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1. INTRODUCCION

Las fitoalexinas son metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana, sintetizados de novo
en plantas en respuesta a la accion de elicitores o inductores tanto, exdégenos, producidos por
patégenos, agentes quimicos y dafios mecanicos, como enddgenos, producidos por las plantas
en respuestas a determinadas situaciones de estrés. Las fitoalexinas son metabdlitos de bajo
peso molecular de naturaleza quimica diversa, terpenoides, alcaloides, glucésidos y
flavonoides, entre otros. Se conoce su induccidon por interacciones compatibles y no
compatibles con patdégenos y bacterias promotoras de crecimiento vegetal, pero no se ha
estudiado el efecto de microorganismos como los actinomicetos. La funcion de las fitoalexinas
radica en la proteccién de la planta frente a patégenos, afectando la integridad de su pared y
membrana celular, interrumpiendo su metabolismo o evitando su reproduccién. El interés de
algunos grupos de investigaciéon ha sido el de reconocer la existencia e importancia de las
fitoalexinas y su aplicacién en el campo agricola ya que contribuyen directamente en el control y
manejo de bacterias y hongos fitopatdogenos. Adicionalmente en el campo de la ingenieria
genética, los avances pueden llegar a incidir en la maquinaria biosintética de estos metabolitos,
contribuyendo al mejoramiento de cultivos por resistencia a multiples patégena.

El presente estudio busca evaluar la produccién de fitoalexinas en respuesta a la interaccion de
planta-actinomicetos, con el objetivo de caracterizar estos microorganismos como rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal (PGPR, por su sigla en inglés “plant growth promoting
rhizobacteria”).



2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La utilizacion de pesticidas quimicos, durante décadas, para el control de enfermedades en
cultivos agricolas ha hecho inminente la busqueda de alternativas amigables, que contribuyan a
minimizar el impacto negativo sobre el medio ambiente. Este deterioro ambiental en el tiempo
ha llevado a buscar metodologias de control, que contribuyan en la prevencién o reduccion de
los efectos de los pesticidas de sintesis quimica a corto y mediano plazo frente al dafio
ambiental.

El desarrollo basado en la conservacion de recursos naturales, debe proteger la estructura,
funcién y la diversidad biolégica de los sistemas agricolas, buscando mantener un equilibrio y
un control del medio ambiente y los recursos naturales. Uno de estos recursos es el suelo, que
se constituye en el principal soporte de la agricultura. EI manejo biolégico y controlado de los
cultivos, se presenta como una alternativa ecolégica y eficaz frente a los numerosos y
crecientes problemas causados por microorganismos patdgenos presentes en nuestro agro-
ecosistema.

En los ultimos afios se han descrito una gama de sustancias llamadas fitoalexinas, que tienen
gran importancia como mecanismo defensivo de las plantas. Las fitoalexinas son sustancias
producidas por la planta, que inhiben el crecimiento de agentes infecciosos como hongos y
bacterias. Aparentemente todas las especies de plantas pueden producir fitoalexinas al ser
infectadas por agentes patégenos o en respuesta a estrés abibtico, quimico o mecanico. Se ha
determinado cierta correlacion entre el grado de resistencia de algunas plantas a determinados
patégenos y la cantidad de fitoalexinas producidas. En las variedades resistentes, la planta
responde a la infeccién con niveles altos de fitoalexinas, que son téxicos al patégeno, mientras
que en las que son susceptibles, la concentracion de fitoalexinas producida es insuficiente para
inactivar al patégeno. La biosintesis de fitoalexinas también puede ser inducida por bacterias
promotoras de crecimiento vegetal, gracias a su capacidad de induccion de respuestas de
defensa en plantas (resistencia sistémica inducida).

Es por esta razén, que utilizando un modelo biolégico (planta de frijol) se evaluaréa la produccion
de fitoalexinas, en respuesta a inoculacién con actinomicetos para ser caracterizados como
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Se espera que los resultados obtenidos sean
un punto de partida para investigaciones futuras, enfocadas a generar alternativas de
proteccion de cultivos libres de contaminantes quimicos.



3. MARCO TEORICO

3.1 Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR: Plant Growth Promoting
Rhizobacteria)

Las bacterias que colonizan la raiz (suelo rizosférico) son denominadas “rizobacterias” (Franco
2008). Las rizobacterias no patdgenas pueden promover el crecimiento de las plantas, por
estimulacion hormonal o mejorar la obtencién de nutrientes (mecanismos directos), asi como
evitar algunas enfermedades por medio de antagonismo o induccién de resistencia en la planta
(mecanismos indirectos) (Bent 2002, Devendra 2007, Van Loon 2007,). La resistencia sistémica
inducida (RSI) en plantas es fenotipicamente similar a la resistencia sistémica adquirida (RSA)
estimulada por patégenos. Se ha demostrado contra hongos, bacterias y virus (Kuc 1997), en
plantas de frijol, clavel, pepino, rabano, tabaco y tomate, entre otras. La resistencia inducida se
manifiesta como una reduccion del nimero de plantas enfermas o en gravedad de la
enfermedad, tras la infeccion por un patégeno. Tal efecto hacia la enfermedad puede ser local o
sistémico (Van Loon 1998).

Otras actividades de las PGPR se han descrito, como por ejemplo la fitoestimulacion al propiciar
la emergencia o el enraizamiento por la sintesis de reguladores de crecimiento como
giberelinas, citoquininas y auxinas. Estas sustancias estimulan la densidad y longitud de los
pelos radicales, lo que incrementa a su vez la capacidad de absorcién de agua y nutrientes y
permite que las plantas sean mas vigorosas, productivas y tolerantes a condiciones climaticas
adversas, como la sequia (Franco, 2008).

Teniendo en cuenta los estudios realizados por Franco-Correa (2008), se ha evidenciado
actividad PGPR por parte de las cepas de actinomicetos de este estudio (MCR9, MCR24,
MCR26). Las cepas MCR 9 y MCR 26 se identificaron como pertenecientes al género
Streptomyces, y la cepa MCR 24 se clasific6 en el género Thermobifida, por caracterizacion
morfolégica, bioquimica y molecular.

3.2 Mecanismos de defensa de las plantas

En general, las plantas contrarrestan el ataque de los patégenos (Arauz 1998, Agrios 2004,
Agrios 2005), mediante caracteristicas estructurales que actian como barreras fisicas e impiden
que el patdgeno penetre y se propague en ellas, incluyendo la deposicion de calosa y suberina,
reduciendo el posible crecimiento microbiano en la superficie vegetal y la interaccion planta-
patégeno (Rojas y Vargas 2009). También por medio de reacciones bioquimicas que tienen
lugar en las células del hospedero, las cuales producen sustancias toxicas para el patdégeno o
crean condiciones que inhiben su desarrollo como la presencia de quitinasas, enzimas



hidroliticas que degradan la quitina, principal constituyente de la pared celular de los hongos
(Krishnaveni 1999).

Otro de los mecanismos para prevenir la dispersion de la infeccion del patégeno es la respuesta
hipersensible (RH). Este mecanismo se basa en la produccién de especies reactivas de oxigeno
tales como los radicales sUper oxido (O»-), hidroxilo (OH) y perdxido (H,0O,) (Granada 2009),
generando la muerte rapida de las primeras células infectadas y la restriccién de la expansion
del patégeno, aislandolo del resto de la planta (Granada 2009).

Por otro lado, las enzimas peroxidasas desempefian un papel importante en el proceso de
resistencia, debido a que se encuentran relacionadas con la sintesis de compuestos fendlicos y
la formacion de barreras estructurales (Chen et al. 2000). Recientes estudios han confirmado la
induccién de peroxidasas en plantas de frijol en respuesta a inoculacidon con actinomicetos
(Ferroni 2009).

