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RESUMEN

El hongo Itersonilia sp. es el agente causal de quema de pétalos en crisantemo, una de
las principales flores comercializadas por el pais a nivel mundial, lo cual genera grandes
pérdidas econdmicas al sector floricultor colombiano. Teniendo en cuenta que se ha
reportado la accién antagonica de la bacteria Gram negativa productora de violaceina
Janthinobacterium lividum frente a diferentes hongos fitopatégenos, la interaccion entre la
bacteria y el hongo Itersonilia sp. fue evaluada. Se realiz6 la determinacién de las
condiciones Optimas de crecimiento de los dos microorganismos, seguido por la
realizacion de la extraccién preliminar de violaceina, la curva de crecimiento de la
J. lividum y la evaluaciéon del comportamiento del hongo frente a la misma por
enfrentamiento dual y a diferentes horas de crecimiento, al sobrenadante crudo y al
extracto preliminar de violaceina mediante prueba de Gauze. Obteniéndose como
resultado que el medio PDA a temperatura ambiente es la mejor condicion para evaluar
interacciones entre los dos microorganismos y que es posible obtener la mayor cantidad
de violaceina realizando la extraccion de las dos fracciones del cultivo bacteriano, pellets
y sobrenadantes. Se observé un efecto inhibitorio en el crecimiento del hongo frente a la
presencia de la bacteria en las pruebas realizadas. La mayor inhibicién se present6 en la
hora 56 de la curva de crecimiento de J. lividum. Pudiendo concluir que se considera
antagonista del hongo Itersonilia sp. en condiciones éptimas de crecimiento in vitro de los

dos microorganismos.



ABSTRACT

The fungus called Itersonilia sp., is the causal agent of burning from petals in the
chrysanthemum, one of the main flowers marketed by the country throughout the world,
which generates large economic losses to the Colombian flower grower sector. Taking into
account that it has been reported the antagonist action of the Gram-negative bacterium
Janthinobacterium lividum which produces violacein in front of various phytopathogenic
fungi, the interaction between the bacteria and Itersonilia sp fungi was evaluated. The
determination of the optimal conditions for growth of the two microorganisms was
accomplished, followed by the implementation of preliminary extraction of violacein, the
growth curve of the J. lividum and assessment of the behaviour of the fungi in front of the
same by dual confrontation and at different hours of growth, to the crude supernatant and
to the preliminary extract of violacein through the Gauze test. As result was obtained that
the PDA medium to room temperature is the best condition to evaluate the interactions
between the two microorganisms and that it is possible to obtain the greatest amount of
violacein performing the extraction of the two fractions of the bacterial culture, pellets and
supernatants. It was observed an inhibitory effect on the growth of the fungi in front of the
presence of this bacterium in the tests carried out. The most inhibition was presented at
the 56 hour of the growth curve of J. lividum, and it may conclude that it is considered an
antagonist of the Itersonilis sp., fungi, in optimum conditions of in vitro growth of the two

microorganisms.



1. INTRODUCCION

Cuando se habla de microorganismos necesariamente se habla de ubicuidad ya que se

encuentran en todos los ambientes generando beneficios o perjuicios.

Itersonilia sp. es un hongo fitopatégeno encontrado en varios paises europeos, como
Italia, Alemania, Austria, Suiza y Bulgaria, asi como en EE.UU., Asia y Nueva Zelanda
(Rodeba et al., 2009). Ha sido aislado de distintos tipos de plantas, algunas de origen
oriental difundidas en América del Sur como Malva Real, Arce de Oregdn y Arctium lappa,
ademas en especies colombianas de girasoles, gérbera, cilantro, perejil, alcachofa vy,
quizas el mas reportado, en crisantemo (Horita y Yasuoka, 2002; Horita et al., 2005;
McGovern et al., 2006). En este Ultimo, causa manchas foliares en las flores hasta causar
su decaimiento total (McGovern et al., 2006; Smith et al., 1992). La técnica utilizada para
controlar esta enfermedad es basicamente evitar condiciones de humedad, y aunque se
han utilizado algunos fungicidas como miclobutanil, bicarbonato de potasio y propiconazol,
el insuficiente control de este hongo, causa grandes pérdidas econémicas a los

floricultores en Colombia y a nivel mundial (McGovern et al., 2006).

Teniendo en cuenta que los crisantemos hacen parte del 50% de las principales flores
comercializadas por Colombia a nivel mundial, la marchitez del crisantemo es un

problema serio para los productores de la nacion.

