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Glosario

Antibiosis: interaccion bioldgica entre organismos en el cual uno o mas metabolitos son
excretados (enzimas hidroliticas, metabolitos secundarios y pequefias moléculas toxicas) por un
organismo y son capaces de afectar el crecimiento de las células de los microorganismos

fitopatdgenos.

Bacterias diazotrofas: bacterias que fijan el nitrogeno atmosférico en formas disponible para

las plantas.

Biocontrol: es un método de control de plagas, enfermedades y malezas con la utilizacion

de organismos vivos con objeto de controlar las poblaciones de otro organismo.

Enddfito: dentro de la planta’ (endon: dentro, phyton: planta). microorganismos capaces de

colonizar el interior de una planta.

Epifito: se denominan asi a los organismos que viven sobre plantas.

Fitopatdgenos: organismo, que genera enfermedades en las plantas, al secretar enzimas,
toxinas, fitoreguladores y otras sustancias, ademas, absorbiendo nutrientes de la célula para su

propio crecimiento.

MALDI-TOF: por sus siglas en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
(desorcion/ionizacion laser asistida por matriz) y TOF por el detector de iones que se acopla al
MALDI, es una técnica que consiste en una ionizacion suave del analito que provoca la
vaporizacién de intactas moléculas termolabiles, no volatiles tales como proteinas y lipidos en

un rango de peso molecular entre 2 a 20 kDa, y resultado inmediato.

Microelementos: aquellos elementos nutritivos absorbidos por la planta en cantidades
menores, incluyéndose en este grupo el hierro (Fe), cobre (Cu), zinc (Zn), manganeso (Mn),
molibdeno (Mo) y boro (B).
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Microdilucion: es un método de dilucion en agar o en caldo como test de susceptibilidad
microbiana es utilizado para determinar la concentracion minima bactericida (MBC) y la
concentracion minima inhibitoria (MIC después de incubar por 24 horas, estas variables son

una herramienta para investigar nuevos antimicrobianos.

Pseudocereal: son plantas que reciben este nombre por presentar caracteristicas
nutricionales parecidas a los cereales, pero no pertenecen a la familia de las gramineas. Son
plantas de hoja ancha que se utilizan de la misma manera que los cereales (los verdaderos

cereales son pastos), pero no contienen gluten.

PGPRs: bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

Rizosfera: es un complejo y dinamico microambiente, donde las bacterias y hongos, en
asociacion con las raices, forman comunidades Unicas que tienen considerable potencial para la

detoxificacion de compuestos organicos nocivos.

UFC: unidad formadora de colonias, es una unidad de medida que se emplea para la
cuantificacion de microorganismos como bacterias o células fungicas (levaduras) viables en una

muestra liquida o sélida.
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Resumen

Valbuena Rodriguez, Jeimy Lorena

Evaluacion de la capacidad biocontroladora de bacterias funcionales, Trichoderma asperellum y
aceites esenciales de tomillo y orégano sobre fitopatdgenos de quinua / Jeimy Lorena Valbuena-
Rodriguez. - - Tunja : Universidad de Boyac4, Facultad de Ciencias e Ingenieria, 2021.

123p. :il. + 1 CD ROM. - - (Trabajo de grado UB, Magister en Ingenieria Ambiental ; n°. )

Trabajo de Grado (Magister en Ingenieria Ambiental). - - Universidad de Boyacd, 2021

La quinua, es considerada como uno de los granos del siglo XXI y ha sido reconocida en los
mercados internacionales por su valor nutricional siendo considerada como un alimento clave
en la erradicacion de la hambruna, la desnutricién y la pobreza. Pese a su amplia adaptabilidad,
este cultivo es afectado por hongos fitopatdgenos principalmente Fusarium y Alternaria, los
cuales limitan el rendimiento y produccién. Para combatir estos patégenos los agricultores se
han basado en la aplicacion de pesticidas de origen quimico, los cuales genera toxicidad e
impactos negativos al ecosistema. Este trabajo busca proponer alternativas mas efectivas que
reduzcan el impacto negativo de los productos quimicos y controlar microorganismos
fitopatdgenos que afectan este cultivo. Por lo cual, el objetivo fue evaluar el efecto
biocontrolador de bacterias solubilizadoras de fosfato y fijadoras de nitrogeno, Trichoderma
asperellum y aceites esenciales de tomillo (Thymus vulgaris) y orégano (Origanum vulgare)
sobre especies microbianas fitopatdgenas, caracterizadas y rescatadas de cultivos de quinua del
departamento de Boyaca. Inicialmente se aislaron de un cultivo de quinua ubicado en Oicaté
Boyac4, bacterias solubilizadoras de fosfato y fijadoras de nitrdgeno en medios especificos; se
realizé recuento de colonias caracteristicas determinando la UFC segun la norma ICONTEC
4092 para cada punto de muestreo; posteriormente fueron identificadas 29 cepas bacterianas
por los métodos BBL Crystal ID y por espectrometria de masas MALDI-TOF, que permitieron
identificar los bacterias de los géneros: Pantoea, Acinetobacter, Serratia, Lelliottia,
Pseudomonas y Erwinia. Dichas cepas fueron enfrentadas contra 13 aislados fungicos
previamente aislados e identificados por el grupo de gestion ambiental de la Universidad de
Boyacé y una cepa ATCC correspondientes a Penicillium sp. (morfotipo 1), Penicillium sp.
(morfotipo I1), Mucor sp., Rhizopus sp., Trichoderma asperellum, Aspergillus flavus, Alternaria
alternata, F. oxysporum, F. equiseti, F. incarnatum, F. cerealis, F. graminearum, F. culmorum,
Trichoderma virens (ATCC 9645), de esta forma se determin6 que 8 cepas bacterianas de los
géneros Pantoea y Acinetobacter presentaron actividad antagdnica obteniendo el mayor
porcentaje de inhibicion los aislados del género Pantoea con porcentajes entre 4,7% y 73,4%.

Ademas, se evalud el potencial biocontrolador in vitro de una cepa de T. asperellum aislado de
suelos cultivados con quinua en el municipio de Siachoque, Boyaca, como cepa control se
utilizé una cepa T. virens (ATCC 9645) y se realizaron pruebas de enfrentamiento contra 11
aislados fangicos mencionados anteriormente. Las pruebas de enfrentamiento se realizaron en
Agar PDA suplementado con cloranfenicol y posterior al crecimiento se evalué la actividad
antagonica midiendo el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR). Los resultados
permitieron determinar que la cepa nativa de T. asperellum presenta una inhibicién promedia
del 100% frente a los hongos evaluados; mientras que la cepa T. virens (ATCC — 9645) el
porcentaje de inhibicion es de 87.5%.
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Finalmente, con el fin de evaluar el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de tomillo y
orégano se determind la CMI contra las bacterias aisladas en el presente estudio y asi analizar
otras alternativas de biocontrol; para la determinacion de la CMI se utiliz6 el método de micro
dilucion en placay se probaron 10 concentraciones para cada aceite (4%, 2%, 1%, 0.5%, 1,25%,
0,125%, 0,062%, 0,031% y 0,015%), la inoculacion se realiz6 con las diluciones bacterianas
ajustadas en escala de McFarland 0,5 y una vez incubadas las placas se leyeron en el equipo
SPECTROstar Nano - BMG LABTECH, a una absorbancia de 600 nm. Los resultados
permitieron determinar que la mayoria de las cepas evaluadas son més susceptible al aceite de
orégano, debido a que este presenta un contenido alto de carvacrol que proporcionando una
mayor efectividad bacteriostatica. En este estudio se demostré que los suelos nativos son fuente
importante de microorganismos biocontroladores y que los aceites esenciales pueden ser
eficaces en el control de fitopatdgenos constituyéndose en potenciales alternativas para reducir
el impacto negativo de la aplicacion de productos sintéticos en el ecosistema.
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Introduccion

La quinua (Chenopodium quinoa Willd), es un grano que se cultiva en la region andina; en
la actualidad se ha valorizado y ampliado su distribucion en los mercados nacional e
internacional debido a su gran valor nutricional principalmente por su alto contenido de
proteinas e importantes micronutrientes como magnesio, cobre y zinc, Utiles para el buen
funcionamiento del organismo (Abugoch James, 2009; Rojas et al., 2011); razén por la cual es
considerada como un alimento clave en la erradicacion de la hambruna, la desnutricion y la
pobreza. Esto ha conllevado al incremento extraordinario de areas sembradas en los principales
paises de produccion.

Este grano es rentable por su gran adaptacion a diferentes pisos agroecoldgicos y climas,
respondiendo a las nuevas exigencias de los mercados de origen orgénico debido a que el uso
de fertilizantes y pesticidas generalmente es escaso, 10 que constituye un producto de facil
eleccion para los requerimientos de los consumidores de productos naturales, sanos y nutritivos
(Cruces et al., 2016); es por esto que en Colombia, las entidades publicas y privadas han
incentivado el cultivo propiciando acciones encaminadas a reimplantar la quinua y conformar
su cadena productiva. Sin embargo, su cultivo y produccion se hace de manera experimental o
artesanal, por lo cual es necesario proponer herramientas que permitan el desarrollo y
mejoramiento de los cultivos y productos, de manera que se cumpla con las normas y
expectativas del mercado nacional e internacional (Restrepo et al., 2005).

Pese a la adaptacion del cultivo de quinua y la alta resistencia a factores bidticos y abioticos,
este puede verse afectado por fitopatéenos siendo los hongos los microrganismos de mayor
predominancia, entre los que se encuentran los géneros: Fusarium, Rhizoctonia, Ascochyta,
Sclerotium, Pythium, Colletotrichum Phoma y Alternaria (Danielsen et al., 2003) los cuales
pueden limitar la produccién y generar pérdidas de los sembradios ya que disminuyen el
crecimiento de las plantas y el rendimiento y la rentabilidad del cultivo.

Los hongos fitopatdgenos son organismos heterotrofos sexuales o asexuales formados por
un cuerpo micelial con paredes celulares de quitina, cuentan con mecanismos y estrategias
biolégicas como la produccidn de metabolitos que les ha permitido subsistir, infectar y producir
dafios en raices, hojas, tallos y frutos, ocasionando pudricién de raiz, marchitez vascular,

clorosis, y defoliacion, ademas de susceptibilidad al ataque de otros patdgenos. Adicionalmente,
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aunque los reportes de bacterias patdgenas en el cultivo de quinua son muy limitados se han
reportado bacterias del género Pseudomonas (Colque-Little et al., 2021; Cruces et al., 2016) las
cuales pueden generar pudricion por obstruccion de los haces vasculares en variedades
susceptibles (Fonseca-Guerra et al., 2021).

Para combatir estos patdgenos los agricultores se han basado en la aplicacion de pesticidas
de origen sintético, los cuales tienen un corto periodo de efectividad, por lo que su aplicacion
se vuelve recurrente y genera toxicidad, ademéas de su poca especificidad siendo incapaces de
discriminar entre las especies patogenas y funcionales, trayendo consecuencias e impactos
negativos al suelo, al aire, la contaminacion de aguas subterraneas y alteraciones en el
ecosistema, causando un desbalance en las interacciones bidticas del ecosistema, induciendo
patdgenos resistentes, generando peligros toxicos para el hombre, las plantas, los animales
domeésticos y la vida silvestre, al igual que a cosechar un producto con alta probabilidad de
contener residuos, que pone en riesgo la salud de los consumidores, imposibilita su exportacion
y causa perjuicios en el medio ambiente (Cruces et al., 2016; Foysal & Lisa, 2018; Salinas,
2018).

Las consecuencias por el uso indiscriminado de plaguicidas muchas veces son de caracter
irreversible. El uso generalizado de agroquimicos para controlar las plagas y proteger los
cultivos ha sido asociado ampliamente con la contaminacion de agua, suelo y alimentos. Cuando
un plaguicida es aplicado a un cultivo, aproximadamente el 1% del compuesto quimico alcanza
al organismo blanco, mientras que el 99% restante es retenido en el follaje o se dispersa en el
ambiente por volatilizacion, escorrentia y lixiviacion. De esta manera, los residuos quedan en
el suelo y en el agua e ingresan en las cadenas troficas (Salinas, 2018). Algunos estudios han
informado sobre la ingesta alimentaria de contaminantes quimicos como el cadmio (Cd),
arsénico (As), mercurio (Hg) y plomo (Pb) por encima de los valores diarios tolerables, debido
al uso de pesticidas organoclorados y organofosforados en los cultivos. En diferentes paises se
han identificado alimentos vegetales y animales como principales contribuyentes en la ingesta
dietética de dichos contaminantes; pescados y mariscos contienen una alta concentraciones de
estos cuatro elementos y las raices, tubérculos, y cereales contribuyen en la ingesta de valores
altos de cadmio y alimentos como, cereales, verduras, hortalizas y frutas en la ingesta de valores
altos de plomo (Galal-Gorchev, 1991; Llobet et al., 2003). Adicionalmente, no solo la

aplicacion de plaguicidas trae consecuencias, sino el manejo y la intensidad de exposicion de
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los agricultores, los cuales han reportado intoxicaciones agudas con plaguicidas (IAP). Se
calculan entre quinientos mil y un millon de IAP anuales, y entre cinco mil y veinte mil
defunciones por esa causa en diferentes lugares del mundo (Martinez-Valenzuela & Gomez-
Arroyo, 2007).

Sumando a esto y teniendo en cuenta que el control fitosanitario de los cultivos en el pais
estd basado principalmente en el uso de agroquimicos se ha disminuido significativamente su
valor comercial, en especial si es para exportacion. Por lo cual, es un reto para la sociedad actual,
transformar los sistemas convencionales de explotacion agraria a agroecoldgicos. En este
sentido, en los ultimos afios se vienen realizando investigaciones que permitan proponer
alternativas eficaces en reducir el impacto negativo de los productos sintéticos y controlar
microorganismos fitopatdgenos sin afectar el medio ambiente; en este sentido, la utilizacion de
métodos con capacidad biocontroladora y bioplaguicida como es el uso microorganismos y de
aceites esenciales, constituyen una alternativa viable para lograr cultivos sanos y que cumplan
con las normativas fitosanitarias, de esta manera reducir el impacto negativo de los
agroquimicos en el medio ambiente (Companioni Gonzélez et al., 2019) y mejorar notablemente
los sistemas productivos disminuyendo gradualmente la aplicacion de productos quimicos y
costos para los agricultores.

Una fuente importante de microorganismos benéficos es el suelo, los cuales son responsables
de procesos fisico-quimicos importantes para la produccion agricola, ya que intervienen tanto
en el aprovechamiento de nutrientes como en la solubilizacion y absorcion de iones. El uso de
microorganismos promotores de crecimiento vegetal (PGPR) adquiere cada vez mas
importancia para el control de fitopatdgenos en diferentes cultivos, por su capacidad de producir
diversos e interesantes compuestos bioactivos con actividad antibacteriana, antifungica y
plaguicida y dado que pueden encontrarse asociados a las plantas son considerados una
alternativa ambientalmente saludable para el reemplazo de fungicidas de sintesis quimica
(Horna et al., 2014), ademés de los beneficios que de por si aportan en el crecimiento y
desarrollo de las plantas.

En este sentido, bacterias del género Pantoea y hongos del género Trichoderma, son
considerados como agentes biocontroladores, debido a la presencia de genes que codifican la
produccién de metabolitos secundarios entre los que se incluyen: lipopéptidos como surfactina,

fengicina, iturina, bacilomicinas y zwitermicina; que tienen un papel primordial en el
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antagonismo ya que inhiben el crecimiento micelial y la germinacion de esporas (Dutkiewicz et
al., 2016).

Como otra alternativa amigable con el ambiente se han propuesto los aceites esenciales de
origen vegetal, extractos naturales concentrados derivados de plantas, que han demostrado ser
una buena fuente de compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes y antimicrobianas.
Estos compuestos son liquidos aromaticos que se obtienen por diferentes métodos de extraccion,
a partir de material organico como flores, tallos, raices, hojas, frutos y semillas; se ha
demostrado que aparte de tener compuestos con actividad antibacteriana y antifungica, son
inocuos para el medio ambiente, para los consumidores y pueden ser una alternativa para reducir
el uso de agroquimicos sintéticos en el control de fitopatdgenos (Barrera Necha & Garcia
Barrera, 2008).

