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Resumen y Abstract VI

Resumen

El banano es uno de los cultivos mas importantes de Colombia por su alta produccién y
exportacion. Sin embargo, se ve afectado por una enfermedad llamada Sigatoka Negra,
la cual es causada por el hongo de clase Ascomycete Pseudocercospora fijiensis M.
Morelet (Mycosphaerella fijiensis). Este hongo provoca graves consecuencias en el
cultivo, como la disminucién de su productividad y en etapas avanzadas de la
enfermedad, produce la muerte de la planta. El control biolégico surge como una
alternativa para contrarrestar el uso de fungicidas quimicos, los cuales generan cepas
resistentes, altos costos de control y problematicas medio ambientales. Algunas
sustancias producidas por microorganismos biocontroladores han demostrado ser
efectivas para combatir enfermedades en plantas. En este trabajo se plante6 como
objetivo evaluar la capacidad antifungica de extractos metabdlicos bacterianos frente a
Pseudocercospora fijiensis con el fin de controlar la enfermedad Sigatoka Negra en
plantas de banano. Se seleccionaron cinco bacterias con capacidad inhibitoria frente a
tres cepas de P. fijiensis con diferentes niveles de sensibilidad in vitro frente a fungicidas
comerciales. Los cinco extractos bacterianos fueron probados en hoja desprendida de
banano para evaluar su fitotoxicidad, mostrando porcentajes de area afectada inferiores
al 3%. Se seleccionaron los aislamientos ECF20 y Serratia sp. ARP5.1 como los mas
promisorios. El aislamiento ECF20 fue identificado molecularmente como Bacillus sp.
Ademas, se realizé una seleccion de diferentes componentes del medio de cultivo para
este aislamiento y se encontré que el almidén y peptona eran las fuentes de carbono y
nitrégeno mas adecuadas para la produccion de compuestos bioactivos. Adicionalmente,
se llevo a cabo la evaluacion de los extractos metabdlicos Serratia sp. ARP5.1 y Bacillus
sp. ECF20 en plantas de banano infectadas con P. fijiensis. Los tratamientos Serratia sp.
ARP5.1 a 2500 pg/mL, Bacillus sp. ECF20 a 5000 y 10000 pg/mL mostraron los menores
porcentajes de area afectada en las hojas evaluadas y no mostraron diferencias
estadisticamente significativas frente al control no infectado y a un fungicida comercial a
base de epoxiconazole. Finalmente, se realizd la caracterizacion preliminar del extracto
crudo de Bacillus sp. ECF20 mediante cromatografia liquida acoplada a un detector de
masas de alta resolucion. Se encontré un compuesto con formula quimica CyoH3012Ny,
cuya estructura fue corroborada por fraccionamiento de masas en tandem. De igual

forma, se detectd un grupo de compuestos congéneres de tipo lipopéptidos. Es posible
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concluir que las bacterias evaluadas tienen la capacidad de producir sustancias
bioactivas que inhiben el crecimiento de P. fijiensis a nivel in vitro e in vivo. Estos
resultados permiten avanzar en el desarrollo de nuevos biopesticidas para el control de

enfermedades como la Sigatoka Negra.

Palabras clave: Control biolégico, metabolitos secundarios, sensibilidad, fitotoxicidad,
Bacillus sp.
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Abstract

Banana is one of the most important crops in Colombia due to its high production and
export volume. However, banana crops are affected by a disease called Black Sigatoka,
caused by the Ascomycete fungus Pseudocercospora fijiensis (Mycosphaerella fijiensis).
This pathogen causes serious consequences in the crop, like the decrease in yield and
the death of the plant in advanced stages of the disease. Biological control emerges as an
alternative to counteract the use of chemical fungicides, which generate resistant strains,
high control costs and environmental issues. Some substances produced by biocontrol
microbes have demonstrated to be effective to fight plant diseases. In this work the
objective was to evaluate the antifungal capacity of bacterial metabolic extracts against
Pseudocercospora fijiensis to control Black Sigatoka disease in banana plants. Five
bacteria with inhibitory capacity were selected to be tested against three strains of P.
fijiensis with different levels of in vitro sensitivity against commercial fungicides. The five
bacterial extracts were tested in detached banana leaf to evaluate their possible
phytotoxicity, showing percentages of affected area lower than 3%. The isolates ECF20
and Serratia sp. ARP5.1 were selected as the most promising. ECF20 was identified as
Bacillus sp. In addition, a screening of different components of the culture medium was
performed for this isolate. Starch and peptone showed to be the most appropriate carbon
and nitrogen sources for the production of bioactive compounds. Additionally, the
evaluation of the metabolic extracts of Serratia sp. ARP5.1 and Bacillus sp. ECF20 were
carried out in banana plants infected with P. fijiensis. The treatments of Serratia sp.
ARP5.1 at 2500 pg/mL, Bacillus sp. ECF20 at 5000 and 10000 pg/mL showed the lowest
percentages of affected area in the tested leaves and did not showed statistically
significant differences compared to the uninfected control and a commercial fungicide
based on epoxiconazole. Finally, a preliminary characterization of the extract of Bacillus
sp. ECF20 was performed using liquid chromatography coupled to a high resolution mass
detector. A compound with a chemical formula CyH35042N4 was found. The chemical
structure was corroborated by tandem mass fractionation. Similarly, a group of lipopeptide
congener compounds was detected. We concluded that the assessed bacteria had the
capacity to produce bioactive substances that inhibit the growth of P. fijiensis both in vitro
and in vivo. These results could shed light to the development of new biopesticides for the

control of diseases such as Black Sigatoka.
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Introduccion

El banano es una planta herbacea perenne que se cultivada en regiones tropicales y
subtropicales del mundo. Pertenece al orden Zingiberales, familia Musaceae y género
Musa. Su principal uso es el consumo humano en multiples formas, tanto como fruta
fresca como en diferentes preparaciones. Es una fruta rica en azucares, fibra, vitaminas,
minerales y compuestos antioxidantes. Por estas razones es reconocida por su alto valor
nutricional y es uno de los principales productos de exportacion a nivel mundial (Chou,
Shen, Chiang & Chang, 2017). Es considerado uno de los cultivos con mayor
trascendencia socio-econdémica, ya que hace parte de un alimento basico para millones
de personas y contribuye una fuente generadora de altos ingresos econdémicos en
Colombia (Bornacelly, 2009).

El banano se cultiva en los cinco continentes y en mas de 120 paises. Es el cuarto
producto alimenticio de mayor produccién mundial después del arroz, el trigo y el maiz y
ocupa el primer lugar entre las frutas (Engwali, Nfor & Alain, 2013). En Colombia el
banano se posiciona en el tercer lugar del listado de productos agricolas de exportacién
(Ceballos, Mosquera, Angulo, Mira, Argel, Uribe & Villegas, 2012). De acuerdo con el
Departamento Administrativo Nacional de Estadistica (DANE), en el 2015 se exportaron
1.58 millones de toneladas de banano representando para el pais un ingreso de 748,3
millones de délares (0,25% del PIB).

La produccion del cultivo de banano se ve seriamente afectada por una enfermedad
llamada Sigatoka Negra, la cual fue reportada por primera vez en Centroamérica en
1972. Se estima que se disperso hacia el norte y el sur, llegando a Colombia en el afio
1981. El agente causal de esta enfermedad es el hongo Pseudocercospora fijiensis M.
Morelet (Mycosphaerella fijiensis M. Morelet) (Ceballos et al. 2012; Perea, Rodriguez,
Marquez & Arango, 2005).



2 Introduccion

La clasificacién taxondmica actual de Pseudocercospora fijiensis M. Morelet (sinénimo de
Mycosphaerella fijiensis M. Morelet) esta definida de la siguiente manera (Catalogue of
life, 2017):

REINO: Fungi

FILO: Ascomycota

CLASE: Dothideomycetes
ORDEN: Capnodiales

FAMILIA: Mycosphaerellaceae
GENERO: Mycosphaerella
ESPECIE: Mycosphaerella fijiensis

P. fijiensis ocasiona graves consecuencias en el cultivo de banano, ya que ataca las
hojas a través su penetracion en los estomas. Inicialmente crece como un bibtrofo,
colonizando los espacios intercelulares entre las células del mesdfilo y la obtencion de
nutrientes del apoplasto, pero luego se convierte en un necrétrofo, ocasionando graves
dafios en el tejido y disminuyendo el area fotosintética de la planta. De esta manera,
provoca una maduracion prematura de la fruta y genera disminuciones del rendimiento
entre 20% - 100% en el cultivo (Escobar, Magafa, Fernandez, Guzman, Sandoval, Ortiz
& Gomez, 2015; Landry, Bonnot, Ravigné, Carlier, Rengifo, Vaillant & Abadie, 2017).

Las aplicaciones de fungicidas sintéticos son la principal medida de control para la
Sigatoka Negra. Sin embargo, P. fijiensis se encuentra categorizado por el Comité de
Accién de Resistencia a Fungicidas (FRAC) como un patdégeno con alto riesgo de
desarrollar resistencia. También, de acuerdo a la FRAC, pocos tipos de fungicidas
sintéticos pueden controlar este patégeno (Marin, Romero, Guzman & Sutton, 2003). Por
tales motivos, el uso desmedido de fungicidas sintéticos ha favorecido la aparicion de
cepas resistentes de P. fijiensis (Brent & Hollomon, 1995). Prueba de ellos es que el
numero de aspersiones en campo se ha incrementado de 19 ciclos por afio en 1993 a 32
ciclos/afo en 2013 (Gutiérrez J. A., Mosquera, Gonzalez, Mira & Villegas, 2015).
Adicionalmente, la aplicacién continua de este tipo de productos ha ocasionado una gran
problematica ambiental, en la salud humana y animal, debido a su alta toxicidad
(Bhardwaj, Ansari, Sahoo & Tuteja, 2014).
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Se ha demostrado que los principios activos sintéticos en general (fungicidas, herbicidas,
etc.) superan a los naturales en términos de rentabilidad. Sin embargo, en Colombia se
invierten casi 41 millones de délares al afio para el control de la Sigatoka Negra mediante
la aplicacién de fungicidas sintéticos. Esto corresponde al 15 — 20% del precio final de
venta del producto en los paises importadores (Engwali et al. 2013; Bhardwaj et al.
2014). No obstante, las politicas mundiales exigen cada vez mas la implementacion de
procesos y productos que hagan uso de los recursos naturales de manera sostenible. Por
esta razon, las grandes industrias productoras de agroquimicos han venido desarrollando
nuevos productos a base de microorganismos para su uso como controladores
biologicos. Esta tendencia ha llevado a estimaciones en el incremento del mercado de
biopesticidas de 12,3% anual para el periodo de 2012 -2020, frente al 5% calculado para
los pesticidas quimicos. El control biolégico es una de las alternativas vigentes para
contrarrestar el uso de agroquimicos. Su implementacién puede reducir los costos de
control, el riesgo de generaciéon de resistencia y evitar el detrimento ambiental (Droby,
Wisniewski, Teixid6, Spadaro & Jijakli, 2016).

El uso de microorganismos para la obtencidon de sustancias con capacidad bioactiva es
una opcién importante para el control de enfermedades causadas por fitopatdgenos
como es el caso de la Sigatoka Negra (Berdy, 2005). Por el alto potencial que poseen los
microorganismos, el empleo de procesos fermentativos puede disminuir los costos de
produccién de compuestos con alto potencial para el control de estas enfermedades.
Entre los microorganismos asociados a las plantas se encuentra un subgrupo benéfico
denominado como microorganismos antagonistas, los cuales son capaces de producir
metabolitos o compuestos activos con la capacidad de inhibir parcial o totalmente el
crecimiento de fitopatégenos (Cundom, de Gaiad, de Castafion, de Arriola & Coutinho,
1999). Por esta razén, se ha planteado como objetivo de este trabajo evaluar la
capacidad antifungica de extractos metabodlicos obtenidos de bacterias antagonistas

frente a P. fijiensis con el fin de controlar la Sigatoka Negra en plantas de banano.

El presente trabajo estuvo enmarcado en los siguientes objetivos:
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad antifingica de extractos metabdlicos bacterianos frente a
Pseudocercospora fijiensis (Mycosphaerella fijiensis) con fines de control de la

enfermedad Sigatoka Negra en plantas de banano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Seleccionar bacterias con capacidad inhibitoria frente a tres cepas de P. fijiensis
con niveles de sensibilidad alto, medio y bajo frente a fungicidas comerciales.

* Evaluar la fitotoxicidad de los extractos metabdlicos bacterianos mas promisorios
sobre hojas despendidas de banano.

* Evaluar la capacidad protectante de extractos metabdlicos bacterianos frente a P.

fijiensis en plantas de banano.



1.Capitulo 1. Seleccién de bacterias
productoras de compuestos con capacidad
inhibitoria frente a Pseudocercospora
fijiensis

1.1 Antecedentes

El hongo hemibiotréfico Pseudocercospora fijiensis M. Morelet causa una de las
enfermedades mas importantes del cultivo de banano y limita significativamente su
productividad (Pérez L, Hernandez A, Hernandez L & Pérez N, 2002). Esta enfermedad
denominada Sigatoka Negra se reportdé por primera vez en Centroamérica en 1972,
desde donde se disperso hacia el norte y el sur, llegando a Colombia en el afio 1981 en
la zona bananera de Uraba — Antioquia (Perea et al. 2005). La Sigatoka Negra en
condiciones favorables reduce el rendimiento entre 35-50% en cultivares susceptibles
(Aguirre, Piraneque & Rodriguez, 2015). El establecimiento del patégeno en estos
cultivares comienza por la penetracion estomatica de ascosporas o conidias producidas
por el hongo. Posteriormente, el hongo se disemina intercelularmente y luego de un
periodo de 2 a 3 semanas comienza la aparicion de sintomas necréticos en las hojas. Sin
embargo, el hongo requiere de condiciones ambientales como una humedad relativa
entre 92 y 100%, temperaturas entre 10 y 35°C para su germinaciéon (Ceballos et al.
2012). En consecuencia, P. fijiensis afecta la productividad de la planta a través del
deterioro del area foliar, ocasionando disminucién del rendimiento de mas del 50%,
maduracion prematura de la fruta, y disminucién del peso del fruto, lo que dificulta su

exportacion (Engwali et al. 2013).

