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Keywords: Abstract

Endophytes microorganisms;  The present study as had objective, test in vitro the antifungal endophytes bacteria activity
phytopathogens fungi; present on leaves and seeds of Neem trees, found into the Sincelejo local area. The tissue
plant tissues. samples were recollected randomly. The recollected tissues were superficially sanitized,

subsequently, the isolation, counting and distinction of morphotypes of endophytes bacteria
were carried out by the Serial dilution technique through the agar plate. Each isolated
morphotypes was used to assess in vitro the inhibitory activity of endophytes bacteria cells
against the growth of C. Gloeosporioides fungus. The activity of the endophytes bacteria
against the fungus was determined by inhibition index. The results of the factorial analysis
established differences between the amount of bacteria present in leaves and seeds, with
higher values in leaves (1,8x10'°) and with lower values in seeds (1,2x10°). The in vitro assay
showed inhibitory activity of endophytic bacteria on fungal mycelial growth, the results of the
identification with API20E kit confirm with 99,8% identity of the bacteria species, Pseudomona
aeuroginosa, Constituting an isolated endophytic bacteria of the neem tree tissues With
inhibitory activity against the mycelial growth of C fungus. Gloeosporioides, causing the
disease known as anthracnose of Yam crop in the Sucre department.

Palabras Clave: Resumen

Microorganismos endofitos; El presente estudio tuvo como objetivo, evaluar in vitro la actividad antifingica de bacterias
hongos fitopatdgenos; enddfitas presentes en hojas y semillas de arboles de neem, localizadas en el municipio
tejidos vegetales. de Sincelejo. Las muestras de los tejidos fueron recolectadas aleatoriamente. Los tejidos

recolectados fueron desinfectados superficialmente, posteriormente se llevé a cabo el
aislamiento, conteo y separacion de morfotipos de bacterias enddfitas mediante técnica de
dilucion seriada sobre superficie del medio agar. Cada morfotipo aislado fue utilizado para
evaluar in vitro la actividad inhibitoria bacterias enddfitas contra el crecimiento del hongo C.
gloesporioides. La actividad de las bacterias enddfitas contra el hongo fue determinado
mediante indice de inhibicién. Los resultados del andlisis factorial establecieron diferencias
entre la cantidad de bacterias presentes en hojas y semillas, encontrandose mayores valores
en hojas (1,8x10'°) y menor con respecto a semillas (1,2x10°). El ensayo in vifro mostrd
actividad inhibitoria de bacterias enddfitas sobre el crecimiento micelal del hongo. Los

3 resultados de la identificacion con KIT API20E confirman con un 99,8 % de identidad con
INFORMACION

Recibido: 12-11-2016; la especie de bacteria Pseudomona aeuroginosa, constituyéndose en una bacteria enddfita
Aceptado: 25-03-2017. aislada de tejidos de arbol de neem con actividad inhibitoria contra el crecimiento micelal
e autor: del hongo C. gloesporioides, causante de la enfermedad conocida como antracnosis del

cultivo del fiame en el departamento de Sucre
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INTRODUCCION

Segun los reportes, el vegetal conocido popularmente
como arbol de neem se encuentra distribuido por el
continente africano, asiatico, centro y sur del continente
americano y Oceania, la mayor parte de ellos en el
sudeste de Asia y al sur del Sahara. Actualmente en 78
paises existe la presencia del arbol de neemy se calcula
que en todo el mundo existen entre 64 y 91 millones
de ejemplares. En nueve (9) paises se utilizan materias
activas provenientes de este arbol (RAMOS, 2004).
Por otra parte se estima que en Colombia existen mas
de 100000 arboles de neem, en los departamentos de
Huila, Caquetd, Cauca, Narifio, y Antioquia (CAPATAZ
et al., 2007), usados con fines investigativos y rurales
para el control biolégico de plagas. Adicionalmente este
arbol tiene usos en reforestacion ya que no requiere
condiciones ambientales y nutricionales exigentes.

