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Resumen

La presencia de Collaria scenica en praderas forrajeras empleadas como alimento para
el ganado lechero del Valle de Ubaté y Chiquinquira, provoca pérdidas econémicas que
llegan a ser en algunos casos del 25% de la produccion. En un intento por controlar el
avance de esta plaga, los productores recurren a técnicas de control quimico que
conllevan un detrimento en la salud del ganado y en la calidad de la leche. Se han
explorado alternativas con el objetivo de reducir el riesgo asociado a los plaguicidas
empleando controladores biol6gicos como hongos y nematodos entomopatégenos; sin

embargo, el problema persiste hoy en dia entre los productores.

La exploracién de ambientes marinos como fuente de diversidad biol6gica y quimica es
una opcion que hoy esta encaminada hacia el estudio de los microorganismos con miras
al desarrollo, entre otras posibilidades, de agroinsumos para el control de plagas.
Colombia, en su calidad de pais megadiverso y con acceso a dos océanos, presenta una

oportunidad magnifica para la exploracién de los potenciales usos de su microbiota.

De esta manera, en este trabajo de investigacion se contribuy6 al aprovechamiento de
microorganismos como una alternativa para el control de C. scenica mediante la
evaluacién de una coleccion de bacterias obtenidas de ambientes marinos del Caribe

colombiano.

Para esto se tomdé como punto de partida la coleccién de bacterias marinas del grupo
“Estudio y Aprovechamiento de Productos Naturales Marinos y Frutas de Colombia” y se
implementd un bioensayo que permitié evaluar la mortalidad sobre C. scenica a partir de
53 aislamientos bacterianos. Asi, se determiné que los aislamientos identificados como
Paenibacillus sp. PNM-201, Paenibacillus sp. PNM-210 y Streptomyces sp. PNM-208

presentan actividad insecticida con valores de mortalidad entre el 23-53%.



X Bacterias marinas como fuente de compuestos con actividad insecticida contra
Collaria scenica

En este trabajo se disefid una estrategia de fraccionamiento del extracto que permitia
discriminar si los compuestos activos eran de baja o alta polaridad, o si se trataba de
macromoléculas o metabolitos pequefios (PM< 3000 Da). Esta estrategia permitio
establecer que los compuestos activos de Streptomyces sp. PNM-208 correspondian a
compuestos de baja polaridad como las antimicinas previamente caracterizadas en este
extracto, mientras que los compuestos activos para Paenibacillus sp. PNM-201,
Paenibacillus sp. PNM-210 eran compuestos no ionicos de alta polaridad y con pesos
moleculares menores a 3000 Da.

Del extracto de Paenibacillus sp. PNM-201, obtenido a partir de su cultivo en 30 L de
medio LB liquido, se aislaron por técnicas cromatograficas a partir de fracciones activas
cuatro compuestos: un nonapeptido denominado paenibacillamida (C1), cuya secuencia
se propone como [2,7-DASDA - Phe - Leu - hLeu - Val - lle - Leu - Thr - BHVA], el cual
contiene residuos poco comunes como la B-hidroxivaleramida (BHVA), una homoleucina
(hLeu) y, de manera particular, la presencia de la 2,7-diaminosubaradiamida, descrito
aqui por primera vez en la naturaleza, adicionalmente, se aislo e identificé el aminoacido
triptéfano (C2) y las bases nitrogenadas adenina (C3) y uracilo (C4). El estudio de la
actividad insecticida de los compuestos aislados mostr6 que el nonapeptido
paenibacillamida presenta actividad insecticida contra Collaria scenica cuando se ensay6

a una concentracion de 0.5 mgemL™ con una mortalidad de 27% sobre los insectos.

Palabras clave: Bioplaguicidas, Productos Naturales Marinos, Chinche de los
pastos, Collaria scenica; Paenibacillus sp. PNM-201, Péptidos.
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Abstract

Collaria scenica in fodder grasslands used as food for the dairy cattle of the Valley of
Ubaté and Chiquinquira causes economic losses, in some cases equivalent to 25% of the
production. In an attempt to control the progress of this pest, producers resort to chemical
control techniques that entail a detriment in health of the cattle and the quality of milk.
Alternatives have been explored in order to reduce the risk associated with pesticides
using biological controllers such as fungi and entomopathogenic nematodes; however,

the problem persists among producers nowadays.

The exploration of marine environments as a source of biological and chemical diversity
is an option that nowadays is directed towards the study of microorganisms aimed to the
development, among other possibilities, of agro-inputs for the control of pests. Colombia,
as a mega-diverse country with access to two oceans, presents a magnificent opportunity

to explore the potential uses of its microbiota.

In this way, this research work contributed to the use of microorganisms as an alternative
for the control of C. scenica by evaluating a collection of bacteria obtained from marine

environments of the Colombian Caribbean.

From this, the collection of marine bacteria from the group “Estudio y Aprovechamiento
de Productos Naturales Marinos y Frutas de Colombia” was taken as a starting point and
a bioassay that allowed evaluating the mortality on C. scenica from 53 bacterial isolations
was implemented. As a result, it was determined that the isolates identified as
Streptomyces sp. PNM-208, Paenibacillus sp. PNM-210 and Paenibacillus sp. PNM-201

present insecticidal activity with mortality values between 23-53%.
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In this work, an extract fractionation strategy that allowed to discriminate if the active
compounds were of low or high polarity, or if they were macromolecules or small
metabolites (MW <3000 Da) was designed. This strategy allowed to establish that the
active compounds of Streptomyces sp. PNM-208 corresponded to low polarity the
antimycines, previously characterized in its extract, while the active compounds for
Paenibacillus sp. PNM-201, Paenibacillus sp. PNM-210 were non-ionic compounds of
high polarity and with molecular weights less than 3000 Da.

From the Paenibacillus sp. PNM-201 extract, obtained from its culture in 30 L of liquid LB
medium, four compounds were isolated by cromatographic techniques from the active
fractions: a nonapeptide named paenibacillamide (C1), whose sequence is proposed as
[2,7-DASDA - Phe - Leu - hLeu - Val - lle - Leu - Thr - BHVA], which contains rare
residues such as p - hydroxyvaleramide (BHVA), a homoleucine (hLeu) and, particularly,
the presence of the 2,7-diaminosubaradiamide, described here for the first time in nature,
additionally, the amino acid tryptophan (C2) and the nitrogenous bases adenine (C3) and
uracil (C4) were isolated and identified. The study of the insecticidal activity of the
isolated compounds showed that the nonapeptide paenibacillamide has insecticidal
activity against Collaria scenica when tested at a concentration of 0.5 mgemL™* with a

mortality of 26% on insects.

Keywords: Biopesticides, Marine Natural Products, Gerass Bug, Collaria scenica,
Paenibacillus sp. PNM-201, Peptides.
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Introduccidén

En la microrregion Valle de Ubaté y Chiquinquira la produccion de leche constituye el
renglon econdmico de mayor importancia, a tal punto que en 2011 beneficié al 50% de su
poblacién [1]. En las dltimas décadas, la produccion de leche en esta zona se ha visto
afectada, entre otros factores, por el insecto plaga Collaria scenica (Stal, 1859)
(Hemiptera: Heteroptera: Miridae), también conocido como “chinche de los pastos”, el
cual se alimenta de la sabia de gramineas —particularmente del pasto kikuyo
(Pennisetum clandestinum) empleadas en la microrregion lechera como alimento para el
ganado— lo que ha venido provocando una reduccién en la disponibilidad y calidad del

forraje [2].

Entre las estrategias que se han empleado para hacer frente a este problema se
incluyen: el incremento de la productividad del pasto a través del fomento del crecimiento
vegetal mediado por el uso de bioinoculantes; la conservacién, promocién e inoculacion
de enemigos naturales de las plagas; y el uso de bioplaguicidas, entendidos como

microorganismos vivos o los compuestos que producen [3], [4].

Respecto del control bioldgico de plagas la Agencia de Proteccién Ambiental (EPA) de
EE. UU. reconoce tres categorias de bioplaguicidas: i- bioquimicos (por ejemplo, algunos
compuestos o extractos naturales que se utilizan para el control de plagas); ii- protectores
incorporados a las plantas que proceden de la biosintesis de compuestos naturales
inducida por modificacion genética (por ejemplo, la toxina Bt en cultivos transgénicos); iii-
microorganismos de control biologico (por ejemplo, bacterias, virus, hongos, protozoos y

nematodos) [3].

Un camino para buscar soluciones a los inconvenientes que plantean las plagas de
cultivos en nuestro pais, y particularmente C. scenica, es el estudio de la diversidad

microbiol6gica de entornos poco explorados como lo son los ambientes marinos del
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Caribe colombiano. La biotecnologia marina hoy esta teniendo un desarrollo formidable
como consecuencia del adelanto de nuevas técnicas analiticas y de la exploracion
submarina, perfilandose como estrategia para el crecimiento econdémico y bienestar
social de las naciones [5]. Organismos como las actinobacterias recuperadas de
ambientes marinos han sido poco estudiados, aunque se sabe que los compuestos
producidos por estos microorganismos podrian controlar eficazmente diferentes plagas
de cultivos [6].

Este trabajo representa una contribucion al mejoramiento de la calidad de los pastos
producidos en el valle de Ubaté y Chiquinquird, y al desarrollo de productos de base
biotecnoldgica con actividad insecticida a partir de la diversidad biolégica de nuestro pais.
En el primer capitulo se realiza una revision del estado del arte con relacion al problema
gue representa para los productores de leche la presencia de C. scenica, sus
consecuencias Y las soluciones que podria aportar el uso de la diversidad microbioldgica
gue se encuentra en las costas de nuestro Caribe colombiano. El segundo capitulo esta
dedicado a los resultados de la implementacion de un ensayo en casa de malla que
permitié observar el efecto de bacterias aisladas de ambientes marinos sobre C. scenica,
y la seleccion de los aislamientos mas promisorios para su aplicacién en el control de
dicho insecto plaga. Finalmente, en el capitulo tres, se presenta el aislamiento y
elucidacion estructural de compuestos obtenidos del medio extracelular producido por
uno de los aislamientos bacterianos seleccionados, junto con la evaluacion de su

actividad contra C. scenica.



1.Estrategias para el control de Collaria
scenica

1.1 C. scenica, un insecto plaga en los cultivos de pastos

del género Pennisetum
Los pastos que se emplean como principal fuente de alimento para el levante de ganado

en Colombia, actividad que representa el 75% del uso agropecuario del suelo en nuestro
pais [7], no son autdctonos. Algunos provienen de las praderas de Africa Oriental y desde
su llegada se han visto afectados por insectos que atrasan su crecimiento, deterioran su
calidad como alimento y, en consecuencia, producen pérdidas econémicas importantes a

los ganaderos [2].

En la Sabana de Bogota y en el valle de Ubaté y Chiquinquira, el principal insecto
predador del pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum) es Collaria scenica (Hemiptera:
Heteroptera: Miridae) (Figura 1-1), especie dominante en el complejo multiespecifico
conocido como “chinche de los pastos”, en el cual también se incluyen las especies
Cynodonmiris corpoicanus, Stenodema andina y Collaria oleosa [2], [8]. La presencia de
C. scenica no es exclusiva de los pastos en Colombia, recientemente se han reportado
sus efectos nocivos en potreros de pastoreo en Venezuela, Brasil, Uruguay y Argentina,

asi como su persistencia y afectacion en cultivos de arroz, sorgo, avena y trigo [2].
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Collaria Scenica

Figura 1-1: A) llustracion de la apariencia morfolégica de Collaria scenica: coloracion
parda, con zonas oscuras a negras; la cabeza tiene una mancha tipica en forma de V; las
hembras son de mayor tamafio que los machos. B) Fotografia de una hembra adulta
sobre hoja de kikuyo. (Adaptado de [8]).

Hembra

El dafo que se aprecia en la planta es consecuencia del proceso de alimentacion del
insecto, el cual extrae el contenido celular mediante la insercion del aparato bucal en el
sentido longitudinal de las nervaduras de la hoja, lo que produce estrias blancas a lo
largo de la lamina foliar, las cuales se van sumando hasta conformar manchas o puntos
blancos que corresponden a los lugares de alimentacién, disminuyéndose el area
fotosintética de la planta [2], [8]. El dafio escala progresivamente de leve a grave, cuando
la hoja sufre necrosis de hasta el 50% de su area (Figura 1-2). Los primeros sintomas se

comienzan a observar tan solo ocho horas después de la aparicion de la plaga [9].

Figura 1-2: Escala de dafo provocado por Collaria scenica. (Fotos C. Puentes, adaptado
de [8]).