En los cultivos comerciales la Sigatoka Negra se controla principalmente mediante la
aplicacion aérea de fungicidas. Ademas, se realizan practicas culturales que incluye la

eliminacion de hojas afectadas, espaciamiento adecuado entre plantas y un drenaje
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eficiente dentro de la plantacion. Sin embargo, las practicas culturales no son suficientes

para la erradicaciéon completa de la enfermedad (Engwali et al. 2013).

En Colombia, las aplicaciones con fungicidas han aumentado de 19 a 32 ciclos por afo
en un periodo de 20 afios (Guitiérrez J. A, et al. 2015). Este numero creciente de
aplicaciones ha traido preocupaciones, ya que su uso continuo ha generado cepas
resistentes de P. fijiensis, aumentando los costos asociados a la enfermedad.
Adicionalmente, existen costos asociados al deterioro ambiental que son incalculables
(Gutiérrez M. |, Holguin, Dunn, Guillén & Huerta, 2015).

Los fungicidas sintéticos utilizados para el control de la Sigatoka Negra son
principalmente triazoles (propiconazole, tebuconazole, bitertanol), morfolinas,
benzimidazoles (benomil, carbendazim) y estrobilurinas (azoxistrobin). Sin embargo, el
uso de estos principios activos ha generado un aumento de poblaciones resistentes de P.
fiiensis. Con el fin de determinar la influencia del nimero de aplicaciones y la efectividad
de los fungicidas frente a la enfermedad se realizan monitoreos donde se evalla la
sensibilidad de poblaciones de P. fijiensis a estos fungicidas sintéticos (Aguilar, Garcia,
Odriozola, Macedo, Ogura, Manzo & Beltran, 2014; Pérez et al. 2002). Adicionalmente, el
fitopatdgeno ha sido categorizado por el Comité de Accion de Resistencia a Fungicidas
(FRAC) como un microorganismo con alto riesgo de desarrollar resistencia y pocos tipos
de fungicidas pueden controlarlo (Brent & Hollomon, 1995; Pérez et al. 2002). El
desarrollo de poblaciones resistentes de P. fijjiensis ha sido el enfoque mas importante
para buscar nuevos métodos de control para el manejo de la Sigatoka Negra (Ngando,

Rieux, Nguidjo, Pignolet, Dubois, Mehl & Lapeyre, 2015).

En los ultimos afios se ha generado un interés especial en la busqueda de alternativas
mas sostenibles y amigables con el ambiente como el control biologico. En este sentido,
los microorganismos antagonistas han demostrado un gran potencial para producir
sustancias bioactivas que pueden inhibir parcial o totalmente el crecimiento de
fitopatdgenos. Las enzimas liticas son un ejemplo de metabolitos producidos por este tipo
de microorganismos y actuan mediante la degradacion de componentes estructurales
como la quitina. Existen también compuestos tipo péptidos y lipopéptidos con capacidad

antimicrobiana que afectan directamente la integridad celular del fitopatégeno. Del mismo



Capitulo 1 7

modo, se han reportado diferentes compuestos volatiles biocidas que suprimen el
crecimiento de patdégenos fungicos como P. fijiensis (Saraf, Pandya & Thakkar, 2014;
Gutiérrez J. A, et al. 2015). Dentro del grupo de microorganismos antagonistas se
destacan las bacterias por su rapido crecimiento y facil manejo, convirtiéndose en
agentes de control biolégico ideales (Ramirez, Arias, Bedoya, Rueda, Sanchez &
Granada, 2015).

A nivel comercial, existen dos fungicidas protectantes basados en Bacillus subtilis QST
713 (Serenade) y Bacillus pumilus QST 2808 (Sonata) que han sido utilizados en
programas de rotacién y en mezcla con fungicidas sintéticos para el control de la
Sigatoka Negra. Los modos de accién de Serenade y Sonata son la produccion de
lipopéptidos y la produccion de aminoazucares, respectivamente. Los lipopéptidos
rompen la membrana celular del patdégeno y animoazucares interfieren en la produccion
de la pared celular de los hongos patégenos como P. fijiensis. Los productos
demostraron capacidad para reducir la severidad de la enfermedad. Ademas, Serenade

mostré una eficacia igual al fungicida mancozeb (Serrano, Manker, Brandi & Cali, 2013).

Con el fin de buscar nuevos microorganismos con capacidad bioactiva para el control de
la Sigatoka Negra, el desarrollo de este capitulo tuvo como objetivo seleccionar, a partir
de una coleccion, bacterias con capacidad inhibitoria frente a tres cepas de
Pseudocercospora fijiensis con niveles de sensibilidad alto, medio y bajo a fungicidas

comerciales.

1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Medios de cultivo

Para el crecimiento de los aislamientos bacterianos se emple6é agar Tripticasa-Soya
(TSA) y caldo Tripticasa-Soya (TSB) marca Merck®. Para el crecimiento de P. fijiensis se

empleé agar Papa-Dextrosa (PDA) y caldo Papa-Dextrosa (PDB) de la misma marca.
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1.2.2 Microorganismos

= Aislamientos bacterianos promisorios:

Se empled la coleccion bioldgica MicroCIB (#223) del Registro Nacional de Colecciones
Bioldgicas del Instituto Von Humboldt. Los aislados estaban conservados en crioviales de
2 mL con glicerol al 30% almacenados a -70°C y en tubos de TSA a baja concentracion

de agar (4 g/L) almacenados a -4°C.

Los aislamientos se reactivaron a partir de un criovial del cual se tomaron 100 YL y se
inocularon en tubos con 5 mL de TSB. Una vez crecida la bacteria, se sembré una asada
en TSA para verificar la pureza del cultivo antes de usarlo para los ensayos de actividad

inhibitoria.
= Aislamiento de P. fijiensis:

Para el aislamiento de P. fijiensis se usé el método de control de resistencia de P.
fijiensis reconocido por el Comité de Accion de Resistencia a los Fungicidas (FRAC). Se
tomaron muestras de hojas de banano infectadas provenientes de la regién de Uraba
(Antioquia) para la germinacién de ascosporas directamente en medio suplementado con
fungicida. Los aislamientos obtenidos fueron denominados como: P1= susceptible, P2=
medianamente resistente y P3= resistente de acuerdo con el valor de la concentracion
efectiva 50 (EC50) arrojado en la evaluacién. Los aislamientos fueron conservados en
crioviales de 2 mL con glicerol al 30% y 70% de PDB almacenados a -70° C. De igual

manera, se mantuvieron en PDA a temperatura ambiente para su uso en los bioensayos.

1.2.3 Identificacion molecular de P. fijiensis (P1, P2 y P3)

La extraccion del ADN se realizé utilizando el protocolo reportado por Raeder y Broda
(1985) y modificado en la Unidad de Biotecnologia Vegetal- CIB asi: EI ADN se obtuvo
mediante el método CTAB con micelio de P. fijiensis crecido en caldo PDB durante, por lo

menos, 15 dias.
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Las suspensiones de ADN obtenidas, fueron usadas como blanco para la amplificacion
de una regién especifica situada en el espacio de transcripcion interna (ITS) empleando
los primers: MF137 (5'-GGCGCCCCCGGAGGCCGTCTAZ"), localizado entre la region
ribosomal 18S y 5.8S, y con R635 (5'- GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'), situado en la
region 25 S del ADN ribosomal (Leiva, Portal, Alvarado, Acosta, Cruz, Sanchez &
Roque, 2013).

La PCR fue realizada en una reaccion de 25 yL que contenia 1X de buffer Taq, 1.5 mM
de MgClI2, 0.2 mM de dNTP, 0.2 uM de cada primer, 0.625 U de Taq polimerasa y 50-100
ng/uL de ADN blanco, el volumen se completé con agua ultrapura estéril. El proceso se
llevé a cabo en un Termociclador iCycler-BioRad™ (BioRad, EE. UU.) con los siguientes
parametros de corrido: una desnaturalizacién inicial del ADN a 94°C durante 3 min.,
seguida de 35 ciclos a 94°C por 1 min para desnaturalizar, 50°C por 1 min para la
hibridacion y una extension a 72°C por dos minutos, se programo un ciclo adicional a
72°C por 5 min para la extension final. En todos los casos, el control negativo fue la
mezcla sin el ADN blanco y como controles positivos se emplearon aislamientos
previamente caracterizados de una la coleccién de P. fijiensis del grupo de Biotecnologia
Vegetal UNALMED-CIB.

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa 1% con GelRed a 70 V por

40 min y un marcador de peso de 100 pb.

1.2.4 Verificacion del nivel de sensibilidad de los aislamientos de
P. fijiensis a fungicidas comerciales

A los tres aislamientos de P. fijiensis (P1, P2 y P3) se les realiz6 una prueba de
sensibilidad a fungicidas comerciales de los grupos quimicos triazoles (epoxiconazole,
difenoconazole y propiconazole), estrobilurinas (azoxystrobin y pyraclostrobin) vy
morfolina (fenpropimorf). La evaluacién de sensibilidad de P. fijiensis a fungicidas
comerciales se realizd segun la metodologia descrita por Ramirez y colaboradores
(2015) con modificaciones (Ramirez et al. 2015). Se realizaron medidas de densidad
Optica a 595 nm en microplacas estériles de 96 pozos con la ayuda de un lector de

microplacas BioRad modelo 680XR. Para esto se prepard una suspension de fragmentos
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de micelio del patdgeno y se ajustd a una concentracion de 2x10° fragmentos/mL por
conteo en camara de Neubauer. Los fungicidas se aplicaron a concentraciones de 0,01;
0,1; 1 y 10 yg/mL. Las microplacas se prepararon utilizando 50 yL de medio de cultivo
(Sabouraud), 50 yL del fungicida y se adicionaron 50 yL de inoculo en cada pozo.
Ademas, se realizé un control negativo al cual se le adicioné 50 uL de agua destilada
estéril en lugar del fungicida. La microplaca fue incubada durante trece dias a 24° C. Este
ensayo se realizé por triplicado para cada uno de los fungicidas. Se realizé un analisis

Probit y de determiné la EC50 de cada aislamiento frente a cada principio activo.

El nivel de sensibilidad se defini6 mediante la escala de sensibilidad proporcionada por el
laboratorio de Servicios Agricolas Especializados (SAE) perteneciente a la Corporacion
para Investigaciones Biologicas (CIB). Este laboratorio ha realizado por
aproximadamente diez afnos el monitoreo de sensibilidad de P. fijiensis a diferentes
fungicidas de varias casas comerciales, y elabor6 la escala con la informacién obtenida
durante ese tiempo. Ademas, se basa en lo descrito por la FRAC, ya que definen en alto,

medio y bajo el riesgo de desarrollar resistencia a fungicidas.

La escala de sensibilidad utilizada fue la siguiente:

Escala de sensibilidad EC50 (ng/mL)
Alta 0,000 — 0,009
Media - Alta 0,01 -0,5
Baja 05->1

1.2.5 Obtencion de extractos metabodlicos bacterianos

Se seleccionaron quince aislamientos bacterianos a partir de la coleccién bioldgica de
antagonistas MicroCIB (#223) del Registro Nacional de Colecciones Biologicas del
Instituto Von Humboldt. Los quince aislados fueron elegidos, ya que presentaron una alta
inhibicion frente a otros fitopatégenos de acuerdo a evaluaciones de enfrentamiento dual
(Ramirez et al. 2015).
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Se prepararon in6culos de cada aislado llevando una asada de una colonia aislada a un
tubo con 5 mL de TSB. Luego de 24 h de incubacién se tomaron 100 pL del contenido
del tubo, se sembraron mediante asa de Drigalski en una caja de petri con TSA y se

incubaron durante 48 h. Se realizaron tres réplicas por aislamiento.

Pasadas las 48 h se les aplicé una extraccion sodlido-liquido empleando el solvente
acetato de etilo segun la técnica de Garbeva y colaboradores (2011) con algunas
modificaciones (Grabeva, Silby, Raaijmakers, Levy & Boer, 2011). El agar con la bacteria
crecida fue retirado de la caja de petri y cortado en fragmentos pequenos. Se realizaron
dos extracciones con el solvente en una proporcion 2:1 solvente:agar. La fase organica
fue recuperada vy filtrada con papel filtro Rundfilter de 125 mm en el cual se adicioné 3 g
de sulfato de sodio para eliminar el agua remanente. Posteriormente, se eliminé el
solvente mediante un evaporador rotativo hasta obtener el extracto crudo. Los extractos
se resuspendieron en metanol y se almacenaron en -70° C hasta su evaluacion. Se

realizaron tres réplicas para cada extracto.

1.2.6 Ensayos de actividad inhibitoria de los extractos
metabdlicos bacterianos frente a tres cepas de P. fijiensis
con diferentes niveles de sensibilidad

La evaluacién de la actividad inhibitoria de los extractos bacterianos frente a P. fijiensis
se realizd para los tres aislamientos con diferentes niveles de sensibilidad segun la
metodologia de Ramirez y colaboradores (2015) con modificaciones (Ramirez et al.
2015). Se emplearon medidas de densidad 6ptica a 595 nm, microplacas estériles de 96
pozos y un lector de microplacas BioRad modelo 680XR. Para esto se preparé una
suspensién de fragmentos de micelio del patdgeno a una concentracién de 2x10°
fragmentos/mL por conteo en camara de Neubauer. Los extractos bacterianos se
aplicaron a concentraciones de 5000, 2500, 1250, 625, 312, 156, 78 y 39 yg/mL, para lo

cual se realizaron diluciones seriadas en la microplaca utilizando caldo Sabouraud.

Posterior a la lectura de resultados se calcularon los porcentajes de inhibicion de acuerdo

a la ecuacion:
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) Absorbacia del tratamiento
% de inhibicion = | 1 — ( ) * 100

Absorbancia del control

Donde la Absorbancia del tratamiento es el crecimiento final del patégeno tratado con el
extracto bacteriano, y la Absorbancia del control se refiere al crecimiento del patégeno
sin ningun tratamiento. Los extractos bacterianos que obtuvieron un mayor porcentaje de
inhibicion (superiores a 50%) frente a los tres aislamientos de P. fijiensis fueron

seleccionados. Este ensayo se realizd por triplicado para cada uno de los tratamientos.

