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Resumen y Abstract

Resumen

La Antracnosis es una de las enfermedades en poscosecha mas importante causada por
especies de Colletotrichum en cultivos de mango, las pérdidas se deben a dafos en la
superficie del fruto que deterioran la calidad, perjudicando su comercializacion. El actual
manejo de la enfermedad se fundamenta en la aplicacion frecuente de fungicidas de
origen quimico, cuyo uso extensivo e intensivo para el control de plagas y enfermedades
en campo, ha perturbado el balance ecoldgico de los microorganismos presentes en el
habitat, dando lugar al desarrollo de cepas patdgenas resistentes, ademas de contaminar
el medio ambiente y representar un riesgo para la salud humana debido a su toxicidad,
por lo que se ha hecho necesario desarrollar estrategias alternativas, como el control
bioldgico. Los microorganismos marinos representan una fuente de nuevas sustancias
antimicrobianas, debido a que su supervivencia en ambientes extremos ha conllevado a
desarrollar mecanismos para competir por el espacio y acceder a los nutrientes . En este
sentido, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de metabolitos producidos
por seis bacterias marinas contra cuatro cepas de Colletotrichum spp. Para ello, se realizd
un cribado inicial de la actividad antifungica (in vitro) exponiendo cada una de las bacterias
a la presencia de cuatro cepas de Collectotrichum spp., donde Bacillus velezensis INV FIR
31, Bacillus sp. INV FIR48 y Bacillus safensis INV FIR26, presentaron los mejores
porcentajes de inhibicion micelial con valores de 40, 34 y 21%, respectivamente.
Posteriormente, se obtuvo el extracto BS57 de la bacteria INV FIR31, y se evalu6 a una
concentracion de 400 ppm sobre frutos de mango var. Hilaza (in vivo), inoculados con las
cuatro cepas morfoespecies de Colletotrichum spp., obteniendo porcentajes de control de
la enfermedad de 42, 89, 91 y 92%; el extracto fue caracterizado quimicamente con
metodologias de FT-IR y CLAE-EM identificando la posible presencia del lipopéptido
Bacilomicina D de la familia iturinas, como responsable de la actividad antifungica.
Finalmente, se evalué la citotéxicidad y ecotoxicidad de dicho extracto a las
concentraciones evaluadas en las pruebas in vivo y los resultados sugieren que son un
recurso prometedor para el desarrollo de bioplaguicidas respetuosos con el medio
ambiente y seguros para el consumidor.

Palabras Claves: Biocontrol, Metabolitos secundarios, Lipopéptidos, Bacterias Marinas,

Antracnosis.



ABSTRACT

Anthracnose is one of the most important postharvest diseases caused by fungi of the
Colletotrichum spp. genus. In mango, large losses attributed to the symptoms on the
surface of the fruit that deteriorate the quality are estimated, interfering with its trade. The
current management of the disease consists of the frequent application of synthetic
chemical fungicides, but the intensive use of chemicals to control pests and diseases in the
field has disturbed the ecological balance of the microorganisms present in the habitat,
giving rise to the development of resistant pathogenic strains, environmental
contamination, and risks to human health associated with toxicity. According to the last, it
has become necessary to develop alternative strategies, such as biological control. Marine
microorganisms are currently considered a source of new antimicrobial substances
because they are forced to develop mechanisms to compete for space and access nutrients
in the extreme environments where they live. In this sense, the aim of this research was to
evaluate metabolites produced by six marine bacteria against four strains of Colletotrichum
spp. For this, an initial screening for the antifungal activity was made (in vitro) exposing
each one of the marine bacteria against the four Colletotrichum spp. It was obtained
mycelial inhibition percentages of 40, 24, and 21% in presence of the bacteria Bacillus
velezensis INV FIR 31, Bacillus sp. INV FIR48, and Bacillus safensis INV FIR26
respectively. Later, the extract BS57 from the Bacterium INV FIR 31 was produced and
exposed to mango fruits var Hilaza, which were previously inoculated with the four
Collectotrichum strains, obtaining percentages of control disease of 42, 89, 91, and 92%.
The extract was chemically characterized using FTIR and HPLC-MS techniques indicating
the possible presence of Bacillomycin D, a lipopeptide of the iturin family as the responsible
for the antifungal activity. Finally, was evaluated the cytotoxicity and the ecotoxicity of the
extract BS57 at the same concentration evaluated in vivo, the results suggest it is a
promising resource for the development of biopesticides effective, environmentally friendly
and safe for the consumer.

Keywords: Biocontrol, Secondary Metabolites, Lipopeptides, Marine Bacteria,

Anthracnose
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1 Introduccion

Introduccion

El cultivo de mango Mangifera indica L, originariamente de la India, es uno de los cultivos
tropicales mas importantes de las especies fruticolas en el mundo, esta presente en al
menos 90 paises, es apetecido por su contenido nutricional, sus caracteristicas
organolépticas y la variedad de subproductos que pueden obtenerse de él, como pulpas,
mermeladas, trozos deshidratados o como ingrediente principal de cdocteles de frutas,
yogurt y helados (Villanueva, 2016).

El Ministerio de Agricultura report6 un area 27.952 hectareas cultivadas en Colombia a lo
largo de 16 departamentos y una produccién estimada de 321.000 toneladas de mango
para el afio 2018, siendo Cundinamarca, Tolima y Magdalena los principales
departamentos productores(AGRONET, 2018). El comercio de mango colombiano tiene
tres nichos definidos: Primero la exportacion de producto procesado, segundo la
comercializacién interna de producto fresco y procesado y un tercer mercado interno en
crecimiento de mango verde fresco (Asohofrucol y Corpoica 2013); todas las posibilidades
de comercializacion giran en torno a calidad del producto, que puede afectarse faciimente
por la presencia de patdégenos que alteren el normal desarrollo de la fisiologia del fruto.
Existen diversas enfermedades que afectan el cultivo de mango, pero la Antracnosis
reviste mayor importancia ya que se le atribuyen pérdidas entre el 40 y 50% de la cosecha
(Paez, 2003; Noriega et al., 2014). Es una enfermedad que invade las inflorescencias,
frutos, hojas y tallo del mango, cuyos sintomas alteran directamente la calidad del fruto y
perjudican su comercializaciéon. La Antracnosis en mango es causada por hongos del
género Colletotrichum spp., entre ellas C. asianum, C. cliviicola, C. cordylinicola, C.
endophytica, C. fructicola, C. gigasporum, C. gloeosporioides, C. karstii, C. liaoningense,
C. musae, C. scovillei, C. siamense, C. tropicale y C. dianesei (Lima et al., 2013; Gafan et
al. 2015; Li et al., 2019; Quintero-Mercado et al., 2019). El ciclo biolégico de Antracnosis
incluye: i) disposicion, ii) adhesion, iii) germinacion, donde se desarrolla el tubo
germinativo, iv) formacion del apresorio, en este paso también se evidencia un
engrosamiento y melanizacion del apresorio, v) penetracién, y vi) colonizacién (Agrios,
2005; De Silva, et al., 2017). La quiescencia es una caracteristica importante del hongo
causante de esta enfermedad, que consiste en un estado de dormancia en la que el

patogeno inhibe su desarrollo por condiciones impuestas por el hospedero donde se han
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identificado tres eventos que explican la quiescencia: i) la presencia de compuestos
antifungicos preformados que disminuyen en la maduracién de los frutos ii) compuestos
antifungicos inducibles, vy iii) la falta de activacion de factores de patogenicidad fungica

durante la maduracion de la fruta (Prusky et al., 2013).

Las lesiones se desarrollan inicialmente en los tejidos jovenes pero en hojas maduras
suelen cambiar a un estado asintomatico, en frutos sin embargo se evidencia que pierde
este estado de latencia por los cambios fenoldgicos (madurez) (Akem, 2006; Quintero-
Mercado et al., 2019). En los frutos se desarrollan lesiones hundidas, acuosas y de color
negro o café, que en estados avanzados muestran acérvulos. Las lesiones de los frutos
suelen ser poco profundas y afectan solo a la piel, pero en condiciones favorables las
lesiones se extienden hasta la pulpa, estos sintomas en consecuencia demeritan la calidad
de los frutos. Holguer et al. (2015) y Nelson (2008) reportan que algunas cepas del
patégeno pueden causar grietas en la epidermis del fruto que provocan el efecto de piel
de cocodrilo.

El manejo integrado de la enfermedad incluye ademas de practicas culturales (Holguer et
al., 2015), un componente quimico que se fundamenta en la aspersion programada de
fungicidas sintéticos durante la etapa de produccion, iniciando en floracién cuando las
paniculas tienen varios cm de largo, antes de la apertura floral y hasta que los frutos estén
pintones; esto puede significar entre 8 y 12 aspersiones (Paez, 2003), entre los
compuestos mas conocidos se encuentran los ditiocarbamatos, benzimidazoles, como
benomil y carbendazim que brindaron un excelente control antes de que se desarrollara
resistencia en el hongo por su uso excesivo en pre y poscosecha (Akem 2006), el
clorotalonil, que es efectivo pero fitotoxico, los triazoles, los imidiazoles, los fungicidas
basados en cobre que no son usualmente muy efectivos a menos que sean aplicados con
otros fungicidas (Ploetz 2002) y las estrobilurinas que deben ser utilizadas con moderacién
ya que son susceptibles al desarrollo de resistencia por parte del patégeno (Akem 2006).
El manejo quimico de la Antracnosis, resulta costoso por el valor del producto, el numero
de aplicaciones, equipos y personal que realiza la labor, sus residuos son perjudiciales
para el agroecosistema y para la salud humana, por ello, muchos paises han adoptado
normas que restringen su uso, por lo que se hace necesario implementar estrategias

efectivas y de bajo impacto ambiental.



El control bioldgico incluye el uso de productos naturales que afectan el inicio o desarrollo
de una enfermedad en un cultivo, actuando sobre el patdégeno o induciendo resistencia
sistémica en las plantas frente a los patdégenos; un ejemplo de esto, es el uso reciente de
recubrimientos en frutos de mango con quitosano o propdleo (Jongsri et al., 2017; Mattiuz
et al.,, 2015). Algunas de las estrategias de control biologico presentan ventajas por su
menor costo de produccion en relacion a productos de sintesis quimica e incluso podrian
tener un mayor potencial fungicida que estos, como se ha comprobado con el uso de
aceites esenciales contra C. asianum, C. dianesei, C. fructicola, C. gloeosporioides C.
tropicale y C. Karstii, en el que el producto natural tuvo un desempefio similar que el
fungicida quimico tiofanato metilico y difenoconazol (Ali et al., 2018; De Oliveira et al.,
2017; Rabari et al., 2018)

Por otro lado, el control biolégico también hace referencia al uso de microorganismos
antagonistas, los cuales estan presentes en diversos ambientes y son considerados una
alternativa sostenible para el manejo de las problematicas fitosanitarias, estos son
conocidos como biocontroladores y utilizan diversos mecanismos, como: 1) competencia
de espacio y nutrientes, 2) produccion de compuestos antimicrobianos, como enzimas y
péptidos extracelulares, y 3) emision de compuestos organicos volatiles antimicrobianos,
que inciden directamente en los fitopatdgenos (Morales-Cedefio et al., 2021). En los
ultimos 20 afios se han realizados diversas investigaciones sobre el control biolégico de
Antracnosis en mango, con el fin de identificar potenciales microorganismos
biocontroladores e identificar sus mecanismos de accion, siendo las bacterias el grupo mas
estudiado, seguido de las levaduras y en menor proporcion hongos filamentosos (Diaz-
Medina et al., 2019); esto podria deberse en gran parte porque las bacterias poseen la
capacidad de secretar enzimas antifungicas como quitinasas, amilasas, celulasas y
proteasas, capaces de degradar componentes importantes de la pared celular de los
hongos (Young-Soo etal., 2016). Las bacterias también poseen la capacidad para
colonizar diferentes estructuras, atribuida a una velocidad de crecimiento mayor que la de
hongos filamentosos que se traduce en una ventaja en la competencia de espacio y
nutrientes; se destacan las bacterias del género Bacillus spp. que se han reportado como
productoras de lipopéptidos antifungicos, como surfactinas, iturinas y fengycinas
(Arroyave-Toro et al., 2017; K. Chen et al., 2020; Ongena & Jacques, 2008).
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Actualmente se conocen un millon de compuestos antimicrobianos naturales, 22000 son
de origen marino (Manivasagan et al., 2014), siendo los microorganismos marinos una
fuente promisoria de nuevas sustancias antimicrobianas, dado que, para sobrevivir en los
ambientes ambientes extremos que habitan , se ven obligados a desarrollar mecanismos
para competir por el espacio y acceder a los nutrientes, como lo es la produccion de
sustancias extracelulares antagonistas, la cual es una estrategia competitiva que puede
inhibir o regular el crecimiento de otra poblacién microbiana, generando asi, una respuesta
eficiente a los factores de estrés y una ventaja de supervivencia en comparacion con

aquellos microorganismos que no pueden producirlos (Jensen, 2016).

Los compuestos bioactivos obtenidos de microorganismos marinos no solo han mostrado
importancia en aplicaciones biotecnologicas y farmacéuticas, sino que también han
aumentado la compresion de la diversidad de la microbiota marina, las funciones de los
ecosistemas y la biologia explotable (Zhang et al., 2005). Los microbios marinos han
recibido una atencion cada vez mayor como fuentes de metabolitos bioactivos y tienen un
gran potencial para aumentar el numero de productos naturales marinos en ensayos
clinicos y otras aplicaciones de tipo industrial. El suministro sostenible y econémico de los
ingredientes activos a menudo es mas facil de lograr para los compuestos producidos
mediante enfoques de fermentacion microbiana en comparacion con el cultivo de

macroorganismos de crecimiento mas lento (Waters et al., 2010).

En este sentido, en el sector agroindustrial se han identificado microorganismos marinos
como, la levadura Rhodosporidium paludigenum para el control del Moho gris en el tomate
(Wang et al., 2008, 2011), Debaryomyces hansenii que reduce la incidencia y el tamafio
de la lesion de Moho en limén mexicano superando el efecto de un fungicida de sintesis
quimica (Hernandez-Montiel et al., 2010), ademas la inhibicion de produccion de
micotoxinas en diferentes hongos filamentosos en granos de maiz (Medina-Cdérdova et al.,
2016) y bacterias principalmente del genero Bacillus spp. como biocontroladores de
Aspergillus flavus, Fusarium graminearum, Mucor sp. y Alternaria sp. (Radovanovi¢ et al.,
2018). Sin embargo, ha sido poca la informacion con respecto al estudio de
microorganismos aislados de ambientes marinos como agentes de control de Antracnosis
en el cultivo de mango; en México principalmente se han evaluado los compuestos volatiles
organicos (VOCs) de la bacteria Stenotrophomonas rhizophila, la produccion de biomfils

de B. mojavensis, B. firmus, entre otros microorganismos (Hernandez Montiel et al., 2017;



Ortega-Morales et al., 2009; Reyes-Perez et al., 2019), y en Colombia recientemente se
han estudiado los VOCs de Paenibacillus frente a C. gloeosporioides en mango (Coconubo
Guio et al., 2020). Los resultados de las evaluaciones in vitro e in vivo sugieren que las
cepas de levaduras y bacterias de origen marino se pueden utilizar como agentes de
control biolégico eficaces para la Antracnosis en el mango, sin embargo no hay informacion
sobre la evaluacion de compuestos extracelulares obtenidos de microorganismos marinos
para el control de esta enfermedad en Colombia, y esto es importante teniendo en cuenta
los recursos marinos del pais, las posibilidades agricolas en las que se pueden desarrollar
tecnologia de facil acceso, efectivas, seguras para el consumidor y amigables con el medio

ambiente.

Con base en lo anterior, este trabajo busco resolver la siguiente pregunta de investigacion:
¢, Son las sustancias activas provenientes de microorganismos marinos efectivas para el
manejo de Antracnosis en frutos de mango?, y se formula cémo hipoétesis la posibilidad de
que existen ciertas sustancias provenientes de microorganismos marinos capaces de
alterar el desarrollo normal de especies del hongo Colletotrichum causantes de Antracnosis
en frutos de mango. Para comprobar esta hipétesis se plante6 como objetivo general,
evaluar sustancias activas provenientes de seis bacterias aisladas de ambientes marinos
Bacillus safensis INV FIR26, Bacillus velezensis INV FIR31, Bacillus sp. INV FIR35,
Bacillus sp. INV FIR48, Pseudoalteromonas sp. INV PRT33 y Micromonospora sp. INV
ACTS, para el control del hongo Colletotrichum spp. asociado a la Antracnosis en frutos de
mango Mangifera indica L., con tres objetivos especificos: evaluar la capacidad reguladora
(o controladora) de las sustancias obtenidas de microorganismos marinos contra
Colletotrichum spp., caracterizar parcialmente las sustancias responsables de la actividad

antifungica y evaluar la toxicidad de los compuestos.



1.Evaluacion de metabolitos secundarios
provenientes de bacterias marinas para
el control biolégico de Colletotrichum

spp. causante de Antracnosis en mango.