Sin dano Leve Grave Muy grave
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Las afectaciones causadas por la presencia de C. scenica en las praderas de pastoreo
pueden llevar a un detrimento de hasta el 25% en los ingresos de las fincas ganaderas
[10]. Estas pérdidas son consecuencia de la reduccion de la carga animal que soporta
cada unidad de produccién (potrero), reportada entre 0,2 y 2 animales/fanegada, lo que
lleva a una consecuente disminucién en la produccion de leche que va desde 0,5 hasta 5
L/vaca/dia. En el valle de Ubaté y Chiquinquird se ha determinado que la reduccién en la
carga animal es de 0,2 a 1 animal/fanegada, con una reduccion en la produccién de
leche entre 1,3-3 L/vaca/dia, esto es hasta 8 L/fanegada/dia [8].

Los esfuerzos para controlar el insecto estdn encaminados principalmente hacia el uso
de insecticidas, los cuales no han sido muy eficientes producto del desconocimiento que
se tiene sobre la plaga. Se han adelantado investigaciones con miras a encontrar una
formulacion eficiente evitando los efectos adversos que se han detectado con su uso. En
Cundinamarca y Antioquia se evalué la eficacia de los insecticidas Beta-cyflutrin EC025 y
SCO025 en dosis de 0,008 kg i.a*ha? (i.a se refiere al ingrediente activo) e Imidacloprid
SC350 en dosis de 0,053-0,070 Kg i.a*ha?, aplicados entre los 12 y 15 dias después del
pastoreo, y se determin6 que son eficaces. En 1996, Santacruz y Torrado evaluaron la
eficacia y la persistencia de Sumithion® 50EC, Lorshan® 4EC, Engeo®, malathion 57% e
hidrolato de tabaco, que son los plaguicidas mas usados por los ganaderos, Yy
concluyeron gque se detectan residuos en pasto luego de 15 y 30 dias, pero no en la
leche [8].

En estudios mas recientes se han detectado efectos negativos sobre la salud de los
bovinos, como abortos espontaneos y, en adicion, se han detectado residuos en las
plantas que al ser ingeridos por los animales trae como consecuencia la presencia de
trazas en la leche de consumo humano, incluso en niveles que no son permitidos [10],
[11]. En menor escala, para el control de la plaga se utilizan préacticas culturales como
mejoramiento de praderas, fertilizacion, riego, corte regular con guadafia, arado de suelo
con rastrillo de minima traba, con rotovator, practicas de pastoreo adecuado y aumento

de la carga animal [8].

De otro lado, se han intentado alternativas como el uso de extractos vegetales de

Sambucus nigra, Ryania speciosa y Piper grandis, que presentan actividad insecticida en
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bajas concentraciones; el uso de hongos endofiticos, como una cepa de Acremoniun sp.
asociado a Festuca arundinacea; y el uso de hongos entomopatbégenos, como Beauveria
bassiana Bb17 y Metarhizium anisopliae Ma4, este ultimo con un buen nivel de control
sobre el chinche [8], [12].

En los estudios sobre los enemigos naturales de C. scenica, se ha encontrado que Nobis
sp., un hemiptero de la familia Nabidae, ataca a las ninfas y los adultos de la chinche;
estas observaciones se han realizado en campo y en laboratorio. Los ganaderos también
han reportado pajaros, grillos y otros animales que se alimentan de esta plaga, destacan
a las golondrinas, que consumen altas cantidades del insecto en la Sabana de Bogota
[8]. A pesar de lo anterior, el problema persiste a consecuencia de practicas de manejo
integrado poco extendidas, la baja implementacion de técnicas biotecnolégicas y la

resistencia a los plaguicidas comerciales que muestra C. scenica.

1.2 Los Insecticidas tradicionales y las tendencias

actuales en el control de plagas
Los primeros insecticidas eficaces fueron introducidos en la mitad del siglo XX; anterior a

esta época el control de plagas se basaba principalmente en el uso de agentes
inorganicos, de compuestos azufrados como el caldo bordelés, asi como de compuestos
de arsénico, cianuro de hidrégeno o incluso criolita. De hecho, algunos de estos aun se
usan a pesar de su alta toxicidad [13]. La introduccién de insecticidas organoclorados,
organofosforados y carbamatos signific6 una verdadera revolucion en el sector
agropecuario, ya que estos compuestos han permitido una importante reduccion de las

pérdidas de los cultivos causadas por la actividad de insectos plaga [14].

La introduccién de DDT durante la Segunda Guerra Mundial, como uno de los primeros
insecticidas organoclorados, fue notable; este presenta un amplio espectro de acciéon y
una larga actividad residual. Sin embargo, pocos afios después de su introduccion, se
demostré que los insecticidas organoclorados pueden causar graves dafios ambientales
en ecosistemas terrestres y acudticos; su persistencia provoca la acumulacién y
biomagnificacion a través de la cadena trofica [15]. Hoy en dia, el uso de la mayoria de

estos insecticidas esta regulado o prohibido, aunque el DDT todavia esta en uso en



Estrategias para el control de Collaria scenica 7

algunos paises donde la malaria es endémica para el control del vector que la transmite
[14], [16].

Los insecticidas organofosforados, por su parte, fueron desarrollados por Bayer en los
afios cuarenta y resultaron ser eficaces en el control de plagas. Sin embargo, se sabe
gue los insecticidas organofosforados afectan el sistema nervioso por la fosforilacién de
la acetilcolinesterasa, lo que produce debilidad de los musculos respiratorios y la
disfuncion neuromuscular en humanos; también son conocidos por su carcinogénesis
[17]. La EPA est4 reevaluando actualmente los niveles de tolerancia a estos compuestos
y como resultado ha publicado una evaluacién del riesgo acumulativo de compuestos

organofosforados, lo que ha dado lugar a la prohibicion de algunos de estos [18].

Otra familia de insecticidas muy importante son los carbamatos, los cuales fueron
desarrollados en la década de 1950, y se siguen utilizando. Estos insecticidas son
detoxificados rapidamente, los animales los excretan con facilidad (salvo los ectotermos)
y, en general, funcionan de manera selectiva en contra de su objetivo, los carbamatos
tienen una baja persistencia en el suelo, las plantas y el medio ambiente, lo que resulta
positivo desde el punto de vista de la seguridad para el ambiente y los humanos;
desafortunadamente, también implica que se requieren mas aplicaciones durante el
tiempo de cultivo [14], [19]. Se ha demostrado que los carbamatos inhiben de forma
reversible la acetilcolinesterasa. Algunos compuestos de este grupo resultan toxicos
contra insectos muy importantes en los agro-ecosistemas tales como las abejas [19]. Por
otro lado, hoy en dia y como parte de un mecanismo natural de sobrevivencia ademas de
un manejo inapropiado de los cultivos, se han desarrollado poblaciones de insectos que

son resistentes a las familias de compuestos anteriormente expuestas [20].

Lo anterior plantea la necesidad de buscar nuevos agentes, mas eficaces y con un menor
impacto en la salud humana y en el medio ambiente. Dentro de estos, se encuentran los
bioplaguicidas bioquimicos, como es el caso de los compuestos azadiractina aislados de
semillas de neem (Azadirachta indica), la espinosina producida por la actinobacteria
Saccharopolyspora spinosa o por bacterias como Bacillus thuringiensis, cuyo uso se
promueve ampliamente en la actualidad [14] [21]. Se ha venido promoviendo el uso de
estos y otros bioplaguicidas, lo que ha llamado, cada vez més, la atenciéon entre los

interesados en el desarrollo de insumos para la agricultura, gestion del medio ambiente,
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manejo integrado de cultivos (MIC) e investigadores de productos naturales, con el &nimo

de encontrar enfoques alternativos para el manejo de plagas.

El término bioplaguicida abarca muchos aspectos del control de plagas, entre los que se
cuentan: uso de microorganismos (virus, bacterias y hongos), nematodos
entomdpatogenos, extractos derivados de plantas, feromonas de insectos aplicados para
la interrupcion del apareamiento, manipulacion de la expresion genética de mecanismos
de resistencia y metabolitos secundarios de microorganismos [21]-[23]. Los
bioplaguicidas tienen ventajas como la seguridad de su uso para los organismos no
objetivo y los técnicos que los aplican, asi como su compatibilidad con el ambiente y una
relativamente sencilla aceptacion para el registro en diferentes entidades regulatorias.

La aceptacion del uso de bioplaguicidas por parte de agricultores puede fomentarse con
la tendencia actual hacia la produccion de alimentos organicos. El desarrollo de
bioplaguicidas se pueden aplicar en regimenes de tratamiento combinado con
plaguicidas tradicionales, mas aun si se consideran bioplaguicidas eficaces, con un

espectro de accibn mas amplio o con mayor actividad contra los organismos [21].

Los bioplaguicidas ofrecen una buena oportunidad para los paises en desarrollo que
buscan explorar y desarrollar productos a partir de sus biodiversidad, lo que permitiria la
proteccion a cultivos y la disminucién de riesgos a la salud de productores y
consumidores, al tiempo que su uso generaria un menor impacto ambiental. De otro lado,
se debe tener presente que el origen de los bioplaguicidas no garantiza su seguridad, por
lo que se requiere tener cuidado y asegurar que los agentes que se desarrollen —ya sea
un agente microbiano, un extracto, 0 un compuesto— no representen una amenaza para
el usuario, el medio ambiente o el consumidor, antes de su introduccién en el mercado
[21], [24]. En el mercado se encuentran formulaciones de bioplaguicidas para el control
de una amplia variedad de plagas (Tabla 1-1). Es importante resaltar que las bacterias

juegan un rol principal en el desarrollo de este tipo de productos [6].
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Tabla 1-1: Algunos bioinsecticidas comerciales para el control de plagas. (Adaptado de

[6)).

Microorganismo Producto Insecto objetivo
Bacillus thuringiensis var. Orugas (larvas de polillas y
_ Bactur _
Kurstaki mariposas)
B. thuringiensis var. Larvas de mosquitos
i LarvX
Israelensis Aedes y Psorophora
Lysinibacillus (Bacillus)
_ Vectolex WDG Larvas de Culex
sphaericus
Bauveria bassiana Mycotro Afidos
. _ _ Larvas de algunas
Lagenidium giganteum Laginex ] ]
especies de mosquito
Nosema locustae NOLO Langostas
Virus de la polyhedrosis _ _
_ Orugas de poalilla gitana
nuclear (NPV por sus siglas Gypchek .
_ _ _ asiatica
en ingles) de la polilla gitana
_ Larvas de la mosca del
NPV de la mosca del pino Neochek-S )
pino
. _ Larvas de una amplia
Steinernema feltiae Scanmask . .
variedad de insectos
o Estadios adultos de grillos
S. scapterisci Nematac
topo
Nuches, garrapatas,
Streptomyces avermectinus Ivomec acaros y piojos, larvas de

mosquitos




10 Bacterias marinas como fuente de compuestos con actividad insecticida contra

Collaria Scenica

1.3 Metabolitos de microorganismos para el control de

plagas
En la actualidad se dispone de una gran cantidad de informacién acerca del uso de

microorganismos para el control de insectos plaga y fitopatégenos [6]. Sin embargo, son
escasos los reportes de la identificacion del principio activo o el mecanismo de accion del
control para dichas plagas y patdgenos, lo que representa un campo de investigacion por
desarrollar.

Dentro de las bacterias que méas han sido estudiadas se encuentran cepas de la especie
Bacillus thuringiensis. La accion entomopatdégena de esta bacteria normalmente ocurre
luego de la ingestidn de esporas e inclusiones cristalinas que contienen d-endotoxinas,
gue interactian especificamente con receptores en células epiteliales del intestino medio
de los insectos en estadios tempranos de su desarrollo. Estas toxinas estan
representadas principalmente por las llamadas proteinas Cry (proteinas cristalinas). Las
formulaciones que generalmente se basan en una mezcla de esporas y cristales se usan,
principalmente, para el control de larvas de lepidopteros y, con menos frecuencia, contra

larvas de dipteros y coledpteros [25].

En el género Paenibacillus se incluyen cepas de las especies formadoras de esporas P.
popilliae y P. lentimorbus, agentes causales de la enfermedad “espora lechosa” en las
larvas de coleopteros fit6fagos. Se ha demostrado la homologia entre una proteina
parasporal de 80 kDa producida por P. popilliae y las proteinas Cry antes mencionadas.
Después de que las esporas son ingeridas por el huésped, germinan en el intestino
medio. La formulacion comercial se realiza a partir de las esporas y la patogenicidad
parece estar relacionada con la septicemia causada por las células vegetativas [25]. Las
cepas de Lysinibacillus sphaericus se caracterizan por la produccion de endosporas
esféricas, estrechamente asociadas con cristales paraesporales que contienen una
proporcion equimolar de toxinas proteinicas binarias (BinA y BinB), las cuales son

empleadas en fomulaciones contra mosquitos y moscas [21], [25].