1.2.7 Analisis estadistico

Los datos se analizaron usando el software estadistico IBM SPSS version 24 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza se
analizaron a través de las pruebas Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Las
diferencias en los valores medios de los parametros se determinaron por analisis de
varianza unidireccional (ANOVA) con una confianza del 95 % vy las diferencias

significativas entre medias se compararon a través de un analisis Tukey con un p < 0,05.

1.3 Resultados

1.3.1 Identificacion molecular de P. fijiensis (P1, P2 y P3)

La identificacién molecular de los tres aislamientos de P. fijiensis se realizé utilizando
cebadores especificos. En la figura 1-1 se observa que las muestras P1, P2 y P3
amplificaron, y produjeron un fragmento similar a los controles positivos ya identificados
como P. fijiensis (Perea, Rodriguez, Saldarriaga & Arango, 2003). Las bandas obtenidas
tuvieron un peso aproximado a 1018 pb lo cual es consistente con lo reportado para P.

fijiensis (Leiva et al. 2013).
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Figura1-1. Amplificacion de la region ITS del ADNr de los tres aislamientos de P.
fijiensis (P1, P2 y P3) para confirmar su identidad. El tamano esperado de los productos

coincide con el esperado (1018 pb).
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1000 pb
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1.3.2 Verificacion del nivel de sensibilidad de los aislamientos de
P. fijiensis frente a fungicidas comerciales

Los fungicidas utilizados en estas evaluaciones son ampliamente implementados para el
control de la Sigatoka Negra en campo. El aislamiento P1 presentd sensibilidad alta
frente a cinco de los fungicidas evaluados. Las concentraciones efectivas para inhibir el
50 % de la poblacién de P. fijiensis (EC50) oscilaron entre 0,0001 y 0,0035 pg/mL como
se observa en la figura 1-2. Sin embargo, la EC50 frente al fungicida epoxiconazole fue

de 14,01 yg/mL lo cual indica una muy baja sensibilidad frente a este principio activo.
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Figura1-2. EC50 de P. fijiensis P1 frente a los fungicidas comerciales. Los promedios
con diferentes letras dentro de cada tratamiento indican diferencias significativas de

acuerdo a la prueba de comparacion de medias Tukey (p < 0,05).
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En el caso de P. fiiiensis P2 todos los fungicidas presentaron sensibilidad baja. El
fungicida epoxiconazole mostré una EC50 de 0,7 ug/mL siendo el valor mas bajo. Los
fungicidas difenoconazole, propiconazole y azoxystrobin presentaron EC50 de 2,46, 3,28
y 6,05 pyg/mL, respectivamente. Sin embargo, hay reportes que indican que los patégenos
que se consideran resistentes crecen a concentraciones superiores a 10 yg/mL (Aguilar
et al. 2014). En este sentido, se observo que los fungicidas fenpropimorf y pyraclostrobin
mostraron EC50 de 11,7 y 14,33 pg/mL, respectivamente, lo que indica resistencia frente

a estos principios activos (Fig. 1-3).
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Figura1-3. EC50 de P. fijiensis P2 frente a los fungicidas comerciales. Los promedios
con diferentes letras dentro de cada tratamiento indican diferencias significativas de

acuerdo a la prueba de comparacion de medias Tukey (p < 0,05).
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Con respecto al aislamiento P. fijiensis P3 se observa que mostré resistencia frente a los
fungicidas fenpropimorf y azoxystrobin, ya que sus EC50 fueron de 15 y 10 pg/mL,
respectivamente, mostrando diferencias estadisticamente significativas con los demas
fungicidas. Para los fungicidas del grupo triazoles también se observa una sensibilidad
baja, ya que las EC50 oscilaron entre 0,7 y 1,71 yg/mL. Sin embrago, la estrobilurina
pyraclostrobin presenta una EC50 de 0,04 pyg/mL, indicando sensibilidad media - alta

como se observa en la figura 1-4.
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Figura1-4. EC50 de P. fijiensis P3 frente a los fungicidas comerciales. Los promedios
con diferentes letras dentro de cada tratamiento indican diferencias significativas de

acuerdo a la prueba de comparacion de medias Tukey (p < 0,05).

20,0
e —
15,0
o
o 10,07
w
5,0
d a a
= = = a
0— J0 —
T T T T T T
Epoxiconazole  Azoxystrobin Difenoconazole Fenpropiform Propiconazole Pyraclostrobin
Fungicidas

1.3.3 Ensayos de actividad inhibitoria de los extractos
bacterianos frente a tres cepas de P. fijiensis con diferentes
niveles de sensibilidad

Los quince aislamientos bacterianos evaluados fueron seleccionados de acuerdo a
estudios previos realizados por el grupo de investigacion. Estas bacterias presentaron un
alto nivel de inhibicion frente a patégenos de aguacate (Ramirez et al. 2015). En la tabla
1-1 se muestra que el extracto bacteriano ARP5.1 a concentraciones de 5000, 2500 y
1250 pg/mL inhibié méas del 75% el crecimiento de P. fijiensis P1. Ademas, los extractos
7, AED13 y AED44 también presentaron una inhibicion de mas del 75% a
concentraciones de 5000 y 2500 ug/mL, y los extractos ECF20 y RSF08 mostraron el

mismo porcentaje de inhibicion solo a la concentracién de 5000 ug/mL.
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Tabla 1-1. Evaluacion de actividad inhibitoria in vitro de quince extractos metabdlicos
bacterianos a diferentes concentraciones frente a P. fijiensis P1 (sensible). El color azul
oscuro indica los tratamientos que inhibieron mas del 75% del crecimiento del
fitopatdgeno, el color azul claro indica que se inhibié entre el 50 — 75% del crecimiento de

P. fijiensis. En los demas tratamientos la inhibicion fue menor de 50%.

Concentracion de extractos (ug/mL)
Tratamientos 625 312 156 78 39

5.1 1932 | 933 | 819 | 335 | 230

7 3.84 | 898 | 530 | 755 | -460
AED13 3.07 | 373 | 375 | 430 | -037
AED44 274 | 881 | 650 | 590 | -347
AED47 | -15.07 | -0.68 | -10.43 | 1846 | 19.23 | 637 | 3.53 | -5.56
EDO4 896 | 4035 | 1580 | 466 | -752 | 578 | -354 | -8.91
EDO6 -10.90 | 1352 | -13.82 | 523 | 17.50 | 857 | 3.89 | -11.54
ED09 -13.84 | 1148 | -3.08 | 513 | 21.76 | 22.35 | 16.16 | -5.36
ECF19 6224 | -11.48 | -7.80 | 2032 | 1.92 | 487 | -0.88 | 1.04
ECF20  |JH03W2N -11.48 | 32.64 | 1811 | -4.94 | 7.47 | 339 | -3.96
ECF26 | -2216 | -11.48 | -22.65 | 3698 | 7.50 | 22.50 | 14.94 | 25.77
ECF28 | -24.95 | -11.48 | -18.54 | 12.90 | -7.84 | -037 | -0.94 | -8.60
Rz51.2 | -25.40 | -11.48 | 2095 | 1591 | -5.02 | 617 | -2.40 | -7.76
RZ59 720 | -11.48 | -8.33 | 3960 | 1438 | 584 | 162 | -1.37
RSFo8  |BAAN -11.48 | -17.83 | 2.82 | -11.94 | 32.78 | 20.99 | -2.48

El extracto de la bacteria ARP5.1 mostré una inhibicién en el crecimiento de mas del
75%, frente al aislamiento P. fijiensis P2 a concentraciones de 5000, 2500 y 1250 pg/mL,
al igual que el extracto AED13 a concentraciones de 5000 y 2500 ug/mL, y los extractos
ECF19, ECF20 y RSF08 presentaron el mismo porcentaje de inhibicion del crecimiento,
pero solo a 5000 ug/mL (Tabla 1-2). También se destacan en este experimento los
extractos AED44, AED47, ED04, ED06 y EDOQ9, los cuales inhibieron el crecimiento del
fitopatégeno entre 50 — 75% a 5000 pg/mL.
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Tabla 1-2. Evaluacion de actividad inhibitoria in vitro de quince extractos metabdlicos

bacterianos a diferentes concentraciones frente a P. fijiensis P2 (medianamente

resistente). El color azul oscuro indica los tratamientos que inhibieron mas del 75% del

crecimiento del fitopatégeno, el color azul claro indica que se inhibi6é entre el 50 — 75%

del crecimiento de P. fijiensis. En los demas tratamientos la inhibicidon fue menor de 50%.

Concentracion de extractos (ug/mL)
Tratamientos 625 312 156 78 39
5.1 71.55 19.89 | -74.15 | -12.71 |-109.21
7 -7.18 -75.17 |-123.00 | 28.97 | -57.91
AED13 41.48 |-120.45|-121.70 | 24.06 | -64.87
AED44 70.53 48.50 4490 | -23.98 |-158.84 | -120.14 | -14.75 | -134.32
AED47 55.76 | -23.62 | 42.66 45,75 | -54.80 |-108.29 | -7.46 |-132.33
ED0O4 58.31 65.06 -4.21 -7.83 | -132.43|-109.26 | 6.92 |-126.93
EDO6 57.10 | -10.92 | -29.13 | -21.14 | -106.34 | -99.14 9.15 |-127.74
EDO9 64.21 | -13.79 | -39.59 1.31 |-169.17 | -136.89 | -12.69 | -145.09
ECF19 24.34 | -36.62 3.50 -51.44 | -47.29 | 36.85 | -47.49
ECF20 57.50 36.78 46.14 | -25.61 | -40.98 7.26 13.77
ECF26 18.74 -8.53 -47.88 29.14 | -43.45 15.26 3.29 |-163.89
ECF28 -0.13 13.75 | -13.92 -0.01 -69.46 |-139.51 | -10.74 | -159.38
RZ51.2 9.59 -14.53 | -31.01 -5.69 |-164.19|-101.56| -9.60 |-154.71
RZ59 17.55 0.95 22.26 0.06 |-108.82|-134.53| -15.53 | -160.51
RSF08  [NBOMBN| 59.64 | -40.73 | -8.04 |-171.31]-141.11 | -14.44 | -167.52
De los quince extractos metabdlicos bacterianos evaluados, catorce inhibieron el

crecimiento del asilamiento P. fijiensis P3, de los cuales seis mostraron una actividad

inhibitoria por encima del 75%. Ademas, los extractos de las bacterias ECF28, RZ59 y

RSFO08 inhibieron el crecimiento del fitopatégeno entre un 50 y 75% con una

concentracion de 39 pg/mL, y el extracto bacteriano ARP5.1 inhibi6 en todas las

concentraciones mas de 75 % del crecimiento micelial de P. fijiensis P3 (Tabla 1-3).
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Tabla 1-3. Evaluacion de actividad inhibitoria in vitro de quince extractos metabdlicos
bacterianos a diferentes concentraciones frente a P. fijiensis P3 (resistente). El color azul
oscuro indica los tratamientos que inhibieron mas del 75% del crecimiento del
fitopatdgeno, el color azul claro indica que se inhibié entre el 50 — 75% del crecimiento de

P. fijiensis. En los demas tratamientos la inhibicion fue menor de 50%.

Concentracion de extractos (ug/mL)
Tratamientos 78
5.1
7 59.95
AED13 59.14 | 73.99 | 48.76 | 38.13 | -42.17
AED44 24.15 | 7028 | 65.87 | 2.36 | 9.53
AED47 | 7297 | 70.56 | -11.36 | 48.11 | 29.16 | 26.93 | 9.21 | 12.27
EDO4 58.13 | -25.67 | -17.60 |-127.21] 27.59 | -16.02 | -12.32 | 12.88
EDO6 7168 | 71.26 | 1076 |-106.91| 10.82 | -5.84 | 9.72 | 1565
ED09 | -126.50 | -27.16 | -14.33 |-113.39] -35.69 | -73.81 | -20.67 | -43.19
ECF19 | 7004 | 835 | -522 |-105.66] -39.70 | -72.74 | -30.41 | -40.24
ECF20 |NO0SAN 67.83 | 105 |-113.82| -23.84 | -72.78 | -30.82 | -43.03
ECF26 | 52.84 | 7383 | 63.99 | 37.95 | -32.84 | 27.49 | -25.07 | -34.98
ECF28 | 5970 | 6573 | 73.57 | 4254 | 65.79 | 62.09 | 73.56 | 74.19
RZ51.2 | 5167 | -24.86 | 9.65 | 48.89 | -30.58 | 36.81 | 34.56 | 29.19
RZ59 6402 | 7434 | 7410 | 5895 | 73.53 | 6555 | 74.90 | 71.32
RSF08  |194:45 |194.78 | 83.05 | 49.50 | 62.96 | 65.78 | 74.88 | 69.17

Los extractos bacterianos que presentaron el mayor porcentaje de inhibicién del
crecimiento micelial de los tres aislamientos de P. fijiensis fueron ARP5.1, AED13,
AED44, ECF20 y RSFO08.

1.4 Discusion

La evaluacion de la sensibilidad de los tres aislamientos de P. fijiensis se realiz6 frente a
seis fungicidas comerciales pertenecientes a los grupos de triazoles, estrobilurinas y
morfolinas. Estos son los mas utilizados para el control de enfermedades foliares en
campo como es el caso de la Sigatoka Negra (Aguilar et al. 2014). El aislamiento P.

fiiensis P2 fue mas resistente a los fungicidas comerciales que P1 y P3, ya que mostro
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EC50 mas altas y en un mayor nimero de fungicidas. Sin embargo, de forma general, los
aislamientos presentan resistencia a los fungicidas pertenecientes a los grupos de
estrobilurinas y morfolinas, y son menos resistentes a los fungicidas del grupo de los

triazoles.