El presente trabajo busca evaluar la capacidad biocontroladora de bacterias solubilizadoras
de fosfato y fijadoras de nitrogeno, Trichoderma asperellum y aceites esenciales de Tomillo
(Thymus vulgaris) y Orégano (Origanum vulgare) sobre microorganismos fitopatogenos del
cultivo de quinua, métodos que pueden ser mas efectivos, biodegradables y con menor toxicidad
para los organismos que no son blanco de eliminacion, con el fin de proponer nuevas
alternativas para minimizar la aplicacién de pesticidas sintéticos y garantizar practicas agricolas
sustentables apoyadas en la conservacion de los recursos naturales tales como el suelo, agua y

biodiversidad, minimizando los efectos en la salud humana y animal.
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Marco Tedrico

1. Quinua (Chenopodium quinoa)

La quinua es un cultivo domesticado hace miles de afios por las antiguas culturas de la Region
Andina de Surameérica, destinado a la produccion de granos; pertenece a la familia
Chenopodiacea, por lo que es considerada un pseudocereal, ya que sus granos se utilizan de
manera semejante a los cereales.

Este grano es uno de los pocos alimentos de origen vegetal nutricionalmente completo,
debido a que presenta un adecuado balance de proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas y
minerales. Su caracteristica mas sobresaliente es el aporte de proteinas con alto valor bioldgico,
pues contienen la totalidad de los aminoacidos esenciales estando muy cerca de los estandares
de nutricion humana establecidos por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAQO) (Pando & Castellanos, 2016; Rojas et al., 2011).

1.1. Antecedentes histéricos.

Se han hallado registros arqueoldgicos de cultivos de quinua que datan de aproximadamente
5000 afios a.C., y en cuya domesticacion y conservacion han participado grandes culturas
precolombinas. Esta especie tuvo una amplia difusién en Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia y
Chile, previo a la “Conquista”, fue cultivada y asociado a con otros cultivos como porotos, maiz
y papas (Bazile et al., 2014).

Con la llegada de los espafioles los cultivos y habitos alimenticios de los pueblos originarios
fueron remplazados y se introdujeron cereales como la cebada y el trigo. Sin embargo, el cultivo
de quinua se mantuvo en pequefias plantaciones ubicadas en zonas periféricas a las grandes
urbes, donde se producia preponderantemente para el autoconsumo. La conservacién de las
quinuas ancestrales, por parte de los pueblos originarios de América, constituye una fuente de
diversidad invalorable. Estos materiales son utilizados en la actualidad como base para el
mejoramiento genético de la especie y la obtencidn de variedades modernas (Rojas et al., 2011).

Sus granos han sido utilizados en la dieta de los pobladores tanto de valles interandinos,

zonas mas altas (superiores a 3500 msnm), frias (temperaturas promedio de 12 °C) y aridas (350



20
BIOCONTROL SOBRE FITOPATOGENOS DE QUINUA

mm de precipitacion promedio) (Rojas et al., 2011). Tal es la importancia que se le ha dado a
esta especie que en 1996 fue catalogada por la FAO como uno de los cultivos promisorios de la
humanidad, en reconocimiento a los pueblos andinos que la preservaron como alimento para
futuras generaciones y a la contribucion que podria realizar a la seguridad alimentaria global.
Asimismo, el afio 2013 fue declarado por la FAO como “Afio Internacional de la Quinoa” en
virtud de las cualidades nutritivas de sus granos, la posibilidad de cultivar esta especie en una
amplia gama de situaciones agroecologicas y la creciente demanda de los mercados
internacionales por este producto.

En los ultimos afios, se evidencia un progresivo aumento de su produccion mundial,
especialmente en los tres paises andinos que han sido tradicionalmente los principales
productores (Bolivia, Pert y Ecuador) que en conjunto generan mas del 80% de la produccion
mundial. Los otros exportadores importantes son Estados Unidos (9,8%) y la Unién Europea
(7,5%). En la actualidad en Colombia se cultiva principalmente en los departamentos de
Cundinamarca, Boyaca, Cauca y Narifio, se conoce ampliamente en el pais y se encuentra
ubicado en diferentes en comunidades locales (FAO & ALADI, 2014).

1.2. Clasificacion cientifica de la quinua.

A continuacion se presenta la clasificacion taxonémica de la quinua (Rojas et al., 2011,
Tapia & Fries, 2007)

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae

Subfamilia:  Chenopodioideae

Género: Chenopodium

Especie: Chenopodium quinoa Willd




21
BIOCONTROL SOBRE FITOPATOGENOS DE QUINUA

Imagen 1. Esquema de planta de quinua,
tomada de (Maximiliano & Diego,
2016).

Esta planta dicotileddnea, alcanza alturas de 0,2 a 3,0 m, sus tallos son ramificados, sus hojas
anchas y tienen un periodo vegetativo largo, los granos son planos de grandes a pequefios,
ovalados, generalmente de color amarillo palido, pero el color puede variar de rosa a negro (El
Hazzam et al., 2020). Sus arbustos pueden presentar diversos colores que van desde verde,
morado a rojo y colores intermedios entre otros. Se ha reportado que el crecimiento y desarrollo
de esta especie esta determinado por la genética de la planta, por las condiciones ambientales a
las que esta expuesta y por factores bidticos (incluidas plagas y enfermedades) (Rojas et al.,
2011; Tapia & Fries, 2007). Su cultivo a diferencia de la mayoria, y dependiendo de la variedad,
se desarrolla sin muchos inconvenientes en condiciones extremas, tiene una extraordinaria
adaptabilidad a diferentes pisos agroecoldgicos; adaptandose a diferentes climas desde el
desértico hasta climas calurosos y secos, el cultivo puede crecer con humedades relativas desde
40% hasta 88% de humedad, y la temperatura adecuada para el cultivo es de 15 a 20°C, pero
puede soportar temperaturas desde 4°C hasta 38°C. Es una planta eficiente al uso de agua, es
tolerante y resistente a la falta de humedad del suelo, obteniéndose producciones aceptables con
precipitaciones de 100 a 200 mm; asimismo tolera suelos de diferente textura y pH, e incluso
creciendo en suelos muy é&cidos y fuertemente alcalinos. Su gran adaptacion a las variaciones
climaticas y su eficiente uso de agua convierten a la quinua en una excelente alternativa de

cultivo frente al cambio climatico (Rojas et al., 2011).

2. Microbiota del Suelo

Los microorganismos habitan en diversos entornos de la biosfera, desempefian funciones
integrales en los ecosistemas y participan en ciclos biogeoquimicos esenciales, como carbono,
oxigeno, nitrogeno, azufre, fosforo y varios metales (Zhou et al., 2015). EI microbioma del
suelo es un héabitat altamente complejo, su actividad es, en gran medida, responsable del
funcionamiento y de la fertilidad de los suelos agricolas. Entre los microorganismos benéficos

del suelo, tanto los hongos formadores de micorrizas arbusculares (MA) como las bacterias
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rizosféricas promotoras del crecimiento (BRPC), contribuyen a mejorar el desarrollo y la
nutricion de la planta, asi como a incrementar la tolerancia de los cultivos frente a determinadas
situaciones de estrés de tipo bidtico o abidtico (Rodriguez-Romero, 2008).

Se ha estimado que un gramo de suelo pristino presenta 10° células bacterianas por gramo
de suelo y cerca de 10* especies microbianas diferentes/gramo (Zhou et al., 2015). Las
interacciones de estos microorganismos garantizan la sostenibilidad, contribuyendo a optimizar
la calidad y la salud del suelo, limitar el aporte de nutrientes e incrementar los rendimientos, al
igual que la resistencia a plagas y la capacidad de recuperacion (Balestrini et al., 2015).

En el suelo se diferencian microorganismos benéficos y fitopatogenos de acuerdo a sus
funciones y al efecto sobre el crecimiento, productividad, sanidad y la calidad del suelo y de las
plantas. Entre los microorganismos benéficos estan aquellos que fijan nitrégeno atmosférico,
descomponen desechos y residuos organicos, desintoxican el suelo de pesticidas, combaten
patdgenos y enfermedades de las plantas, incrementan ciclaje de nutrientes y producen
componentes bioactivos como vitaminas, hormonas y enzimas que estimulan el crecimiento
vegetal. Los microorganismos fitopatdgenos , son aquellos que pueden inducir enfermedades
en las plantas, estimulando el aumento de los mismos inmovilizando nutrientes y produciendo

toxinas que afectan el crecimiento y salud de la planta (Higa & Parr, 2013).

2.1. Hongos fitopatdgenos del cultivo de quinua.

Las enfermedades infecciosas de las plantas reducen en gran medida la cantidad y calidad de
los cultivos, lo que implica pérdidas econdmicas para los productores ya que reduce su valor en
el mercado. El complejo de enfermedades de la quinua estd conformado principalmente por
hongos y en menor proporcidn por bacterias, virus y nematodos. Entre los hongos mas comunes
en el cultivo de quinua, se encuentran los géneros: Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Pythium sp.,
Alternaria sp., Botrytis sp. y Cladosporium sp. (Carrillo Gualancafiay, 2019; Cruces et al.,
2016). La incidencia y severidad de estos patdgenos estd en funcion de la variedad,
susceptibilidad del estado fenoldgico y condiciones ambientales del cultivo. La alta incidencia
de dichas plagas y enfermedades en los cultivos ha impulsado en los agricultores el uso de
pesticidas y fungicidas de origen quimico, los cuales afectan en gran medida al ambiente y

deterioran los suelos (Glen-Karolczyk et al., 2016).
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Los hongos invaden la planta como organismos hospederos o paréasitos, otros son saprofitos,
el mismo hongo puede atacar diferentes tipos de plantas, ya que se pueden encontrar sobre la
superficie de los tejidos de la planta y las esporas pueden dispersarse y afectar a otros cultivos
(Carrillo Gualancanay, 2019).

3. Meétodos para el Biocontrol de Fitopatdgenos

La necesidad de proteger los cultivos del ataque de los fitopatdgenos y reducir el uso de los
plaguicidas sintéticos y quimicos, ha hecho que se desarrollen investigaciones dirigidas a
introducir y aplicar métodos de biocontrol haciendo uso de microorganismos y sustancias

naturales como alternativas sustentables y amigables con el ambiente.

3.1. Trichoderma hongo con potencial biocontrolador.

Una de las caracteristicas mas interesantes de algunas cepas fingicas es su accion antagonista
que impide el crecimiento de otros microorganismos, la cual es particularmente importante en
el control de patdgenos. Los hongos son uno de los fitopatdgenos mas dificiles de controlar, y
la infeccidn con éstos causa enormes pérdidas en los cultivos. Se ha estudiado la capacidad
biocontroladora de varias cepas flngicas, siendo las mas sobresalientes las del género
Trichoderma (Chavez et al., 2014).

Trichoderma spp. es un hongo que encuentra en casi todo tipo de suelos y habitats; fue
identificado en 1871 y reconocido como un agente de control bioldgico desde 1920. Es un hongo
saprofito, anaerobio facultativo que promueve el crecimiento y desarrollo de las plantas (Misra
& Ansari, 2021). Se ha reportado que Trichoderma presentaba una interesante actividad
biocontroladora por la inhibicién de crecimiento de fitopatdgenos como son los géneros
Alternaria, Botrytis, Fusarium, Phytoptora, Phoma en diversos cultivos de interés econémico
como la papa, el maiz, el tomate, el maracuya, la quinua, entre otros. Las especies de
Trichoderma son conocidas por su capacidad de inhibir diferentes patogenos de plantas
mediante la produccion de metabolitos secundarios como antibiéticos y enzimas degradadoras
de la pared como quitinasas, glucanasas, celulasas, proteasas y otras hidrolasas (Chavez et al.,
2014).
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Trichoderma se encuentra en diferentes suelos agricolas y forestales, este hongo se establece

facilmente en cualquier tipo de suelo rizosférico y puede sobrevivir alli durante varios meses,

esto se da por su habilidad ecoldgica para ser un excelente competidor por espacio y recursos

nutricionales, ademas de su alta produccion de metabolitos con efectos inhibidores

significativos, por lo que existen diferentes reportes del uso de este hongo para el biocontrol de

fitopatdgenos fangicos en diferentes cultivos de interés economico como se indican tabla 1.

Tabla 1. Antecedentes del efecto antagdnico de Trichoderma spp.

Especie
antagolnica de

Trichoderma

Efecto antagonista

sobre

Principales hallazgos del estudio

Referencia

T. asperellum

T. virens

Fusarium oxysporum

Rhizoctonia solani

Se evaluaron 12 cepas de Trichoderma spp. que
se aislaron de suelos de diferentes tipos de cultivos.
Los resultados mostraron que T. asperellum tiene
una capacidad de crecimiento rapido; los efectos de
inhibicion sobre F. oxysporum fueron del 73% y
74%  respectivamente. Se  detectaron  seis

metabolitos volatiles idénticos.

Los metabolitos volatiles y no volatiles de T.
virens presentaron efectos inhibidores significativos
sobre el crecimiento de R. solani. Los metabolitos no
volatiles de esta especie afectaron
significativamente las proteinas del micelio de R.
solani, incluyendo catalasa, superéxido dismutasa,
peroxidasa, glutacion peroxidasa dependiente de
selenio  (GSH-Px), proteinas  solubles vy
malondialdehido. Se encontr6 que veinte genes
asociados con el hiperparasitismo, incluidas
proteasas  extracelulares, transportadores de
oligopéptidos, receptores acoplados a proteina G
(GPCR), quitinasas, glucanasas y proteasas, estaban
regulados positivamente durante el proceso
antagonista entre T. virens y R. solani. Treinta genes

relacionados con la funcién de la antibiosis,

(Tao et al.,
2020)

(Halifu et al.,
2020)
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T. atroviride

T. koningii, T.
viridey T.

harzianum

T. asperellum

Samuels

Botrytis cinérea

Alternaria alternata

Fusarium sp.,
Cercospora kikuchii,
Phakopsora

Pachyrhizi

incluidas las proteinas de resistencia a la tetraciclina,
las reductasas, la respuesta al choque térmico, la
respuesta al estrés oxidativo, los transportadores de
eflujo del casete de union a ATP (ABC) y los

transportadores de resistencia a multiples farmacos.

Una  aplicacion  de  metabolitos  de
Trichoderma.sp. + Brassinolide (BR) redujo el
moho gris una de las principales enfermedades del
tomate causado por B. cinerea en aproximadamente
un 70.0%. Ademés, las actividades de la enzima
relacionada con la respuesta de defensa inducida,
como peroxidasa, superéxido dismutasa, catalasa y
fenilalanina amoniaco-liasa, aumentaron en plantas

de tomate tratadas con el compuesto mencionado.

Se evalud la actividad antifingica a diferentes
concentraciones (10, 20, 30, 40 y 50 ppm) frente a
este patégeno. La fraccién de acetato de etilo del
extracto de T. koningii mostré la actividad mas
prometedora, lo que result en una supresién de la
biomasa del 10 al 90%. En el caso de T. viride, la
fraccion de butanol resultd ser la mas eficaz para
retardar el crecimiento del patégeno del 20 al 80%.
Mientras que el extracto de T. harzianum revel6 un
55-85% de detencién en la biomasa flngica debido
a la fraccion de n-hexano. Las 3 especies de
Trichoderma demostraron una fuerte actividad

fungicida contra A. alternata.

La cepa de T. asperellum evaluada presentd
potencial como biocontrolador por la inhibicion y
antagonismo sobre Fusarium sp. in vitro y sobre C.
kikuchii y P. pachyrhizi en condiciones de campo.
Ademas estimula el crecimiento vegetal de la soya

al incrementar el nimero de vainas por planta.