Se ha encontrado a Janthinobacterium lividum como una de las bacterias que inhiben el
desarrollo in vitro de diferentes hongos, dentro de los cuales se encuentran: el patégeno
de anfibios Batrachochytrium dendrobatidis (Brucker et al., 2008), el hongo micorrizico
Gigaspora margarita, el patégeno oportunista Rhizomucor sp. (Lauer et al., 2008) y los
fitopatbgenos Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum y Rhizoctonia solani, entre otros
(Shirata et al., 2000; Robledo, 2009), a través de la secrecién de metabolitos antifiingicos
(Brucker et al., 2008).

El propdsito de este trabajo es determinar el tipo de interaccidén entre Janthinobacterium
lividum y el hongo basidiomiceto Itersonilia sp. bajo condiciones in vitro con el fin de
evaluar si existe un antagonismo y de esta manera empezar a proponer estudios que

permitan encontrar estrategias para disminuir la frecuencia de aplicacién de productos



quimicos y suplementarlos con controladores bioldgicos, lo cual ayudaria a disminuir
notablemente los efectos negativos que trae el uso de quimicos en las plantas, dentro de

los que se encuentran: alteraciones a nivel ambiental y alto costo econémico.



2. MARCO TEORICO

2.1 Janthinobacterium lividum, bacteria Gram negativa productora de

antimicrobianos.
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Geénero Janthinobacterium:

Las bacterias de este género son bacilos Gram negativos de 0,8-1,5 x 1,8-6 ym,
algunas veces un poco curvas, y pueden presentarse en parejas 0 en cadenas
cortas, no poseen capsula, pero se ha observado la formacion de limo intracelular,
presentan inclusiones de lipidos y no se les conocen estructuras de resistencia.
Son estrictamente aerobias, crecen en un amplio rango de temperatura entre 2°C
a 33°C, con un optimo de 25°C. El pH en el cual presentan un 6ptimo crecimiento
estd entre 7-8 y no crecen por debajo de pH 5. No presentan crecimiento en
medios que contengan 6% o mas de NaCl. Son quimiorganoétrofas, es decir, que
utilizan la energia quimica extraida directamente de la materia organica, y tienen
un Unico mecanismo de respiracion donde el oxigeno es el aceptor final de
electrones. Presentan movilidad gracias a un unico flagelo polar y por lo general de
uno hasta cuatro flagelos subpolares o laterales. Acidifican pero no fermentan la
glucosa y otros carbohidratos. Son catalasa positiva, indol negativo y Vogues-
Proskauer negativo. Reducen nitritos y nitratos con produccion de gas y degradan
las peptonas generando amonio. Poseen actividad fosfatasa y crecen en medios
sencillos con peptona, pueden utilizar el amonio y el citrato como fuente de
carbono para crecer y expandirse rapidamente, no requieren factores de
crecimiento (Garrity, 2000; Hendricks y Holt, 1994).

El género es caracterizado por la presencia de los siguientes fosfolipidos
principales: fosfatidiletinolamina, fosfatidil glicerol y difosfatilglicerol como lipidos
polares. Presentan resistencia a diversos antibigticos [-lactamicos por la

produccion de R-lactamasas (Garrity, 2000).

Janthinobacterium lividum:
Antes denominada Chromobacterium lividum (De ley et al., 1978), es una de las
dos especies del género Janthinobacterium, ha sido aislada comunmente de los

suelos, el agua de los rios, lagos y manantiales y de la piel de anfibios (Brucker et



2.1.3

al., 2008; Pantanella et al., 2007). Sin embargo asi como ha sido encontrada a
temperatura ambiente, también ha sido encontrada en condiciones psicroétrofas, en
glaciares (Lu et al., 2009) y en bancos de sangre, pero no crece a mas de 33°C
(Martinez y Pérez, 2002). En medios de cultivo solidos presenta colonias
convexas, mucoides, redondas, y dependiendo de los componentes del medio, se
observan colonias con pigmentacion violeta (Figura 2.1), por lo que se diferencia
de la otra especie de este género, Janthinobacterium agaricidamnosum, que no
presenta pigmentacion alguna (Garrity, 2000).

Figura 2.1 Caracteristicas de las colonias de J. lividum en medio PDA.