Se han reportado que sobre poblaciones sensibles de P. fijiensis los fungicidas
propiconazole y azoxistrobin son efectivos frente a la enfermedad Sigatoka Negra (Pérez
et al. 2002). En este caso se presentd un comportamiento similar. Los fungicidas
propiconazole y azoxistrobin mostraron EC50 inferiores a 0,035 ug/mL indicando
sensibilidad en el aislamiento P. fijiensis P1. Sin embargo, en el mismo estudio de Pérez
se indica que el fungicida azoxistrobin es también efectivo sobre poblaciones resistentes
de P. fijiensis e incluso presenta mejores resultados para el control de la enfermedad que
el fungicida propiconazole. Estos resultados no son concordantes con los nuestros, ya
que para el caso de P. fijiensis P2 y P3 se observa resistencia sobre el fungicida

azoxistrobin (Pérez et al. 2002).

El comportamiento de los aislamientos de P. fijiensis frente a los fungicidas comerciales
dependieron del control quimico utilizado en las fincas de las que provenian. Se
observaron resultados inesperados en el caso de P. fiiensis P1. A pesar de que este
aislamiento proviene de una finca testigo, es decir sin control quimico, fue resistente al
fungicida epoxiconazole. Esto pudo deberse a que el material vegetal por medio del
vivero o por aplicacién quimica en fincas aledanas estuvo en contacto con el fungicida

epoxiconazole.

A partir de los ensayos de actividad de los extractos se evidencié que los fungicidas y los
extractos metabolicos bacterianos utilizados podrian tener diferentes formas de inhibir el
crecimiento de los aislados de P. fijiensis a nivel in vitro. Por ejemplo, el aislamiento P.
fiiensis P1 fue sensible a la mayoria de los fungicidas, pero tolerante a algunos extractos
metabdlicos bacterianos, incluso a concentraciones de 5000 ug/mL. De manera contraria,
los aislamientos de P. fijiensis P2 y P3 fueron resistentes a la mayoria de fungicidas; sin
embargo, fueron sensibles a la mayoria de extractos metabdlicos evaluados. Los
mecanismos de accion de los fungicidas utilizados en el estudio han sido ampliamente

reportados. Los triazoles y las morfolinas son inhibidores de la biosintesis de ergosterol
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en la membrana de los hongos. Por su parte, las estrobilurinas actuan bloqueando la
transferencia de electrones entre el citocromo b y el citocromo c¢1, por lo tanto,
interrumpen el flujo de electrones hacia el complejo terminal del citocromo ¢ oxidasa lo
que reduce de la produccion de ATP (Brent & Hollomon, 1995). En el caso de los
extractos bacterianos, se espera poder abordar el mecanismo de accién en trabajos

futuros.

Las bacterias antagonistas usadas en este estudio demostraron ser agentes potenciales
para la inhibicion in vitro de tres cepas de P. fijiensis, ya que sus extractos metabdlicos
inhibieron entre el 50 - 77% el crecimiento del patégeno con concentraciones de 39
pMg/mL. Este tipo de microorganismos demostraron alta capacidad para el control de
enfermedades en plantas, inhibiendo el crecimiento de hongos patégenos en diversos
cultivos (Granada, Rueda & Pelaez, 2014; Ramirez et al. 2015).






2.Capitulo 2. Evaluacioén de fitotoxicidad de
extractos bacterianos sobre banano y
adecuacién del medio de cultivo de
produccidén

2.1 Antecedentes

La Sigatoka Negra causada por el hongo Pseudocercospora fijiensis M. Morelet es el
principal factor limitante en el cultivo de banano. La enfermedad disminuye el rendimiento
de la planta a través de la reduccion del area fotosintética (Barekye, Tongoona, Derera,
Laing & Tushemereirwe, 2011). El principal método de control de esta enfermedad se
basa en aplicaciones de fungicidas sistémicos y protectantes. Sin embargo, su uso
continuo ha generado cepas resistentes de P. fijiensis, aumentando los costos de la
enfermedad y ocasionando graves consecuencias al ambiente (Fu, Huang, Ye, Wu, Cen
& Lin, 2010).

El uso de microorganismos antagonistas con fines de control biolégico ha surgido como
una estrategia econdmicamente viable al manejo de enfermedades de plantas (Alvindia &
Natsuaki, 2008). Dentro de este grupo de microorganismos se destacan las bacterias por
su rapido crecimiento y facil manejo (Ramirez et al. 2015). Entre los diferentes
mecanismos de accion mediante los cuales las bacterias antagonistas ejercen su funcion
se encuentra la produccion de enzimas liticas que degradan compuestos organicos
incluyendo la quitina y enzimas de desintoxicacion que evitan el dafio ocasionado por
toxinas producidas por el patégeno (Zhao, Yang, Li, Mu & Liu, 2011). De igual manera,
otra de las estrategias de los microorganismos biocontroladores para detener el
crecimiento de patdgenos es la produccidn de antibidticos y compuestos organicos

volatiles biocidas que suprimen el crecimiento de patégenos fungicos (Zhao et al. 2011).
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A pesar de la efectividad de este tipo de compuestos, estas mismas sustancias pueden
presentar toxicidad en especies vegetales (Zhao et al. 2011). Por esto, se hace
importante resaltar que el potencial de un controlador eficaz también depende de su

capacidad para no causar danos en los tejidos vegetales (Alvindia & Natsuaki, 2008).

La fitotoxicidad cambia los procesos metabdlicos normales de las plantas y se manifiesta
con alteracién de la fotosintesis, la capacidad respiratoria, la division celular, el
crecimiento y desarrollo y la actividad enzimatica (Dastan, Salehi, Ghanati, Gohari,
Maroofi & Alnajar, 2014; Mahdavikia & Saharkhiz, 2015). Algunos flungicas microbianos
han mostrado efectos fitotoxicos en plantas de banano a pesar de tratarse de
biocontroladores bacterianos ampliamente utilizados como Bacillus subtilis (Gutiérrez J.
A, et al. 2015). Existen otros tipos de extractos con aplicaciones en agricultura, por
ejemplo, los extractos de plantas. En la investigacion de Ahmad y colaboradores (2016)
demostraron que el extracto crudo de Ocimum basilicum, el cual tiene propiedades
antifungicas, también tiene sustancias fitotoxicas. Esta fitotoxicidad se debe a que
producen varios tipos de aleloquimicos que usan para competir o inhibir el crecimiento de
otras plantas en los alrededores (Ahmad, Khalil, Yusra & Somayya, 2016). Ademas, se
han detectado compuestos flavonoides, fendlicos y terpenos como sustancias presentes
en extractos de plantas que afectan e interfieren en el desarrollo de otras especies
vegetales (Mecina, Santos, Dokkedal, Saldanha, Silva L & Silva R, 2014; Mahdavikia &
Saharkhiz, 2015).

Ademas de los aspectos fitotdxicos, para que una sustancia pueda ser utilizada a nivel
comercial debe tenerse en cuenta factores como el escalado. El uso de procesos
fermentativos a gran escala puede reducir los costos de produccion de compuestos
antifungicos derivados de microorganismos (Ramirez et al. 2015). La composicion del
medio de cultivo se encuentra entre los factores mas importantes que afectan
directamente el nivel de actividad antifingica de un microorganismo antagonista. En
varios estudios se ha descrito que la fuente y la concentracion de nutrientes del medio de
cultivo (carbono, nitrégeno, minerales, etc.) tienen un profundo efecto sobre la produccion
de metabolitos antifungicos (Kilani, Ben, Dammak, Kamoun, Jabnoun, Daami & Tounsi,
2016). En este sentido, la optimizaciéon del medio de cultivo es un parametro importante,

ya que los sistemas bioquimicos son procesos multivariados. Por lo tanto, la produccion
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de agentes de control biolégicos debe estar regulada por varios mecanismos con el fin de
potencializar al maximo la actividad antifingica producida por microorganismos como
bacterias (Grahovac J, Grahovac M & Dodj, 2014; Shakeel, Lyu, Zhang, Wu, Chen S,
Chen W & Yang, 2016).

Este capitulo tuvo como objetivo evaluar la fitotoxicidad de extractos metabdlicos
bacterianos sobre hojas desprendidas de banano y encontrar sustratos adecuados como
fuente de carbono y nitrogeno con el fin de potencializar la capacidad de las bacterias
mas promisorias para la produccion de compuestos biocidas frente a Pseudocercospora

fijiensis.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Medios de cultivo

Para el crecimiento de los aislamientos bacterianos se emple6é agar Tripticasa-Soya
(TSA) y caldo Tripticasa-Soya (TSB) marca Merck®. Para el crecimiento de P. fijiensis se

empled agar Papa-Dextrosa (PDA) y caldo Papa-Dextrosa (PDB) de la misma marca.

2.2.2 Microorganismos

= Aislamientos bacterianos:

Se emplearon los aislamientos bacterianos ARP5.1, AED13, AED44, ECF20 y RSF08
pertenecientes a la coleccion de antagonistas MicroCIB (#223) del Registro Nacional de
Colecciones Bioldgicas del Instituto Von Humboldt. Estas bacterias fueron seleccionadas,
ya que demostraron tener una alta capacidad biocida frente tres cepas de P. fijiensis con

diferentes niveles de sensibilidad a fungicidas comerciales en pruebas in vitro (Capitulo

1),
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Los aislados fueron mantenidos en tubos de TSA a baja concentracién de agar (4 g/L)
almacenados a -4°C. Se reactivaron en cajas de Petri con TSA y se verificaba la pureza

del cultivo antes de usarlo.
» Aislamiento de P. fijiensis:

Se empledé un aislamiento de P. fijiensis previamente caracterizado en términos
moleculares y de sensibilidad frente a fungicidas comerciales. El hongo fue mantenido a
20°C en medio PDA y se comprobd su pureza a través de microscopia antes de ser

usado.

2.2.3 Obtencion de extractos metabodlicos bacterianos

Para la obtencién de extractos metabdlicos de las bacterias ARP 5.1, AED13, AED44,
ECF20 y RSF08 se prepararon in6culos de cada aislado llevando una asada de una
colonia aislada a un tubo con 5 mL de TSB. Luego de 24 h de incubacion se tomaron 100
pL del contenido del tubo, se sembraron mediante asa de Drigalski en una caja de petri

con TSA y se incubaron durante 48 h. Se realizaron tres réplicas por aislamiento.

Pasadas las 48 h se les aplicd una extraccion sélido-liquido empleando acetato de etilo
segun la técnica de Garbeva y colaboradores (2011) con algunas modificaciones
(Garbeva et al. 2011). El agar con la bacteria crecida fue retirado de la caja de petri y
cortado en fragmentos pequefos. Se realizaron dos extracciones con el solvente en una
proporcion 2:1 solvente:agar. La fase organica fue recuperada y filtrada con papel filtro
en el cual se adicion6 sulfato de sodio para eliminar el agua remanente. Posteriormente,
se elimind el solvente mediante un evaporador rotativo hasta obtener el extracto crudo.
Los extractos se resuspendieron en metanol y se almacenaron en -70° C hasta su

evaluacion. Se realizaron tres réplicas para cada extracto.

2.2.4 Fitotoxicidad de extractos bacterianos en hojas
desprendidas de banano
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A los extractos bacterianos seleccionados se les realiz6 una prueba de fitotoxicidad
empleando fragmentos de hojas desprendidas de banano, de acuerdo a la metodologia
de Pérez y colaboradores (2006) con algunas modificaciones (Pérez L, Pérez M, Jiménez
& Jama, 2006). Se colectaron hojas de plantas adultas de banano sin caracterizar, ya
que el propdsito fue evaluar los danos que podian causar los extractos bacterianos en el
material vegetal. Las hojas se cortaron en tamafios de 3 x 3 cm, se lavaron y
desinfectaron con agua destilada estéril e hipoclorito de sodio al 1%. Se utilizaron cajas
de petri con agar agua suplementado con acido giberélico (8 mg/mL). Se colocé el haz de
la hoja en contacto con el agar y, para evitar que los extremos se levantaran, se
colocaron soportes de plastico estériles en la caja de petri. Los extractos bacterianos se
aplicaron a concentraciones de 5000, 1500, 500 y 50 yg/mL. Se agregaron 20 uL de
extracto bacteriano disuelto en metanol por fragmento de hoja. Como control se utilizaron
20 pL de metanol con el fin de descartar posibles afectaciones del solvente.
Adicionalmente, se realizé un control absoluto que no contenia ningun tratamiento. Los
fragmentos de hoja se incubaron a 27°C durante ocho dias. Las manchas y los cambios
de coloracion se tomaron como indicio de toxicidad. Se tomaron imagenes de los
fragmentos de las hojas y se utilizd el software ImagedJ para determinar el porcentaje de

area afectada. Todas las evaluaciones se hicieron por triplicado.

Adicional a la evaluacion de la fitotoxicidad, y como criterio de seleccion de los extractos
bacterianos mas promisorios, se realizé la identificacion morfolégica de las bacterias por

medio de tincion de Gram.

2.2.5 Ildentificacion molecular de los aislamientos bacterianos
seleccionados

Las bacterias seleccionadas por su capacidad biocida frente P. fijiensis y la baja
fitotoxicidad en hojas desprendidas de banano fueron identificadas molecularmente con
base en la secuencia de nucleétidos del ADN ribosémico 16S (16S ADNr). EI ADN
gendmico bacteriano fue extraido utilizando el kit comercial de extraccién EZNA® tissue
DNA (OMEGA, Bio-Tek). Para la identificacion se utilizaron los cebadores universales
27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) y 1492R (5- GGTTACCTTGTTACGACTT -3),

que amplifica una region del ADNr 16S bacteriano (Hongoh, Yuzawa, Ohkuma & Kudo,
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2003). El volumen total de la reaccion de PCR fue de 25 uL que contenian 17 uL de agua
estéril, 2,5 yL de tampon de polimerasa Taq, 0,5 yL de dNTP (10 mmol/L), 0,25 uL de
Taq DNA polimerasa, 0,25 yL de cada cebador, 2,25 uL de cloruro de calcioy 2 uL de la
suspension de ADN. El programa de reaccion de PCR consistio en desnaturalizacion
inicial (95°C, 3 min), hibridacién (58°C, 6 min), polimerizacion (72°C, 90 s), un segundo
ciclo de desnaturalizacion (95°C, 90s), hibridacion (58°C, 3 min), polimerizacién (72°C, 90
s), y finalmente, otros 28 ciclos de desnaturalizacion (95°C, 90 s), hibridacion (58°C, 90
s), polimerizacion (72°C, 90s) usando un termociclador Bio-Rad MyCycler.
Posteriormente, se comprobd la amplificacion de los productos de PCR por medio de
electroforesis con Gel Red en gel de agarosa 1%. Los productos de PCR se purificaron y
la secuenciacion bidireccional de fragmentos se realizé usando un secuenciador capilar
ABI 3730X (Genfanavaran, Macrogen, Seul, Corea). La identidad del aislamiento se
determind por comparaciones en BLAST (http: // www. ncbi.nim.nih.gov) para identificar

secuencias idénticas (99% de similitud de nucledétidos) del 16S ADNr obtenido.

