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RESUMEN

Hoy lo agricola se percibe de una manera diferente a través de estrategias que buscan
fortalecer el agro mediante el uso sostenible de los recursos naturales al tiempo que se logre
el dinamismo del crecimiento agricola y el desarrollo social equitativo. Colombia posee gran
potencial agricola por sus suelos y climas variados que le otorgan ventajas competitivas para
cultivos como frutales.

Lamentablemente, departamentos como el Norte de Santander no han gestionado
correctamente sus fortalezas y por tanto poseen bajos indices de competitividad. Teniendo en
cuenta que el durazno (Prunus persica L.) es un cultivo muy promisorio, pues cada vez es
mas apetecido por sus propiedades nutracéuticas y que Colombia aumenta afios a afio
significativamente las exportaciones de esta fruta.

Ademas que dentro del pais, el Departamento Norte de Santander (Provincia de
Pamplona) es el segundo mayor productor después de Boyaca, se requieren alternativas que
ofrezcan valores agregados a los cultivos debido a que los agricultores no cuentan con un
apoyo técnico y cientifico importante para realizar sus labores, situacion que pone en riesgo
la estabilidad de la produccion por la baja variabilidad, la pobreza de los suelos y la pérdida
de servicios ecosistémicos como el control de plagas, la fertilidad de suelo, entre otros,
situacion que facilita la entrada de patégenos como Monilinia sp., hongo causante de la
podredumbre morena, considerado como el microorganismo causante de pérdidas superiores
al 70% en los cultivos de hueso.

Con el objetivo de incentivar mejores practicas agricolas como lo promueven los
objetivos de desarrollo sostenible se realiz6 una busqueda de bacterias aisladas de suelos de

los cultivos de durazno del departamento con potencial antagonismo contra el patégeno en



mencion. Para ello se realizaron visitas a los tres municipios mas productores de la region
(Cécota, Chitaga y Pamplonita) y se colectaron frutos con los sintomas caracteristicos de la
podredumbre morena para aislar posteriormente el patdgeno y realizar una identificacion
morfoldgica (macroscopica y microscépica) y molecular de las especies presentes en el
departamento.

De igual forma se realizd aislamiento de bacterias provenientes de los suelos de las
mismas fincas y aquellas que presentaron morfologias macroscopicas, microscépicas y
perfiles bioquimicos referenciados en la literatura como pertenecientes a especies con
potencial antagdnico para control de fitopatdgenos, se aislaron y se identificaron
macroscopica, microscopica y bioquimicamente.

Los diferentes morfotipos se evaluaron mediante una metodologia de enfrentamiento
dual seleccionada por criterios de facil reproducibilidad, bajo costo y menor indice de
contaminacion. Las 2 cepas que demostraron mayor porcentaje de antagonismo in vitro (C9y
C6) fueron sometidas a pruebas de patogenicidad en duraznos sanos (in vivo) encontrandose
una inhibicién del 100% y 88,2% respectivamente, éstas se identificaron molecularmente
mediante RNAr 16s llegando a la conclusion de que hacen parte del grupo filogenético de los
Bacillus subtilis pero no corresponden plenamente con alguna especie conocida por lo que
deben cotejarse los resultados moleculares con los bioquimicos, morfoldgicos,
microscofipicos y de FTIR-ATR junto a otras pruebas moleculares como MLST (Multilocus
Sequence Typing), AAI (Average Amino Acid Identity) o Superarboles.

Estas cepas también fueron caracterizadas quimicamente mediante FTIR-IR para
determinar las biomoléculas con potencial biocontrolador encontrandose la Iturina A como

principal molécula biocontroladora de Monilinia sp. y el acido dipicolinico como



biomarcador para diferenciacion de especies del genero Bacillus. De igual manera la cepa
fangica con mayor patogenicidad evidenciada (PCPr2) en las pruebas in vivo fue identificada
morfoldgica y molecularmente mediante ITS Ilegando a la conclusion de que se trata de
Monilinia fruticola.

Palabras clave: lepra, inmunidad innata, SNP, polimorfismos, casos, controles.



JUSTIFICACION

El presente estudio se constituira en un aporte a la optimizacién de la cadena
productiva del durazno con el fin de apoyar los procesos de mejora de la competitividad de la
region. Para tal fin se evaluardn microorganismos nativos con caracteristicas antagonicas
contra el patdgeno Monilinia sp. De acuerdo al Plan de desarrollo para el Norte de Santander
2020 — 2023, esto debe ser prioridad debido al gran potencial del Norte de Santander en ejes
de desarrollo estratégico como la agroindustria pues dicho potencial al ser priorizado
contribuye enormemente en eliminar la brecha existente entre los indicadores nacionales y
los departamentales que ubican al Norte de Santander por debajo del promedio nacional.

Este trabajo pretende enfocar las acciones al fortalecimiento del subsector
hortofruticola por comprender su importancia para la region en cuanto a que, como lo
menciona el Plan de desarrollo para el Norte de Santander, las frutas y las verduras son
reactivadoras del crecimiento del sector agricola, dinamizadoras de la economia, ademas de
que generan empleo y proveen seguridad alimentaria.

Adicionalmente y como objetivo primario se debe realizar investigacion basica y
aplicada en productos agricolas como el durazno, desarrollando estudios sobre variedades de
cultivos, manejo integrado de plagas y enfermedades y biotecnologia, conducentes a elevar la
productividad y competitividad del sector. En este sentido, el uso de organismos como
controladores biologicos representa una alternativa al uso indiscriminado de productos
quimicos que ha desencadenado altos indices de contaminacion de los ecosistemas al tiempo
que ha favorecido la seleccion de organismos patogenos resistentes.

Los antagonistas bioldgicos de patdgenos de plantas aumentan las ganancias

econdmicas y las exportaciones por estar libres de contaminantes, protegen al medio



ambiente y a los agricultores, lo que consecuentemente aumenta la productividad local,
regional y nacional (Ibarra et al., 2006), sin contar con el fortalecimiento de la labor
cientifica del departamento.
PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Cudl es el efecto antagonista de bacterias nativas de Norte de Santander en el control
bioldgico de la infeccion por Monilinia sp. en cultivos de durazno, que resulten en
alternativas viables al uso de fungicidas de sintesis quimica, optimizando asi la cadena

productiva del durazno como aporte a la competitividad de la region?



FORMULACION DEL PROBLEMA

Es preciso que la sociedad comience a percibir a la agricultura de manera diferente,
debe prevalecer una vision donde las empresas, las cooperativas y los campesinosde pequefia
y mediana escala compartan espacios comunes de produccion y acudan al mercado en
igualdad de condiciones, desde la produccion diversificada, el procesamiento,
almacenamiento y servicios, hasta la distribucion y comercializacion; siempre con el objetivo
de satisfacer al méximo las demandas sociales y con un resultado econémico palpable para
lograr un acceso equitativo a la cadena de valor (Misién para la Transformacion del Campo,
2014).

En este mismosentido, los paises denominados en desarrollo, deben estructurar las
politicas y estrategias que impulsen y fortalezcan el agro mediante el uso sostenible de los
recursos naturales al tiempo que se logre el crecimiento dinamico de la agricultura a la par de
un desarrollo social con equidad (Perfetti et al., 2013). En el caso de Colombia, deben
dinamizarse los productos no tradicionales con potencial exportador para otorgarle al pais
capacidad competitiva en los mercados mundiales,ademas de permitir la participacion de los
pequefios productores reduciendo el desempleo, la informalidad y la pobreza (Becerra 'y
Patricia, 2010). Sin embargo, cabe resaltar que de acuerdo al IGAC (2012) de 22,1 millones
de hectareas con potencial agricola en Colombia, sélo se utilizan 5,3 millones. El potencial
agropecuario del territorio esta proximo al 36,2% del territorio, del cual s6lo el 19,3%
corresponde a la agricultura y el 3,55% a sistemas integrados con el bosque

(agrosilvolopastoril). Ese potencial de expansion del area agricola sin afectar los



bosques, permite que la FAO ubique a Colombia en el puesto 25 entre 223 paises con
potencial de expansion de tierras para uso agricola de la tierra, lamentablemente, sélo el 8%
del potencial es usado (Perfetti et al., 2013).

Debido a que Colombia es uno de los paises con mayor oferta de suelo y clima del
mundo, posee una ventaja comparativa y competitiva para el desarrollo de cultivos tropicales
como es el caso de algunas frutas (Navas et al, 2021). A pesar de ello departamentos del pais
como el Norte de Santander no se estan beneficiando de dicha ventaja pues este esta ubicado
en la posicion 17 de 25 regiones en el indice Departamental de Competitividad (IDC) del
2015 con una calificacion de 4,19 sobre10, experimentando una desmejora en el nivel con
respecto al 2014 en el que se ubicaba en el puesto 13. Pilares como el tamafio de mercado,
educacidn superior ycapacitacion e infraestructura sufrieron dicho detrimento de forma
importante (Plande desarrollo para el Norte de Santander 2020 — 2023).

Cabe resaltar que, dentro de los frutales, la cadena de caducifolios para el 2010
presentd un incremento del 36,4% del &rea cosechada respecto al afio anterior parael pais. Los
principales aumentos registrados en porcentaje se dieron para el melocotén y durazno (77%)
seguido de la pera (75%) y la manzana (64%) (FAOSTTAT, 2012). La produccion de
durazno, especificamente, a nivel mundial, ha registrado el mayor incremento en relacion con
los demas frutales de hoja caduca(Llamas et al., 2006).

En el Norte de Santander el durazno es cultivado principalmente al sur (Provincia de
Pamplona); en el 2011 se reportaron 505,4 hectareas sembradas con un rendimiento de 11,6
toneladas por hectarea, y para el2014 aumentaron 290 hectareas sembradas, evidenciando un
rendimiento de alrededor de 13,3 toneladas por hectarea (Plan de desarrollo para el Norte de

Santander 2020 — 2023), este aumento convirtié al Departamento tal vez en el primer



productor nacional de durazno no sélo por &rea sembrada sino por productividad por planta.
Sin embargo, la produccién de durazno en la Provincia dePamplona, esté caracterizada por
una introduccion de frutos sin estudios técnico- cientificos, apoyado basicamente en la
intuicion de campesinos durazneros de la Colonia Tovar en el Estado Miranda en Venezuela.

El &rea sembrada esta creciendosin un horizonte determinado en un proyecto de un
organismo del Estado, sin asistencia técnica mas que la sanitaria prestada por el ICA cuando
se presentan enfermedades que afecten el umbral econémico del cultivo. Tampoco existen
controles previos al uso de agroquimicos, ni respaldan el manejo de los cultivos con
fundamentos técnicos o cientificos. (Pefiaranda, 2012). El departamento posee unamuy baja
inversion en Ciencia, Tecnologia e Investigacion y en patentes; a pesar de que la agricultura,
ganaderia, silvicultura y pesca representan el 10,3% de su economia. El PIB departamental
asciende a 11.027.387 COP es decir un 80% menos de ingreso medio que el resto de
Colombia.

En el Norte de Santander las exportaciones fueron de US$ 272,8 millones durante el
afio 2014 presentando una variacion del -32,3% respecto al 2013; mientras que las
exportaciones durante enero - noviembre de 2015 fueron de US$ 182,1 millones, variando -
28,2% respectoal mismo periodo del afio anterior. En lo referente al sector agropecuario, este
se ubica en el quinto renglon de la economia del Norte de Santander con un crecimiento
promedio cercano al 1% anual, lo que demuestra un incremento muy lento (Plan de
desarrollo para el Norte de Santander 2020 — 2023). En cuanto al indice Departamental de
Competitividad, el departamento ocupa la posicion 21 de 33 en sostenibilidad ambiental y la
29 en mercado laboral.

Un problema de los cultivos de esta region es el nimero reducido de variedades



usadas en las siembras, la cual los hace susceptibles a diferentes enfermedades (Mastrapa,
Rodriguez y Rodriguez, 2004) como la podredumbre morena del durazno (Prunus sp.),
causada por el hongo Monilinia spp. Su importancia radica en que ataca desdela floracién, los
brotes y ocasiona finalmente la destruccién de los frutos. Encondiciones dptimas de
desarrollo de esta enfermedad, resulta muy dificil controlarla.

En el periodo de postcosecha las pérdidas pueden llegar a niveles superiores del 80%
cuando las condiciones climéticas son favorables para eldesarrollo de la enfermedad (agua
libre sobre el fruto o elevada humedad relativa).Los periodos de lluvias favorecen el
incremento de la infeccion en este sentido valela pena tener presente que los proximos
periodos intensos de lluvias en el pais seguramente aumentaran las pérdidas causadas por
este y otros hongos en los cultivos de durazno de la region. Actualmente, la principal
estrategia para el controlde Monilinia sp en campo se basa en la aplicacion de fungicidas de
sintesis quimica, sin embargo, dicha estrategia por si sola no es efectiva ya que en el tiempo
se desarrolla resistencia a estos productos, sin contar con que la legislacién es cada vez méas
estricta debido a que debe asegurarse la salud humana y la conservacion del medio ambiente

(Casals et al., 2015).



OBJETIVO GENERAL

Evaluar bacterias nativas con capacidad antagonica in vitro contra Monilinia

sp. aislado de cultivos de durazno del Norte de Santander.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer metodologias de aislamiento para bacterias nativas con potencial
antagoénico y el patégeno Monilinia sp. asociados a cultivos de durazno del Norte de
Santander.

e Establecer la capacidad antagonica in vitro y en frutos de bacterias nativas
aisladas de cultivos de durazno en el control del crecimiento del patégeno Monilinia
sp. previamente caracterizado.

e Caracterizar el fitopatdgeno y las bacterias nativas aisladas asociadas a
cultivos de durazno que presenten la mayor capacidad de control del crecimiento de

Monilinia sp. hasta la minima categoria taxondmica posible.



MARCO TEORICO

El Durazno

El durazno pertenece al género Prunus, miembro de la familia Rosaceae. El género
Prunus, dentro de la subfamilia Prunoideae, es caracterizado por especies que producen
frutas en drupa (también conocidas como frutas de hueso), y contiene unndmero significativo
de especies de importancia agricola [almendras (Prunus dulcisMill.), albaricoque (Prunus
armeniaca Linn.), Cereza dulce (Prunus avium L.) y guindas (Prunus cerasus L.), el ciruelo
(Prunus japonica y Prunus domestica) y el durazno (Prunus persica)]. Es un arbol de 3a 5
metros de altura, pose un ciclo juvenil corto lo que permite que esté produciendo su maximo
potencial al tercer afiode edad. Las hojas son planas, con margenes enteros u ondulados, y
aserrados. Lahoja es oscura en la region adaxial y el color de las venas principales se
relaciona con el color de la pulpa del fruto. Las raices llegan hasta 50-60 cm de profundidad,
son de color naranja claro jovenes y se van oscureciendo, presentan grandes lenticelas (Bassi
y Monet, 2008).

Las yemas estan en la base de las hojas y cada nudo contiene tres yemas: dos florales
laterales y una vegetativa en centro (Jackson et al, 2011).

Sus flores son hermafroditas, rosadas y solitarias, pero en ramas mixtas se agrupande a
2 0 3. Aunque es una especie que puede ser polinizada por insectos, la mayoriade las
variedades son auto fértiles. La autopolinizacidn es de hasta el 90% lo que hace que se
formen muchos frutos por lo que se debe hacer raleo para reducir el nimero y asi alcanzar un
tamafio comercial (Bassi y Monet, 2008).

El fruto es una drupa con pubescencia, con pulpa amarilla, naranja y algunas

variedades con tintes rosados. El tamafio depende de la variedad, pero el peso promedio esta



entre los 50 y los 200 gramos. Algunos son esféricos, otros alargados. El exocarpo del fruto
es tomentoso. Los duraznos blancos poseen sabory aroma distintos, pero son muy blandos y
susceptibles a dafio mecénico y al pardeamiento de la pulpa, en cambio los duraznos
amarillos los carotenoides enmascaran la oxidacion de los tejidos (Bassi y Monet, 2008).

La semilla puede estar adherida o no a la pulpa lo que les da el destino de si seranpara
conserva 0 mesa, respectivamente. Genéticamente, no son muy variables y los cultivos son
muy homocig6ticos porque han sido auto fecundados repetidamente(Ryugo, 1993).

Este fruto posee gran cantidad de vitaminas y minerales (Pinzon et al., 2014), se
caracterizan por su gran contenido de fibra dietética y alimentaria (polisacéridos y ligninas)
lo que ayuda a desarrollar y mantener el microbiota intestinal. Dentro de los compuestos de
encontrados en esta fruta estan los flavonoles, catequinas, antocianinas y carotenoides lo que
implica que aportan beneficios a la salud humanapues sus compuestos inciden en la
prevencion del cancer, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas y la diabetes
(Campos, 2013).