En J. lividum se ha encontrado una importante actividad antimicrobiana que
incluye capacidad antibacteriana, antiviral, antiprotozoaria y antifangica (Pantanella
et al., 2007). Esta ultima se da por la produccién de metabolitos como la violaceina
y el indol-3-carboxaldehido, que junto a la competencia por nutrientes y espacio,
genera una interaccion de tipo antagoénico, por lo cual puede ser usada como
controlador biolégico in-vitro de los hongos patégenos (Lauer et al., 2008; Brucker
et al., 2008; Brenner et al., 2005).

Formacion de biopeliculas:

Janthinobacterium lividum posee la capacidad de crecer en condiciones sésiles
formando biopeliculas, lo cual le permite colonizar rapidamente las superficies. El
desarrollo de la biopelicula es regulado por sistemas “quérum sensing” (Juhas et
al., 2005; Suntharalingam y Cvitkovitch, 2005). Muchas bacterias Gram-negativas
y Gram-positivas, de hecho, producen cantidades relevantes de exopolisacaridos
(EPS) so6lo cuando es estimulado por las moléculas sefiales de “quorum sensing”,

a las que se les denomina auto-inductores (Pantanella et al., 2007).



El “quérum sensing” es una forma de comunicacién intercelular y depende del gen
de regulacion encontrado especialmente en Gram negativos. Estos tipos de
células de sefalizacion son mediados por dos familias de reguladores
transcripcionales conocidos como Luxl y LuxR. Luxl cataliza la sintesis de los
autoinductores que interactian con los receptores codificados por los LuxR,
quienes también regulan la transcripcion de genes especificos (Blosser y Gray,
2000).

2.2 Violaceina.
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Qué es la violaceina?

Es el metabolito secundario de pigmento purpura de estructura dimérica
compuesta por 5 hidroxiindol, Oxindol y 2 — subunidades de pyrrolidona, y que se
forma por la condensacion de dos moléculas de triptéfano modificado (August et
al., 2000), es soluble en etanol, pero insoluble en agua o cloroformo. Se sugiere
gue la biosintesis se debe a la deteccion de la molécula sefal difusible,
denominada N-acil-homoserin-lactona (AHL), bajo el proceso de “quérum sensing”
(Shinoda et al., 2007).

La biosintesis de violaceina esta codificada por un operdn constituido por los
genes VioA, vioB, vioC, vioD y VioOE y su expresion esta regulada por
la fuente de carbono, la presencia de antibi6ticos y cofactores (Jian et al., 2010;
August et al., 2000; Pantanella et al., 2007). La violaceina tiene la férmula general
C20H13N303, y la absorcion maxima en una solucion de metanol es de 585 nm
(Blosser y Gray, 2000). La produccion de violaceina se ve favorecida a
temperaturas bajas y en medios que contengan triptéfano (Lu et al., 2008; Garrity,
2000).

Actividad y aplicaciones de la violaceina:

Se ha demostrado que la violaceina posee actividad antimicrobiana, antitumoral y
antioxidante. Es eficaz contra la leucemia, el cdncer de pulmén, el melanoma uveal
en humanos, y células de linfoma, donde media la apoptosis (Duran et al., 2007).
Ademas, se ha reportado la actividad genotdxica de este pigmento en cultivos de
lineas celulares y se ha utilizado para tefiir fibras sintéticas y naturales. Este

metabolito tiene caracteristicas de controlador in-vitro frente a varios patégenos



humanos y vegetales, como bacterias, virus, hongos y protozoos (Lauer et al.,
2008; Brucker et al., 2008; Brenner et al., 2005; Jiang et al., 2010).

2.3 El basidiomiceto Itersonilia sp., como causante de enfermedad en
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crisantemos.

Itersonilia sp.:

Es un hongo dimérfico perteneciente al filum basidiomicota y a la familia
Sporobolomycetaceae. Es un fitopatégeno capaz de producir clamidosporas y
balistosporas (Figura 2.2) que se dispersan por el viento, causando enfermedad en
crisantemos, eneldo, bardana, girasol y alcachofa (Smith et al., 1992; McGovern et
al., 2006; Horita y Yasuoka, 2002; Rodeva et al., 2009).