2.2.6 Seleccién de medios de cultivo y adecuacion de los
componentes

Para lograr una mayor produccion de metabolitos bioactivos por parte de las bacterias
mas promisorias se procedié a la evaluacién de tres medios de cultivo liquido: medio
minimo (MM) (sulfato de magnesio 7H,0O 0,492 g/L, cloruro de calcio 2H,0 0,00735 g/L,
maltosa 4 g/L, NaHPO, 64 g/L, KH,PO, 1,5 g/L, NaCl 2,5 g/L, NH,CI 5 g/L), medio GYPT
(glucosa 3 g/L, extracto de levadura 5 g/L, peptona 2,5 g/L y triptona 2,5 g/L) y caldo
papa-dextrosa (PDB) (Merck®). Para esto se preparé un inéculo a partir de una asada de
una colonia aislada en un erlenmeyer con 25 mL de TSB. Luego de 24 h de incubacién
se tomaron 2,5 mL del in6culo bacteriano y se pasaron a erlenmeyer bafleados de 125
mL, en los cuales estaban contenidos 22,5 mL del medio de cultivo, para un volumen
final de 25 mL. Se incubaron a 28°C y 170 rpm por 48 h. Este ensayo se realizé por

triplicado para cada uno de los medios de cultivo.

Después de 48 h se les aplicd una extraccién liquido-liquido empleando acetato de etilo.
Este método consiste en emplear solventes volatiles inmiscibles en agua para extraer

compuestos disueltos en matrices acuosas. A los erlenmeyer que contenian la



Capitulo 2 29

fermentacion se les realizé dos extracciones con el solvente en una proporcion 2:1
solvente:fermento. La fase organica fue recuperada y filtrada con papel filtro en el cual se
adiciono sulfato de sodio para eliminar el agua remanente. Posteriormente, se eliminé el
solvente mediante un evaporador rotativo hasta obtener el extracto crudo. Los extractos
se resuspendieron en 200 yL de metanol y se almacenaron en -70° C hasta su
evaluacion. Todos los extractos fueron tratados por igual con el fin de seleccionar el
medio en términos de actividad y productividad. Estos parametros fueron medidos
mediante la concentracion minima inhibitoria (CMI). Se realizaron tres réplicas para cada

extracto.

La evaluacion de la actividad inhibitoria de los extractos bacterianos obtenidos de tres
medios de cultivo frente a P. fijiensis se realiz6 segun la metodologia de Ramirez y
colaboradores (2015) con modificaciones (Ramirez et al. 2015). Se emplearon medidas
de densidad Optica a 595 nm, microplacas estériles de 96 pozos y un lector de
microplacas BioRad modelo 680XR. Para esto se prepard una suspension de fragmentos
de micelio del patégeno a una concentracién de 2x10° fragmentos/mL por conteo en
camara de Neubauer. Los extractos bacterianos se aplicaron realizando diluciones
seriadas en la microplaca en base dos utilizando caldo Sabouraud. Las microplacas se

incubaron a 24° C durante trece dias.

Posterior a la lectura de resultados se calcularon porcentajes de inhibicion de la siguiente

manera:

% de inhibicié 1 (Absorbacia del tratamiento) 100
= - *
0 ¢e miubteion Absorbancia del control

Donde la Absorbancia del tratamiento es el crecimiento final del patégeno tratado con el
extracto bacteriano, y la Absorbancia del control se refiere al crecimiento del patégeno
sin ningun tratamiento. Los extractos bacterianos que obtuvieron un mayor porcentaje de
inhibicion (superiores a 50%) frente a los tres aislamientos de P. fijiensis fueron

seleccionados. Este ensayo se realizd por triplicado para cada uno de los tratamientos.
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2.2.7 Seleccion de la fuente de carbono

Se realizé la evaluacion de siete fuentes de carbono diferentes: glucosa, fructosa,
lactosa, maltosa, almidon, glicerol y sacarosa. La concentracion en todos los casos fue
de 3 g/L. Se realizé el mismo procedimiento utilizado para la seleccion del medio de

cultivo como se describe en el numeral 2.2.6.

2.2.8 Seleccidén de la fuente de nitrégeno

Se realizé la evaluacion de tres fuentes de nitrégeno: extracto de levadura a una
concentracion de 5 g/L, peptona y triptona a una concentracion de 2,5 g/L. Las fuentes de
nitrégeno fueron combinadas entre si, con el fin de observar cual era indispensable en la
produccién de metabolitos secundarios. Se realizé el mismo procedimiento utilizado para

la seleccidon del medio de cultivo como se describe en el numeral 2.2.6.

2.2.9 Analisis estadistico

Los datos se analizaron usando el software estadistico IBM SPSS version 24 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza se
analizaron a través de las pruebas Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Las
diferencias en los valores medios de los parametros se determinaron por analisis de
varianza unidireccional (ANOVA) con una confianza del 95 % vy las diferencias

significativas entre medias se compararon a través de un analisis Tukey con un p < 0,05.

2.3 Resultados

2.3.1 Fitotoxicidad de extractos bacterianos en hojas
desprendidas de banano

A los cinco extractos seleccionados por su alta capacidad inhibitoria frente a P. fijiensis in

vitro se les realizé una prueba de fitotoxicidad en hojas desprendidas de banano. En este
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ensayo se observd que las concentraciones evaluadas no presentaron diferencias
estadisticamente significativas dentro de cada extracto (Fig. 2-1). Adicionalmente, se
evidencia que los extractos metabdlicos bacterianos mostraron un porcentaje de area
afectada inferior al 3% en las hojas desprendidas de banano. A pesar del bajo
porcentaje, se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos. Por ejemplo, los extractos metabdlicos de las bacterias ARP5.1 y AED13 no
fueron diferentes estadisticamente, pero si presentaron diferencias estadisticamente
significativas con los tratamientos RSF08, control de metanol y control absoluto. Ademas,
se puede observar que los extractos ARP5.1 a concentraciones de 500 y 50 pg/mL,
AED44, ECF20 y RSF08 en todas las concentraciones fueron los que presentaron el
menor porcentaje de area afectada en el fragmento de hoja con valores inferiores a 2%
en promedio de sus réplicas y no mostraron diferencias estadisticas con los controles de
metanol y absoluto. Adicionalmente, se observa que los controles de metanol y absoluto
tuvieron un bajo porcentaje de area afecta, esto se debe posiblemente al deterioro

natural de los fragmentos de hoja en el tiempo de evaluacion (Fig. 2-1).

Figura 2-1. Fitotoxicidad de los extractos metabdlicos bacterianos ARPS5.1, AED13,
AED44, ECF20 y RSF08 a concentraciones de 5000, 1500, 500 y 50 yg/mL, en hojas
desprendidas de banano. Los promedios con diferentes letras dentro de cada tratamiento
indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de comparacién de medias
Tukey (p <0,05).



32 EVALUACION DEL POTENCIAL CONTROLADOR DE EXTRACTOS
BACTERIANOS FRENTE A LA SIGATOKA NEGRA

Concentracidn

4,01
8 5000 pg/ml
[ 1500 pg/ml
(500 pg/mL

a 50 pgmL
B0 pgmL
a
3.0 =

b

o

Porcentaje de area afectada

a a
a
b
ab
2,01 I
a
Pab ab abjl |lab b
ab
b
1.0 U ti

04

T T T T T T T
ARPS A AED13 AED44 ECF20 RSF(08 Control Control
metanol absoluto

Tratamientos

En la figura 2-2 se observan los tratamientos de los cinco extractos bacterianos a 5000
Mg/mL. Se muestra que no se presentd una fitotoxicidad considerable en las hojas
evaluadas en los extractos AED44, ECF20 y RSF08, ya que su comportamiento fue
similar al de los controles absolutos y al del metanol. Por su parte, los extractos ARP5.1y

AED13 mostraron manchas pequefias color marrén.

Figura 2-2. Fitotoxicidad de los extractos metabdlicos bacterianos ARPS5.1, AED13,
AED44, ECF20 y RSF08 a 5000 ug/mL en hojas desprendidas de banano.
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Control absoluto | Control metanol ARPS.1

El extracto bacteriano ECF20 fue seleccionado, ya que estuvo entre los tres aislados que
presentd mas baja fitotoxicidad en comparacién con los demas extractos. Ademas, se
utilizé como criterio de seleccion la identificacion morfoldgica de las bacterias realizada
mediante tincion de Gram. La bacteria ECF20 fue el Unico bacilo Gram positivo, mientras
que las demas bacterias fueron cocos Gram positivos y Gram negativos, a excepcion de
la bacteria ARP5.1 que fue identificada en estudios previos como Serratia sp. El aislado
bacteriano Serratia sp. ARP 5.1 también fue seleccionado para estudios posteriores, ya
que es de gran interés para el grupo de investigacion por haber sido objeto de estudio en

trabajo anteriores (Ramirez et al. 2015).

2.3.2 Identificacion del aislamiento bacteriano ECF20

El ADN obtenido de la extraccién y PCR se mostré como una sola banda como se
observa en la figura 2-3. Ademas, la secuencia de la regién 16S del ADNr obtuvo un 100
% de similitud con Bacillus sp. Las accesiones con las que presenté una mayor identidad
fueron Bacillus vallismortis (CP020893.1), Bacillus siamensis (KY952712.1), Bacillus
velezensis (CP020805.1) y Bacillus amyloliquefaciens (KY305419.1), con todas se

obtuvo una similitud del 100%.

Figura 2-3. Amplificacién de la region 16S ADNr del aislamiento bacteriano ECF20 (B1

y B2). M: marcador molecular y C-: control negativo.
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M Bl B2 C- C-

2.3.3 Seleccién y adecuacion del medio de cultivo liquido

La obtencién de sustratos adecuados para la produccién de metabolitos bioactivos se
realizé soélo para el aislado de Bacillus sp. ECF20, ya que en estudios previos al interior
del grupo de investigacion se optimizd el medio de cultivo para la bacteria ARP5.1. EI MM
con modificaciones demostré una mayor productividad del extracto y aumentd la
inhibicion antimicrobiana frente a fitopatdgenos de aguacate (datos no publicados)
(Ramirez et al. 2015).

Para Bacillus sp. ECF20 los medios de cultivo evaluados no presentaron diferencias
estadisticamente significativas como se observa en la figura 2-4. La CMI promedios de
los medios de cultivos GYPT, PDB y MM fueron 510, 776 y 1052 pug/mL,
respectivamente. Por tanto, el criterio de seleccion se basé en el rendimiento del
extracto. El medio GYPT fue el que presentdé una mayor masa de extracto por mililitro
(1,464 mg/mL), en comparacion con los extractos provenientes de los medios PDB y MM

que fueron de 1,344 y 1,092 mg/mL; respectivamente.
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Figura 2-4. Evaluacioén de los medios de cultivo MM (Medio Minimo), GYPT (glucosa,
extracto de levadura, peptona y triptona) y PDB en la produccién de metabolitos
secundarios de la bacteria ECF20. Los promedios con diferentes letras dentro de cada
tratamiento indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de comparacion de
medias Tukey (p < 0,05).
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Posteriormente se realizé la seleccion de la fuente de carbono. El medio de cultivo GYPT
se compone de tres fuentes de nitrégeno que son: extracto de levadura, peptona y
triptona; y glucosa como fuente de carbono. Por esta razén, solo se varié la glucosa por
fructosa, lactosa, maltosa, almidon, glicerol y sacarosa, y se verificé cémo se afectaba la

actividad inhibitoria del extracto.

En la tabla 2-1 se observan los porcentajes de inhibicion de P. fijiensis obtenidos de las
diferentes fuentes de carbono con respecto a las diluciones realizadas en la microplaca.
El almidén mostré una inhibicion mayor al 75 % del fitopatdgeno con las diluciones 1:1 y
1:2. La glucosa, que es el componente inicial del medio, inhibié el crecimiento de P.
fijiensis entre un 50 y 75 %, pero solo en la dilucion 1:1. Ademas, la glucosa presenté

diferencias estadisticamente significativas con las otras fuentes de carbono en la misma
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dilucién. Las demas fuentes de carbono inhibieron el hongo en mas del 75 % con la
dilucion 1:1, y la sacarosa también inhibié su crecimiento entre un 50 y 75 % con la

dilucion 1:2.

Tabla 2-1. Evaluacién de diferentes fuentes de carbono en el medio GYPT para la
producciéon de extractos metabdlicos a partir de la bacteria ECF20 frente a P. fijiensis. El
color azul oscuro indica los tratamientos que inhibieron mas del 75% del crecimiento del
fitopatdgeno, el color azul claro indica que se inhibié entre el 50 — 75% del crecimiento de
P. fijiensis. En los demas tratamientos la inhibicién fue menor de 50%. Los promedios
con diferentes letras dentro de cada tratamiento indican diferencias significativas de

acuerdo a la prueba de comparacion de medias Tukey (p < 0,05).