Resumen

La Antracnosis es una de las enfermedades mas importante en poscosecha en frutales
tropicales; es causada por hongos del género Colletotrichum spp. En el cultivo de mango
ocurren grandes pérdidas debido a sintomas en frutos que deterioran su calidad, y limitan
su comercializacion. El actual manejo de la Antracnosis incluye actividades culturales y la
aplicacion frecuente de fungicidas de origen quimico, ocasionando problemas para el
agroecosistema y la salud humana. Adicionalmente, algunas cepas del hongo han
desarrollado resistencia a estos compuestos, por lo que se ha hecho necesario desarrollar
estrategias alternativas, como lo es el control biolégico. En este sentido, el objetivo de esta
investigacion fue evaluar la capacidad antifungica de seis bacterias de origen marino contra
cuatro morfoespecies de Colletotrichum.. Bacillus velezensis INV FIR 31, Bacillus sp.INV
FIR48 y Bacillus safensis INV FIR26, presentaron los mejores porcentajes de inhibicion
micelial con valores de 40%, 34% y 21%, respectivamente. Seguidamente, se obtuvo un
extracto de origen extracelular a partir de la bacteria INV FIR31 y se evaluo6 su efectividad
directamente sobre frutos de mango variedad Hilaza, que habian sido previamente
inoculados con cuatro especies del hongo Colletotrichum spp. causante de Antracnosis,
presentando porcentajes de control de la enfermedad de 42, 89, 91 y 92%; Adicionalmente
se realizé una analisis de gendmica comparativa para identificar de manera preliminar los
posibles genes responsables de la produccion de metabolitos con actividad antifungica

presentes en los géneros de bacterias evaluados.
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Bacterias Marinas, Poscosecha, Bioprospeccion, Biocontrol.

1. Introduccién

La Antracnosis es una enfermedad causada por hongos del género Colletotrichum spp. en
diversos frutales tropicales y es considerada una de las enfermedades en poscosecha mas
limitante. En el cultivo de mango se estiman pérdidas del 30 al 60% en condiciones de
humedad favorables y temperaturas de 24 a32°C (Kamble & Kumar, 2016); las pérdidas
se deben a las lesiones necréticas que se desarrollan en la superficie del fruto y que
deterioran la calidad, afectando directamente su comercializacion, lo que hace de la
enfermedad una amenaza para la competitividad del sistema productivo del pais (Alvarado
& Moreno, 2012; Quintero-Mercado et al., 2019). El manejo integrado de la Antracnosis se
fundamenta principalmente en practicas culturales y uso de fungicidas de origen quimico
para reducir el desarrollo e impacto de la enfermedad. El uso de fungicidas de origen
quimico es constante; los triazoles, los imidazoles, los ditiocarbamatos, benzimidazoles,
los fungicidas basados en cobre y las estrobilurinas, son los mas comunes, sin embargo
el hongo ha desarrollado resistencia a algunos de estos compuestos, debido a su uso
indiscriminado (Akem, 2006;Sharma, 2019).

El manejo quimico, resulta ser costoso por el valor del producto, el numero de aplicaciones,
equipos y personal que realiza la labor, ademas, los residuos generados son perjudiciales
para el agroecosistema y para la salud humana (Belenky et al., 2013; Del Puerto Rodriguez
et al., 2014), por lo que muchos paises han adoptado normas que restringen su uso (World
Health Organization & Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2014). Ante
un nuevo enfoque de desarrollar nuevas tecnologias agricolas orientadas hacia el
establecimiento de un equilibrio entre tecnologia, politica, economia y consideraciones
ecologicas que no comprometa la salud del consumidor, ni los recursos naturales, los
microorganismos presentes en diversos ambientes son considerados una alternativa
sostenible para el manejo de las problematicas fitosanitarias y son conocidos como
biocontroladores (Diaz-Medina etal., 2019; Kefialew & Ayalew, 2008). Los

microorganismos usados para el control biolégico pueden inhibir el crecimiento de



fitopatdgenos a través de diferentes mecanismos, estos han sido aislados principalmente
del suelo y actualmente hay un grupo de bacterias usadas comercialmente, siendo las
bacterias del género Bacillus spp. el mas importante de ellos (Villarreal-Delgado et al.,
2018). Por otro lado, son pocos los productos comerciales de origen marino destinados
para el control biolégico, y ellos son una fuente promisoria de nuevas sustancias, ya que
para acceder a nutrientes y/o, inhibir o regular el crecimiento de otros microorganismos en
el ecosistema, producen metabolitos secundarios con actividad biolégica, generando asi,
una respuesta eficiente a los factores de estrés y una ventaja de supervivencia (Jensen,
2016; Kim, 2013).

Se ha estudiado un amplio numero de especies microbianas como agentes de control
biolégico de Antracnosis en mango, siendo las bacterias el grupo mas importante y
principalmente del filo firmicutes como B. licheniformis, B. mojavensis, B. firmus, B pumilus,
B, thuringiensis, B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. atrophaeus, B. velenzensis, (Alvindia
& Acda, 2015a; Govender & Korsten, 2006; Hernandez Montiel et al., 2017; Ortega-
Morales et al., 2009; Rajaofera et al., 2018; Reyes-Estebanez et al., 2020; Rungjindamai,
2016; Zheng et al., 2013), sefialando que el estudio de microorganismos aislados de
ambientes marinos y microorganismos epifitos aislados del mismo cultivo de mango,
proporcionan un enfoque novedoso para el manejo integrado de la Antracnosis (Diaz-
Medina et al., 2019).

Identificar los genes involucrados en actividades biolégicas de un organismo es importante
para conocer el principio o mecanismo de biocontrol; por ello, las herramientas
bioinformaticas representan una ventaja ya que permiten hacer observaciones in silico
sobre los genomas bacterianos de manera rapida (Montoya Solano et al., 2006). La
prediccion de genes es una de las metodologias que busca a través de algoritmos, ya sea
por estrategias de homologia o estrategia ab initio construir modelos probabilisticos que
identifiquen genes funcionales en las secuencias de nucledtidos a partir de marcos abiertos
de lectura (ORF). antiMASH es una plataforma que integra diversos analisis para obtener
resultados robustos sobre genes asociados especificamente a la produccion de
metabolitos secundarios (MS). Entre los tipos de genes principales se encuentran los que
traducen para las policétidos sintetasas (PKS), un complejo multienzimatico que
biosintetiza policétidos que estan clasificados en tres tipos T1PKS, T2PKS, T3PKS, cuya

diferencia radica en la longitud de la proteina resultante. Otro cluster es el de sintetasas



peptidicas no ribosomales (NRPS), independientes del ARN mensajero. Cada sintetasa de
péptidos no ribosomales es capaz de sintetizar unicamente un tipo de péptido (Schwarzer
et al., 2003). Por otra parte los péptidos no ribosomales a menudo poseen una estructura
ciclica y/o ramificada y pueden contener otros aminoacidos no proteinogénicos, ambos
grupos son reconocidos por el amplio espectro de actividades bioldgicas y este analisis
permite de manera rapida identificar preliminarmente los genes involucrados en la

respuesta antifungica de las bacterias evaluadas.

En este contexto el objetivo de esta investigacion fue evaluar a nivel in vitro y sobre frutos,
la actividad antifungica de sustancias provenientes de seis bacterias aisladas de ambientes
marinos contra cuatro especies del hongo Colletotrichum. causante de la Antracnosis en
mango, e identificar por medio de herramientas bionformaticas los posibles metabolitos

secundarios involucrados en la actividad antifungica.

2. Materiales y Métodos

Obtencion de Cepas Microbianas

Las cepas microbianas evaluadas fueron previamente aisladas de ambientes marinos,
identificadas molecularmente y se encuentran conservadas en el museo de historia natural
marina de Colombia — Makuriwa (MHNMC) ubicado en INVEMAR sede Santa Marta. En la
tabla 1 se listan las seis bacterias usadas para la evaluacion antifungica y que se
encuentran incluidas en el contrato de acceso a los recursos genéticos y sus productos
derivados No. 123 expediente 158-6 otorgado al INVEMAR por el Ministerio Del Medio

Ambiente y Desarrollo Sostenible De Colombia.
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Tabla 1. Bacterias de origen marino *Museo de Historia Natural Marina de Colombia-

Makuriwa

Numero Catalogo

Bacteria Codigo GenBank
MHNMC*
Bacillus safensis INV FIR26 MG271959
Bacillus velezensis INV FIR 31 MG271962
Bacillus sp. INV FIR35 MG271968
Bacillus sp. INV FIR48 MK129309
Pseudoalteromonas sp. INV PRT33 MK129336
Micromonospora sp. INV ACT5 MK129361

Las cepas patogénicas del hongo Colletotrichum fueron obtenidas de aislamientos en
cultivos de mango en investigaciones anteriores del Laboratorio de Fitopatologia de la
Universidad del Magdalena. Estas cepas se encuentran asociadas al desarrollo de
Antracnosis en mango, estan caracterizadas biolégicamente e identificados

molecularmente (Paez, 2021, publicacién en proceso) (Tabla 2).

Tabla 2. Especies de Colletotrichum asociadas a Antracnosis en mango y virulencia.

Hongo Codigo Virulencia
Colletotrichum tropicale C003 Alta
Colletotrichum gloeosporioides Coo4 Alta
Colletotrichum karstii C013 Moderada
Colletotrichum asianum C021 Muy alta

2.1 Screening Antifungico
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Se cultivaron las diferentes cepas del hongo fitopatdégeno en placas de Agar Papa
Dextrosa (PDA) a 27+2°C durante siete dias. Con un sacabocados estéril se tomaron de
la periferia del cultivo fungico en crecimiento activo discos de agar de 5 mm, y se
transfirieron al centro de nuevas placas con medio y se incubaron a 25 + 2°C hasta que la
colonia del hongo alcanzé un diametro de 5 mm. Luego se tomaron 10 uL de una
suspension de cada bacteria ajustada a una concentracion 0,5 en estandar McFarland (1
x 108 UFC. mL™) para ser inoculados en cuatro puntos equidistantes de la caja. Como
control se us6 agua destilada estéril (ADE). Estas placas se incubaron a 25 + 2°C y se

registro el crecimiento radial de cada hongo durante siete dias.
El porcentaje de inhibicion del crecimiento se determiné de acuerdo a la férmula:

I=((C-T)/C)*100

Donde: / corresponde al porcentaje de Inhibicion del micelio, C es el crecimiento del micelio
en control negativo y T es el crecimiento del micelio en el tratamiento. Cada tratamiento y

control se evalud por triplicado.

2.2 Obtencioén del extracto BS57
Se ajustdé una suspensién de la bacteria Bacillus velezensis INV FIR31 activa
metabdlicamente, tomando una parte de la colonia bacteriana de la caja Petri y
transfiriendo con un asa estéril al medio de cultivo Bushnell-Haas (BH) para ser
homogenizado vigorosamente en vortex por 10 minutos, se midio la turbidez usando el

espectrofotometro a 600 nm y ajustando al patrén de McFarland 0.5 que corresponde

: . 8 ., .
aproximadamente a una suspension de 1.5 x 10~ células bacterianas por ml.

Esta suspension se inoculé en frascos de Erlenmeyer de 500 ml con 125 ml de caldo
Bushnell-Haas con melaza de cafia al 1%, adicionando 5 ml de in6culo correspondiente al
4% de la suspension en la que se inoculd y se incubd a 30°C con agitacion constante de
140 rpm durante 24 h, después de este tiempo el cultivo fue centrifugado a 4°C durante
12 min a 10824 RCF en una centrifuga marca Hettich Universal 320 R serie 0640-03-00

con el fin de obtener el sobrenadante libre de células. El cual, seguidamente se sometié a
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precipitacion acida usando acido clorhidrico (HCI 6 M), hasta alcanzar un pH 2,0 y se

almacend a 4°C, durante 24 h.

El precipitado fue recolectado por centrifugacion a 4°C durante 30 min a 10824 RCF, se
resuspendié en una solucion HCI 0.1 M, se agitd con vortex por 5 min y se centrifugd a 4°C
durante 30 min a 10824 RCF, se retird el sobrenadante y al pellet se le agregé agua

destilada, ajustando a un pH basico (8,0), posteriormente esta suspension se liofilizo.

Finalmente, el producto seco se disolvié en una mezcla de cloforomo:metanol (65:15), se
filtr6 usando filtro Wathman N°4 y el filtrado se concentr6é a presion reducida usando el

rotavaporador Marca Heidolph (serie 101108307) para obtener el extracto organico

El Agar Bushnell Haas se prepard segun la formula original (Bushnell & Haas, 1941). Este
medio contiene todos los nutrientes excepto una fuente de carbono, asi que se consideré
la melaza de cafia por ser un residuo agroindustrial de bajo costo y que posee una alta
cantidad de sacarosa, glucosa, dextrosa y fructosa. Por otro lado el sulfato de magnesio
(MgSOs.), el cloruro célcico (CaCly) y el cloruro férrico (FeCls) proveen a la bacteria de
oligoelementos; el fosfato diaménico ((NH4)2HPOa) es la fuente de nitrégeno mientras que
el fosfato monopotasico (KH2PO.) es el tampdn o buffer del medio, la metodologia fue
seleccionada de acuerdo a las caracteristicas de los metabolitos de interés identificados

en el analisis bioinformatico (numeral 2.4).

2.3 Evaluacion de capacidad biocontroladora
Los frutos de mango variedad Hilaza fueron obtenidos del municipio de Ciénaga, en estado
fenoldgico 709 de acuerdo a la escala BBCH, descritos como “fruto del tamafio de una
variedad estandar, hombros completamente desarrollados, pulpa de color verde cremoso”
(Hernandez Delgado et al., 2011), fueron llevados al Laboratorio de Fitopatologia de la
Universidad del Magdalena en una nevera de poliestireno previamente desinfectada. Los
frutos fueron lavados con abundante agua corriente, agua destilada y fueron desinfectados

con alcohol etilico al 70%, y posteriormente se secaron con papel absorbente.

Se preparé el indculo haciendo un raspado suave con agua destilada estéril y tween 80 al
1% sobre la caja Petri con medio PDA en cada uno de los hongos a los siete dias de

crecimiento, se filtr6 cada suspension para eliminar el micelio y se ajustd a una
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concentracion de 1x10° usando la cdmara de Neubauer, equivalente a 100.000 conidios

por ml de suspension.

Se evaluaron tres tratamientos, 1) el extracto BS57 a 400 ppm, 2) DMSO al 1% (v/v) como
control del solvente en el que estaba diluido el extracto y 3) Agua destilada estéril (ADE)
como control positivo. En la camara de flujo laminar se tomaron tres frutos por cada
tratamiento y se sumergieron durante 30 minutos en un beaker con 300 ml de cada uno de
los tratamientos, después se dejaron secar durante cinco minutos sobre una gradilla estéril
y fueron inoculados depositando una microgota (10 uL) de suspension de conidias en tres
puntos equidistantes cerca al pedunculo. Los frutos fueron transferidos a camaras

humedas y se incubaron durante 8 dias a 28 + 2°C.

La capacidad de biocontrol del extracto se calculé con base en el porcentaje de area
afectada (lesidén necrética caracteristica de Antracnosis) en cada fruto inoculado, para lo
cual al octavo dia después de la inoculacion se realizé un registro fotografico para
cuantificar el area total del fruto y el area afectada. La efectividad en el control de

enfermedad se estim6 segun la férmula de Abbott (Abbott, 1925):

Control de la enfermedad (%)

(% area afectada del control positivo — % area afectada del tratamiento) 100
= *
% area afectada del control positivo

Las fotografias fueron procesadas por el programa de licencia libre Image J version 1.52p.

2.4 Analisis de prediccion de genes en bacterias
Se realiz6é una busqueda de secuencias de genomas completos de bacterias del género
Bacillus en Refseq (Reference Sequence), una base de datos curada de nucledtidos
mantenida por el NCBI, ya que de acuerdo al screening inicial, este género presento
produccion de metabolitos extracelulares antifungicos y usando la plataforma antiSMASH
(version 5.1.2) se identificaron, mediante anotacion funcional, genes biosintéticos

relacionados con la produccion de metabolitos secundarios (evaluacion in silico).

2.5 Analisis estadistico
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Todos los resultados se expresaron como los valores promedio de los datos obtenidos en
cada réplica. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) seguido de la Prueba Post Hoc
Tukey para determinar las diferencias entre las medias de los tratamientos empleando el
programa R (R version 4.0.3 (2020-10-10), R Foundation for statistical computing)para
realizar las figuras se empled el programa Origin (Origin, Version 2021. OriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA)..

3. Resultados

3.1 Screening Antifungico
Los resultados del screening mostraron que a los 7 dias, las bacterias INV ACT5, INV
PRT33, INV FIR35 presentaron menor capacidad inhibitoria sobre las cepas del hongo,
con porcentajes promedio de 4, 12 y 19% respectivamente (Figura 1). Por el contrario, las
bacterias INV FIR31, INV FIR48 e INV FIR26 presentaron las mejores actividades de
inhibicion de crecimiento micelial en el dia siete de evaluacion con porcentajes promedio

de 40, 34 y 21% respectivamente.
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Figura 1. Screening antifungico de seis bacterias marinas frente a cuatro especies del

hongo fitopatogeno Colletotrichum spp.