Entre los fitopatdgenos asociados a cultivos agricolas
de interés comercial, los hongos fitopatégenos han
causado muchas pérdidas en todo tipo de plantaciones
y, aunque se han venido utilizando un sin numero
de productos sintéticos para controlarlos, no ha sido
posible erradicarlos totalmente. Estos hongos han
sido considerados por poseer mecanismos evolutivos
muy complejos que les permite adaptarse a nuevas
condiciones impuestas por el medio ambiente.
Desafortunadamente los productos quimicos que se
han venido utilizando para el control de este tipo de
hongos, han producido un alto impacto ambiental, por
su agudo grado de toxicidad y contaminacion, ademas
de causar efectos secundarios en las personas que los
manipulan, pues los residuos toxicos se bioacumulan en
el organismo generando graves patologias (QUINTERO
et al., 2001)

Uno de los productos de importancia socioeconémica
y cultural para la costa Caribe colombiana segun lo
manifiesta OSORIO et al., (2010), es el cultivo del iame
(Dioscorea alata, D. rotundata) el cual tiene su mayor
produccioén en los departamentos de Cérdoba, Bolivar
y Sucre, constituye cerca del 92% de la produccién
nacional y beneficia, aproximadamente, 18,500 familias
de pequefios productores. La produccion en esta
region depende principalmente de las especies D.
alata y D. rotundata, de las cuales la primera especie
es altamente susceptible a hongos patégenos del
género Colletotrichum. Estos hongos causan al
cultivo la antracnosis, una enfermedad conocida por
los productores como la quemazon del fame. Con
el término antracnosis se acostumbra designar las
enfermedades cuya caracteristica es presentar lesiones
tipicas necroticas (tejidos muertos) en los tallos, hojas
y frutos de las plantas afectadas. Colletotrichum afecta
numerosos cultivos y registra en Colombia un alto
indice de dafos agroecondmicos en todas las areas

productoras. Los informes estadisticos muestran
pérdidas hasta de 100% que dependen de las
condiciones de susceptibilidad de los clones, lo cual
conlleva un incremento en los costos de produccion
para los productores (MENDOZA et al., 2007).

En la actualidad existe un gran interés de la comunidad
cientifica a nivel mundial en la busqueda de nuevas
sustancias de origen vegetal o microbiano con actividad
antifungicas, ademas, se encuentran productos
naturales, que, han demostrado efectividad contra
fitopatégenos, una alternativa bioldgica, sostenible y
econdémica que generan un menor impacto ambiental.
Se ha demostrado que las bacterias endofitas viven
asintomaticamente dentro de los tejidos de la planta
y se han encontrado en casi todos los estudios
de plantas hasta la fecha (SCHULZ et al., 1993).
Ellas juegan un papel importante en las actividades
fisiologicas de las plantas hospederas e influyendo en
el mejoramiento al estrés y resistencia a enfermedades,
insectos y nematodos (CARROLL, 1998; STURZ Y
NOWAK, 2000). Los microrganismos enddfitos ademas
incrementan el crecimiento de la planta y la capacidad
de fijar nitrdgeno en la planta hospedera (VERMA et
al., 2001; RAHMAN Y SAIGA, 2005). Las bacterias
endofitas constituyen una busqueda invaluable de
metabolitos secundarios (LI et al., 2011; STROBEL,
2002) y seria una fuente de nuevos farmacos de
importancia biotecnolégica y un programa de gestion
contra enfermedades de las plantas (MURRAY et al.,
1992; BERG et al., 2004).

De acuerdo a lo expresado anteriormente sobre las
bacterias enddfitas, se consideran esto microorganismos
como una nueva estrategia biolégica que a futuro
pueden ser eficaz contra el manejo de enfermedades en
cultivo agricolas importancia econdémica para la region.
Estas bacterias posiblemente pueden ser usadas como
una alternativa de manejo biolégico amigables con
el ambiente en sustitucidon a los productos quimicos
tradicionales utilizados por los productores agricolas
para el control de fitopatégenos. Por lo anterior y
con el objeto de dar respuesta a la solucion de los
problemas fitopatégenos de importancia econémica
para el departamento de Sucre, se planteo el presente
estudio con el propésito de aislar bacterias enddfitas
asociadas de plantas de neem y evaluar in vitro la
actividad antifungica contra C. gloesporioides causante
de la enfermedad conocida como la antracnosis del
fame en el departamento de Sucre.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo. Los sitios (zonas) de muestreos para la
recolecta de hojas y semillas de arbol de neem fueron
localizados en el municipio de Sincelejo, los cuales
correspondieron a: Muestra 1: 9°17°50.4’N+75°23'13.6"W,
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Muestra 2: 9°17°50.3"N+75°23’13.6"W, Muestra