Es originario de China septentrional y fue introducido a Persia (hoy Iran) a traves del
comercio de seda, en la literatura China del 2000 a.C se hace referencia al cultivo mediante
descripciones de sus frutos y flores. Todo ese comercio permitié que el cultivo pasara
rapidamente a Europa. Posteriormente se reporta su presenciaen México en el siglo XVI
debido a la colonizacidén espafiola (Pinzon et al., 2014).

Llega a Colombia probablemente por comunidades religiosas, pero fue el Instituto
Colombiano de la Reforma Agraria (INCORA) quien realizé un esfuerzo por introducir las
variedades “Rey Negro” y “Roubidux”, “Elberta Gigante” y “Melocotones” y en el pais se

origino la variedad “Camuezo” el cual es portainjerto pues es tolerante a nematodos (Eraso,



1988). En Colombia fue cultivado en los valles de Tundama y Sugamuxi en Boyacé. Entre
las décadas de 1970 y 1980, productores oriundos de la provincia de Pamplona emigraron
hacia la zona productora de durazno en Venezuela donde aprendieron como manejar estos
materiales, con el propdésito de desarrollar alternativas rentables frente a los cultivosde papa y
trigo de la region. En la época de 1980 el ICA realizo el primer curso de frutales de clima
frio en Pamplona.

La produccién mundial de durazno se ha incrementado en las dltimas décadas,
pasando de 11.627.659 toneladas en 1994 a 24.569.744 en 2020 provenientes de arboles
sembrados en 1.491.817 hectareas por lo cual el rendimiento promedio fuede 16,5 ton/ha
(Figura 1). En cuanto a Colombia (Figura 2) se ha observado un incremento importante en la
produccion las Gltimas dos décadas pasando de 5.300toneladas en 1999 a 32.985 en 2020
(FAOSTAT, 2020). Lo anterior indica que el aporte de Colombia al mercado mundial de
durazno es tan solo del 0,13% pero quees una participacion con tendencia al ascenso afio a
afio. Los paises mas productores son los asiaticos y europeos, en el continente americano
Estados Unidos y Chile lideran el mercado (Figura 3.).

En el plano nacional, el Norte de Santander ha incrementado su produccion en las
Gltimas décadas, convirtiendose en el segundo mayor productor de Colombia (27,2% de la
participacion en el mercado nacional) detras de Boyaca (60,5%), éstosdos junto a
Cundinamarca y Santander poseen condiciones similares a las del lugarde procedencia lo que
los convierte en lugares propicios para el establecimiento dela especie Prunus persica. El
cultivo se encuentra principalmente en municipios entre los 1600 y 3332 msnm (Pinzon et
al., 2014). El sistema de produccion de durazno en Colombia es de predominio de pequefias

empresas campesinas con extensiones de 2,8 ha en promedio (Puentes et al., 2008).



tonnes

En el departamento Norte de Santander a diferencia de Boyacé y Cundinamarca
predominan las variedades Jarillo y Gran Jarillo, provenientes de Venezuela (Campos, 2013).

Figura No. 2. Produccion de duraznos en el mundo desde 1999 hasta 2020.

Pk

——e—9— ® —0—,

»1,500k o t— 0t e t=t e
] -
20M £ "ol e A
S b o— 4 o—o"
1,250k R _.
././o
o—0—

D © > Q v > o D Q b
) 9 ) Q QO Q N Q Ny Q> N QY QY
N N O D D D D A D D

L M PP
-e- World -o- World
Area harvested Production

Peaches and nectarines Peaches and nectarines

Fuente: FAOSTAT (Julio, 2022).

Figura No. 3. Produccion de duraznos en el mundo desde 1999 hasta 2020.
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Figura No. 4. Naciones con mayor produccion de durazno desde 1994 hasta 2020
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Es un frutal sembrado cominmente en areas tropicales altas por lo que los municipios
de clima frio la han encontrado como una alternativa econémica.

Dentro de sus exigencias climaticas se encuentran que su lugar de siembra debe tener
varias horas de brillo solar para el crecimiento y fructificacion, se puede sembrar entre los
1700 y 2700 msnm. En lo referente a precipitaciones es poco exigente, son suficientes 500 —
600 mm para obtener una buena cosecha, pero se requiere riego en los meses de sequia
(Pinzon et al., 2014). Necesita temperaturasnocturnas moderadas que no deben superar los
12-14°C. La temperatura promediodel mes més frio debe ser mayor de 13°C y el frio no debe
bajar a 1°C pues se causaria dafio en el desarrollo de los frutos (George et al., 1988).

En la actualidad el reto para los cultivadores de durazno es adaptarse al cambio
climatico, reducir el uso de plaguicidas optimizar el manejo de la fruta pre y pos cosecha asi
mejorar la logistica para adaptarse a los diferentes mercados, el control de plagas y
enfermedades (Fachinello et al., 2011).

La variedad sembrada en la provincia de Pamplona es en su mayoria la Gran Jarillo
(Figura 4) que se caracteriza por su piel rojiza con tonalidades amarillas, su pulpaamarilla

con coloracion rojiza alrededor del hueso. Forma ligeramente redondeaday de tamario



grande con peso aproximado de 150 g. Presenta buena resistencia ala manipulacion pos
cosecha. Este fruto proveniente de Venezuela (Colonia Tovar,Jarillo), se establecié con
buena adaptacion en el departamento de Norte deSantander especialmente en los municipios
de Pamplona, Chitaga, Silos y de Cacota. Las plantas son de gran tamafio debido a la
distancia de plantacionestablecida de 6 a 7 m entre plantas. Para este cultivo en el Norte de
Santander sehan encontrado una serie de limitantes dentro de las que se encuentran
enfermedades como la pudricion café o monilia (Monilia fruticola) lo que causagrandes
pérdidas en el cultivo. Adicionalmente se ha identificado que en los cultivosno se aplican
buenas préacticas de manejo y son artesanales, se manejan con alto nimero de fumigaciones
con productos altamente téxicos, los frutos salenmanchados por el uso de productos
quimicos y se pierde mas del 30% del producidofinal (Miranda et al., 2013).

Figura No. 5. Arbol de Prunus persica (durazno variedad Gran Jarillo)

Monilinia sp.

Fuente: Autores.T(Julio, 2022).



Una de las principales enfermedades del género Prunus sp. es la podredumbre
morena causada por hongos del género Monilinia sp. Este es perteneciente a la subdivision
Ascomycotina y a la familia Sclerotiniaceae y se caracterizan por formarun "pseudostroma
miceliar subcuticular, generalmente plano, que da lugar a las fructificaciones esporigenas,
tanto asexuales en esporodoquios y pequefias cavidades como sexuales en apotecios".
Produce dos tipos de esporas: ascosporasde origen sexual, contenidas en ascas en cuerpos
fructiferos denominados apotecios y conidios en cadenas de origen asexual. Las ascosporas
se producen en el suelo, en los apotecios que se forman en las momias que quedaron del afio
anterior semienterradas y protegidas por los pastos.

Los conidios se producen sobrela planta en los 6rganos atacados (frutos momificados,
cancros, pedunculos dondehubo una momia). El primer érgano en ser atacado es la flor
produciéndose el marchitamiento, o atizonamiento de la misma. Los estambres, pistilos,
pétalos o sépalos pueden ser invadidos por el hongo, se producen pequefias manchas
marrones, que se extienden a toda la flor para luego tornase atizonada. Sobre estas flores
atacadas yen condiciones de alta humedad se puede apreciar el signo del hongo consistente
en micelio y conidios en cadena de color grisaceo.

La flor atizonada puede caerseo permanecer adherida a la rama. En este Gltimo caso,
si continuan las condicionesfavorables (alta humedad y temperatura) el hongo avanza desde
la flor por el pedicelo hacia la rama produciendo cancros.

Estos cancros son de color oscuro (marron) algo deprimidos y en condiciones de alta
humedad se observa la produccion por parte de la planta de exudados gomosos sobre los
mismos. Tambiénse puede observar el signo sobre ellos. EI cancro puede anillar la rama

produciendola muerte de la misma. EI micelio desarrollado en estos 6rganos se introduce en



lostejidos de la corteza y los va colonizando poco a poco.

Primeramente, estos pierdenturgencia, se decoloran y mueren. Los frutos jovenes son
infectados por las flores contaminadas en los primeros estadios de su desarrollo. Mientras son
verdes, estosmuestran generalmente resistencia a la infeccion. En la etapa de madurez los
frutosson atacados produciéndose el sintoma de podredumbre morena que le da nombrea la
enfermedad. La misma consiste en una podredumbre firme, de color marrén que avanza
rapidamente tomando todo el fruto. Sobre esta podredumbre del fruto se aprecia la
esporulacion del hongo de aspecto pulverulento y de color gris. El frutoatacado se descompone
si cae al suelo, o0 se momifica si permanece sobre el arbol.En ataques severos las ramas que
sostienen a los frutos se secan y mueren (Mondino, 2002).

En post cosecha continua la infeccion y es alli donde se dan las principales pérdidas.La
infeccion comienza con una pequefia mancha marron que se extiende rapidamente. En estas
areas epidérmicas dafiadas aparecen pustulas de hifas esporigenas (conidiéforos) que rompen
la epidermis y son portadores de los conidios. Generalmente estas fructificaciones se situan

en forma concéntrica dando bandas que toman un aspecto caracteristico (Figura 5).



Figura No. 6. Esporulacion de Monilinia sp. en frutos de Prunus persica.

Fuente: Autores. (2022)

El micelio vegetativo se desarrolla al interior del fruto y destruye los tejidos del
mesocarpo que se ablandan y van perdiendo agua, de esta forma los frutos que caen al suelo
y los que permanecen en el arbol se momifican, lo que los convierte en la principal fuente de
infeccidn para un nuevo ciclo. Durante la maduracion de los frutos, los mosquitos
generalmente Drosophyla sp. transmiten los conidios, contaminando los frutos y extendiendo
la enfermedad en los cultivos (Tuset et al 2007). Posteriormente en tiempo hiumedo en la
superficie de los duraznos momificados se forman pdstulas de conidioforos que contienen
cadenas de conidios, este es el estado anamorfo del hongo.

Por su parte las esporas sexuales se producen en los apotecios formados en los frutos
momificados en el suelo (Figura 6) pero no se producen en todos los ambientes por lo que el
estado teleomorfo es dificil de observar. Los conidios germinan en condiciones de humedad
superior al 80% y a partir de alli el micelio formado invade la capa suepidérmica de frutos y
tallos, deshidratdndolos y produciendo la muerte de éstos (Figura 7), aqui inicia nuevamente
el ciclo. Los frutos infectados en las plantas pueden desarrollar la enfermedad post cosecha

infectando otros frutos y por lo tanto permitiendo el avance de la enfermedad a la vez que se



disminuyen las ganancias de los productores (Tuset et al., 2007).

Figura No. 7. Estado teleomorfo de Monilinia sp. Con formacion de apotecios.

Fuente: Tuset et al., 2007.

Figura No. 8. Ciclo bioldgico de Monilinia sp. en Prunus persica.
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Teniendo en cuenta que el departamento Norte de Santander y dentro de él la

Provincia de Pamplona es la segunda region de mayor produccién de durazno en Colombia



(Pefaranda., 2012), se requiere realizar estudios enfocados a comprender el estado actual de
los cultivos y las posibilidades de optimizar el rendimiento de las cosechas sin afectar los
ecosistemas propios de la region con eluso de agroquimicos para el control de enfermedades.

Comprendiendo, que el principal objetivo de la sociedad actual es conseguir el
desarrollo sustentable, entendido como la administracion eficiente de los recursos naturales
mejorando el bienestar de la poblacién actual, sin comprometer el de las generaciones
venideras. Aquellos sistemas de cultivo que pueden mantenerse indefinidamente, que
contribuyen a la conservacion de los recursos, que son competitivos a nivel comercial y
protegen el medio ambiente, se definen como artifices de desarrollo sostenible. Desde inicios
del siglo XX se concibe el control biolégico reconociéndose el papel de los organismos
Vivos o0 sus metabolitos en la eliminacion o reduccion de los dafios causados por organismo
perjudiciales. Dentrode sus ventajas se encuentra el reducido o nulo efecto colateral hacia
otros seres vivos distintos al patdgeno, es muy escasa la resistencia de las plagas a los
controladores, posee efectos permanentes, se reduce la contaminacion, no existenproblemas
de intoxicaciones, entre otras (Guédez et al., 2008).

Control biol6gico

El control biologico o biocontrol consiste en el uso de organismos o los compuestoso
extractos de ellos que tienen la facultad de disminuir los efectos negativos de un patogeno
sobre los cultivos. Su efectividad depende de las interacciones entre patdgenos,
biocontroladores, ambiente y planta. Su uso se centra en la reduccion del uso de
agroquimicos con el objetivo de realizar un control ambientalmente sostenible. Un
biocontrolador efectivo debe seleccionarse rigurosamente, basandose en informacion de sus

interacciones.



Los metodos de seleccion de biocontroladores incluyen métodos de tamizaje in vitro
mediante pruebas de enfrentamientos directos, difusion en placa, inhibicion de germinacién
de conidias ode crecimiento y la bioautografia (Balouiri et al, 2016). Los métodos
anteriormente descritos tienen su fundamento en detectar produccién de metabolitos
secundarioso enzimas con potencial inhibitorio de patogenos.

Otro tipo de ensayos incluyen evaluaciones en tejidos vegetales incluyendo las
plantas completas en los invernaderos en condiciones controladas los cuales permiten evaluar
la eficiencia y adicionalmente encontrar en ellos caracteristicas decompetencia, parasitismo o
inductores de resistencia, caracteristicas no observables en ensayos in vitro. Los ensayos in
vivo poseen limitaciones pues requieren mayor tiempo de evaluacién y por requerir gran
cantidad de espacio y sercostosos se limita el nimero de aislamientos a evaluar. De igual
forma, muchos delos resultados evidencian diferencias en el control bioldgico bajo
condiciones controladas respecto al campo por lo cual se deben hacer ensayos brindando a
losmicroorganismos controladores las condiciones reales del cultivo, lo cual permite
evaluar su desempefio, formulacion, dosis, forma de aplicacion, etc. Debido a todo lo anterior
se propone combinar los ensayos in vivo e in vitro (Vinchira'y Moreno, 2019).

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) autoriza en la
actualidad més de 100 aislamientos de microorganismos biocontroladores en su mayoria
bacterias del género Bacillus, Pseudomonas, y hongos Trichoderma, estosactualmente forman
parte de productos comercializados por grandes laboratorios. Sin embargo, el uso de estos
productos no es tan extensivo en Colombia, solo el 10% de los productos ofertados para el
control de plagas y fitopatdgenos son de origen bioldgico.

Lo anterior es generado en parte por la escasez de estos insumos,la insuficiente



divulgacién sobre su desarrollo y sus beneficios en campo, poca difusion de los resultados de
investigacion de los resultados de laboratorio en el paispara los tomadores de decisiones y
agricultores lo que limita su utilizacion en planesde manejo integrado y por tanto se
disminuye el impacto ambiental y social real de los procesos académicos (Vinchira y
Moreno, 2019).

Bacillus spp.

El género Bacillus se report6 inicialmente por Cohn en 1872 y fue descrito como un
género de bacterias productoras de endosporas que les permiten resistir al calor. Este género
pertenece al Reino Bacteria, Filo Firmicutes, Clase Bacilli, Orden Bacillales y Familia
Bacillaceae. En la actualidad agrupa (Figura 8) alrededor de 336especies las cuales se
clasifican en el grupo de Bacillus cereus aquellos asociadosa patogenicidad, bacilos
ambientales como el grupo de Bacillus subtilis, el grupo deBacillus clausii-halodurans y el
grupo Bacillus industriales. Se trata de un grupo biencaracterizado desde la microbiologia
clasica, bioquimica y més recientemente la gendmica y la protedmica, aunque la mayor parte
de las secuencias moleculares disponibles corresponden a patdgenos. Son definidos como
cepas Gram Positivas,en forma de bastones que pueden ser aerébicos o anaerdbicos
facultativos. Produce endosporas como respuesta a factores de estrés ambiental o nutricional

(Alcazar et al., 2010).



Figura No. 9. Filogenia de méxima verosimilitud de Bacillus usando ARNr 16S.
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Ecoldgicamente el suelo es el principal reservorio del género, cabe resaltar que se han
realizado insuficientes investigaciones para comprender la diversidad de Bacillus en los
suelos que interactian con plantas y presentan capacidades endofiticas, asociativas y
simbidticas, caracteristicas de potenciales inoculantes microbianos. Diversos autores
reportaron la produccién de biopeliculas en el génerocomo mecanismos de colonizacion y
defensa ante patdgenos, caracteristicas de potenciales biocontroladores (Villareal et al.,
2018).

Dentro de las caracteristicas del género se encuentra que crecen a pH neutro, con
temperaturas entre 30° y 45° C, formacion de las endosporas durante la segunda fase del

ciclo de vida (Figura 9), conformado por una fase de crecimiento y una de esporulacion.