v,
i,
£

Figura 2.2 Balistosporas de Itersonilia sp. Fuente: McGovern et al., 2006

En medios de cultivo sélidos, en su forma micelial, presenta colonias suaves
algodonosas de color blanco a crema con crecimiento de hifas debajo de la
superficie del agar, y a nivel microscopico, se observan hifas hialinas, septadas,
con conexiones en grapa, ramificadas, de 2-5 micras de ancho que terminan en
carpoforos con células espordgenas que generan balistosporas infladas de
paredes delgadas, piriformes, de ovoides a subglobosas, de paredes lisas con
contenido granular, algunas veces las balistosporas se originan directamente de la
hifa sin la presencia de células esporégenas, también se observan apresorios que
se generan formando una lamina de superficie dura sobre el medio de cultivo y
clamidosporas globosas y subglobosas, solitarias 0 en cadenas cortas, de pared
gruesa, especialmente en las zonas méas antiguas del cultivo, por debajo de la
superficie del agar; mientras en el estado levaduriforme presenta colonias lisas, sin

brillo de color blanco a crema palido (Horita y Yasuoka, 2002; Rodeva et al; 2009).

Este hongo forma clamidosporas en la superficie foliar de las flores, las cuales

germinan produciendo un basidio corto septado, en el que se generan
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2.3.3

basidiosporas que se fusionan en parejas sobre el basidio dando lugar a las
balistosporas (Smith et al., 1992; Olive, 1952).

Enfermedad causada por Itersonilia sp. en crisantemo:

Itersonilia sp. se distribuye como saprofito de la superficie foliar de las plantas, se
ha reportado como el agente causal de quema de pétalos de crisantemo, en el que
causa marchitez, especialmente en condiciones himedas, a una humedad relativa
>70%, y temperaturas frescas, entre 10 y 23°C, por lo que se ve favorecido por las
lluvias. Las lesiones inician como pequefias manchas pardas, que después se
extienden tomando una coloracion amarilla de borde oscuro y se cubren de una
capa blanca opaca (Figura 2.3), comienza en los pétalos externos y luego se
disemina por toda la flor causando su decaimiento total (Smith et al., 1992;
McGovern et al., 2006; Horita y Yasuoka, 2002).

Figura 2.3 Lesiones causadas por Itersonilia sp. Fuente: McGovern et al., 2006

Métodos empleados para controlar la enfermedad:
La forma de controlar esta enfermedad es evitar condiciones de humedad (Rodeva
et al., 2009), realizar cultivos in-vitro y la utilizacién de algunos fungicidas como,

miclobutanil, bicarbonato de potasio y propiconazol (McGovern et al., 2006).

2.4 Antagonismo microbiano usado como control biol6gico.
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Interacciones microbianas/antagonismo:

En el suelo, la composicion de los ecosistemas microbianos se regula por las
interacciones entre si y con el medio ambiente, con lo cual se mantiene el
equilibrio. Estas interacciones pueden ser de tipo benéfico (cuando existe beneficio
de una o las dos partes) o antagonico (cuando hay perjuicio de alguna de las
partes). Los microorganismos que actlan como antagonistas tienen la capacidad

potencial de ser usados en el control biolégico (Manacorda y Cuadros, 2005).



2.4.2 Antagonismo in vitro:

Las pruebas in vitro para determinar la capacidad antagénica de un
microorganismo con respecto a otro, no representan necesariamente el grado de
antagonismo y de control biolégico en condiciones naturales, pero reflejan la
capacidad y variabilidad genética del antagonista, y la del fitopatégeno para resistir
el antagonismo. Dichas pruebas permiten realizar la seleccion preliminar de
aislamientos facilitando el trabajo, ya que no es probable que un antagonista
eficiente en el campo no lo sea en el laboratorio (Quiroz et al., 2008).



3. JUSTIFICACION

Colombia se destaca en el mercado internacional entre los principales paises
exportadores de flor fresca de corte, ocupando el segundo lugar en las exportaciones de
flores después de Holanda, seguido por Ecuador e Israel (Castellanos et al., 2009; Orozco
y Cruz, 2007). Se ha establecido como el mayor proveedor de flores hacia Estados
Unidos. Ademds, los productores nacionales han incursionado en mercados como

Europa, Asia y Japdn, en los cuales han comenzado a consolidarse (Tenjo et al., 2005).

La exportancion de flores, por Colombia, se estimé en aproximadamente US$ 1.049,03
millones en el afio 2009, donde los principales productos exportados fueron rosa (29%),
crisantemo (pompén) (13%), clavel (12%), miniclavel (7%), Alstroemerias (6%) y otros
(33%) (Asocolflores, 2010).

El sector floricultor genera un gran efecto social a nivel nacional, ya que genera 94.300
empleos directos (15 personas por hectarea/afio), 80.200 indirectos y es un estimulante
de la economia, pues requiere materiales, insumos y servicios. En cuanto al medio
ambiente, esta comprometido con buen uso del suelo, el agua y el aire, buscando
preservarlos segun las politicas ambientales concertadas con el Estado (Orozco y Cruz,
2007).