Existe una gran cantidad de trabajos, realizados a partir de extractos de plantas, en donde se
hace alusion a la importancia de los metabolitos secundarios como sustancias toxicas en el
control de patdogenos (Domingo y Lopez 2003, Fernandez y Gonzalez 2008, Granada 2009,
entre otros). Cuando en una planta se produce un estrés, ya sea por una interaccion con
agentes bioticos (microorganismos), agentes abioticos (como luz UV) o dafios mecanicos (como
heridas de insectos), todas estas condiciones se traducen en una respuesta de defensa de la
planta, la cual involucra la activacién transcripcional de diversos genes que codifican para
proteinas necesarias para la cicatrizacién de la herida y/o la prevencion de la invasion de
microorganismos patdgenos acumulando sustancias que no estaban presentes antes en los
tejidos o lo estaban en bajas cantidades, funcionando como agentes antimicrobianos o como
agentes reguladores de otros mecanismos. De estas sustancias las mas estudiadas son las
fitoalexinas (Arauz 1998, Lanot 2005, Granada 2009,). Las fitoalexinas son sustancias toxicas
gue las plantas producen en cantidades apreciables solo después de haber sido estimuladas
por los diferentes tipos de microorganismos fitopatdgenos o bien después de haber sufrido
dafios causados por agentes quimicos o mecanicos (Dey & Harborne 1991, Agrios 2004).

3.2.1 Fitoalexinas: barreras quimicas

Las fitoalexinas, metabdlitos secundarios de bajo peso molecular con actividad antimicrobiana,
son de naturaleza quimica diversa (Dey & Harborne 1991), principalmente isoflavonoides en
leguminosas que se sintetizan en las plantas después de una infeccion microbiana o estrés
abidtico. La sintesis se puede disparar por la accion de factores como elicitores o inductores,
tanto exdgenos, producidos por patégenos, agentes quimicos, dafios mecénicos, como
enddgenos, producidos en respuesta a determinadas situaciones de estrés. Se han identificado
principalmente en dicotiledéneas y existen pocos reportes de su presencia en
monocotiledéneas y gimnospermas. En leguminosas como el frijol, se han descrito cerca de 16
tipos diferentes, las mas conocidas son faseolina, faseolidina, faseolinisoflavona y kievitona.
(Universidad Auténoma de Zacatecas 2010) La técnica de cultivo in vitro es una de las
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alternativas para la produccioén de fitoalexinas y la investigacion de estos metabdlitos como una
contribucién para el control de ciertas plagas (Garcia 2003, Universidad Autonoma de
Zacatecas 2010)

En general las fitoalexinas no son potentes antibiéticos y son de baja especificidad, muchas son
biocidas y otras tienen efectos bioestaticos (Universidad Autonoma de Zacatecas 2010). La
resistencia de la planta al patégeno ocurre cuando una o mas fitoalexinas alcanzan una
concentracion suficiente para inhibir el desarrollo del agente infeccioso. Se ha descrito que
antes de una infeccidn se encuentran en una concentracion casi detectable, después de una
infeccion son sintetizadas rapidamente casi en horas después del ataque del patégeno y son
téxicas para un amplio espectro de hongos y bacterias patdgenas (Garcia 2003).
concentracién de la fitoalexinas depende de factores como la especificidad del inductor,
concentracién de elicitor, tiempo de contacto con el inductor, linea celular, estado de desarrollo
del hospedero, concentracion y combinacion de los fitorreguladores y condiciones ambientales
y nutricionales del medio en donde se desarrolla la planta. Segun Ebel (1986), la dosis efectiva
que inhibe el crecimiento de hongos y bacterias parece ser elevada y se calcula en el orden de
1x10”®° a 1x10™ M, concentracion que se alcanza en el tejido infectado (Garcia 2003).

Los metabdlitos secundarios en plantas pueden ser divididos en tres grupos quimicos: terpenos,
fendlicos y compuestos que contienen nitrégeno. La biosintesis de estos metabdlitos
secundarios esta interconectada con la sintesis de metabdlitos primarios (Figura 1).
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Figura 1. Rutas metabdlicas en plantas. Fuente: Agrios 2005.



La mayoria de las fitoalexinas reportadas se encuentran entre los compuestos fendlicos
derivados de flavonoides, derivados de la ruta biosintética de los fenilpropanoides, la cual
proviene de la ruta de shikimato resultante de la ruta de las pentosas fosfato (Agrios 2005).

3.3 Generalidades del frijol

El frijol coman (Phaseolus vulgaris), una leguminosa, fue escogido como planta modelo debido
a su rapido crecimiento y a la capacidad para restaurar la fertilidad de suelos agricolas. En la
primera etapa de desarrollo, el sistema radical esta formado por la radicula del embrién, la cual
se convierte posteriormente en la raiz principal o primaria. A los pocos dias de la emergencia de
la radicula, es posible ver las raices secundarias, presenta nédulos distribuidos en las raices
laterales. Estos nddulos son colonizados por bacterias del género Rhizobium, las cuales fijan el
nitrégeno atmosférico.

El ciclo biolégico de la planta de frijol se divide en dos fases sucesivas: la fase vegetativa y la
fase reproductiva. La fase vegetativa se inicia cuando se le brinda a la semilla las condiciones
para iniciar la germinacion y termina cuando aparecen los primeros botones florales. La fase
reproductiva comprende desde el desarrollo de los botones florales hasta la madurez de
cosecha (Figura 2).

Figura 2. Estadios de desarrollo del frijol.

Los fitopatdgenos representan uno de los principales problemas para la produccion del frijol.
Dentro de las enfermedades limitantes en el cultivo de frijol se encuentran la antracnosis
(Colletotrichum lindemuthianum), mancha anillada (Phoma exigua var. diversispora), mancha
angular (Phaeoisiaropsis griseola), pudriciones radicales (Fussarium solani f.sp. phaseoli, F.
oxysporum f.sp. phaseoli Pythium sp. y Rhizoctonia solani y) y virus del mosaico comun del
frijol.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Comprobar la produccién de fitoalexinas en plantas de frijol comun (Phaseolus vulgaris) en
respuesta a la induccion biética por inoculacién con actinomicetos.

4.2 Objetivos especificos

> Inducir la sintesis de fitoalexinas en plantas de frijol comin por inoculacion de
actinomicetos.

» Emplear métodos fitoquimicos para la obtencion extractos vegetales de las plantas para
evaluar la presencia de fitoalexinas.

» Evaluar in vitro la actividad antimicrobiana de los extractos vegetales frente a
fitopatdgenos foliares y radiculares en frijol.
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5. METODOLOGIA

La presente investigacién se realiz6 en las instalaciones del laboratorio de Fitoquimica y
Quimica Microbiolégica y el laboratorio UNIDIA (Unidad de Investigaciones Agropecuarias) de la
Pontificia Universidad Javeriana.

5.1 Preparacion de inéculo de actinomicetos

Para inducir la respuesta sistémica de defensa en las plantas de frijol se utilizaron tres cepas de
actinomicetos, MCR9, MCR24, MCR26 provenientes de la coleccion de microorganismos del
laboratorio UNIDIA, previamente caracterizados como promotores de crecimiento vegetal
(Dugque y Quintana 2008; Franco-Correa 2008, Bello y Gémez 2009). Estas cepas se
conservaron en un banco primario en glicerol al 12% (v/v). Los aislamientos se reconstituyeron
en agar avena y se incubaron a 22°C por 10 dias (Franco-Correa 1999). A partir de este
crecimiento se prepard una suspension de unidades propagativas en solucion salina para llegar
a un indculo de concentracion de 10° propagulos/g suelo (Franco-Correa 2008).