Durante la primera fase la bacteria crece de manera exponencial porfision binaria, la segunda
se da como respuesta al estrés formando la endospora por division celular asimétrica, esta es
viable hasta que las condiciones sean favorables y asi se empiece nuevamente el ciclo
vegetativo (Villareal et al., 2018).

Figura No. 10. Ciclo reproductivo de Bacillus.
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Fuente: Villareal et al., 2018.

El género ha sido de gran interés por demostrar su actividad antagonica ante
patdgenos de frutales, arroz, maiz, entre otros, lo anterior se da a través de secrecion de
antibidticos, sideroforos, enzimas liticas, toxinas, induccion de resistencia sistémica a la
planta (Tejera et al., 2011).

La produccion de antibidticos del género es una caracteristica importante, dentro de
ellos se encuentran los lipopéptidos ciclicos no ribosomales, éstos son péptidos ciclicos
unidos a una cadena de acido graso B-hidroxi o B-amino, pertenecientes a 3 familias (Figura
10, A): fengicinas, iturinas y surfactinas, de acuerdo a la secuenciade amino&cidos y longitud
de &cidos grasos, éstas han sido ampliamente reconocidas por su actividad antibacteriana y

antifungica (Falardeau, 2013). Esta actividad antibiética de los lipopéptidos se da por su



interaccion con la membrana citoplasmatica de la célula atacada, haciéndola porosa y
provocando un desbalanceosmotico, lo que conlleva a la muerte celular (Figura 10, B)
(Villareal et al., 2018).

Figura No. 11. A. Metabolitos de Bacillus implicados en el control de

fitopatdgenos. B. Mecanismo de accién de lipopéptidos.
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Fuente: Falardeau, 2013 y Villareal et al., 2018.

Otro mecanismo importante del género para el control de patdgenos es la produccion
de enzimas liticas (Villareal et al, 2018) como quitinasas y B-glucanasaslas cuales evidencias
potenciales inhibitorio contra patdgenos fingicos. Dichas enzimas degradan los polisacaridos

de la pared celular de los hongos por hidroélisisde enlaces glucosidicos (Figura 11).



Figura No. 12. Degradacion de pared celular de hongos fitopatdgenos a través

de enzimas liticas.
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Fuente: Villareal et al., 2018.

Por otra parte, existe la respuesta sistémica inducida, generada por las plantas como
mecanismo evolutivo de defensa, esta respuesta se activa por estimulos ante la interaccion
con agentes patdgenos, esta respuesta puede ser inducida también porsefiales quimicas tipo
elicitores producidas por organismos benéficos. Los elicitoresproducidos por Bacillus
incluyen respuesta sistémica a lipopéptidos, fitohormonas ycompuestos volatiles que activan
genes PR (pathogenesis — related) que protegen a la planta de la invasion de patdgenos.
Bacillus también activa otros mecanismos de proteccion en plantas que incluyen la
acumulacion de lignina lo que ocasiona cambios en las paredes celulares de las plantas, la
produccion de metabolitos secundarios tipo auxinas, flavonoides, fitoalexinas o
glucosinolatos, etc. Lo anteriorhace que Bacillus sea el género mas utilizado en biotecnologia
agricola, con un 85%de la produccion de bioplaguicidas en el mercado fabricados a partir de sus
especies(Villareal et al., 2018).

Vale aclarar que en los ultimos afios la produccion de plaguicidas quimicos ha
disminuido un 2% mientras que la de bioplaguicidas ha presentado un incremento de entre el

20% y 30% anual (Zhang, 2018), las razones para el incremento en su utilizacién dentro de



las que destacan la poca generacion de resistencia por parte de los patdgenos, mayor
reconocimiento de los riesgos que conllevan los plaguicidas sintéticos, el incremento en la
produccion entre otros. El uso de estos bioplaguicidas representa una oportunidad para
incentivar el desarrollo y modernizacion de précticas agricolas para favorecer la seguridad
alimentaria y la bioseguridad (Villareal et al., 2018).

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR):

Se trata de una técnica quimica que se emplea para identificar la huella dactilar
molecular de una muestra de tipo organico que absorbe el infrarrojo dependiendo del tipo de
enlaces que posea la muestra. La espectroscopia infrarroja tiene su fundamento en que la
mayoria de las moléculas absorben la luz en la region infrarroja del espectro. Se mide la
longitud de onda y como resultado se produce unespectro infrarrojo caracteristico de cada
molécula. Antes, las muestras eran analizadas con diferentes longitudes de onda unicas, es
decir se debian analizar a diferentes longitudes de onda, pero a través de la FTIR se pueden
obtener los datosde todas las longitudes de onda en un solo analisis.

Para ello la luz infrarroja pasa a través de un interferébmetro y luego llega a la muestra
lo que genera como resultado un interferograma que posteriormente se traduce a un espectro
infrarrojo(Figura 12). El interferograma es una sefial bruta que representa la intensidad
luminica en funcion de un espejo movil pero no en funcion de la longitud de onda, es aqui
donde se debe procesar el resultado con la Transformada de Fourier lo quepermite generar
una representacion IR mas familiar de intensidad en funcién del nimero de onda, este

método es mucho mas preciso (Bruker, 2022).



Figura No. 13 Principios de espectroscopia infrarroja
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La Reflectancia Total Atenuada o ATR en una técnica para medir espectros FTIR, alli

la luz infrarroja pasa a través de un cristal e interactGa con la muestra, como resultado se

genera un espectro con todas las caracteristicas de la sustancia problema (Figura 13). Sus

bandas pueden diferir de las generadas en un espectro de transmisién tradicional por efectos

fisicos, pero ello no significa que sea mas dificilde interpretar. Los datos de ATR y

transmision se pueden convertir entre si y permiten comparaciones con bibliotecas de

referencias espectrales de ambosmétodos (Bruker, 2022).

Figura No. 14. Mecanismo de reflectancia total atenuada
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Contextualizacion sobre Cacota
Municipio que se localiza en el Suroccidente del Norte de Santander, con una altura

promedio de 2465 msnm, a una distancia de 102 km de San José de Cucuta. Su temperatura

promedio es de 18°C, su extension es de 139 kmZ2. Se encuentra entrelas cuencas de los rios
Chitaga y Pamplonita. Mas de 4000 hectareas de su territoriopertenecen al paramo de
Santurban. Cuenta con 17 veredas. La fundacion tuvo lugar en 1555. Su economia se basa en
la agricultura destacandose productos comopapa, zanahoria, arveja, curuba, durazno y fresa.
También posee produccidn pecuaria con aves de corral y bovinos y mineria de carbén y
arcilla.

Como actividades adicionales se encuentra la alfareria y la artesania en general (Ruta
delDurazno y del Agua, 2022). El indice de pobreza multidimensional del municipio muestra
un 27,2 % en el area urbana y un 59,1 % en el area rural, destacAndose como principales
privaciones el trabajo informal (93,1%), la ausencia de acceso a fuentes de agua mejorada
(90,4%) vy el bajo logro educativo (85,9%) (DANE, 2018).

Los productores de durazno del municipio (Figura 15) de acuerdo a Fernandez, 2012
ascienden a 84 distribuidos en 12 veredas con un &rea cultivada de 210,5 ha y una produccion
promedio de 20 t/ha (Tabla 1). Esta actividad genera alrededor de1000 empleos en toda la

cadena de produccion (Ruta del Durazno y del Agua, 2022).



Figura No. 15. Divisién politica del municipio de C4cota. Fuente Ruta del

Duraznoy del Agua.
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Figura No. 16. Ubicacion espacial de los predios productores de durazno del

municipio de Cacota.
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Tabla No. 1. Productores de durazno el municipio de Cacota.

Area
SIMBOLO | VEREDA EOTAL J:n".;l:) e &T:; Areaotra | Area | #plantas | * ':;l:': ol p;;m
PRODUCTORES | 4" J(a'::;o tes | variedad | Total | Jaritio | ST | ofe
l ICOTA 22 20,0 106.4 1272 3306 15656
l EL ESPINO 20 9,93 15,09 25 2103 32067
—l TICACIGUA 7 T2 175 T 750 3562
— @ [V 5 I 39 50 T
I SISARA- 4 0,13 13 7.4 50 15606
TABICHA
_I FERNANDAR 5 g . 59 7, TO75
1A
FONTIBON 2 1.0 10 512
ESCALONES 2 0,0 0,6 1850
I ALISAL 1 0.72 0.1% 0.516 140 40
MATA DE 1 1.26 964 11.12 200 2000
LATA
—I TAUFA T 005 008 o3 pL 55
TOTAL o4 37.67 172.70 0.08 2105 8027 33270 50

Fuente: Fernandez 2012

Fuente: Fernandez, (2012). Ruta del Durazno y del Agua, Universidad de Pamplona.

Contextualizacion sobre Chitaga
El municipio de Chitagé se localiza en el Suroccidente del Norte de Santander, con
una poblacién de 11.400 habitantes aproximadamente, se encuentra a una altura de 2379

msnm, con una temperatura media de 14°C y una distancia a Clcuta de 123 km. Su extension

es de 1172 km?2. El municipio cuenta con 44 veredas (Figura 16). Posee quebradas,
riachuelos, lagunas y humedales que conforman los rios Chitaga, Valegra y Cubugén,
ademas de otras corrientes de gran importancia. Los dos primeros luego de su confluencia
forman el rio Margua, el cual al unir sus aguascon el rio Cubugdn forman las fuentes del rio
Arauca.

Fue fundada en 1804. Su economia se basa en la produccién agropecuaria liderando
el rengldn del durazno,la papa criolla, curuba, hortalizas, trucha, bovinos y leche (Ruta del
Durazno y del Agua, 2022). El indice de pobreza multidimensional del municipio muestra un

34,8%en el area urbana y un 68,5% en el area rural, destacandose como principales



privaciones el trabajo informal (97,2%), el bajo logro educativo (89,2%) y la ausenciade
acceso a fuentes de agua mejorada (68,7%) (DANE, 2018).

En cuanto a la produccién de durazno, el municipio cuenta con 182 productores en16
veredas (Figuras 17, 18, 19) con un area sembrada de 236,5 ha donde 135,9 ha corresponden
a la variedad Gran Jarillo y 100,6 ha de Jarillo (Tabla 2). La vereda Llano Grande es la vereda
con mayor area sembrada (54.70 ha) seguida por Carrillocon 47.90 ha. La mayor produccion
se ubica en las riberas del rio Chitaga (Ruta delDurazno y del Agua, 2022).

Figura No. 17. Division politica del municipio de Chitaga.

Fuente: Fernandez, (2012). Ruta del Durazno y del Agua, Universidad de Pamplona.



Figura No. 18. Ubicacion espacial de los predios productores de durazno del

municipio de Cacota.
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Fuente: Fernandez, (2014). Ruta del Durazno y del Agua, Universidad de Pamplona.

Figura No. 19. Ubicacion espacial de los predios productores de durazno del

municipio de Cacota.
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Fuente: Fernandez, (2014). Ruta del Durazno y del Agua, Universidad de Pamplona.



Figura No. 20.Ubicacion espacial de los predios productores de durazno del

municipio de Cacota.
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Fuente: Fernandez, (2014). Ruta del Durazno y del Agua, Universidad de Pamplona.



Tabla No. 2. Productores de durazno del municipio de Chitaga.

VEREDA Total Area Jarille | Area Gran Jarillo | Area Total Altura Altura
Productores (ha)
{ha) {ha) Maxima Minima

WVEGA 2 4,1082 1,811 58182 21583 2104
TAPURCUA 12 89,7639 22,4142 32,1784 1.942 1.858
TANE 3 14727 1,8491 3,3228 1312 1.79%9
SlaGA E 3,6280 03477 4,578 2163 2.03%
RITAPA 12 10,4171 8,9413 19,2584 2529 2082
FUEELO VIEJD i 1,8873 3,2029 50812 2.500 213
FEDREGAL 23 12,9514 13,4507 27 4021 2160 2011
LLANO GRANDE 50 30,6139 24,0912 54,7051 2315 1831
LAGUNA 4 1,8445 2,2652 4,110 2435 2107
HOJANCHA 4 1,0722 2738 3,8102 2449 2332
DON ANTOMNID 1 06324 1,32 25524 1.340
CARRILLO 28 16,1180 31,7883 47 9063 2158 1.864
CAMPESINA 2 0 0,7328 0,73286 2385 2360
EARTAGLI 3 00828 2,012 2,0841 2284 2251
ALTO WIENTOD 4 27038 0,7 3,4029 22539 2134
JALISAL 20 2,118 17,0334 19,2574 2027 2.526
TOTAL 182 100,61 135,905 2365216

Fuente: Fernandez, (2014). Ruta del Durazno y del Agua, Universidad de Pamplona.




Contextualizacion sobre Pamplonita
El municipio de Pamplonita se localiza en el Suroccidente del Norte de Santander,
con una poblacion de 4.790 habitantes aproximadamente, se encuentra a una alturade 1750

msnm, con una temperatura media de 18°C y una distancia a Clcuta de 54 km. Su extension

esde 173,4 km?2. El municipio cuenta con 22 veredas (Figura 18). Su recurso hidrico
principal es el rio Pamplonita y las quebradas La Colonia o Tescua y la Chorrera o Urengue.

Fue fundada en 1550. Su economia se basa en laproduccion agropecuaria
destacandose productos como café, habichuela, tomate de mesa, frijol, cafia de azlcar y yuca
(en las zonas mas bajas) y cebolla junca, arveja, apio, papa criolla y brevas (en las mas altas),
fresa, ciruela y durazno. (Rutadel Durazno y del Agua, 2022). El indice de pobreza
multidimensional del municipiomuestra un 16,9% en el area urbana y un 47,8% en el area
rural, destacAndose como principales privaciones el trabajo informal (87,9%), el bajo logro
educativo (77,2%) y la ausencia de acceso a fuentes de agua mejorada (64,4%) (DANE,
2018).

En cuanto a la produccion de durazno, el municipio cuenta con 4 veredas productoras
(Tabla 3) siendo Batagé la que posee mayor area sembrada con 35.85ha de las 64.49 ha
sembradas en el municipio, seguida por la vereda Hojancha con24,4 ha. Del total sembrado
46.72 ha son de la variedad Gran Jarillo y 16.70 ha de Jarillo. El total de plantas sembradas

es de 12.067 (Ruta del Durazno y del Agua, 2022).



Tabla No. 3. Productores de durazno el municipio de Pamplonita
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Fuente: Fernandez, (2014). Ruta del Durazno y del Agua, Universidad de Pamplona.

Estado del Arte

El control bioldgico de fitopatdgenos ha sido reportado como una alternativa viable
de sustitucion de pesticidas quimicos hace décadas pues ya desde 1987 y 1988 Beaker y
Cook, respectivamente, se referian a este como un innovador y sostenible método. El rango de
bacterias que demuestran efectividad en el control bioldgico esextenso, a pesar de ello el
género Bacillus es el mas ampliamente conocido por sushabilidades de rapida replicacién y
resistencia al estrés del medio (Shafi et al, 2017).

Dentro de los compuestos que le otorgan al género estas habilidades controladoras
estan la surfactina, fengicina, iturinas, micosubtilinas, y bacilomicinas, lipopéptidos con
funcién biosurfactante de membrana que les otorga actividad antimicrobiana (Ariza y
Sanchez, 2012). A este respecto en México se ha utilizado el biocontrol desuelos
contaminados con Fusarium, Rhizoctonia solani y Phytophthora capsici encontrando
rendimientos en control de la marchitez y la pudricion de la raiz superiores en ocasiones a los
efectos del control quimico (Guillen-Cruz et al., 2006).En Colombia, Suarez y Riafio en el

2013 aislaron 20 cepas de suelos del Norte de Santander correspondientes a hongos y



bacterias (varias de ellas del género Bacillus) con potenciales antagonicos de alrededor del
89% contra el hongo Moniliophthora roreri que afecta el cacao.

De igual forma se han realizado estudios enfocados a la identificacion de las especies
de Monilinia spp. aisladas de duraznos cultivados en Espafia, mediante marcadores de tipo
SCAR (region amplificada de secuencia caracterizada) (Gell, 2007). En Uruguay se han
caracterizado de igual forma mediante PCR, diferentes especies del patdgeno causante de la
podredumbre morena del durazno (Mélvarezet al., 2001). Los estudios de este tipo son
escasos en Colombia, por lo que se requiere iniciar la investigacion en los cultivos de
durazno colombianos, principalmente en el Norte de Santander, donde son casi nulos y muy

necesarios como parte de los procesos de fortalecimiento de la cadena productiva fruticola.