3: 9°17°37.4"N+75°23°26.4"W, Muestra 4:
9°17°09.7"N+75°23°40.4"W, Muestra 5:
9°17°04.1"N+75°23’47.1"W, Muestra 6:
9°17°13.8"N+75°24°41.1"W, Muestra 7:
9°18’33.2"N+75°23°22.2"W, Muestra 8:
9°18’33.1"N+75°23°22.2"W, Muestra 9:

9°18’33.9”’N+75°22’56.7"W. Fueron colectados dos
muestreos por cada sitio. Unas muestras constituidas
por hojas y semillas fueron depositadas en bolsas
estériles, rotuladas y conservadas para el transporte
hasta el laboratorio de Investigaciones microbioldgicas
de la Universidad de Sucre para analisis microbioldgico,
respectivo. Y la otra parte de las muestras conformadas
por hojas, flores y semillas fueron recolectadas vy
enviadas al laboratorio de Conservacion Biolégica de
la Universidad de Sucre para confirmacion de identidad
taxondmica a nivel de especie.

Aislamiento de bacterias endoéfitas. Las muestras
de hojas y semillas recolectadas de cada sitio fueron
sometidas a proceso de desinfeccién superficial
utilizando metodologia propuesta por PEREZ et
al., (2010). El proceso consistiéo en: dos lavados de
hojas y semillas en agua destilada estéril, seguida de
agitacion por 15 min en solucion tampén de fosfato
de potasio 0,05 mol.L-1, pH 7,0; inmersion por 1 min
en alcohol 70%; agitacion por 5 min en solucion de
hipoclorito de sodio 5% y Tween 80 %; nuevamente se
realizé inmersion por 1 min en alcohol 70 % seguida
de agitacion por 15 min en solucion tampén fosfato de
potasio 0,05 mol.L-1, pH 7,0 y, finalmente, se lava cuatro
veces en agua destilada esterilizada.

El proceso se repitié dos veces. Para la confirmacion
del proceso de esterilizacién de la superficie de los
tejidos de hojas y semillas, la alicuota del ultimo lavado
se esparcio en placa conteniendo medio de cultivo agar
R2A e incubada a 28°C por 72 horas. Seguidamente,
cada tejido esterilizado por separado se transfirié a
tubos conteniendo caldo de R2Ay se incubaron a 28°C
por 72 horas, para la confirmacion de la inexistencia
de microorganismos epifiticos en la superficie de los
tejidos.

Numero de bacterias endoéfitas por tejidos. Para
cuantificar el total de bacterias enddfitas, se tomé
un g de cada tejido desinfectado, el cual se trituré en
nitrégeno liquido. EI macerado homogéneo obtenido se
transfirié a un tubo con 9 mL de agua peptona y se agité
vigorosamente. A partir de esta solucion se prepararon
diluciones seriadas (10" a 10%) por triplicado, las
cuales se inocularon mediante la técnica de siembra
en superficie en el medio agar R,A e incubadas a 28°C
por 72 horas. La densidad poblacional de bacterias
enddfitas (UFC/g de raices) se estimo por conteo directo
de colonias en placas. Durante el conteo se observaron

y se seleccionaron las colonias que se distinguian
en cuanto a forma, aspecto de la superficie, color y
tamano. Los morfotipos seleccionados se purificaron y
se conservaron en agar R A para su posterior analisis
bioquimico.

Hongo. El hongo utilizado para el ensayo antifungico
fue aislado a partir de hojas de fiame variedad espino
(Dioscorea rotundata) provenientes de cultivos en
la vereda Castafieda del municipio de Sincelejo,
Sucre, Colombia en las coordenadas 9°14'54,39”N
y 75°21'59,57”0 a 172 msnm. Este fitopatégeno fue
aislado por el Grupo de Investigacion en Bioprospeccion
Agropecuaria en el Laboratorio de Investigaciones
Microbioldgicas de la Universidad de Sucre y enviado
a la Corporacién CorpoGen, Ubicado en Bogota
Colombia, para su identificacion molecular.