De otra parte, entre los productos de la fermentacién de Streptomyces avermitilis se
encuentra las avermectinas, una familia de lactonas macrociclicas con propiedades

antihelminticas, acaricidas e insecticidas. Sin embargo, a principios de la década de
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1990, 24 afios después haberlas aislado, se registré el desarrollo de resistencia a las
formulaciones comerciales que empleaban una mezcla de diversos andlogos de estas
lactonas, principalmente en Leptinotarsa decemlineata, Blattella germanica, Musca
domestica y Tetranychus urticae [26], [27]. Recientemente, un derivado de la avermectina
B1, la ivermectina, ha mostrado actividad larvicida sobre el lepidéptero Spirama retorta
LC50 = 0,014 ppm [28]. Otra lactona relacionada con las avermectinas, la milbemicina 1
aislada de S. hygroscopicus (cultivada en medio liquido), demostré ser activa contra el
escarabajo del arroz Oulema oryzae, sin ningun perjuicio sobre las plantas en las que se
aplic. Este compuesto también es ampliamente utilizado en medicina veterinaria por su

accion antihelmintica [29], [30].

Recientemente, se describio la accion insecticida del extracto acuoso extracelular y el
extracto en solventes de polaridad media de una amplia variedad de actinobacterias. Por
ejemplo, se demostrd la actividad larvicida del extracto en acetato de etilo de S.
hydrogenans DH16 (aislada de una muestra de suelo en la provincia de Dalhousie en la
India) contra las larvas del lepidéptero polifago Spodoptera litura, reconocido como una

importante peste en la agricultura del algodédn y otros cultivos [31].

El uso de compuestos obtenidos de microorganismos para el control de fitopatégenos e
insectos plaga ha permitido que en la actualidad se cuente con formulaciones en el
mercado basadas en dichos metabolitos. Como ejemplos representativos esta el DIPEL®
DF, producto desarrollado a partir de una mezcla de esporas y cristales producidos por
Bacillus thuringiensis; Blasticidin S®, cuyo principio activo es la blasticidina, aislada de S.
griseochromogenes comercializado por Kaken Pharmaceutical Co. Ltd, empleado para el
control del hongo Pyricularia orizae (patégeno del arroz); el Cibutryn, cuyo principio activo
es la cybutirina aislada de S. griseus, por Upjohn Co.; Natamycin® aislado
independientemente de S. natalensis y S. chattanoogensis e introducido por Gist-
Brocades N.V. para el control de Fusarium oxysporum; Tetranactin®, trinactin o dinactin,
aislado de S. aureus S-3466 empleado para el control de acaros en arboles frutales [32];
e lvomec® que tiene como principio activo la ivermectina aislada de S. avermectinus [6],
lo que demuestra el potencial de comercializacién que tienen estos microrganismos en el

control de diferentes tipos de plagas, incluidos los insectos.
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1.4 Bacterias marinas como fuente de compuestos para

el control de plagas
Si bien las bacterias de origen terrestre, aisladas de suelos, han permitido obtener una

bateria interesante de compuestos para el control de insectos plaga, datos recientes
muestran la accion insecticida de metabolitos aislados principalmente de actinobacterias
marinas. De una muestra de suelo marino colectado entre 10 y 100 cm de profundidad en
la costa sureste de la India, se recupero la cepa Streptomyces sp. VITIS4 que mostro
actividad insecticida sobre los insectos vectores Anopheles stephensi (LCso = 132,86;
LCoo = 396,14), Aedes aegypti (LCso = 112,78; LCy = 336,42 ppm) y Culex
guinquefasciatus (LCso = 156,53; LCq = 468,37 ppm), luego de 24 horas de exposicién.
En adicion, se estudid la accion repelente contra los tres vectores, y se encontré que el
extracto en acetato de etilo protegié la superficie expuesta por 210 min a una
concentracion de 6 mgecm? [33]. Sin embargo, en este estudio no se identificaron los

compuestos responsables de la actividad observada.

En otro estudio con bacterias del Phylum Actinobacteria se reporté del sedimento de
manglares, colectado en la localidad india de Muthupet, el aislamiento de 30 cepas. De
estos aislamientos, cuatro resultaron altamente letales contra larvas de mosquitos del
género Anopheles, lo que caus6 una mortalidad del 100%, entre 18 y 24 horas luego de
adicionar 2% del filtrado extracelular del cultivo liquido de actinobacterias de los géneros

Streptomyces, Streptosporangium y Micropolyspora [6].

Un estudio anterior, dirigido a la separacion de policétidos (las estructuras no fueron
reportadas) en el medio extracelular de un cultivo de la actinobacteria Streptomyces sp.
AP-123 aislada a partir de muestras de sedimentos de la costa de Andra Pradesh en
Bengal, India, evidencié que los extractos ensayados presentan actividad inhibitoria del
crecimiento, disuasora de la alimentacion y larvicida sobre Helicoverpa armigera y
Spodoptera litura, reconocidas plagas polifagas. El ensayo en las dos especies
expuestas a 1000 ppm del extracto de los policétidos resulté en una disuasion de la
alimentacion igual al 78,51% en H. armigea y del 70,75% en el caso de S. litura. Entre
tanto, la actividad larvicida sobre H. armigea arrojo un LCso de 645 ppm y un LCso de 806

ppm para S. litura. Finalmente, se determiné que el extracto evaluado prolonga la
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transicién entre larva y pupa de los dos insectos ensayados [34], pero nuevamente no se

describieron los compuestos del extracto.

Fracciones del medio de cultivo de actinobacterias del género Saccharomonas, aisladas
de sedimentos marinos en las islas Nicobar en el océano indico recolectadas entre 1y
100 m de profundidad, mostraron que pueden inducir una alta mortalidad de larvas de A.
stephensi (LCso de 32 ppm) y C. tritaeniorhynchus (LCso de 27 ppm), mientras que en
adultos de Haemaphysalis bispinosa la mortalidad se midié con un LCso de 107 ppm, y
de LCso de 93 ppm para la “garrapata del ganado” Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
mientras que para el diptero Hippobosca maculata se registraron mortalidades con un
LCso de 85 ppm [35].

La informacion presentada anteriormente sobre los trabajos que se han realizado a la
fecha en relacion al efecto insecticida de sustancias producidas por microorganismos de
ambientes terrestres y marinos, deja ver un potencial enorme para la utilizacién de estos
organismos en el control de insectos plaga para diferentes cultivos, ya sea mediante el
desarrollo de formulaciones de bioplaguicidas o bien de formulaciones a partir de sus

metabolitos secundarios.

Apoyados en la revision anterior, el objetivo general del presente trabajo es evaluar, a
partir de una coleccion de microorganismos marinos (aislados de ambientes maritimos
del Caribe colombiano), la capacidad de algunos de estos aislamientos de producir
compuestos activos contra C. scenica. Para esto se planteé: i- Evaluar el efecto de
metabolitos producidos por bacterias aisladas de ambientes marinos contra C. scenica en
condiciones de laboratorio. ii- Aislar e identificar metabolitos secundarios producidos por
al menos una de las cepas activas cultivadas en condiciones de laboratorio. iii- A partir de
los compuestos aislados, evaluar la actividad inhibitoria del crecimiento del insectos de la

especie C. scenica.






2.Desarrollo de un bioensayo y evaluacion
del potencial de bacterias marinas para el
control de Collaria scenica

2.1 Introduccién
Muchos hemipteros de distintos géneros son reconocidos como plagas de cultivos de

muy diversa naturaleza, ya sea por el dafio que ocasionan a consecuencia de sus
habitos de alimentacion o porque son vectores de enfermedades que pueden llevar a la
perdida de las plantas en un cultivo. Las “chinches botanicas” (Nezara viridula y
Dichelops melacanthus) por ejemplo han sido identificadas como un problema econémico
mayor en cultivos de trigo, maiz y soya en el sur de Brasil [36]. En afios recientes se ha
reportado la expansion de la “chinche pintada” (Bagrada hilaris), especie originaria de
Africa y Asia, desde California en los Estados Unidos en 2008 hasta México en 2014, lo
cual preocupa por los dafios que causa en cultivos de cruciferos horticolas vy
ornamentales ya que se han reportado pérdidas en el 70% de las plantas de semilleros
de estos cultivos. Otra plaga que involucra la presencia de un hemiptero es la conocida
como pulgén saltador de la papa (Bactericera cockerelli); este insecto es conocido por
producir una infeccion en los tubérculos de Solanum tuberosum como consecuencia de la
transmision de la bacteria “Candidatus Liberibacter solanacearum” quien es responsable

de la enfermedad conocida como mancha de la papa [37].

Una de las afectaciones producidas por hemipteros mas reportadas es la que
Planococcus ficus produce sobre cultivos de la vid en los valles de Coachella y San
Joaquin en California, ya que este insecto no solo reduce la disponibilidad de nutrientes
en la planta al alimentarse de ella sino que promueve el crecimiento de microorganismos
en las hojas y el fruto de la planta a través de la excrecién de “rocio de miel” y, en
adicion, es vector de enfermedades virales del arbusto [38]. Otras afectaciones de

insectos de este orden se reportan en cereales, como el centeno y la cebada y en
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plantaciones de tabaco y lUpulo entre otros, todos causados por hemipteros de la familia
Aphididae [39]-[41].

C. scenica, al igual que todos los hemipteros, presentan tres etapas claras en su
desarrollo, huevo, ninfa (cinco estadios) y adulto. Son insectos heterometébolos, es decir
gue no presentan una metamorfosis completa; el individuo pasa por varias etapas
juveniles en las que sus alas son apenas primordios alares y su genitalia es incompleta.
Ademas, el insecto no presenta un estadio de inactividad como en la metamorfosis
completa y nunca cesa de alimentarse. El periodo de incubacién de los huevos en
laboratorio es de 14-15.5 dias, la vida como ninfa del insecto tiene una duracién de

aproximadamente 28 dias y como adultos pueden vivir hasta 26 dias (Figura 2-1) [8].

Figura 2-1: Ciclo biolégico de Collaria scenica en condiciones de laboratorio. (Adaptado
de[8]).
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El aparato mandibular de C. scenica le permite llegar hasta la nervadura o floema de la
lamina foliar (Figura 2-2). A diferencia de otros hemipteros no se ha reportado dafios
como consecuencia de la inoculacion de fitopatogenos por parte del insecto; sin
embargo, esto no ha sido descartado [9]. EIl modo de alimentacion de la chinche de los
pastos es una pauta que permitio la propuesta del método de ensayo que se implemento

en esta tesis.
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Figura 2-2: A) Alimentacién de hemipteros fitéfagos (Adaptado de [42]); B) Collaria
scenica, se aprecia el aparato mandibular.
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Muchos de los bioensayos que se proponen en la literatura para evaluar el efecto de
plaguicidas de origen sintético o de bioplaguicidas se relacionan con: los habitos
alimenticios, medio en el que se desarrolla o con el tipo de metamorfosis de los insectos,
entre otros. En el caso de los hemipteros, algunos de los métodos mas comunes
emplean los habitos de alimentacién como medio para hacer llegar el posible controlador
al insecto [43]. Otros ensayos que se reportan con menor frecuencia implican la
aplicacion topica del agente en estudio [36], repelencia a componentes volatiles [44],
susceptibilidad por contacto en cajas de Petri [38] y sumergir al insecto en una solucién
gue contenga el controlador a evaluar [45].

En el caso de C. scenica los bioensayos empleados han estado enfocados en la
aspersion para hacer llegar la muestra que se quiere evaluar a la planta o al superficie
del insecto en campo o en casa de malla [2], [46]. En otros estudios con hemipteros se
ha explorado la inmersion del alimento en el controlador que se quiere evaluar con
buenos resultados [38], [47]; sin embargo, esta aproximacién no ha sido empleada en el

caso de C. scenica.
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La informacién que se pudo compilar sobre la biologia y los habitos de alimentacién de C.
scenica, asi como los tipos de ensayos que se emplean para evaluar distintos tipos de
sustancias y biocontroladores contra insectos hemipteros nos permitié el desarrollo de un
bioensayo que permitira evaluar el efecto insecticida de cepas de bacterias marinas

frente al hemiptero de nuestro interés.