5.2 Preparacion, inoculacion y desarrollo de material vegetal

Las semillas de frijol (frijol arbustivo variedad ICA - Cerinza) obtenidas de Impulsemillas se
sometieron a un proceso de lavado con agua corriente, para eliminar trazas de tratamiento con
fungicidas. Posteriormente se realiz6 una desinfeccion superficial con etanol al 80% por 30
segundos y NaClO 5% por 6 minutos (Linding 2002) y luego se realizaron nueve lavados con
agua estéril. Finalmente se realizé imbibicion de las semillas en agua estéril por 24 horas. En
bandejas plasticas se inici6 la etapa de geminacion por aproximadamente 10 dias en
fotoperiodo (12 horas luz / 12 horas oscuridad) a temperatura ambiente. Luego de este periodo,
las semillas germinadas se transplantaron en materos con suelo esterilizado, por tres ciclos de
autoclave a 121°C y 15 psi por 20 minutos (Gémez y Bello 2009). El suelo esterilizado fue
inoculado con una suspensién de propagulos de actinomicetos a una concentracién de 10°
propagulos/g suelo, como se mencion6 anteriormente. Se establecieron cinco tratamientos,
incluyendo la inoculacién con cada una de las cepas de actinomicetos, MCR9, MCR24 y
MCR26 y dos controles, uno sin inoculacién de actinomicetos (plantas tratadas con agua,
testigo absoluto, H,O) y otro sin inoculacion con actinomicetos pero tratado con fertilizante de
sintesis quimica (NPK). El fertilizante fue aplicado al cultivo en dos momentos, el primero al
inicio de la siembra y el segundo al momento del desarrollo de la primera hoja trifoliada
(estadio de desarrollo vegetativo V3).

12



En cada uno de los materos se adicioné 1 Kg de suelo estéril, inoculado o no, y se sembraron
dos semillas germinadas de forma equidistante. Cada uno de los tratamientos incluyé tres
grupos de diez materos, que fueron ubicados aleatoriamente en el invernadero. Se evalu6
periddicamente el desarrollo de las plantas, basado en las etapas propuestas por el manual
técnico: “Buenas Préacticas Agricolas (BPA) en la produccion de frijol voluble” (Arias 2007).

5.3 Extraccion de fitoalexinas

El muestreo de material vegetal para la extraccion de fitoalexinas se llevé a cabo en dos etapas
de desarrollo de las plantas de frijol, segun estan definidas en el manual técnico para
produccion de frijol de Corpoica (2007). El primer muestreo se llevd a cabo en la fase de
crecimiento V4, correspondiente a la aparicion de la tercera hoja trifoliada, y el segundo
muestreo en la fase de crecimiento R5, correspondiente al estado de prefloracion identificada
por la presencia del botoén floral. El tejido vegetal foliar y radicular colectado en fresco a partir de
cinco materos por cada tratamiento, se lavé con agua corriente para retirar residuos de suelo,
luego se secd en papel absorbente para posteriormente congelarlo con nitrégeno liquido,
evitando desencadenar sintesis de fitoalexinas por dafios mecanicos. El tejido congelado se
almaceno en bolsas selladas al vacié y se almacend en congelador a -20°C hasta el momento
del proceso de liofilizacion (Lindig 2002), separando las porciones de tejidos foliares y
radiculares. Luego de la liofilizacién se tomaron 2g de cada uno de los tejidos para el proceso
de extraccion.

Para determinar el solvente y estrategia de extraccion mas apropiada se llevé a cabo un ensayo
preliminar, comparando extractos de plantas inoculadas con la cepa MCR24 y tratadas con
fertilizante NPK en estadio reproductivo R5. Se siguieron dos estrategias de extraccion y
fraccionamiento de extractos. La primera estrategia se basé en una extraccion seriada solido-
liqguido con tres solventes de diferentes polaridades. La extraccion se hizo por medio de
agitacion del tejido liofilizado por agitacion durante 48 horas, luego se hizo filtracién y el resto de
tejido se sometié nuevamente a extraccion por 48 horas. Luego de los dos ciclos de extracciéon
con el primer solvente (Bencina de petréleo), se llevé a cabo el mismo procedimiento con los
solventes diclorometano y acetato de etilo, partiendo del solvente con menor grado de polaridad
y terminando con el de mayor grado de polaridad. Al final de los tres ciclos de extraccién se
fusionaron los filtrados del mismo solvente y se concentraron por rotaevaporacion. La segunda
estrategia de extraccion se basé en una extraccién de tejido vegetal con etanol absoluto, por
dos ciclos de 48 horas tal como se hizo en la primera estrategia, para obtener un extracto crudo
etandlico, a partir del cual se hizo un fraccionamiento seriado liquido-liquido con los mismos
solventes de la primera estrategia de extraccion. Para el fraccionamiento liquido-liquido una
porcién del extracto crudo se mezcldé con un volumen igual de agua para generar la fraccion
hidroalcohdlica, que posteriormente se fracciond por extraccion con bencina de petréleo,
diclorometano y acetato de etilo, conservando el orden de polaridad ascendente. El
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procedimiento para concentraciébn de extractos y fracciones es el mismo de la primera
estrategia. Finalmente para determinar la estrategia de extraccibn mas apropiada se evaluaron
los extractos por cromatografia de capa delgada (CCD). Para desarrollar las separaciones
cromatogréficas se probaron 12 combinaciones de solventes para establecer la fase movil que
permitiera la mejor resoluciéon de compuestos en placas de silica del 60 (NanoSil G/UV sy,
Macherey-Nagel). En la tabla 1 se muestran las mezclas de solventes evaluadas como fase
movil.

Tabla 1. Solventes evaluados para determinar fases movil de corrida para cromatografia de capa
delgada.

Solventes Proporcion solventes
Cloroformo
Diclorometano
Diclorometano : Bencina de petréleo
Diclorometano : Bencina de petréleo
Diclorometano : Bencina de petréleo
Diclorometano : Metanol 9
Cloroformo : Metanol

Bencina de petréleo : Acetato de etilo
Bencina de petrdleo : Acetona
Bencina de petrdleo : Acetona
Bencina de petrdleo : Acetona
Bencina de petrdleo : Acetona
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Las cromatografias de ensayo para determinar fase mévil se corrieron con los extractos crudo
etandlico y extractos sélido-liquido de bencina de petréleo, diclorometano y acetato de etilo.
Posterior a la resolucién de los extractos, las placas se visualizaron en luz visible, luz UV
(longitud de onda larga y corta) y se revelaron con vanillina.

Los resultados de las pruebas preliminares de extraccion determinaron con mejor solvente
acetato de etilo, por lo tanto la extraccion de los tejidos vegetales se llevé a cabo en 65mL del
solvente (Lindig 2002), a temperatura ambiente por 48 horas. Posteriormente se filtr6 y la
biomasa vegetal se sometid nuevamente a extraccion bajo las mismas condiciones. Luego del
segundo ciclo de extraccién las dos fases de solvente se mezclaron concentraron por
rotaevaporacion a presion reducida de 240 psi a 40°C. Posteriormente estos extractos se
usaron para evaluar su actividad antimicrobiana frente a fitopatdogenos especificos del frijol
(Domingo y Lopez 2003, Fernandez y Gonzalez 2008, Granada 2009).

5.4 Evaluacion de actividad antimicrobiana de los extractos vegetales

La actividad biol6gica de los extractos se evalué frente a un patdgeno foliar como

Colletotrichum lindemuthianum y dos patdégenos radiculares como Fusarium oxysporum y

Rhizoctonia solani. Las cepas fueron donadas por el Laboratorio de patologia del frijol del CIAT
14



(Centro Internacional de Agricultura Tropical). Se prepar6 un banco primario de almacenamiento
de discos de agar-micelio en agua estéril. Los aislamientos fungicos fueron cultivados en agar
avena para la produccién de conidios y micelio y asi preparar los in6culos para las pruebas de
actividad biolégica. Para el in6culo de C. lindemuthianum y F. oxysporum se preparé una
suspension conidial de 10° conidios/mL. En el caso de Rhizoctonia solani, patdgeno de micelio
estéril, se prepar6 el inéculo a partir de un cultivo en caldo papa dextrosa que fue licuado para
fragmentar el micelio.