Prueba de actividad antifungica. Las cepas de C.
gloesporioides fueron obtenidas del aislamiento de los
mismos en cultivos de iame en el departamento de
Sucre. La capacidad de las bacterias para inhibir el
crecimiento del hongo fitopatégeno C. gloeosporioides,
se realiz6 mediante ensayos de confrontacion y
estimacion cualitativa. Para ello se sembré el hongo
en agar papa dextrosa (PDA) y se dejo crecer durante
tres dias a temperatura ambiente. Se prepard una
combinacion de los medios PDAy R,A en proporcion 1:1
para inocular las bacterias enddfitas. Al cabo de 2 dias
de incubacion de las bacterias en el medio PDA-R,A a
27°C, se inoculo el hongo fitopatdgeno por el método de
siembra directa, se cortaron con sacabocados a partir
de la periferia de una colonia de 10 dias de crecimiento,
cada aislado de aproximadamente 6 mm de diametro
de area de crecimiento (PEREZ et al., 2011). Las cajas
se incubaron a 30°C por 7 dias y se utilizé un testigo
absoluto sin ningun tipo de tratamiento. Las bacterias
enddfitas con capacidad de inhibir el crecimiento
micelial de aislados del hongo C. gloeosporioides,
fueron consideradas como aquellas con actividad
antifungica.

Identificacion de bacterias endéfitas. Las bacterias
con actividad positiva para la actividad antagonica,
se identificaron por kit de pruebas bioquimicas API
20E. La bateria de pruebas API20E es un sistema
de identificacion rapida para bacterias de la familia
Enterobacteriaceae y otras bacterias Gram-negativas,
consta de 21 tests bioquimicos estandarizados y
miniaturizados, y una base de datos. Este sistema
presenta las ventajas de ser rapido, eficaz y de permitir
realizar numerosas pruebas a la vez.

Analisis estadistico. Para el anélisis de los datos de
densidad poblacional de bacterias enddfitas aisladas
de diferentes tejidos de arbol de neem por sitios de
muestreo, se utilizé un analisis multifactorial para
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determinar correlacion entre presencia de bacterias
enddfitas por tejido y sitio de muestreo.

RESULTADOS

Clasificacion cientifica del material vegetal. La
especie recolectada correspondioé a Azadirachta indica
A. Juss identificada segun voucher 000880.

Aislamiento y densidad de bacterias endéfitas. Un
total de 30 morfotipos de bacterias enddfitas fueron
aisladas de hojas y semillas de A. indica, recolectadas
en nueve sitios (zonas) del municipio de Sincelejo. La
densidad poblacional de estas bacterias oscilo entre
de 1,45x108+ 3,25x10° por g de tejido. Los resultados
del analisis multifactorial llevados a cabo sobre la
densidad poblacional en funcion a sitio de muestreo
y tejido analizado, muestran diferencias significativas
para cada variable (Tabla 1).

Tabla 1. Analisis multifactorial de densidad poblacional (UFC)
de bacterias enddfitas en funcion a sitio de muestreo (zona) y
tejido de A. indica en el municipio de Sincelejo.

fuomede  Sumade g Cudnde ruger vaiors'
Tejidos 2,18x10'® 2 1,09x10" 4,02 0,0101*
Sitio 3,20x10'% 2 1,02x10' 3,66 0,0067*
Residuos 4,09x10%° 118 3,21x10"
Total 4,40x10% 128

*Diferencia altamente significativa con un 95.0% de nivel de confianza

Los resultados de la prueba multiple de rango para
densidad poblacional de bacterias enddfitas por sitio de
muestreo, se presentan en la Figura 1. Estos resultados
sefalan que el sitio 5 (zona 5), presenté las mayores
densidades poblacionales (3,25x10° UFC/g de tejido),
con respecto a los demas sitios de muestreos (zonas).
Los datos presentados sefialan que en el sitio 3 (zona 3),
se encontraron las menores densidades poblacionales de
bacterias enddfitas (1,45 x108 UFC/g de tejido).
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Figura 1. Resultados prueba multiple de rango para densidad
poblacional de bacterias enddfitas en funcion a las zonas de
muestreo en el municipio de Sincelejo.