La inhibicién de crecimiento radial es notable desde el segundo dia de crecimiento para
las especies del hongo C003 y C004. En el dia 7 de evaluacion, la cepa C003 presento
sensibilidad a cinco de las bacterias marinas evaluadas, a excepcion de la bacteria INV
ACT5 que sélo inhibié 0,31%. La cepa C004 fue sensible a las bacterias, pero con valores
de inhibicién de 1,48, 6,56, 9,96 y 10,38% para las bacterias INV ACT5, INV PRT33, INV
FIR26 y INV FIR35, respectivamente. En el caso de la cepa C013, se presentaron valores
de inhibicién inferiores al 1% en las bacterias INV FIR35, INV FIR26 e INV PRT33. La cepa
C021 también fue sensible a cinco de las especies de bacterias; sin embargo, en el caso
de INV PRT33 e INV ACT 5 la inhibicion en el crecimiento micelial fue de 0,85y 7,53%

respectivamente; las bacterias INV FIR35 e INV FIR 26 inhibieron el crecimiento micelial
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de la cepa en 31,97 y 36,92%, respectivamente. Las bacterias INV FIR48 e INV FIR31
fueron estadisticamente superiores a las demas cepas bacterianas para todas las especies
de Colletotrichum; en el caso de la bacteria INV FIR48 el porcentaje de inhibicion fue de
40,24, 28,74, 26,77 y 40,67% para las cepas C003, C004, C013 y C021, respectivamente
(Anexo D: Analisis estadisticos), mientras que con la bacteria INV FIR31 se obtuvieron
porcentajes de inhibicion de 44,29, 35,97, 34,43 y 47,97% para las cepas C003, C004,
C013 y C021, en el mismo orden (Figura 1). Los resultados mostraron una susceptibilidad
mayor en los primeros dos dias de evaluacién de las cepas C003 y C004 a todas las
bacterias evaluadas en comparacion con las cepas C013 y C021, aunque para el dia 7 la
inhibicion fue mayor en las cepas C003 y C021; Cabe destacar, que un estudio
desarrollado en la Universidad del Magdalena de la caracterizacion biologica de las cuatro
cepas patogénicas de los hongos, logré determinar la virulencia de cada uno, clasificando
la cepa C013 como moderada, la cepa C003 y C004 como alta y C021 como muy alta
(Paez, 2021, en proceso de publicacion), pero no es claro establecer una relaciéon entre
virulencia del hongo y la respuesta a los metabolitos antifungicos producidos por las

bacterias de origen marino.

El grupo de las seis bacterias evaluadas fue seleccionado por haber mostrado actividad
antimicrobiana frente a patégenos humanos como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, Candida tropicalis y Pseudomonas
aeruginosa con resultados superiores al 90% de inhibicion (Quintero et al., 2018). Sin
embargo, en esta evaluacion ningun porcentaje superé el 50% de inhibicién, lo que plantea

mecanismos de interaccion diferentes de acuerdo a la naturaleza del blanco bioldgico.

A pesar de que estadisticamente no hubo diferencias estadisticas en el desempefo
biocontrolador entre INV FIR 31 e INV FIR 48, se selecciond INV FIR 31 identificada
molecularmente como Bacillus velezensis para continuar con los ensayos posteriores,
tomando como criterio el valor numerico mas alto en el promedio de los porcentajes de
inhibicion, ademas evidencié en la placa un halo de inhibicion en la colonia de crecimiento
y esto podria significar que los compuestos extracelulares que la bacteria libera al medio

estarian impidiendo el crecimiento del hongo (Figura 2).
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Figura 2. Actividad antifungica de la bacteria de origen marino Bacillus velezensis INV
FIR31 . A. Colletotrichum tropicale C003, B. Colletotrichum gloeosporioides C004, C.
Colletotrichum karstii C013, D. Colletotrichum asianum C021

3.2 Obtencion del extracto BS57

Se realizaron seis ciclos de cultivo con producto sélido total de 827,2 mg, el extracto de la
bacteria INV FIR (BS57) presenté color dorado y de tipo oleoso (Figura 3.B). Para la
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realizacion de los ensayos in vivo, el extracto fue disuelto en dimetilsulfoxido (DMSO) al
1%.

3.3 Capacidad biocontroladora de extractos de bacteria marina
Los frutos recolectados fueron examinados para evitar que tuvieran lesiones ocasionadas
por dafios mecanicos, insectos u otras enfermedades, se seleccionaron los que cumplieron
las caracteristicas de color, tamafio y peso correspondientes a las descritas para la
variedad Hilaza (Asohofrucol & Corpoica, 2013) y la escala fenolégica seleccionada
(Hernandez Delgado et al., 2011) (Figura 3A).

Figura 3. A. Frutos de mango variedad Hilaza, usados para la evaluacion de
patogenicidad. B. Extracto BS57 obtenido a partir de la bacteria Bacillus velezensis INV
FIR31.

Los resultados in vivo evidenciaron que el extracto BS57 presentd porcentajes de control
de la enfermedad de 88, 91 y 92%, cuando se asocio a las cepas C003, C004, C021 al dia
8 de evaluacion respectivamente; para la cepa C013 se obtuvo un porcentaje de control
del 43%, siendo estadisticamente similar a lo obtenido con DMSO 1% (48% de control de
la enfermedad), que fue evaluado como control del solvente. Con el solvente DMSO 1%
Para las cepas C003, C004 y C021 el control de la enfermedad fue de 6, 52 y 46%,
respectivamente, siendo estadisticamente diferente a lo obtenido con el extracto BS57
(Figura 4). En el caso de la cepa C013 identificada como C. karstii no hay resultados
concluyentes sobre el efecto antifungico que pueda ejercer el extracto BS57, por otra parte,
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para las cepas C003 identificadas como, C. tropicale, C004 como C. gloeosporioides y
C021 como C. asianum si hay un efecto significativo en el control de la enfermedad,
reflejado en menor area con lesiones necréticas a los ocho dias después de aplicar el

tratamiento con el extracto BS57 (Figura 4).
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Figura 4. Porcentajes de control de antracnosis obtenidos con DMSO al 1% vy el

biosurfactante BS57 en frutos de mango variedad Hilaza a una concentraciéon 400 ppm.
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Figura 5. Desarrollo de antracnosis en frutos de mango variedad Hilaza inoculados con
cuatros especies diferentes de Colletotrichum spp. con dos tratamientos. Dimetilsulféxido
(DMSO 1%) y extracto de la bacteria marina Bacillus Velezensis INV FIR31 a una

concentracion de 400 ppm (BS57)

3.4 Analisis de prediccion de genes en bacterias

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se seleccionaron las cuatro bacterias del
género Bacillus spp. aisladas de ambientes marinos para realizar una busqueda de las
secuencias de genomas completos publicados en bacterias del mismo género en Refseq
(Reference Sequence), una base de datos curada de nucledtidos mantenida por el NCBI,
se identificod el cédigo de acceso se cada secuencia, el tamafio del genoma y los genes
identificados (Tabla 3).
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Tabla 3. Bacterias de origen marino del género Bacillus spp.

Tamaiio de
Genoma de Codigo de
Cepa de estudio genoma  Genes
referencia Acceso
(bp*)

Bacillus velezensis Bacillus velezensis NZ CP011937.1 3929792 3,881

INV FIR 31 strain CBMB205
Bacillus cf. subtilis Bacillus subtilis NC_000964.3 4215606 4,536
INV FIR 48 subsp. Subtilis

strain 168
Bacillus safensis INV  Bacillus safensis NZ _CP018197.1 3935874 4,067
FIR 26 strain KCTC
Bacillus sp. Bacillus pumilus NZ_CP011007.1 3787586 3,989
INV FIR 35 strain SH-B9

3.2.1 NZ_CP011937.1 (Bacillus velezensis)

El analisis bioinformatico identific6 12 regiones con diversos grupos de genes
responsables de sintetizar metabolitos secundarios de tipo Bacilicina-bacA (100%),
metabolito que también ha sido reportado en la especie B. amyloquefaciens y evaluado
para el control biologico de bacterias fitopatdgenas como Erwinia amylovora ( Chen et al.,
2009) y Xanthomonas Oryzae (Wu et al., 2015); un tipo de bacteriocina en el que se reporta
el cluster bacilobactina (100%), gen que ha sido asociado a la especie B. subtilis (Barbe et
al., 2009); tipo policétidos como dificidina (100% de similitud), bacillaeno (100%) y
macrolactina H (100%); tipo péptidos no ribosomales (NRPS) como fengicina-fen (100%)
y surfactina-srf (82%), ambos metabolitos reportados en B. amiloquefaciens y evaluados
contra hongos fitopatdgenos en los que se evidencio sinergia entre los compuestos para
inhibir el crecimiento fungico (Koumoutsi et al., 2004) de tipo lantipéptidos y tipo terpenos
en los que no hay metabolitos aun identificados, de acuerdo a la base de datos usada por

la plataforma.
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3.2.2 NC_000964.3 (Bacillus subtilis)

El analisis identific6 12 agrupaciones de genes capaces de sintetizar metabolitos
secundarios de tipo sactipéptidos, como factor de muerte por esporulacion-skf-1 (100%) y
subtilisina A (100%) ambos reportados en la especie B. subtilis (Stein et al., 2004); tipo
péptidos no ribosomales como surfactina (82%), fengicina (100%) y bacilobactina (100%);
tipo policétido como bacilaeno (100%); tipo glicocina como sublancina 168 (100%) un
compuesto antimicrobiano clasificado como lantibidtico (Paik etal., 1998); tipo no
clasificado en la regiéon 12, como bacilicina (100%) y agrupaciones de genes de tipo
terpeno y ciclodipeptidico sintasas dependientes de tRNA (CDPS) que son una nueva
familia de enzimas que usan aminoacil-tRNAs (aa-tRNAs) como sustratos para la
biosintesis de varios ciclodipeptidos precursores de dicetopiperazinas — DKPs (Gondry
et al., 2018), una gran clase de productos naturales con actividades bioldgicas notables
entre la antiviral, la antibacteriana y la antifungica al ser capaz de interactuar y modificar la
estructura de la quitina, componente esencial y estructural de la membrana de los hongos
(Borthwick, 2012).

3.2.3 NZ_CP018197.1 (Bacillus safensis)

El analisis identifico 10 regiones con distintas agrupaciones de genes capaces de sintetizar
metabolitos secundarios de tipo sactipéptido como factor de muerte por esporulacion
(85%); tipo péptido no ribosomales como liquenicina (85%), gen reportado en la bacteria
B. licheniformis (Veith et al., 2004) y posiblemente heme D(1) (17%) una molécula Unica
de tetrapirrol que sirve como grupo protésico de citocromo cd (1), que reduce el nitrito a
oxido nitrico durante el proceso de desnitrificacion y cuyo gen asociado fue reportado en
la bacteria Heliobacillus mobilis (Xiong et al., 2007) grupo hibrido de policétidos de tipo 1y
péptido no ribosomal responsable de metabolizar posiblemente compuestos como
zwittermicina A -ZmA (11%) caracterizada en bacterias de B. cereus con gran actividad
biolégica por ser capaz de suprimir fitopatégenos (Kevany et al., 2009); tipo terpeno como
carotenoides (50%) cluster reportado en la bacteria Halobacillus halophilus (Kécher et al.,

2009); tipo belalactona, como fengicina (53%) y otro tipo del cluster bacilobactina (85%).
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3.2.4 NZ_CP011007.1 (Bacillus pumilus)

El analisis identificd 10 regiones en el genoma con diferentes agrupaciones de genes, de
tipo péptido no ribosomal como liquenisina (85%) que es un lipopéptido producido por B.
licheniformis similar estructuralmente a la surfactina (Veith et al., 2004), pero la diferencia
es la presencia de un residuo de glutaminilo en la posicion 1 de la secuencia de péptidos
en lugar de acido glutamico en la surfactina, esta variable hace de la lichenisina una
molécula de mayor poder tensioactivo (Grangemard et al., 2001). Bacilobactina (53%) y
zwittermicina A (18%); tipo terpeno, como carotenoide (50%); tipo betalactona como
fengicina (53%); tipo bacteriocina con cluster no identificado y otro tipo no clasificado

identificado como bacilicina (85%).

Al agrupar los resultados de los principales tipos de genes reconocidos en la plataforma
antiMASH por ser responsables de sintetizar metabolitos secundarios, se puede evidenciar
cuatro grupos presentes en el genoma de las cuatro bacterias analizadas (Tabla 4), como
Sintetasas peptidicas no ribosomales (NPRS), policétido sintasa tipo 3 (T3PKS),

Betalactonas y terpenos.

Los metabolitos secundarios producidos por el grupo de sintetasas peptidicas no
ribosémicas con actividad antifungica principalmente corresponden a lipopéptidos ciclicos
(CLP). Se ha reportado que las cepas en el grupo B. subtilis, B. pumilus, B. lichenformis,
B velezensis, B. amyloliquefaciens, B. glycinifermentans producen fengicina, surfactina y
otros lipopéptidos de la familia de la iturina (Dunlap et al., 2013; Karim et al., 2019; Knight
et al., 2018), estos difieren en el tipo de ciclacion, sustitucion de residuos de aminoacidos,
longitud y composicion de la cadena de acidos grasos (Falardeau et al., 2013). La fengicina
es un antimicotico, la surfactina es uno de los biosurfactantes mas potentes y las iturinas
producen muchos isémeros con actividad antifungica potente y de amplio espectro (Ruiz-
Sanchez et al., 2016). Se sabe que los bioplaguicidas derivados de especies de Bacillus
son eficaces contra una amplia gama de fitopatdgenos (Fravel, 2005). Por esta razon la
actividad antifungica evidenciada en el screening puede estar atribuida principalmente por

metabolitos de tipo lipopéptido.
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Tabla 4. Identificacidon de principales grupos de genes responsables de la sintesis de
metabolitos secundarios presentes en cuatro bacterias del género Bacillus spp. *Non
Ribosomal Peptide Synthetases/ Sintetasas peptidicas no ribosomales. ** Polyketide

Synthase Type 3/ Policétido sintasa Tipo 3

Cluster NRPS* T3PKS** Betalactone Terpene
Bacillus velezensis X X X X
Bacillus subtilis X X X X
Bacillus safensis X X X X
Bacillus pumilus X X X X

4. Discusion
Bacterias del género Bacillus spp. ofrecen potencialidad como biocontroladores de
fitopatégenos, debido a compuestos lipopéptidos como surfactinas, fengicinas, iturinas y
bacilomicinas responsables de antibiosis en hongos fitopatdgenos (Adeniji et al., 2019; Jin
et al., 2020; Luna-Bulbarela et al., 2018; Radovanovic et al., 2018), lo que coincide con lo
evidenciado en este estudio, donde se pudo observar que hay una interaccion de tipo
antagonista que restringe el crecimiento de las cuatro cepas de Colletotrichum spp. ante
la presencia de B. velezensis INV FIR31, B. subtilis INV FIR48, B. safensis INV FIR26 y
Bacillus sp INV FIR35 bajo condiciones in vitro. Los porcentajes de inhibicion obtenidos en
esta evaluacion son similares a los obtenidos por Ortega et al (2009) cuando evalu6
especies de B. mojavensisy B. firmus aislados de ambientes marinos frente a dos especies
del hongo C. gloeosporioides y C. fragarie en PDA registrando porcentajes promedio de
inhibicion del 30% en diferentes tiempos de inoculacion (Ortega-Morales et al., 2009). La
respuesta antifungica también fue similar a lo evaluado por Coconubo Guio et al. (2020) al
estudiar el efecto de los VOCs de la bacteria marina del género Paenibacillus sp. frente al
hongo C. gloeosporioides con porcentajes de 33% de inhibicion de crecimiento radial al
sexto dia de evaluaciéon. Radovanovic et al., (2018) por su parte también identificaron una
especie marina de Bacillus sp. filogenéticamente cercana a B. velezensis y evaluaron su
efecto contra importantes hongos fitopatdgenos sefialando que la actividad antifungica era

mayor cuando se evaluaba el medio libre de células en comparacion a la actividad
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antifungica obtenida evaluando las bacterias directamente, lo que destaca la importancia
de identificar y aislar la compuestos extracelulares involucrados en la actividad biolégica.
Devi et al., (2019) sefalaron que B. velezensis también posee actividad antagonica contra
patégenos humanos y otros hongos fitopatégenos; realizando una comparacion genémica
con la cepa B. amyloquefaciens, usada comercialmente para control biolégico, evidencio
una gran similitud en su capacidad para producir metabolitos secundarios de tipo
lipopéptido responsables principalmente de la actividad antifungica. Estudios genémicos
han mostrado que B. velezensis es capaz de producir metabolitos antifungicos y
antibacterianos como surfactina, iturina, fengycina, bacilibactina, bacilisina, amilociclicina,
ericina, macrolactina, bacilaeno vy difficidina (Palazzini et al., 2016). En otro estudio se
demostré que producen predominantemente iturina y bacilomicina D (Dunlap et al., 2019),
lo que respalda lo observado en el analisis bioinformatico de prediccién de genes llevado
a cabo con la plaforma antiMash, ya que estos péptidos son sintetizados por sintasas de
péptidos no ribosomales (NRPS) un grupo de enzimas que sintetizan los metabolitos de
forma modular pudiendo alcanzar una diversidad y complejidad estructural enorme que los
hace muy interesantes a la hora de estudiar nuevas moléculas con actividad biolégica (Du
& Lou, 2010). Otros estudios sefialan la importancia de aplicar metodologias
bioinformaticas como la descrita en este estudio para novedosos analisis gendémicos sobre
el potencial biotecnoldgico en los microorganismos (Guo et al., 2021; Hifnawy et al., 2020;
Majer et al., 2021).