Una vez preparados los indculos, se sembraron masivamente 0,1mL en placas de PDA (papa
dextrosa agar) suplementado con Cloranfenicol y azul de metileno (PDACAM) (Nifio 2009). Este
medio de cultivo permite valorar el aspecto morfolégico y coloracién de las colonias fungicas,
por su alto contenido en carbohidratos condiciona un mayor crecimiento (Marquez 2007), el
Cloranfenicol inhibe el crecimiento de bacterias y el azul de metileno genera un buen contraste
para la lectura de los halos de inhibicion de crecimiento flngico. Luego de la siembra de los
patégenos se coloco en el centro de las placas de agar un disco de papel filtro Whatman #1 de
6mm de diametro activado con 500ug de cada uno de los extractos diluidos en DMSO-etanol.
Como control negativo de inhibicién se usaron discos impregnados con DMSO-etanol y como
control positivo de inhibicion se wusaron discos activados con 2,5mg/ml Terbinafina
reconstituida en DMSO. Finalmente como control absoluto de desarrollo fangico, se hizo
siembra de los patégenos en placas de PDACAM (Kevan et al. 1993, Prada y Vega 2008, Nifio
2009). Las placas se incubaron a temperatura ambiente por siete dias, evaluando actividad
antimicrobiana por medio de halos de inhibicién o algun efecto en el crecimiento del patégeno
desde las 72 horas de cultivo (Marquez et al. 2007, Nifio 2009). Para este ensayo se montaron
cuatro réplicas de cada combinacion patégeno - extracto vegetal.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Recuperacion y caracterizacion morfolégica de actinomicetos

Se confirmaron las caracteristicas morfolégicas macroscopicas y microscépicas de los
actinomicetos de este estudio en las siembras en agar avena (Figura 3). La cepa MCR9 mostro
colonias de textura seca pulverulenta, color anverso gris plateado y reverso café oscuro;
microscopicamente se observaron filamentos en cadena larga de conidios y micelio en espiral.
La cepa MCR24 mostré colonias de textura seca pulverulenta, anverso gris y pigmento amarillo
difusible en el medio de cultivo; microscopicamente se observaron filamentos ramificados y
pocos conidios simples. La cepa MCR26 mostr6 colonias pequefias, de textura seca
pulverulenta, anverso de color gris a morado y reverso gris oscuro; microscOpicamente se
observaron filamentos largos y fragmentados, micelio tortuoso, cadenas de conidios cortas sin
formar espirales.

Figura 3. Morfologia microscopica y macroscopica de los actinomicetos de estudio. A microscopia cepa
MCR9, MCR 24, MCR 26. B Macroscopia cepas MCR 9, MCR 24, MCR 26 en agar avena.

Las caracteristicas macroscopicas y microscépicas de las cepas MCR9, MCR24 y MCR26,
concuerdan con lo determinado por Duque y Quintana en el 2008, cuando evaluaron su
actividad como PGPR, por lo tanto se puede considerar que las cepas estan activas, viables y
puras.

6.2 Preparacion de siembray seguimiento de desarrollo de plantas frijol

El método de desinfeccion de las semillas se escogié después de hacer pruebas con diferentes
tiempos de desinfeccién en NaClO, por 2, 4, 6, 8 y 10 minutos. Los mejores resultados para la
germinacion se consiguieron con concentraciones de hipoclorito al 5% por 6 minutos y etanol al
80% por 30 segundos, evitdndose la contaminacién de las semillas durante el periodo de
germinacion, en fotoperiodo, y manteniéndose las caracteristicas propias de la semilla (color,
forma, tamafo y viabilidad). Al finalizar el periodo de germinacion en fotoperiodo se alcanzé el
80% de la germinacion de las semillas, considerado como un porcentaje apto y adecuado para
el inicio del cultivo de frijol en condiciones de invernadero.
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En cuanto a la etapa de desarrollo de las plantas en condiciones de invernadero, se dispuso de
un espacio de 6m de largo por 3m de ancho, en el que se construyé un invernadero de 3m de
altura. Es preciso sefialar que si bien las condiciones ambientales no siempre fueron
constantes, las variaciones climéaticas no tuvieron efectos considerables que impidieran el
desarrollo del cultivo. En relacion a lo mencionado anteriormente, Lindig (2002) demostré que
las condiciones de crecimiento del frijol en invernadero pueden afectar la induccién de defensa
sistémica como la sintesis de fitoalexinas. Por otro lado, Heil (2001) plantea que en invernadero
las plantas tienden a aumentar su rendimiento y disminuir en defensa, esto quiere decir que son
mas susceptibles a factores que puedan causar algun tipo de dafio. Contrariamente, las plantas
cultivadas en campo pueden ser capaces de producir, en mayor proporcion, sustancias para su
defensa, aunque disminuye su rendimiento. Estos comportamientos dependen directamente del
gasto de energia generado por las plantas y los estimulos que esta tenga para la produccion de
mecanismos de defensa (Heil 2001).

Durante el desarrollo del cultivo, se observé en algunas hojas, clorosis y marchitamiento
prematuro, esta reaccién pudo deberse a un efecto de estrés abidtico. Los pocos casos fueron
aislados y se evitd mezclar las plantas de muestreo con las que presentaran sintomas de
estrés. Estos cambios fueron identificados a tiempo gracias a una monitoreo diario de las
plantas, en el cual no solo se observaban cambios morfolégicos en la planta sino también la
etapa de desarrollo en la que se encontraba, para asi determinar el momento de la cosecha.

El tiempo de muestreo de los dos estadios de desarrollo no present6 diferencias marcadas
entre los diferentes tratamientos. Las plantas alcanzaron el estadio de desarrollo vegetativo
(V4) luego de 33 dias de siembra en los materos. La colecta de material para estadio
reproductivo (R5) difirié del estadio vegetativo en que todas las plantas llegaron al estadio en el
mismo dia, el muestreo de las plantas se llevo a cabo entre 45 y 51 dias posteriores a la
siembra en suelo. El hecho de no observar diferencias marcadas en los tiempos de desarrollo
de las plantas en cada estadio entre los diferentes tratamientos, no permite determinar actividad
promotora de crecimiento vegetal, por la interaccion de frijol-actinomicetos, en funcion de
aceleracion del ciclo de desarrollo de las plantas de frijol. La aceleracion del ciclo de desarrollo
vegetativo y reproductivo y la productividad de la planta es uno de los efectos de la interaccién
con PGPR (Lucy et al. 2004). Estudios de aplicacién de PGPR para la proteccién de plantas de
pepino frente CMV (virus del mosaico del pepino cohombro) han demostrado ademas de la
proteccion a la enfermedad, el rapido desarrollo de las plantas inoculadas con PGPR en
comparacion con las plantas control (Murphy et al. 2003).

Por otro lado, el monitoreo diario del desarrollo de las plantas de frijol no mostré diferencias
marcadas en el crecimiento (altura y nimero de foliolos), comparado entre los tratamientos; por
lo tanto, no se puede asegurar que el inéculo de los actinomicetos haya sido suficiente para
observar un estimulo marcado en el crecimiento. Para determinar un estimulo en el crecimiento
es necesario llevar a cabo mediciones de altura de las plantas y peso seco a nivel foliar y
radicular.