Diluciones

Tratamientos 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 | 1:128
Glucosa 58.59b | 15.86¢c | 3.04d 1.14d 5.95d |-8.64de |-7.23de | -11.77e
Fructosa 8.56d 3.97d |-2.73de | -6.48de | 7.05d |-14.15e
Lactosa 19.09c [ 12.30cd| 6.37d |-7.32de | 2.29d | -8.36e
Maltosa 24.63c | 4.82d 4.88d |-4.23de | -0.91de | -8.02e
Almidoén 41.89b | 9.11d 1.06d 2.04d 4.26d |-13.21e

Glicerol 21.55¢ | 4.91d 4.46d 4.79d |-5.32de| -12e
Sacarosa 29.68c |13.21cd| 5.06d 4.38d | 0.63de |-6.74de

Después de seleccionar el almidén como fuente de carbono se procedié a la seleccién de
la fuente de nitrégeno. El medio GYPT esta compuesto por tres fuentes de nitrogeno:
extracto de levadura, peptona y triptona. La peptona se ha reportado como un nutriente
clave para la produccion de metabolitos secundarios en bacterias (Alvindia & Natsuaki,
2009). Por esta razén, todos los medios evaluados contenian peptona y almidén. Los
medios evaluados fueron los siguientes: peptona, almidén y extracto de levadura;

peptona, almidon vy triptona; y, peptona, almiddn, extracto de levadura y triptona.

En la tabla 2-2, se observa que no hay diferencias estadisticamente significativas entre
los tres medios de cultivo evaluados. Sin embargo, se puede evidenciar que en ausencia
de extracto de levadura y en ausencia de triptona el extracto bacteriano se comporta

igual. Es decir, que no es necesaria la adicion de estos dos nutrientes para los



Capitulo 2 37

requerimientos que tiene la bacteria ECF20 para la produccién de metabolitos

secundarios bioactivos.

Tabla 2-2. Evaluacion de tres medios de cultivos con variacion en la fuente de nitrégeno
para la produccion de extractos metabdlicos a partir de la bacteria ECF20 frente a P.
fijiensis. El color azul oscuro indica los tratamientos que inhibieron mas del 75% del
crecimiento del fitopatégeno. En los demas tratamientos la inhibicién fue menor de 50%.
Los promedios con diferentes letras dentro de cada tratamiento indican diferencias

significativas de acuerdo a la prueba de comparacion de medias Tukey (p < 0,05).

Diluciones
1:2 1:4 1:8 1:16 | 1:32 | 1:64 |1:128

Tratamientos
Peptona, almidén y
extracto de
levadura
Peptona, almidén y
triptona
Peptona, almidén,
extracto de
levadura y triptona

19.66b | 12.45bc | 16.72bc | 10.04bc | -2.65c| 2.23c | 2.67c

8.74bc | 15.23bc | 15.65bc | 14.99bc | -5.16¢ | -4.15c |-4.77c

7.63bc | 9.50bc | 20.45b [11.76bc| 0.45c | 1.14c |-1.03c

El medio de cultivo mas adecuado para la Bacillus sp. ECF20, de acuerdo a las

evaluaciones realizadas, fue: almidon (3 g/L) y peptona (2,5 g/L).

2.4 Discusion

La aplicacion de cualquier insumo en la agricultura, en las dosis inadecuadas o debido a
factores ambientales, puede ocasionar reacciones fitotdxicas en las plantas, causando un
impacto negativo en el desarrollo de las mismas (Braganca, Lemos, Barros, Delerue &
Dominguez, 2018). En este trabajo, las aplicaciones de los extractos metabdlicos
evaluados presentaron porcentajes inferiores al 3% indicando una baja fitotoxicidad en
las hojas desprendidas de banano. Ademas, los extractos de las bacterias ARP5.1 a
concentraciones de 500 y 50 ug/ml, AED44, ECF20 y RSF08 en todas las
concentraciones no presentaron diferencias estadisticamente significativas con los
controles absolutos y de metanol. Sin embargo, es esencial el conocimiento de la

composicion quimica de estos extractos para indagar mas sobre el posible efecto
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fitotéxico que podrian presentar en una planta en condiciones reales (Fagodia, Singh,
Batish & Kohli, 2017).

A pesar de presentar la mayor fitotoxicidad con concentraciones de 5000 y 1500 pg/ml, el
extracto de Serratia sp. ARP5.1 fue seleccionado, ya que en la evaluacién in vitro
presentd el mayor potencial inhibitorio de P. fijiensis. Sin embargo, su concentracion
deberd ser ajustada para la realizacion de ensayos in vivo. Adicionalmente, en
contraposicion a lo observado con este aislamiento, se ha reportado que bacterias del
género Serratia tienen el potencial de disminuir el efecto fitotéxico ocasionado por
colorantes industriales mejorando la raiz, la biomasa y los brotes en plantulas (Haq, Raj
& Markandeya, 2018).

Por otra parte, las bacterias el género Bacillus son las mas reportada en la literatura
como agente de biocontrol en plantas (Calvo, Marco, Blanco, Oria & Venturini, 2017). Se
ha detectado que los antibidticos producidos por este tipo de bacterias afectan
directamente la estructura celular de los patégenos (Bacon, Palencia & Hinton, 2015).
Para Serratia spp. también se ha registrado usos como agente de control biolégico eficaz
frente a enfermedades fungicas de plantas. Su actividad antifingica esta relacionada con
la produccion de prodigiosina, enzimas quitinoliticas y otras sustancias que actuan para

debilitar la pared celular de los hongos y causar lisis (Gutiérrez M. |, et al. 2015).

Por otra parte, se ha descrito que la actividad antimicrobiana y la productividad de un
extracto puede estar influenciada por diversos factores, entre ellos la utilizacion del medio
de cultivo adecuado (Grahovac et al. 2014). De acuerdo con esto se evaluaron tres
medios de cultivos con el fin de potencializar las fermentaciones en estado liquido. El
medio de cultivo GYPT fue el mas adecuado para la produccién de metabolitos
secundarios de la bacteria ECF20, ya que presentd un mayor rendimiento de extracto por
mililitro de medio de cultivo, a pesar de que su CMI frente a P. fijiensis no presento
diferencias con respecto a los demas medios de cultivo. Sin embargo, la optimizacion del
medio de cultivo podria considerarse clave para mejorar dicha produccién (Fu et al.
2010). Esta reportado que los grandes procesos de produccion requieren el desarrollo de
medios de cultivo econdmicos que proporcionen un suministro adecuado de nutrientes y

energia para el metabolismo, crecimiento y estabilidad de la bacteria (Droby et al. 2016).
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En el caso de Bacillus sp. ECF20 el medio de cultivo y la evaluacién de los sustratos del
medio de cultivo permitié obtener un medio de cultivo simple en términos de preparacion,
ya que solo se compone de dos sustratos que demostraron ser suficientes para la
produccion adecuada de sustancias bioactivas. Su composicién final fue almidén (3 g/L)

como fuente de carbono y peptona (2,5 g/L) como fuente de nitrégeno.

Los nutrientes que componen un medio de cultivo tienen funciones especiales y diversas
formas de asimilacion para cada género bacteriano e incluso para cada especie. Sin
embargo, su finalidad principal es el crecimiento celular, ya que esta directamente
relacionado con la secrecion de sustancias de interés. Por ejemplo, el almidén es un
carbohidrato complejo de asimilacion lenta, y ha sido reportado como un componente
importante para la produccién de metabolitos secundarios a partir de Streptomyces sp.,
ya que estos actinomicetos se ven estimulados por esta caracteristica (Fukuda,
Matsumoto, Takahashi, Tomoda & Omura, 2005; Shakeel et al. 2016). En bacterias del
género Bacillus (Bacillus steorothermophilus) también se han encontrado estudios que
revelan que el almidén induce el crecimiento y la produccidon de enzimas (Aytekin, 1995).
Ademas, la peptona también se ha descrito como un nutriente que favorece el
rendimiento de la producciéon de metabolitos antimicrobianos en Streptomyces (Shakeel
et al. 2016). En especies de Clostridium sp. la peptona se ha reportado como un sustrato
de nitrégeno que mejora la produccidon de hidrogeno a partir de la fermentacion de
carbohidratos como el almidén (Li, Whang, Chao, Wang H, Wang F, Hsido & Cheng,
2010).

En el estudio de Shakeel y colaboradores (2016) se realizé la optimizacion de un medio
de cultivo para un género de Streptomyces con el fin de producir sustancias antifungicas
aplicadas a la agricultura. A pesar de tratarse de un género muy diferente a Bacillus,
coincidencialmente, los resultados de este trabajo son similares a los nuestros, ya que
las fuentes de carbono y nitrégeno éptimas fueron almidéon y peptona, respectivamente
(Alvindia & Natsuaki, 2009; Shakeel et al. 2016). Sin embargo, otros estudios de
optimizacién de un medio de cultivo para Bacillus subtilis (EA-CB0015), cuya finalidad era
mejorar la produccion de lipopéptidos con actividad bioactiva frente a P. fijiensis, mostro
que las fuentes de carbono y de nitrégeno adecuadas fueron glucosa y extracto de
levadura a concentraciones de 33,4 y 32,5 g/L, respectivamente (Mosquera, Gonzalez,

Orduz & Villegas, 2014). Estos resultados difieren en gran medida a los obtenidos en
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nuestro estudio a pesar de ser bacterias del mismo género, o que probablemente indica

cambios importantes entre especies para la metabolizacién de sustratos y la produccién
de metabolitos secundarios.



3.Capitulo 3. Evaluacién de la capacidad
protectante de extractos metabdlicos
bacterianos frente a Pseudocercospora
fijiensis en plantas de banano y
caracterizacidén quimica preliminar por LC —
HRMS

3.1 Antecedentes

En la infeccién de P. fijiensis frente a Musa acuminata, el patégeno ingresa a la planta a
través de los estomas, colonizando los espacios intercelulares y posteriormente
convirtiéndose en un necroétrofo provocando graves dafnos en el tejido (Escobar et al.
2015; Cruz, Acosta, Mena, Roque, Pichardo & Alvarado, 2017). Las plantas durante el
desarrollo de la enfermedad presentan la aparicién de manchas cloréticas después de 14
a 20 dias de la infeccién. Posteriormente, entre la aparicion de manchas y el desarrollo
de rayas se presentan puntos necroticos en varias longitudes de acuerdo con el cultivar y
la gravedad de la infeccion. Los sintomas pueden retrasarse con periodos mas cortos de
humedad relativa (Marin et al. 2003). De esta manera, la enfermedad reduce el area
fotosintética de la planta y produce una maduracion prematura en las frutas (Cruz et al.
2017).

Los productos quimicos han sido el principal método para controlar la Sigatoka Negra.
Sin embargo, su uso continuo ha incrementado los costos de control por la generacion de
cepas resistentes de P. fijiensis. Adicionalmente, debido al incremento cada afio de los
ciclos de aplicacién existen serias preocupaciones sobre los residuos de plaguicidas en

la fruta y la contaminacién ambiental. Por tales motivos, ha surgido la necesidad de
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buscar alternativas mas econémicas y amigables con el ambiente (Gutiérrez M. |, et al.
2015; Cruz et al. 2017).

Los microorganismos son una importante fuente de sustancias bioactivas. Se ha
demostrado que tienen potencial para actividades bioldgicas tales como antitumorales,
antivirales y antimicrobianas (Berdy, 2005; Yu, Zhang, Du, Zheng, Xu & Luo, 2008;
Granada et al. 2014). Los microorganismos antagonistas se encuentran entre los
microbios asociados a plantas con un gran potencial para producir metabolitos bioactivos
que pueden inhibir, parcial o totalmente, el crecimiento de patégenos (Ramirez et al.
2015). Estos agentes de biocontrol no solo son una alternativa al uso intensivo de
agroquimicos, sino que también son una fuente potencial de principios activos que
podrian reemplazar a las moléculas sintéticas. Ademas, en comparacion con otras
fuentes de moléculas bioldgicamente activas como plantas y animales, los
microorganismos se destacan debido a la posibilidad de obtener una mayor biomasa a
través de procesos fermentativos a gran escala (Granada et al. 2014). Entre los ejemplos
mas importantes de compuestos antiflUngicos microbianos con aplicaciéon en agricultura
se encuentran las estrobilurinas. Este tipo de compuestos han servido como nucleos
principales para el desarrollo de una generacién de fungicidas comerciales. Estos
compuestos son producidos por microorganismos que hacen parte de los basidiomicetos
(Kroify & Steglich, 2004).

Las bacterias son ampliamente estudiadas como agentes de control biolégico para el
manejo de enfermedades de plantas (Saraf et al. 2014). Dentro del grupo bacteriano mas
estudiado se destaca el género Bacillus. Estas bacterias Gram-positivas se encuentran
en gran proporcién en suelos y pueden sobrevivir alli como sapréfitos. Ademas, pueden
encontrarse multiples especies como epifitas y enddfitas de plantas y animales. Los
rasgos fisiolégicos que poseen para su supervivencia son la produccién de una
estructura de pared celular multicapa, la formacion de endosporas resistentes al estrés y
la secrecién de antibidticos peptidicos, moléculas de sefial peptidica y enzimas
extracelulares. En la naturaleza, estas bacterias protegen a las plantas de infecciones por
patdégenos por tres mecanismos: el antagonismo de patégenos mediante la produccién
de aleloquimicos con capacidad inhibitoria, competencia con otros microorganismos por

nicho y sustrato e induccion de resistencia sistémica. Ademas, promueven el crecimiento
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de las plantas (McSpadden, 2004; Cao, Zhang, Ling, Yuan, Zheng, Shen & Shen, 2011).
Este tipo de bacterias tienen una alta tolerancia térmica, crecen rapidamente en cultivos
liquidos y son considerados como microorganismos seguros frente a humanos y no son
fitopatdgenos. Las especies mas utilizadas son B. subtilis, la cual dedica entre el 4 - 5%
de su genoma para la produccion de antibiéticos y B. amyloliquefaciens, con un 8,5% de
su genoma destinado para la produccidon de compuestos bioactivos con actividad
antifungica. Dentro de estos compuestos se resaltan moléculas de tipo lipopéptido entre
las que se encuentran la surfactina, iturina y fengycina. Adicionalmente, existen otro tipo
de compuestos como los policétidos, entre los cuales estan la macrolactina, bacilaeno,
bacilisina, bacilomicina vy difficidina que también pueden presentar actividad

antimicrobiana (Calvo et al. 2017).