2.2 Resultados y discusion

2.2.1 Implementacién de un bioensayo contra C. scenica
En el presente trabajo se implementé un bioensayo para la evaluacion de la actividad

insecticida contra C. scenica. Para esto, se partié6 del procedimiento empleado en el
estudio de actividad contra el hemiptero Planococcus ficus [38] y Adelphocoris lineolatus
[47]. Estos ensayos consideran alimentar al insecto en un estadio puntual de su
desarrollo con una dieta, la cual es sumergida previamente en el posible controlador a
evaluar (compuesto natural, sintético, extracto o fraccién), asi como en los controles

positivos (insecticidas comerciales) y negativos (medio de cultivo y solventes).

La implementacién del bioensayo contra C. scenica considerd en primera instancia la
evaluacion del efecto de variables tales como el origen de los insectos (pie de cria o
capturados de la poblacién natural), el estadio de desarrollo del insecto, la duracién del
ensayo, la humedad, el nimero de individuos en cada unidad experimental, el tamafio de
la unidad experimental, el tipo de dieta y la frecuencia del recambio de la dieta, sobre la

supervivencia de C. Scenica.

La primera etapa del desarrollo del ensayo tomé en consideracion evaluar el origen de
los insectos que se emplearian en el bioensayo, haciendo ensayos con insectos criados
en casa de malla a través del establecimiento de un pie de cria y con insectos capturados
y llevados a la casa de malla donde, en unidades de mantenimiento, se mantuvieron en

aclimatacion durante 24 horas antes de realizar el bioensayo.

El establecimiento de un pie de cria mostré ser dispendioso en términos del tiempo

necesario para completar el siclo de vida del insecto y de su viavilidad para sobrevivir
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durante mucho tiempo en cautiverio, observando tasas de mortalidad superiores al 90%
luego de 12 dias. De otro lado, la taza de reproduccién de los insectos en el pie de cria
no permitié obtener la suficiente cantidad de adultos requerida para los bioensayos.

Por su parte, la captura de los insectos a partir de su poblaciébn natural y su
mantenimiento en cautiverio mostré tener niveles de mortalidad bajos en los controles
negativos. Este proceso nos permitié definir que la mejor opcién para un bioensayo de
screening rapido, es la captura ambiental, seguida por un periodo de aclimatacién de 24
horas a partir de los cuales los insectos se podian usar en los bioensayos y teniéndolos

en cautiverio por un maximo de cuatro dias.

También se evalud el efecto de la variacion de factores ambientales, tales como la
humedad (entre 40 y 70 %), la duracion del ensayo (24, 48, 76 horas) y el tamafio de la
unidad experimental (0.4 a 0.8 L), en la supervivencia de los insectos en los controles
negativos durante el ensayo. El resultado de estas evaluaciones mostré los mejores
resultados de supervivencia cuando se trabajaba en ambientes de humedad mayores al
70%, en unidades experimentales de 0,5 L y con una duracién del ensayo de hasta 76

horas.

Otras variables no ambientales que se consideraron fueron el estadio de desarrollo del
insecto (instar 3, 4, 5 y adultos), el nimero de individuos por unidad experimental (entre 3
y 10 individuos / unidad), el tipo de dieta (pasto kikuyo Vs avena cayuse) y el periodo de
recambio del alimento (entre 8, 12 y 24 h). Estos ensayos mostraron que con 5 individuos
(de instares 4, 5 6 adultos) por unidad experimental y con una dieta de pasto kikuyo, la
cual se recambia cada 12 horas se lograba la supervivencia del 90 al 100 % de los

individuos en los ensayos con los controles negativos y blancos (Figura 2-3).
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Figura 2-3: Resultados obtenidos para el ajuste de las condiciones del bioensayo para el
control de Collaria scenica. Se muestran los resultados de controles positivos (Engeo) y
negativos (Agua y medio liquido LB sin filtrar y LBs filtrado).
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Se registro la temperatura entre 8 y 20°C (+/- 3°C) y un fotoperiodo de 12/12 horas para
el ensayo. Los controles positivos de sintesis quimica lograron una mortalidad del 100%
de los individuos en todos los casos. El control biolégico positivo logré una mortalidad del
10 %. Lo anterior permitié obtener las condiciones experimentales para evaluar actividad
insecticida de microrganismos, extractos, fracciones y compuestos que se empleé como
se describe a continuacion para la selecciéon de los aislamientos de ambientes marinos

con el mejor potencial para el control de C. scenica.

2.2.2 Evaluacion de la actividad de aislamientos marinos contra

Collaria scenica

Del total de 152 bacterias que hacen parte de la coleccién de microorganismos marinos
del grupo de investigacién se seleccionaron 26 aislamientos de actinobacterias y 27 de
fimicutes. La identificacion taxondémica de los aislamientos de actinobacterias se realizd
por métodos moleculares y bioquimicos [48]. La identificaciébn de los aislamientos de
fimicutes se esta desarrollando en la actualidad en otros estudios del grupo de
investigacion y son facilitados para este documento por la estudiante de doctorado Diana
Vinchira. La lista completa de los aislamientos evaluados y su origen se presenta en la
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Tabla 2-1.

Tabla 2-1: Actividad en el control de Collaria scenica de 53 aislamientos bacterianos
recuperados de ambientes marinos: Aislamientos estudiados, origen del aislamiento y

actividad biologica contra C. scenica.

Aislamiento Phylum Identificacion Origen Act.
PNM-3 Streptomyces sp. Niphates digitalist -
PNM-5 Streptomyces sp. N. digitalist -
PNM-6 Streptomyces sp. N. digitalist -
PNM-9 Streptomyces sp. Dictyota sp.* -
PNM-13 Streptomyces sp. Sedimento -
PNM-25 Gordonia sp. Xetospongia sp.t -
PNM-46B Streptomyces sp. Codium sp.° -
PNM-61 Streptomyces sp. Codium sp.° -
PNM-87 Streptomyces sp. N. digitalist -
PNM-89.3 Streptomyces sp. N. digitalist -
PNM-89.4 Streptomyces sp. N. digitalist -
PNM-102N 'g Micromonospora Dictyota sp. ¥ -

g chalcea

PNM-143 £ Streptomyces sp. N. digitalist -
PNM-1442 < Streptomyces sp. N. digitalist -
PNM-144 Streptomyces sp. N. digitalist -
PNM-145 Streptomyces sp. N. digitalist -
PNM-148 Streptomyces sp. N. digitalist -
PNM-149 Streptomyces sp. N. digitalist -
PNM-149A Streptomyces sp. N. digitalis® -
PNM-149B Streptomyces sp. N. digitalis® -
PNM-161A Streptomyces sp. Bryopsis sp.° -
PNM-161B Streptomyces sp. Bryopsis sp.° -
PNM-182 Streptomyces sp. Amphiroa sp.+ -
PNM-184 Streptomyces sp. Eunicea fusca-
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PNM-194 Streptomyces sp. Cascajo -
PNM-208 Streptomyces sp. E. fusca- +
PNM-4 Bacillus cereus N. digitalis’ -
PNM-10 Lysinibacillus sp. Dictyota sp.¥ -
PNM-24 Paenibacillus sp. Sedimento -
PNM-32 Paenibacillus sp. Sedimento -
PNM-34 Paenibacillus sp. N. digitalis’ -
PNM-54 Paenibacillus sp. Codium sp.° -
PNM-65 Paenibacillus sp. N. digitalis’ -
PNM-68 Paenibacillus sp. N. digitalis’ -
PNM-77 Paenibacillus sp. Amphimedon -
¢ compressat

PNM-82 S Bacillus sp. Sedimento -
PNM-100 LEL Bacillus sp. E. fuscas -
PNM-103B Paenibacillus sp. Dictyota sp.* -
PNM-106 Paenibacillus sp. Sedimento -
PNM-115 Paenibacillus sp. Sedimento -
PNM-123 Paenibacillus sp. Codium sp.° -
PNM-168 Paenibacillus sp. Sedimento -
PNM-201 Paenibacillus sp Sedimento +
PNM-210 Paenibacillus sp E. fusca +
PNM-217 Bacillus sp. Dictyota sp.¥ -
PNM-157 Brevibacillus brevis Erithropodium sp. -
PNM-30* E. fuscas -
PNM-69* N. digitalis' -
PNM-174* Amphiroa sp.+ -
PNM-175* Amphiroa sp.+ -
PNM-197* Sedimento -
PNM-216* Dictyota sp.* -
PNM-218* Dictyota sp.*

*: En proceso de secuenciacion; t: Porifera; -°:
Rhodophyta; °: Chlorophyta

Cnidaria: 1: Heterokontophyta; +:
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Para el ensayo se consideran como positivos aquellos extractos, fracciones o
compuestos con valores de mortalidad superiores al doble de los encontrados en el
control negativo. Se observa que las bacterias en su mayoria pertenecen a lo los géneros
Streptomyces y Paenibacillus, géneros que son reconocidos como fuente de cepas
usadas en biocontrol y que también han sido fuente de compuestos antimicrobianos e
insecticidas [49].

Los resultados de la evaluacion de la actividad insecticida contra C. scenica permitieron
identificar a los aislamientos Paenibacillus sp. PNM-201, Paenibacillus sp. PNM-210, y
Streptomyces sp. PNM-208, como los Unicos tres aislameintos capaces de controlar C.
scenica en las condiciones ensayadas (53%, 50% y 23%, respectivamente). Las otras 48
bacterias no mostraron valores significativos de su actividad, ni tampoco maostraron
reproducibilidad en la mortalidad del insecto al momento de hacer repeticiones de los
ensayos, haciendo evidente la dificultad que se tuvo para encontrar microorganismos

biocontroladores para este insecto plaga (Figura 2-4).

Figura 2-4: Resultado de bioensayo realizado a los aislamientos indicados A): Mortalidad
a lo largo de la duracién del bioensayo evaluando el sobrenadante del cultivo (s) B):
Mortalidad corregida a las 72h indicando la desviacién estandar.
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La reproducibilidad y la mortalidad registrada en los ensayos realizados con el
aislamiento Paenibacillus sp. PNM-201 (6 de 7 ensayos mostraron actividad superior al
33%), frente a los mismos ensayos realizados con Paenibacillus sp. PNM-210 (6 de 7
ensayos mostraron actividad superior al 26%), permitieron la seleccion del aislamiento
Paenibacillus sp. PNM- 201, como la cepa con el mayor potencial de actividad para el
control de C. scenica.

Los aislamientos que mostraron actividad en nuestro ensayo (ver en la Figura 2-5)
provienen de E. fusca (PNM-210 y PNM-208) y de sedimento marino (PNM-201) cuando
se aislaron de la misma fuente los microorganismos no pertenecieron al mismo phylum y
en el caso de PNM-201 su aislamiento se logré a partir de sedimentos marinos. Es
importante notar que, para el caso de los dos Paenibacillus y dado el origen de los
aislamientos, la produccién metabdlica se espera que sea distinta y que no estemos

tratando aislamientos redundantes.
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Figura 2-5: Aislamientos activos creciendo en medio solido ISP2: A) Paenibacillus sp.
PNM-201; B) Streptomyces sp.PNM-208; C) Paenibacillus sp.PNM-210.
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2.2.3 Estrategia de fraccionamiento para el aislamiento
biodirigido de los compuestos responsables de la actividad

contra Collaria scenica
Con el fin de determinar el tipo de moléculas(s) responsable(s) de la actividad insecticida

de los extractos, se implementé una estrategia de fraccionamiento que considera
compuestos de baja y alta polaridad, asi como moléculas polares discriminadas por su
tamafio molecular como mayores 0 menores de 3 kDa, tal y como se muestra en la

metodologia de este capitulo.

Esta estrategia permitié diferenciar si la actividad observada se debia a macromoléculas
tales como polisacaridos, péptidos o proteinas como las tipo Cry, 0 enzimas, con pesos
moleculares superiores a 3 kDa, o0 bien, si la actividad se debia a moléculas de menos de
3 kDa con diferentes rangos de polaridad. Las fracciones obtenidas de este esquema se
ensayaron frente a C. scenica y los resultados que se presentan en la Figura 2-6
mostraron que la actividad de los aislamientos Paenibacillus sp. PNM-201 y Paenibacillus
sp. PNM-210 se mantuvo en el filtrado que contenia moléculas de menos de 3 kDa, y en
la fraccion acuosa y butanodlica del esquema de fraccionamiento por solventes, indicando
qgue la actividad observada se debe a compuestos polares, no iénicos y de bajo peso

molecular.