17



6.3 Extraccion de fitoalexinas

Para la identificacion de los diferentes extractos se cred una tabla de cédigos con el objetivo de
facilitar la interpretacién de los resultados. La tabla de cédigos se presenta en el anexo 1. La
tabla esta distribuida por etapa de crecimiento (V4 — R5), tejido vegetal (hojas — raices),
tratamiento (cepa actinomiceto — controles) y réplica; por ejemplo VRO-1 corresponde a V: etapa
vegetativa, R: raiz, 0: control H,O y 1: réplica 1; RH26-3: R: etapa reproductiva, H: hojas, 26:
tratamiento con cepa MCR26 y 3: réplica 3.

Los métodos de extraccion del material vegetal deben obedecer a la naturaleza quimica de las
sustancias presentes en la planta y al proposito de investigacion. En la busqueda de
metabolitos para la determinacién de su actividad biolégica, la extraccién del material vegetal
frecuentemente se realiza con solventes organicos de bajo punto de ebullicion (alcohol y
acetato de etilo, entre otros) y baja reactividad. El alcohol es generalmente mas eficaz para
recuperar la mayoria de los compuestos presentes (Fernandez y Gonzales 2009). Sin embargo,
en pruebas preliminares para este trabajo, realizando cromatografia capa delgada en placas de
silica gel, se concluyd que el mejor solvente para extraer un amplio espectro de metabolitos fue
acetato de etilo. Las corridas cromatogréaficas de los extractos de acetato de etilo presenta un
mayor numero de bandas, con Rf entre 0,05 a 0.93 (anexo 2). En la figura 4 los évalos en rojo
sefalan los extractos en acetato de etilo de los tratamientos NPK y MCR24, en los cuales se
observa mayor nimero y definicibn de bandas. Las placas reveladas con vainilla muestran
también mayor diversidad de compuestos en los extractos de acetato de etilo.
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Figura 4. Cromatografia de capa delgada de extractos en diferentes solventes. Los évalos en rojo
muestran los extractos en acetato de etilo. Placas visualizadas con: A: luz blanca, B: luz UV onda larga,
C: luz UV onda corta, D: luz banca revelado con vanillina.

El solvente de corrida (fase mévil) también es determinante en la escogencia del solvente de
extraccion en funcién de la resolucion de las bandas de los diferentes metabolitos. Por esta
razén se llevé a cabo previamente una prueba para escoger el mejor solvente de extraccion
(Figura 5). El solvente seleccionado fue bencina de petréleo: acetona en proporcién 8:2.
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Figura 5. Comparacion de corridas Cromatograficas con diferentes combinaciones de solventes

Luego del proceso de extraccion soélido liquido en acetato de etilo y su correspondiente
filtracion, los 60 extractos se concentraron por rotaevaporacion. Finalmente los extractos fueron
pesados y reconstituidos en acetato de etilo. Los pesos de los extractos secos se encuentran
resumidos en el anexo 3. Todos los extractos se ajustaron a una misma concentracion,
50mg/mL, para posteriormente activar discos de papel filtro (10uL de extracto para una cantidad
de 500ug de extracto por disco de papel filtro).

6.4 Evaluacion de actividad antimicrobiana de extractos

La actividad bioldgica fue evaluada frente a hongos fitopatdgenos foliares y radiculares de frijol.
La caracterizacion morfolégica de los aislamientos se llevd a cabo en agar avena. La
caracterizacion morfolégica macro y microscopica confirmé la identidad y pureza de los
aislamientos fungicos. La figura 6 muestra la morfologia microscépica tipica de cada una de las
cepas.

Se seleccionaron para el estudio las cepas de Colletotrichum lindemuthianum 86, Rhizoctonia
solani y Fusarium oxysporium. Las cepas de C. lindemuthianum 56 y Phaeoisiaropsis griseola
se excluyeron del estudio por su baja produccion de conidios y lento crecimiento,
respectivamente. Se probaron diferentes medios de cultivo como Muller-Hinton suplementado
con glucosa, V8 y V8 suplementado con 2 y 4% (p/v) de harina de amaranto para inducir mayor
crecimiento de P. griseola, en incubacién con luz constante y oscuridad constante (Figura 7),
pero los resultados no fueron los esperados (Steinglein et al. 2006).
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Figura 6. Caracterizacion morfoldégica microscopica de aislamientos flngicos (tincibn con azul de
lactofenol). A. Phaeoisariopsis griseola, B. Rhizoctonia solani, C. Fusarium oxysporium, D. Colletotrichum
lindemutianum 56, E. Colletotrichum lindemutianum 86.

A patrtir de la reconstitucién de las cepas en medio avena se hizo repique en los medios: Muller
Hinton comercial, Muller Hinton preparado por componentes y PDA, luego de cinco dias de
incubacion a 22°C se evalué su comportamiento en los diferentes medios, obteniendo que la
mejor produccién de micelio y conidos se da en el medio PDA. Se presentd buen crecimiento en
todos los medios, pero en el medio PDA se determiné mayor produccién de conidios en menor
tiempo y desarrollo de micelio mas homogéneo en la placa de cultivo. En repiques sucesivos,



también se observé mayor estabilidad morfol6gica en medio PDA. Por estas razones el medio
PDA fue seleccionado para las pruebas de actividad antimicrobiana de los extractos.

Figura 7. Prueba de crecimiento de Phaeoisiaopsis griseola en diferentes medios de cultivo para inducir
mayor tasa de crecimiento y produccién de conidios.

Las pruebas preliminares de actividad de antifingicos comerciales mostraron inhibiciéon de F.
oxysporum por DMSO puro (Figura 8). Siendo el DMSO esencial como solvente para asegurar
su difusion en el medio de los extractos, se probaron mezclas de DMSO y etanol como solvente
para diluir los extractos. La mezcla en proporcién 1:1 no mostré inhibicién de crecimiento del
patébgeno. En cuanto a la actividad antifUngica de terbinafina, se observd inhibicion de
crecimiento para las cepas de F. oxysporum y C. lindemuthianum 86, pero en menor proporcion
para la cepa de R. solani, obteniendo halos de 32mm, 17mm y 7mm, respectivamente.
Adicionalmente se evalué el posible efecto inhibitorio de acetato de etilo sobre los patégenos
fungicos, teniendo en cuenta que las diluciones de los extractos en DMSO-etanol contienen
trazas de este solvente. Ninguno de los patdégenos inhibié su crecimiento por acetato de etilo,
esto puede deberse a que el acetato de etilo por ser un solvente de alta presién de vapor se
evapora rapidamente sin dejar trazas en el papel filtro o el medio de cultivo, que puedan tener
un efecto deletéreo para las cepas de los fitopatégenos.

Para la prueba de actividad antimicrobiana a partir de los discos de papel filtro, impregnados
con los 60 extractos, los discos presentaron diferentes coloraciones dependiendo de extracto.
Los discos con pigmento verde corresponden a los extractos de tejido foliar (presencia de
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clorofila) y los que no tienen pigmento corresponden a los extractos de tejido radicular (Figura
9).

Los resultados de actividad biolégica de los extractos en términos de halos de inhibicion de
crecimiento micelial no fueron positivos. Se observd crecimiento masivo al alrededor de los
discos de papel impregnados con los extractos para las cepas de F. oxysporum y R. solani. En
el caso de C. lindemutianum 86 el crecimiento no fue homogéneo, sin embargo no se observo
halo de inhibicién de crecimiento alrededor del disco.

Fusarium oxysporum . Colletotrichum lindemuthianum
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Figura 8. Pruebas preliminares de actividad del antifiingico comercial Terbinafina para los fitopatdbgenos
Fusarium oxysporum, Colletotrichum lindemuthianum y Rhizoctonia solani.

23



Figura 9. Discos de papel filtro inpregnados con los 60 extractos.