Algunos autores sugieren que la aplicaciéon directa de lipopéptidos presentes en el
sobrenadante libre de células podria inhibir completamente la incidencia de Antracnosis en
tomate de arbol, mientras que la aplicacion de las bacterias alcanza limitar la incidencia de
la enfermedad solo en un 76%, (Arroyave-Toro et al., 2017; Fira et al., 2018). En este
sentido se evalud el efecto del extracto obtenido de la bacteria marina B. velezensis INV
FIR31 sobre frutos de mango variedad Hilaza obteniendo resultados del 88, 91 y 92% en
el control de Antracnosis asociada a los aislamientos C. karstii C003, C. gloeosporioides
C004 y C. asianum C021 respectivamente, resultados superiores a lo obtenido cuando se
utilizo el extracto de la bacteria B. amyloliquefaciens para el control de C. gloeosporioides
en frutos de mango (86%) y naranja (78%), y al obtenido con Mancozeb en mango (85%),
un fungicida quimico usado para el control de Antracnosis en este cultivo (Alvindia & Acda,

2015b; Arrebola etal., 2010); en ambos casos se informé que B. amyloliquefaciens
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produce lipopéptidos de tipo iturina A, a la cual se le atribuy6 la actividad antifungica. En
frutos de mango también se ha evaluado el efecto de B. pumilus y B. thuringiensis,
mostrando porcentajes de inhibicion de 94 y 87%, respectivamente, atribuido
principalmente a compuestos volatiles organicos antifungicos, como 2-nonanona, 2-

decanona y B-bencenetanamina (Zheng et al., 2013).

El unico estudio reportado para el control biolégico de Antrachosis en mango con B.
velezensis fue realizado en México con resultados del 58% en el control de la enfermedad
en condiciones semicomerciales (Reyes-Estebanez et al., 2020), aplicando las bacterias
en frutos; sin embargo, las investigaciones mencionadas anteriormente resalta que el
efecto antifungico es superior al utilizar el sobrenadante libre de células ya que alli estan
presentes los compuestos responsables de inhibir el crecimiento del hongo, como se
confirmd en la presente investigacion, con valores de control entre 88 y 92%; los resultados
de la presente investigacion plantean la necesidad de recurrir a técnicas quimicas para
caracterizar y aislar los compuestos responsables de la actividad antifungica, para el

desarrollo de futuros biofungicidas.

Conclusioén

El screening antifungico con las seis bacterias marinas evaluadas presento porcentajes de
inhibicion entre el 4 y 40%, los porcentajes de inhibicion de crecimiento observados de la
bacteria B. velenzensis y B. subtillis fueron los mas altos, presentando un promedio entre
el 40% vy el 34%.

La evaluacion del extracto BS57 producido por la bacteria B. velezensis INV FIR31 sobre
frutos de mango variedad Hilaza, inoculados con cuatro especies del hongo Colletotrichum
spp. causante de Antracnosis presentd porcentajes en el control de la enfermedad entre
42 y 92%. Estos resultados constituyen el primer reporte de biocontrol de especies de tres
especies de Colletotrichum asociadas a cultivos de mango en el departamento del

Magdalena.

Las herramientas bioinformaticas permitieron identificar de manera preliminar los genes

responsables de la produccién de metabolitos secundarios principalmente de tipo
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lipopéptidos como los responsables de la actividad antifungica, por esta razén se asumio

que dicha actividad se debe a la presencia de estos compuestos.

Referencias

Abbott, W. S. (1925). A Method of Computing the Effectiveness of an Insecticide. Journal
of Economic Entomology, 18(2), 265-267. http://dx.doi.org/10.1093/jee/18.2.265a

Adeniji, A. A, Loots, D. T., & Babalola, O. O. (2019). Bacillus velezensis: Phylogeny, useful
applications, and avenues for exploitation. Applied Microbiology and Biotechnology,
103(9), 3669-3682. https://doi.org/10.1007/s00253-019-09710-5

AGRONET (2018). Evaluaciones Agropecuarias del Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural de Colombia. Recuperado el 30 de mayo del 2021, de
https://www.agronet.gov.co/estadistica/Paginas/home.aspx?cod=1

Akem, C. (2006). Mango Anthracnose Disease: Present Status and Future Research
Priorities. Plant Pathology Journal, 5(3), 266-273.
https://doi.org/10.3923/pp;j.2006.266.273

Alvarado, J. R., Moreno, L. A., (2012). Acuerdo de competitividad cadena productiva del
mango en colombia. Recuperado el 09 de junio del 2021, de:
https://sioc.minagricultura.gov.co/Mango/Normatividad/004%20-%20D.C.%Z20-
%Z20Acuerdo%20Competitividad%20Cadena%20Mango.pdf

Alvindia, D. G., & Acda, M. A. (2015). The antagonistic effect and mechanisms of Bacillus
amyloliquefaciens DGA14 against anthracnose in mango cv. ‘Carabao’. Biocontrol
Science and Technology, 25(5), 560-572.

https://doi.org/10.1080/09583157.2014.996738



28

Arroyave-Toro, J. J., Mosquera, S., & Villegas-Escobar, V. (2017). Biocontrol activity of
Bacillus subtilis EA-CB0015 cells and lipopeptides against postharvest fungal
pathogens. Biological Control, 114, 195-200.
https://doi.org/10.1016/j.biocontrol.2017.08.014

Asohofrucol y Corpoica. (2013). Modelo Tecnologico para el cultivo del mango en el Valle
del alto Magdalena en el Departamento del Tolima. Recuperado el 31 de mayo del

2021, de https://sioc.minagricultura.gov.co/DocumentosContexto/S1462-

MANGO%20ASOHOFRUCOL %20ICA%20CORPOICA.pdf

Barbe, V., Cruveiller, S., Kunst, F., Lenoble, P., Meurice, G., Sekowska, A., Vallenet, D.,
Wang, T., Moszer, |, Médigue, C., & Danchin, A. (2009). From a consortium
sequence to a unified sequence: the Bacillus subtilis 168 reference genome a
decade later. Microbiology (Reading, England), 155(Pt 6), 1758-1775.
https://doi.org/10.1099/mic.0.027839-0

Belenky, P., Camacho, D., & Collins, J. J. (2013). Fungicidal Drugs Induce a Common
Oxidative-Damage Cellular Death Pathway. Cell Reports, 3(2), 350-358.
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2012.12.021

Borthwick, A. D. (2012). 2,5-Diketopiperazines: Synthesis, Reactions, Medicinal Chemistry,
and Bioactive Natural Products. Chemical Reviews, 112(7), 3641-3716.
https://doi.org/10.1021/cr200398y

Bushnell, L. D., & Haas, H. F. (1941). The Utilization of Certain Hydrocarbons by
Microorganisms. Journal of bacteriology, 41(5), 653-673.
https://doi.org/10.1128/jb.41.5.653-673.1941

Chen, X. H., Scholz, R., Borriss, M., Junge, H., Mogel, G., Kunz, S., & Borriss, R. (2009).

Difficidin and bacilysin produced by plant-associated Bacillus amyloliquefaciens are



29

efficient in controlling fire blight disease. Journal of Biotechnology, 140(1-2), 38-44.
https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2008.10.015

Coconubo Guio, L. C., Sinuco Leén, D. C., & Castellanos Hernandez, L. (2020). Fungicidal
activity of volatile organic compounds from Paenibacillus bacteria against
Colletotrichum gloeosporioides. Revista Colombiana de Quimica, 49(1), 20-25.
https://doi.org/10.15446/rev.colomb.quim.vi1n49.81996

Del Puerto Rodriguez, A. M., Suarez Tamayo, S., & Palacio Estrada, D. (2014). Efectos de
los plaguicidas sobre el ambiente y la salud. Revista Cubana de Higiene y
Epidemiologia, 52(3). Recuperado el 31 de mayo del 2021, de

http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1561-

30032014000300010&Ing=esé&tlng=es.

Devi, S., Kiesewalter, H. T., Kovacs, R., Frisvad, J. C., Weber, T., Larsen, T. O., Kovacs,
A.T., & Ding, L. (2019). Depiction of secondary metabolites and antifungal activity
of Bacillus velezensis DTUQO01. Synthetic and Systems Biotechnology, 4(3), 142-
149. https://doi.org/10.1016/j.synbio.2019.08.002

Diaz-Medina, A. R., Arboleda-Zapata, T., & Rios-Osorio, L. A. (2019). Estrategias de
control biologico utilizadas para el manejo de la antracnosis causada por
Colletotrichum gloeosporioides en frutos de mango: Una revision sistematica.
Tropical and Subtropical Agroecosystems, 22, 595-611. Recuperado el 31 de mayo
del 2021, de

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&qg=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahU

KEw;j-
pNbguvXwAhUdGFkFHcFsCykQFjAAegQIAXAD&url=https % 3A%2F % 2Fwww.revi

sta.ccba.uady.mx%2Fo0ijs%2Findex.php%2F TSA%2Farticle%2Fdownload%2F269

9%2F1315&usg=A0vVaw30KDg68AmMMBECJSUOEUZDC




30

Du, L., & Lou, L. (2010). PKS and NRPS release mechanisms. Nat. Prod. Rep., 27(2), 255-
278. https://doi.org/10.1039/B912037H

Dunlap, C. A., Bowman, M. J., & Rooney, A. P. (2019). Iturinic Lipopeptide Diversity in the
Bacillus subtilis Species Group — Important Antifungals for Plant Disease Biocontrol
Applications. Frontiers in Microbiology, 10, 1794.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.01794

Dunlap, C. A., Bowman, M. J., & Schisler, D. A. (2013). Genomic analysis and secondary
metabolite production in Bacillus amyloliquefaciens AS 43.3: A biocontrol antagonist
of  Fusarium  head blight. Biological ~ Control, 64(2), 166-175.
https://doi.org/10.1016/j.biocontrol.2012.11.002

Falardeau, J., Wise, C., Novitsky, L., & Avis, T. J. (2013). Ecological and Mechanistic
Insights Into the Direct and Indirect Antimicrobial Properties of Bacillus subtilis
Lipopeptides on Plant Pathogens. Journal of Chemical Ecology, 39(7), 869-878.
https://doi.org/10.1007/s10886-013-0319-7

Fira, D., Dimki¢, I., Beri¢, T., Lozo, J., & Stankovi¢, S. (2018). Biological control of plant
pathogens by Bacillus species. Journal of Biotechnology, 285, 44-55.
https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2018.07.044

Fravel, D. R. (2005). Commercialization and Implementation of Biocontrol. Annual Review
of Phytopathology, 43(1), 337-359.
https://doi.org/10.1146/annurev.phyto.43.032904.092924

Gondry, M., Jacques, |. B., Thai, R., Babin, M., Canu, N., Seguin, J., Belin, P., Pernodet,
J.-L., & Moutiez, M. (2018). A Comprehensive Overview of the Cyclodipeptide
Synthase Family Enriched with the Characterization of 32 New Enzymes. Frontiers

in Microbiology, 9, 46. https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.00046



31

Govender, V., & Korsten, L. (2006). Evaluation of different formulations of Bacillus
licheniformis in mango pack house trials. Biological Control, 37(2), 237-242.
https://doi.org/10.1016/j.biocontrol.2005.11.012

Grangemard, |., Wallach, J., Maget-Dana, R., & Peypoux, F. (2001). Lichenysin: A More
Efficient Cation Chelator Than Surfactin. Applied Biochemistry and Biotechnology,
90(3), 199-210. https://doi.org/10.1385/ABAB:90:3:199

Guo, W, Li, F., Xia, J., & Wang, W. (2021). Complete genome sequence of a marine-
derived bacterium Pseudomonas sp. SXM-1 and characterization of its siderophore
through antiSMASH analysis and with mass spectroscopic method. Marine
Genomics, 55, 100802. https://doi.org/10.1016/j.margen.2020.100802

Hernandez Delgado, P. M., Aranguren, M., Reig, C., Fernandez Galvan, D., Mesejo, C.,
Martinez Fuentes, A., Galan Sauco, V., & Agusti, M. (2011). Phenological growth
stages of mango (Mangifera indica L.) according to the BBCH scale. Scientia
Horticulturae, 130(3), 536-540. https://doi.org/10.1016/j.scienta.2011.07.027

Hernandez Montiel, L. G., Zulueta Rodriguez, R., Angulo, C., Rueda Puente, E. O.,
Quifionez Aguilar, E. E., & Galicia, R. (2017). Marine yeasts and bacteria as
biological control agents against anthracnose on mango. Journal of Phytopathology,
165(11-12), 833-840. https://doi.org/10.1111/jph.12623

Hifnawy, M. S., Fouda, M. M., Sayed, A. M., Mohammed, R., Hassan, H. M., AbouZid, S.
F., Rateb, M. E., Keller, A., Adamek, M., Ziemert, N., & Abdelmohsen, U. R. (2020).
The genus Micromonospora as a model microorganism for bioactive natural product
discovery. RSC Advances, 10(35), 20939-20959.
https://doi.org/10.1039/DORA04025H

Jensen, P. R. (2016). Natural Products and the Gene Cluster Revolution. Trends in

Microbiology, 24(12), 968-977. https://doi.org/10.1016/j.tim.2016.07.006



32

Jin, P., Wang, H., Tan, Z., Xuan, Z., Dahar, G. Y., Li, Q. X., Miao, W., & Liu, W. (2020).
Antifungal mechanism of bacillomycin D from Bacillus velezensis HN-2 against
Colletotrichum gloeosporioides Penz. Pesticide Biochemistry and Physiology, 163,
102-107. https://doi.org/10.1016/j.pestbp.2019.11.004

Kamble, M., & Kumar, P. (Eds.). (2016). Colletotrichum gloeosporioides: Pathogen of
Anthracnose Disease in Mango (Mangifera indica L.). En Current Trends in Plant
Disease Diagnostics and Management Practices (pp. 207-219). Springer
International Publishing. https://doi.org/10.1007/978-3-319-27312-9_9

Karim, A., Poirot, O., Khatoon, A., & Aurongzeb, M. (2019). Draft genome sequence of a
novel Bacillus glycinifermentans strain having antifungal and antibacterial
properties. Journal of Global Antimicrobial Resistance, 19, 308-310.
https://doi.org/10.1016/j.jgar.2019.10.011

Kefialew, Y., & Ayalew, A. (2008). Postharvest biological control of anthracnose
(Colletotrichum gloeosporioides) on mango (Mangifera indica). Postharvest Biology
and Technology, 50(1), 8-11. https://doi.org/10.1016/j.postharvbio.2008.03.007

Kevany, B. M., Rasko, D. A., & Thomas, M. G. (2009). Characterization of the Complete
Zwittermicin A Biosynthesis Gene Cluster from Bacillus cereus. Applied and
Environmental Microbiology, 75(4), 1144-1155.
https://doi.org/10.1128/AEM.02518-08

Kim, S.-K. (Ed.). (2013). Marine Microbiology. Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.
https://doi.org/10.1002/9783527665259

Knight, C. A., Bowman, M. J., Frederick, L., Day, A., Lee, C., & Dunlap, C. A. (2018). The
first report of antifungal lipopeptide production by a Bacillus subtilis subsp.
Inaquosorum strain. Microbiological Research, 216, 40-46.

https://doi.org/10.1016/j.micres.2018.08.001



33

Kdcher, S., Breitenbach, J., Miller, V., & Sandmann, G. (2009). Structure, function and
biosynthesis of carotenoids in the moderately halophilic bacterium Halobacillus
halophilus. Archives of Microbiology, 191(2), 95-104.
https://doi.org/10.1007/s00203-008-0431-1

Koumoutsi, A., Chen, X.-H., Henne, A., Liesegang, H., Hitzeroth, G., Franke, P., Vater, J.,
& Borriss, R. (2004). Structural and Functional Characterization of Gene Clusters
Directing Nonribosomal Synthesis of Bioactive Cyclic Lipopeptides in Bacillus
amyloliquefaciens Strain FZB42. Journal of Bacteriology, 186(4), 1084-1096.
https://doi.org/10.1128/JB.186.4.1084-1096.2004

Luna-Bulbarela, A., Tinoco-Valencia, R., Corzo, G., Kazuma, K., Konno, K., Galindo, E., &
Serrano-Carredn, L. (2018). Effects of bacillomycin D homologues produced by
Bacillus amyloliquefaciens 83 on growth and viability of Colletotrichum
gloeosporioides at different physiological stages. Biological Control, 127, 145-154.
https://doi.org/10.1016/j.biocontrol.2018.08.004

Majer, H. M., Ehrlich, R. L., Ahmed, A, Earl, J. P., Ehrlich, G. D., & Beld, J. (2021). Whole
genome sequencing of Streptomyces actuosus ISP-5337, Streptomyces sioyaensis
B-5408, and Actinospica acidiphila B-2296 reveals secondary metabolomes with
antibiotic potential. Biotechnology Reports, 29, e00596.
https://doi.org/10.1016/j.btre.2021.e00596

Montoya Solano, J. D., Suarez Moreno, Z. R., Montoya Castafio, D., & Aristizabal Gutiérrez,
F. A. (2006). Analisis bioinformatico y prediccion de genes en secuencias
gendémicas de Clostridium sp. IBUN22A. Revista Colombiana de Biotecnologia,
VII(1),57-64. Recuperado el 31 de Mayo de 2021, de

https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=77680106




34

Ortega-Morales, B. O., Ortega-Morales, F. N., Lara-Reyna, J., De la Rosa-Garcia, S. C.,
Martinez-Hernandez, A., & Montero-M., J. (2009). Antagonism of Bacillus spp.
Isolated from Marine Biofilms Against Terrestrial Phytopathogenic Fungi. Marine
Biotechnology, 11(3), 375-383. https://doi.org/10.1007/s10126-008-9152-3