25

(Lietal.,
2020)

(Shafique et
al., 2019)

(Cruz-Triana
etal., 2017)
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Se determind la capacidad antagbnica de 6
aislamientos de T. harzianum sobre F. oxysporum.

Todos los aislamientos superaron en crecimiento al R ]

_ patégeno con radios de 7,42 cm en cultivo dual; '

T. harzianum  F. oxysporum ] ) ) . Fernandez &

mientras que el patdgeno mostré un radio de 1,99 )

o . o Suarez, 2009)
cm, lo que indica que esta especie es promisoria en
el biocontrol de dicho patégeno que causa la

marchitez del maracuya.

Rhyzopus stolonifer, T. harzianum demostro la capacidad para reducir
Mucor spp., el crecimiento de R. stolonifer, Mucor spp., P.
) Penicillium digitatum, digitatum, R. solani, A. niger y Pythium spp. (Guédez et al.,
T. harzianum ) ] ) )
Rhizoctonia  solani, demostrando ser un excelente biocontrolador de 2009)
Aspergillus niger y hongos postcosecha en fresa, a través del parasitismo

Pythium spp como mecanismo de accion.

Fuente: Autor.

La capacidad como antagonista de Trichoderma es altamente variable y depende de la
especificidad de la cepa y de sus modos de accion que implican el despliegue varios mecanismos
tales como antibiosis, competencia (por espacio y nutrientes) y micoparasitismo (desactivacion
de enzimas de los patdgenos) y otros mecanismos como son la aceleracion del desarrollo del
sistema radicular que posibilita la tolerancia al estrés por parte de la planta huésped, induciendo
la resistencia y estimulando el crecimiento vegetal con la absorcion de nutrientes inorganicos
(Martinez et al., 2013).

El desarrollo de mecanismos de accidn antagonica que ha sido ampliamente estudiado en
este hongo es el micoparasitismo que le permite crecer quimiotropicamente hacia el hospedante,
se adhieren a las hifas del mismo, se enrollan en ellas frecuentemente y las penetran en
ocasiones. El proceso se lleva a cabo a través de la produccion de varias enzimas que degradan
la pared celular del patdgeno que contiene celulasas, quitinasas. La degradacion de las paredes
celulares del hospedante se observa en los estados tardios del proceso parasitico, que conlleva
al debilitamiento casi total del fitopatdégeno (Infante et al., 2009).

Adicionalmente, una de las capacidades antagonicas mas importantes es la produccién de
metabolitos con actividad antifdngica. Trichoderma produce antibioticos volatiles y no

volatiles, diversos en cuanto a estructura y funcion. Algunos de los que se han identificado son
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del tipo de las alquil-pironas (6-a-pentil-pirona), isonitrilos (isonitrina), poliquétidos
(harzianolida), peptabioles (trichodermina, atroviridina, alameticina, suzucacilina vy
trichozianina), dicetopiperacinas (gliovirina y gliotoxina), sesquiterpenos (acido heptelidico) y
esteroides (viridina). Recientemente, se caracterizaron un grupo de metabolitos secundarios
(azapilona, butenolide, 6-pentil-a-pirona, 1-hidroxi-3-metil-antraquinona, 1,8-dihidroxi-3-
metil-antraquinona, koninginina, acido heptelidico, trichoviridina, &cido harziénico, gliotoxina,
gliovirina, viridina, viridiol) (Adnan et al., 2019; Martinez et al., 2013). Estos mecanismos

hacen que las cepas de esta especie sean muy eficientes como agentes de control bioldgico

3.2. Aceites esenciales.

Otra alternativa natural de control de fitopatdgenos son los aceites esenciales, liquidos
oleosos aromaticos obtenidos de diversas partes de la planta flores, frutos, hojas, raices, semillas
y corteza. A menudo son responsables de la caracteristica distintiva de una planta como el olor
0 sabor (Badawy & Abdelgaleil, 2014). Son sustancias muy volatiles, en su mayoria son
insolubles en agua y solubles en alcohol, éter, grasas, ceras y aceites vegetales (Jiménez, 2020).

Se conocen aproximadamente 3000 tipos de aceites esenciales, alrededor de 300 son de gran
importancia comercial, se destacan como agentes aromatizantes en la industria alimentaria y
como fragancias en la industria cosmética (Badawy & Abdelgaleil, 2014; Cowan, 1999). Son
mezclas complejas de compuestos, principalmente terpenos, sesquiterpenos y sus derivados
oxigenados (alcoholes, aldehidos, ésteres, éteres, cetonas, fenoles y O&xidos). Algunos
compuestos volatiles incluyen fenilpropenos y sustancias especificas que contienen azufre o
nitrégeno (Cowan, 1999).

Estos no tienen una funcion exacta en las plantas pueden tener diversos fines, entre estos,
proteccion contra plagas, enfermedades y plantas invasoras, asi mismo para atraer insectos y
aves (polinizadores), gracias a ello se viene explorando la posibilidad de encontrar diversas
actividades bioldgicas de estos (Cabrera, 2019).

Las enfermedades infecciosas en plantas son causadas por bacterias, hongos, virus e insectos
los cuales han incrementado debido al uso intensivo de agroquimicos, esto ha resultado en una
continua busqueda de compuestos antioxidantes y antimicrobianos naturales efectivos que

preserven la calidad de los alimentos y seguridad sin detrimento de sus atributos sensoriales,
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por lo cual los aceites esenciales y sus propiedades bactericidas, fungicidas y antioxidantes, han
despertado gran interés (Badawy & Abdelgaleil, 2014; Rodriguez-Garcia et al., 2016), debido
a su destacada variabilidad en la composicion quimica y a su capacidad de interaccionar con
receptores especificos de maltiples dianas biolégicas (Usano-Alemany et al., 2014).

3.2.1 Tomillo (Thymus vulgaris).

El género Thymus pertenece a la familia de las Lamiaceae, es de clima templado y originario
de los paises de la cuenca mediterrdnea occidental. Crece sobre suelos secos y soleados y resiste
bien las heladas y sequias. Su nombre genérico proviene del verbo griego Thym, en alusion a
su intenso y agradable aroma y vulgaris que se refiere a la frecuencia de este vegetal, es una
planta lefiosa que puede llegar a medir entre 10-40 cm de altura y muy ramificadas; sus hojas
son abundantes, oscilan de 3-8 mm, son lineares, oblongas, sentadas o brevemente pediculadas
(Luengo, 2006). T. vulgaris es una planta aromatica y rica en aceites esenciales, con propiedades
medicinales, antimicrobianas y actividad antioxidante debido a sus componentes principales
como el timol y el carvacrol, ademéas de otros componentes presentes en menor cantidad como

algunos flavonoides y polifenoles (Jiménez, 2020).

3.2.2 Orégano (Origanum vulgare).

El géenero Origanum pertenece a la familia de las Lamiaceae, es una herbacea perenne
aromatica, nativas de la zona mediterranea y muy utilizada como especia en la cocina. Es una
planta pequefia arbusto achaparrado de unos 45 cm de alto, los tallos, que a menudo adquieren
una tonalidad rojiza. Las hojas surgen opuestas, ovales y anchas de entre 2-5 cm, con bordes
enteros o ligeramente dentados y con vellosidad en el envés. Las diminutas flores, de color
blanco o rosa, que nacen en apretadas inflorescencias terminales muy ramificadas estan
protegidas por diminutas hojillas de color rojizo (Solis, 2012) .

O. vulgare posee unas pequefias glandulas donde esta contenida la esencia aromatica, de
color amarillo limon, compuesto por un estearopteno y dos tipos de fenoles, como mayoritario
el carvacrol y en menor proporcion el timol. Las raices contienen estaquiosa y los tallos
sustancias tanicas (Carhuallanqui et al., 2020). Los cuales son responsables del sabor del
orégano y de sus diferentes propiedades bioldgicas que incluyen capacidades antioxidantes,

antimicrobianas, acaricidas, antiparasitarias y antifungicas (Cid-Pérez et al., 2019).
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En los ultimos afios, se ha investigado una gran cantidad de aceites esenciales y sus

constituyentes por sus propiedades antimicrobianas contra algunas bacterias y hongos

reportdndose la actividad antimicrobiana en méas de 500 informes (Kalemba & Kunicka, 2003).

En la tabla 2 se resumen algunos de estos reportes.

Tabla 2. Antecedentes de los efectos antimicrobianos de aceites esenciales de tomillo y orégano

Principales hallazgos del estudio y aceites

Concentraciones

Especie inhibida . inhibitorias Referencia
utilizados
reportadas
Se analiz6 el efecto fungicida que tienen los
aceites esenciales de orégano y tomillo sobre
cepas del hongo fitopatdgeno Fusarium spp.
) . 500 y 1000ppm,
encontrados en el cultivo del arroz. La variable (Carrera &

Fusarium spp.

Aspergillus flavus,
A. nigery A.

ochraceus

Leuconostoc

citreum

de control fue el crecimiento radial de la
colonia. Los AE evaluados mostraron una
inhibicion del crecimiento micelial por encima
del 90%.

Se evalud la CMI de aceite de orégano para
inhibir el crecimiento micelial de los hongos
fue de 2,0 pl/L, mientras que las esporas se
erradicaron tras la exposicion a 2,0 a 2,5 pl/L.
El tomillo fue menos eficaz para controlar los
micelios y se observd crecimiento incluso
después de la exposicion a 4,0 pl/L. Sin
embargo, fue fungitoxico para las esporas (CMI
=3,0ul/L).

Este estudio se realiz6 para identificar
combinaciones de aceites esenciales (AE) que
provocan efectos antimicrobianos sinérgicos
contra L. citreum, una bacteria que deteriora los
jugos de frutas y verduras. Se realizaron

ensayos de difusion en pozos de agar.

obtenidos por
hidrodestilacion.

Los AE de corteza
de canela, orégano y
tomillo timol
mostraron la
actividad més fuerte
(concentracion
inhibitoria minima =
1.25 L / mL).

Salazar, 2018)

(Paster et al.,
1995)

(Lee et al.,
2020)
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R. solanacearum, es una bacteria
fitopatdgena de gran importancia a nivel
mundial conocida por provocar la enfermedad
de la marchitez bacteriana. Esta es una La cantidad més
Ralstonia enfermedad que devasta numerosos cultivos, efectiva fue de 15wl (Rueda-Puente
solanacearum entre ellos se encuentra la papa. La técnica de aceite esencial de et al., 2018)
utilizada para el analisis fue la difusion enagar,  orégano y tomillo
donde se evaluaron 3 diferentes diluciones (1:1,
1:5y 1:10) y se colocaron 7.5, 10 y 15 pl de
cada una de las concentraciones.

Fuente: Autor.

4. Microorganismos Benéficos en los Suelos

Los microorganismos (bacterias, actinomicetos, hongos) en suelos cultivados, pueden ser de
vida libre o encontrarse asociados a diversos tejidos de las plantas; estos generan diferentes
mecanismos que influyen positivamente en el desarrollo y crecimiento de las plantas,
produciendo sustancias promotoras del crecimiento vegetal, al igual que antibidticos y de
siderdforos que evitan infecciones ocasionadas por fitopatdgenos, activando varias respuestas a
nivel bioquimico, fisiolégico y morfoldgico de la planta (Amado Rodriguez, 2021; Camelo et
al., 2011).

Estos microorganismos aumentan la biodisponibilidad de nutrientes mediante la fijacién de
nitrégeno y la movilizacién de nutrientes clave (fésforo, potasio, hierro) para las plantas del
cultivo, al tiempo que remedian la estructura del suelo mejorando su agregacion y estabilidad

para los procesos de restauracion de suelos degradados (Rashid et al., 2016).

4.1. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs).

Las bacterias capaces de colonizan las raices de las plantas son atraidas por sustancias
excretadas por laraiz, que ocasionan el movimiento de la bacteria hacia el rizoplano de la planta,
de esta forma se da inicio a una relacion de beneficio mutuo. Estas bacterias son denominadas
"rizobacterias”, son ampliamente conocidas como PGPR destacadas por mejorar, no solo el

rendimiento de diversos cultivos, sino también la calidad en cuanto a nutrientes y compuestos
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provenientes del metabolismo secundario, siendo capaces de establecer relaciones beneficas
contribuyendo al control bioldgico de fitopatogenos y mejorar el crecimiento de las plantas
(Camelo et al., 2011). Sin embargo, estas interacciones estan influenciadas por muchos
pardmetros bidticos y abidticos como son el uso de agroquimicos que generan contaminacion y
acumulacion de sustancias toxicas en la cadena trofica.

Se han descrito principalmente a los géneros Pseudomonas y Bacillus como grupos
predominantes de bacterias en los suelos agricolas que tienen la capacidad de colonizar las
raices de las plantas, estimular el crecimiento vegetal con la produccion de fitohormonas y
sideroforos, solubilizando y movilizando el fosfato, ademéas pueden utilizarse como
bioplaguicidas debido a la produccién de antibidticos que inducen la resistencia sistémica
vegetal a patdgenos; estas bacterias pueden desempefiar ambas funciones a la vez (Kumar et al.,
2011). Igualmente se ha informado actividad PGPR en cepas pertenecientes a varios otros
géneros, como como Azotobacter, Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Hydrogenophaga,
Enterobacter, Serratia (Benizri et al., 2001; Kumar et al., 2011).

Como fuente natural, se han comprobado que los géneros Pseudomonas y Bacillus estan
presentes en diversos cultivos como trigo, papa, arroz, soya, café entre otros (Restrepo-Franco
et al., 2018; Tejera-Hernandez et al., 2011). Hoy en dia se viene estudiando el efecto de dichos
microorganismos en otros cultivos de importancia econémica entre ellos la quinua, no solo por
ser PGPR sino por su capacidad para inhibir el crecimiento de microorganismos fitopatdgenos
estimulando la produccion de diversas sustancias con actividad microbicida (Benizri et al.,
2001; Camelo et al., 2011).

4.2. Solubilizacién del fosfatos y fijacion de nitrégeno.

La productividad y dindmica de los suelos esta limitada a la disponibilidad de nutrientes, por
lo tanto los microorganismo son importantes para la absorcion eficiente de una gama amplia de
macro y micronutrientes especialmente el nitrogeno (N) y el fosforo (P), ya que para las plantas
la disponibilidad de estas dos fuentes es clave por que determinan el crecimiento vegetal y
limitan la produccién agricola sostenible en diversos cultivos (Richardson et al., 2009).

Los mecanismos basicos a través de los cuales las bacterias y los hongos promueven la

biodisponibilidad de nutrientes incluyen la fijacion de nitrégeno y la movilizacion de fésforo a
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través de la produccion de acidos organicos, sideroforos, organopolisacaridos y proteinas
(mucilagos e hidrofobinas) que ayudan a promover la estabilidad de los agregados del suelo
(Rashid et al., 2016).

4.2.1 Solubilizacion de fosforo en los suelos.

En el suelo se puede encontrar dos formas de fosfatos, organico e inorganico. De estos, una
gran proporcion se encuentra presente en formas insolubles que las plantas no pueden
aprovechar (Richardson et al.,, 2009). Las bacterias dinamizan el fosforo del suelo
convirtiéndolo de fosfato insoluble (tanto organico como inorgénico) a formas accesibles para
las plantas, tal como el ortofosfato predominantemente como ién HPO42 (monoéacido) o HoPO4”
(diacido), siendo este dltimo la forma mas predominante en suelos acidos (Richardson et al.,
2009; Richardson & Simpson, 2011).

El fosfato inorgéanico que se encuentra en el suelo en su mayoria es insoluble y se encuentra
formando complejos minerales que aparecen luego de la fertilizacion quimica (Rodriguez et al.,
2006). El fésforo organico requiere de un proceso de mineralizacidn de sustratos por accion de
enzimas fosfatasas reguladas por la demanda de este nutriente y pueden ser producidas por las
plantas 0 microorganismos (Richardson & Simpson, 2011). La disponibilidad del fosforo en la
rizosfera esté influenciada por los cambios en el pH y los exudados de las raices que pueden
afectar la disponibilidad de los nutrientes (Hinsinger, 2001).