Serratia marcescens es un bacilo Gram-negativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae. Esta ampliamente distribuida, ha sido encontrada incluso en el aire,
el agua, el suelo, en plantas y en animales. Es capaz de secretar diferentes productos
extracelulares como quitinasa, proteasa, lipasa, nucleasa y prodigiosina, compuesto
responsable de la coloracién roja en algunas cepas, en diversas condiciones (Zang, Yeh,
Chang, Lin, Kan, Shieh & Liu, 2014). Esta bacteria también se ha descrito como un
efectivo agente de control biolégico. Su actividad antifungica esta determinada por la
produccion de prodigiosina y enzimas quitinoliticas. En el estudio de Gutiérrez M. | (2015)
estas sustancias fueron purificadas y probadas frente a P. fijiensis con resultados
prometedores (Gutiérrez M. |, et al. 2015). Ademas de ser considerada como un agente
de biocontrol, Serratia marcescens es un patdégeno humano conocido por causar
infecciones del tracto respiratorio, infecciones del tracto urinario, neumonia, septicemia,
meningitis, endocarditis e infecciones de heridas (de Frutos, Lépez, Dominguez, Arias,
Mufos, Eiros & Ramos, 2017; Devi, Srinivasan & Ravi, 2018). Sin embargo, la
prodigiosina sintetizada quimicamente, ha sido considerada como un medicamento
candidato para el tratamiento del cancer (Devi et al. 2018; You, Liu, Zhang, Xu & Luo,
2018).

La caracterizacion quimica de extractos metabdlicos bioactivos es una forma eficiente de
encontrar compuestos para nuevos plaguicidas (Chen, Wang N, Wang X, Hu & Wang S,
2010). Sin embargo, los extractos bacterianos comprenden una gran cantidad de

compuestos con propiedades fisicoquimicas extremadamente diversas (Pérez, Sejeroe,
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Alba, Schimmel & Dabrio, 2015). Incluso muchos microorganismos estudiados desde el
punto de vista gendmico han demostrado un gran potencial biosintético que permanece
indetectable en condiciones de laboratorio. Sin embargo, la identificacion de nuevas
moléculas de fuentes bacterianas se ha visto obstaculizada por el constante
redescubrimiento de compuestos bioactivos conocidos o compuestos de la misma clase
(Molloy & Hertweck, 2017). En este sentido, la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas de alta resolucion (LC-HRMS) ha demostrado ser una
herramienta analitica poderosa y confiable para la identificacion de estos metabolitos y
para evitar el redescubrimiento de moléculas conocidas (Shan, Liu, He, Ding, Huang,

Yang & Zeng, 2012; Echiburu, Pastén, Parra, Bérquez, Mocan & Simirgiotis, 2017).

Este capitulo tuvo como objetivo evaluar la capacidad protectante de los extractos
metabdlicos de Bacillus sp. ECF20 y Serratia sp. ARP5.1 frente a P. fijiensis en plantas
de banano infectadas y explorar la naturaleza quimica del extracto mediante su perfil
cromatografico empleando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de
alta resolucion (LC-HRMS).

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Medios de cultivo

Para la reactivacion de los aislamientos bacterianos se empled agar Tripticasa-Soya
(TSA) y caldo Tripticasa-Soya (TSB) (Merck®). Para fermentacion de Bacillus sp. ECF20
y Serratia sp. ARP5.1 se emplearon los medios optimizados GYPT y MM,
respectivamente. Para el crecimiento de P. fijiensis se empledé agar Papa-Dextrosa
(PDA) y caldo Papa-Dextrosa (PDB) marca Merck®.

3.2.2 Microorganismos

= Aislamientos bacterianos:
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Se emplearon los aislamientos seleccionados Bacillus sp. ECF20 y Serratia sp. ARP5.1.
Estos aislamientos se seleccionaron por su alta capacidad biocida frente tres cepas de P.
fiiensis con diferentes niveles de sensibilidad a fungicidas comerciales en pruebas in
vitro. Ademas, los extractos metabdlicos de estas bacterias a concentraciones
especificas mostraron no ser fitotoxicos, a las concentraciones evaluadas, sobre hojas

desprendidas de banano (capitulo 1y 2).

Los aislados fueron mantenidos en tubos de TSA a baja concentracién de agar (4 g/L)

almacenados a -4°C. Se verificé la pureza de cada cultivo antes de usarlo.
= Aislamientos de P. fijiensis:

Se emplearon dos aislamientos de P. fijiensis con diferentes niveles de sensibilidad a
fungicidas comerciales (P1, susceptible y P3, resistente). El nivel de sensibilidad se
determiné mediante la metodologia recomendada por el Comité de Accion de Resistencia
a los Fungicidas (FRAC, por sus siglas en inglés). Los aislamientos fueron previamente
identificados mediante métodos moleculares. Ademas, fueron mantenidos a 20°C en

medio PDA y se comprobd su pureza a través de microscopia antes de ser usados.

3.2.3 Material vegetal

Se emplearon plantas susceptibles a la Sigatoka Negra de la variedad Williams de nueve
meses de edad. Estas fueron propagadas in vitro y provinieron de la Unidad de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad Catdlica de Oriente, Rionegro. Las plantas
fueron mantenidas en casa malla desde los dos meses de edad a una temperatura entre
20-24°C y una humedad relativa de 76%. Para la evaluacién in vivo, las plantas fueron

llevadas a una camara de infeccion.

3.2.4 Obtencidén de extractos de Bacillus sp. ECF20 y Serratia sp.
ARPS5.1 para su evaluacién en plantas de banano infectadas
con P. fijiensis
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Para la obtencion de extractos metabdlicos de las bacterias Serratia sp. ARP5.1 y
Bacillus sp. ECF20 se prepararon indculos de cada aislado llevando una asada de una
colonia aislada a un erlenmeyer con 50 mL de TSB. Luego de 24 h de incubacién se
tomaron 5 mL del in6culo bacteriano y se pasaron a erlenmeyer bafleados de 500 mL, en
los cuales estaban contenidos 150 mL del medio de cultivo optimizado. Se incubaron a
28° C y 170 rpm por 48 h. El volumen total de fermentacion para cada bacteria fue de
600 mL.

Después de 48 h se les aplicd una extraccién liquido-liquido empleando acetato de etilo.
Se realizaron dos extracciones con el solvente en una proporcién 2:1 solvente:fermento.
La fase organica fue recuperada y filtrada con papel filtro en el cual se adicion6 sulfato de
sodio para eliminar el agua remanente. Posteriormente, se elimind el solvente mediante
un evaporador rotativo hasta obtener el extracto crudo. Los extractos se resuspendieron
en metanol y se llevaron a concentraciones de 5000 y 10000 pg/mL, para ECF20, y 1250
y 2500 pug/mL, para ARP5.1.

3.2.5 Evaluacion de los extractos de Bacillus sp. ECF20 y Serratia
sp. ARP5.1 en plantas de banano

La infeccion de las plantas de banano de aproximadamente nueve meses de edad se
realizé siguiendo la metodologia de Alvarez y colaboradores (2013) con modificaciones
(Alvarez, Rodriguez H, Rodriguez E, Monsalve, Morales & Arango, 2013). Se prepard un
inéculo inicial agregando agua destilada y raspando mediante cuchillas estériles el
micelio de P. fijiensis (P1 y P3) crecido en cajas de PDA con 15 dias de edad. El micelio
de cada aislamiento se pas6 a un erlenmeyer con 30 mL de PDB y se incub6 a 28° C y
170 rpm por 15 dias. Pasado este tiempo, se retird el micelio y fue fragmentado en tubos
plasticos de 50 mL que contenian agua destilada y perlas de vidrio estériles. La
suspensién de fragmentos se filtrd y se ajustd su concentracién a 4,6x10° fragmentos/mL
por conteo en camara de Neubauer. Posteriormente, el indculo fue centrifugado a 12000
rom durante 30 minutos, el agua se descarté y se reemplazé su volumen con gelatina
bacteriolégica al 2% para permitir una adecuada adherencia de las unidades infectivas a

las hojas. Se realiz6 una mezcla de los indculos de los dos aislados de P. fijjiensis en una
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proporcién 1:1. La aplicacion se realizé mediante aspersién en el envés de la hoja. Las
plantas se dejaron fuera de la camara de infeccion durante 24 h para permitir el

establecimiento del patégeno.

Después de 24 h se aplicaron los tratamientos que consistian en los extractos
bacterianos Bacillus sp. ECF20 a 5000 y 10000 pg/mL, y Serratia sp. ARP5.1 a 1250 y
2500 pg/mL, un control de fungicida sistémico comercial con epoxiconazole como
ingrediente activo (75 g/L), un control de infeccién y un control absoluto sin ningun tipo de
tratamiento. Cada tratamiento se aplico en el envés de las hojas utilizando un atomizador
plastico esterilizado con luz U.V. Se realizaron diez aspersiones por cada hoja. Después
de 24 h de aplicacidon de los tratamientos las plantas se mantuvieron en una camara de
infeccion a una humedad relativa de 95% y un fotoperiodo de 12 h de luz / 12 h de
oscuridad. Los tratamientos se aplicaron en cuatro hojas por planta y tres plantas por
cada tratamiento. Se realizd un disefio por bloques completamente aleatorizado y se
tomo cada hoja como unidad experimental. Luego de 30 dias de seguimiento se tomaron
imagenes de las hojas evaluadas. Se utilizé el software Imaged para determinar el

porcentaje de area afectada. Este ensayo se realizé dos veces en el tiempo.

3.2.6 Caracterizacion quimica preliminar del extracto de Bacillus
sp. ECF20

La caracterizacion por LC-HRMS solo se realizé para Bacillus sp. ECF20, ya que los
estudios quimicos de la bacteria Serratia sp. ARP5.1 hacen parte de otro trabajo del

grupo de investigacion.
= Preparacion de la muestra:

El extracto crudo de Bacillus sp. ECF20 se obtuvo como se describe en el numeral 3.2.4.
Este fue resuspendido en metanol y se filtré con un filtro de membrana de 0,45 um antes
de ser inyectado al sistema cromatografico. La concentracion del extracto crudo fue de

2400 pg/mL, el cual fue diluido en metanol acidificado con 0.1% de acido férmico.
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» Analisis de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de alta
resolucion (LC-HRMS)

La caracterizacion quimica se realizd siguiendo la metodologia de Scherlach y
colaboradores (2011) con algunas modificaciones (Scherlach, Nutzmann, Schroeckh,
Dahse, Brakhage & Hertweck, 2011). Se utiliz6 un cromatégrafo liquido acoplado a un
sistema de ionizacion por electrospray (ESI) y un espectrémetro de masas de alta
resolucion (Exactive Orbitrap, Thermo Fisher Scientific). La separacion se realizé en una
columna C18 de dimensiones 100 x 2,1 mm y 1,9 um de tamafo de particula. La fase
movil consistid de agua-acetonitrilo con 0.1% de acido férmico y se us6 un programa de
elucion por gradiente, como sigue: 10% MeCN por 1 min, gradiente lineal de 1 a 25 min
hasta 98% MeCN y 10 min a 98% MeCN. El flujo se ajusté a 0,3 mL/min y se inyectd una
alicuota de 10 yL de muestra para el analisis. Los espectros de masas para la

identificacion se obtuvieron en modo de ionizacion positivo.

3.2.7 Analisis estadistico

Los analisis se realizaron usando el software estadistico IBM SPSS version 24 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Los datos obtenidos se analizaron a través de una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis con un nivel de significancia de 0,05. Las diferencias
significativas entre los valores medios se compararon a través de un analisis Scheffe con

un p <0,05.

3.3 Resultados

3.3.1 Evaluacién de los extractos metabodlicos de Bacillus sp.
ECF20 y Serratia sp. ARP5.1 en plantas de banano

De acuerdo a los resultados de fitotoxicidad (capitulo 2), los extractos de Serratia sp.

ARP5.1 y Bacillus sp. ECF20 fueron evaluados a concentraciones de 1250 y 2500, y
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5000 y 10000 pg/mL, respectivamente. En la figura 3-1 se observa que el control de
infeccibn aumentd significativamente su éarea afectada y mostré6 diferencias
estadisticamente significativas frente a los demas tratamientos. Por su parte, los
tratamientos con los extractos Serratia sp. ARP5.1 a 2500 ug/mL y Bacillus sp. ECF20 a
5000 y 10000 ug/mL no presentaron diferencias significativas con el control absoluto y el
fungicida comercial. Esto indica que los tratamientos demostraron ser eficientes para
controlar el desarrollo de la enfermedad. En el caso del tratamiento con Serratia sp.
ARP5.1 a 1250 pg/mL, aunque se observan diferencias estadisticas con el control

absoluto, no mostré diferencias con el control de fungicida.

Figura 3-1. Evaluacién de la capacidad protectante de extractos bacterianos sobre
plantas de banano variedad Williams infectadas por P. fiiiensis P1 y P3. Los tratamientos
consistieron en la aplicacion de extractos metabodlicos de Serratia sp. ARP5.1 a una
concentracion de 1250 y 2500 pg/mL y Bacillus sp. ECF20 a 5000 y 10000 pg/mL.
Ademas, se usé un control de infeccion, un fungicida comercial y control absoluto sin
infectar. Las letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de
Scheffe (p < 0,05).
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Tratamientos

En la figura 3-2 se observan las hojas de bananos tratadas con los extractos de Serratia
sp. ARP5.1 a 1250 y 2500 ug/mL, y Bacillus sp. ECF20 a 5000 y 10000 ug/mL. No se
presentd un desarrollo significativo de la enfermedad en ninguno de los tratamientos con
los extractos, lo cual se evidencia por una menor aparicién de amarillamiento y manchas
color marrén.