Paik, S. H., Chakicherla, A., & Hansen, J. N. (1998). Identification and Characterization of
the Structural and Transporter Genes for, and the Chemical and Biological
Properties of, Sublancin 168, a Novel Lantibiotic Produced by Bacillus subtilis 168.
Journal of Biological Chemistry, 273(36), 23134-23142.
https://doi.org/10.1074/jbc.273.36.23134

Palazzini, J. M., Dunlap, C. A., Bowman, M. J., & Chulze, S. N. (2016). Bacillus velezensis
RC 218 as a biocontrol agent to reduce Fusarium head blight and deoxynivalenol
accumulation: Genome sequencing and secondary metabolite cluster profiles.
Microbiological Research, 192, 30-36. https://doi.org/10.1016/j.micres.2016.06.002

Parra, L. (2008). Relacion entre infecciones quiescentes de colletotrichum gloeosporioides
(Penz) y los diferentes estados fenologicos del fruto de mango (magnifera indica L)
variedad hilacha. Recuperado el 31 de mayo del 2021, de

https://repository.javeriana.edu.co/bitstream/handle/10554/8311/tesis120.pdf?seq

uence=1&isAllowed=y

Quintero, M., Velasquez, A., Jutinico, L. M., Jiménez-Vergara, E., Blanddn, L. M., Martinez,
K., Lee, H. S., & Gomez-Leodn, J. (2018). Bioprospecting from marine coastal
sediments of Colombian Caribbean: Screening and study of antimicrobial activity.
Journal of Applied Microbiology, 125(3), 753-765.
https://doi.org/10.1111/jam.13926

Quintero-Mercado, A., Dangon-Bernier, F., & Paez-Redondo, A. (2019). Aislamientos

endofiticos de Colletotrichum spp. A partir de hojas y ramas de mango (Mangifera



35

indica L.) cultivar Azucar en el municipio de Ciénaga, Magdalena, Colombia.
Revista de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales,
43(166), 65. https://doi.org/10.18257/raccefyn.788

Radovanovié¢, N., Milutinovi¢, M., Mihajlovski, K., Jovi¢, J., Nastasijevi¢, B., Rajilic-
Stojanovi¢, M., & Dimitrijevi¢-Brankovic, S. (2018). Biocontrol and plant stimulating
potential of novel strain Bacillus sp. PPM3 isolated from marine sediment. Microbial
Pathogenesis, 120, 71-78. https://doi.org/10.1016/j.micpath.2018.04.056

Rajaofera, M. J. N., Jin, P. F., Fan, Y. M., Sun, Q. Q., Huang, W. K., Wang, W. B., Shen,
H. Y., Zhang, S., Lin, C. H., Liu, W. B., Zheng, F. C., & Miao, W. G. (2018).
Antifungal activity of the bioactive substance from Bacillus atrophaeus strain HAB-
5 and its toxicity assessment on Danio rerio. Pesticide Biochemistry and Physiology,
147, 153-161. https://doi.org/10.1016/j.pestbp.2017.06.006

Reyes-Estebanez, M., Sanmartin, P., Camacho-Chab, J. C., De la Rosa-Garcia, S. C.,
Chan-Bacab, M. J., Aguila-Ramirez, R. N., Carrillo-Villanueva, F., De la Rosa-
Escalante, E., Arteaga-Garma, J. L., Serrano, M., & Ortega-Morales, B. O. (2020).
Characterization of a native Bacillus velezensis-like strain for the potential biocontrol
of  tropical fruit pathogens.  Biological  Control, 141, 104127.
https://doi.org/10.1016/j.biocontrol.2019.104127

Ruiz-Sanchez, E., Mejia-Bautista, M. A., Serrato-Diaz, A., Reyes-Ramirez, A., Estrada-
Gir6on, Y., & Valencia-Botin, A. (2016). Antifungal activity and molecular
identification of native strains of Bacillus subtilis. Agrociencia, 50(2). Recuperado el
31 de mayo de 2021, de

http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1405-

31952016000200133&Ing=es&tlng=en.




36

Rungjindamai, N. (2016). Isolation and evaluation of biocontrol agents in controlling
anthracnose disease of mango in Thailand. Journal of Plant Protection Research,
56(3), 306-311. https://doi.org/10.1515/jppr-2016-0034

Schwarzer, D., Finking, R., & Marahiel, M. A. (2003). Nonribosomal peptides: From genes
to products. Natural Product Reports, 20(3), 275. https://doi.org/10.1039/b111145k

Sharma, R. (2019). Analytical Concept of Fungicide Resistance: A Review. International
Journal of Current Microbiology and Applied Sciences, 8(12), 1672-1684.
https://doi.org/10.20546/ijcmas.2019.812.201

Stein, T., Dusterhus, S., Stroh, A., & Entian, K.-D. (2004). Subtilosin Production by Two
Bacillus subtilis Subspecies and Variance of the sbo-alb Cluster. Applied and
Environmental Microbiology, 70(4), 2349-2353.
https://doi.org/10.1128/AEM.70.4.2349-2353.2004

Veith, B., Herzberg, C., Steckel, S., Feesche, J., Maurer, K. H., Ehrenreich, P., Baumer, S.,
Henne, A., Liesegang, H., Merkl, R., Ehrenreich, A., & Gottschalk, G. (2004). The
Complete Genome Sequence of Bacillus licheniformis DSM13, an Organism with
Great Industrial Potential. Journal of Molecular Microbiology and Biotechnology,
7(4), 204-211. https://doi.org/10.1159/000079829

Villarreal-Delgado, M. F., Villa-Rodriguez, E. D., Cira-Chavez, L. A., Estrada-Alvarado, M.
I., Parra-Cota, F. |., & De los Santos-Villalobos, S. (2018). El género Bacillus como
agente de control bioldgico y sus implicaciones en la bioseguridad agricola. Revista
Mexicana de Fitopatologia, Mexican Journal of Phytopathology, 36(1).
https://doi.org/10.18781/R.MEX.FIT.1706-5

World Health Organization, & Food and Agriculture Organization of the United Nations.
(2014). International Code of Conduct on the Distribution and Use of Pesticides.

Recuperado el 31 de mayo del 2021, de



37

http://www.fao.org/fileadmin/templates/agphome/documents/Pests Pesticides/Co

de/CODE_2014Sep ENG.pdf

Wu, L., Wu, H., Chen, L., Yu, X., Borriss, R., & Gao, X. (2015). Difficidin and bacilysin from
Bacillus amyloliquefaciens FZB42 have antibacterial activity against Xanthomonas
oryzae rice pathogens. Scientific Reports, 5(1), 12975.
https://doi.org/10.1038/srep12975

Xiong, J., Bauer, C. E., & Pancholy, A. (2007). Insight into the haem d 1 biosynthesis
pathway in heliobacteria through bioinformatics analysis. Microbiology, 153(10),
3548-3562. https://doi.org/10.1099/mic.0.2007/007930-0

Zheng, M., Shi, J., Shi, J., Wang, Q., & Li, Y. (2013). Antimicrobial effects of volatiles
produced by two antagonistic Bacillus strains on the anthracnose pathogen in
postharvest mangos. Biological Control, 65(2), 200-206.

https://doi.org/10.1016/j.biocontrol.2013.02.004



2.Produccion y caracterizacion quimica
parcial de metabolitos de la bacteria de
origen marino Bacillus velezensis INV
FIR31

Resumen

El uso extensivo e intensivo de productos de origen quimico para el control de plagas y
enfermedades en el campo agricola, ha perturbado el balance ecolégico de los
microorganismos presentes en el habitat dando lugar al desarrollo de cepas patégenas
resistentes, contaminacion del medio ambiente y riesgos para la salud humana. Los
extractos antimicrobianos producidos por bacterias marinas representan una posible
solucion a esta problematica que ademas de ser efectivos contra los fitopatégenos
representan una baja toxicidad siendo menos nocivos para el ambiente y los seres vivos,
entre ellos los lipopéptidos son considerados los mas importantes y son producidos
principalmente por bacterias del género Bacillus. En este estudio, se caracterizo
parcialmente el extracto BS57 producido por la bacteria marina Bacillus velezensis INV
FIR31, el cual presento alta capacidad biocontroladora contra especies de Colletotrichum
asociadas a Antracnosis en mango. Mediante la técnica de espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FT-IR), cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas (CLAE-EM) y un analisis termogravimétrico (TGA), se identifico la presencia del
lipopéptido Bacilomicina D de la familia iturinas. Por otro lado, el extracto sdlido presento
estabilidad térmica hasta los 140°C, caracteristica importante para el desarrollo de
productos aplicables en campo, ya que puede inferirse que su actividad bioldgica no

tendria cambios sustanciales en condiciones ambientales adversas.
Palabras Claves

Metabolitos secundarios, Bacillus spp, Lipopéptidos, Biofungicida
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1. Introduccién
El uso extensivo e intensivo de quimicos sintéticos para el control de plagas y
enfermedades en campo, ha perturbado el balance ecolégico de los microorganismos
presentes en el habitat dando lugar al desarrollo de cepas patégenas resistentes,
contaminacién del medio ambiente y riesgos para la salud humana asociados a la
toxicidad. Uno de los desafios mas grandes en los ultimos afios es el desarrollo de
alternativas que no representen una amenaza para el agroecosistema, ademas, el
continuo incremento de bacterias multiresistentes a antibioticos también ha acelerado la
necesidad de encontrar nuevas moléculas antimicrobianas, por lo que para el 2003 la FAO
autorizo el uso del primer lipopéptido de tipo antibidtico con fines farmacéuticos (Nakhate
et al., 2013; Schneider et al., 2014), estos lipopéptidos (LPs) son metabolitos secundarios
producidos por bacterias que actualmente son consideradas biofabricas para la produccion

a gran escala de este tipo de moléculas con interesantes actividades biologicas.

La investigacion de LPs ha estado dirigida a la aplicacion industrial en la decoloracion y
descontaminacién de efluentes, biorremedacion, pretratamiento de material lignocelulitico
(residuos agroindustriales) y produccion de biosurfactantes. En la industria farmacéutica
se estudia la actividad anticancerigena, antiparasitaria y péptidos constituyentes de nuevos
antibidticos y adyuvantes de vacunas, ademas de la aplicacion de prebidticos en la
acuicultura, aditivos para alimentos de consumo humano (Drakontis & Amin, 2020; Meena
& Kanwar, 2015), y en la agricultura se ha evaluado el potencial agricola como
biofertilizantes y controladores biolégicos de fitopatdgenos. En este contexto los
lipopéptidos representan un grupo de moléculas versatiles y diversas que revisten un gran

interés biotecnologico (Meena & Kanwar, 2015) .

Los lipopéptidos son metabolitos secundarios que estructuralmente estan constituidos por
un acido graso en combinacién con un resto peptidico. Pueden diferenciarse por la
composicion del resto peptidico, la longitud de la cadena de acidos grasos y el enlace entre
las dos partes, y de acuerdo a estas caracteristicas se pueden clasificar en tres familias:
Iturinas, fengycinas y surfactinas (Inés & Dhouha, 2015). Las bacterias del género Bacillus
spp. han sido reportadas como las principales productoras, su sintesis se ha reportado en
especies como B. amyloliquefaciens, B. brevis, B. licheniformis, B. mojavensis, B.

mycoides, B. pumilus, B. siamensis, B. subfilis y aislamientos marinos como B.
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stratosphericus, B. marinus y B. velezensis (Hentati et al., 2019; Sharma et al., 2020).
Aunque también han sido identificados en bacterias del género Pseudomonas,
Streptomyces, Arthrobacter, Halomonas, debido a la diversidad y el facil cultivo in vitro, se
sigue explorando principalmente la produccion en especies de Bacillus sp. (Cheffi et al.,
2021; Raddadi et al., 2012; Yang et al., 2015; Zhao et al., 2017).

Para realizar una caracterizacién quimica, y asi dilucidar la estructura de los lipopéptidos
existen diversas metodologias, pero entre las mas usadas se encuentra la espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier FT-IR (Nasir & Besson, 2012a). Esta es una técnica
por la cual la interaccién de una radiacion con la materia de la muestra hace vibrar los
enlaces moleculares de un modo caracteristico para cada grupo funcional , lo que se
traduce en un espectro o huella dactilar que permite, por comparacion, identificarlos
estructuralmente en términos de intensidad y posicion (frecuencia). La transformacion de
Fourier es el método matematico para el desarrollo de la curva obtenida (interferograma).
La transformada esta constituida por el sumatorio de senos y cosenos de las distintas

frecuencias opticas que componen la radiacion.

El espectrofotometro FTIR tiene varias ventajas importantes: Su sensibilidad es mejor
debido a que mide todas las frecuencias de manera simultdnea en lugar de escanear las
frecuencias individuales. Se necesita menos energia de la fuente y se requiere menos
tiempo (por lo regular de 1 a 2 segundos) para un escaneo. Pueden completarse varios

escaneos en unos cuantos segundos y promediarse para mejorar la seial (Wade, 2013)

Por otro lado, la cromatografia es el nombre que se le da al grupo de técnicas utilizadas
en la determinacion de la identidad, cuantificacion y separacion de sustancias en una
mezcla. La cromatografia liquida comprende todas las técnicas cromatograficas que usan
una fase movil liquida, entre las cuales estan la cromatografia de papel, la cromatografia
en capa fina, la cromatografia en columna y la cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE) (Talero-Pérez et al., 2013).

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (CLAE-EM) es una técnica
robusta, sensible y selectiva, y proporciona un analisis cuantitativo y cualitativo de los

componentes presentes en una determinada mezcla (Yoshida etal, 2009). En
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comparacion con otras técnicas CLAE-EM es una alternativa que requiere menos
complejidad en los analisis, dado que otras técnicas requieren de pretratamiento de la
muestra y derivatizaciéon del analito. Por otro lado, los analisis termogravimétricos (TGA)
permiten determinar algunos parametros fisicos de materiales solidos, en estos, la pérdida
de masa de una muestra se mide en un periodo de tiempo como funcién del aumento en
la temperatura permitiendo asi, conocer informacion sobre la humedad y estabilidad de la
muestra con respecto a la temperatura, caracteristicas importantes para determinar la
estabilidad de un material, crucial para el desarrollo, evaluacion en condiciones de campo

y aplicacion de un producto comercial (Sharma et al., 2018).

El objetivo de esta investigacion fue caracterizar el extracto obtenido de la bacteria de
origen marino Bacillus velezensis INV FIR31 para identificar putativamente las moléculas

involucradas en la actividad antifungica evaluada previamente.

2. Materiales y Métodos
El extracto BS57, fue obtenido de la bacteria Bacillus velezensis INV FIR31 a través de la
metodologia de precipitacion acida como se detalla en el Capitulo 1 (Ver: Metodologia 2.3,
Capitulo 1). La bacteria se inocul6 en medio Bushnell-Haas con melaza de cafa al 1% y
se incub6é a 30°C con agitacion constante de 140 rpm durante 24 h, el cultivo fue
centrifugado con el fin de obtener el sobrenadante libre de células, seguidamente, se
sometio a acidificacion usando acido clorhidrico (HCI 6 M), hasta alcanzar un pH 2,0 y se
almaceno a 4°C, durante 24 h, después de este tiempo el precipitado fue recolectado por
centrifugacion y se resuspendié en una solucion HCI 0.1 M, posteriormente se centrifugd y
se retir6 el sobrenadante, el pellet resultante se resuspendi6 agua destilada y se liofilizo.
Finalmente, el producto seco se disolvié en una mezcla de cloforomo:metanol (65:15), se
filtr6 usando filtro Wathman N°4 y el filtrado se concentr6é a presion reducida usando el
rotavaporador Marca Heidolph (serie 101108307). El extracto organico fue almacenado a

temperatura ambiente (25°C).

2.1 Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)
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Los analisis espectrales fueron realizados a una temperatura aproximada de 20°C, en el
infrarrojo medio (400-4000 cm™), usando el equipo IR Tracer-100 (Shimadzu), con un
detector DLATS y un accesorio de reflexion horizontal ATR (ATR - MIRacle™ PIKE). La
muestra fue puesta en contacto con el cristal de diamante que se encuentra en el accesorio
ATR. Cada espectro fue corrido con un promedio de 64 barridos y con una resolucion de
8 cm™. La asignacion de sefales se realizd teniendo en cuenta la tabla de espectroscopia

infrarroja de Sigma Aldrich.