En los suelos, las bacterias solubilizadoras de fosfato constituyen de 1% a 50% y los hongos
de 0,1% a 0,5 % del total, de esta forma, las bacterias solubilizadoras superan en nimero a los
hongos de 2 a 150 veces. Algunos microorganismos reportados con capacidad solubilizadoras
de fosfato en los suelos son bacterias de los géneros Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium,
Pantoea, Achromobacter y Enterobacter y hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium
(Beltran Pineda, 2015). Los requerimientos de fosforo para un crecimiento 6ptimo en planta,
fluctia entre 0.3 a 0.5% de su masa seca, la baja disponibilidad de este a menudo limita el
crecimiento de las plantas (de Mello Prado, 2021; M. T. Fernandez, 2007). La cantidad de
fosforo solubilizado en un cultivo depende de la composicién del medio y la forma de
precipitado inorganico utilizado (incluidos los fosfatos de calcio, hierro y aluminio y diversas

fuentes de fosfato de roca), junto con los procedimientos del cultivo (M. T. Fernandez, 2007).
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4.2.2 Fijacion del Nitrogeno en los suelos.

La dinamica del nitrégeno en la biosfera comprende principalmente la fijacion de nitrogeno
(N2), lamineralizacion, la nitrificacion, la desnitrificacion y la oxidacion anaerdbica del amonio,
estos procesos son mediados principalmente por bacterias presentes en el suelo (Ceron R. &
Aristizébal G., 2012).

Los procesos de fijacion del nitrogeno (N) los llevan a cabo gran variedad de bacterias, ya
que los hongos no fijan nitrogeno, pero proporcionan nutrientes a las bacterias para la fijacion.
Ademas, en el micelio, los hongos brindan refugio al sistema enzimatico bacteriano del O para
fijar nitrogeno (Rashid et al., 2016). Las bacterias poseen enzimas nitrogenasas, que rompen el
triple enlace del N2 atmosférico y producen el ion asimilable amonio (NH4"), el cual influye en
el comportamiento de las raices y la dinamica de la rizosfera (Mayz-Figueroa, 2004).

Las bacterias diazotrofas puede ser simbidticas obligadas como los géneros Rhizobium y
Frankia, y asociativas o endofitas representadas por Cyanobacteria, Azospirillum, Azotobacter,
Acetobacter diazotrophicus, Azoarcus; y de vida libre como Achromobacter, Acetobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Azomonas, Bacillus, Beijerinckia,
Clostridium, Corynebacterium, Derxia, Enterobacter, Herbaspirillum, Klebsiella,
Pseudomonas, Rhodospirillum, Rhodopseudomonas y Xanthobacter (Ceron R. & Aristizabal
G., 2012; Rashid et al., 2016). Dichas bacterias mejoran el crecimiento de las plantas al
proporcionar nitrégeno a la planta, ademas de que producen fitohormonas (auxinas, citoquininas
y giberelinas) y otras moléculas antimicrobianas para proteger los cultivos de enfermedades

(Velasco-Jiménez et al., 2020).
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Objetivos

Objetivo General

Evaluar la capacidad biocontroladora de bacterias solubilizadoras de fosfato y fijadoras de
nitrégeno, Trichoderma asperellum y de aceites esenciales de tomillo y orégano sobre
microorganismos fitopatdgenos aislados a partir de cultivos de quinua del departamento de
Boyaca.

Objetivos especificos.

1. Aislar e identificar bacterias solubilizadoras de fosfato y fijadoras de nitrégeno presentes
en suelos cultivados con quinua del municipio de Oicata, Boyaca.

2. Evaluar la capacidad biocontroladora de bacterias solubilizadoras de fosfato y fijadoras
de nitrégeno contra hongos fitopatdégenos asociados a cultivos de quinua del
departamento de Boyaca.

3. Evaluar la capacidad biocontroladora de Trichoderma asperellum para el control de
hongos fitopatdgenos asociados a cultivos de quinua del departamento de Boyaca.

4. Evaluar la capacidad bactericida de aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare) y
tomillo (Thymus vulgaris) para el control de bacterias fitopatégenas asociadas a cultivos
de quinua del departamento de Boyaca.
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Aislamiento e Identificacion de Bacterias Funcionales del Cultivo de Quinua.

1. Muestras de Suelo

Las muestras de suelo fueron tomadas de un lote cultivado con quinua, ubicado en el
municipio de Oicata de coordenadas 5°35°58.1"'N y 73°18°17.4""W, se recolectaron minimo
10g de suelo rizosférico a 10 cm de profundidad en cuatro puntos seleccionados utilizando un
patron de recorrido en zig-zag. La tabla 3 muestra factores climaticos, temperatura promedio,
humedad relativa (%) y temperatura del suelo, tomados en los cuatro puntos de muestreo
seleccionados del cultivo; estos fueron obtenidos mediante un equipo GPS y un

termohigrometro.

Tabla 3. Factores climaticos de los puntos de muestreo en el cultivo de quinua.

o Punto Punto Punto
Factores Climaticos . , Punto 3
Humedad relativa % 54% 52% 28% 48%
Temperatura Suelo (°C) 22°C 22°C 19°C 18°C
Temperatura Ambiente promedio: 29.7°C

Fuente: Autor.

2. Aislamiento de Bacterias Funcionales del Suelo (Solubilizadoras de Fosfato y

Fijadoras de Nitrdgeno)

Para el aislamiento e identificacion de bacterias solubilizadoras de fosfato se suspendieron
10 g de suelo en 90 ml de solucidn salina (S/S) al 1% para ajustar concentracion de 107, las
muestras de suelo se diluyeron en serie hasta 10°, se sembraron 0,1mL por duplicado las
diluciones 10*y 107, en medio NBRIP (Protocolo de preparacion Anexo B), se incubaron a
28°C * 2°C, realizando revisiones diarias por 7 dias hasta que se observaron halos de
solubilizacion. Se realizé recuento de colonias de microorganismos solubilizadores de fosfato
(Beltran Pineda & Castellanos Rozo, 2016).
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Para la identificacion de bacterias asimbioticas fijadoras de nitrogeno, se suspendieron 10 g
de suelo en 90 ml de S/S al 1% para ajustar concentracion de 10, las muestras de suelo se
diluyeron en serie hasta 10 y se sembraron por duplicado 0,1mL de todas las diluciones, en
medio agar alcalino libre de nitrégeno (Protocolo de preparacion Anexo C). Se incubaron a
25°C £ 2°C durante 8 a 15 dias. Se realiz0 revision de colonias con apariencia translucida y
mucoide de acuerdo a la norma ICONTEC 4092 (Norma Técnica Colombiana NTC 4092,
2009). Se aplico la formula:

_ _X¢
V1,1xd

Donde:
> = es la suma del nimero de colonias de las cajas conservadas provenientes de dos
disoluciones sucesivas, que estén dentro del rango 10 — 300 UFC.
V = es el volumen de in6culo, puesto en la caja en mL.
d = es la dilucion correspondiente a la primera dilucion retenida o seleccionada para

hacer el recuento.

Para el andlisis estadistico se realiz6 un T — Student, donde se determind que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre las densidades poblacionales (UFC/g) de
bacterias solubilizadoras de fosfato en cada punto muestreado. Se normalizaron los datos, se
trabajo con un nivel de significacion de p < 0,05 (nivel de confianza del 95%). El analisis
muestra un valor (p > 0,05) lo que indica que, no existen diferencias estadisticamente
significativas entre densidad poblacional entre los 4 puntos de muestreo como se observa en la
grafica 1.
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Recuento de Bacterias Solubilizadoras de Fosfato
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Gréfica 1. Recuento de bacterias solubilizadores de fosfato, se obtuvieron colonias blancas y

amarillas mucoides, presentes en los 4 puntos de muestreo, Fuente autor.

Para el andlisis estadistico se realizé un T — Student, donde se determind que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre las densidades poblacionales (UFC/g) de
bacterias asimbidticas fijadoras de nitrogeno en cada punto muestreado. Se normalizaron los
datos, se trabajo con un nivel de significacion de p < 0,05 (nivel de confianza del 95%). El
analisis muestra un valor (p > 0,05) lo que indica que, no existen diferencias estadisticamente
significativas entre densidad poblacional entre los 4 puntos de muestreo como se observa en la

gréafica 2.
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Recuento de Bacterias Fijadoras de Nitrogeno
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Gréfica 2. Recuento de bacterias asimbioticas fijadoras de nitrogeno con apariencia transltcida

y mucoide, presentes en los 4 puntos de muestreo, Fuente autor.

Se logré el aislamiento de bacterias funcionales a partir de los puntos muestreados
encontrandose una mayor cantidad de UFC fijadoras de nitrogeno. En el trabajo publicado por
Chumpitaz-Segovia y colaboradores (2020), buscando la bioprospeccion las bacterias
psicrotolerantes nativas de la rizosfera de quinua en Per(, buscando microorganismos
promotores de crecimiento vegetal (PGPRS). Se lograron aislar identificaron beta y
gammaproteobacterias, de 51 cepas tres (Pseudomonas silesiensis y P. plecoglossicida),
resultaron ser no patdgenas con actividad PGPRS, cepas que presentaron produccion de IAA
(&cido indol acético), solubilizacion de fosfato, crecimiento en un medio libre de nitrégeno y
produccidn de desaminasa, se demostrd que las cepas presentaron efectos significativamente
positivos en los indices de desarrollo vegetal tanto en 6rganos vegetales como radiculares
(Chumpitaz-Segovia et al., 2020). Los autores reportan el potencial de cepas psicrotolerantes
asiladas del cultivo para ser utilizadas como potenciales biofertilizantes organicos para la
quinua, este mismo reporte fue hecho por Yafiez-Yazlle y colaboradores (2021), quienes
caracterizaron bacterias halotolerantes para evaluar su potencial como PGPRS en pléantulas de
chia y quinua sometidas a estrés salino. Los microorganismos aislados se evaluaron para la
fijacion de nitrogeno, la solubilizacion de fosfato y la produccion de sideréforos y 1AA, se
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reportd una cepa de Bacillus sp. HX11, con multiples rasgos de promocion del crecimiento de
las plantas y tolerancia al estrés salino, tiene un gran potencial como bioinoculante en
condiciones salinas por lo que también podria usarse como biofertilizante para la produccién de
cultivos (Yafiez-Yazlle et al., 2021).

3. Metodo de Identificacion Bioquimica de Bacterias Mediante BBL Crystal 1D

La identificacion de las cepas previamente aisladas se realiz6 de acuerdo con las
instrucciones de la casa fabricante, para esto se sembraron en agar nutritivo por 24 horas a 37°C.
Se tomo el indculo y se suspendid una colonia en un tubo de fluido de in6culo BD BBL Crystal,
el tubo se agito en vortex y se vertié todo el contenido del in6culo en el area objetivo de la base,
se movid el in6culo suavemente de un lado para otro a lo largo de la bandeja hasta que llenaron
todos los pocillos. Se colocd la base en la parte superior de la bandeja, los paneles inoculados
se incubaron a 35+ 2°C por 24 horas (figura 1). Después del periodo de incubacidn, se leyeron
los paneles utilizando una lampara de luz teniendo en cuenta la tabla de colores de la reaccién
y/o el apartado de “Reactivos” para interpretar las reacciones; se le asignaron valores de 4, 2, 0
1, correspondiendo a la fila donde estd ubicado el analisis. Se asign6 un valor de 0 (cero) a
cualquier resultado negativo. Después se sumaron los numeros (valores) resultantes de cada
reaccion positiva en cada columna. Se generd un nimero de 10 digitos; éste es el nimero de
perfil. EI nmero de perfil resultante se introdujo en el programa del sistema BD BBL Crystal
ID que contienen el libro de codigos electrénico para obtener la identificacion de las bacterias
(Becton Dickinson and Company, 2015).

El valor de confianza emitido por la base de datos BBL Crystal es una medida de
comparacion entre la probabilidad de una determinada especie que contiene un patron de
reaccion especifica con otras especies. Este valor de confianza es tomado para la seleccion del
microorganismo siempre y cuando los valores sean elevados cercanos a uno, un valor de
confianza bajo para identificacion es <0.80, produciendo una identificacion inaceptable. Por lo
tanto, se debe tener en cuenta la estadistica del valor de biotipo y confirmar la pureza del cultivo,
asi como realizar pruebas confirmativas adicionales para establecer una identificacion aceptable

(Becton Dickinson and Company, 2015).
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Figura 1. Principios del procedimiento para el analisis en el sistema BD BBL Crystal, Fuente:
Becton Dickinson and Company. (2015). BBLTM CrystalTM Identification Systems,
Enteric/Nonfermenter ID Kit (pp. 1-39).
https://legacy.bd.com/ds/technicalCenter/inserts/8809241JAA(02).pdf

Después del analisis, el software MALDI Biotyper 2.0 (Bruker Daltonics, Leipzig,
Alemania) proporciona no solo el resultado de identificacion sino también el grado de confianza

de dicha identificacién

4. Técnicade Espectrometria de Masas MALDI-TOF para la Identificacion de Bacterias.

Con el objeto de conseguir una mejor identificacién de las cepas, las mismas fueron
identificadas mediante andlisis protedmico por la técnica MALDI-TOF de acuerdo con el
protocolo previamente estandarizado en al Laboratorio de Investigacion en Protedémica y
Micosis Humanas de la Pontificia Universidad Javeriana y reportado por Fonseca-Guerrra et.
al. (2021) (Fonseca-Guerraet al., 2021). La extraccion de proteinas se realizé de manera directa,
las bacterias fueron previamente aisladas en agar nutritivo con un crecimiento menor a las 48
horas, por duplicado se tomd una colonia Unala cual fue colocada en la placa metalica
conductora, se adiciond 1L de acido férmico y una vez secos los pocillos se le adiciono una
solucion de matriz (&cido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA); éacido 3,5-dimetoxi-4-
hidroxicinamico (&cido sinapinico, SA) y acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB)). Posteriormente
fueron enviadas el laboratorio mencionado de la PUJ e identificadas en el equipo Bruker

Daltonik MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Billerica, MA) para su identificacion.
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El espectrometro de masas tiene 3 elementos principales: la fuente de ionizacion, el
analizador y el detector. En el caso de MALDI-TOF, la fuente de ionizaciéon es un laser
ultravioleta con longitud de onda de 337nm, que produce la desorcion e ionizacion de la muestra
con la ayuda de una matriz organica. Para ello, la muestra analizada se mezcla con la matriz
organica fotosensible, se deposita sobre una placa metalica y se deja secar al aire libre unos
minutos. La placa tiene 96 pocillos, por lo tanto, permite estudiar 96 muestras distintas en un
solo analisis. A continuacion, la placa se introduce en el equipo (Figura 2). El papel fundamental
de la matriz es absorber y después, transmitir la energia del laser a la muestra, facilitando su
ionizacion. La matriz compuesta de un &cido organico mas utilizada en laboratorios es el &cido

a-ciano-4-hidroxi-trans-cinamico (CHCA) (Zboromyrska, 2014).

Andrew E. Clark, Erin . Kaleta, Amit Arora, Donna M. Wolkd
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Figura 2. Técnica MALDI-TOF para analisis de bacterias aisladas en un medio de cultivo. A.
La muestra se deposita en uno de los pocillos de la placa metalica y se cubre con 1 pL de la
matriz. B. La placa se introduce en el equipo MALDI-TOF. C. Principio de MALDI-TOF para
la identificacion microbiana, Fuente: Dingle, T. C., & Butler-Wu, S. M. (2013). MALDI-TOF
Mass Spectrometry for Microorganism Identification. Clinics in Laboratory Medicine, 33(3),
589-609. https://doi.org/10.1016/j.cl.2013.03.001.
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El método de identificacion mediante MALDI-TOF se basa en analisis del espectro proteico
especifico de un organismo, la huella dactilar se genera y se compara con miles de perfiles
espectrales en una base de datos para obtener una identificacion del organismo. Después del
andlisis, el software MALDI Biotyper 2.0 (Bruker Daltonics, Leipzig, Alemania) proporciona
no solo el resultado de identificacion sino también el grado de confianza de dicha identificacion
(Figura 3) (Dingle & Butler-Wu, 2013; Zboromyrska, 2014).