Figura 2-6: Resultados de actividad biolégica de las muestras obtenidas en el esquema
general de separacion para los aislamientos Paenibacillus sp PNM-201 y Paenibacillus
sp PNM-210. El recuadro rojo indica las fracciones activas con el valor de mortalidad y la
desviacion estandar.



26 Bacterias marinas como fuente de compuestos con actividad insecticida contra

Collaria scenica

Aislamientos 201y 210

(600mL)

f

201 40% +6%
21037% +6%
LB 3.3% + 6%

Centrifugar 5000 rpm y filtrar 0,45 pm =~ ===

S (sobrenadante)

2018 37% + 0%
2105 33% + 1%

LBs 0% + 0%

300 mL 150 mL

Filtrar 12 mL en Amicon® Ultra-15 3K
(40 min, 5000 rpm; 4 °C)

Fraccionamiente (300 mL)

201SP 40% + 6%

AcOetx 3 210SP 40% * 1% | |
LBSP 3.3% + 6% ’)
SP < 3kDa FP >3kDa
(Sobrenadante, ajustar (Filtrado, ajustar volumen
FO FA volumen con PBS) con PBS)
201FA37% + 6%
Fraccionamiento (200 mL) 210FA 3% - 0%
0, 0,
BUOH 3 — LBFA6% + 6%
FWW FB
201FB 30% + 1%

210FB 27% * 6%

LBFB 3% 6%

Para el caso de Streptomyces sp. PNM-208 se encontr6 que el valor de actividad
biolégica se redujo entre el ensayo con el medio de cultivo con biomasa (33%) vy el
ensayo en el que se evaluo la actividad cuando se retira la biomasa del medio (23%). En
adicion, se determiné que la actividad se concentré en la fraccion organica con valores
cercanos a 23%, este mismo valor se mantuvo al realizar el ensayo con la fraccion eluida

con metanol en un cartucho de separacion en fase solida (RP-18).

Este extracto, caracterizado recientemente en la tesis de doctorado de Luz Adriana
Betaucourt, mostr6 estar compuesto principalmente por antimicinas, derivados de
péptidos no ribosomales con un anillo lacténico de 9 miembros, aciladas o de cadena
libre en la posicion 8 y con cadenas laterales en la posicion 7 de entre 1 y 6 a&tomos de
carbono, cuya estructura se muestran la Figura 2-7 [50]. Estos compuestos maostraron

ser activos frente a bacterias y hongos fitopatdgenos.

Figura 2-7: Estructura quimica de la urauchimicina A una antimicina.
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2.3 Conclusiones
Se logré la implementacién de un bioensayo para la evaluacién de la actividad insecticida

contra el hemiptero C. scenica, que permite la evaluacién de los medios de cultivo,
extractos, fracciones y compuestos, para la seleccibon de aislamientos de
microorganismos para su posterior estudio quimico basados en el criterio de actividad

bioldgica.

Se evaluaron y ajustaron parametros para el desarrollo del bioensayo tales como el tipo
de dieta, la humedad, el estadio de desarrollo del insecto, el tamafio de la unidad
experimental. La mortalidad de los controles negativos se logré establecer como menor al

10% y con los controles positivos se logré una mortalidad del 100 %.

La evaluacion de 53 cepas de bacterias de los Phylum Firmicutes y Actinobacteria,
aisladas de ambientes marinos permitid seleccionar a los aislamientos Paenibacillus sp.
PNM-201, Paenibacillus sp. PNM-210 y Streptomyces sp. PNM-208, para su estudio

como posible fuente de compuestos para el control de C. scenica.

Se determind que para el caso de los aislamientos Paenibacillus sp. PNM-201,
Paenibacillus sp. PNM-210, la actividad insecticida se dio en las fracciones con
metabolitos polares no iénicos y con tamafio molecular menor a 3 kDa, por lo que se

proponen estos para continuar el estudio quimico de su produccion metabdlica.
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Se determind que para el aislamiento Streptomyces sp. PNM-208, la actividad se debia a

la fraccion orgénica la cual contiene compuestos de tipo antimicina.

2.4 Materiales y meétodos

2.4.1 General
Las cepas bacterianas fueron cultivadas en ISP2 y LB solidos preparados con sales

calidad R.A. (Merck) y agar bacteriolégico de marca OXOID. El agua empleada fue
destilada. Para los ensayos de actividad contra insectos se emple6 como medio de
cultivo de las bacterias LB liquido preparado con sales calidad R.A. (Merck) y OXOID.
Todos los medios e instrumentos empleados en microbiologia fueron esterilizados con
vapor de agua en una autoclave AllAmerican 75X de 32 L a 15 psi y 220°C durante 20
min. Los in6culos fueron preparados en cabina de flujo laminar ESCO AVE-402. La
incubacion de bacterias se llevd a cabo en una incubadora MEMMERT a 28°C. Los
cultivos bacterianos se agitaron en un shaker orbital marca DIMAQ HD-3000 a
temperatura ambiente (20°C) a 130 rpm. La biomasa fue separada por centrifugaciéon a
5000 rpm en una centrifuga T52 MLW, y eliminada filtrdndo por gravedad y, en los casos
necesarios, al vacio empleando membradas estériles de nitrato de celulosa de tamafio de

poro 0.45 ym marca Sartorius.

2.4.2 Recuperacion de bacterias
Las bacterias que se estudiaron fueron recuperadas en trabajos previos del grupo de

investigacion a partir de pequefias muestras de organismos marinos (esponjas,
octocorales, pastos marinos) y de sedimentos colectados en ambientes arrecifales de las
islas de Providencia y Santa Catalina, mediante buceo autbnomo a profundidades entre 5
y 25 m. La recoleccion de las muestras fue realizada por el profesor Leonardo
Castellanos de nuestro grupo de investigacion (“Estudio y Aprovechamiento de Productos
Naturales Marinos y Frutas de Colombia”) y la Profesora Ménica Puyana, biéloga marina
asociada al grupo de investigaciéon “Bioprospeccion y Biotecnologia” de la Universidad
Jorge Tadeo Lozano. Las muestras colectadas se transportaron en neveras portatiles y

luego se almacenaron en refrigerador a 4 °C hasta el momento de realizar la
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recuperacion de los microorganismos. El trabajo de recuperacién y conservacion fue
realizado por Luz Adriana Betancur, Sandra Judith Naranjo y Diana Marcela Vinchira,
estudiantes doctorales de nuestro grupo de investigacion. Este cepario se encuentra
reportado ante la colecciébn de microorganismos del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional.

2.4.3 Reactivacion del cepario
La reactivacion de las 53 cepas seleccionadas para este trabajo se realiz6 mediante la

inoculacion de los aislamientos en agar nutritivo e ISP2 (extracto de malta 10 g-L-1,
extracto de levadura 4 geL-1, glucosa 4 geL-1) inoculado por agotamiento desde el
criovial previamente aclimatado a la temperatura del laboratorio (20 °C). La confirmacién
de crecimiento y pureza de cada uno de los aislamientos se llevé a cabo tras 5 dias de
incubacién a 28 °C por comparacion de la morfologia de cada aislamiento en ambos

medios de cultivo [51].

2.4.4 Cultivo de bacterias
Los microorganismos a ensayar fueron cultivados en medio liquido LB (triptosa: 10 geL™;

NaCl: 10 g-L; extracto de levadura: 5 g-L!), conservando una proporcion de 1/4 de
medio con respecto al volumen total del recipiente para asegurar una oxigenacion alta,
incubando por cinco dias en el caso de actinobacterias y dos dias en el caso de bacterias
de rapido crecimiento (firmicutes) a temperatura ambiente, en agitacion constante (130

rpm), para lograr una concentracion cercana a 1+108 und. de crecimiento « mL* [52].

2.4.5 Esquema de separacion para la seleccién bioguiada de

fracciones activas
Para evaluar la posibilidad de que la actividad biolégica de un aislamiento sea

consecuencia de la liberacion al medio de los metabolitos que produce, se retir6 la
biomasa por centrifugacion del cultivo bacteriano en medio liquido a 5000 r.p.m. durante
10 minutos, eliminando la biomasa por filtracion por gravedad o al vacio con membranas

estériles de nitrato de celulosa segun se requirio.
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Como parte del esquema de separacibn que se presenta en la Figura 2-8 de
componentes exudados al medio, disefiado para la identificaciébn bioguiada del tipo de
compuestos capaces de producir actividad frente a C. scenica, se realiz6 la separacion a
partir del medio liquido en el que se cultivaron las bacterias libre de biomasa adicionando
un volumen de acetato de etilo (AcOEt) y permitiendo la formacién de dos fases en
embudo de separacion, el procedimiento de separacion se realizd tres veces para
asegurar una buena extraccion. El extracto organico (FO), que corresponde a la fraccién
de AcOEt, se llevd a sequedad en vacio a 40 °C. La fase acuosa (FA) se llevé a
rotavapor durante el tiempo necesario para retirar cualquier remanente de AcOEt. la fase
acuosa (FA) fue extraida con butanol para obtener la fase butandlica (FB) y la fase
acuosa remanente (FWW). Todas estas fracciones fueron posteriormente secadas a
presion reducida. Una vez obtenidos los extractos de la FO, FB, FA y FWW secos, se
almacenaron a -20 °C hasta su utilizacién para los ensayos de inhibicion del desarrollo de

C. scenica.

Figura 2-8: Esquema de separacién y evaluacién de actividad biolégica para la
identificacion del tipo de metabolito activos, segin tamafio y polaridad.

Cepas gwm)

Bioensayo
——

Centrifugar 5000 rpmy filtrar 0,45 pm

S (sobrenadante) |

I ]
300 mL 150 mL
Fraccionamiento }_ _{ Filtrar 12 mLen Amicon® Ulfra- >®

(300 mL)AcOet x 3 153K (40 min, 5000 rpm; 4 °C)
FO FA |_
Bioensayo Bioensayo SP < 3kDa FP > 3kDa

(Sobrenadante, ajustar (Filtrado, ajustar
Fraccionamiento }_ volumen con PES) volumen con PBS)

{200 mL) BuOH x 3 —
l__| @ Bioensayo
) FWW FB .
Bioensayo Bioensayo




Desarrollo de un bioensayo y evaluacion del potencial de bacterias marinas 31
para el control de Collaria scenica

Para la filtracion por membranas de tamafio molecular 3KDa, se colocaron 12 mL del
medio de cultivo en filtros de separacion Amicon® Ultra-15 3K y se centrifugd durante 40
minutos a 5000 x g a una temperatura de 4 °C, segun se puede apreciar en la Figura
2-8. Los remanentes, sobrenadante (SP), equivalentes a moléculas de tamafio molecular
inferior a 3 kDa, y filtrado (FP), equivalentes a moléculas de tamafio molecular superior a
3 kDa, se llevaron a un volumen final de 12 mL para ser usados en los ensayos contra el

insecto directamente y sin almacenar.

2.4.6 Ensayo contra Collaria scenica
Los ensayos de actividad contra C. scenica se desarrollaron en etapas sucesivas y

complementarias que tuvieron como objetivo hacer un tamizaje de todas las muestras
para concentrarse solamente en aquellas que son promisorias segun se describio
anteriormente. De este modo se inici6 ensayando, a modo de screening, el medio liquido
en el que se cultivaron las bacterias (53 cepas bacterianas distintas entre Actinobacterias
y Firmicutes). Luego de encontrar las bacterias con actividad se procedié a evaluar el
mismo medio de cultivo cuando se retiré la biomasa y, en una tercera etapa, se
evaluaron por separado metabolitos polares, apolares y volatiles y por separado
moléculas filtradas con membranas de 3 kDa para obtener moléculas pequefias y

macromoléculas.

Apoyados en la experiencia del grupo de la Dra. Nancy Barreto de Corpoica, inicialmente,
se construy6 una casa de malla con esqueleto en madera y recubierto con muselina de
ojo de malla inferior a 1 mm y con una dimensién de 2 m® que permitié ubicar en su
interior tanto unidades de mantenimiento de insectos aisladas (en total tres, también
construidas con muselina de las mismas caracteristicas pero con un esqueleto de tubos
de PVC y de aproximadamente 0.8 m3. Ver Figura 2-9) como semilleros para el
crecimiento de plantas de avena, que se emplearon como alimento de los insectos, en
recipientes con =40 plantas cada uno (Caro, 2010), también se empled pasto kikuyo

cultivado en el exterior del insectario bajo el cuidado del investigador.