METODOLOGIA
El presente estudio corresponde una investigacion de tipo cuantitativo
experimental. Para desarrollar la investigacion se tuvieron en cuenta las siguientes
etapas:
l. Actividades de campo
e Area de estudio y toma de muestras
. Actividades de Laboratorio
e Evaluacion de antagonismo in vitro e identificacion de antagonistas.
Evaluacion de diversas metodologias.
e Evaluacion de antagonismo in vivo
e Caracterizacion taxondmica, bioquimica y molecular de antagonistas y
patogenos.
Dichas etapas se describen a continuacion:
Area de estudio y toma de muestras
Se realizd una seleccion a partir de literatura (Ruta del Durazno y del Agua, 2022) de
las veredas mas productoras de durazno en los municipios en cuestion lo que arrojo
Llanogrande en Chitag4, icota en Cacota y Bataga en Pamplonita (Figura 20).Se caracterizaron
9 fincas (tres por municipio) productoras de durazno, finca La Vega, El Veranitoy
Buenavista en la vereda Llanogrande Chitaga; finca La Victoria,lcota Quintero Predio 1 y El
Recuerdo vereda icota en Cacota y finca La Puerta delSol, Bella Vista y EI Triangulo vereda
Bataga en Pamplonita. Alli se tomaron al azarmuestras de suelo a 20 cm de profundidad en el
area de los cultivos (Figura 21). Las muestras fueron transportadas al laboratorio de

Investigaciones Biotecnolodgicas de la Universidad de Pamplona (CD 201) en cavas para



posteriormente ser procesadas mediante la metodologia estandarizada por el equipo de

investigacion.

Figura No. 21.Area de muestreo (Veredas Bataga de Pamplonita, Icota de

Cacota yLlano grande de Chitaga)
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Figura No. 22. Toma de muestras compuestas en fincas cultivadoras de durazno

de Norte de Santander

Fuente: Los Autores. (2022).

Ya en el laboratorio las muestras de suelo se mantuvieron a 4°C para asegurar la
preservacion de los microorganismos mientras se preparé el material necesario para llevar a
cabo las metodologias de aislamiento de antagonistas seleccionadas. Estas Gltimas fueron
escogidas con criterios de reproducibilidad, bajos costos, practicidad, eficacia en la medicién
de resultados y disponibilidad de materiales y reactivos en el laboratorio.

En el caso del patogeno Monilinia sp. se tuvieron en cuenta una serie de parametros
para el aislamiento del patdgeno dentro de los que se incluye la eleccidn de frutos de durazno
con sintomas de podredumbre por Monilinia sp. por ser los frutos los 6rganos donde la
sintomatologia de la enfermedad es mas evidente. De igual forma se tuvo en cuenta que se
tratara de la misma variedad de durazno de donde se aislaba el patdgeno y que éste no llegara
a momificar totalmente el fruto para evitar la presencia de organismos saprofitos.

Estandarizacién de metodologia de aislamiento de bacterias

Cada pool de suelo obtenido de las 9 fincas seleccionadas fue procesado en el

Laboratorio de Investigaciones Biotecnoldgicas (CD 201) de la Universidad de Pamplona de



acuerdo a la metodologia estandarizada por los investigadores y quese describird a
continuacion:
1. Se realiz6 un pool de suelos mezclando cantidades proporcionales de los

suelos recolectados en las tres fincas por municipio.

2. Se disolvieron 25¢g de suelo en 1 litro de solucion salina 0,85% (sin
esterilizar).

3. Se filtro la solucion (Figura 22A)

4. Se realizaron esterilizaciones fraccionadas a 121°C por 30 minutos (Figura

22B). Esterilizando una primera vez, luego dejando enfriar y repitiendo el procedimiento dos
veces mas. Se trataba de la solucion extracto de suelo.
5. Posteriormente se prepararon soluciones de caldo nutritivo modificado al
20%. Teniendo en cuenta la proporcion de medio de cultivo Caldo Nutritivo 13g/L.
e Asi: Volumen de medio de cultivo preparado 200 ml x 2 =400 ml
e 139~ 1000 ml

e X =>400ml

e Ahorase le resto a 5,2 g de caldo nutritivo 1,04 g = 4,169 de caldo nutritivo.

e 100% -> 400 ml

o 20% > X

e X=80 ml de solucion de extracto de suelo.

e 400 ml—80 ml =320 ml de agua destilada



Figura No. 23. A. Preparacion de soluciones agua suelo. B. Autoclaves para

esterilizacion fraccionada de la solucién extracto de suelo

SOLUCION
AGUA-SUELO

Fuente: Los Autores. (2022)

Preparacion

Se midieron los 320 ml de agua destilada en un frasco de 1000 ml, se agregaron 10s3,2
g de caldo nutritivo hasta diluirlo completamente, se agregaron 80 ml de solucidnde extracto de
suelo, se distribuyeron en dos botellas cada una con 200 ml, se marcaron, se taparon y se
cubrieron con papel aluminio y vinipel, se esterilizaron por 15 minutos a 120°C y 15 libras
de presion. Posteriormente se agregaron 50 ml de una solucién (50 ml de solucidn salina al
0,85% esterilizada y luego se adicionaron 10 g del pool de suelos, se calentaron a 80°C por
10 minutos. Se incubaron a 35°C por 24 y 48 horas. Los productos de este proceso fueron
repicadosen cajas de Petri con agares modificados para aislamiento de hongos y bacterias.

La preparacion de los agares modificados al 20% con solucién de suelo se

estandarizo de la siguiente manera:



Para el caso del agar nutritivo la proporcion indicada por la casa comercial Merck®es

La preparacion (Tabla 4) consistio en medir los 800 ml de agua destilada, precalentar

y agregar los 18g de Agar Nutritivo, los 2,4 g de agar — agar para realizarla correccién del

agar, se dejo hervir, se agregaron los 200 ml de solucién extracto de suelo y se esteriliz por

15 minutos a 120°C y 15 libras de presion.

Tabla No. 4. Agar Nutritivo Modificado al 20%

Composicién del medio

Agar Nutritivo (A.N)
é Cantidad
OmMPORENte  TT100%  Modificado 20%

Peptona de carne 58 4g
Extracto de carne 3g 24g

Agar - agar 12 g 12 g

Agua 1000 mL 800 mL

Sol extracto de suelo OmlL 200 mL

Fuente: Elaboracion Propia (2022)

Las modificaciones para hongos al 20% de Agar Papa Dextrosa (Tabla 5) y Agar

Rosa de Bengala (Tabla 6) se prepararon exactamente igual al protocolo anterior, pero

modificando las proporciones de acuerdo a la composicion de cada medio.



Tabla No. 5. Agar Papa Dextrosa Modificado al 20%

Composicion del medio

Agar Papa Dextrosa (PDA)
c i Cantidad
R 100% Modificado 20%
Infusién de papa* 4g 328
D(+) glucosa 20g 16g
Agar-agar 15g 15g
Agua 1000 mL 800 mL
Sol extracto de suelo OmlL 200 mL

Fuente: Elaboracién Propia (2022)

Tabla No. 6. Agar Papa Dextrosa Modificado al 20%

Composicion del medio
Agar Rosa de Bengala (A.R.B)

C . Cantidad
omponente 100% Modificado 20%

Peptona 58 4g
Glucosa 10g 8g
K,HPO, 1g 08g
Dicloran 0,002 g 0,16g
$0,.7H,0 058 04g
Rosa de bengala 0,025g 0,02g
Cloranfenicol 0,1g 0,08g
Agar-agar 15g 15g
Agua 1000 mL 800 mL
Solucién agua-suelo 0OmL 200 mL

Fuente: Elaboracion Propia (2022)

Para la realizacion de las siembras en los agares modificados se realizaron diluciones

seriadas a partir de la solucion madre para realizar la seleccion de las bacterias de interés

(Figura 23), teniendo en cuenta que el género Bacillus es un controlador biol6gico

ampliamente descrito como antagonista de fitopatégenos(Pedraza et al., 2020) y que a su vez

es resistente a altas temperaturas por su capacidad de formar endosporas (Vaca, 2022), se

realiz6 una pre seleccion bacteriana mediante calentamiento a 80°C por 10 minutos en bafio



maria (Garcia- Martinez et al., 2022), en este paso se sembraron 100 pl de las diluciones 103,
10*y 10° por siembra en superficie con asa de Drigralsky de acuerdo a la metodologia
propuesta por Carlina et al., 2021. Cabe aclarar que aunque el proyecto se oriento al
aislamiento de bacterias del suelo, se estandarizaron también protocolos para aislamiento
de potenciales biocontroladores fungicos que pudieran utilizarse en proyectos posteriores
(Figura 24). Las cajas de Agar Nutritivo Modificado sembradas con las diluciones para
aislamiento bacteriano se incubaron a 28°C de 24 a 48 horas sin fotoperiodos (Garcia-
Martinez et al., 2022). Por su parte las diluciones para hongos se sembraron en PDA
Modificado y Rosa Bengala Modificado a 25°C de 48 a 72 horas (Sanchez, 2020).

Figura No. 24. Diluciones seriadas de las muestras de suelo.

| MUESTRA |
DE SUELO

102 104 108
10 g de suelo 90 mL de 9 mL de Solucién 9 mL de Solucién 9 mL de Solucién 9 mL de Solucién
de la muestra Solucién Salina Solucién Salina Solucidn Salina Solucién Salina Solucién Salina
Estéril Estéril Estéril Estéril Estéril

Fuente: Elaboracion Propia (2022)



Figura No. 25. A. Aislamiento de bacterias a partir de soluciones de suelos en
Agar Nutritivo Modificado al 20% B. Aislamiento de hongos a partir de soluciones de

suelos en Agar Rosa de Bengala Modificado al 20%

Fuente: Elaboracion Propia (2022)

Para aislar las cepas de Monilinia spp se seleccion6 la metodologia de Petréczy et al.,
2012 y Vasi¢, 2018 que consiste en identificar frutos en campo con las lesiones
caracteristicas (Figura 25) del hongo causante de la podredumbre morena que consisten en
tipicas lesiones circulares de color pardo, una eflorescencia grisacea constituida por los
ramilletes de conidios (Herbario Virtual, 2022), colectarlos en bolsas plasticas transparentes
de cierre hermético y transportarlas al laboratorio CD 201 de la Universidad de Pamplona.

Alli se sometieron a una desinfeccion superficial con agua destilada estéril y etanol al
70% por un minuto. Posteriormente se cortaron pequefios fragmentos de la lesion (5 mm) y
se pusieron en el centro de una caja de Petri con Agar Papa Dextrosa (PDA) [Sigma, Aldrich]
+ Acido lactico al 25%, posteriormente se incubaron por 4 dias en oscuridad.

Posteriormente, los fragmentos de micelio fueron transferidos a PDA limpio. A
continuacién se realizaron cultivos monosporicos (Rosas et al., 2014), realizando diluciones

seriadas (Figura 26) hasta lograr una concentracion de 1x103 conidios mL-1 contabilizados



con Camara de Neubauer, luego 100 ul de dicha solucion se deposito en agar PDA 'y se
homogenizo con asa de Drigralski incubando a 25 + 1°C por tres dias para luego seleccionar
un conidio individual germinado de cada cepa aislada y transferirlo con asa a una nueva caja
de PDA y asi permitir su crecimiento en incubacion por 7 dias, tiempo en el cual se calcul6 el
crecimiento de cada colonia con la media de dos didmetros trazados en el reverso de las cajas
petri. A los 15 dias de incubacion se determinaron las caracteristicas morfolégicas:
coloracidn de la colonia, forma de los margenes, presencia de estromas, y formacion de
anillos de crecimiento. (Mufioz, Moret & Bech 2008 p. 121).

Figura No. 26. Fruto de Prunus persica con lesion caracteristica de Monilinia sp.

Fuente: Elaboracién Propia (2022)



Figura No. 27. Diluciones seriadas de Monilinia spp.

Fuente: Elaboracion Propia (2022)

Evaluacion de antagonismo in vitro e identificacion de antagonistas

Para la evaluacién de la capacidad antagdnica de los microorganismos nativos
aislados se evaluaron 4 metodologias, la de Igarashi et al., 1997 en Marquez et al 2002,
Gomez y Ortega 1993, Villamil et al., 2012 y Bashan et al., 1996 en Rojas et al., 2017,
enfrentando cada uno de los microorganismos aislados al patdégeno en estudio y
posteriormente determinando el porcentaje de inhibicion del crecimiento miceliar del
patdgeno en placa y el tipo de antagonismo. Se realizaron tres (3) repeticiones de cada
enfrentamiento, junto a los testigos correspondientes, utilizando como control el agroquimico
mas comunmente usado en la region (Optix 28 sc ®) para el control de la podredumbre
morena del durazno. De las 4 metodologias de evaluacidn de antagonismo se selecciond
aquella que presentd menor indice de contaminacién, facil reproducibilidad y evaluacion de
resultados. Las 2 bacterias que presentaron la mejor capacidad antagonica fueron identificadas
hasta la menor categoria taxondmica posible utilizando métodos tradicionales de
identificacién y métodos moleculares (RNA 16s) (Janga et al., 2017).

1. La metodologia de Igarashi et al., 1997 consisti6 en el cultivo masivo de cada



cepa bacteriana en PDA a 3 cm del borde formando un cuadrante en la regidéncentral de la caja
y en el centro se inocul6 con asa recta por puncion el fitopatdgeno e incubando a 28°C por 8
dias.

2. Por su parte la técnica de Gomez y Ortega, 1993 consistio en inocular las
cepas bacterianas en una linea vertical que atravesaba el diametro total de lacajay a un cm
del borde de la caja colocar por puncién el patdégeno e incubando a 28°C por 8 dias.

3. La técnica de Villamil et al., 2012 consistié en poner un disco de PDA cubierto
de micelio del patdgeno con 12 dias de crecimiento y sobre los ejes horizontaly vertical, a 3 cm
del borde de la caja las cepas bacterianas y luego incubar a 28°C por 8 dias.

4. Finalmente, la técnica de Bashan et al., 1996 consistié en sembrar en PDA
100 ul de bacterias ajustada a una concentracion de 108 cel ml-* tomando como referencia el
tubo 0,5 de la escala de McFarland. Dicha cantidad de bacterias se diseminé por el PDA con
asa de Drigralski y se dejé secar por 15 minutos. Posteriormente se colocé en el centro de la
caja un disco de agarde 5 mm con micelio del hongo y se incub6 a 28°C por 8 dias.

Al finalizar los experimentos se calcul6 el porcentaje de inhibicion en cada
tratamiento asi:

%Il = ((DCC-DCP) / DCC) X 100

Donde: %l= Porcentaje de Inhibicion.

DCC= Diametro control.

DCP= Diametro problema



Evaluacion de antagonismo in vivo e identificacion de patdégenos

Los 2 microorganismos que presentaron la mejor capacidad antagonica in vitro se
sometieron a pruebas in vivo (Mohammadi et al., 2017) en cdmara himeda (Figura 27)
infectando en diferentes tiempos (0, 24, 48 y 72 horas) frutos de durazno frescos previamente
desinfectados e inoculados con los biocontroladores, la infeccion se realiz6 con el patégeno
que demostré mayor indice de dafio mediante pruebas de severidad (Corrales et al., 2012;
Bafios et al., 2004). Paralelamente estos patdgenos fueron identificados hasta la mayor
categoria taxonémica posible utilizando métodos tradicionales de identificacion molecular

mediante ITS.

Figura No. 28. A-B. Inoculacion de Monilinia sp. en frutos de durazno. C.

Inoculacion de bacterias antagonistas (cepas 6 y 9) en frutos de durazno.

Fuente: Elaboracion Propia (2022)



Extraccion de ADN de Monilinia sp.

Las extracciones se realizaron a partir de 150 mg de micelio de una placa de 7 diasde
crecimiento de cultivos monosporicos. La extraccion consistio en una maceraciondel material e
incubacioén en buffer de lisis (200mM Tris HCL, pH 7,5; 250mM NaCl;25mM EDTA;
0,5%SDS) a 65°C por 30 min. Posterior a la incubacion se centrifugdpor 10 min a 10000 rpm.
Para la precipitacion del ADN se utilizé isopropanol a -20°Cpor 30 min y nuevamente
centrifugacion a 10000rpm por 5 min. EI ADN se resuspendid en 50ml de buffer TE (10mM
TRIS, ImM EDTA, pH8). Para comprobarla presencia de ADN, las muestras fueron corridas
en gel de agarosa 1%, con 0,3mgde bromuro de etidio/ml. Para ajustar la cantidad de ADN a
usar en PCR, el ADN secuantificé en espectrofotometro a 260nm (DO= 1 equivale
aproximadamente a 50mg de ADN doble hélice). (Malvarez, Rodriguez, Aguilar, Silvera, y
Mondino. 2001p.50).

Amplificacion para determinacion de especies de Monilinia spp.

Para determinar la especie responsable de la infeccion (méas patogénica) se realizé una
amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) especie especifica de las
regiones ITS1 e ITS2 (Internal Transcribed Spacer), segun el protocolo de loos & Frey,

2000.

Extraccion de ADN de bacterias

La extraccion de ADN total se realizo de acuerdo al método modificado reportado por
Rosso & Delécluse,1997 y Saldivia & Tisnao, 2021.