Range Description Symbols Color
2.300 ... 3.000 (+++) green
N
A
2.000 ... 2.299 (++) Green
_)
1.700 ... 1.999 probable genus identification (+) yellow 5
N
0.000 ... 1.699 (-) red c

Figura 3. Niveles de confianza de la lectura prueba MALDI — TOF. A, identificacion fiable a
nivel tanto de género como de especie (“score value” > 2); B, identificacion fiable a nivel de
género (“score value” 1,7-2); C, identificacion poco fiable (“score value” <1,7). Elaborado por:
autor, estos datos son proporcionados por el software Bruker Daltonics en el proceso de

identificacion.

Los resultados obtenidos permitieron la identificacion de un total de 29 cepas bacterianas
recuperadas y aisladas de cultivos ubicados en el Departamento de Boyacd, 15 cepas
identificadas como funcionales (solubilizadoras de fosfato y fijadoras de nitr6geno) obtenidas
del cultivo de quinua de Oicata y 14 cepas recuperadas de otros cultivos previamente aisladas
en el laboratorio de investigaciones de la Universidad de Boyaca a partir de tejido foliar y
radicular. La tabla 4 muestras los resultados de identificacion utilizando los dos métodos y su

comparacion.
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Tabla 4. Comparacion de resultados de identificacion de bacterias por el método
espectrometria de masas MALDI-TOF y BBL Crystal ID.

CEPA ID MALDI TOF Score ID BBL CRYSTAL Confianza
1 Pantoea agglomerans 1.995 Pantoea agglomerans 0.80
2 Acinetobacter calcoaceticus 1.754 SinID
3 Acinetobacter calcoaceticus 1.745  Micrococcus sedentarius 0.65
4  Pantoea ananatis 1.905 Panthoea agglomerans 0.76
5  Acinetobacter calcoaceticus 1.832 SinlID
6  Acinetobacter calcoaceticus 2112 SinID
7 Acinetobacter calcoaceticus 171 SinID
8  Acinetobacter calcoaceticus 1.814 SinID
9  Pantoea ananatis 2.114  Enterobacter zakazakii 0.58
10  Pantoea agglomerans 1.746 SinID
11  Serratia liquefaciens 2009 SinID
12 Acinetobacter calcoaceticus 2017 SinID
13  Lelliottia amnigena 2.174 | Enterobacter zakazakii 0.51
14 Acinetobacter calcoaceticus 1.897 SinlID
15  Serratia liquefaciens 1.954 SinID
16  Lelliottia amnigena 216 SinID
17  Serratia grimesii 203 SinID
18  Pseudomonas poae 1962 SinlID
19  Serratia liquefaciens 1.815 Serratia plymuthica 0.76
20  Pantoea agglomerans 2.144  Pantoea agglomerans 0.81
21  Pseudomona fluorescens 1985 SinlID
22  Erwinia persicina 1.839 SinlID
23  Pseudomona fluorescens 1.916 Pseudomona fluorescens 0.84
24  Pseudomonas azotoformans 2017 SinlID
25  Pseudomonas fluorescens 1.775 Pseudomona fluorescens 0.82
26  Serratia liquefaciens 2.15  Pseudomona fluorescens 0.68
27  Pantoea agglomerans 1.9 Hafnia alvei 0.62
28  Pantoea agglomerans 2206 SinID
29 Pantoea agglomerans 1.992 Pantoea agglomerans 0.86

Fuente: Autor.
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Comparando los métodos para identificacion de bacterias utilizados se evidencia que por el
método MALDI TOF, 11 cepas (37,9%) identificadas presenta un score > 2 lo que indica
confiabilidad tanto a nivel de género como de especie y 18 cepas (62%) se identificaron con un
score de 1,7 - 2 que indica confiablidad a nivel de género. Por el método bioquimico BBL
Crystal solo se lograron identificar 12 cepas que corresponden a 41.4% del total de las
identificaciones (29 cepas), los niveles de confianza son bajos <0.80 lo que indica una
identificacion inaceptable para confirmacion de la identificacion. Los dos métodos coincidieron
en 5 cepas a nivel de género y especie que corresponde a 17.4 % y 7 de las cepas coinciden en
cuanto a nivel de género lo que corresponde a un 24.13%. Es necesario tener en cuenta que los
métodos de identificacion por paneles automatizados no cuentan con una amplia biblioteca de
microorganismos ambientales.

La identificacion de bacterias se realiza habitualmente a través de estudios morfoldgicos,
cultivo en medios cromogénicos, métodos comerciales basados en la asimilacion de hidratos de
carbono o mediante métodos automatizados; los analisis utilizados en el sistema BD BBL
Crystal, estan basados en la utilizacién y degradacion de sustratos especificos por parte de los
microorganismos detectados por distintos sistemas indicadores, estas metodologias presentan
como inconvenientes su lentitud, la existencia de bases de datos limitadas y algunas
identificaciones incorrectas (Relloso et al., 2015).

En los ultimos afios se viene accediendo mas facilmente a diversas tecnologia y plataformas
comerciales como la espectrometria de masas, conocida como matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS), que es una técnica
utilizada en la identificacion de microorganismos mediante la creacion de un espectro basado
en el perfil de proteinas, que es Unico para una especie dada. Este método es confiable,
especifico y rapido para la identificacion de bacterias, micobacterias y hongos basado en el
perfil de proteinas (Relloso et al., 2015), como se evidencia en los resultados.

El anélisis con los diferentes métodos permitio identificar los géneros bacterianos: Pantoea,
Acinetobacter, Serratia, Lelliottia, Pseudomonas y Erwinia. En la tabla 5 se muestran los
porcentajes del total de las 29 cepas identificadas por el metodo MALDI TOF, el 27,6%
corresponden a los géneros: Pantoea y Acinetobacter; el 17,2% a los géneros: Serratia y
Pseudomonas; el 6,9% al género Lelliottia y el 3,4% al género Erwinia. Estos resultados

indicarian la capacidad que poseen estos generos que habitan en la rizosfera para solubilizar
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fosfato y fijar nitrogeno, lo cual les permite ser consideradas como bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, ademas de su utilidad como organismos biocontrontroladores, posterior a
su discriminacion entre patgenas y no patégenas ya que de los géneros hallados diversas
especies pueden ser tanto perjudiciales como PGPRS.

Tabla 5. Porcentaje de cepas de cada género identificacion por el método MALDI TOF.
Genero Bacteriano  Porcentaje (%) de ID

Pantoea 27.6
Acinetobacter 27.6
Serratia 17.2
Pseudomonas 17.2
Lelliottia 6.9
Erwinia 34

Fuente: Autor.

En el presente trabajo, se destaca que el grupo dominante es el filo Proteobacterias, Clase
Gammaproteobacteria, y los géneros Pantoea, Acinetobacter, Pseudomonas y Serratia, fueron
encontrados, asociados al suelo cultivado con quinua. Sin embargo, existen pocos reportes de
Pantoea, como endofito residente del cultivo de quinua (Fraile et al., 2021), se han reportado
aislados de bacterias del suelo rizosférico fértil, suelo no rizosférico fértil, suelo rizosférico
degradado y suelo no rizosférico degradado de cultivos de quinua con P. aglommerans (Bowles
et al., 2014; van Diepeningen et al., 2006). Asi mismo para este género se reportado que el
cultivo a largo plazo en suelos contaminados con metales pesados cambia la composicion de
endofitos en las semillas de la hierba perenne Agrostis capillaris, cepas aisladas de semillas
resistentes al Cd seleccionadas aumentan la absorcion de este metal cuando se vuelven a
inocular en huéspedes expuestos al Cd por lo que han sido postuladas en fitorremediacién
(Truyens et al., 2014). En cuanto a los reportes de bacterias benéficas asociadas al cultivo, pese
a que son escasos, se han identificado molecularmente algunas especies del género Bacillus,
ampliamente reportado, sin embargo no fue aislado en la presente investigacion (Ortufio et al.,
2014). 'Y como fitopatdgenas las del género Pseudomonas (Ortufio et al., 2014). De acuerdo con
Mahdi y Colaboradores (2021) la introduccion de la quinua fuera de sus areas tradicionales de

cultivo, la expuso a la extincién de las plantulas, los autores aislaros once bacterias
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solubilizadoras de fosfato de la rizosfera de quinua y evaluaron su efecto sobre la germinacién
y el crecimiento de las plantulas (Mahdi et al., 2021). Se reportd que todos los aislados
correspondientes a Bacillus, Pseudomonas y Enterobacter, solubilizaron fosfato, produjeron
acido indol-3-acético, acido cianhidrico, sideréforos y amoniaco, la evaluacion de indices de
germinacion, entre otros las postulan para ser usadas potencialmente como inoculantes para

suelos contaminados con metales pesados y salados o zinc.
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Evaluacion del Efecto Biocontrolador de Bacterias Contra Hongos Fitopatogenos del

Cultivo de Quinua

Con el objeto de identificar cepas con potencial biocontrolador se enfrentaron las bacterias
previamente identificadas con hongos asociados al cultivo de quinua en el departamento de
Boyaca. Para la seleccion de las cepas, inicialmente se realizaron pruebas de antagonismo con
29 cepas bacterianas de los géneros Pantoea, Acinetobacter, Serratia, Lelliottia, Erwinia y
Pseudomonas, contra 14 aislados fungicos previamente aislados e identificados por el grupo de
gestion ambiental de la Universidad de Boyaca, Penicillium sp. (morfotipo 1), Penicillium sp.
(morfotipo I1), Mucor sp., Rhizopus sp., Trichoderma asperellum, Aspergillus flavus, Alternaria
alternata, F. oxysporum, F. equiseti, F. incarnatum, F. cerealis, F. graminearum, F. culmorum,
Trichoderma virens (ATCC 9645). La metodologia utilizada para este ensayo fue la empleada
por Benitez y colaboradores (2007) y Méndez-Ubeda y colaboradores (2018), con algunas
modificaciones. Se inocularon tres aislados bacterianos distintos en placas Petri con PDA
haciendo tres lineas paralelas, cada una a 1cm de distancia del borde de la placa Petri y entre
ellas. Posteriormente, se colocé un disco del micelio del hongo en la parte superior de la placa
y se incubd a temperatura 28°C + 2°C, hasta observar algun efecto sobre el crecimiento del
hongo (Figura 4). Cada prueba de antagonismo se repitié por duplicado, se realizaron controles
de crecimiento bacteriano y fangico de las diferentes especies evaluadas para el ensayo. La
actividad inhibitoria se considerd positiva cuando se evidencid el crecimiento limitado o
inexistente del hongo ensayado en direccion a la bacteria (Méndez-Ubeda et al., 2018). Esto
permitio identificar de las 29 cepas bacterianas cuales presentaron potencial antagénico contra
los hongos de interés.

Hongo

Bacteria 1
Bacteria 2
Bacteria 3



48
BIOCONTROL SOBRE FITOPATOGENOS DE QUINUA

Figura 4. Esquema de la inoculacion del hongo y las diferentes cepas bacterianas para ensayo

antagoénico, Fuente autor.

En los diferentes ensayos los geéneros bacterianos Serratia, Lelliottia, Erwinia y
Pseudomonas no mostraron actividad antagonica frente a los hongos evaluados, por lo cual se
determind realizar las pruebas de enfrentamiento con los géneros Pantoea y Acinetobacter que,

si mostraron actividad antagonica y biocontroladora (Figura 5).

Mucor sp. Rhizopus sp.
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F. equiseti

F. incarnatum
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F. cerealis F. graminearum

F. culmorum

Figura 5. Resultados de las primeras pruebas de antagonismo in vitro, con 33 cepas bacterianas

a evaluar inicialmente, Fuente autor.

Una vez seleccionadas se realizaron pruebas de enfrentamiento con 8 cepas bacterianas de
los géneros Pantoea y Acinetobacter las cuales presentaron actividad antagonica contra los 14
aislados fangicos funcionales y patégenos ya descritos. Para esta prueba los hongos se
sembraron previamente en agar PDA suplementado con cloranfenicol 0.1g/L. Los aislados
bacterianos se sembraron en caldo Mueller Hinton durante 24 horas, en condiciones de agitacion
en una incubadora orbital a 150 rpm y temperatura de 27+°C. La concentracion bacteriana se
ajusto tomando como referencia el tubo 0,5 de la escala Mc Farland que corresponde a 1.5 *108
UFC/mL (Bashan et al., 1996; Rojas Badia et al., 2017).
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Las pruebas de enfrentamiento se realizaron en Agar Sabouraud Dextrosa, modificando el
protocolo descrito por Bashan y colaboradores (1996) y Rojas y colaboradores (2017). Se
coloco en extremos opuestos de la caja de Petri un disco de agar de 4 mm de didmetro con
micelio de cada uno de los hongos, a una distancia de 6 cm aproximadamente entre ellos,
posteriormente con un asa redonda se sembro6 una linea céntrica del inoculo bacteriano. Como
control se enfrentaron discos de un mismo hongo por cada placa trazando la linea central con
caldo de cultivo estéril. La incubacion fue realizada a 27°C durante 7 dias o hasta el crecimiento
absoluto de los controles; el experimento se realizé por duplicado (Figura 6). Para la evaluacion
se midio el diametro de crecimiento del hongo creciendo en presencia de la bacteria y del hongo
sin la bacteria (control). Se calculé el porcentaje de inhibicion del crecimiento mediante la

siguiente formula:

_(D.C.C—D.C.P

bec )

donde:

P.I - Porcentaje de inhibicion.

D.C.C - didmetro de la colonia control.

D.C.P - diametro de la colonia problema (con bacteria).

Hongo D1 Hongo D2

—r | —>

3.2em 32cm =

N

Cepa Bacteriana

Figura 6. Esquema de prueba de enfrentamiento, inoculacién del hongo por duplicado (D1 y
D2) para evaluar el efecto antagonismo y porcentaje de inhibicion de la cepa bacteriana, Fuente

autor.

De las pruebas de enfrentamiento bacteria contra hongo se obtuvieron los resultados que se

muestran a continuacion en la tabla 6.
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Tabla 6. Resultados pruebas de enfrentamiento entre cepas bacterianas vs hongos.

Cepas bacterianas

P.
P. ananatis ; ;
agglomerans Acinetobacter calcoaceticus
Hongo Cepal Cepal Cepa 2 Cepal Cepa 2 Cepa 3 Cepa 4 Cepa s
epa epa epa epa epa epa epa epa
Hongo Control p p p p p p p p

Penicillium sp. (1)

Penicillium sp. (11)

Mucor sp.

Rhizopus sp.

T. asperellum
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T. virens ATCC 9645

A. flavus

A. alternata

F. oxysporum

F. equiseti

F. incarnatum

F. cereales

CO009® 9
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F. graminearum

F. culmorum

Fuente: Autor

Los resultados de la interaccidén antagdnica de las cepas bacterianas que mostraron mayor actividad de inhibicion, frente a hongos
del complejo Fusarium y del género Alternaria considerados fitopatdégenos, por la produccion de micotoxinas, su oportunismo y su rol
endofitico (Ramirez R. et al., 2006), son las bacterias del género Pantoea. Se observaron y midieron los radios de inhibicion, con los
que se calculé que el porcentaje de inhibicion (P.1). La cepa bacteriana P. agglomerans mostro porcentajes de inhibicion entre 4,7% a
26,6%, mientras que, para P. ananatis el porcentaje de inhibicion es mayor ente 17,2 % a 73,4 %, como se evidencia en la grafica 3 y
Figura 7.