2.2 Cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de
masas (CLAE-EM)

La CLAE-EM se realizé en un UHPLC Thermo Dionex Ultimate 3000 junto con HRMS
(Impact Il, Bruker Daltonics Corporation, EE. UU.) equipado con una fuente de ionizacion
por electroaspersion (EA). El sistema de cromatografia utilizé una columna analitica C18
(columna LC Kinetex® de tamario de particula de 1,7 um, 100 x 2,1 mm). La fase movil fue
un sistema solvente binario que consistié en A (agua, 0.1% FA) y B (ACN, 0.1% FA). Las
condiciones de elucion fueron gradiente "discontinuo" de la siguiente manera: 10% de B
durante 5 min, 10-70% de B durante 7 min, 70% de B durante 5 min, 70-99% de B durante
4 min y 99% de B durante 6 minutos. El volumen de inyeccion fue de 1 pl, el caudal de 0,4
ml/min. Las ionizaciones se adquirieron en modo positivo mediante espectrometria de
masas por ionizacion por electropulverizacion (ESI-MS) con temperatura capilar, y el
voltaje se ajusté a 200 ° C, 3,5 kV, respectivamente. (Peterson et al., 2009; Sudarmono
et al., 2019). El escaneo vari6 de 50 a 1200 m/z. El extracto fue disuelto en metanol grado
HPLC (Etchegaray et al., 2008).

Los datos de la CLAE-EM se procesaron con el software MZmine, que consistio en realizar
la deteccion de los picos, eliminacion de is6topos, coincidencia de picos y llenado de picos
(Nunes et al., 2019). La deteccion de picos se realiz en tres pasos: (i) deteccion de masa
con valor de ruido = 5000; (ii) generador de cromatogramas con un lapso minimo = 0,01
min, altura minima = 3000 y tolerancia m/z = 5 ppm; (iii) deconvolucién con ancho de pico
= 0,01- 0,5min, ruido = 5000. Los is6topos se eliminaron utilizando el mero isotopico con

tolerancia m/ z = 5 ppm, tolerancia de tiempo de retencién = 0,1 min e intensidad estandar
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minima = 5000. Luego, se aplicé un filtro para mantener solo aquellos iones con al menos
2 picos en su patron de isotopos. La coincidencia de picos entre las muestras se realizd

usando el alineador de union con tolerancia m/z = 5,0 ppm.

2.3 Analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis térmico del extracto se llevd a cabo con un TGA Q500 V6.7 Build 207. Se
cargaron 2-5 mg de muestra en una bandeja de platino y se cuantifico la pérdida de masa
en los rangos de temperatura 30-800 ° C y 30—450 ° con un gradiente de 10 ° C/min, bajo

atmosfera de nitrégeno tipo 5.0 o aire seco.

3. Resultados

3.1 Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier

El espectro infrarrojo ATR del extracto reveld la presencia de grupos peptidicos, alifaticos,
amida, éster, carboxilo y carbonilos, las bandas de absorcibn mas importantes se
asignaron por comparacién con los espectros obtenidos de la literatura, los cuales sugieren
que se trata de una estructura de naturaleza organica (Figura 6). Estos grupos se asociaron
alas sefiales del espectro, una banda fuerte a los 3294 cm™, caracteristica del estiramiento
del enlace N-H y O-H, correspondiente al grupo peptidico (lbrar & Zhang, 2020). Las
sefiales a 2954, 2924 y 2850 cm™ sugieren estiramientos de enlaces C-H, de acuerdo a
otras investigaciones estas sefiales son resultados consistentes para compuestos
alifaticos de cadena (Hentati et al., 2019; Mani et al., 2016;).

Las sefiales en 1643 cm™ corresponden a estiramientos del enlace C=0 del grupo amida.
Las tres sefiales en 1535, 1462 y 1400 cm™ corresponden a estiramiento de enlaces C=C
confirmando asi la presencia de insaturaciones en los compuestos analizados. Las sefales
de baja intensidad por debajo de 1400 cm™ corresponden a la huella digital, por lo que no

fueron tenidas en cuenta para la identificacion.
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Figura 6. Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) en modalidad ATR

del extracto BS57 obtenido de la bacteria marina Bacillus velezensis INV FIR31.

3.2 Analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a

espectrometria de masas (CLAE-EM)

El perfilado metabdlico CLAE-EM del extracto evidencié zonas de alta densidad entre 8 y
21 minutos y otra entre los 23 y 27 minutos, de acuerdo a lo reportado por Mufioz-Vasquez,
(2015), estas senales podrian corresponder a zonas de retencion para las iturinas (RT: O-
10 min), para fengicinas (RT: 11-17 min) y surfactinas (RT: 22-27 min), respecto a la
relacion masa/carga (m/z) se observan valores de 136, 221, 448, 1059, 70, 503, 1022, 393,
60y 792 (Figura 7).
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Figura 7. Cromatograma (TIC) del extracto BS57 obtenido de la bacteria marina Bacillus
velezensis INV FIR31., por cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a

espectrometria de masas (CLAE-EM)

Los datos de espectrometria de masas sin procesar se trabajaron en el software MZmine
con la condicién descrita en la metodologia, el conjunto de datos se cargé en la plataforma
Global Natural Products Social Molecular Networking -GNPS
(https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp). La plataforma en linea posee
una diversidad de herramientas que ayudan a la identificacion de compuestos y la
derreplicacion. Para la derreplicacion con las bases de datos cargadas en la plataforma,
se considerd como identificacion putativa aquellos compuestos que tenian un valor de

Appm inferior a 5 y el espectro de ms/ms experimental tenia coincidencia con el reportado
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por la base de datos (Mihaleva et al., 2008). Bajo esos criterios se identifico putativamente

un compuesto de tipo lipopeptidico, Bacilomycin D con un Appm de 0.0 (Tabla 5).

Tabla 5. Compuestos identificados enel extracto BS-57 con la plataforma Global Natural
Products Social Molecular Networking (GNPS).

m/z
Compuesto Appm Estructura
reportado

Bacillomycin D 1059.57 0.0

Dado que el espectrometro de masas recopila una gran cantidad de datos de las masas
detectadas, se realizd un analisis de monitorizacion selectiva de los iones, en inglés,
Select lon Monitoring (SIM) del ion 1059,57 correspondiente al compuesto de interés
identificado como Bacillomicina D, este analisis aumenta la sensibilidad del analisis
cromatografico, ya que permite evidenciar la ruptura o pérdidas de los enlaces péptidicos
que posiblemente componen la molécula, es decir, que las sefales detectadas son
generadas por los aminoacidos presentes en el lipopéptido. En el resultado se pudo

evidenciar cuatro fragmentos con valores de m/z de 288, 367, 530, 741 (Figura 8).
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obtenido de la bacteria marina Bacillus velezensis INV FIR31.

3.3 Analisis termogravimétrico

En la Figura 9 se evidencid el comportamiento del extracto BS57 y la descomposicion

térmica presenta 2 picos relevantes, el primer pico en un intervalo de temperatura (110-

140°C) con una pérdida de peso del 7%, que podria atribuirse a la eliminacion de la

humedad de la muestra, el segundo pico se genera en un intervalo de (290-310°C) siendo

este el pico de mayor degradacion térmica con una pérdida del 64%. Por lo que se podria

inferir que la estabilidad del extracto sélido se conserva en gran medida hasta los 291°C
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aproximadamente.
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Figura 9. Analisis termogravimétrico del extracto BS57 obtenido de la bacteria marina

Bacillus velezensis INV FIR31.

4. Discusion

Las metodologias usadas en este estudio permitieron identificar la naturaleza quimica y
posible estructura de los compuestos presentes en el extracto BS57 obtenido de la bacteria
marina Bacillus velezensis INV FIR31. El FT-IR en modalidad ATR del extracto BS57,
reveld la presencia de grupos peptidicos, alifaticos, amida, éster, carboxilo y carbonilos,

caracteristicas de moléculas organicas. Estos grupos se asociaron a las sehales del
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espectro con una banda fuerte a los 3294 cm™, caracteristica del estiramiento del enlace
N-H y O-H, correspondiente al grupo peptidico (Ibrar & Zhang, 2020). Las sefales a 2954,
2924 y 2850 cm™ sugieren estiramientos de enlaces C-H, de acuerdo a otras
investigaciones estas sefiales son resultados consistentes para compuestos alifaticos de
cadena (Hentati et al., 2019; Mani et al., 2016), ademas se destaca el uso de esta técnica
para caracterizar los compuestos de naturaleza lipopeptidica (Cheffi et al., 2021). Los
resultados obtenidos de la CLAE-EM permitieron evidenciar la ionizaciéon de diversos
compuestos, sin embargo, con el tratamiento de los datos en la base de datos GNPS, se
identificd la presencia del lipopéptido Bacilomicina D correspondiente el ion m/z 1059,57
con un tiempo de retencién de 9,6 minutos. Este resultado fue similar a lo observado por
autores como Jin et al., (2018) y Luna-Bulbarela et al., (2018) al identificar lipopéptidos
homologos de la Bacillomicina D con m/z 1054,50 y m/z 1045, 75 obtenido de la bacteria
B. amyloliquefaciens para el control biolégico de Colletotrichum gloeosporioides, y lo
reportado por Gong etal.,, (2014) que identificé cuatro compuestos homodlogos de
Bacilomicina D con m/z de 1030, 1044, 1058 y 1072 obtenidos de B. subtilis capaces de

inhibir el crecimiento de Aspergillus flavus.

La Bacillomicina D hace parte de la familia de las iturinas caracterizadas por tener una
secuencia de heptapéptidos y una cadena alifatica entre C14-C17 (Beltran-Gracia et al.,
2017). Los miembros de esta familia presentan seis sitios de heterogeneidad: i) longitud e
insaturacion de la cadena de acido graso, ii) aminoacido de la posicién 1 (Asn/Asp), iii)
aminoacido de la posicion 4 (Ser/Pro/GIn/Glu), iv) aminoacido de la posicién 5
(Glu/GIn/Pro), v) posicion 6 (Ser/Asn/Asp) y vi) aminoacido de la posicion 7 (Thr/Ser/Asn).
La composicion exacta de la secuencia de aminoacido se puede determinar de acuerdo a
analisis SIM de ion m/z 1059,57 asignado a la Bacillomicina D, analizando los fragmentos
obtenidos, aunque,no se profundizé en la elucidacion de esta estructura, sin embargo, las
pérdidas y los valores obtenidos en el presente estudio, son similares a evaluaciones
anteriores que han revelado que la Bacilomicina D posee una estructura esquematica de
Asn-Tyr-Asn-Pro-Glu-Ser-Thr (Gong et al., 2014; Nasir & Besson, 2012b). Las iturinas se
caracterizan por ser altamente fungitdxicas, sin embargo, poseen una baja actividad
antibacteriana, a diferencia de las surfactinas que inhiben principalmente las bacterias (Liu
et al., 2020), esto coincide con una evaluacion adicional de viabilidad bacteriana realizado

con el extracto BS57 en que no se evidencié dafio en la membrana bacteriana de
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Staphylococcus aureus cuando era expuesto al extracto a una concentracion de 400 ppm
(Ver: Anexo B). En la actualidad se conocen los mecanismos antimicrobianos de los
lipopéptidos los cuales estan relacionados principalmente con el dafio a la membrana
celular por su naturaleza anfipatica, lo que les permite interactuar de manera directa con
esta. Es asi como las surfactinas y fengicinas producen la desestabilizacion y alteran la
curvatura de la membrana, causando una alteracion estructural de la célula (Carrillo et al.,
2003; Heerklotz & Seelig, 2001), y las iturinas son capaces de formar poros en la
membrana citoplasmatica, lo que produce la salida de iones y la posterior fuga de
macromoléculas esenciales para la supervivencia del hongo. Un informe reciente
demuestra que la Bacilomicina D, puede dafiar la pared y la membrana celular de las hifas
y las esporas de C. gloeosporioides, haciendo que el citoplasma y los organulos de las
células del hongo diana exuden, inhibiendo el crecimiento del mismo (Gong et al., 2014; Li
et al., 2020). Por otra lado, se ha mencionado que la unién de los lipopéptidos ciclicos con
la membrana es poco especifica, por lo que su accion estaria condicionada por los
siguientes parametros: i) composicién de esteroles y/o fosfolipidos de la membrana
(Buchoux et al., 2008) , ii) la concentracién de lipopéptidos v iii) capacidad de asociarse
entre los lipopéptidos de una misma y/o distinta familia (Romero etal., 2007).
Adicionalmente, se ha reportado que los lipopéptidos pueden actuar de manera indirecta
en la proteccion del tejido vegetal. Se ha evidenciado que las surfactinas y las fengicinas
son capaces de producir perturbaciones de manera transitoria en la membrana de las
células vegetales produciendo la activacion de cascadas de sefalizacion mediadas por las
hormonas acido jasmonico y etileno que permiten la activacion de la resistencia sistémica
inducida (ISR). La respuesta de defensa inducida por los lipopéptidos produce un aumento
en la sintesis de compuestos fendlicos y fitoalexinas; ademas, se generan modificaciones
en la pared celular vegetal, tales como el engrosamiento y lignificacion del tejido (Ongena
& Jacques, 2008).

El analisis TGA sugiere que el compuesto solido tiene una propiedad de estabilidad térmica
hasta alcanzar una temperatura de aproximadamente 290°C , lo que coincide con un
estudio en el 2014 que ademas evalud la actividad antimicrobiana y el efecto del pH de los
lipopéptidos producidos por B. mojavensis mostrando una actividad biolégica muy estable

después de 15 min de incubacion a temperaturas de 60 a 80 °C, mientras que se observd
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una leve disminucién de la actividad a 90 y 100 °C. Los resultados obtenidos sugirieron
que el pH entre 6 y 9 no tiene un efecto significativo sobre la variabilidad en la actividad

antimicrobiana (Ben Ayed et al., 2014).

Los lipopéptidos han sido ampliamente estudiados y han demostrado ser alternativas
eficientes para el manejo de enfermedades fitosanitarias, dada su variedad y versatilidad,
siendo el lipopéptido Bacillomicina D identificado en este estudio, el mas especializado
para inhibir el crecimiento fungico, sin embargo no se descarta la posibilidad de la
presencia de otros lipopéptidos en el extracto BS57 obtenido de la bacteria B. velezensis
INV FIR31, puesto que estudios recientes sefialan que esta bacteria es capaz de sintetizar
lipopéptidos del grupo de las iturinas, surfactinas y fengicinas (Devi et al., 2019; Li et al.,
2020; Liu etal., 2020). Otros elementos que pueden influenciar la sintesis de un
determinado lipopéptido son las condiciones de crecimiento de la bacteria, desde la
cinética, los nutrientes, la temperatura y el pH que han evidenciado jugar un papel
importante en el tipo de lipopéptido que la bacterias metabolizan (Mnif et al., 2012; Ongena
& Jacques, 2008). El conocimiento de estos elementos ademas permitira orientar la
investigacion a la produccion de lipopétidos de interés con mayores rendimientos y a menor
costo teniendo como pilar los procesos fermentativos (Beltran-Gracia et al., 2017), ya que
la distribucion comercial de los lipopéptidos actualmente es limitada debido a su alto costo

de produccion, purificacion y bajo rendimiento (Carolin C et al., 2021).

Por otra parte, se debe tener en cuenta que los lipopéptidos son sintetizados por sintetasas
peptidicas no ribosomales (NRPS) como metabolitos secundarios asociados con los
mecanismos de adaptacion y/o proteccién que utilizan los microorganismos para sobrevivir
en condiciones adversas. Por lo tanto, los microorganismos de habitats desafiantes como,
profundidades marinas y suelos desérticos antarticos demuestran una amplia diversidad
de bacterias productoras de NRPS y son fuentes atractivas para la extraccion futura de
nuevos lipopéptidos (Agrawal et al., 2017). En la medida en que las nuevas tecnologias,
desde la metagendémica hasta la gendmica, las herramientas bioinformaticas y las
simulaciones, se combinen con métodos rapidos de deteccion de bioactividad y técnicas
de quimica analitica, el descubrimiento de diversos lipopéptidos, sin duda conducira a
nuevos conocimientos sobre las funciones ecoldgicas de estos metabolitos, en particular

los producidos bajo una mirada de factores ambientales estresantes.
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Conclusion

El género Bacillus tiene un alto potencial biotecnolégico, ya que es productor de
metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas. Entre estos metabolitos, los
lipopéptidos de la familia Iturina son un grupo importante que podria considerarse una

alternativa para reemplazar el uso de fungicidas de origen quimico.

Se determind putativamente la presencia del compuesto Bacilomicina D en el extracto
BS57 producido por la bacteria marina Bacillus velezensis INV FIR31 al analizarlo con las
técnicas FT-IR y CLAE-EM. Sin embargo, es necesario fraccionar y purificar aun mas el
extracto obtenido y realizar analisis mas especificos como resonancia magnética nuclear
(RMN) para poder confirmar si este compuesto es el directamente responsable de la

actividad biologica .

El analisis TGA del extracto BS57 mostré que el extracto es estable térmicamente hasta
los 190°C, caracteristica importante para el desarrollo de productos aplicables en campo,
puesto que podria interpretarse que su actividad biolégica no tendria cambios sustanciales

en condiciones ambientales adversas.
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3.Evaluacion de la toxicidad del extracto
BS57 obtenido de la bacteria marina

Bacillus velezensis INV FIR31

Resumen

El uso indiscriminado de pesticidas de origen quimico en la agroindustria ha dado lugar a
problematicas de tipo ambiental y de salud publica, actualmente se investigan alternativas
como el uso metabolitos antimicrobianos para el control de patégenos en campo pero se
requiere un proceso de registro riguroso y exhaustivo para evitar cualquier efecto toxico no
deseado en los otros elementos del medio ambiente. Por lo anterior, se estudio la
citotéxicidad (ensayo hemdlisis) a 33, 50, 66, 83, 100, 200, 300 y 400 ppm y la ecotoxicidad
(sobre nauplios de Artemia Franciscana) del extracto BS57, obtenido de la bacteria marina
Bacillus Velezensis INV FIR31 a una concentracion de 33, 66, 200 y 400 ppm. El mayor
porcentaje de hemdlisis registrado fue 2,11% correspondiente a la mayor concentracion
evaluada de 400 ppm y el menor porcentaje de hemdlisis registrado 0,05 % corresponde
a la menor concentracion evaluada de 33 ppm. Los resultados de ecotoxicidad
evidenciaron un efecto moderadamente toxico del extracto a concentraciones de 400 y 200
ppm con porcentajes de mortalidad de 40,47 y 25,35% respectivamente. Estos resultados
permiten considerar la concentracion ideal para la aplicacién en campo de un producto
empleando como componente activo el extracto evaluado sin dafios futuros a los seres

vivos y el medio ambiente.