Figura 2-9: Casa de malla para el mantenimiento de Collaria scenica.
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Los individuos necesarios para los bioensayos se capturaron en zonas con conocida
influencia del hemiptero, como la Sabana de Bogota o el valle de Ubaté y Chiquinquira,
haciendo un barrido completo del terreno elegido con los pases dobles de jama
necesarios para capturar los insectos suficientes. Los individuos capturados tuvieron un
periodo de aclimatacion de 24 h en unidades con alimento y humedad ad libitum.

La evaluacion de la actividad se realizé en cajas de plastico (capacidad de 0.5 L)
cerradas con muselina para permitir la entrada de aire y humedad a las que se denomina
“Unidad experimental”’. En las unidades experimentales se colocaron 5 individuos en
contacto con el alimento (hojas de avena o kykuyo de =5 cm), previamente sumergido en
el tratamiento (medio de cultivo de la bacteria, sobrenadante, fraccion orgénica FO,
butandlica FB, acuosa FWW, asi como en las fracciones y compuestos aislados (vide
infra). Se realizaron tres repeticiones por cada tratamiento, incluidos controles negativos
(solventes y medios de crecimiento empleados en la preparacion) y blancos (hojas sin
ningun tratamiento) y como controles positivos Lorsvan® 4EC, Engeo® y Casta® a la
concentracion de uso en campo (2.5 mLeL?, 1 mLeL?, 2 mL-L?, respectivamente). Como
control biol6gico positivo se emple6 extracto de Neem (Extracto alcoholico. Agrocampo,
Colombia) aplicado a una concentraciéon de 5 mL+L?, segln las recomendaciones de uso
en campo. El experimento se desarrollé por 76 horas con recambios de dieta cada 12

horas, a una temperatura de 19 °C + 3 en el dia y de 8-12 °C + 3 en la noche, humedad
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relativa de 70+10% y fotoperiodo 12:12 horas luz/oscuridad. Cada doce horas y durante
la duracién del ensayo se cont6 la cantidad de individuos muertos en cada unidad
experimental. Los datos se registraron y se invalidaran cuando se presentd una
mortalidad mayor del 10% en el control experimental, descartando y repitiendo

nuevamente la prueba.

La cuantificacion del porcentaje de mortalidad se report6 como su valor absoluto o se
determin6 mediante la férmula de mortalidad corregida de Abbott cuando se quiso

visualizar la influencia del tratamiento en la respuesta del insecto mediante la formula:

% M= [(% Mm-% Mc)/ (100-% Mc)] * 100

Donde, Mc: Mortalidad del control con mayor mortalidad; Mm: Mortalidad en la muestra

tratada; M: mortalidad corregida [53].

Los datos se analizaron y se consideraron validos solo los resultados con un coeficiente
de variaciéon entre réplicas maximo del 30% [54]. Se consideraron activas las muestras
con valores de mortalidad iguales o superiores al doble de la mortalidad mostrada por el

control negativo en el ensayo.






3.Estudio biodirigido del extracto de
Paenibacillus sp. PNM-201

3.1 Introduccién
Los microorganismos estdn ampliamente distribuidos en el globo terrdqueo, de hecho

han sido aislados de suelos, raices de plantas, de regiones polares, de ambientes
marinos, e incluso de desiertos. Dentro de estos, las bacterias aisladas de ambientes
marinos son ampliamente reconocidas como una de las fuentes mas prolificas de
metabolitos secundarios bioactivos y estructuralmente Unicos. Esta diversidad quimica es

producto de la competencia por recursos, nutrientes y espacio en su entorno ecoldgico.

El género Paenibacillus particularmente comprende distintas especies bacterianas que
han sido recuperadas de diferentes ambientes terrestres y marinos, e incluso han sido
comunmente encontradas como simbiontes de gramineas como el maiz y el arroz,
reportando cepas que son capaces de promover el crecimiento de su hospedero [55],
[56].

En este género de bacterias se ha estudiado la produccién de enzimas amilasas,
celulasas, lipasas, pectinasas, oxigenasas, deshidrogenasas, enzimas modificadoras de
lignina y mutanasas, con usos muy diversos en distintos campos de la industri,
especialmente por sus aplicaciones agroindustriales [56]. Por ejemplo, la cepa
Paenibacillus polymyxa (SCHC33) se usa actualmente como controladora de hongos en

formulaciones comerciales de alta estabilidad [56].

El estudio de la produccion metabdlica de las especies del género Paenibacillus ha

permitido el aislamiento de las polimixinas, una familia de péptidos con actividad
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antibiotica, compuesta por diez residuos de aminoacidos de los cuales siete se
encuentran haciendo parte de un ciclo y que ademas presenta un cadena lateral de acido
graso en el extremo N-terminal del péptido. Estos compuestos presentan actividad contra
patégenos clinicos resistentes y han sido usados contra fitopatdbgenos como

Colletotrichum gloesporoides y Fusarium oxysporum [56], [57].

De otra parte, de la cepa Paenibacillus polymyxa OSY-DF se aisl6 la paenibacillina, un
antibidtico peptidico de treinta residuos de la familia de los lantibioticos caracterizados
por presentar lantioninas (Lan) con anillos tioeter intramoleculares, asi como a,B-
didehidroalanina (Dha) y &cido a,B-didehidrobutirico y que ha mostrado actividad contra
cepas de Listeria monocytogenes y de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(MRSA) [58], [59]. Estos reportes muestran el valor que tienen las bacterias del género
Paenibacillus en diversos campos como productores de metabolitos con mudltiples

aplicaciones entre los que se cuenta la agroindustria.

El andlisis de la secuencia del gen 16S rRNA que esta realizando en su trabajo de
doctorado Diana Vinchira, mostré que la cepa Paenibacillus sp. PNM-201 tiene como
vecino mas préximo aislamientos identificados como P. elgii y P. ehimensis. Estas cepas
estan siendo ampliamente estudiadas en la actualidad por su potencial aplicacion en la
agricultura como biocontroladores y como promotores del crecimiento vegetal. Dichas
especies de Paenibacillus son bacterias facultativas anaerobias que han sido aisladas

principalmente de suelos rizosféricos [60], [61].

Sobre P. elgii se ha estudiado su actividad como promotoras del crecimiento de plantas
logrando el control efectivo del hongo Rhizoctonia solani patégeno de la poacea Agrostis
palustris (una especie de pasto) [62], [63]. También se ha evaluado su actividad
antibidtica contra bacterias y hongos patégenos de humanos y plantas [64]-[66]. Dentro
de estos estudios se logré la caracterizacion por CID MS/MS de dos péptidos
constituidos por nueve residuos denominados pelgipeptinas A y B [66]. Otros compuestos
aislados de cepas de P. elgii son el butil 2,3-dihidroxibenzoato y el metil 2,3-
dihidroxibenzoato que presentaron actividad contra hongos fitopatégenos [64], [67].
Ademas, se encontraron algunos estudios sobre la produccion de enzimas quitinasas por

parte de las dos especies arriba mencionadas [68], [69]. Esta breve revision muestra el
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gran potencial que las cepas de P. elgii presentan como biocontroladores con miras a la
produccién de bioinsumos. Hasta lo mejor de nuestro conocimiento no se han encontrado

estudios que caractericen la produccion metabdlica de cepas de P. ehimensis.

En este capitulo se busco explorar la produccion de compuestos con actividad
insecticida, partiendo del extracto obtenido del aislamiento Paenibacillus sp. PNM-201
gue presentd actividad contra Collaria scenica, segun los datos presentados en el

capitulo anterior.

3.2 Resultados y discusion
El aislamiento Paenibacillus sp. PNM-201 (30 L) se cultivd en medio LB liquido. Este fue

centrifugado vy filtrado segun las condiciones descritas en la metodologia para lograr la
remocién de la biomasa. El sobrenadante fue luego extraido por particion liquido - liquido
con AcOEt y posteriormente con BUOH para obtener 28 g de FB. De esta fraccion, 13.5 g
fueron separados los compuestos 1 — 4 empleando cartuchos de extraccién en fase
soélida en fase reversa (SPE C-18), cromatografia de exclusién por tamafio (Sepadex LH-
20) y HPLC preparativa. La elucidacion estructural de los compuestos se presenta a

continuacion.

3.2.1 Compuesto 1

El compuesto 1 (C1), (21 mg), fue aislado como un sélido amorfo amarillo, con una
rotacién optica de [0]*p - 5.1 (c = 0.1, MeOH). En el espectro de masas (HR-ESI-MS) se
observé la presencia de un i6n molecular [M]* en m/z 1115.6514, consistente con la

formula molecular Cs6Ho7N11012 (calculada para Cs6Ho7N11012 m/z = 1115.7318, A 83
ppm).

En el espectro de RMN-'H para el C1 (400 MHz, CDs;OD, Tabla 3-1, Anexo 1) se
observaron sefales para un anillo aromatico monosustituido entre &4 7.35 - 7.26 (m, 5H),
para once protones sobre carbonos unidos a heterodtomos en &4 5.08, (1H, d, J = 5.0
Hz), &4 4.76 (1H, m), &4 4.69 (1H, m), &4 4.68 (1H, m), &4 4.52 (1H, d, J = 2.5 Hz), &4 4.46
(1H, dd, J=6.2, 2.4 Hz), 4 4.41 (1H, m), dx 4.36 (1H, m), o4 4.26 (1H, d, J = 8.6 Hz), du
4.20 (1H, d, J = 7.8 Hz), o4 4.03 (1H, dd, J = 10.8, 3.9 Hz). También se observan sefales
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para doce metilenos asignados segun correlaciones en HSQC en &4 3.14 -2,91 (9H,
sobrelapados); o 2,88 (1H, m); &x 2.69 (1H, dd, J = 14.4, 4.0 Hz) - &4 2.54 (1H, dd, J =
14.4, 55 Hz); ds 2.20 (5H, sobrelapados) - 2.06 (1H, m); o4 1.74 — 1,58 (4H,
sobrelapados); 64 1.50 (1H, m) - 1.46 (1H, m). En adicion, se detectaron sefiales para
cinco metinos alifaticos con sefales en &4 2.20 (1H, sobrelapados), &4 1.89 (1H, m), &u
1.74 — 1,58 (3H, sobrelapados) y doce grupos metilo con sefales en &u, 1.20 (3H, d, J =
6.2 Hz); &4 1.06 (3H, d, J = 6.8 Hz), & 1.01 - 0.96 (9H, sobrelapados), o4 0.94 — 0.86
(15H, sobrelapados), 6+ 0.77 (3H, d, J = 6.5 Hz), &4 0.69 (3H, d, J = 6.3 HZz).

El espectro de RMN-*C (100 MHz, CDsOD, Tabla 3-1, Anexo 2) present6 diez sefiales
de carbono carboxilico caracteristicas de amidas o ésteres en &c 175.7, 175.1, 174.6,
173.9, 173.7, 173.1, 172.9, 172.3, 172.0, 171.6. También se detectaron once metinos
unidos a heteroatomo dos de ellos a oxigeno en &¢ 77.0, 69.1, y nueve de ellos a
nitrégeno 60.8, 60.1, 59.2, 58.1, 53.6, 53.1, 52.6, y 51.1 (X 2), lo cual, junto con los
carboxilos sugieren que el compuesto 1 es un péptido con la presencia de carbonos
carbindlicos en su secuencia. En adicion, se observaron sefales para los carbonos de un
anillo aromatico monosustituido en 6c137.5, 130.5 (X2), 129.8 (X2), 128.0, doce
metilenos en &¢ 42.5, 40.7, 39.2, 38.4, 38.2, 37.7(X2), 37.2, 32.0, 30.4, 30.0 y 27.1, cinco
metinos alifaticos en &c, 37.2, 32.0, 26.1, 25.9, y 25.1, junto con doce sefiales para
metilos en &¢ 23.6, 23.3 (X2), 23.2, 21.4, 20.7, 20.0, 19.2,16.0, 15.5, 11.6, 11.2.