La prueba multiple de rangos para densidad poblacional
de bacterias enddfitas con respecto a tejido vegetal,
como se observa en la Figura 2, muestra diferencias
con respecto a tipo de tejido recolectado, sefialando
mayores densidades para el tejido hojas (1.8x10"
UFC/g de tejido) con respecto a semilla r(1.20x10°
UFC/g de tejido).

2,00E+10 Ls0E+10
20 1,80E+10
1,60E+10
1,40E+10
1,20E+10
1,00E+10
8,00E+09
6,00E+09
4,00E+09

Densidad poblacional en UFC

1,20E+09
[
Hoja Semilla
Téjido

2,00E+09

0,00E+00

Figura 2. Prueba multiple de rango para densidad poblacional
de bacterias endofitas en funcién a tejidos de A. indica ubicado
en el municipio de Sincelejo, Colombia 2016.

Hongo. Los resultados del andlisis molecular realizados
por el laboratorio CorpoGen de la ciudad de Bogota, la cepa
objeto de estudio, mostr6 un 100% de identidad de su longitud
con secuencias de ITS, con secuencias almacenadas en
banco genémicos mundiales correspondiendo a la especie
Colletotrichum gloeosporioides.

Actividad antifungica. Un total de 30 bacterias enddfitas
fueron aisladas de tejidos de arbol de neem y de acuerdo
a los resultados de la actividad inhibitoria in vitro, el
aislado NH,GIBA mostro actividad antifungica contra C.
gloesporioides. En la Figura 3, se observa, la actividad
inhibitoria contra el crecimiento micelial del hongo.

Figura 3. Prueba de actividad antifungica de la bacteria
enddfita NH,GIBA contra C. gloesporioides. N: neem, H, hoja
mortotipo 2, GIBA: grupo de investigacion en Bioprospeccion
Agropecuaria. Fuente De Luis, Chamorro y Pérez, 2016.
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Identificacion de las bacterias endéfitas. De acuerdo
al sistema de identificacion APl 20E se identifico la
bacteria Pseudomona aeuroginosa con actividad
antifungica, de acuerdo a la literatura esta bacteria
pertenece a la familia Pseudomonadaceae y es un
bacilo gramnegativo aerobio, es un microorganismo
comun en el medio ambiente y puede encontrarse en
las heces, el suelo, el agua y las aguas residuales.
Puede proliferar en ambientes acuaticos, asi como en la
superficie de materias organicas propicias en contacto
con el agua (DE VICTORICAY GALVAN, 2001).

DISCUSION

Las diferentes revisiones de literaturas en revistas
especializadas nacionales e internacionales no reportan
la presencia de bacterias enddfitas asociadas con
especie vegetales de A. indica y menos aun estudios
que soporten la actividad antifungicas asociadas a
esta especie vegetal contra el crecimiento micelial de
C. gloesporioides. De otra parte trabajos llevados a
cabo por DONCEL et al.,, (2016) sobre la diversidad
de bacterias enddfitas asociadas a diferentes tejidos
de pasto colosoana en el departamento de Sucre,
han confirmado la presencia de P. aeuroginosa como
una bacteria enddfita con capacidad in vitro de fijar
biolégicamente nitrégeno y solubilizar fosfatos.

Sin embargo, diversos estudios de bacterias enddfitas
aisladas de otras especies vegetales han comprobado
actividad antimicrobiana de estas bacterias con
fitopatdgenos de cultivos agricolas de interés comercial
a nivel internacional. De otra parte se ha manifestado
que las bacterias endodfitas son considerados
microorganismos con actividad inhibitoria contra
diversos patdgenos y la eficiencia de esta actividad
segun lo han demostrado diversos estudios, es debido
a que los microorganismos endofitos pueden establecer
una relacion mutualista con la planta desde su interior,
mediante el cual les confieren proteccion contra factores
bioticos y abioticos adversos (SCHULZ y BOYLE 2006),
promueven el crecimiento en las plantas (TSAVKELOVA
et al., 2007), aumentan la resistencia a enfermedades
(CHANWAY, 1998), contribuyen a la fijaciéon bioldgica
de nitrégeno (JIMENEZ et al., 1997; ESTRADA et al.,
2002), bioremediacion (NEWMAN Y REYNOLDS, 2005)
y produccién de sideréforos o inmunidad (SESSITSCH
et al., 2002).