Palabras Claves

Hemodlisis, Ecotoxicidad, Bioplaguicida. Lipopéptido

1. Introduccion

El uso indiscriminado de pesticidas de origen quimico en la agroindustria ha dado lugar a
problematicas de tipo ambiental y de salud publica. La Organizaciéon de las Naciones

Unidas para la alimentacion y Agricultura (FAO), en los ultimos afios través de documentos
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como EI Cddigo internacional de conducta para el manejo de plaguicidas, ha mostrado una
alta preocupacion por el uso cotidiano de estos quimicos ya que contribuyen a la crisis de
la agricultura que dificulta la preservacion de los ecosistemas, los recursos naturales, y
afecta la salud de las comunidades rurales y de los consumidores urbanos (Del puerto et
al. 2014; Organizacion Mundial de la Salud, 2014), por lo que muchos paises han adoptado
lineamientos estrictos para el uso de ellos, de alli surge la necesidad de buscar estrategias
biolégicas para el manejo fitosanitario de cultivos, de bajo impacto ambiental y seguras
para la poblacion, asi que cualquier extracto, fraccion o compuesto con actividad
antimicrobiana, con potencial agroindustrial debe ser evaluado en laboratorio para conocer
su grado de toxicidad.Los bioplaguicidas estan incluidos, como herramienta de proteccion
de cultivos, en las practicas de Manejo Integrado de Plagas (MIP) que hoy en dia estan
ganando cada vez mas aceptacion en el mundo (Chandler et al., 2011). Entre los agentes
de control biolégico, se destacan las bacterias aerébicas formadoras de esporas, debido a
sus propiedades insecticidas, antimicrobianas y capacidad para estimular las defensas en
las plantas (Raddadi et al., 2012). Es por esto que las bacterias del género Bacillus
constituyen la clase mas importante de productos microbianos utilizados comercialmente

en todo el mundo para proteccion de cultivos (Pérez-Garcia et al., 2011).

El uso de metabolitos antimicrobianos para el control de patbgenos en campo requiere un
proceso de registro riguroso y exhaustivo para evitar cualquier efecto no deseado en los
otros elementos del medio ambiente. En este sentido, los riesgos asociados con
metabolitos microbianos antagonistas a menudo se evaluan de manera similar a los
fungicidas de molécula unica. Dada la diversidad de los metabolitos y los diferentes modos
de accion, esta informacion es necesaria para el nuevo registro de agentes microbianos

como biopesticidas (Malviya et al., 2020).

El ensayo de hemdlisis es una de las pruebas mas usadas y de gran utilidad para
determinar el grado de citotoxicidad de un compuesto, fraccién o sustancia candidata a
farmaco, ya que la sangre es una de las fronteras de transporte de las moléculas. (Aloisio
et al., 2018; Pagliara & Caroppo, 2011)

Los bioensayos de toxicidad permiten evaluar el grado de afectacion en organismos vivos
y éstos pueden ser agudos o crénicos. Las pruebas agudas cuantifican las concentraciones

letales de un xenobiético a una especie en particular (Corpus Sjogreen, 2010). La
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estimacion de la dosis letal media (DLso) corresponde a la concentracién de un xenobidtico
que causa la muerte al 50 % de la poblacién experimental, sin embargo, en los modelos
usados, los costos, la mano de obra y los requerimientos éticos, ha llevado a los
investigadores a plantear diversos métodos en laboratorio para estimar la DLso, entre ellos
el estudio de ecotoxicidad usando organismos modelos como Blepharisma, organismo
unicelular de estanque, Daphnia o pulgas de agua y diferentes especies de Artemia
conocidos como camarones de salmuera, los cuales representan una ventaja a la hora de

evaluar y descubrir productos naturales bioactivos (Lieberman, 1999; Nunes et, al. 2006 ).

De acuerdo a lo anterior, el objetivo de esta evaluacién es determinar la citotoxicidad y
ecotoxicidad del extracto BS57 obtenido de la bacteria marina Bacillus velezensis INV
FIR31, para identificar los posibles efectos secundarios asociados al uso del mismo como

bioplaguicida .

2. Materiales y Métodos

El extracto BS57, fue obtenido de la bacteria Bacillus velezensis INV FIR31 a través de la
metodologia de precipitacion acida como se detalla en el Capitulo 1 (Ver: Metodologia 2.3,
Capitulo 1). La bacteria se inocul6 en medio Bushnell-Haas con melaza de cafa al 1% y
se incub6é a 30°C con agitacion constante de 140 rpm durante 24 h, el cultivo fue
centrifugado con el fin de obtener el sobrenadante libre de células, seguidamente, se
sometid a acidificacion usando acido clorhidrico (HCI 6 M), hasta alcanzar un pH 2,0 y se
almaceno a 4°C, durante 24 h, después de este tiempo el precipitado fue recolectado por
centrifugacion y se resuspendié en una solucion HCI 0.1 M, posteriormente se centrifugd y
se retiro el sobrenadante, el pellet resultante se resuspendi6 agua destilada y se liofilizé.
Finalmente, el producto seco se disolvié en una mezcla de cloforomo:metanol (65:15), se
filtr6 usando filtro Wathman N°4 y el filtrado se concentr6é a presion reducida usando el
rotavaporador Marca Heidolph (serie 101108307). | extracto organico fue almancenado a

temperatura ambiente (25°C).

2.1 Ensayo de hemolisis
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Se colecto la sangre a partir de un donante sano (Ver Anexo C: Consentimiento informado),
usando heparina sédica, se centrifugé por 5 min a 2706 RCF a 20°C, se descarto el
sobrenadante y se resuspendieron los hematocritos con tampoén fosfato salino (PBS, por
sus siglas en inglés), se repitio el paso anterior tres veces con el propésito de concentrar

los hematocritos y se ajusto a relacion 1:10 (5*108 g/ml).

En tubos ependdorf se adicionaron 300 ul de la solucién de hematocritos y cada una de
las concentraciones de los extractos a evaluar hasta conseguir un volumen final de 600 ul,
se evaluaron 8 concentraciones: 400, 300, 200, 100, 83, 66,6, 50 y 33,3 ppm; como
controles negativos se emplearon, la solucion de hematocrito, el Buffer PBS al 1% y el
solvente (DMSO 1%); como controles negativos se empled TritonX100 1% y agua
desionizada. Los tratamientos y controles se incubaron por 60 min a 37°C y se
centrifugaron por 10 mins a 676 RFC finalmente se midié la absorbancia en un

espectofotometro Multiskan GO marca Thermoscientific.

El célculo del porcentaje de hemdlisis se obtuvo a partir de la siguiente ecuacién:

Lo Absorbancia muestra — Absorbancia blanco
Hemolisis | = ( - — )*
Absorbancia control positivo

El control positivo usado para la ecuacion fue Triton X100 al 1%. Se realizaron tres

repeticiones independientes.

2.2 Ensayo de ecotoxicidad sobre nauplios de Artemia franciscana

Para la obtencion de nauplios, los quistes secos fueron hidratados con agua dulce por dos
horas con aireacion e iluminacion continua, transcurrido este tiempo se transfirieron a un
recipiente con agua de mar artificial filtrada a 15 ppt de salinidad y se incubaron a
temperatura entre 25-30 °C por 24 h con aireacion (<5mg.L™") e iluminacion continua de
2000 LUX para el proceso de eclosion. Para colectar los nauplios se suspendio la aireacion
y se dejo reposar por 15 min, se pasaron por un tamiz de 90 um para eliminar los quistes

y se re-suspendieron los nauplios en agua de mar artificial filtrada.

En una placa de 96 pozos se transfirieron 10 nauplios en cada pozo y se afadieron los

extractos hasta conseguir un volumen de 200 ul, se evaluaron 4 concentraciones 400, 200,
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66 y 33 ppm. Como control del solvente se evalué DMSO 1%, como control negativo agua
de mar artificial filtrada y como control positivo de referencia sulfato de cobre
pentahidratado (CuS0..5H.0) a 16 mg/L (Libralato et al., 2016). La placa se incubd por
24 h a temperatura entre 25-30 °C e iluminacién de 2000 LUX.

Transcurrido el tiempo de incubacion se contaron los nauplios sobrevivientes en cada
pocillo usando el estereomicroscopio CARL ZEISS Discovery.V8. Se realizaron tres

repeticiones independientes y se calculd la DLsy usando el andlisis Probit (Finney, 1952)
El calculo de porcentaje de letalidad se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

No.de nauplios muerto

% de letalidad = ( ) * 100

control positivo

Los rangos de toxicidad se establecieron de acuerdo a Borroto et al., (2011) (Tabla 6)

Tabla 6. Rangos de toxicidad

Rango Clasificacion
0-10% No téxico
11-50% Moderadamente toxico
51-90% Altamente toxico
91-100% Extremadamente toxico

3. Resultados

3.1 Ensayo de hemolisis

Las ocho diferentes concentraciones del extracto BS57 evaluadas presentaron un
bajo porcentaje de hemdlisis en comparacién al control positivo TritonX100, el cual
presenté un porcentaje de hemdlisis del 98%. ElI mayor porcentaje de hemodlisis
registrado fue 2,11% correspondiente a la mayor concentracion evaluada de 400
ppm y el menor porcentaje de hemdlisis registrado 0,05% correspondiente a la

menor concentracion evaluada de 33 ppm (Tabla 7). Se pudo observar una relacion
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entre el incremento en la actividad hemolitica asociado al incremento de la
concentracion

Los porcentajes de hemdlisis obtenidos en algunas concentraciones del extracto
son cercanos e incluso menores a los obtenidos con los controles, Los hematocritos
presentaron 0,26% de hemodlisis, el control del solvente DMSO 1% tuvo 0,43% de
hemdlisis y el agua destilada 1,21 %.

Las ocho concentraciones evaluadas, presentaron un bajo porcentaje de hemolisis
en comparacion al control positivo usado TRITON X100 y esto podria indicar que
Su uso puede ser seguro en términos de citotoxicidad hasta concentraciones de
400 ppm (199ul/L).

Tabla 7. Hemolisis del extracto BS57.

Concentracion
33 50 66 83 100 200 300 400
(ppm)
0,08 0,05 0,11 0,24 0,18 1,12 1,95 2,11
Hemolisis (%)
+0,001 +0,001 +0,001 +0,004 +0,001 +0,001 +0,001 +0,002
Hematocritos PBS 1X DMSO 1% TRITONX100 H20

Desionizada

0,26 +0,002 0,00 0,001 0,43 £0,002 98,60 0,084 1,21 0,004
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3.2 Ensayo de ecotoxicidad sobre nauplios de Artemia franciscana

La obtencion de nauplios se realizé de acuerdo a la metodologia del LabBIM (PT-LABBIM-

10 Version 01), se obtuvieron 400 ml de nauplios (Figura 10A) y se realizé el conteo en la

placa de 96 pozos. (Figura 10B)

Figura 10. Procedimiento del ensayo de ecotoxicidad. A. Fotografia de nauplios de Artemia

franciscana eclosionados. B. Fotografia del Conteo de nauplios bajo esteromicroscopio.

Los resultados evidenciaron un efecto moderadamente toxico del extracto BS57 a
concentraciones de 400 y 200 ppm con porcentajes de mortalidad de 40,47 y 25,35%
respectivamente, mientras que las concentraciones de 66 y 33 ppm, presentaron
porcentajes de 4,54 y 3,78 respectivamente considerandose no toxico, similar al resultado
obtenido con DMSO 1% usado como solvente de los extractos, lo que podria sugerir algun
efecto toxico atribuible al solvente usado y no al extracto. El calculo probit se extrapolo de
la curva, debido a que los resultados obtenidos determind que la Dosis letal media es de
864,92 ppm a las 24 horas de exposicion (Ver Anexo E: Analisis Probit). Esta concentraciéon
es superior a las evaluadas en este ensayo, por lo que este resultado es tomado como una

aproximacion.
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4. Discusion

En esta investigacion se realizaron diferentes evaluaciones de toxicidad (en las
concentraciones 33, 50, 66, 83,100, 200, 300 y 400 ppm) del extracto obtenido de la
bacteria marina Bacillus velezensis INV FIR31, en el cual se identificaron con anterioridad
metabolitos secundarios de tipo lipopéptidos como bacilomicina D. Los resultados sugieren
que el extracto no debe considerarse como toxico, al no provocar la lisis de los
hematocritos con las concentraciones evaluadas, esto contrasta con diferentes
investigaciones que senalan que los lipopéptidos de la misma familia obtenidos de la
bacteria B. subtilis son capaces de provocar la hemdlisis de los globulos rojos humanos
por un mecanismo coloide-osmotico, lo que indica que la accion del lipopéptido sobre la
membrana de los eritrocitos no se debe a la rotura o solubilizacion de la membrana (Aranda
et al., 2005; Nasir & Besson, 2012a; Thimon et al., 1992).

La evaluacion de ecotoxicidad evidencio que las dos concentraciones mas altas tuvieron
un efecto moderadamente téxico, mientras que en las concentraciones bajas (66 y 33
ppm), el poco efecto que se evidencié puede esta atribuido al DMSO 1% en que el estaban
disueltos los extractos, sin embargo en el 2013 un estudio evalu6 el efecto de diferentes
solventes utilizados en este tipo de ensayos como metanol, DMSO, Tween 20 y etanol, se
determind la DLso siendo, 8.5% para DMSO, 6.4% metanol, 3.4% etanoly 2.5% para Tween
20y se concluy6 que el DMSO era el solvente mas seguro en cuanto a la poca interferencia
que realiza en la letalidad de las artemias (Thong et al., 2013). Adicionalmente, el analisis
probit permitié estimar que la dosis letal media del extracto BS-57 es de 864,92 ppm de
exposicion a las 24 horas (DLso (24 h) > 864 ug/ml); estudios similares se han llevado a
cabo sobre el modelo del pez cebra (Danio rerio) con el propésito de evaluar el efecto de
un lipopéptido obtenido de B. amyloliquefaciens y de acuerdo a los resultados y segun la
clasificacion de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de EE. UU., se evidencié una

ligera toxicidad del lipopéptido en los embriones del pez cebra (Jin et al., 2018).

Los rangos de toxicidad de un pesticida segun la EPA estan definidos en tres categorias,
altamente téxica (0.1 pug / mL <DLso <1 pg / mL), moderadamente téxica (1 ug / mL <DLsg
<10 pg / mL) o ligeramente téxico. (10 pg / mL <DLsp <100 ug / mL) y el definir este
parametro es fundamental para identificar los riesgos asociados al posible uso en campo

de un compuesto (Relyea, 2011). Cabe mencionar, que en el extracto BS57, los
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lipopéptidos de interés no se encuentran purificados y es posible que el efecto toxico varie
de acuerdo a las caracteristicas de cada lipopéptido de la mezcla. Por otra parte en el
2017, los lipopéptidos con actividad antifungica derivados de la bacteria B. marinus fueron
evaluados en roedores para determinar la toxicidad aguda sistémica y de acuerdo a la
categoria toxicologica usada en el estudio, los resultados sugirieron que los lipopéptidos
se identificaran como sustancias de baja toxicidad y que cumplian con los estrictos
requisitos del registro de plaguicidas en China (Gu et al., 2017), en este sentido todos los
estudios mencionados coinciden en afirmar que los lipopéptidos de la familia de las iturinas
posee una toxicidad ligera o baja, y son considerados una alternativa amigable con el
medio ambiente a las concentraciones requeridas para que presenten un efecto
antagonista contra un fitopatégeno como el hongo causante de Antracnosis, sin embargo,
se sugieren la importancia de evaluar el efecto del extracto antifungico sobre la fisiologia

vegetal e insectos.

Conclusion

Los lipopéptidos presentes en el extracto BS57, presentaron una baja citotoxicidad y
ecotoxicidad moderada hasta las 400 ppm, sin embargo, la concentracion debe ser un
factor para tener en cuenta al momento de considerarse para la aplicacion en campo. Estos
resultados, indican que los lipopéptidos producidos por bacterias del género Bacillus spp.
son un recurso prometedor para el desarrollo de bioplaguicidas respetuosos con el medio

ambiente y seguros para el consumidor.
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Conclusiones

El screening antifungico con las bacterias marinas Micromonospora spp. INV ACT5,
Pseudoalteromonas spp. INV PRT33, Bacillus sp. INV FIR35, Bacillus sp. INF FIR48, B.
safensis INV FIR26, B. velezensis INV FIR31, presentd porcentajes de inhibicion de
crecimiento micelial entre 4 y 40%, siendo B. velenzensis INV FIR 31 y Bacillus sp. INV

FIR48 las bacterias con los mas altos con porcentajes promedio de 40% y 34%.