Para ello, se obtuvo un cultivo bacteriano de 2 mL en medio Luria-Bertani ® a 28

°C, se centrifug6 a 8 000 rpm por 5 min, se elimino el sobrenadante y se re suspendid

en 500 pL de buffer (1.0 M TrisHCI, 0.1 M EDTA y 0.15 M NaCl, pH 8). Nuevamente se



centrifugd a 8 000 rpm por 5 min, se re suspendidé en 300 pL de buffer conteniendo 40 mg
mL de lisozima y se incubd a 37 °C durante 1 h.Posteriormente se le adicionaron 20 puL de
SDS al 10%, se homogeniz6 suavementey se incub6 a 70 °C por 20 min.

Se adicionaron 5 pL de RNAsa (10 mg mL), 10 pL de proteinasa K (10 mg mL) y se
incub6 a 60 °C por hora y media. Se adicionaron 50 pL de NaCl 5M y se incubd en hielo
agitandolo. Se centrifugd a 13000 rpm por 20 min, se recupero el sobrenadante, se precipito
con el mismo volumen de isopropanol frio y se incubé a

-70 °C durante 30 min. Posteriormente se centrifugd a 13000 rpm por 20 min y se
elimino el sobrenadante, se lavo el pellet con 200 L de etanol al 70% y se dej6 secar a
temperatura ambiente, el ADN se resuspendi6 en 20 pL de agua destilada estéril y se
conservo a -20 °C (Ramirez et al., 2018).

Amplificacion para determinacion de especies de bacterias

Para la identificacion molecular de los aislamientos bacterianos se utilizaron los
cebadores universales 616V:5- AGAGTT TGATYMTGG CTC AG -3" y 699R: 5" -GGG
TYKCGC TCG TTR -3, para el extremo 5’ del gen, y los cebadores P609D: 5° -
GGMTTAGATACCCBDGTA -3°, P1525R: 5° - WAGGAGGTRATCCADCC -3°,

para el extremo 3’ y BacF (5"-GGGAAACCGGGGCTAATACCGGAT-3Y);
especificopara Bacillus y los taxones relacionados) y R1378 (5°-
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3), el cebador reverso universal bacteriano16S
(Garbea et al., 2003).

La secuenciacion de los fragmentos de PCR se llevo a cabo utilizando los mismos
cebadores de la PCR a una concentracion de 5 nM.

El analisis de la secuencia del gen 16S rRNA se realiz6 utilizando EzTaxon (Kim et



al., 2012) y BLAST (Altschul et al., 1997). El resultado obtenido se present6evaluando el
porcentaje de semejanza y el nimero de acceso de la secuencia de lacepa tipo de la especie
que presenta el mayor grado de identidad.

Analisis de bacterias mediante espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier

Las cepas bacterianas que demostraron mayor potencial antagonico (2 en total) fueron

liofilizadas y posteriormente tratadas mediante espectroscopia Infrarroja por Transformada
de Fourier para evidenciar regiones caracteristicas de microorganismos antagonistas. Para tal
fin se utilizaron aproximadamente 5mg (5x106 UFC) de cada cepa liofilizada. Para cada cepa
se tomo el espectro FTIR- ATR comprendida entre 400 y 4.000 cm-1. Todas las medidas
fueron precedidas por la toma del espectro de referencia como medida de calibracion. Se
tomo en cuenta que cada muestra tuviera la misma profundidad de penetracion, el ATR se
calibro y normalizé previamente, para obtener el espectro de referencia (Rebuffo et al, 2007).
Los interferogramas obtenidos para cada especie, se analizaron segun varias referencias
espectrales (Meena, 2020). De acuerdo a las frecuencias obtenidas en las muestras
analizadas, se uso el programa Origin Pro 8.5.0 para calcular la primera derivada de los
espectros procesados para asi aumentar la resolucion de las bandas (Cuellar et al., 2011).

Analisis estadistico

Con el objetivo de seleccionarlos microorganismos nativos mas eficientes en el
control de Monilinia sp. tanto in vitro como in vivo y determinar si existen diferencias en las
metodologias de antagonismo evaluadas, se aplico la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis,
utilizando el software IBM® SPSS ® Statistics (Version

20 para Windows).



Consideraciones Eticas del Proyecto

El proyecto requirio permiso de colecta de ejemplares de la diversidad biologica con
fines no comerciales, no se requirio consulta previa a comunidades indigenas o
afrodescendientes ni contrato de acceso a recursos genéticos.

El presente proyecto no caus6 impactos ambientales o sociales negativos. Se dio una
adecuada disposicidn final a los residuos generados producto de los ensayos de laboratorio de
acuerdo al Programa de Gestion Integral de los Residuos Hospitalarios y Similares
(PGIRHS) de la Universidad de Pamplona (Acuerdo 003 de 2015). Los impactos fueron
positivos en materia de conocimiento de la diversidadgenética de Monilinia spp. y aislamiento
e identificacion de bacterias antagonistas de patégenos en beneficio de la comunidad

cientifica, los productores de durazno yla competitividad de la region.



RESULTADOS
Obijetivo Especifico 1:

Aislamiento de cepas de suelos con potencial biocontrolador:

Los protocolos estandarizados anteriormente descritos permitieron aislar 23 (Figura 28)
cepas pertenecientes al género Bacillus spp de las cuales 9 corresponden al municipio de
Chitaga, 8 a Pamplonita y 6 a Cacota.

Figura No. 29. Aislamientos de bacterias de suelos correspondientes a Cacota,

Pamplonita y Chitagé.

Fuente: Elaboracion Propia (2022)



Tabla No. 7. Descripcion morfolégica de las colonias bacterianas aisladas.

Cepal
Cepa?2
Cepa3
Cepa 4
Cepabs
Cepa 6
Cepa?7
Cepas8
Cepa9
Cepa 10
Cepall
Cepa 12
Cepa 13
Cepa 14
Cepa 15
Cepa 16
Cepa 17
Cepa 18
Cepa 19
Cepa 20
Cepa?l
Cepa 22
Cepa 23

MORFOLOGIA DE LAS COLONIAS

Elevacién

Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Umblicada
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Convexa

Bordes

Ondulados
Ondulados
Ondulados
Filamentosos
Lobulados
Lobulados
Ondulados
Ondulados
Lobulados
Rizoides
Lobulados
Redondeados
Redondeados
Redondeados
Lobulados
Lobulados
Lobulados
Redondeados
Lobulados
Lobulados
Lobulados
Lobulados
Lobulados

Fuente: Elaboracién Propia (2022)

Figura No. 30. Bacilos Gram positivos endosporados

Forma

Irregular
Irregular
Irregular
Filamentosa
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular

Superficie
Lisa
Lisa
Lisa
Rugosa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Plegada
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa

Tamafio

Mediana
Grande
Grande
Mediana
Mediana
Mediana
Grande
Grande
Pequefia
Mediana
Mediana
Mediana
Mediana
Puntiforme
Pequefa
Mediana
Mediana
Grande
Mediana
Grande
Mediana
Mediana
Grande

Reflexién luz

Brillante
Brillante
Brillante
Mate

Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Mate

Brillante
Brillante
Mate

Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Mate

Fuente: Elaboracion Propia (2022)

Color
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige
Beige

Consistencia

Blanda
Blanda
Blanda
Dura
Blanda
Mucoide
Blanda
Blanda
Mucoide
Mucoide
Blanda
Blanda
Blanda
Blanda
Blanda
Blanda
Blanda
Blanda
Blanda
Blanda
Blanda
Mucoide
Blanda



Figura No. 31. Pruebas bioquimicas de las cepas aisladas (A. Hemolisis de sangre. B.
Hidrolisis de almidon. C. Prueba de reduccién de Nitratos. D. Prueba de oxidacion-

fermentacién Xilosa. E. Prueba de oxidacién-fermentacion Ribosa.

Fuente: Elaboracion Propia (2022)



Figura No. 32 . Pruebas API de las 9 cepas de bacterias pre seleccionadas en el

estudio.

Fuente: Elaboracion Propia (2022)

La caracterizacion (Tabla 8) de las cepas realizada macroscépica, microscopica y
bioquimicamente permitié seleccionar (9 cepas) aquellos microorganismos con caracteristicas
que la literatura referencia como presentes en la mayor parte de los antagonistas de
fitopatdgenos, tal es el caso de las bacterias con forma de bacilos, gram positivos y con presencia
de endospora (Figura 27) y la capacidad de algunos para hemolizar la sangre, realizar hidrélisis
de la albimina y del almiddn, la reduccion de nitratos y la oxidacién-fermentacion de azdcares,
entre otros (Figura 32).

Todo lo anterior fue apoyado por pruebas bioquimicas rapidas para identificacion de
bacilos API 20E que si bien son baterias disefiadas para enterobacterias (APIWEB™, 2022),
algunas de las pruebas son Utiles para caracterizacion bioguimica de las muestras en cuestion.

Las 9 cepas mostraron las siguientes caracteristicas:



Tabla No. 8. Resultados de pruebas bioquimicas de las cepas bacterianas aisladas.

Cepal Cepa2 Cepa3 Cepad4 Cepa5 Cepab Cepa7 Cepa8 Cepa?9
ONPG = = . = = = = = .
ADH + - + - - - + - -
LDC - - - - - - - - -
oDC - - - - - - - - -
CIT - - + - - - - - -
H2S - - - - - - - - -
URE - - - - - - - - -
TDA - - - - - - - -
IND - - -
VP
GEL
Nitratos
Yema

Egg
Sangre

Almidén | -
Rib
Fruc
Xil
Ram
Ara - - - - - - - - -

Gal - o- . - - - - - -
F+

Man - - - - - - - - -

+
'
'
+
+

+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
o4
N
+ + +

+ + +
+ + +

+
+ +
+ +
'+
'+
'+
'+
'+
ro+

'+ 4+
1
1
1
1
1
1

Fuente: Elaboracion Propia (2022)

Aislamiento de cepas de Monilinia spp de frutos de duraznos contaminados:
La metodologia estandarizada permitio aislar 14 cepas (Tabla 9) pertenecientes a los 3

municipios, 2 de Cécota, 5 de Chitaga y 7 de Pamplonita (Figura 32).



Figura No. 33 . Aislamientos de Monilinia spp. pertenecientes a Cacota, Chitagé

yPamplonita.

Fuente: Elaboracion Propia (2022)

Tabla No. 9. Aislamientos de Monilinia spp en cada uno de los 3 municipios con su

respectiva codificacion.

PAMPLONITA # CHITAGA # CACOTA

1 PCPal 1 C20 1 17B
2 PCPa2 2 4Pa 2 5P
3 PCPri1 3 5Pa

4 PCPr2 4 5pf

5 PZUrl 5 5pe

6 PzZUr6

7 PZUr7

Fuente: Elaboracion Propia (2022)

Dichos aislamientos se conservaron mediante diferentes métodos para los procedimientos
posteriores que incluyen las pruebas de antagonismo in vitro e in vivo y la posterior
caracterizacion morfoldgica y molecular. Uno de los métodos inicialmente probados fue el de
repique sucesivo, pero este demostro ser ineficiente en varios aspectos dentro de los que se
incluye la pérdida de patogenicidad, de virulencia, de capacidad de esporular, el cambio de
morfologia y los altos costos (Gutiérrez et al., 2017). Posteriormente se utiliz6 el método de
cultivo en tubo en “pico de flauta” con PDA (Figura 33 A) que consiste en poner indculo en

tubos con PDA con asa recta e incubar por 4 dias a 25 °C para posteriormente guardar en nevera.



Adicionalmente se utiliz6 un tercer método que consiste en preservar los cultivos en
papel filtro (Figura 33 B), para ello se usan tiras cortas de papel filtro Whatman N. 4 de 0,5 cm x
0,5 cm previamente esterilizadas en autoclave por 20 min a 120°C y secadas posteriormente en
horno, luego se ponen sobre el PDA recién inoculado y se espera que se dé el crecimiento, se
sacan con pinzas aquellas que ya estén colonizadas de micelio, se ponen a secar en cajas de Petri
estériles en incubadora y se introducen en sobres de papel aluminio estéril y luego en sobres de
papel sulfurizado (10 x 10 cm) y se guardan en cajones estériles a 4°C (Tibaduiza Castafieda et
al., 2021).

Figura No. 34 . A. Cultivo de Monilinia spp. en tubo “pico de flauta”. B.

Cultivo de Monilinia spp. en papel filtro.

Fuente: Elaboracion Propia (2022)

Para preservar la virulencia y patogenicidad de las cepas se realizaroninoculaciones

de éstas en duraznos maduros previamente desinfectados con hipoclorito al 1% por 1



minuto, enjuague con agua destilada estéril, inmersién en etanol al 70% por 1 minuto y
triple lavado con agua destilada estéril, estos se incubaron por 7 dias con intervalos 12/12
horas de luz oscuridad en cAmara himeda(Estrada-Vélez et al., 1999) y se volvieron a aislar
de las lesiones causadas (Figura 34) para posteriormente repetir los métodos de
conservacion anteriormente descritos.

Figura No. 35 . Infeccion de duraznos con Monilinia spp. previamente aislado y en

cultivomonosporico.

Fuente: Elaboracién Propia (2022)

Nota: Durante el aislamiento producto de la emergencia econdémica, social y ecologica
decretada por la pandemia de COVID 19 se contaminaron la totalidad de las cepas de Monilinia
spp por lo cual tuvieron que someterse a varias limpiezas y finalmente la mayor parte de ellas se
perdieron (65%) y solamente lograron recuperarse 5 (35%) de ellas (PZUr1, PCPr2, C20, PCPrl1
y 5Pa).

Las pruebas de severidad en frutos evidenciaron los siguientes resultados:

PCPr2=5.1cm / PCPr1=4,7cm/5Pa=3,1cm / C20=1,1cm / PZUr1=0,6cm

El porcentaje de severidad es el siguiente:



%S= ((DM*100)/DC) donde DM: Didmetro medido y DC: Didmetro control
que equivale a 6 cm como diametro promedio de los frutos de durazno Extra — A
(Gutierrez-Acosta et al, 2008).

PCPI2%S=
(5,1*100)/6)= 85%
PCPr1%S=

((4,7*100)/6)=78,3%5Pa%S=
((3,1*100)/6)=51,6%
C20%S= ((1,1*100)/6)=18,3%
PZUr1%S=
((0,6%100)/6)=10%



Objetivo Especifico 2:

Los enfrentamientos realizados in vitro obedecieron a 4 metodologias pre seleccionadas

de las cuales se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla No. 10. Resultados de enfrentamientos duales cepa de Monilinia sp. PCPr2

mediante la metodologia de Igarashi et al., 1997 (Crecimiento del hongo mm)

Técnica A

Cepa 1A=53
Cepa 1B=55
Cepa 1C=63

Cepa 2A=0
Cepa 2B=0
Cepa 2C=0

Cepa 3A=90
Cepa 3B= 65
Cepa 3C=55

Fuente: Elaboracién Propia. (2022)

Tabla No. 11. Resultados de enfrentamientos duales cepa de Monilinia sp. PCPr2

Cepa 4A= 25
Cepa 4B= 25
Cepa 4C=27

Cepa 5A=0
Cepa 5B=0
Cepa 5C=0

Cepa 6A=0
Cepa 6B=0
Cepa 6C=0

Cepa 7TA=72
Cepa 7B=90
Cepa 7C=75

Cepa 8A=90
Cepa 8B= 55
Cepa 8C= 85

Cepa 9A=0
Cepa 9B=0
Cepa9C=0

mediante la metodologia de Gomez y Ortega, 1993 (Crecimiento del hongo mm)

Técnica B

Cepa 1A=21,5

Cepa 1B= 20
Cepa 1C=45

Cepa 2A= 22,5

Cepa 2B= 30
Cepa 2C=35

Cepa 3A=45
Cepa 3B= 45
Cepa 3C=45

Fuente: Elaboracion Propia. (2022)

Cepa 4A= 35
Cepa 4B= 30
Cepa 4C=40

Cepa 5A= 30
Cepa 5B= 28,5
Cepa 5C=25

Cepa 6A= 30
Cepa 6B= 25
Cepa 6C=0

Cepa 7A= 45
Cepa 7B= 45
Cepa 7C=45

Cepa 8A=45
Cepa 8B= 45
Cepa 8C=25

Cepa 9A=0
Cepa 9B=0
Cepa9C=0



Tabla No. 12. Resultados de enfrentamientos duales cepa de Monilinia sp. PCPr2

mediante la metodologia de Villamil et al., 2012 (Crecimiento del hongo mm).