Aunqgue no se determind inhibicién de crecimiento de los patégenos por accién de los extractos
vegetales, se observaron diferencias a nivel morfolégico en el desarrollo de las cepas,
indicando un posible efecto de estrés por parte de los extractos para C. lindemuthianum 86 y R.
solani. No siempre las fitoalexinas son inhibitorias de crecimiento en fitopatdégenos, también
pueden alterar el metabolismo de los patdgenos retrasando su crecimiento y generando
alteraciones en su morfologia (Hammerschmidt 1999).

Las fitoalexinas no son especificas en su comportamiento debido a que sin importar el tipo de
agente (bidtico o abidtico) utilizado como inductor, el nivel de resistencia en la planta varia en
funcioén de los patégenos (Agrios 2004), pues estos no responden de la misma manera, ya que
muchos expresan mecanismos de detoxificacion. También es muy importante la concentracion
de fitoalexinas producida para lograr un efecto mas evidente frente a la inhibicion del patégeno.

Entre las fitoalexinas producidas por el frijol se encuentra la faseolina, la cual se ha identificado
como inhibidora de diferentes fitopatégenos, pero esta estd presente principalmente en las
semillas (Garcia 2003). Teniendo en cuenta que en este estudio no se prepararon extractos a
partir de semillas no se podria asegurar que la interaccion con actinomicetos no induce la
sintesis de este metabolito. Las plantas de frijol, en respuesta a la inoculacion con los
actinomicetos, pudieron sintetizar otro tipo de fitoalexinas diferentes a la faseolina, ya que se
repotanl6 tipos de fitoalexinas en frijol (Universidad Autbnoma de Zacatecas 2010), pero quizas
la concentracion no fue suficiente para observarse un efecto inhibitorio en el crecimiento
fungico. Las fitoalexinas sintetizadas por una misma especie vegetal no se comportan de la
misma forma y su sintesis depende directamente del elicitor (bidtico o abiotico). Por otro lado,
las fitoalexinas pueden no ser detectables debido a que su sintesis es muy rapida luego de su
induccion (Taiz y Zieger 2006).
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Para que la resistencia inducida se manifieste, debe transcurrir un periodo de tiempo antes de
que ocurra la sintesis y el movimiento sistémico de una o varias sustancias del punto de
inoculacion o induccion a las partes no inoculadas (Agrios 2004). E relacién a esto, se tuvo en
cuenta que el estadio de crecimiento puede ser un determinante en la induccién de la
resistencia de la planta. En R. solani esto se pudo ver reflejado en el estadio de reproduccion,
en donde se observo que todos los extractos pertenecientes a esta etapa causaron alteracion
en el pigmento de las colonias del fitopatégeno, mientras que en el estadio vegetativo no se
observo efecto de los extractos. También se observo una diferencia entre los tratamientos con
actinomicetos, en donde MCR24 y MCR26 alteraron la pigmentacion caracteristica de las
colonias observandose blancas, mientras que MCR9 no causo ningun efecto en el desarrollo de
R. solani. Por otro lado, se pudo apreciar que MCR24 en el estadio de desarrollo V4, se
diferencia de las demas cepas ya que los extractos de raiz fueron los que ocasionaron la
inhibicion de sintesis de melanina, mientras que los extractos de hojas visiblemente no tuvieron
accion. Cuando se hace una comparacién con los controles (control de crecimiento, Terbinafina
y DMSO+etanol), el color marrén caracteristico del fitopatégeno permanece, esto confirma una
vez mas que los extractos pueden ser los causantes de esta alteracion Este efecto en la
morfologia de la colonia consiste en una diferencia en la pigmentacién del micelio. Los cultivos
de los tratamientos mencionados anteriormente presentan pigmentacion marron claro, mientras
que el micelio del resto de los tratamientos se observa blanco (Figura 10). Es probable que los
extractos estén ejerciendo estrés sobre el patégeno y éste en respuesta no sintetice melanina,
por lo cual el micelio no se observa oscuro (Hyakumachi et al. 1987, Abi-Ellil y Sharaf 2003). En
este caso los extractos pueden ser inhibidores de expresion de factores de patogenicidad, ya
gue la melanina cumple funciones importantes en los fitopatdégenos atribuyendo mecanismos de
opresién necesarios en el momento de la infeccion (Hyakumachi et al. 1987, Gémez y
Nosanchuk, 2003).
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Figura 10. Comparacion del efecto en la inhibicién de melanina provocado por extractos de frijol frente
R.solani.
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C. lindemutianum 86 en respuesta al enfrentamiento con los diferentes extractos presentd
mayor producciéon de conidios Figura 11, aunque no se observaron diferencias entre los
diferentes tratamientos. De los 60 extractos evaluados, 46 indujeron produccion de conidios y
en los 14 restantes las colonias se comportaron de igual forma que el control negativo DMSO-
etanol y el control de crecimiento sin solvente. Los 14 extractos fueron: VRO0-1, VR0-2, VHO-3,
VRO-3, VR1-2, VR1-3, VR26-1, VHO-3, VH26-1, VH26-2, RHO-3, RR1-2, RR26-3 y RH24-1. La
induccién temprana de produccion de conidios puede estar asociada a un efecto de estrés por
parte de los extractos.
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Figura 11. Efecto de esporulacién ocasionado por extractos de frijol en C. lindemuthianum86.

Es importante agregar que en la mayoria de los casos es dificil de diferenciar si el compuesto
con actividad antimicrobiana se sintetiza por induccion de un elicitor 0 se sintetiza
constitutivamente (fitoanticipinas). Ademas no se ha comprobado en que parte de la planta
puedan encontrarse las mayores concentraciones de las fitoalexinas, se desconoce si su
produccion esta intimamente relacionada a un fenédmeno especifico, que ocurre en una etapa
en particular de la induccion o de la enfermedad (Granada 2009). Por las razones mencionadas
anteriormente se prepararon extractos de tejidos foliares y radiculares y se muestreé en dos
etapas diferentes de desarrollo, asumiendo que en estadios vegetativos y reproductivos se
expresan rutas metabodlicas secundarias diferentes. Para diferenciar entre fitoalexinas y
fitoanticipinas, la estrategia fue la comparaciéon entre los tratamientos de inoculacién con
actinomicetos y los controles tratados con agua v fertilizante NPK.

Entre algunas de las caracteristicas de los compuestos fendlicos existe la posibilidad de
volatilizacién, este fendmenos se puede presentar desde el momento de corte en la planta, asi
los compuestos fendlicos pierden sus caracteristicas sutiimente luego de la cosecha (Waterman
1994). Desde el momento que se hace el corte de la planta dividiendo parte aérea de la parte
radicular, la planta responde, generando una cadena de reacciones producto de su defensa
natural. Para contrarrestar este efecto, las plantas se congelaron en con nitrégeno liquido luego
de la cosecha y posteriormente se separaron las porciones aéreas y radiculares.
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Entre los reportes referentes a obtencion de metabdlitos secundarios a partir de material vegetal
(Granada 2009, Fernandez y Gonzales 2009, Marquez et al. 2007, entre otros), es importante la
cantidad de material vegetal de estudio y por lo tanto la concentracion de extracto que se
obtenga de cada una de ellos, para posteriormente hacer las pruebas de bioensayo. A pesar
que el cultivo de frijol pudo ser mas extenso, pero por motivos de espacio no fue posible, se
logré colectar 2g a 5g de peso seco de los diferentes tejidos y obtener extractos, a partir de 2g
de tejido liofilizado, de concentraciones entre 0.017g/mL y 0.05g/MI (ver anexo 3). Aunque se
usaron 500ug de extracto para activar los discos de papel filtro, no se pudo observar un
marcado efecto de inhibicién de crecimiento fangico. Al parecer la cantidad de extracto para
causar inhibicién no fue suficiente, se ha descrito que cuando las fitoalexinas se producen en
cantidades minimas, estas pueden tener otra funcionalidad en el desarrollo de la planta.
Yoshikawa en el afio 1986 hace un estudio en donde prueba concentraciones minimas de
fitoalexinas con acido indol acético (AlA) para evaluar la produccién de raices adventicias en
plantas de frijol, concluyendo que cuando hay produccién de fitoalexinas estas pueden no solo
estar asociadas a la defensa de la panta, sino que también ejercen una funcion como cofactor
actuando sinérgicamente con otros compuestos, en este caso AIA, promoviendo el
enraizamiento (Yoshikawa 1986).
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7. CONCLUSIONES

El acetato de etilo mostré ser el solvente apropiado para la extracciéon de metabolitos de
tejidos de frijol. Gracias a su polaridad media, se extraen mayor nimero de metabolitos
y en mayor concentracion, comparando con solventes de diferentes polaridades.