La evaluacion del extracto producido por la bacteria B. velezensis INV FIR31, denominado
BS57 fue evaluado sobre frutos de mango var. Hilaza, inoculados con cuatro especies del
hongo Colletotrichum spp. C. tropicale C003, C. gloeosporioides C004, C. karstii C013,
C.asianum C021, causantes de Antracnosis, encontrando porcentajes en el control de la
enfermedad de 42, 89, 91 y 92%. Resultado que demuestra que las bacterias de origen
marino representan una fuente promisoria de compuestos antifungicos que podrian ser
aplicados al sector agroindustrial, siendo el género Bacillus spp. uno de los grupos mas

estudiados para el control biolégico.

Las herramientas bioinformaticas permitieron identificar preliminarmente, la presencia de
genes capaces de sintetizar metabolitos secundarios de tipo lipopéptidos en genomas
reportados de estos mismos géneros, como posibles responsables de la actividad
antifungica, estos resultados fueron corroborados, a través del analisis quimico del extracto
BS57 empleando espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier y cromatografia
liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas, evidenciando que la
bacteria Bacillus velezensis INV FIR31 es capaz de sintetizar el lipopéptido Bacilomicina
D, sin embargo, no se descarta la presencia de otros metabolitos involucrados en la
actividad antifungica ya que se evalu6 un extracto crudo en el que puede haber presencia

de otros compuestos.

El analisis TGA del extracto BS57 también sugiere que el extracto sélido tiene una
propiedad de estabilidad térmica hasta los 190°C aproximadamente, una caracteristica
importante para el futuro desarrollo de productos aplicables en campo que contenga dicho
extracto como componente activo. Ademas, dicho extracto BS57, presentd una baja

citotoxicidad y una ecotoxicidad moderada hasta una concentracion maxima de 400 ppm.
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Se concluye que los lipopéptidos producidos por la bacteria B. velezensis INV FIR,
principalmente del grupo iturina, son un recurso prometedor para el desarrollo de
biofungicidas respetuosos con el medio ambiente, seguros para el consumidor y eficaces

para el control biolégico de Antracnosis en frutos de mango.

Las bacterias de origen marino representan una fuente promisoria de compuestos
antifungicos que podrian ser usados por el sector agroindustrial, siendo el género Bacillus
spp. el grupo mas estudiado para control biolégico, por tal motivo lo evidenciado es este
estudio representa un enfoque novedoso para abordar problematicas fitosanitarias en el

pais desde la bioprospeccion y el futuro desarrollo de bioplaguicidas.



Anexo A: Descripcion de los

microorganismos evaluados.

A.1 Bacterias de Origen Marino.
Micromonospora sp. INV ACT5

Dominio: Bacteria

Filo: Actinobacteria
Clase: Actinobacteria
Orden: Actinomycetales

Suborden: Micromonosporineae

Familia: Micromonosporaceae

Género: Micromonospora

Pseudoalteromonas PRT INV3

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Proteobacteria Gamma
Orden: Alteromonadales

Familia: Pseudoalteromonadaceae

Género: Pseudoalteromonas
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Bacillus subtilis INV FIR48

Dominio:

Filo:
Clase:
Orden:
Familia:

Género:

Especie:

Bacteria
Firmicutes

Bacilli

Bacillales
Bacillaceae
Bacillus

Bacillus cf. subtilis
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Bacillus safensis INV FIR26

Dominio:

Filo:
Clase:
Orden:
Familia:

Género:

Especie:

Bacteria
Firmicutes
Bacilli
Bacillales
Bacillaceae
Bacillus

Bacillus safensis

Bacillus velezensis INV FIR31

Dominio:

Filo:
Clase:
Orden:
Familia:

Género:

Especie:

Bacteria
Firmicutes
Bacilli
Bacillales
Bacillaceae
Bacillus

Bacillus velezensis

-~



Bacillus sp. INV FIR35

Dominio:
Filo:
Clase:
Orden:
Familia:

Género:

Bacteria
Firmicutes
Bacilli
Bacillales
Bacillaceae

Bacillus
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A2. Hongos fitopatégenos

Colletotrichum tropicale C003

Reino:
Division:
Clase:
Orden:
Familia:

Género:

Especie:

Fungi

Ascomycota
Sordariomycetes
Glomerellales
Glomerellaceae
Colletotrichum
Colletotrichum tropicale

Colletotrichum gloeosporioides C004

Reino:
Division:
Clase:
Orden:
Familia:

Género:

Especie:

Fungi

Ascomycota

Sordariomycetes
Glomerellales

Glomerellaceae

Colletotrichum

Colletotrichum gloeosporioides



Colletotrichum karstii C013

Reino:
Division:
Clase:
Orden:
Familia:
Género:
Especie:

Fungi

Ascomycota
Sordariomycetes
Glomerellales
Glomerellaceae
Colletotrichum
Colletotrichum karstii

Colletotrichum asianum C021
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Reino:

Division:

Clase:
Orden:
Familia:

Género:

Especie:

Fungi
Ascomycota
Sordariomycetes
Glomerellales
Glomerellaceae
Colletotrichum

Colletotrichum asianum



Anexo B: Evaluacion de Viabilidad
bacteriana usando el extracto de la
bacteria marina Bacillus velezensis INV
FIR31

Materiales y Métodos

Se utilizo el Kit de viabilidad bacteriana BacLight LIVE / DEAD®™ (L7012) que contiene el
colorante SYTO 9, 3,34 mM y el colorante yoduro de propidio PI, 20 mM.

La bacteria patégena empleada fue Staphylococcus aereus resistente a la meticilina

(SARM), y fue otorgada por el Laboratorio de Bioprospeccion Marina del INVEMAR.

SARM se cultivd en caldo tripticasa de soya (TSB), a 30°C por 16 horas en agitaciéon
constante (140 rpm), pasado el tiempo de incubacion, se ajusté la concentracion a la escala
0.5 McFarland (0.090 - 0.100), se afadio 1 ml de la suspension ajustada a tubo eppendorff
para concentrar las células bacterianas por centrifugaciéon a 10.000g (10.249 rpm) por 12
min, se elimind el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet con 1 ml de solucién salina
0.9%, se aplicaron los tratamientos del extracto a concentraciones de 50, 100, 200 y 400
ppm y se uso isopropanol al 70% como control positivo y solucion salina como control

negativo, también se evalu6 un control de solvente de los extractos, DMSO al 1%.

Se incubaron las muestras por 60 minutos a la oscuridad, mezclando cada 15 minutos,
después se realizd un lavado, centrifugando a 10.000 g por 12 minutos, se eliminé el

sobrenadante y se resuspendio el pellet con 1 ml de solucion salina 0.9%.

Para la tincion, se combinaron volumenes iguales de colorante SYTO y Pl en un tubo de
centrifuga eppendorf y se mezclaron por 5 minutos, se agregaron 3 uL de la mezcla del
colorante por cada mL de la suspension bacteriana se mezclo esta suspension y se incubd
a temperatura ambiente en la oscuridad durante 15 min. Finalmente se tomaron 7 uL de la

suspension bacteriana tefiida entre un portaobjetos y un cubreobjetos cuadrado de 18 mm.
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La observacion se realizé con el microscopio Axio Scope A.1 marca ZEISS acoplado con

a un equipo con un filtro de epiflourescencia

Resultados

Las diferentes concentraciones evaluadas mostraron no afectar la membrana celular de
las bacterias (Figura 1). Al homogeneizar la concentracion bacteriana en cada ensayo se
pudo visualizar de manera clara la morfologia de coco caracteristica de la bacteria en todos
los tratamientos, de igual manera se pudo comprobar que el solvente usado en el extracto
no genera dafo en las bacterias, por otro lado el isopropanol al 70% ocasion6 dafio en la
mayoria de las células bacterianas. De acuerdo a lo observado se sugiere que los
compuestos del extracto BS57 no poseen actividad antibacteriana hasta concentraciones
de 400 ppm en funcién de que no altera la membrana celular bacteriana. Estos resultados
son de tipo cualitativos pero se recomienda implementar un software de procesamiento de
imagenes para asignar valores cuantitativos. Park & Kim (2018) establecieron una
correlacion cuantitativa positiva entre el recuento directo de colonias y las medidas de
viabilidad bacteriana con tincién celular de flourescencia, como la usada en este estudio
por lo que esta técnica resulta ser adecuada y rapida para la evaluacion de sustancias con

potencial antimicrobiano.
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DMSO 1%

Solucion Salina

Isopropanol 70%

Figura 1. Evaluacion con Live/Dead BacLight® kit del efecto de las concentraciones el

extracto BS-57 sobre SARM. Verde indica viabilidad y rojo dafio en la membrana.

Referencias

Park, S. Y., & Kim, C. G. (2018). A comparative study of three different viability tests for
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Anexo C: Consentimiento informado

ensayo de citotoxicidad (Prueba de

hemdlisis)

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO

Titulo del estudio: Busqueda de sustancias activas de microorganismos de
ambientes marino-costeros para su potencial aplicacion en los sectores: Salud,
Industria, Agropecuario y Ambiente.

Investigador Principal: Javier Gémez ledn

Co-investigadores: Lina Marcela Blandén Garcia, Laura Marcela Jutinico
Subach, Marynes Quintero De La Hoz, Manuela Montoya Giraldo, Albert Patifio,
katleen Lorena Alvarado, Laura Diaz, Carolina Villamil, Erika Andrea puentes,

Entidad donde se desarrolla la Investigacién:

Laboratorio de Bioprospeccién Marina del Instituto de Investigaciones Marinas y
Costeras “José Benito Vives de Andréis’ INVEMAR- Calle 25 No. 2-55, Playa
Salguero, Santa Marta D.T.C.H., Colombia.

Naturaleza y Objetivo del estudio:

El presente estudio de investigacién corresponde a un estudio experimental, que
consiste en evaluar de manera in vitro el efecto citotéxico de sustancias obtenidas
a partir de microorganismos aislados del sedimento marino-costero sobre un
cultivo primario de células humanas.

Propésito

Este consentimiento tiene el propdsito de solicitar su autorizacién para participar
en el estudio "Blsqueda de sustancias activas de microorganismos de ambientes
marino- costeros para su potencial aplicacién en los sectores: Salud, Industria,
Agropecuario y Ambiente” que pretende incrementar el conocimiento de la
biodiversidad de microorganismos marino-costeros, con potencial aplicacién en los
sectores: Salud, Agro, industria y Ambiente, realizando ensayos in vitro de actividad
biolégica, empleando técnicas de microbiologia clasica, quimicas, moleculares y
bioinforméticas; garantizando su conservacién y documentacién.

Procedimiento

Si usted acepta participar en este estudio, se le solicitard permitir la toma de
muestras de sangre periférica, la cual serd utilizada Unicamente para este estudio,
asimismo se le solicitara informacién sobre su tipo de grupo sanguineo con factor
RH y acudir nuevamente al lugar de investigaciéon o ser contactado por el
investigador una o dos veces.

Riesgos asociados a su participacién en el estudio

Su participacion en este estudio presenta para usted un riesgo minimo, ya que se le
tomardn muestras de sangre (3 mL) una o dos veces, por puncién venosa, bajo
condiciones asépticas
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y este procedimiento serd realizado solo por profesionales con conocimiento y
experiencia del drea de microbiologia, con el fin de garantizar su bienestar e
integridad. Los ensayos de citotoxicidad sélo serdn realizados de manera in vitro
sobre el cultivo primario de células, las cuales serdn obtenidas a partir de la
muestra de sangre extraida.

Beneficios de su participacién en el estudio

Lapcmdpodénonolmudionogomunbomﬂdodlndommtod. pero los
resultados obtenidos del estudio podran generar beneficio futuro para la
comunidad, asimismo contribuird con el incremento del conocimiento sobre el
potencial de los productos obtenidos de la biodiversidad de microorganismos
marino-costeros, con potencial aplicacién en los sectores como salud, agro,
industria y ambiente.

Voluntariedad

Su participacion es voluntaria. Si usted decide no participar 6 retirarse del estudio
en cualquier momento, aun cuando haya iniciado su participacién del estudio
puede hacerlo sin que esto ocasione una sancién o casligo para usted.

Confidencialidad

Si usted decide participar, garantizamos que toda la informacién suministrada serd
manejada con absoluta confidencialidad, sus datos personales no serdn
publicados ni revelados, el investigador principal se hace responsable de la
custodia y privacidad de los mismos.

Compartir los resultados

Los resultados originados a partir de la investigacién, serdn compartidos en
tiempos adecuados con fines académicos en revistas cientificas, conferencias,
seminarios, congresos, entre otros, manteniendo la informacién personal de forma
confidencial,

Conflicto de interés del investigador:

El investigador no tiene conflicto de interés con los participantes ni con los
patrocinadores.

Contactos:

Si tiene dudas puede comunicarse con el investigador principal Javier Gémez
Ledn al teléfono 4328600 EXT 231, Direccién calle 25 No. 2-55, Playa Salguero,
Santa Marta y al correo electrénico | "
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Declaro que he entendido la informacién que se expone en este consentimiento y me han
respondido las dudas e inquietudes surgidas,

Autorizacién

Yo pea. estoy de acuerdo o acepto
participar en el presente estudio,

Para constancla, firmo a los ¢ _ dias del mes de _Mar20  delafio 2020

hn aQras 1091903137

Firma y Cédula del participante

Declaracién del Investigador

Yo certifico que le he explicado a esta persona la naturaleza y el objetivo de la investigacién,
Y que esta persona entiende en qué consiste su participacion, los posibles riesgos y
beneficios implicados. Todas las preguntas que esta persona ha hecho le han sido
contestadas en forma adecuada. As mismo, he leido y explicado adecuadamente las partes
del consentimiento Informado. Hago constar con mi firma,

Nombre del Investigador. Ivau Gover Leca

Firma i

Fecha (dd/mm/aasa) ___04/03/2020
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Anexo D: Analisis estadisticos.

Tabla D1. ANOVA para el cribado inicial de las bacterias marinas contra Collectotrichum
sp. C003. a=0.05

Fuente Grados de Suma de Cuadrado Valor F Valor P
libertad cuadrados medio
Tratamiento 23 16002.1 695.75 112.37 2.2x 107
Residuales 48 297.2 6.19

Tabla D2. ANOVA para el cribado inicial de las bacterias marinas contra Collectotrichum
sp. C021. a= 0.05

Fuente Grados de Suma de Cuadrado Valor F Valor P
libertad cuadrados medio
Tratamiento 23 18179.8 790.43 117.67 2.2x 107
Residuales 48 322.4 6.72

Tabla D3. ANOVA para el cribado inicial de las bacterias marinas contra Collectotrichum
sp. C004. a=0.05

Fuente Grados de Suma de Cuadrado Valor F Valor P
libertad cuadrados medio
Tratamiento 23 5963.1 259.26 35.92 2.2x 107
Residuales 48 346.4 7.22

Tabla D4. ANOVA para el cribado inicial de las bacterias marinas contra Collectotrichum
sp. C013. a=0.05
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Fuente Grados de Suma de Cuadrado Valor F Valor P
libertad cuadrados medio
Tratamiento 23 7789.1 338.66 29.05 2.2x 107
Residuales 48 559.6 11.66

Tabla D5. ANOVA para la evaluacion del efecto del biosurfactante BS57 P en frutos de

mango variedad Hilaza a una concentracion 400 ppm.

Fuente Grados de Suma de Cuadrado Valor F Valor P
libertad cuadrados medio
Tratamiento 7 19058 2722.57 66.05 1.29 x 10710

Residuales 16 659.6 41.22
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Anexo E: Analisis Probit

Tabla E1. Calculo del Logaritmo de la letalidad obtenida en las dosis evaluadas

Dose/Conc. Total Dead Log Dose
400 10 3,25 2,602
200 10 1,83 2,301

66 10 0,33 1,820
33 10 0,25 1,519

Tabla E2. Calculo del Probit Empirico

Group Log10 Dose Empirical Probits

2 2,60 4,55
3 2,30 4,10
4 1,82 3,16
5 1,52 3,04

Calculating LD50/LC50 using Probit Analysis

5,00 4,55

a0 |

gap e %10

B 3,50

g ’ 304 3'-1-6';...

c 3,00 9

F 2,50

=

Z 2,00

£ 1,50

o

S 1,00 y = 1,4809x + 0,6539
0,50 R? = 0,9647

0,00

0,00 0,50 1,00 2,00 2,50 3,00

1,50
Logil Dose

Figura E1. Regresion lineal para el calculo de la Dosis Letalso del extracto BS57 en el
modelo Artemia Franciscana usando el Analisis Probit.
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Tabla E3. Resultado del ajuste de la curva.

Curve Fitting

Slope 1,481

Intercept 0,660

SD (o) 0,675

SE 0,182

RA2 0,965

Chi-test (x2) Sig 0,959

df 2

Chi-Test NON-SIG
Fitting GOOD FIT

Tabla E4. Estimacion de la Dosis Letalso. *Letal Dose, **Intervalos de Confianza

LD * LD 95%Fiducial CI**
(%) ppm Lower Upper
LD25 297,77 131,12 676,27
LD50 864,92 380,84 1964,30
LD75 2512,25 1106,19 5705,52
LD96 13770,56 6063,44 31274,09
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