Figura 3-2. Evaluacién de la capacidad protectante de extractos metabdlicos
bacterianos sobre plantas de banano variedad Williams infectadas por P. fijiensis P1 'y
P3. Los tratamientos consistieron en la aplicacién de extractos metabdlicos de Serratia
sp. ARP5.1 a una concentraciéon de 1250 y 2500 ug/mL y Bacillus sp. ECF20 a 5000 y
10000 pg/mL. Ademas, se us6 un control de infeccion, un fungicida comercial y control
absoluto sin infectar. (a) Fotografia de una hoja de tratamiento control de infeccion, (b)
hoja de tratamiento control fungicida epoxiconazole, (c) hoja de tratamiento control
absoluto, (d) hoja de tratamiento ARP5.1 a 1250 ug/mL, (e) hoja de tratamiento ARP5.1 a
2500 pg/mL, (f) hoja de tratamiento ECF20 a 5000 ug/mL, (g) hoja de tratamiento ECF20
a 5000 pg/mL.
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Control fungicida Control absoluto
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Control Infeccion
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ARP5.1 1250 yg/mL ARPS5.1 2500 pg/mL ECF20 5000 pg/mL ECF20 10000 pg/mL

3.3.2 Caracterizacion quimica preliminar del extracto de Bacillus
sp. ECF20

El extracto metabodlico de Bacillus sp. ECF20 fue analizado a través de LC-HRMS. El
perfil cromatogréafico (Fig. 3-3) muestra la existencia de aproximadamente 14 picos
mayoritarios. Se analizaron diferentes picos y sus iones moleculares para determinar su
férmula molecular. Solo uno de ellos coincidié con una féormula quimica previamente
reportada en la literatura. El pico se ubico en el tiempo de retenciéon 14,76 min (recuadro
azul) y su formula molecular fue CyoH36012N4. Esta formula fue seleccionada a partir de la

busqueda de las posibles formulas moleculares arrojas en el analisis (Tabla 3-1).

Figura 3-3. Cromatograma del extracto crudo de Bacillus sp. ECF20 obtenido a través
de LC-HRMS en modo positivo.
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En la tabla 3-1 se observa el ion molecular de 525,2441 m/z (M+H) correspondiente al
pico obtenido en el tiempo de retencion 14,76 min. Este ion molecular tiene un peso
molecular de 524,2441 Da. Con base en la regla del nitrégeno, la cual indica que un peso
molecular impar solo permite un numero impar de atomos de nitrégeno, y un peso
molecular par solo permite un nimero par de atomos de nitrégeno (Silverstein & Bassler,
1962) se pudo obtener la féormula molecular mas probable. La férmula molecular
C20H36012N4 fue seleccionada mediante la busqueda en bases de datos. Por medio de la
fuente PubChem Compound se pudo obtener la molécula. Sin embargo, no se encontré

reportada como producto natural.

Tabla 3-1. Posibles férmulas moleculares del ion 525,2441 m/z encontradas a partir del

analisis LC-HRMS en modo positivo del extracto metabdlico de Bacillus sp. ECF20.

m/z Theo. Mass | Delta (ppm) RDB equiv. Composition

525.2441 525.2443 -0.25 8.5 Czs5 Hzz O N2
525.2451 -1.83 26.0 Cao H3z1 N

525.2429 2.31 9.0 Ca3 H3s Og N5

525.2456 -2.80 13.5 Ca6 H3z Og Ng
525.2424 3.27 21.5 Cs7 H33 O3

525.2416 4.86 9.5 Cz1 H3z Og Ng

525.2470 -5.35 13.0 Cas His O7 N3

525.2411 5.83 22.0 Cs5 H31 O2 N3
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525.2402 7.41 4.5 Czo H37 O12 Ny
525.2483 -7.90 18.0 Co9 H31 O3 Ny

El ion molecular de 525,2441 m/z fue sometido a fragmentaciéon por masas en tandem
(MS/MS) con el fin de verificar posibles rupturas de la molécula que pudieran dar una
idea de la formula estructural de la misma. En la figura 3-4 se observa el espectro de
masas del ion molecular 525,2441 m/z. Ademas, se muestra la molécula y los tres
posibles fragmentos obtenidos por MS/MS. Las sefiales encontradas presentaron pesos
moleculares de 407,22; 363,19 y 349,21 Da; lo que indica que la estructura tiene una

buena correspondencia con la férmula propuesta.

Figura 3-4. Espectro HRMS en modo positivo del pico con un tiempo de retencién de
14,76 min para el analisis del extracto Bacillus sp. ECF20. Se muestran los posibles

fragmentos y su correspondencia estructural para una formula molecular de CyoH35012N,.
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En la figura 3-3 se observan picos con tiempos de retencion entre 21 y 25 min (recuadro
verde). Estos picos presentan diferencias de 14 Da en peso molecular, lo que indica una
serie de estructuras homologas que posiblemente difieren en un -CH,. Se realiz6 el
analisis HRMS para la fraccién de estos picos y se obtuvo un calculo de las posibles
formulas moleculares encontradas en el espectro. En la tabla 3-2 se observa el ion
molecular con un peso de 994,6386 m/z (M+H). Siguiendo la regla de nitrégeno las
composiciones moleculares mas probables fueron CjsHgsO15sNg ¥ Cs7Hg4sOsN7. Sin
embargo, su patrén de fraccionamiento por MS/MS no dio ninguna idea clara sobre una

estructura.

Tabla 3-2. Posibles férmulas moleculares del ion 994,6386 m/z encontradas a partir del

analisis LC-HRMS en modo positivo del extracto metabdlico de Bacillus sp. ECF20.
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m/z Theo. Mass | Delta (ppm) | RDB equiv. Composition
994.6386 994.6389 -0.32 24.5 Css Hgo O4 N4y

994.6389 -0.32 19.0 Cs9 Hgs Og Ny
994.6381 0.52 7.0 C43 Hge O14 Nq2
994.6394 -0.83 6.5 C4s Hgs O15 Ng
994.6376 1.02 14.0 Css Hgo O13
994.6376 1.03 19.5 Cs7 Hss Os N7
994.6403 -1.67 24.0 Cso Hsz Os Ng
994.6363 2.37 14.5 Css Hgs O12 N3
994.6362 2.38 20.0 Css5 Hgo O7 Nqg
994.6421 -3.53 11.0 C4s Hgs O12 Nqg

En la figura 3-5 se observa que el patron de fraccionamiento obtenido en el analisis

HRMS para los picos encontrados en el tiempo de retencion entre 21 y 25 min es tipico

de lipopéptidos (Fontana et al. 2004). Algunos de los iones moleculares encontrados en
el espectro fueron de 1047,61; 935,56; 707,43; 594,35 y 407,22 Da. Sin embargo, no

coincidieron con ninguna molécula reportada.

Figura 3-5.

Espectro de masas en tandem de alta resolucion en modo positivo de los

picos con un tiempo de retencién entre 21 y 25 min para el analisis del extracto Bacillus

sp. ECF20.
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Los extractos metabdlicos de Serratia sp. ARP5.1 y Bacillus sp. ECF20 evaluados en
plantas de banano infectadas con P. fijiensis demostraron ser efectivos en la inhibicion
del patégeno, debido a que no presentaron diferencias estadisticamente significativas
con el control del fungicida comercial y el control absoluto. El tratamiento con Serratia sp.
ARP5.1 a 1250 pg/mL mostré diferencias con el control absoluto, indicando que la
actividad del extracto disminuye a esta concentracién. Es importante resaltar que las
diferencias estadisticamente significativas entre el control de infeccién con los controles
de fungicida comercial y absoluto, ademas, con los tratamientos de los extractos, indica
que el patégeno pudo establecerse e infectar las hojas de manera adecuada en las
plantas que no fueron tratadas. Esto se corroboré con el reaislamiento del patégeno a

partir de las hojas infectadas.

La produccion de compuestos bioactivos a partir de Serratia sp. ha sido reportada
anteriormente. Gutiérrez M. | y colaboradores (2015) registraron que la actividad
antifungica de la bacteria Serratia marcescens se debe a la produccion de sustancias
bioactivas como prodigiosina y enzimas quitinoliticas que debilitan la pared celular de los
hongos. En este estudio se demostré que al combinar tres quitinasas que hacen parte del
complejo quitinolitico de la bacteria se mejoran la eficiencia de su actividad en la
degradacion de la quitina. Estas sustancias fueron probadas en patégenos del suelo
como Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani'y Phytophthora parasitica. Ademas, sobre
el tubo germinativo de ascosporas de P. fijiensis con resultados prometedores (Gutiérrez
M. I, et al. 2015).

El género Bacillus también ha demostrado ser eficiente en el control de la enfermedad
Sigatoka Negra. Gutiérrez J. A y colaboradores (2015) evaluaron una cepa de B. subtilis
EA-CB0015, demostrando un efecto similar a los fungicidas mancozeb y clorotalonil
(Gutiérrez J. A, et al. 2015). Los compuestos inhibidores que producen estas bacterias
pertenecen a tres amplias familias de lipopéptidos. Dentro de este tipo de compuestos
estan las bacilomicinas, fengicinas y surfactinas (Bacon et al. 2015). El modo de accién
de estos lipopéptidos es la desestabilizacion de la membrana fosfolipidica del
fitopatdgeno, dando como resultado la lisis celular. Ademas, estas bacterias producen
péptidos antimicrobianos sintetizados ribosémicamente como las bacteriocinas, las

cuales han demostrado efectividad contra enfermedades de plantas tanto fungicas como
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bacterianas. Sin embargo, también producen otros compuestos que aun no se han
identificado (Bacon et al. 2015; Pretorius, Van & Clarke, 2015).

El extracto de Bacillus sp. ECF20 revel6 la presencia de dos moléculas de interés en los
rangos de tiempos de retencién de 14,76 y 21-25 min, respectivamente. El analisis
HRMS obtenido para el ion molecular 525,24 m/z en un tiempo de retencién de 14,76 min
del cual se encontrd la composicién molecular CxH35012N4, permitié asociar la formula
molecular con una estructura reportada en PubChem Compound. La confirmacién de la
estructura quimica se realizé por MS/MS. Sin embargo, la molécula no fue encontrada en
el diccionario de productos naturales por lo que deberan realizarse nuevos experimentos

qgue confirmen la produccion de ese compuesto por parte de Bacillus sp. ECF20.

Los cinco picos que se ubican en los tiempos de retencion entre 21-25 min difieren entre
si en 14 Da. Adicionalmente, el patrén de fraccionamiento es tipico de una molécula de
naturaleza peptidica (Fig. 3-5). Esto sugiere una serie de moléculas homodlogas o
congéneres que difieren en un -CH, como ocurre con surfactina C13, C14, C15y C16, y
con iturina A C14 y C15 (Mosquera et al. 2014).

El analisis HRMS obtenido para el ion molecular 994,63 m/z con un tiempo de retencion
entre 21 y 25 min, del cual no se pudo encontrar su composicion molecular, permite
inferir que se trata de un péptido gracias a su patron de fraccionamiento de MS/MS
(Fontana, Mendes, de Souza, Konno, César, Malaspina & Palma, 2004). Por otra parte,
otros estudios describen que los metabolitos secundarios producidos por algunas cepas
de B. subtilis con pesos moleculares entre 1045 y 1123 Da corresponden a iturina A y
surfactina. Sin embargo, en el estudio mencionan que la longitud de las cadenas lipidicas
y la sustitucion de aminoacidos en el anillo peptidico dependen tanto de la cepa
productora como de las condiciones nutricionales en el cultivo (Caldeira, Santos, Coelho
& Roseiro, 2011).






4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

De los aislamientos bacterianos evaluados, los denominados ARP5.1, ECF20, AED13,
AED44 y RSF08 demostraron ser promisorios para la produccion de compuestos
bioactivos frente a tres cepas de P. fijiensis con diferentes niveles de sensibilidad a

fungicidas comerciales.

La fitotoxicidad de los extractos metabdlicos bacterianos es un parametro esencial y debe
ser tenido en cuenta para la seleccibn de un buen biocontrolador. Los extractos
metabdlicos de las cinco bacterias promisorias presentaron una baja fitotoxicidad. A partir
de esto, las bacterias seleccionadas fueron Serratia sp. (ARP5.1) y Bacillus sp. (ECF20).
Ademas, la adecuacion del medio de cultivo permiti6 mejorar la produccion de
metabolitos secundarios de Bacillus sp. ECF20. Con los resultados obtenidos se pudo
concluir que el medio de cultivo mas adecuado para Bacillus sp. ECF20 fue almidén (3

g/L) y peptona (2,5 g/L).

Los aislamientos bacterianos Serratia sp. ARP5.1 y Bacillus sp. ECF20 fueron capaces
de producir metabolitos secundarios lo suficientemente activos para controlar el
desarrollo de la enfermedad en plantas de banano infectadas con P. fijiensis. Los
tratamientos con los extractos metabdlicos Serratia sp. ARP5.1 a 2500 ug/mL y Bacillus
sp. ECF20 a 5000 y 10000 yg/mL mostraron la mayor actividad inhibitoria en el ensayo in
vivo. Estos resultados fueron comparables a los obtenidos con el control de fungicida
sintético comercial, indicando que estos extractos son potenciales para el desarrollo de
nuevos biopesticidas para el control de la Sigatoka Negra. Ademas, la caracterizacion
por LC-HRMS del extracto de Bacillus sp. ECF20 permitié concluir que las moléculas de

naturaleza peptidica son los principales compuestos producidos por bacterias del género
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Bacillus sp. De igual manera, es necesario para futuras investigaciones observar si estas

moléculas corresponden a los metabolitos con capacidad bioactivos frente a P. fijiensis.

Las bacterias evaluadas tienen la capacidad de producir sustancias bioactivas que
inhiben el crecimiento de P. fijiensis a nivel in vitro e in vivo. Estos resultados permiten
avanzar en el desarrollo de nuevos biopesticidas para el control de enfermedades como

la Sigatoka Negra.

4.2 Recomendaciones

Para futuros estudios se recomendaria realizar la separacion de las moléculas
encontradas en la LC-HRMS del extracto de Bacillus sp. Ademas, se debera evaluar
estos compuestos de manera individual frente a P. fijiensis. La fitotoxicidad es uno de los
parametros mas importantes para obtencion de un buen biopesticida. Por esto, seria
apropiado evaluar la fitotoxicidad de cada compuesto aislado en hojas de banano.
Adicionalmente, para avanzar en el desarrollo de un nuevo biopesticida a partir de estas
bacterias es necesario realizar ensayos en campo e incluso, evaluar su capacidad
antifungica en diferentes variedades de banano que se ven afectadas por la Sigatoka

Negra.
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