TécnicaC Cepa 1A= 45 Cepa 4A= 05 Cepa 7A= 47
Cepa 1B=58 Cepa 4B= 33 Cepa 7B=50
Cepa 1C=82 Cepa 4C= 30 Cepa 7C=45
Cepa 2A= 30 Cepa 5A=15 Cepa 8A=55
Cepa 2B= 23 Cepa 5B=10 Cepa 8B= 35
Cepa 2C=15 Cepa 5C=0 Cepa 8C=23
Cepa 3A=55 Cepa 6A=0 Cepa 9A=0
Cepa 3B=85 Cepa 6B=0 Cepa 9B=0
Cepa 3C=42 Cepa 6C=0 Cepa9C=0

Fuente: Elaboracion Propia. (2022)

Tabla No. 13. Resultados de enfrentamientos duales cepa de Monilinia sp. PCPr2

Técnica D

Cepa 1A= 45
Cepa 1B= 60
Cepa 1C=40

Cepa 2A=15
Cepa 2B= 15
Cepa 2C=10

Cepa 3A=40
Cepa 3B=48
Cepa 3C=60

Fuente: Elaboracion Propia. (2022)

Cepa 4A= 20
Cepa 4B= 45
Cepa 4C=50

Cepa5A=0
Cepa 5B=0
Cepa5C=0

Cepa 6A=0
Cepa 6B=0
Cepa 6C=0

mediante la metodologia de Bashan et al., 1996 (Crecimiento del hongo mm).

Cepa 7A=55
Cepa 7B= 38
Cepa 7C=45

Cepa 8A= 25
Cepa 8B=15
Cepa 8C=15

Cepa9A=0
Cepa 9B=0
Cepa9C=0




Fue evidente a simple vista la capacidad de control de algunas cepas como la 9 y la pobre
capacidad de antagonismo de otras como la 3 (Figura 35).

El porcentaje de inhibicién de cada cepa fue:

Cepa 1: %l = ((38,2mm-48,9mm) / 38,2mm) X 100=-28%
Cepa 2: %l = ((38,2mm-16,2mm) / 38,2mm) X 100=57,5%
Cepa 3:%I = ((38,2mm-56,2mm) / 38,2mm) X 100=-47,1%
Cepa 4: %l = ((38,2mm-41,9mm) / 38,2mm) X 100=-9,6%
Cepa 5:%I = ((38,2mm-8,2mm) / 38,2mm) X 100= 78,5%
Cepa 6:%I = ((38,2mm-4,5mm) / 38,2mm) X 100= 88.2%
Cepa 7: %l = ((38,2mm-54,3mm) / 38,2mm) X 100=-42,1%
Cepa 8: %l = ((38,2mm-44,4mm) / 38,2mm) X 100= -16,23%

Cepa 9: %l = ((38,2mm-0mm) / 38,2mm) X 100= 100%



Figura No. 36 . Metodologia de lIgarashi et al., 1997 (1.Cepa 9. 2. Cepa 3.). B.
Metodologia de Gomez & Ortega, 1993 (1.Cepa 9. 2. Cepa 3.). C. Metodologia de
Villamil et al., 2012 (1.Cepa 9. 2. Cepa 3.). D. Metodologia de Bashan et al., 1996

(1.Cepa 9. 2. Cepa 3.).

Fuente: Autores (2022)

En un primer analisis estadistico para evaluar si existen diferencias significativasentre
el crecimiento de la cepa de Monilinia sp. PCPr2 versus cada una de las 9 cepas de Bacillus
en cada uno de los 4 protocolos de enfrentamiento puestos a prueba se encontro lo siguiente:

La prueba de contraste de Levene sobre la homogeneidad de varianzas y las de
normalidad de la distribucion del crecimiento de la cepa de Monilinia sp. PCPr2 respecto a cada
protocolo y respecto a las 9 cepas (Figura 34) arrojé diferencias significativas entre las varianzas

(p<0,05) para la primera y segunda prueba en todos los casos y en 5 de los 9 de la tercera prueba



en Shapiro-Wilk (C) lo que indicaque al tratarse de datos heterocedasticos y que no presentan una
distribucion normal, deben ser analizados mediante pruebas no paramétricas (Tabla 14).

Tabla No. 14. A. Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas. B.
Pruebas de normalidad del crecimiento de la cepa de Monilinia sp PCPr2 en cada
protocolo de enfrentamiento. C. Pruebas de normalidad del crecimiento de la cepa de

Monilinia sp PCPr2 con cada cepa de Bacillus spp.

A. Variable dependiente: CRECIMIENTO

F gl1 gl2 Sig.
5,007 35 72 ,000
B. Pruebas de normalidad
proTocoLo | Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Estadistico | gl Sig. Estadistico | gl Sig.
1 277 27 ,000 ,811 27 ,000
2 174 27 ,034 ,841 27 ,001
CRECIMIENTO
3 ,162 27 ,067 ,901 27 ,014
4 ,193 27 ,011 ,859 27 ,002

a.  Correccion de la significacion de Lilliefors



C. Pruebas de normalidad®

CEPA | Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Estadistico | gl Sig. Estadistico | gl Sig.
1 ,159 12 ,200” ,949 12 ,622
2 ,158 12 ,200" ,918 12 274
3 ,197 12 ,200" ,837 12 ,025
CRECIMIENT 4 ,157 12 ,200" ,967 12 ,882
o 5 /409 12 ,000 665 12 ,000
6 ,498 12 ,000 ,481 12 ,000
7 274 12 ,013 ,789 12 ,007
8 77 12 ,200” ,893 12 ,128

*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de la significacion de Lilliefors
c. CRECIMIENTO es una constante cuando CEPA =9 y se ha desestimado.

Fuente: Autores (2022)

Figura No. 37 Grafico de distribucion de los valores de crecimiento (medias) de la

cepade Monilinia sp. PCPr2 ante la exposicion con cada una de las 9 cepas de Bacillus
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Fuente: Autores (2022)



La prueba no paramétrica realizada fue Kruskal — Wallis (KW) de muestras
independientes la cual evidencid que la distribucion del crecimiento no presenta diferencias
significativas (Figura 35) respecto a cada uno de los 4 protocolos utilizados para las pruebas de
antagonismo in vitro (p>0.05).

Figura No. 38. Prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes (medianas) para

la distribucion del crecimiento de la cepa en cada uno de los 4 protocolos evaluados.
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Fuente: Autores (2022)

Por su parte la prueba KW de muestras independientes evidencio que la distribucion
del crecimiento de la cepa de Monilinia sp. PCPr2 presenta diferencias significativas(Figura
36) con la exposicion a cada cepa de Bacillus spp. durante las pruebas de antagonismo in

vitro (p<0,05).



Figura No. 39. Prueba Kruskal-Wallis (KW) de muestras independientes
(medianas) para la distribucion del crecimiento de la cepa de Monilinia sp. PCPr2 ante la

exposicion con cada una de las 9 cepas de Bacillus spp.
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Fuente: Autores (2022)

Las comparaciones por parejas permitieron establecer que existe un grupo formado por
las cepas 9, 6, 5y 2 quienes entre si no muestran diferencias significativas en el crecimiento de la
cepa de Monilinia sp. PCPr2 (Figura 37). De ellas las cepas 6 y 9 son las que mostraron mayor
potencial inhibitorio del crecimiento fingico (menor crecimiento del patdgeno) por lo que fueron

seleccionadas para los ensayos in vivo.



Figura No. 40. Comparacion por parejas en la prueba Kruskal-Wallis (KW) de

muestrasindependientes (medianas) para la distribucién del crecimiento de la cepa de

Monilinia sp. PCPr2 ante la exposicion con cada una de las 9 cepas de Bacillus spp.
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Los ensayos in vivo se realizaron evaluando las cepas 6 y 9 las cuales demostraron el
mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento del patégeno PCPr2 in vitro. Los ensayos se
realizaron inoculando el patégeno al tiempo con los potenciales antagonistas, a las 24 de horas de
haber sido tratados con las cepas, a las 48 'y 72 horas (Tabla 15).

Tabla No. 15. Crecimiento (cm) del patégeno PCPr2_en frutos de durazno

embebidos con las cepas de Bacillus sp. 6 y 9 en 4 diferentes tiempos.

COMBINACION TIEMPO  CRECIMIENTO

PCPr2 + Cepa 6 0 horas 3,3 6 6
PCPr2 + Cepa 6 24 horas 0 5,3 1,4
PCPr2 + Cepa 6 48 horas 1,7 0 2,5
PCPr2 + Cepa 6 72 horas 2,6 2 0,6
PCPr2 + Cepa 9 0 horas 0 0 0
PCPr2 + Cepa 9 24 horas 0 1,8 0
PCPr2 + Cepa 9 48 horas 0 0 0,5
PCPr2 + Cepa 9 72 horas 0 0,7 0

Fuente: Autores (2022)

Los andlisis estadisticos para evaluar si existen diferencias significativas entre el
crecimiento de la cepa de Monilinia sp. PCPr2 en frutos de durazno cubiertos con las 2 cepas de
Bacillus en 4 diferentes tiempos permitieron establecer: La prueba de contraste de Levene sobre
la homogeneidad de varianzas y las de normalidad de la distribucion del crecimiento de la cepa
de Monilinia sp. PCPr2 en frutos de durazno cubiertos con las 2 cepas de Bacillus en 4 diferentes
tiempos arrojo diferencias significativas entre las varianzas (p<0,05) para la primera prueba (A)
y para la segunda prueba 1 de los 2 casos (B). En la tercera prueba 2 de los 4 mediante Shapiro-
Wilk (C), lo que indica que al tratarse de datos heterocedasticos y que no presentan una

distribucion normal, deben ser analizados mediante pruebas no paramétricas (Tabla 16).



Tabla No. 16. A. Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas. B.

Pruebas de normalidad del crecimiento de la cepa de Monilinia sp. PCPr2 en frutos de

durazno expuestos a las cepas 6 y 9. C. Pruebas de normalidad del crecimiento dela cepa de

Monilinia sp. PCPr2 en frutos de durazno expuestos a las cepas6y 9alas 0, 24, 48y 72

*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Fuente: Autores (2022)

horas.
A. Variable dependiente: CRECIMIENTO
F gl1 gl2 Sig.
4,556 7 16 ,006
B. Pruebas de normalidad
TRATAMIENTO Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
CRECIMIENT 1,00 ,170 12 ,200” ,901 12 ,165
o] 2,00 ,428 12 ,000 ,552 12 ,000
*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors
C. Pruebas de normalidad
TIEMPO Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
1,00 ,305 6 ,084 776 6 ,035
CRECIMIENT 2,00 ,260 6 ,200" 167 6 ,029
0} 3,00 271 6 ,191 , 7194 6 ,052
4,00 ,270 6 ,194 ,865 6 ,208




La prueba no paramétrica realizada fue Kruskal — Wallis (KW) de muestras
independientes la cual evidencio que el crecimiento no presenta diferencias significativas (Figura
40) respecto a cada uno de los 4 tiempos de las pruebas de antagonismo in vivo (p>0,05).

Figura No. 41. Prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes (medianas) para

el crecimiento de la cepa de Monilinia sp. PCPr2 en cada uno de los 4 tiempos evaluados.
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Por su parte la prueba KW de muestras independientes evidencio que la distribucion
del crecimiento de la cepa de Monilinia sp. PCPr2 presenta diferencias significativas(Figura
41) con la exposicion a cada cepa de Bacillus spp. durante las pruebas de antagonismo in
vivo (p<0,05).
Figura No. 42 Prueba Kruskal-Wallis (KW) de muestras independientes (medianas)
para la distribucion del crecimiento de la cepa de Monilinia sp. PCPr2 ante la exposicion a

cada una de las 2 cepas de Bacillus spp.
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Se evidencia entonces que el tratamiento 2 (cepa 9) inhibe casi en su totalidad el
crecimiento del patégeno en los 4 tiempos y que éstos a su vez no determinan significativamente
la efectividad de las dos bacterias antagonistas evaluadas (Figura 40 B). Por su parte el
tratamiento 1 (cepa 6) permite, en un grado mayor, aunque bastante bajo, el crecimiento del
patdgeno (Figura 42 A).

Figura No. 43 Pruebas de antagonismo in vivo A-1-2-3. Frutos de durazno cubiertos
dela cepa 6 de Bacillus sp. e inoculadas con el patdgeno Monilinia sp. PCPr2 a las 72horas
de aplicado el biocontrolador. B-1-2-3. Frutos de durazno cubiertos de la cepa9 de Bacillus

sp. e inoculadas con el patogeno Monilinia sp. PCPr2 a las 48 horas de aplicado el

biocontrolador.

Fuente: Autores (2022)

Lo anterior permitié seleccionar la cepa PCPr2 para realizar las pruebas de
antagonismo.



Objetivo Especifico 3:

Teniendo en cuenta que en las pruebas in vitro e in vivo las cepas 6 y 9 de fueron las de
mayor potencial antagonico se procedio a realizar su caracterizacion morfoldgica, bioquimica,
microscopica, mediante FTIR-ATR y molecular.

Figura No. 44 Cepas 6 y 9 cultivadas en Agar Nutritivo.

Fuente: Autores (2022)

La cepa 6 corresponde morfol6gicamente a colonias medianas de bacilos endosporados
aerobicos. Se trata de colonias planas, de bordes lobulados, con forma irregular, de superficie
lisa, brillante y himeda y de consistencia mucoide.

Por su parte la cepa 9 corresponde a colonias pequerfias de bacilos endosporados
aerobicos. Se trata de colonias planas, de bordes lobulados, con forma irregular, desuperficie lisa,
brillante y himeda y de consistencia mucoide.

En el aspecto bioquimico la cepa 6 en la prueba ONPG B-galactosidasa (orto- nitrofenil-
BDgalactoprianosidasa) muestra que no es fermentadora de la lactosa, enADH Arginina-
dihidrolasa evidencia que no tiene la capacidad de realizar catalisis de L-arginina, en cuanto a
LDC Lisina Decarboxilasa muestra que la cepa 6 no posee enzimas descarboxilasas para la

Lisina, ODC Ornitina Decarboxilasa la cepano posee enzimas descarboxilasas para la Ornitina,



CIT la bacteria no utiliza el Citrato, H2S no produce HzS, URE Ureasa no posee capacidad para
hidrolizar la urea, TDA Triptofano DesAminasa la cepa no posee enzimas para catalizar la
liberacién del resto amina primaria del triptéfano, IND la bacteria no produce Indol, VP la cepa
produce acetoina, GEL Gelatinasa la cepa 6 hidroliza la gelatina, la bacteria posee la capacidad
de reducir nitratos, Yema de Huevo la bacteria no posee la enzima lecitinasa, Sangre la cepa 6
produce hemolisinas, Almiddn la bacteria no hidroliza el almiddn, la cepa 6 ni oxida ni fermenta
los azUcares ribosa, fructosa, xilosa, ramnosa, arabinosa, galactosa, manitol.

Por su parte la cepa 9 en la prueba ONPG B-galactosidasa (orto-nitrofenil-
BDgalactoprianosidasa) muestra que no es fermentadora de la lactosa, en ADH Arginina-
dihidrolasa evidencia que no tiene la capacidad de realizar catalisis de L- arginina, en cuanto a
LDC Lisina Decarboxilasa muestra que la cepa 9 no posee enzimas descarboxilasas para la
Lisina, ODC Ornitina Decarboxilasa la cepa no posee enzimas descarboxilasas para la Ornitina,
CIT la bacteria no utiliza el Citrato,H2S no produce H2S, URE Ureasa no posee capacidad para
hidrolizar la urea, TDATriptofano DesAminasa la cepa no posee enzimas para catalizar la
liberacion del resto amina primaria del triptéfano, IND la bacteria no produce Indol, VP la cepa
produce acetoina, GEL Gelatinasa la cepa 9 hidroliza la gelatina, la bacteria posee la capacidad
de reducir nitratos, Yema de Huevo la bacteria no posee la enzima lecitinasa, Sangre la cepa 9
produce hemolisinas, Almidon la bacteria no hidroliza el almidon, la cepa 9 ni oxida ni fermenta
los azUcares ribosa, fructosa, xilosa, ramnosa, arabinosa, galactosa, manitol.

Tanto la cepa 6 como la 9 no sintetizan catalasa para hidrolizar el perdxido de hidrégeno

(Figura 44).



Figura No. 45 Prueba de catalasa cepas 6 y 9. Staphylococcus aureus y

Escherichia coli controles positivos.

Fuente: Autores (2022)

Las cepas 6 y 9 son bacilos Gram positivos endosporados de 3,8 um de largo por 1um de
ancho y 3,1 um de largo por 0,8 um de ancho respectivamente y endosporasde 2 um de largo por

1 um de ancho para ambas cepas (Figura 45).



Figura No. 46 Celulas vegetativas y esporas de la cepa 6 (A) y 9 (B) y tincion de

esporas con Verde de Malaquita (C).

Fuente: Autores (2022)

Las cepas 6 y 9 fueron liofilizadas para realizar las pruebas de FTIR-ATR (Figura 44).
Las cepas 196A y 199A fueron incubadas por 22 dias y depositadas en agua destilada estéril
previa liofilizacion. Las cepas 196S y 199S fueron incubadas por 22 dias y tratadas en seco previa
liofilizacion. Las cepas 316A y 319A fueron incubadaspor 10 dias y depositadas en agua destilada

estéril previa liofilizacion.



Figura No. 47 Cepas 6 y 9 liofilizadas.