A partir del uso de las correlaciones en los espectros COSY, HSQC, HSQC-TOCSY, y
HMBC (J = 3,J =5, J =7), tomados en equipos de 400 y HMBC (J = 7), tomados en
equipos de 600 MHz en CDsOD (Anexos 3-8), se identificaron: un residuo de pB-
hidroxivaleramida (BHVA), una treonina (Thr), una isoleucina (lle), una valina (Val), una
homoleucina (hLeu), una fenilalanina (Phe), dos leucinas (Leu) y un residuo identificado
como la 2,7-diaminosubaradiamida (2,7-DASDA), los cuales se presentan en la Figura
3.1
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Tabla 3-1: Datos de RMN de C1 en CDsOD (RMN-'H a 400 MHz; RMN-3C a 100 MHz)

Residuo Posicién & H, integr, mult, (J en Hz) & 13C mult.
BHVA o 2.64, 1H, dd (14.4, 4.0) 39.2 CH>
o 2.58, 1H, dd (14.4, 5.5)

B 5.08, 1H, m 77.0 CH

Y 3.14-2.91, 9H, o* 38.4, CH>

0 0,94-0.86, 15H, 0 11.2, CH3

CONH: 172.3,C

Thr a 452,1H,d (2.5) 59.2 CH
B(CHO) 4.46, 1H, dd, (2.4, 6.2) 69.1, CH

v (CHs) 1.20, 3H, d (6.2) 20.7, CHs

CONH 171.6,C

Leu-1 o 4.76, 1H, m 52.6, CH
B 1.74-1.58, 7H, o3 42.5 CH>

Y 1.74-1.58, 7H, o® 259 CH

o 0,94-0.86, 15H, 0 23,3, CHs

v (CHs) 0,94-0.86, 15H, 02 23,3, CH3

CONH 174.6,C

lle o 4.26, 1H, d (8.6) 60.8 CH
B 1.89, 1H, m 37.2,CH

Y 1.74-1.58, 7H, o® 27.1, CH;

) 1.01-0.96, 9H, o* 11.6, CH3

B (CHa) 1.06, 3H, d, (6.8) 16.0, CH3

CONH 175.1,C

val o 4.20, 1H, d (7.8) 60.1 CH
B 2.20, 6H, 0° 32.0, CH
v 1.01-0.96, 9H, o* 20.0, CH3
Y 1.01-0.96, 9H, o* 19.2, CH3

CONH 173.1,C

hLeu a 4.36, 1H, m 53.1, CH
B 2.20,6H, o® 30.0, CH>
Y 3.14-2.91, 9H, o* 38.2, CH>

o 1.74-1.58, 7H, o® 26.1 CH
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CONH
Leu-2

o R ® ™ Q

CONH
Phe o

2,6
3,5

CONH
2,7-DASDA

a
p
5
Y
Y

8

€

g
CONH (C-1)
CONH_ (C-8)

0,94-0.86, 15H, o?
0,94-0.86, 15H, 02

4.03, 1H, dd, (10.8, 3.9)
1.46, 1H, m
1.50, 1H, m
1.74-1.58, 7H, 03
0.77, 3H, d (6.5)
0.69, 3H, d (6.3)

441, 1H, m
3.14-2.91, 9H, ot

7.35,5H, m
7.27,5H, m
7.26, 1H, dd, (7.3, 1.7)

4.68,

2.06, 1H,
2.20, 6H, 0°
2.88,1H,m

3.14-2.91, 9H, ot
3.14-2.91, 9H, o
2.20, 6H, 0°
4.69, 1H,

23.2, CHs
15.5, CHs
172.9
53.6, CH
40.7 CH2

25.1CH
23.6, CHs
21,4, CHs
175.7,C
58.1, CH
37.7 CH:
137.4,C
129.8, CH
130.4, CH
128.1, CH
173.7,C
51.1, CH
32.0 CH:

37.2, CH2

37.7,CH>
30.4, CH>
51.1,CH
1739C
1720C

o', overlaped (sefiales sobrelapadas)
0?, overlaped (sefiales sobrelapadas)
0°, overlaped (sefiales sobrelapadas)
o*, overlaped (sefiales sobrelapadas)

0%, overlaped (sefiales sobrelapadas)



Estudio biodirigido del extracto de Paenibacillus sp. PNM-201 41

Este residuo se confirmé por la correlacién observada en el experimento HSQC-TOCSY
(Anexo 4) entre el proton B (6w 2.06) y el carbono & (3¢ 37.7). El espectro de masas
mostré la sefial para un i6n en m/z 158.1280 que corresponde a una formula molecular
calculada para C7H17N3O m/z = 158.1298 A 8.2 ppm correspondiente a la fragmentacion
en el carbono alfa de la 2,7-DASDA, lo cual da soporte a la propuesta de este residuo en
la estructura en el compuesto 1 (Figura 3-2). Luego de revisar en la base de datos
SciFinder, encontramos que esta es la primera vez que se propone este residuo como
parte de un compuesto de origen natural. Residuos similares se han reportado como
parte de distintos péptidos, como las pelgipeptinas, nonapeptidos que entre sus residuos
constituyentes cuenta con el &cido 2,4-diaminobutirico, este péptido fue aislado de una
cepa identificada como Paenibacillus elgii B69 recuperada de una muestra de suelo. .
Las pelgipeptinas presentaron actividad antibacterial y antifingica frente a un amplio set
de microorganismos patégenos de plantas como Fusarium graminearum, F. oxysporum y
de humanos como Staphylococcus aureus y Escherichia coli [66]. Por otra parte, se han
encontrado péptidos las muraceinas, péptidos producidos por la actinobacteria Nocardia
orientalis recuperada de una muestra de suelo, las cuales cuentan entre sus residuos con

el &cido 2,6-diaminopimélico [70].

La secuencia 2,7-DASDA - Phe — Leu2 — hLeu — Val — lle — Leul — Thr — BHVA, se
propone a partir de las correlaciones en HMBC entre el porton 3 del BHVA (84 5.08) y el
carboxilo de la Thr (6¢c 171.6); entre el portén o de la Thr (6 4.46) y el carboxilo de la
Leu-1 (6c 174.6); entre el porton o de la Leu-1 (64 4.76) y el carboxilo de la lle (3¢ 175.1);
entre el porton o de la lle (84 4.26) y el carboxilo de la Val (6¢c 173.1); entre el porton o de
la Val (61 4.20) y el carboxilo de la hLeu (8¢ 172.9); entre el portdn o de la hLeu (8 4.36)
y el carboxilo de la Leu-2 (6c 175.7); entre el porton o de la Leu-2 (64 4.03) y el carboxilo
de la Phe (8¢ 173.7); entre el porton o de la Phe (dn 4.41) y el carboxilo 1 de la 2,7-
DASDA (8¢ 173.9) (Figura 3-2, Anexos 6 - 8).
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Figura 3-1: Correlaciones que permiten proponer la presencia de distintos residuos en
COSY (linea negra gruesa), HMBC (flecha azul) y HSQC-TOCSY (flecha roja) para el
compuesto 1
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Figura 3-2: A) Correlaciones clave en HMBC para la unidn de los residuos constituyentes del compuesto 1; B) ampliacion del
espectro HR-ESI-MS del compuesto 1, La flecha roja indica la sefial para un i6bn que corresponde con el 2,7-DASDA
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De esta manera, se denominé al compuesto 1 como paenibacillamida, un péptido de
nueve residuos con secuencia 2,7-DASDA — Phe — Leu — hLeu — Val — lle — Leu — Thr —
BHVA, el cual no presento coincidencias con otras estructuras reportadas en literatura al

ser revisado en bases de datos especializadas como Scifinder, Marinlit y Antibase.

3.2.2 Compuesto 2

El compuesto 2 (C2) (44 mg) es un solido blanco amorfo que se recuper6 como un
precipitado de la fraccién F2.2 solubilizada en MeOH. El espectro de RMN-H (DMSO-ds,
400 MHz, Anexo 9) muestra sefiales claras para protones de 4cido en oy 10.99 (1H, s),
protones en la region aromatica del espectro con &4 7.58 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.34 (1H, d,
J=8.0Hz), 7.20 (1H, s), 7.06 (1H,t, J=7.5Hz) y 6.97 (1H, t, J = 7.0 H), protones sobre
carbonos enlazados a heteroatomos en 6y 5.75 (1H, s), un metileno en &4 2.97 (2H, dd, J
= 15.1, 9.2 Hz). Estos desplazamientos fueron idénticos a los reportados para el
triptéfano (Figura 3-3) en la base de datos HMDB (Human Metabolome Data Base).

Figura 3-3: Estructura plana para el compuesto 2
0

OH
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3.2.3 Compuestos 3y 4

El compuesto 3 (C3) (28.6 mg), un sdélido amorfo blanco, mostré un ion molecular
desprotonado [M-H], en m/z 134.0470 consistente con la férmula molecular CsHaNs
(calculada para CsHsNs m/z = 134.0467, A 2.2 ppm). Presentd sefiales en el espectro
RMN-'H (DMSO-ds, 400MHz, Anexo 10) en 81 8.1 (1H, s),8.09 (1H, s) y en 8x 7.9 (1H, s).
El espectro de RMN-3C (DMSO-ds, 100 MHz, Anexos 11 y 12) mostré sefiales para tres
carbonos cuaternarios en &c 153.9, 120.5, 156.1 y sefales para dos carbonos

aromaticos protonados en 152.4 y 144.7. Los datos espectroscopicos del C3 fueron
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idénticos a los reportados para la adenina (7H-purin-6-amina) [71] cuya estructura se

presenta en la Figura 3-4.

Figura 3-4: Estructura plana de los compuestos 3y 4
NH-

7z N
P

6
\N H

c3

El compuesto 4 (C4) se aislé como un so6lido blanco amorfo. En el espectro de masas se
observo la sefial para un ion molecular desprotonado [M-H], en m/z 111.0203
consistente con la férmula molecular CsHsN»O. (calculada para CsHsN.O, m/z =
111.0195, A 7.2 ppm). Present6 sefiales en el espectro RMN-'H (DMSO-ds, 400MHz,
Anexo 13) para protones en 645.39 (d, J=7.6 Hz, 1H) y en 84 7.33 (d, J = 7.6 Hz, 1H). El
espectro de  RMN-*C (DMSO-ds, 100 MHz, Anexo 14 y 15) mostrd sefiales para dos
carbonos cuaternarios en 6¢c 163.3, 151.5 y sefales para dos metinos en 142.2, y 100.2.
Los datos espectroscopicos de C4 fueron idénticos a los reportados para el Uracilo

(1,2,3,4-tetrahidropirimidin-2,4-diona) [72], cuya estructura se presenta en la Figura 3-4.

Respecto de las bases nitrogenadas aisladas, llama la atencion su produccién por ,
cantidades relativamente altas que se lograron aislar teniendo en cuenta que no se hizo
disrupcién de la célula; dos que sean metabolitos liberados al medio. Sobre este tipo de
compuestos se han encontrado reportes en los que estas bases nitrogenadas hacen
parte de compuestos glicosidados denominados nucleosidos (spongonucleosides en
inglés), aislados de esponjas y bacterias de origen marino [73], [74], con actividades
biol6gicas muy importantes como anticancerigena, antiviral y antiinflamatoria, llegando

incluso a ser comercializados en la actualidad [75].
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Durante el proceso de revisién de las subfracciones obtenidas a partir de la fraccién F1
(vide infra) se intentd encontrar las sefiales caracteristicas de este tipo de compuestos
(protones anomericos de sistemas glicosidicos); sin embargo, estos no se detectaron,

posiblemente a consecuencia de un proceso de degradacion durante el fraccionamiento.

3.2.4 Fraccion F1.4

Esta fraccion, que mostré actividad, fue obtenida mediante el fraccionamiento en
cromatografia por exclusion de tamafio de la F1 (vide infra). El andlisis de los datos de
RMN 1D y 2D para la subfraccion F1.4 mostr6 sefiales para los aminoacidos fenilalanina
(Phe), treonina (Thr), leucina (Leu), isoleucina (lle), valina (Val) y alanina (Ala) como se
muestra en la figura Figura 3-5. Sin embargo, este mismo analisis por RMN mostré que
la fraccién correspondia a una mezcla compleja de péptidos y posiblemente aminoacidos
libres, y debido al bajo rendimiento de esta fraccién, no se pudo establecer la estructura

de ninguno de los componentes de la mezcla.

Figura 3-5: Residuos identificados mediante COSY (linea negra gruesa), HMBC (flecha
azul) enla Fl1.4
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3.2.5 Actividad biol6égica de compuestos y fracciones
La evaluacion de actividad biologica contra C. scenica realizada a los compuestos, bajo

los mismos parametros del bioensayo realizado a todas las muestras, permitié identificar
a los compuestos 1y la Fraccion F1.4 como activos con un porcentaje de mortalidad de
27y 23 % respectivamente.

Figura 3-6: Actividad biol6gica de compuestos y fracciones
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Los datos que se reportan dan cuenta de una perdida de la actividad biol6gica en el
proceso de fraccionamiento ya que en el medio de cultivo libre de biomasa se llegaron a
reportar mortalidades hasta del 53%. Esta disminucién en la mortalidad alcanzada por los
compuestos ensayados puede deberse, entre otras causas, a la degradacién de los

mismos como consecuencia del proceso de fraccionamiento.