La seleccion de la mezcla de solventes bencina de petréleo: acetona, proporcion 8:2,
como fase mévil para desarrollar las cromatografias de capa delgada, demuestra la baja
a media polaridad de los metabolitos extraidos a partir de los tejidos de frijol.

Los extractos del material vegetal, tanto de hoja como raiz, no mostraron actividad
antifingica en términos de halos de inhibicion de crecimiento micelial, sin embargo se
observaron otros efectos sobre los fitopatogenos en relacion a su pigmentacion y
produccion de conidios, como sintomas de estrés en colonias de R. solani y C
lindemuthianum, respectivamente.

La cantidad de extracto requerida para determinar halos de inhibicion de crecimiento
micelial de los fitopatdgenos puede ser mayor de 0.5mg.
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8. RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta que no se observé claramente inhibicién de crecimiento micelal de
los fitopatdgenos evaluados, se recomienda aumentar las concentraciones del extracto
vegetal para comprobar la relacion y el efecto entre la cantidad de extarcto requerida
para inhibir a los fitopatégenos.

La técnica de difusién en placa no es la mas apropiada para el estudio de fitoalexinas
para el fitopatdégeno Phaeoisaripsis griseola, pues este no presenta un crecimiento radial
extenso. Se recomienda evaluar otras alternativas para determinar actividad biologica de
extractos vegetales, por ejemplo inhibicion a nivel de germinacion.

El fitopatbgeno R.solani mostré diferencias morfolégicas a nivel macroscopico en
respuesta a los extractos de los estadios de crecimiento V4 y R5, esto nos indica que la
etapa de desarrollo puede ser determinante en la actividad antimicrobiana, por lo tanto
en futuras investigaciones seria pertinente evaluar otros estadios de para verificar esta
observacion.

El hecho de no haber determinado actividad antifungica, no descarta la posibilidad de un
efecto de los actinomicetos en la induccién de rutas de metabolismo secundario, por lo
que se recomienda examinar los extractos a nivel de grupos funcionales. Esta
evaluacion requiere cantidades minimas de extracto y los resultados de presencia de
determinados grupos funcionales se puede asociar a la presencia de fitoalexinas.
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10. ANEXOS

ANEXO 10. 1 Convencidn de tratamientos para cada extracto

CODIGO
ESTADIO | TEJIDO| TRATAMIENTO |REPLICA INTER CONVENCION
Control H20 1 1 VRO-1
Control H20 2 2 VRO-2
Control H20 3 3 VRO0-3
Control NPK 1 4 VR1-1
Control NPK 2 5 VR1-2
Control NPK 3 6 VR1-3
Streptomyces MCR9 1 7 VR9-1
Streptomyces MCR9 2 8 VR9-2
RAIZ | streptomyces MCR9 3 9 VR9-3
Termofida MCR24 1 10 VR24-1
Termofida MCR24 2 11 VR24-2
Termofida MCR24 3 12 VR24-3
Streptomyces
MCR26 1 13 VR26-1
Streptomyces
MCR26 2 14 VR26-2
Streptomyces
va MCR26 3 15 VR26-3
Control H20 1 16 VHO0-1
Control H20 2 17 VHO-2
Control H20 3 18 VHO0-3
Control NPK 1 19 VH1-1
Control NPK 2 20 VH1-2
Control NPK 3 21 VH1-3
Streptomyces MCR9 1 22 VH9-1
Streptomyces MCR9 2 23 VH9-2
HOJAS | streptomyces MCR9 3 24 VH9-3
Termofida MCR24 1 25 VH24-1
Termofida MCR24 2 26 VH24-2
Termofida MCR24 3 27 VH24-3
Streptomyces
MCR26 1 28 VH26-1
Streptomyces
MCR26 2 29 VH26-2
Streptomyces
MCR26 3 30 VH26-3
Control H20 1 31| RRO-1
RS RAIZ Control H20 2 32| RRO-2
Control H20 3 33| RRO-3
Control NPK 1 34| RR1-1

33




ESTADIO |TEJIDO| TRATAMIENTO |REPLICA CIﬁ'?IIEGRO CONVENCION
Control NPK 2 35| RR1-2
Control NPK 3 36 | RR1-3
Streptomyces MCR9 1 37 |RR9-1
Streptomyces MCR9 2 38 | RR9-2
Streptomyces MCR9 3 39| RR9-3
Termofida MCR24 1 40 | RR24-1
Termofida MCR24 2 41 | RR24-2
Termofida MCR24 3 42 | RR24-3
Streptomyces
MCR26 1 43 | RR26-1
Streptomyces
MCR26 2 44 | RR26-2
Streptomyces
MCR26 3 45 | RR26-3
Control H20 1 46 | RHO-1
Control H20 2 47 | RHO-2
Control H20 3 48 | RHO-3
Control NPK 1 49 | RH1-1
Control NPK 2 50 | RH1-2
Control NPK 3 51 | RH1-3
Streptomyces MCR9 1 52 | RH9-1
Streptomyces MCR9 2 53 | RH9-2

HOJAS | streptomyces MCR9 3 54 | RH9-3
Termofida MCR24 1 55| RH24-1
Termofida MCR24 2 56 | RH24-2
Termofida MCR24 3 57 | RH24-3
Streptomyces
MCR26 1 58 | RH26-1
Streptomyces
MCR26 2 59 | RH26-2
Streptomyces
MCR26 3 60 | RH26-3
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ANEXO010.2. Tabla con Rf de MCR24 y NPK ensayo preliminar en CCD.

B o Luz _ y Luz UV _ B Luz UV _ B el
Fraccion Caracteristica | blanca Pigmentacion onda Pigmentacion onda Pigmentacion vanillina
(Rf) larga (Rf) corta (Rf)
El amarilla roja gris amarillo
(crudo etanol - -
MCR24) crema cl 0,33 roja 0,33 verde cl gris 0,33
café cl roja verde 0,45 verde cl
verde cl 0,45 roja 0,45 verde 0,45
B1 crema 0,05 naranja 0,05 gris azul 0,05
(Bencina amarilla naranja 0,09 verde cl azul
GRS café 0,33 gris verde 0,45 verde cl 0,33
verde roja 0,33 gris 0,93 verde cl
verde 0,45 negro verde 0,45
amarilla 0,93 negro 0,45 gris 0,56
rosado azul 0,93
azul
verde 0,93
D1 verde 0,05 naranja 0,05 gris negro 0,05
(Dicloro- - -
metano amarilla naranja 0,09 verde cl verde
MCR24) café 0,33 naranja verde 0,45 verde cl 0,33
verde roja 0,33 negro verde
verde 0,45 negro verde 0,45
negro 0,45 gris 0,56
azul
Al café claro naranja 0,09 gris negro 0,05
(Acetato de amarilla negro verde gris
etilo MCR24) gris 0,33 roja 0,33 verde 0,45 verde
café gris gris 0,52 verde cl 0,33
verde 0,45 negro 0,45 negro verde
amarilla 0,93 rosado gris 0,93 verde 0,45
verde cl azul
verde 0,93 gris