Las 8 cepas bacterianas analizadas, mostraron propiedades antagonicas contra los aislados fangicos A. aternata y F. oxysporum, en
comparacion con los demas aislados analizados. Esto sugiere la presencia de metabolitos fungistaticos secretados por las bacterias, que
suprimen el crecimiento de A. aternata en un 9.4%y 39.1% y F. oxysporum. en 6.3% y 37.5% respectivamente (Figura 7). La produccion
de metabolitos antifungicos, la competencia por los nutrientes y el espacio pueden explicar la inhibicion in vitro de dichos aislados
(YYazici et al., 2011).
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Penicillium sp. (1)

Penicillium sp. (I1)

Mucor sp.
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Alternaria alternata

F. culmorum

F. oxysporum

F. equiseti

F. graminearum
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Figura 7. Las iméagenes muestran las placas con las diferentes pruebas de enfrentamiento entre bacterias antagonistas y los hongos
fitopatdgenos. Control (C) Hongos - H1: Penicillium sp. (I), H2: Penicillium sp. (I1), H3: Mucor sp., H4: Rizophus sp., H5: T.
asperellum, H6: T. virens (ATCC), H7: Alternaria alternata, H8: F. oxysporym, H9: F. equisety, H10: F. incarnatum, H11: F. cerealis,

H12: F. graminearum, H13: F. culmorum. Bacterias - B1: P. agglomerans, B2: P. anannatis (cepa 1), B3: P. ananatis (cepa 2), B4:

Acinetobacter calcoaceticus (cepal), B5: A. calcoaceticus (cepa2), B6: A. calcoaceticus (cepa3), B7: A. calcoaceticus (cepad), B8: A.

calcoaceticus (cepab), Fuente autor.
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Para el analisis estadistico se realizé un T — Student, donde se determind si hay una diferencia
significativa en la inhibicion del crecimiento de hongos por tres grupos de bacterias P.
agglomeran, P. ananatis y A. calcoaceticus. Se normalizaron los datos, se trabajé con un nivel
de significacion de p < 0,05 (nivel de confianza del 95%). Al hacer la comparacion de entre la
inhibicidén provocada por las cepas bacterianas se muestra que entre P. agglomeran y P.
ananatis, el valor (p < 0,05), lo que indica que, existen diferencias estadisticamente
significativas en su efecto inhibitorio, entre P. agglomeran y A. calcoaceticus el analisis muestra
un valor (p < 0,05) lo que indica que, si existen diferencias estadisticamente significativas en
su efecto inhibitorio y entre P. ananatis y, A. calcoaceticus el analisis muestra un valor (p <
0,05), que indica que, si existen diferencias estadisticamente significativas entre las dos especies
respecto a su efecto de inhibicidn. Este analisis permite determinar que el mejor efecto de

inhibicion contra los hongos lo tienen las cepas de P. ananatis (Grafica 3).
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Graéfica 3. Porcentaje de inhibicion y andlisis estadistico, bacterias biocontroladoras frente a

hongos fitopatdgenos, Fuente autor.
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El genero bacteriano Pantoea es un grupo diverso de bacterias Gram negativas en forma de
bacilo, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae; se han identificado aproximadamente 20
especies, que se han aislado de una multitud de ambientes acuéticos y terrestres, comprende
muchas especies versatiles con diversidad de caracteristicas. Algunas especies del género han
sido reconocidas como patogenos de plantas (Walterson & Stavrinides, 2015). Sin embargo,
diferentes aislamientos se han utilizado con fines industriales, incluida la biorremediacion y la
biodegradacion de herbicidas, contaminantes quimicos del suelo y el agua, incluidos los
hidrocarburos del petr6leo y otros productos toxicos como los metales (Dutkiewicz et al., 2016).

Este genero bacteriano promueve el crecimiento a través de la produccion de fitohormonas,
enzimas, degradacion de fitatos, mineralizacion de nutrientes, solubilizacion de fosfatos,
fijacion de nitrégeno y mayor absorcion en las raices; asimismo forma asociaciones con las
plantas, en consecuencia, estas especies se consideran ideales como bioinoculantes ecoldgicos
para el reemplazo de fertilizantes quimicos y promotores del crecimiento de las plantas
(Dutkiewicz et al., 2016). Algunos aislados son productores de antibidticos y se han
desarrollado como agentes de control bioldgico para el manejo de enfermedades de las plantas
(Walterson & Stavrinides, 2015).

Pantoea agglomerans, una bacteria gram negativa que pertenece a la familia Erwiniaceae,
se considera una proteobacteria de origen vegetal (Coutinho & Venter, 2009), se asocia con la
rizosfera y otros tejidos vegetales (como endéfitos) promoviendo eficazmente el crecimiento de
muchas plantas, debido a la produccion de auxinas (Luziatelli et al., 2020). Se ha comprobado
su papel patolégico como causante de enfermedades humanas de origen alérgico y/o
inmunotdxico e infecciones accidentales. Sin embargo, los rasgos beneficiosos de esta especie
son de gran valor por su uso potencial en muchas areas de biotecnologia (Dutkiewicz et al.,
2016). Se ha encontrado que P. agglomerans produce una serie de antibidticos (herbicolina,
pantocinas, microcina, agglomerinas, andrimidas, fenazina, entre otros), que podrian usarse
para la prevencion y la lucha contra fitopatdgenos (Dutkiewicz et al., 2016).

Pantoea ananatis es una bacteria epifita y endofita comdn en plantas, se ha informado que
se encuentra en numerosas especies de plantas econémicamente importantes, incluyendo arroz,
maiz, cebada, trigo, café, entre otras. En muchos de estos casos, la presencia de P. ananatis en
la superficie de la planta no se ha relacionado con una enfermedad especifica en el hospedador

de donde se aisl6 como epifita y su papel como enddfito es principalmente beneficioso para la



60
BIOCONTROL SOBRE FITOPATOGENOS DE QUINUA

planta. Igualmente se considera que un patdgeno vegetal emergente que ha mostrado un
aumento en la incidencia, segun el hospedador y el rango geografico, causando una amplia gama
de sintomas tanto en plantas monocotiledéneas como dicotiledoneas. Su aparicion en estos
hospedadores da lugar a brotes esporadicos de enfermedades que provocan graves pérdidas
econdmicas. Sin embargo, también se ha reportado que P. ananatis es una bacteria promotora
de crecimiento de manera significativa en plantas, que induce la resistencia sistémica, debido a
que tiene actividad antibacteriana y antifungica in vitro e in vivo, protegiendo asi a las plantas
hospedadoras contra la infeccion por otros hongos y bacterias patdgenos. Diferentes
aislamientos de P. ananatis han demostrado tener una fuerte actividad antifingica contra
especies de los géneros Rhizopus, Penicillium, Botrytis al producir compuestos antifungicos
(Coutinho & Venter, 2009) y como se evidencia en este estudio contra especies de los géneros
Fusarium y Alternaria.

Bacterias del género Pantoea, pueden ser usadas no solo como biocontroladores sino en la
prevencion de la penetracion de contaminantes industriales dafiinos en partes mas profundas del
suelo mediante la formacion de biopeliculas ya que tiene la capacidad de producir hidrogeno a
partir de desechos. Asi, esta bacteria aparece como un valioso biorremediador que, en algunos
casos, puede adquirirse como una forma barata de energia (Dutkiewicz et al., 2016).

Asociaciones de diferentes tipos de microorganismos benéficos probablemente provean
distintos mecanismos o combinacién de mecanismos que conducen al control de diferentes
plagas y enfermedades, con la inhibicion de patégenos via antibiosis, produccion de metabolitos
tipo sideroforos, competencia por nutrientes y/o espacio, induccion de resistencia, degradacion
o0 inhibicién de la germinacion del patdgeno, reduccion de factores de patogenicidad y
promocion de crecimiento de las plantas por medio de la produccién de fitohormonas (Esquivel-
Cote et al., 2013).

Entre las principales bacterias consideradas como PGPRs se encuentran diferentes especies
de Pseudomonas, Acetobacter, Enterobacter, entre otras. Se ha estudiado que indirectamente
cuando la planta esta siendo infectada por un patégeno actiian como agentes de control bioldgico
a traves de la produccion de acido cianhidrico, sideroforos enzimas liticas, bacteriocinas y
antibidticos o una combinacion de éstos, produciendo la hidrélisis de moléculas como el acido

fusarico con la cual se inhibe el desarrollo de la pared flngica de hongos (Esquivel-Cote et al.,
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2013). Compitiendo por el espacio y nutrientes, induciendo la resistencia sistémica y las

defensas naturales para la proteccion de la planta (Moreno Reséndez et al., 2018).
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Actividad Biocontroladora de Trichoderma spp

1. Aislamiento e Identificacion de Trichoderma asperellum

Teniendo en cuenta el potencial de los suelos de quinua para el hallazgo de biocontroladores,
se empled una cepa identificada a nivel de género de Trichoderma. El hongo T. asperellum
previamente se aisl6 de muestras de suelos cultivados con quinua, ubicados en el municipio de
Siachoque departamento de Boyacd, se almacend e identificd por el grupo de investigacion
Gestion Ambiental de la Universidad de Boyacd. Una vez reactivada la cepa almacenada y
criopreservada en glicerol al 40% a -80°C. Se realizaron las observaciones microscépicas

(Figura 8), se garantiz6 la pureza del aislamiento para la identificacion a nivel de especie.

A. Hifas. B. Fidlides y C. Conidias y clamidosporas.

Figura 8. Identificacion Morfoldgica Trichoderma asperellum, Fuente autor.
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Los resultados de las observaciones microscopicas de Trichoderma asperellum mostraron
que la cepa presenta conidias ligeramente ovoides, dispuestas en roseta en grupos de 4 a 6,
clamidosporas abundantes y globosas, fidlides apicales arregladas en verticilos cruzados en
grupos de 2, ornamentacion finamente espinosa y conidiéforos ramificados cual coincide con

lo reportado para el género (Garcia-Nufiez et al., 2017).

Extraccion de ADN
Para la extraccion de material genético fungico se implementd el protocolo Wizard® de
Promega para la extraccion de ADN de plantas modificado se tomaron 500 mg de micelio
previamente liofilizado y se agregaron 600 puL de solucion para lisis nuclear y se incub6 a 65°C
durante 15 minutos. Pasado el tiempo de incubacion se agregd 3 puL de solucion con ARNasa y
se incuba a 37°C durante 15 minutos y posteriormente 5 minutos a temperatura ambiente. Para
la precipitacion de proteinas se agregaron 200 pL de solucion precipitante y se did vortex a la
mezcla la cual se centrifugé a 13.000 rpm por 3 minutos, el sobrenadante obtenido fue
transferido a un nuevo tubo conteniendo 600 ul. de isopropanol a temperatura ambiente, se
mezcld por inversion y se centrifug6 a 13.000 rpm durante 1 minuto. Una vez realizado esto se
descart6 el sobrenadante y se agregaron 600 pL de etanol al 70% y se volvid a centrifugar.
De lo obtenido se aspird el etanol y el sedimento restante se dejé secar al aire libre,
posteriormente se agregd 100 puL de solucion rehidratante para ADN dejandola a 65°C por 1
hora y almacenadas para su posterior procesamiento.

Amplificacion de fragmentos por PCR a partir de la region no variante ITS (espaciadores
intergénicos).

La identificacion inicial de los aislados fangicos se realizé empleando los cebadores ITS4n-
R 5TCCTCCGCTTATTGATATGC3  y ITS1-F 5" TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3. Para
esto se modificaron las condiciones de PCR propuestas por Kumar y Shukla (2005) (Manish &
K., 2005). La mezcla de reaccion de 25 pl contenia 100 uM dNTPs, 0,1 uM de cada cebador,
1X de tampon de PCR conteniendo 2,0 mM MgCls, 2 ul de muestra de ADN molde y 1 U de
Taqg polimerasa. La reaccién implicé la desnaturalizacién inicial a 96°C durante 10 min, seguida
de 30 ciclos en serie de desnaturalizacion a 95 ° C durante 1 min, hibridacion a 60°C durante 1

min y extension a 72°C durante 1 min, con una extension final de un ciclo a 72°C durante 10
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min. Una vez obtenidos los amplicones fueron enviados para secuenciacion y purificacion al
centro de secuenciacion GenCore de la Universidad de los Andes, las secuencias fueron
analizadas por BLASTn para la identificacion de especie. De acuerdo con las secuencias
analizadas se determind la que la especie para esta cepa es T. asperellum, con un porcentaje de
identificacion fue del 99%, lo cual coincide con la identificacion morfologica de la cepa, ademas
los pardmetros de calidad y cobertura fueron idoneos para considerar como confiable dicha

identificacion.

2. Pruebas de Enfrentamiento Hongo - Hongo para la Evaluacién del Efecto

Biocontrolador de Trichoderma asperellum

Una vez identificada la cepa se realizaron pruebas de enfrentamiento tanto con esta como
con una cepade T. virens (ATCC 9645), contra 11 aislados fangicos: Penicillium sp. (morfotipo
1), Penicillium sp. (morfotipo I), Mucor sp., Rhizopus sp., Alternaria alternata, F. oxysporum,
F. equiseti, F. incarnatum, F. cerealis, F. graminearum, F. culmorum, con el fin de evaluar su
potencial biocontrolador. Se siguié la metodologia propuesta por Suarez y colaboradores
(2008), con modificaciones. Las pruebas de enfrentamiento se realizaron en Agar PDA
suplementado con cloranfenicol 0,1¢/L, colocandose en un extremo de la caja de Petri un disco
de agar de 4 mm de didmetro con micelio de cada cepa a enfrentar previamente crecidas durante
7 dias en medio PDA, en el extremo opuesto otro disco de 4 mm con micelio de T. asperellum
0 una cepa T. virens ATCC 9645, a una distancia de 6 cm aproximadamente entre ellos; como
control se inoculé en cada extremo las cepas de Trichoderma por duplicado sin enfrentamiento
con otra especie (Figura 9). La incubacion se realiz6 a 27°C durante 7 a 10 dias o hasta el
crecimiento total del control. Se realizaron mediciones cada 24 h del crecimiento radial del
micelio de la colonia de los hongos. Todas las pruebas fueron realizadas por duplicado (Suarez
Meza et al., 2008).

El antagonismo o capacidad antagonica de aislamientos nativos o comerciales de
Trichoderma se comprobo por el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR), con la

formula utilizada por (Ezziyyani et al., 2004):

R1 —R2
R1

P.I.C.R=( )*100
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Donde,
P.1.C.R es porcentaje de inhibicion de crecimiento radial
R1 es el radio mayor (radio patdgeno testigo)
R2 es el radio menor (radio del patégeno en enfrentamiento con el antagonista).

A Control B Confrontacion

Figura 9. Esquema de prueba de enfrentamiento, inoculacién del hongo antagonismo y hongo
patdgeno, Fuente: Cubilla-Rios, A., Ruiz-Diaz-Mendoza, D., Romero-Rodriguez, M., Flores-
Giubi, M., & Barta-Chamorro, J. (2019). Antibiosis of proteins and metabolites of three species
of Trichoderma against paraguayan isolates of Macrophomina phaseolina. Agronomia
Mesoamericana, 30(1 SE-Articles). https://doi.org/10.15517/am.v30i1.34423 (Cubilla-Rios et
al., 2019).

Al analizar el crecimiento de las dos cepas antagonista sobre el medio minimo y
comparandolas, se observé que la cepa nativa de T. asperellum es la cepa que mayor porcentaje
de crecimiento e inhibicién presenta (100%) frente a los patégenos evaluados; mientras que la
cepa T. virens (ATCC — 9645) el porcentaje de crecimiento e inhibicién es menor (87.5%),
frente a los patdgenos evaluados.

Se realiz6 un analisis estadistico con T — student para comparar el porcentaje de inhibicion
de las cepas de T. asperellum y T. virens (ATCC — 9645) contra Penicillium sp. (morfotipo 1),
Penicillium sp. (morfotipo 1), Mucor sp., Rhizopus sp. y contra los hongos fitopatogenos A.
alternata y el complejo Fusarium spp., que mostro que si existen diferencias estadisticamente
significativas a un valor p < 0,05, entre el antagonismo de cada una de las cepas evaluadas; y
que T. virens (ATCC — 9645) fue la que obtuvo el menor porcentaje de inhibicion, comparada

con la cepa nativa de T. asperellum (Gréfica 4).
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Enfrentamiento Trichoderma spp. contra hongos del cultivo de quinua
120,0

100,0

IS)

80
60

40
20
O » ) > & &
sQ’ L 5 & ! \}f’ @“\ @“\0 o §
SR SN o N A
,\\\\ ‘\\\\\» %\5@ .