Fuente: Autores (2022)

El procesamiento de los datos obtenidos permitio generar una serie de espectros de

absorbancia infrarroja (IR) caracteristicos del género Bacillus (Figura 47).



Figura No. 48. Espectro FTIR de las cepas 6 y 9 aisladas de suelos de cultivos de

durazno.
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Fuente: Autores (2022)

De igual forma se realiz6 el espectro para detectar la presencia del acido dipicolinico
(Hindle & Hall. 1999), compuesto quimico presente en las endosporas, caracteristicas del género

Bacillus y que le confiere resistencia al calor (Figura 48).



Figura No. 49. Espectro FTIR del acido dipicolinico encontrado en las cepas 6 y 9

ycaracteristico del género Bacillus spp
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Fuente: Autores (2022)

De igual forma se evalud la presencia de iturina A, un metabolito secundario del tipo



lipopéptido ciclico no ribosomal de las bacterias con actividad antifingica (Calvo et al., 2019),
principal responsable de la actividad antibiotica del género Bacillus sobre fitopatdgenos fungicos
como Monilinia spp. (Figura 49).

Figura No. 50. Espectro FTIR de la Iturina A en las cepas 6 y 9 aisladas de suelos de

cultivos de durazno durazno.
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Fuente: Autores (2022)

Por su parte se procedio a caracterizar molecularmente las cepas 6 y 9 encontrandose lo



siguiente:

El clasificador de RDP (Ribosomal Data Project) determind que se trata de secuencias de
un microorganismo perteneciente al género Bacillus, sin embargo, el poder de resolucion de este
clasificador no permite asignar una especie (Figura 50). Solo se muestra una figura ya que son
iguales.

Figura No. 51. Resultado de la comparacion de la secuencia problema contra la base

de datos RDP.

Classifier :: Hierarchy View

Classifier:  RDP Naive Bayesian rRNA Classifier Version 2.11, September 2015
Taxonomical Hierarchy: RDP 16S rRNA training setNo 18 07/2020
Query File: classifier_seq_upload5510698043846039472.FASTA
Query Submit Date:

Display depth: Confidence threshold: CopyNumber Adjusted: Refresh |
domain % Library
Bacteria 100.0

Hierarchy View (click a node to make it the root -- only show sequences assigned to that node with confidence above the threshold):

rootrank Root (1 sequences) [show assignment detail for Root only ] download entire hierarchy as text file
» » domain Bacteria (1)

» » » phylum Firmicutes (1)

» » » » class Bacilli (1)

»»»»»» order Bacillales (1)

»»»»»»» family Bacillaceae 1 (1)

»»»»»»»» genus Bacillus (1)

Fuente: Autores (2022)

La comparacion con la base de datos de secuencias de 16S de RDP, utilizando la
herramienta SeqMatch (Figuras 51 A y B) contra aislamientos cultivados, indica quelas
secuencias problema ensambladas presentan una mayor homologia con secuencias del género

Bacillus sp.



Figura No. 52 Resultado de la comparacion de la secuencia problema contra

SegMatch-RDP.

A

SegMatch :: Result

Segmatch:  version 3
RDP Data: release11_6
Data Set:

Comments:

both type and non-type strains, isolates, near-full-length sequences (>1200 bases), good quality sequences
307934 sequences were included in the search

The screening was based on 7-base oligomers

Query Submit Date:

Match hit format: short ID, orientation, similarity score, S_ab score, unique common oligomers and sequence full name. More help is available.

Lineage:

Results for Query Sequence: seqmatch_seq, 1360 unique oligos

rootrank Root (20) (match sequences)
domain Bacteria (20)
phylum Firmicutes (20)
class Bacilli (20)
order Bacillales (20)

family Bacillaceae 1 (20)

genus Bacillus (20)
5000382403
5000692054
5000968977
5001155214
5001155222
5002305573
5002446589
5002961930
5002961931
$003277643
5003277821
5003286915
5003298836
S003719194
5003722729
5003722731
5004083205
5004217284
5004226489
5004226496

not_calculated 0.994 1424
not_calculated 0.994 1419
not_calculated 0.994 1426
not_calculated 0.994 1420
not_calculated 0.994 1420
not_calculated 0.994 1440
not_calculated 0.994 1437
not_calculated 0.995 1392
not_calculated 0.995 1391
not_calculated 0.994 1420
not_calculated 0.994 1399
not_calculated 0.994 1419
not_calculated 0.994 1423
not_calculated 0.994 1448
not_calculated 0.994 1444
not_calculated 0.994 1444
not_calculated 0.998 1437
not_calculated 0.996 1424
not_calculated 0.995 1431
not_calculated 0.995 1431

Bacillus sp.; TKSP21; AB017591

Bacillus subtilis; B-FS01; DQ520955

Bacillus subtilis; C8-4; EU257436

Bacillus amyloliquefaciens; CTSP3; EU855186
Bacillus amyloliquefaciens; CTSP12; EU855194
Bacillus amyloliquefaciens; H102; HQ407277
Bacillus sp. 3639ABRRJ; JF309257

Bacillus sp. AEPR20; JN817496

Bacillus sp. AEPR21; JN817497

Bacillus sp. LS05; GU972599

Bacillus amyloliquefaciens; OV12; HE681733
Bacillus subtilis; M16K; AB735993

Bacillus amyloliquefaciens; WY13; JQ936683
Bacillus subtilis; KBDL40; KC542358

Bacillus methylotrophicus UCMB5036; HF563562
Bacillus methylotrophicus UCMB5036; HF563562
Bacillus sp. $122907; KF956703

Bacillus sp. LS-508; KJ601743

Bacillus methylotrophicus; IHB B 7249; KJ767354
Bacillus methylotrophic IHB B 7294; KJ767361

SeqMatch :: Result

Segmatch:  version 3
RDP Data: release11_6
Data Set:

Comments:

both type and non-type strains, isolates, near-full-length sequences (>1200 bases), good quality sequences
307934 sequences were included in the search

The screening was based on 7-base oligomers

Query Submit Date:

Match hit format: short ID, orientation, similarity score, S_ab score, unique common oligomers and sequence full name. More help is available.

Lineage:

Results for Query Sequence: seqmatch_seq, 1366 unique oligos

rootrank Root (20) (match sequences)
domain Bacteria (20)
phylum Firmicutes (20)
class Bacilli (20)
order Bacillales (20)
family Bacillaceae 1 (20)
genus Bacillus (20)

5002440703
5002440705
5002911092
5002961101
5002961102
5002964442
5003298205
5003298206
5003301572
5004077212
5004077228
5004229317
5004491767
5004497236
5004497293
5004497305
5004497309
5004504948
5004504952
5004504954

not_calculated 0.992 1165
not_calculated 0.992 1169
not_calculated 0.995 1202
not_calculated 0.992 1326
not_calculated 0.992 1325
not_calculated 0.992 1304
not_calculated 0.992 1289
not_calculated 0.993 1307
not_calculated 0.993 1242
not_calculated 0.993 1313
not_calculated 0.995 1304
not_calculated 0.995 1193
not_calculated 0.995 1194
not_calculated 0.992 1327
not_calculated 0.992 1327
not_calculated 0.992 1327
not_calculated 0.992 1327
not_calculated 0.995 1280
not_calculated 0.995 1280
not_calculated 0.995 1280

Bacillus amyloliquefaciens; Tikusei-12-1; AB610827
Bacillus amyloliquefaciens; Mito-5-13; AB610829
Bacillus subtilis; BS12; JF318966

Bacillus methylotrophicus; R14; JN700099
Bacillus methylotrophicus; R17; JN700100
Bacillus amyloliquefaciens; NSII-11; JN993722
Bacillus sp. 08C; JQ838063

Bacillus sp. 155; JQ838064

Bacillus sp. AP77; JX094293

Bacillus sp. 72BK7Y10; KC815822

Bacillus sp. 1238121Y11; KC815838

Bacillus sp. F311; KJ948350

Bacillus methylotrophicus; MT3; KT036458
Bacillus amyloliquefaciens; CanS-5; KT580587
Bacillus amyloliquefaciens; CanR-5; KT580644
Bacillus amyloliquefaciens; CanR-53; KT580656
Bacillus methylotrophicus; CanR-63; KT580660
Bacillus methylotrophicus; K39.1; KJ882888
Bacillus methylotrophicus; 11P4; KJ882892
Bacillus methylotrophicus; K51.3; KJ882894

Fuente: Autores (2022)



Los resultados del anélisis taxondémico de las secuencias problema ensambladas de 1479
pb y 1467 pb, contra la base de datos ref_seq del NCBI, indican que tienen,en promedio, un 99%
de identidad en el 99% de su longitud, con secuencias del genribosomal 16S pertenecientes a la
especie Bacillus velezensis, Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus subtilis.

El arbol de distancias (Figuras 52 y 53) construido, para cada aislamiento, a partir de las
treinta secuencias de microorganismos cultivables més cercanas disponiblesen la base de datos de
NCBI RefSeq_RNA, muestran que las secuencias analizadasse agrupan con secuencias del género
Bacillus sp.

Dados los resultados encontrados en las diferentes bases de datos, se pude concluirque las
muestras pertenecen al grupo Bacillus subtilis. EI grupo cuenta con onceespecies que estan
relacionadas muy de cerca a nivel genético y/o bioquimico. Parapoder distinguir entre ellas es
necesario llevar a cabo otro tipo de ensayos moleculares como MLST (Multilocus Sequence

Typing), AAI (Average Amino Acid Identity) o Superarboles.



Figura No. 53 Arbol filogenético de la cepa 6.

Bacillus licheniformis strain DSM 13 16S ribosomal RNA, par...
— Bacillus nematocida strain B-16 16S ribosomal RNA, partial ...
— Bacillus nakamurai strain NRRL B-41091 16S ribosomal RNA, p...
Bacillus amyloliquefaciens strain BCRC 11601 16S ribosomal ...
Bacillus amyloliquefaciens strain NBRC 15535 16S ribosomal ...
Bacillus amyloliquefaciens strain NBRC 15535 16S ribosomal ...
Bacillus amyloliquefaciens strain MPA 1034 16S ribosomal RN...
- Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 168 16S ribosomal ...
I Bacillus tequilensis strain 10b 16S ribosomal RNA, partial ...
— Bacillus subtilis strain BCRC 10255 16S ribosomal RNA, part...
99.7| Bacillus spizizenii strain NBRC 101239 16S ribosomal RNA, p...
Bacillus spizizenii strain NRRL B-23049 16S ribosomal RNA, ...
Bacillus inaquosorum strain BGSC 3A28 16S ribosomal RNA, pa...
— Bacillus subtilis strain IAM 12118 16S ribosomal RNA, compl...
Bacillus subtilis strain DSM 10 16S ribosomal RNA, partial ...
Bacillus subtilis strain NBRC 13719 16S ribosomal RNA, part...
Bacillus subtilis strain JCM 1465 16S ribosomal RNA, partia...
60.9_|' Bacillus vallismortis strain DSM 11031 16S ribosomal RNA, p...
Bacillus vallismortis strain NBRC 101236 16S ribosomal RNA,...
59,5_|: Bacillus velezensis strain CBMB205 16S ribosomal RNA, parti...
Bacillus velezensis strain FZB42 16S ribosomal RNA, complet...

8r 41-1
_|—— Bacillus siamensis KCTC 13613 strain PD-A10 16S ribosomal R...
Bacillus halotolerans strain DSM 8802 16S ribosomal RNA, pa...
Bacillus halotolerans strain LMG 22476 16S ribosomal RNA, p...
41 Bacillus mojavensis strain IFO 15718 16S ribosomal RNA, par...
Bacillus mojavensis strain NBRC 15718 16S ribosomal RNA, pa...
Bacillus halotolerans strain CR-119 16S ribosomal RNA, part...
Bacillus halotolerans strain CR-95 16S ribosomal RNA, parti...
_LBaciIIus atrophaeus strain NBRC 15539 16S ribosomal RNA, pa...

Bacillus atrophaeus strain JCM 9070 16S ribosomal RNA, part...

5Q.7

0.005

Fuente: Autores (2022)



Figura No. 54 Arbol filogenético de la cepa 9.
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Bacillus siamensis KCTC 13613 strain PD-A10 16S ribosomal R...

Bacillus nematocida strain B-16 16S ribosomal RNA, partial ...

Bacillus velezensis strain FZB42 16S ribosomal RNA, complet...

— Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 168 16S ribosomal ...
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0.003
Fuente: Autores (2022)
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Finalmente se realizd la caracterizacion de la cepa de Monilinia sp. (PCPr2), la cual
demostro una gran capacidad de patogenicidad en los ensayos in vitro € in vivo.

La caracterizacion morfoldgica arrojo lo siguiente:



Figura No. 55 Morfologia en caja de la cepa de Monilinia sp (PCPr2).

Fuente: Autores (2022)

Su didmetro de crecimiento en agar PDA recién aislado de duraznos enfermos fue en
promedio de 3,48 cm cada 7 dias y en PDA + &cido lactico al 25% de 2,34 cmen el mismo
tiempo. Luego de realizados los cultivos monospéricos, los sucesivos repiques, el re aislamiento
de duraznos para recuperar la patogenicidad y de la descontaminacion producto del descuido de
las cepas durante la emergencia sanitaria por COVID 19, presentaron una disminucion del
promedio de crecimiento a 2,47 cm en 7 dias en PDA sin acido lactico al 25% y 1,51 con &cido,
de margeneslobulados, color Hazel -1sabelino (amarillo- blanco - marron — gris), presencia de
anillos de crecimiento concéntrico, esporulacién inicial abundante de color gris, colonias

elevadas, morfologia sugerente de Monilinia fruticola (Figura 54).



La descripcion microscopica permitié evidenciar lo siguiente:
Los conididéforos (Figura 55 A) poseen hifas primarias con ramificaciones antes del
primer septo, formadas en cadenas y de tamario entre 8,13 y 13,8 um. Los conidios(Figura 53 B)

son alimonados de 6 um de largo x 4 um de ancho en promedio (Torreset al., 2019).

Figura No. 56 A.B. Morfologia microscépica de Monilinia sp. (PCPr2). A.

Conidioéforos 40X. B. Conidios 40X.

A B

Fuente: Autores (2022)

Por su parte se procedi6 a caracterizar molecularmente la cepa PSPr2 de Monilinia

sp. encontrdndose lo siguiente:

Los resultados del analisis taxondmico de esta secuencia de 543 pb contra la basede datos
nr/nt del NCBI, indican que la secuencia problema resultante del ensamblaje muestra un 99% de
identidad en el 100% de su longitud con secuenciasde la especie Monilinia fructicola. Este
mismo analisis fue realizado contra la base de datos UNITE http://unite.ut.ee/),el cual mostré que
la mayor similitud de la secuencia estudiada esta con la especieMonilinia fructicola (Figura 56).

La herramienta “Classifier”, perteneciente al sitio Web de RDP, al comparar con la base

de datos “Warcup Fungal ITS trainset 2”, especializada en secuencias de hongos, indica que la


http://unite.ut.ee/)

secuencia problema tienen mayor similitud con el género Botryotina sp. (Figura 57).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de las bases de datos, el aislamiento se puede
clasificar como perteneciente a la especie Monilinia fructicola.

Figura No. 57. Resultado de la comparacion de la secuencia problema contra la

basede datos UNITE.

# BLASTN 2.11.0+
# Database: /opt/analyses/BLAST/data/unite_all
# Mode: ultra condensed output

Query - The name of the query (input) sequence

Reference - The name of the reference sequence

Score - The BLAST score

E-value - The BLAST E-value

Pront - Percent identity over the BLAST alignment

MisM - The number of mismatches over the BLAST alignment

Qstart - The position in the query sequence where the BLAST alignment starts
Qend - The position in the query sequence where the BLAST alignment ends

Rstart - The position in the reference sequence where the BLAST alignment starts
Rend - The position in the reference sequence where the BLAST alignment ends

Query 1 of 1: query

Reference Score  E-value Prent  MisM Qstart Qend Rstart Rend
MHB60465 SH1518606.08FU Monilinia fructicola 966 0.0 98.895 0002 1 543 548 10
MN049476 SH1518606.08FU Monilinia fructicola 961 0.0 99.620 0000 1 527 545 21
MHB64497 SH1518606.08FU Monilinia fructicola 961 0.0 99.620 0000 1 527 666 142
MHB55692 SH1518606.0BFU Monilinia fructicola 961 0.0 99.620 0000 1 527 530 6
MHB54789 SH1518606.08FU Monilinia fructicola 961 0.0 99.620 0000 1 527 531 7
MF591580 SH1570090.08FU Moni fructicola 961 0.0 99.620 0000 1 527 546 22
KF800261 SH1570090.08FU Moni 961 0.0 99.620 0000 1 527 732 208
FJ515894 SH1570090.08FU Moni fructicola 961 0.0 99.620 0000 1 527 546 22
EF207419 SH1570090.08FU Monilinia fructicola 961 0.0 99.620 0000 1 527 546 22
MHB54846 SH1518606.0BFU Monilinia fructicola 955 0.0 99.432 0000 1 527 531 6
KM279616 SH1570090.08BFU Monilinia fructicola 955 0.0 99.618 0000 1 524 522 1
KM652457 SH1570090.08BFU Monilinia fructicola 953 0.0 99.431 0000 1 527 545 22
EFJ411109 SH1570090.08FU Monilinia fructicola 953 0.0 99.618 0000 1 523 521 1
MH299422 SH1570090.08FU Monilinia fructicola 952 0.0 99.617 0000 1 522 520 1
LT615169 SH1570090.08FU Monilinia fructicola 950 0.0 99.429 0000 1 525 522 1
MK566181 SH1518606.0BFU Monilinia fructicola 946 0.0 99.615 0000 1 519 517 1
LT615175 SH1570090.08FU Monilinia fructicola 946 0.0 99.240 0000 1 525 523 1
EJ411110 SH1570090.08BFU Monilinia fructicola 946 0.0 99.426 0000 1 523 520 1

Fuente: Autores (2022)

Figura No. 58. Resultado de la comparacion de la secuencia problema contra la

basede datos Warcup fungal RDP
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DISCUSION

La literatura y el resultado de proyectos como la Ruta del Durazno y del Agua, 2022
permitieron establecer que Chitaga, Cacota y Pamplonita son los grandes productores de durazno
del departamento Norte de Santander. Dentro de Chitaga las veredas Tapurcud, Llano grande y
Carrillo son las principales productoras de durazno (Prunus persica), en Cacota la vereda Icota
y en Pamplonita la vereda Batagé destinan gran parte de su territorio a estos cultivos.