El principal rol de las bacterias enddfitas en las
actividades fisiologicas de la planta hospedera esta
influenciada por un aumento de la resistencia a
condiciones de estrés del ambiente, insecto, nematodos
y enfermedades. Las enddfitas pueden también acelerar
el crecimiento de las plantas y las capacidades de
fijacion de nitrogeno y la movilizaciéon de elementos
como el fosforo. Constituyen una fuente incalculable

de metabolitos secundarios y de fuente de nuevas
drogas de importancia biotecnoldgica y de programas
para el manejo de enfermedades de las plantas. La
eficacia de los endéfitos como agentes de control
biolégico depende de muchos factores: la especificidad
del huésped, la dinamica de la poblacién y el patron
de colonizacién, la capacidad de moverse dentro de
los tejidos del huésped, y la capacidad de inducir
resistencia sistémica (MELNICK et al., 2008).

Otros trabajos llevados a cabos, han sefialado, que
la eficacia de los enddéfitos como agentes de control
bioldgico esta relacionado a diferentes aspectos como:
la especificidad del huésped, la dinamica poblacional
y el patron de colonizacion, la capacidad de moverse
dentro de los tejidos del huésped, y la capacidad de
inducir resistencia sistémica. Por ejemplo, la cepa
de Pseudomona sp. PsJN una bacteria enddfita
identificada en plantas de cebolla, inhibe el crecimiento
del hongo Botritis cinérea reduciendo su crecimiento
y para luego colonizar los tejidos de estas plantas
(BARKA et al., 2002). Sin embargo estudios realizados
por ALEMANY, (2001), han reporta la presencia del
compuesto 2,4-Diacetilfluoroglucinol en P. fluorescens,
quien ha demostrado actividad de inhibicién del 69,2%
en el crecimiento de la cepa del hongo Colletotrichum
sp. Del mismo modo, SANTOYO et al., 2010 han
demostrado experimentalmente que la cepa ZUM 80 de
P. fluorescens tiene capacidad de inhibir el crecimiento
micelial de C. lindemuthianum y C. gloesporioides en
un 72 y 76% respectivamente, debido a la produccion
de siderdforos de esta cepa bacteriana.

Por no existir estudios que permitan comparar los
resultados obtenidos en el presente estudio, las
especie de bacteria P. aeuroginosa se convierte
en la primera evidencia de bacterias enddfitas con
capacidad de inhibir al crecimiento micelial del hongo
C. gloesporioides, y futuro después de otros estudios
in vivo, podrian ser una especie como alternativa de
un nuevo bioinsumo contra el hongo causante de la
enfermedad conocida como antracnosis del iame, para
el departamento de Sucre.

Conclusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio
muestran mayores densidades poblacionales de
bacterias enddfitas de arbol de neem para el sitio de
muestreo 5 (zona 5) del municipio de Sincelejo. Del
total de 30 aislados de bacterias enddfitas aisladas
y separadas segun forma, morfologia, color, tipo de
tejido utilizado y sitio de muestreo (zonas), solamente
el morfotipo identificado como P. aeuroginosa mostré in
vitro actividad inhibitoria contra el crecimiento micelial
de C. gloesporioides causante de la antracnosis en
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flame, lo que posiblemente a futuro podria ser utilizada
como una alternativa biolégica para el manejo de
esta enfermedad en campo. Proximos estudios in
vivo, permitird evaluar la actividad de P. aeuroginosa
contra C. gloesporioides y determinar en condiciones
edafoclimaticas de la region, el comportamiento de
dicha bacteria como potencial biolégica para el manejo
de la enfermedad. Asi mismo, estudios moleculares
posteriores verificara la identidad a nivel de especie
y los posibles genes y actividades bioldgicas de esta
bacteria implicada en dicha actividad y su uso como una
alternativa amigable para el medio ambiente.
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