PICR
o ©

©

o o
= Trichoderma asperellum m Trichoderma virens ATCC - 9645

Gréfica 4. Porcentaje de inhibicion y andlisis estadistico de pruebas de enfrentamiento
Trichoderma contra Hongos.

Trichoderma asperellum y T. virens (ATCC — 9645) contra Penicillium sp. (morfotipo 1),
Penicillium sp. (morfotipo I1), Mucor sp., Rhizopus sp., Alternaria alternata, F. oxysporum, F.

equiseti, F. incarnatum, F. cerealis, F. graminearum y F. culmorum, Fuente autor.

Al hacer la comparacién del radio de crecimiento antagonista (R1) T. asperellum, cepa
nativa, con el radio de crecimiento patdgeno (R2), se determiné la competencia por nutrientes
y espacio (R. J. Fernandez & Suarez, 2009); Se encontro, que los aislamientos de T. asperellum,
se desarrollaron aislamientos del antagonista tuvieron un crecimiento promedio de 4,6cm,
mientras que el patdgeno mostrd un crecimiento limitado, desarrollandose con un promedio de
0,7cm al décimo dia, diferente a los controles que crecieron hasta 7,5cm de diametro.

Al hacer la comparacion del radio del crecimiento antagonista T. asperellum con el de T.
virens (ATCC — 9645), se aprecia que el antagonista T. virens, crece en menor proporcién y el
patogeno se desarrolla en mayor distancia, significativamente diferente al tratamiento con T.
asperellum sin embargo, existe una diferencia en el crecimiento de algunos patdgenos lo que
sugiere que existe represion del crecimiento por parte de T. virens (ATCC — 9645) sobre algunas

cepas.
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En la figura 10 se evidencian las observaciones macroscéopicas que muestran la interaccion

antagonista-fitopatdgeno.

Trichoderma asperellum Trichoderma virens ATCC 9645

Hongo Control

Penicillium sp. (1)

Penicillium sp. (1)

Mucor sp.

Rhizopus sp.

A. alternata
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F. oxysporum

F. equiseti

F. incarnatum

F. cereales

F. graminearum

F. culmorum

Figura 10. Resultados de pruebas de enfrentamiento.

Hongo control 1 (HC1) T. asperellum y Hongo control 2 (HC2) T. virens ATCC 964, contra H1.:
Penicillium sp. (1), H2: Penicillium sp. (11), H3: Mucor sp., H4: Rhizopus sp., H5: A. alternata,
H6: F. oxysporum, H7: F. equiseti, H8: F. incarnatum, H9: F. cereales, H10: F. graminearum,
H11: F. culmorum en agar PDA con cloranfenicol, Fuente autor.
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Después de una semana de incubacidn, cuando el antagonista y el fitopatégeno se encuentran,
primero se observa una zona de inhibicion, luego una intermezcla y finalmente un sobre
crecimiento de T. asperellum, sobre todos los hongos, cubriéndolos totalmente a los 10 dias,
mostrando una invasion total sobre la superficie de la colonia del fitopatdgeno, lo cual califica
a T. asperellum en un grado antagonico tres y cuatro dependiendo el hongo a enfrentar (para
grado cuatro obsérvese esporulacion sobre la cepa problema en la figura 10), segun la escala
propuesta por Ezziyyani y colaboradores (2004) y citado por Sudrez Meza y colaboradores
(2008) (Tabla 7).

Tabla 7. Escala para evaluacion de la capacidad antagonica.

Grado ] Capacidad antagénica
0 ‘ Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo patégeno. |
e '! Invasion de Vs de la superficie de la colonia del hongo patdgeno. '1
2 | Invasién de ¥z de la superficie de la colonia hongo patégeno. \
3 | Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patégeno. \
4 | Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patégeno esporulacion sobre ella. ‘

Fuente: Ezziyyani, M., Sanchez, C. P., Requena, M. E., Rubio, L., & Castillo, M. E. C. (2004). Biocontrol por
Streptomyces rochei—Ziyani—, de la podredumbre del pimiento (Capsicum annuum L.) causada por Phytophthora

capsici. Anales de Biologia, 26, 61-68.

El reconocimiento de Trichoderma como un excelente biocontrolador ha sido ampliamente
reportado. Este es un hongo anaerobio facultativo que se encuentra de manera natural en suelos
agricolas, de este género existen méas de 30 especies, al parecer, todas con efectos benéficos
para la agricultura. Se ha reportado que Trichoderma probablemente sea el hongo mas versatil,
benéfico y polifacético que abunda en los suelos, capaces de aportar una inmensa gama de
beneficios que demuestran su incalculable valor desde el punto de vista agricola (Rios, 2014).

Tiene diversas ventajas como agente de control bioldgico de enfermedades causadas por
patdgenos fungicos del suelo y las plantas (Ezziyyani et al., 2004). Produce una gran cantidad
de enzimas quitinoliticas y celuloliticas (Negrete, 2012), inducibles con la presencia de hongos
fitopatdgenos, que ayudan en la descomposicion y toma de nutrientes de los hongos a los cuales
degrada incorporandolos como materia organica (Rios, 2014).

Las especies del género Trichoderma son los antagonistas mas utilizados para el control de

enfermedades de plantas producidas por hongos, su velocidad de crecimiento es alta por lo que
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colonizan y se establecen rapidamente el suelo (Rios, 2014). Las cepas de Trichoderma son
naturalmente resistentes a muchos compuestos quimicos toxicos, incluyendo herbicidas,
fungicidas, plaguicidas y compuestos fendlicos, por lo cual pueden controlar enfermedades ya
que no atacan a plantas superiores (Cruz-Triana et al., 2017) y producen xilanasas y celulasas
relacionadas en muchos casos con la sintesis de etileno en las plantas y otra hormonas
implicadas en la respuesta sistémica de defensa vegetal, permitiendo la accion de estas enzimas
sobre la pared celular de los hongos fitopatdgenos circundantes (Rios, 2014).

En quinua previamente ha sido reportado su uso para el control de fitopatégenos Ttaca y
colaboradores (2018) en Pert inocularon semillas con diferentes cepas con capacidad endofitica
sobre el control del mildiu (Peronospora variabilis Gdum.) consiguiendo una mejora del
rendimiento de la planta, logrando la mayor colonizacion endofitica de cepas de Trichoderma
en quinua con el método de infestacion del sustrato (Leon Ttacca et al., 2018). Sin embargo, los
reportes del uso de este en el cultivo son muy escasos. Para el control de Fusarium ha sido
empleado en cultivos de tomate como biocontrolador de F. oxysporum f.sp. lycopersici (FOL),
el patdgeno causal de la enfermedad del marchitamiento de este cultivo (Sallam et al., 2019).
Se ha reportado para tratar el sindrome de muerte subita (SDS) causado por Fusarium
virguliforme es una de las enfermedades mas importantes que afectan a la soja en los Estados
Unidos, los autores destacan el potencial de aislamientos nativos (Pimentel et al., 2020). Hasan
y colaboradores (2020) han reportado a Trichoderma asperellum cepa B1092 con un gran
potencial de campo para mejorar la productividad y la calidad de los tomates y para controlar
el marchitamiento por Fusarium del tomate cherry (Hasan et al., 2020). Teniendo en cuenta la
amplia distribucion e incidencia de Alternaria y Fusarium en los cultivos de quinua del
departamento, esta especie puede ser promisoria en el control de estos patdgenos, en el

mejoramiento del cultivo y en la produccién de organicos con miras a exportacion.
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Capacidad Bactericida de Aceites Esenciales de Tomillo (Thymus vulgaris) y Orégano

(Origanum vulgare)

Con el fin de evaluar el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de tomillo y orégano
se determind su accion inhibitoria contra las bacterias aisladas en el presente estudio, teniendo
en cuenta que en estudios previos realizados por el grupo de investigacion Gestion Ambiental
de la Universidad de Boyacd, algunas son patogenas para la variedad Amarilla de Marangani
de quinua, de esta forma se pretende evaluar el potencial de los aceites como bioplaguicidas.

1. Analisis de Aceites

Para el analisis de utilizaron dos aceites comerciales obtenidos por la técnica de arrastre de
vapor, con el fin de establecer su composicion y los porcentajes de los compuestos que presentan
actividad biologica se realizé un analisis cromatografico. Para esto, se enviaron 2ml de muestras
de cada uno de los aceites esenciales de Tomillo y Orégano para analisis por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG-MS); segun el método acreditado por el ONAC,
al Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de Masas, CROM-MASS, de la Universidad
Industrial de Santander. Empleando como estandar de referencia la mezcla certificada de
hidrocarburos C6 — C25. La preparacion de las muestras se llevo a cabo por dilucién e inyeccion
directa de los aceites esenciales al cromatografo. El andlisis cromatogréfico se realizd en un
cromatdgrafo de gases Agilent Technologies 6890 acoplado a un detector selectivo de masas
(MSD, AT 5973N), operado en el modo de barrido completo de radiofrecuencia (full scan). La
columna empleada en el analisis fue DB-5MS (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.), de 5%-
Ph-PDMS, 60 m x 0.25 mm x 0.25 pm. La inyeccion se realizé en modo split (30:1), Viny = 2
ML.

La identificacion presuntiva de los compuestos registrados en las muestras de aceite(s)
esencial(es) se basd en sus espectros de masas (El, 70 eV), se usaron las bases de datos de
Adams, Wiley y NIST. En las tablas 10 y 11 del anexo D aparecen la identificacion presuntiva,
los tiempos de retencion (tR) y la cantidad relativa (%) de los componentes presentes en las
muestras de aceites esenciales de Tomillo y Orégano, analizado(s) por GC/MS, operado en el

modo de barrido completo de radiofrecuencias (full scan).
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En la tabla 8 se muestran los principales compuestos quimicos de los aceites T. vulgaris) O.
vulgare respectivamente, dentro de los cuales los componentes mayoritarios de estos

corresponden a Carvacrol, Timol, Linalol, p-Cimeno y y-Terpineno.

Tabla 8. Componentes quimicos principales de aceites esenciales de Tomillo (Thymus vulgaris)
y Orégano (Origanum vulgare). Tiempos de retencién (tR) y cantidad relativa (%).

Componentes tR, Cantidad relativa, %
Principales min Tomillo (T. vulgaris)  Orégano (O. vulgare)

Carvacrol 31,0 6,5 66,7

Timol 30,4 37,9 3,7

Linalol 23,2 6,4 54

p-Cimeno 20,2 29,9 6,5

y-Terpineno 21,6 3,5 4,1

Fuente: Datos técnicos proporcionados por el Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de Masas
Universidad Industrial de Santander.

Para el caso del aceite esencial de T. vulgaris, se encontrd que los componentes mayoritarios
son el Timol (37,9 %) y el p-cimeno (29,9%) y para la muestra O. vulgare el componente
mayoritario corresponde a Carvacrol (66,7%).

Los componentes mas abundantes en estos dos aceites son el timol y el carvacrol
respectivamente. El carvacrol es un isémero del timol, cambiando Gnicamente la posicion del
grupo hidroxilo, por lo cual su mecanismo de accidn es semejante. Estos componentes poseen
fuertes propiedades antimicrobianas, provocando desorden y desestabilizacion de la membrana
celular, disolviéndose en la bicapa fosfolipidica, o que causa un aumento de su fluidez y la
permeabilidad (Garcia & Palou, 2008). La fuerte accidn antimicrobiana de estos componentes
se atribuye a la presencia del radical hidroxilo que les permite actuar como intercambiador de
protones, hasta causar el agotamiento de ATP, deterioro de procesos vitales y finalmente la
muerte de la célula bacteriana; el p-cimeno, es precursor bioldgico de timol y carvacrol, este

componente carece de este hidroxilo y presenta menor actividad (L6pez-Ambrocio et al., 2016).
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A

p-Cimeno limaol Carvacrol

Figura 11. Estructura quimica del p-cimeno, timol y carvacrol, Fuente: Lopez-Ambrocio, R.
M., Ruiz-Posadas, L. M., & Delgadillo-Martinez, J. (2016). Actividad antimicrobiana del aceite
esencial de  tomillo  (Thymus wvulgaris L.). AGRO. https://mail.revista-
agroproductividad.org/index.php/agroproductividad/article/view/849.

No solo por la especie de la cual se realice la extraccion, sino que en una misma variedad
vegetal, la variabilidad en la composicién quimica composicion de los aceites esenciales y las
propiedades antimicrobiana, puede cambiar de acuerdo a diferentes situaciones tales como:
ambientales (clima, estaciones y posicion geografica), variaciones genéticas, el estado
nutricional de la planta, el tiempo de la cosecha y el método de extraccion (Argote Vega et al.,
2017). Por lo que siempre es necesario analizar el tipo de componentes y sus proporciones,
ademas porque tipo de extraccion afecta directamente la obtencion de compuestos bioactivos

estables.
2. Actividad Microbicida de Aceites Esenciales de Tomillo y Orégano

Con el fin de determinar la actividad microbicida o no de los aceites y asi poder establecer
las concentraciones a emplear. Inicialmente se realizo una evaluacion bactericida de los aceites
esenciales con 12 cepas bacterianas aisladas de cultivos de quinua de los géneros Pantoea,
Serratia, Acinetobacter, Enterobacter, Stenotrophomonas y Pseudomonas, usando el método
de difusion en pozo descrita por (Alvarez et al., 2005); a partir de caldos inoculados de 24 horas
de crecimiento en caldo Miiller-Hinton, se realizaron soluciones bacterianas de cada uno de los

aislados y se ajustaron a escala Mc Farland de 0,5 que equivale a 1.5 x 108UFC /mL
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(inicialmente se verifico dicha concentracion por absorbancia a 0.074nm con el objeto de
verificar su concentracion), luego fueron sembrados 100 puL masivamente en placas de Mueller
Hinton, se adicionaron 80 pL de una solucion al 1% de los aceites de tomillo y 6rgano,
solubilizados en DMSO, como control positivo se usd estreptomicina (30 mg/ml) y un control
negativo con DMSO, las placas se incubaron a 27°C, por 24 horas (Carrillo et al., 2018).
Finalizado el tiempo de incubacién se midieron los halos de inhibicidn y se calculé el porcentaje

de actividad inhibitoria (Bermudez-Vésquez et al., 2019).

Standarized '
microorganism ® .
} compound

v / ‘ 5
\ / \ | Incubate /

Inoculum Spread

Figura 12. Método de difusion en pozo, Fuente Correa, M., Martinez, F., Patifio Vidal, C.,
Streitt, C., Escrig, J.,, & Lopez de Dicastillo, C. (2020). Antimicrobial metal-based
nanoparticles: a review on their synthesis, types and antimicrobial action Open Access. Beilstein
Journal of Nanotechnology, 11, 1450-1469. https://doi.org/10.3762/bjnano.11.129 (Correa et
al., 2020)

Todos los experimentos se realizaron por duplicado, los resultados son expresados como el
promedio de las 2 medidas. Para obtener el efecto de inhibicion de cada aceite con respecto al

halo generado por el antibidtico, se utilizo la siguiente formula:

% efecto Media diametro halo de inhibicién

inhibitorio X 100

Diametro halo de inhibiciéon
control positivo

Los resultados del efecto de inhibicion de cada aceite y de los controles positivos y negativos

se muestran en la tabla 9.
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Tabla 9. Porcentaje de inhibicion para las cepas usadas en este ensayo empleando la técnica
de difusidn en pozo. Cepa 2. P. ananatis, cepa 3. P. gglomerans, cepa 5. P. gglomerans, cepa
7. S. liquefaciens, cepa 8. A. calcoaceticus, cepa 9. E. zakazakii, cepa 14. S. maltophilia, cepa
15. P. poae, cepa 19 P. agglomerans, cepa2l. P. agglomerans, cepa 26. P. fluorescens, cepa

44. P. agglomerans.

Microorganismo (N° de cepa)

2 3 5 7 8 9 14 15 19 21 26 44

% efecto inhibicién

T. vulgaris10? 100 100 65.4 76.9 100 100 96.2 100 100 100 46.2 100
0. vulgare10* 100 100 76.9 57.7 100 76.9 92.3 57.7 100 100 30.8 100
DMSO 38.5 100 0.0 26.9 15.4 23.1 30.8 53.8 69.2 61.5 26.9 30.8
Estreptomicina 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Agua destilada 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Fuente: Autor

Con esta prueba se determind que los aceites esenciales evaluados presentan una alta
capacidad de difusion, por lo que los resultados de inhibicién utilizando esta metodologia fueron
positivos en la mayoria de los casos, lo anterior teniendo en cuenta que principios bioactivos y
modo de accion de los aceites esenciales (Argote Vega et al., 2017).