3.3 Conclusiones
A partir del extracto butandlico del aislamiento Paenibacillus sp. PNM-201 cultivado en

30L de medio liquido LB se logré el aislamiento y la identificacion de cuatro compuestos.
El compuesto 1, denominado paenibacillamida, mostr6é ser un péptido con la secuencia
[2,7-DASDA - Phe - Leu - hLeu - Val - lle - Leu - Thr - BHVA], el C2 se determiné como
triptofano, las bases nitrogenadas identificadas como adenina C3 y uracilo C4. La
estructura de los compuestos 1 a 4 se propuso mediante RMN mono y bidimensional,

MS, La estructura de los compuestos 2-4 se confirmd por comparacién con los datos
reportados en literatura.



Estudio biodirigido del extracto de Paenibacillus sp. PNM-201 49

Adicionalmente, se identific6 una fraccién activa con moléculas de tipo péptidico, en la
cual se identificaron los aminoacidos Phe, Thr, Leu, lle, Val y Ala y cuya estructura no se

pudo determinar.

El ensayo de mortalidad contra Collaria scenica mostré que el compuesto 1y la fraccion

F1.4 son activos, presentando valores de mortalidad del 27 y 23 % respectivamente.

3.4 Materiales y métodos

3.4.1 General

La extraccion de los cultivos se llevé a cabo empleando solventes de grado analitico
(Panreac y Merck). Para el fraccionamiento, fueron empleados cartuchos de extraccion
en fase solida Hypersep RP-18 marca Thermo con una relacién 1:10 de muestra —

soporte.

Se realizaron analisis por cromatografia liquida de ultra alto rendimiento en un equipo
UHPLC Termo Dionex Ultimate 3000 acoplado a DAD (Diode-Array Detection) y LT-
ELSD (Low-Temperature Evaporative Light-Scattering Detector) marca Sedex 85
(Sedere, France) con una ganancia de 10 y una temperatura de 80°C. Se empled una
columna AckzoNovel - Kromasil - C18 (250 x 10 mm; 5 pm).

La rotacion optica fue registrada en un polarimetro Polartronic E, Schmidt + Haensch
equipado con una celda de 1 mL y 5 cm de longitud. Los espectros de masas de alta
resolucién fueron adquiridos en un espectrometro de masas Accurate-Mass quadrupolo
tiempo de vuelo (g-TOF) (Agilent Technologies) ESI, Nebulizador 50 (psi); flujo de gas
10 L/min; temperatura de gas 350°C; fragmentador 175 V; skimmer 75 V; Vpp 750 V.

La espectroscopia de resonancia magnética (RMN) de *H y *C mono y bidimensional se
registré en un espectrometro Bruker Avance 400 (400 MHz para *H y 100 MHz para *3C),
empleando, MeOD-ds y DMSO-ds de marca Merck como solventes y las sefales

residuales de solventes fueron usadas como estandar interno.
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3.4.2 Cultivo y obtencion del extracto del aislamiento
Paenibacillus sp. PNM-201

Este aislamiento se cultivd en frascos estériles de 5 litros con 1.5 L de medio LB hasta
completar un volumen de 30 L, el cual se centrifugéd a 5000 rpm / 10 minutos. El
sobrenadante se filtr6 para retirar la biomasa y fue fraccionado sucesivamente por
particion liquido - liquido para obtener la FA, FO (1.5 g), FB (28 g), FWW, segun las
condiciones descritas en el esquema de fraccionamiento presentado en el capitulo 2. Las
fracciones asi obtenidas fueron sometidas a ensayos de actividad contra C. scenica

encontrando que la actividad insecticida se concentré en la fraccion soluble en Butanol.

El fraccionamiento de FB se realiz6 en cartuchos de extraccion en fase sélida (SPE) de
5g (1g / cartucho, fraccionado 14 g de FB), eluyendo con volimenes de 60 mL de un
gradiente discontinuo de polaridad decreciente de agua / metanol (95:5, 90:10, 70:30,
50:50, 30:70 y 0:100), para obtener seis fracciones (F1 a F6). En el proceso de secado
de las muestras se pudo notar que al adicionar metanol a la F2 se produce una
precipitacién, lo cual permitié recuperar las fracciones F2.1 a F2.3 ya que el precipitado

se volvi6 a detectar al secar el sobrenadante de la primera adicion de metanol

Figura 3-7). La actividad biol6gica de estas tres fracciones se concentrd en la fraccion
F2.2 (589 mg) ésta se fraccion6 por HPLC preparativo empleando como detectores DAD
y ELSD, usando una columna Kromasil - C18 (250 x 10 mm; 5 um) y eluyendo con un
gradiente de MeOH/H,O desde (10:90 %) hasta (80:20 %) en cinco minutos,
manteniendo en este Ultimo por tres minutos y haciendo un segundo incremento entre
ocho y once minutos hasta 100 % MeOH, el cual se mantuvo durante cuatro minutos, a
un flujo de 2 mLemin?. De esta manera se obtuvieron 15 fracciones (F2.2.1-F2.2.15),
detectando actividad en las fracciones F2.2.7 a F2.2.13. De estas se lograron identificar
el compuestos compuesto 1 (21.1 mg) y el compuesto 2 (44.3 mg) de las fracciones

F2.2.12 y F2.2.15, respectivamente.
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Figura 3-7: Esquema de separacién para la obtencion de los compuestos estudiados. En

rojo las fracciones activas.
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Por otra parte, 1.0 gramo de F1, la cual mostré actividad contra C. scenica (

Figura 3-7), se trataron en cromatografia de exclusion por tamafio en una columna de
Sephadex® LH-20 (3.5 cm d.i. x 50 cm) eluyendo con MeOH/H,O (9:1) a un flujo de 0,5
mLemin-1 y se colectaron 120 fracciones de 5 mL las cuales fueron reagrupadas en 12
fracciones (F1.1 a F1.12) de acuerdo a su perfil por CCD empleando como revelador
TDM (Jork et al., 1990). De estas fracciones, la fraccion F1.4 (26.3 mg) corresponde a
una mezcla de aminodcidos y péptidos a partir de la cual se intentd identificar su

composicion ya que es la fraccion que concetra la actividad biologica. La fraccion F1.7
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(28.6 mg) correspondio al compuesto 3y la fraccion F1.11 (2.2 mg) al compuesto 4. La
elucidacion de las estructuras de los compuestos 1 - 4 se realizé a partir de los espectros

de RMN mono y bidimensional y por comparacién con datos de literatura.



4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones
Se logré la implementacién de un bioensayo para la evaluacién de la actividad insecticida

contra el hemiptero C. scenica, que permite la evaluacién de los medios de cultivo,
extractos, fracciones y compuestos, para la seleccibn de aislamientos de
microorganismos para su posterior estudio quimico basados en el criterio de actividad
biologica. Se evaluaron y ajustaron parametros para el desarrollo del bioensayo tales
como el tipo de dieta, la humedad, el estadio de desarrollo del insecto, el tamafio de la
unidad experimental. Se logro establecer la mortalidad de los controles negativos como
menor al 10%, mientras que con los controles positivos se logré una mortalidad del
100%.

La evaluacion de 53 cepas de bacterias aisladas de ambientes marinos de los Phylum
Firmicutes y Actinobacteria, permitio seleccionar a los aislamientos Paenibacillus sp.
PNM-201 (40%), Paenibacillus sp. PNM-210 (37%) y Streptomyces sp. PNM-208 (23%),

para su estudio como posible fuente de compuestos para el control de C. scenica.

Se determiné que para el caso de los aislamientos Paenibacillus sp. PNM-201,
Paenibacillus sp. PNM-210, la actividad insecticida se dio en las fracciones con
metabolitos polares no i6nicos y con tamafio molecular menor a 3 kDa. Entre tanto, el
aislamiento Streptomyces sp. PNM-208, present6 actividad en la fraccion organica, esta
fraccion contiene compuestos de tipo antimicina, descritos en otros trabajos del grupo de

investigacion.

A partir del extracto de Paenibacillus sp. PNM-201, seleccionado por la alta mortalidad y
reproducibilidad mostrada en el ensayo biologico, se aislaron cuatro compuestos: el

compuesto 1, denominado paenibacillamida, mostré ser un péptido con la secuencia -
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[2,7-DASDA - Phe - Leu - hLeu - Val - lle - Leu - Thr - BHVA], el cual no tiene reportes en
la literatura especializada. Este compuesto presenta actividad contra C. scenica con
valores de mortalidad del 27%. En adicidn, se identificaron el triptéfano (C2), la adenina
(C3) y el uracilo (C4) que no presentaron actividad en el ensayo contra la chinche de los

pastos.

4.2 Recomendaciones
Se recomienda continuar con el estudio quimico del aislamiento Paenibacillus sp. PNM-

201, especialmente la subfraccién F1.4, que presenta actividad biologica, con el fin de
establecer la estructura de los compuestos que le constituyen y su actividad frente a C.

scenica.

Continuar con la caracterizacion estructural de la paenibacilamida, que permita

proponer la configuracién absoluta de todos los residuos de este compuesto.

Se recomienda realizar evaluaciones en campo del aislamiento Paenibacillus sp. PNM-

201, para determinar su eficacia en el control in situ del chinche de los pastos C. scenica.

Se recomienda aislar los compuestos producidos por el aislamiento Paenibacillus sp.

PNM-210 ya que presenta una buena actividad bioldgica.

Se recomienda realizar la blusqueda de compuestos de tipo esponjonucleosido en el
extracto del aislamiento Paenibacillus sp. PNM-201 a fin de confirmar su produccion.

Estos compuestos son de interés para la industria farmacoldgica.

Con el proposito de formular un producto biocontrolador, que pueda ser usado en el
control del chinche de los pastos, se recomienda realizar el estudio de escalamiento de

estas cepas.
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Anexo 1: RMN-'H del compuesto 1 (CDsOD, 400 MHz)
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Anexo 2: RMN-13C del compuesto 1 (CDs;OD, 100 MHZ2)
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Anexo 3: COSY del compuesto 1 en CD30OD
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Anexo 4: HSQC-TOCSY del compuesto 1 en CDs0OD
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Anexo 5: HSQC del compuesto 1 en CDs0OD
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Anexo 6: HMBC del compuesto 1 en CD30OD
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Anexo 7: HMBC del compuesto 1 en CD3OD (equipo de 600 Mz)
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Anexo 8. Ampliacion de HMBC del compuesto 1 en (Equipo de
600 Mz)
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Anexo 9: RMN-'H del compuesto 2 (DMSO-ds, 400 MHZ)
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Anexo 10: RMN-'H del compuesto 3 (DMSO-d4, 400 MHZ)
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Anexo 11: RMN-13C del compuesto 3 (DMSO-d4, 100 MHZz)
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Anexo 12: HMBC del compuesto 3 DMSO-d4
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Anexo 13: RMN-H del compuesto 4 (DMSO-d4, 400 MHZ2)
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Anexo 14: RMN-13C del compuesto 4 (DMSO-d4, 100 MHZz)
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Anexo 15: HMBC del compuesto 4 DMSO-d4
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Anexo 16: Formulaciones de medios y

reactivos

Medio solido LB

g/L
Triptosa 10g
NacCl 10g
Extracto de Levadura 59
Agar 149

Esta misma formulacion se usa en liquido sin adicionar Agar

Medio solido ISP2

o/L
Glucosa 49
Extracto de levadura 4¢
Extracto de malta 10g

Agar 18 g
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Reactivo TDM para revelado de compuestos nitrogenados en TLC

Solucién [:

Solucioén II;

Solucioén Il

Solucién 1V:

Solucién de
revelado:

Revelado:

Diluir 20 mL de solucién de hipoclorito de sodio (13 — 14%) en 100 mL de
agua.

Disolver 2.5 g de TDM (cloruro de 4,4 -tetrametildiamino-difeniimetano) en
10 mL de &cido acético glacial, llevar a 100 mL con 2- propanol al 80%.
Disolver 5 g de Yoduro de potasio en 100 mL de 2-propanol al 80%.
Disolver 300 mg de ninhidrina en 10 mL de acido acético glacial y llevar a
100 mL con 2-propanol al 80%.

Mezclar soluciones Il y Il y adicionar 1.5 mL de solucién IV.

Saturar la placa en una cdmara con Solucion | durante 10 — 15 minutos.
Asperjar la solucién de revelado. Observar la aparicion de manchas de

tonalidades amarillas — azules.
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