Es importante resaltar que la topografia y la susceptibilidad a la erosion de los terrenos
donde se cultiva durazno en la region hace que los productores dispongansus cultivos en las
riberas de los rios y las mesetas de las montafias para sembrar.Alli se referencia que los suelos
del area de siembra poseen pendientes superioresal 50% y que su capa arable es muy delgada,
son suelos de poca profundidad, no muy fértiles, acidos, con poca materia organica y tendencia a
la erosion. Por tal motivo los cultivadores deben realizar fertilizaciones quimicas y organicas
frecuentes, alterando las caracteristicas originales de los suelos (Salinas-Garcia et al., 2005).

En ese orden de ideas, los suelos que pierden su capacidad de autodepuracion y de
albergar organismos que incentiven la fertilidad del mismo suelo, son areas queno aportan a la
calidad y rendimiento de los cultivos que alli se establecen. Las fertilizaciones quimicas unidas
al uso de pesticidas para el control de plagas, ha convertido muchas areas en tierras infértiles
producto de desequilibrios ecologicos.Es importante recalcar que la presencia de
microorganismos en los suelos es indicativo de fertilidad y sustentabilidad ecoldgica y que éstos
potencian el desarrollode las plantas, pero que el uso de fertilizantes y pesticidas de sintesis
quimica en los cultivos han disminuido su diversidad y alterado sus funciones (Montoya Mufioz
et al., 2022).

Los resultados obtenidos como respuesta al primer objetivo especifico permitieron



establecer metodologias para el aislamiento de antagonistas de suelos de las fincasproductoras asi
como de los patdgenos que afectan los cultivos. Este disefio metodoldgico permitio aislar cepas
con potencial antagonico de los mismos suelos (nativas) cultivados para no alterar el equilibrio
ecoldgico de las areas si se llegarana usar como biocontroladores y asi preservar sus servicios
ecosistémicos (Pedrazaet al., 2010)

Cabe resaltar que del total de las 9 fincas visitadas en el proyecto, 2 de ellas (El Veranito
e Icota Quintero Predio 1) para la fecha de toma de muestras se encontraban certificadas por el
Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) comofincas con Buenas Précticas Agricolas (BPA)
mediante la resolucion 4174 del 06 denoviembre de 2009 por medio de la cual se reglamenta la
certificacion de Buenas Practicas Agricolas en la produccion primaria de frutas y vegetales para
consumo en fresco, esta resolucién en su articulo 5 establece una serie de compromisos quedeben
cumplir los productores en sus predios para lograr la certificacion dentro de los que se incluyen
componentes como el manejo de suelos que contiene rotacion de cultivos, labranza minima 'y
manejo de curvas a nivel para siembras en ladera. El material de siembra debe ser certificado por
el ICA, trazabilidad de las practicas de nutricion vegetal y registro ante el ICA de los agro insumos
utilizados. Finalmentela proteccion del cultivo debe realizarse a través de un plan de Manejo
Integrado dePlagas priorizando el uso de métodos culturales, bioldgicos, fisicos y etologicos
sobre el control quimico (ICA, 2009). Lo anterior es un dato relevante maxime cuando de los
suelos de éstas fincas se aislaron cepas nativas de biocontroladores.

Las metodologias establecidas para el aislamiento de potenciales antagonistas incluyeron
la estandarizacion de medios de cultivo modificados con suelos de la misma area, esto con el
objetivo de simular las condiciones naturales donde se encuentran los microorganismos

satisfaciendo al maximo sus necesidades nutricionales (Napoles et al., 2006). Un medio de



cultivo adecuado para el aislamiento de los agentes controladores biologicos debe considerar que
las siembras de las concentraciones sean idoneas para el caso de diluciones o siembras directas,
que se considere el tiempo de crecimiento del microorganismo, que tenga algun tipo de
antibidtico o fungicida como es el caso del acido lactico pararealizar una primera seleccion y
realizar un aislamiento eficiente y medios con pH o sustratos que lo hagan selectivo para los
requerimientos del microorganismo diana. Bajo todas éstas premisas se constituyeron los medios
de cultivo elaboradosen el presente estudio (Cotes et al., 2018).

Esta estandarizacion permitio pre seleccionar microrganismos con potencial comprobado
de actividad antifungica, tal es el caso del género Bacillus, ampliamente reconocido por su
capacidad para producir antibidticos (Ruiz-Sanchezet al., 2014).

Las 23 cepas del género aisladas evidencian la correcta estandarizacion de los medios de
cultivo modificados, teniendo en cuenta que el suelo es una matriz dondese encuentra gran
cantidad (1x10° células/gramo de suelo) y diversidad (1x10* especies/gramo de suelo) de
diferentes microorganismos (Villarreal-Delgado et al.,2018).

Las descripciones morfolégicas y pruebas bioquimicas de las 23 cepas permitieron
inicialmente diferenciar morfoespecies y posteriormente seleccionar 9 por presentarcaracteristicas
representativas de antagonistas reconocidos (Cotes et al., 2018) queen el caso del género Bacillus
comprenden la capacidad de producir endosporas, de utilizar ciertos sustratos dentro de su
metabolismo y por supuesto varias caracteristicas morfoldgicas.

Un paso importante luego de aislados es el método de conservacion, el cual debe asegurar
la viabilidad del microorganismo por largos periodos de tiempo y garantizarsu estabilidad genética

y fisioldgica, es por ello que se optd por la crioconservacion



en tubo y en papel filtro de los organismos antagonistas y patégenos aislados, pues
aseguran inactividad metabdlica o latencia (Cotes et al., 2018).

A pesar de tener protocolos estandarizados para la conservacién de antagonistas y
patdgenos como se evidencio en los resultados, el no contar con todos los requerimientos (Pullés
et al., 2006) dentro de las &reas de trabajo para mantener las condiciones Optimas (temperatura
constante, acceso a revision de las cepas, disponibilidad de medios de cultivo para repiques, agua
de Optima calidad, espaciosfisicos en condiciones Optimas de asepsia, entre otros), condujo a la
pérdida de granparte del material aislado y por ende de tiempo y dinero por lo que es
indispensablesolventar estos inconvenientes para futuros trabajos.

En lo referente al segundo objetivo especifico, se evidencid que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre las metodologias seleccionadas para los ensayos in vitro de
control bioldgico. Teniendo en cuenta que los ensayos de control bioldgico deben contar con una
serie de factores para que sus resultadossean veridicos dentro de los que se incluye el control de
la contaminacion, la facil reproducibilidad, el costo (Orozco et al., 2022). Si se desea evaluar
mediante los ensayos la eficacia de algiin microorganismo en su actividad como fungicida, se
deben poder evaluar dos factores principalmente, la incidencia y la severidad, éstaspueden ser
expresadas en porcentaje por lo que las metodologias aquiseleccionadas cumplieron a cabalidad
con los criterios necesarios para realizar unaseleccion confiable cientificamente hablando de
antagonistas (ICA, 2015). Estos resultados estan bien soportados por los analisis estadisticos.

El porcentaje de inhibicion de las cepas 6 y 9 es del 88,2% y 100% respectivamente,esto
evidencia microorganismos con efectividad muy superior en el control de patdgenos y las cepas
2 y 5 con muy buenas capacidades de biocontrol, lo anteriordebido a que se consideran altamente

efectivos aquellos microorganismos del género Bacillus con capacidad inhibitoria superior al



50% (Gajbhiye et al., 2010). Laescala de Bell para evaluar la competencia por sustrato in vitro
clasifica a las cepas6 y 9 como “muy buenas” ya que en los ensayos de crecimiento dual, el
antagonistaocupa totalmente la superficie del medio de cultivo cubriendo totalmente al patdgenoy
clasifica a las cepas 2 y 5 como buenas pues el antagonista llega a sobrepasar las 2 terceras
partes del medio de cultivo (Nacato & Vlencia, 2016).

En lo referente a los ensayos in vivo los diferentes tiempos no afectaron la capacidad
antagoénica significativamente mientras que la comparacion entre las cepas 6 y 9 si evidencid
diferencias significativas en el crecimiento del hongo fitopatogeno.

Sin embargo es importante resaltar que durante los primeros dias del cultivo dual, las
bacterias del género Bacillus ejercen un efecto antibiético notable sobre el fitopatogeno, esto
debido a su crecimiento exponencial, lo que les permite alcanzarrdpidamente el estado
estacionario y producir metabolitos secundarios de defensa y de esta manera colonizar el medio
de cultivo. Transcurrido ese tiempo los hongos iniciarian su produccion de metabolitos que
contrarresten el efecto producido por las bacterias antagonistas y/o los metabolitos bacterianos lo
que redundaria en disminucidn de la efectividad del antagonista (Tejera et al., 2012).

En lo referente al tercer objetivo especifico la descripcién morfolégica, microscopica,
bioquimica, mediante FTIR-ATR y RNA 16s permitio evidenciar claras diferencias entre las
cepas 6 y 9 y controladores ampliamente descritos como es el caso de Bacillus subtilis.

Morfolégicamente las colonias de Bacillus subtilis son méas pequefias (2 a 4 mm de
diametro) y de formas redondas y consistencia cremosa mientras que las de las cepas 6 y 9 son
medianas (8 mm), irregulares y mucoides. Microscopicamente los bacilos de este estudio se
encuentran en el promedio de lo registrado para B. subtilis(3,8 umy 3,1 um). Las esporas de las

cepas 6 y 9 son alimonadas mientras que lasde B. subtilis son redondas. En este sentido B.



subtilis comparte con las cepas aquiaisladas el ser endosporado, Gram Positivo, aerobio, su
capacidad de hemolizar lasangre e hidrolizar la gelatina, de igual manera la produccion de
acetoina y la capacidad de reducir nitratos, pero existen diferencias ampliamente marcadas pues
las bacterias 6 y 9 no sintetizan catalasas, no oxidan ni fermentan la rabnosa y xilosa, no
hidrolizan el almidon, no utilizan el citrato, entre otros, lo que las distanciabioquimicamente
(Cuervo Lozada, 2010).

Los espectros de FTIR —ATR permitieron encontrar el del &cido dipicolinico en las cepas
6 y 9, componente caracteristico de las endosporas del género Bacillus spp.,en estos espectros se
evidencian vibraciones del anillo de piridina entre 1470 y 1435cm -1 mas altas que las
evidenciadas por B. subtilis (Figura 58). Cabe aclarar que los espectros generados por células
vegetativas y esporas muestran ligeras variaciones, todo lo anterior puede constituirse en un
biomarcador importante para la clasificacion quimiometrica de las diferentes especies de
Bacillus (Goodacre et al., 2000).

Figura No. 59. Espectro de acido dipicolinico en Bacillus subtilis
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En lo referente a los espectros de la Iturina A cabe mencionar que la capacidad
antagonica de B. subtilis radica principalmente en su habilidad para sintetizar diferentes
metabolitos con capacidad antibidtica, dentro del grupo de metabolitos antiflngicos se
encuentran las surfactinas, fengicinas e iturinas y que éstas ultimas poseen unos picos que
indican la presencia de lipopéptidos, cadenas de acidos alifaticos, cadenas de alquilos, anillos de
lactona, entre otros, que por sus vibraciones evidencian claras diferencias entre las cepas del
presente estudio y B. subtilis (Meena et al., 2020).

Figura No. 60. Espectro de la Iturina A en Bacillus subtilis
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Finalmente, los resultados del analisis taxonémico de las secuencias problema
ensambladas de 1479 pb y 1467 pb, contra la base de datos ref_seq del NCBI, indican que tienen,
en promedio, un 99% de identidad en el 99% de su longitud, con secuencias del gen ribosomal
16S pertenecientes a la especie Bacillus velezensis, Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus
subtilis, y se pude concluir que las muestras pertenecen al grupo Bacillus subtilis
filogenéticamente hablando, pero para determinar la especie exacta o si se trata de una nueva, se

deben cotejar las caracteristicas morfologicas, microscopicas, bioquimicas y de FTIR — ATR con



pruebas moleculares complementarias mas especificas.

Cabe anotar que estas especies se constituyen ya en valiosos descubrimientos
biotecnoldgicos para el departamento Norte de Santander y que estudios posteriores que validen
su uso podrian optimizar la cadena productiva del durazno mediante el aprovechamiento de la
biodiversidad nativa para las labores culturales del cultivo, demostrando que la Ciencia, la
Tecnologia y la Innovacién pueden constituirse en eslabones de union entre la academia, las

empresas, el estado y las comunidades como ejemplo de una verdadera gobernanza del territorio.



CONCLUSIONES

o Se estandarizaron metodologias para el aislamiento de bacterias de suelos con
potencial antagonico contra hongos fitopatdgenos teniendo en cuenta lafacil reproducibilidad,
los menores indices de contaminacion y el aseguramiento de la calidad de los resultados. De
igual manera se estandarizaron las metodologias para el aislamiento del hongo causante de la
podredumbre morena de los frutales de hueso.

o Se aislaron 23 cepas nativas de bacterias con las caracteristicas del género
Bacillus spp. ampliamente referenciado como antagonista de fitopatdgenos demostrando 2
de ellas porcentajes de inhibicidn del crecimiento del patégeno Monilinia fruticola por
encima del 88% en pruebas in vitro e in vivolo que las convierte en cepas de gran interés
biotecnoldgico para la region.

o La caracterizacion morfoldgica, microscépica, bioquimica, espectroscopica y
molecular de los bacilos aislados permitid clasificarlos dentro del grupo de Bacillus subtilis
pero sus caracteristicas morfoldgicas y moleculares no corresponden a ninguna especie
conocida, por lo anterior deben realizarse pruebas adicionales para establecer si se trata de
nuevas especies.

o El gran potencial de las cepas de antagonistas aisladas permite en futuros
estudios utilizar la biodiversidad nativa como herramienta de optimizacion delas practicas
agricolas para otorgarle valor agregado a la cadena productivadel durazno en el departamento
a la par que se impacta positivamente en lacompetitividad y productividad de la region a
través de la sinergia entre los diferentes actores del territorio en torno a la Ciencia, la

Tecnologia y la Innovacién como mecanismo de gobernanza.



RECOMENDACIONES

Continuar las evaluaciones de las cepas antagonistas aisladas en este estudio con el
objetivo de patentar un controlador bioldgico nativo del Norte de Santander que no introduzca
microorganismos exogenos a los suelos de la regidon pues podrian alterar los equilibrios
ecoldgicos de los ecosistemas.

Realizar las pruebas restantes para la determinacion taxondmica de las cepas
antagonistas con el objetivo de determinar si se trata de nuevas especies para la ciencia.

Escalar las evaluaciones in vivo a invernaderos en articulacion con los cultivadores de
durazno de la region para determinar el comportamiento de las cepas evaluadas en el presente
estudio a esa escala.

Es importante que se realice un acompafiamiento mayor a este tipo de proyectos de
investigacion en ciencias biologicas para garantizar espacios de trabajo en buenas condiciones,
equipos, servicios como agua, luz y gas constantes, ingreso a las instalaciones, entre otros
requerimientos que permitan asegurar la calidad de los resultados a la vez que disminuyan el
desgaste fisico, emocional y monetario de los investigadores.

Se socialicen los resultados a los entes gubernamentales para que desde la academia
se apoye economicamente este tipo de proyectos con el fin de lograr la precision requerida y
avanzar la aplicacion de estas tecnologias no solo en el durazno sino en otros cultivos lideres

en la region.
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