De esta manera se comprob0 el efecto bactericida y se decidio establecer las concentraciones
minimas inhibitorias del compuesto. Es importante destacar que el disolvente DMSO también

tuvo alguna actividad contra algunas cepas principalmente de Pantoea.

3. Pruebas con Método de Micro Dilucion en Placa para Determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria del Crecimiento Microbiano

3.1. Cepas bacterianas.

Adicionalmente a las cepas previamente empleadas, para este ensayo se incluyeron dos cepas
ATCC una Gram positiva y una Gram negativa. En este sentido las cepas evaluadas
corresponden a E. coli ATCC 35218, S. aureus ATCC 43300, 2 cepas de Pantoea agglomerans,

Pantoea ananatis, Serratia liquefaciens, Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter zakazakii,
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Stenotrophomonas  maltophilia, Pseudomonas poae, Pseudomonas azotoformans,
Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas trivialis. Se cultivaron en caldo Mueller-Hinton
(MH), y se incubaron a 28°C + 2°C por 24 h previo a los ensayos. Se elaboraron diluciones a
escala McFarland 0,5 de la misma manera que se describié con anterioridad (Balouiri et al.,
2016; Bermudez-Vasquez et al., 2019).

Para la determinacion de los valores de la concentracion minima inhibitoria (CMI), que
corresponde a la concentracion mas baja del agente antimicrobiano probado (aceites de Tomillo
y orégano) que sea capaz de inhibir el crecimiento de los microorganismos de forma visible, se
establecio el procedimiento de microdilucion en placa de 96 pozos, de acuerdo con Balouiri y
colaboradores, (2016), con algunas modificaciones. Se prepararon tubos falcon con 10 ml de
MH para llevar a cabo diluciones seriadas de cada aceite, en total se prepararon 10 diluciones
partiendo de una concentracién inicial (Ci) al 8% preparada en etanol al 70%, de ahi se
prepararon las 9 diluciones restantes al 4%, 2%, 1%, 0.5%, 0,25%, 0,125%, 0,062%, 0,031% y
0,015%, afiadiendo, segun cada concentracion, 10 ml de la solucion anterior en 10 ml de caldo
MH. Estas diluciones se dispersaron en placas de 96 pozos afiadiendo 180 pL de la dilucién
correspondiente, posteriormente, se inocularon con 20ul de la dilucion bacteriana ajustada a en
escala de McFarland 0,5, y se incubaron por 48h a 27 °C. El control negativo contenia 200 pL
del aceite, y el control positivo 20 uL cepa + 180 ul de caldo Mueller Hinton (Balouiri et al.,
2016; BermuUdez-Vésquez et al., 2019). Las experiencias se realizaron por duplicado.
Posteriormente las placas se leyeron en el equipo SPECTROstar Nano - BMG LABTECH, a

una absorbancia de 600 nm.

123 4567 8 cepas

1 2 5 & 7 8 9 N 11 12

Ci |.
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00000000 3C00

Figura 13. Placa de microtitulacion de 96 pocillos (microdilucion), y orden para rellenar los
pocillos, tomada y modificada de Heselpoth, R., & Nelson, D. (2012). A New Screening Method
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for the Directed Evolution of Thermostable Bacteriolytic Enzymes. Journal of Visualized
Experiments: JOVE, 69. https://doi.org/10.3791/4216 (Heselpoth & Nelson, 2012).

En la grafica 5 se evidencia la CMI obtenida para los aceites esenciales de Tomillo (T.
vulgaris) y Orégano (O. vulgare), frente a las 13 bacterias seleccionadas para este estudio, el
aceite esencial de orégano presenté una CMI de 0,062 frente a 10 de las cepas evaluadas y una
CMI de 0,125 frente a 3 cepas evaluadas P. agglomerans (Cepa 2), P. azotoformans y P.
fluorescens. Respecto al aceite de Tomillo se evidencia que la CMI es de 0,062 para 5 cepas: E.
coli ATCC -35218, P. agglomerans (Cepa 1), P. ananatis, E. zakazakii y S. maltophilia; una
CMI mayor de 0.125 para S. aureus ATCC - 43300, S. liquefaciens, A. calcoaceticus, P. poae,
P. agglomerans (Cepa 2), P. azotoformans y P. trivialis y solo hay una cepa con una CMI mayor
de 0.25 P. fluorescens.

Se realizo un analisis estadistico con T — student, donde se compar6 la CMI de los dos aceites
esenciales de Tomillo y Orégano, todos los valores se normalizaron, se trabajo con un nivel de
significacion de p <0,05 (nivel de confianza del 95%). Al hacer la comparacion de la CMI el
andlisis muestra un valor (p < 0,05), que indica que, si existen diferencias estadisticamente
significativas entre la CMI de los dos aceites usados, mostrando una fuerte actividad
antibacteriana del aceite de orégano ya que a menor concentracion utilizada mayor es su
efectividad para inhibir el crecimiento bacteriano, proporcionando un efecto bacteriostatico

después de 24 horas de exposicion.
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Gréfica 5. CMI de aceites esenciales de tomillo (T. vulgaris) y orégano (O. vulgare), Fuente

autor.

Se evidencian diferencias entre las CMI de los dos aceites esenciales sobre las bacterias
evaluadas; sin embargo, cabe sefialar que la mayoria de las cepas bacterianas son mas
susceptibles al orégano. No obstante, P. fluorescens presentd una menor resistencia contra este
aceite esencial. La susceptibilidad de las cepas bacterianas a los compuestos antimicrobianos
de los aceites esenciales es diferente, principalmente debido a su morfologia especifica
(estructura de la pared celular bacteriana, formacion de capsulas, entre otras) (Man et al., 2019).

La pared celular de peptidoglicano para bacterias Gram positivas permite que las moléculas
hidréfobas penetren y lleguen al ambiente interno. El lipopolisacérido, que forma parte de la
capa externa de las bacterias gramnegativas, permite que pasen principalmente moléculas
hidrofilas pequefias y solo es parcialmente permisivo para las moléculas hidrofobas. La
hidrofobicidad de los aceites esenciales es responsable de la alteracion de las estructuras
bacterianas. Los mecanismos de accion del aceite esencial sobre las bacterias son: degradacion

de la pared celular y membrana citoplasmatica, coagulacion y difusion del citoplasma a traves
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de la doble capa lipidica de la membrana, junto con alteracion de su permeabilidad y funcion
(Man et al., 2019).

El aceite de orégano present6 un contenido muy alto de carvacrol (66,7%), lo que respalda
los hallazgos del efecto antimicrobiano, ya que este componente inhibe la produccion de toxinas
microbianas, inhibe la formacion de biopeliculas, reduce la produccion de fimbrias y la
motilidad de enjambre. EIl alto contenido de carvacrol del aceite de orégano junto con su
solubilidad en agua puede explicar el buen efecto antibacteriano de su extracto acuoso en
comparacion con el extracto acuoso de otros aceites esenciales (Man et al., 2019).

Aunque el orégano presento un efecto comparable con el aceite de tomillo, ocupd el primer
lugar en su efecto antibacteriano. Segun el analisis de las muestras de los aceites esenciales de
este estudio, el aceite de tomillo presenta casi la mitad de su contenido en timol (37,9%), seguido
de p-cimeno y en menores cantidades de y-terpineno,y carvacrol (Sharifzadeh et al., 2016). Se
ha reportado que mayores cantidades de timol, presentan un efecto antimicrobiano mas fuerte
(Man et al., 2019).

Ademas, se ha reportado un efecto diferencial de acuerdo a la tincion de Gram por lo que es
necesario mencionar que 12 de las especies bacterianas seleccionadas en este estudio bacilos
entéricos Gram-negativos, Ozkalp y colaboradores (2010) reportaron previamente que las
bacterias grampositivas fueron mas sensibles a aceites esenciales de orégano que las
gramnegativas (Ozkalp et al., 2010). Un problema a la hora de determinar la eficiencia de los
aceites esenciales en cuanto a las propiedades antibacterianas es su naturaleza hidr6foba que los
hace insolubles en medios a base de agua. En este sentido, con el fin de obtener una mezcla
homogénea del antibacteriano y el medio de dilucidn, se resuelve elaborando una emulsion que
permita la coexistencia de sus componentes los cuales generalmente son sustancias hidrdéfilas e
hidréfobas més tensoactivos en combinacion con acetona, polietilenglicol o etanol (Argote
Vegaet al., 2017).

Si bien los aceites esenciales probados presentaron actividad bactericida contra todos los
aislados bacterianos a bajas concentraciones, es importante mencionar que no todas las cepas
probadas son fitopatdgenas. Cepas con potencial biocontrolador y promotoras de crecimiento
vegetal presentaron una alta susceptibilidad a ambos aceites por lo que no seria recomendable
realizar un control organico con dichos aceites en nichos nativos puesto que puede perjudicar

los microorganismos funcionales. Sin embargo, se recomienda evaluar otras aplicaciones en las
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que pudieran resultar ser de gran utilidad como en protocolos de desinfeccion de semillas, ya
que se ha reportado su amplio efecto contra bacterias patdgena de plantas como Pseudomonas
psyringae, Erwinia chrysanthemi, entre otras (Gormez et al., 2016), tal como se ha planteado
por Dadasoglu y colaboradores (2011) actividades antibacterianas de extractos y aceites
esenciales de tres especies de origanum contra bacterias patdgenas de plantas y su potencial uso
como desinfectantes de semillas, en su estudio se probaron aceites esenciales de orégano contra
25 cepas bacterianas patdgenas de plantas con los cuales se observé un amplio espectro de
actividad antibacteriana, probablemente debido a los componentes fenélicos como el carvacrol
y el timol, el terpinen-4-ol y el linalol (Dadasoglu et al., 2011). Wolf y colaboradores (2008)
probaron varios aceites esenciales por sus propiedades antimicrobianas para desinfectar
semillas de hortalizas. Los autores reportaron que en ensayos in vitro, el aceite de tomillo, el
aceite de orégano, el aceite de canela y el aceite de clavo tuvieron la mayor actividad contra los
patdgenos transmitidos en semillas por bacterias como Xanthomonas campestris pv. campestris,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis y fungicos como Alternaria y Botrytis, los
autores han considerado que el aceite de tomillo es el compuesto natural méas prometedor para
reducir los patégenos transmitidos por semillas por su amplia efectividad y baja fitotoxicidad
(Wolf et al., 2008).

Otros usos han sido reportados por Souza y colaboradores (2006) evaluaron la actividad
antibacteriana del aceite esencial de orégano en diversas bacterias Gram positivas y Gram
negativas descomponedores y/o patdgenas relacionadas con los alimentos y su efectividad
antimicrobiana en un micro-modelo de conservacion de alimentos. Los resultados mostraron
una fuerte actividad antibacteriana del aceite esencial analizado, se report6 que el aceite esencial
pudo causar un efecto inhibidor significativo (P <0,05) sobre la viabilidad de las bacterias,
proporcionando un efecto bacteriostatico después de 24 horas de exposicion. Ademas, la CMI
proporciond una disminucién significativa (P <0,05) de la flora bacteriana autéctona en
muestras de carne picada almacenadas en refrigeracion. Estos resultados respaldan la
posibilidad de utilizar este aceite esencial como compuesto antimicrobiano alternativo en los

sistemas de conservacion de alimentos. (Souza et al., 2006)
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Conclusiones

A través de la utilizacién de medios selectivos y la técnica molecular MALDI-TOF fue
posible aislar e identificar bacterias de interés agronémico en el cultivo de la quinua, de los
géneros: Pantoea, Acinetobacter, Serratia, Lelliottia, Pseudomonas y Erwinia. las cuales han
sido reportadas como promotoras de crecimiento vegetal y biocontroladoras y otras como
Pseudomonas como fitopatogenas para este cultivo.

El aislamiento de bacterias fijadoras de nitrogeno y solubilizadoras de fosfato a partir de
suelos de cultivos de quinua, permitié identificar y caracterizar cepas del género y especie
Pantoea ananatis, con potencial biocontrolador las cuales resultan promisorias para ser
empleadas en el control de los hongos fitopatdgenos mas relevantes del cultivo como son
Fusarium y Aternaria, con un bajo impacto en la microbiota fangica del suelo funcional ya que
hongos tales como Mucor sp. y Rizhopus sp. no se vieron afectados significativamente en las
pruebas de enfrentamiento. Esto demuestra que el suelo es una fuente importante de
microorganismos biocontroladores como se evidencia en este estudio, bacterias del género
Pantoea fueron efectivas para el biocontrol de hongos fitopatdgenos, ademas de ser promotoras
de crecimiento vegetal, solubilizando el fosforo y ayudando en la fijacion de nitrégeno
disponible para la planta.

Se logré la identificacion a nivel de especie de un aislado de Trichoderma de suelos nativos
de cultivos de quinua del departamento de Boyaca. T. asperellum que mostré un mayor efecto
antagénico contra los hongos fitopatdgenos mas relevantes del cultivo como son, el complejo
Fusarium y Alternaria alternata, resultados que muestran que T. asperellum es un hongo
promisorio para el biocontrol de hongos fitopatdgenos y enfermedades puesto que previamente
se ha reportado la resistencia de dichos patdgenos a diversos fungicidas comerciales.

Los aceites esenciales de tomillo y orégano demostraron tener un efecto bactericida a bajas
concentraciones, aunque el efecto es indiscriminado entre las cepas fijadoras de nitrégeno y
solubilizadoras de fosfatos y las patdgenas, estos pudieran ser empleados en tratamientos de
desinfeccion de semillas lo cual evitaria la propagacion de enfermedades preexistentes y dar un
manejo fitosanitario preventivo mas eficiente.

Tanto las bacterias del género Pantoea como los hongos del género Trichoderma sp. y los

aceites esenciales de tomillo y orégano, mostraron ser efectivos para el control in vitro del
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complejo Fusarium y Alternaria alternata, esto evidencia el potencial de estos tratamientos en
el biocontrol de los microorganismos fitopatdgeno presentando una alternativa amigable con el

ambiente.
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Sugerencias y Recomendaciones

Se sugiere realizar identificacion molecular mediante la técnica PCR para las bacterias que
no se identificaron o que presentan un score bajo con la técnica MALDI TOF.

Se deben realizar estudios in vivo para analizar el potencial real de estos agentes
biocontroladores tanto fingicos como bacterianos y en condiciones de campo, para determinar
sus modos de accién y la mejor forma de introduccion en el huésped.

Se sugiere evaluar la aplicacion de aceites sobre semillas en protocolos de desinfeccidn tanto
in vitro como en condiciones de campo.

Se debe considerar el uso de microorganismos como bioinoculantes ecolégicos ideales que
reemplazarian los fertilizantes quimicos. Al igual que su uso como agentes biocontroladores
que permitan la disminucion de las dosis de plaguicidas quimicos, siendo un procedimiento
saludable y respetuoso con el medio ambiente.

Adicionalmente se sugiere evaluar el efecto sinérgico de estos tratamientos de manera
combinada.

Se sugiere evaluar la patogenicidad de P. agglomerans en quinua, dado que se ha reportado

como una bacteria patdgena en otros cultivos.
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