E2 (crudo
etanol NPK)

naranja

rosado

azul
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Fraccion

B2
(Bencina NPK)

D2
(Dicloro-
Metano NPK)

A2
(Acetato Etilo
NPK)

FH1
(Fraccion
hidroalcoholica
MCR24)

café cl

Luz
Caracteristica | blanca | Pigmentacion
(Rf)
verde 0,45 rosado
rosado

amarillo

Luz UV
onda
larga (Rf)

0,45

Luz UV

. ., . L. Revelador
Pigmentacion onda Pigmentacién -
vanillina
corta (Rf)
verde 0,45

gris

" vewo | oo

amarilla amarillo 0,09 verde cl ‘
gris 0,33 verde 0,45 verde
café gris 0,52 verde cl 0,33
verde 0,45 roja gris 0,93 verde
amarilla 0,93 negro verde 0,45
azul azul
verde azul
verde 0,93 verde
I I
café cl 0,05 rosado 0,05 verde ‘
amarilla rosado 0,09 verde 0,45 gris
verde gris
verde 0,45 amarillo verde cl
rosado verde 0,45
roja
roja
verde
verde cl amarilla 0,05 gris
amarilla naranja 0,09 verde cl ‘ negro
gris 0,33 verde 0,45 verde cl 0,33
café cl gris 0,52 verde cl
verde 0,45 roja 0,33 gris 0,93 verde 0,45
amarilla 0,93 roja azul 0,56
negra 0,45 azul ﬁl
blanca verde 0,93
azul
verde
_
verde gris 0,52 gris 0,45
verde 0,45

36



Luz UV
onda
larga (Rf)

Luz UV
onda
corta (Rf)

Revelador

Pigmentacién T
vanillina

Fraccion Caracteristica Pigmentacion Pigmentacion

(Bencina lig-lig verde cl
MCR24) T , VY
roja negro
verde 0,45 negra verde cl
crema 0,93 azul verde
azul gris 0,56
azul verde 0,93

‘ negro

D3 amarilla cl naranja
(Dicloro- -
metano lig-lig rosado 0,32 gris
CR24) [ vewed |
verde 0,45 naranja verde 0,52 verde cl 0,45
rojo azul 0,56
rojo
rojo 0,45
azul 0,56
A3 rosado -
(Acetato de
etilo lig-lig
MCR24)
rosado 0,45
FH2 (Fraccion
hidroalcoholica
NPK)

B4
(Bencina lig-liq
NPK)

verde

amarilla 0,93 negro 0,45 gris 0,93 gris 0,56
rosado 0,56 verde 0,93
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Fraccion

D4
(Dicloro-
metano lig-lig
NPK)

A4
(Acetato de
etilo lig-lig
NPK)

crema

verde cl

0,33

rosado

rojo
rojo

rojo

o HIPZ . ., iz e . - bz By . ., Revelador
Caracteristica | blanca | Pigmentacién onda Pigmentacion onda Pigmentacién vanillina
(Rf) larga (Rf) corta (Rf)
rosado
azul
verde 0,93
verde cl rojo gris negro
amarilla rosado gris 0,32 negro 0,33
crema 0,33 gris gris negro
verde cl rojo verde 0,45 negro 0,45
verde 0,45 rojo 0,33 verde 0,52 gris 0,56
rojo gris 0,93
negro 0,45
azul
azul

verde

rojo

0,56

0,93
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ANEXO 10.3. Pesos y Concentraciones de los extractos obtenidos.

PESO seco
ETAPA | TEJIDO | TRATAMIENTO | REPLICA EXT (g) CONCENTRACION EXT (g/mL)RAIZ
Va RAIZ H,0 1 0,0613 0,03065
Va RAIZ H,0 2 0,1867 0,09335
\Z RAIZ H,0 3 1,0519 0,52595
V4 RAIZ NPK 1 0,1239 0,06195
Va4 RAIZ NPK 2 0,1088 0,0544
V4 RAIZ NPK 3 0,083 0,0415
Va4 RAIZ CEPA9 1 0,2617 0,13085
V4 RAIZ CEPA S 2 0,0356 0,0178
\'Z! RAIZ CEPA9 3 0,0679 0,03395
Va4 RAIZ CEPA 24 1 0,1623 0,08115
V4 RAIZ CEPA 24 2 0,1464 0,0732
\Z! RAIZ CEPA 24 3 0,0423 0,02115
Va RAIZ CEPA 26 1 0,1369 0,06845
Va4 RAIZ CEPA 26 2 0,1074 0,0537
\Z RAIZ CEPA 26 3 0,1929 0,09645

\Z3 HOJAS NPK 1 0,1797 0,08985
Va HOJAS NPK 2 0,1088 0,0544
Va HOJAS NPK 3 0,1175 0,05875
Va HOJAS CEPA 24 1 0,0901 0,04505
V4 HOJAS CEPA 24 2 0,1757 0,08785
\Z HOJAS CEPA 24 0,0787
R5 RAIZ H,0 1 0,1356 0,0678
R5 RAIZ H,0 2 0,1316 0,0658
R5 RAIZ H,0 3 0,0967 0,04835
R5 RAIZ NPK 1 0,2528 0,1264
R5 RAIZ NPK 2 0,3471 0,17355
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R5 RAIZ NPK 3 0,3746 0,1873
R5 RAIZ CEPA S 1 0,1872 0,0936
R5 RAIZ CEPA S 2 0,1498 0,0749
R5 RAIZ CEPA 9 3 0,2258 0,1129
R5 RAIZ CEPA 24 1 0,141 0,0705
R5 RAIZ CEPA 24 2 0,198 0,099

R5 RAIZ CEPA 24 3 0,0876 0,0438
R5 RAIZ CEPA 26 1 0,1359 0,06795
R5 RAIZ CEPA 26 2 0,1583 0,07915
R5 RAIZ CEPA 26 3 0,321 0,1605

R5 HOJAS NPK 1 0,3135 0,15675
R5 HOJAS NPK 2 0,2194 0,1097
R5 HOJAS NPK 3 0,2086 0,1043

R5 HOJAS CEPA 24 1 0,1973 0,09865
R5 HOJAS CEPA 24 2 0,1924 0,0962
R5 HOJAS CEPA 24 3 0,1747 0,08735




ANEXO 10.4. Medio de cultivo

MEDIO AVENA

Componentes Cantidad (g/L) Preparacion

Harina de avena 20 Disolver la harina de avena y el
agar bacteriologico y aforar a
un litro con agua destilada
calentar hasta ebullicion, tapar
y autoclavar por 15 minutos a

Agar bacterioldgico 15 121°C.

MEDIO MULLER HINTON MODIFICADO

Componentes Cantidad (g/L) Preparacion
Glucosa 20 Disolver la glucosa, peptona de
: : caseina, almidon, extracto de
Azul de metileno 100 L por litro camne y el agar agar, aforar a
Peptona de caseina 17,5 un litrocon agua dest_llg}]la
calentar hasta ebullicion,
Almidon 1,5 agregar el azul de metileno,
tapar y autoclavar por 15
Extracto de carne 4 minutos a 121°C.
Agar-agar 15
Agar bacterioldgico 15

AGAR PAPA DEXTROSA

Componentes Cantidad (g/L) Preparacion
Papa Parda Comercial 200 se adiciona 200gramos de
papa en un litro de agua
destilada, hirviendo,

decantandose y aforrandose
agregandole 15 gramos de

agar-agar, luego se
autoclavar por 15 minutos a
Agar-Agar 15 121°C.
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