGAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAGTT
CCGTTGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCG
ACTAGAGTGTGGTAAAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGT
AGAGATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGA
CACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAA 

> 

AGGGCTTTTGTACTCAGTGTAGTGTTGGTGCAGGTAGCTGCCTTCGCCATGG
ATGTTCCTCCTGATCTCTACGCATTTCACTGCTACACCAGGAATTCCGCTACC
CTCTACCACACTCTAGTCGCCCAGTATCCACTGCAGTTCCCAGGTTGAGCCC
AGGGCTTTCACAACGGACTTAAACGACCACCTACGCACGCTTTACGCCCAGT
AATTCCGAGTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGA 

> 

GCATTAGGCCCGACTATGTGTCAGTGTTGGTCCAAGGAGCTGCCTTCGCCAT
GGATGTTCATCCTGATCTCTACGCATTTCACTGCTACACCAGGAATTCCGCTA
CCCTCTACCACACTCTAGTCGCCCAGTATCCACTGCAGTTCCCAGGTTGAGC
CCAGGGCTTTCACAACGGACTTAAACGACCACCTACGCACGCTTTACGCCCA
GTAATTCCGAGTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGG 
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ANEXO I: Escala de severidad para el SALB. 
 

Para la evaluación de la resistencia de material vegetal de especies de Hevea spp. 

al SALB en condiciones controladas y en condiciones de campo, se han diseñado 

tres diferentes escalas que permiten medirla con base a los signos y síntomas 

asociados a la enfermedad como son: Intensidad de esporulación (IE) propuesta 

por Mattos et al, (2003) basada en la escala propuesta por Junqueira et al, (1985), 

de acuerdo con la figura. 1 y 2 se consideran material con resistencia, 3, 4 y 5 

material susceptible y 6 material altamente susceptible. Las otras dos corresponden 

a la escala de intensidad de ataque (IA) propuesta por Chee, (1976) la cual se divide 

en cinco clases dependiendo del porcentaje de área foliar afectada y la escala de 

densidad de estromas (DE) en donde se tiene en cuenta el número de estructuras 

estromáticas formadas por foliolo. 
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Escala de evaluación de IE propuesta por Junqueira, (1985) y modificada por Mattos 
et al, (2003). 
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