Para la consolidacion de las exportaciones colombianas y la imagen del pais, la
Asociacion Colombiana de Exportaciones de Flores: Asocolflores, realizé la homologacién
del sello colombiano Florverde® con la organizacion internacional GLOBAL G.A.P., con
sede en Colonia, Alemania. Florverde® es un sello mediante el cual se certifica que las
flores cultivadas en Colombia cumplen con estrictos estdndares sociales y ambientales
desde el momento de la siembra hasta la post-cosecha. Y dentro de sus estandares dan
prioridad al uso de estrategias para el control de enfermedades y plagas diferentes al

control quimico.

Teniendo en cuenta que de las principales flores comercializadas a nivel mundial, los
crisantemos participan en el 50% de las negociaciones en el mercado. Resulta esencial
para el sector floricultor colombiano encontrar estrategias y planes de accion mediante los

cuales se logre una produccion sostenible y competitiva, posicionando sus productos en el



mercado nacional e internacional (Castellanos et al., 2009). En su produccién como flor de
corte, necesita que le sea proveido material inicial, de excelente calidad fisiolégica y
sanitaria (Dole y Wilkins 1999, Fernandez et al., 2007) y la utilizacién de plaguicidas y
fungicidas aumenta los costos de produccion (Olivera et al., 2000). Durante los ciclos de
propagacion, los patégenos tienen un efecto negativo y desmejoran la calidad sanitaria y
salud de las plantas, la calidad y el valor comercial de las flores cosechadas (Enriquez et
al., 2005).

Itersonilia sp. se ha reportado como el agente causal de quema de pétalos de crisantemo,
en el que causa marchitez, comienza a causar lesiones en los pétalos externos y luego se
disemina por toda la flor causando su decaimiento total (Smith et al., 1992; McGovern et
al., 2006; Horita y Yasuoka, 2002). El tratamiento tradicional de esta enfermedad es con la
aplicacion de fungicidas, los cuales generan un alto costo por la frecuencia con que se
debe realizar el tratamiento. La obtencidén de sustancias menos costosas, pero igualmente

0 mas efectivas que las ya existentes, constituiria un gran aporte en este campo.

Los controladores quimicos claramente no pueden ser reemplazados en su totalidad; sino
que por el contrario su uso menos frecuente y suplementado con controladores biolégicos,
ayudaria a disminuir notablemente los efectos negativos que trae el uso de quimicos en
las plantas, dentro de los que se encuentran: alteraciones a nivel ambiental y alto costo

econémico.

En este estudio, se busca determinar si se presenta una actividad antagonica entre J.
lividum e ltersonilia sp., debido a las ventajas que trae la utilizacion de un controlador
biol6gico frente a uno quimico o fisico, por su accion duradera, ya que posee la capacidad
de permanecer en el ambiente, teniendo en cuenta la temperatura Gptima de crecimiento
de 25°C (Rossolini et al., 2001), lo cual representa una ventaja para establecerse y
reproducirse sobre los individuos, produciendo mas agentes de control, y diseminandose
en toda la poblacion; ademas no representa toxicidad hacia las plantas (Becker et al.,
2009). Aprovechando las ventajas biolégicas presentadas por este microorganismo en
reportes previos frente a hongos patégenos se desea evaluar dicha actividad frente al

hongo Itersonilia sp. causante de cuantiosas pérdidas en el sector floricultor del pais.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la interaccién de Janthinobacterium lividum y el hongo lItersonilia sp.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Establecer las condiciones nutricionales y de temperatura Optimas de

crecimiento de los microorganismos J. lividum e Itersonilia sp.

4.2.2 Evaluar la mejor metodologia entre las reportadas en la literatura para la

extraccion preliminar de violaceina de J. lividum.

4.2.3 Evaluar el crecimiento de Itersonilia sp. en interaccién con J. lividum en cultivo

dual y frente a los extractos de violaceina.
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5. METODOLOGIA

5.1 Condiciones nutricionales y de temperatura 6ptimas para el crecimiento de los

microorganismos J. lividum e Itersonilia sp.

5.1.1 Evaluacion de diferentes condiciones de cultivo:

Con el fin de encontrar las condiciones nutricionales y de temperatura en las que
los dos microorganismos crecieran de forma éptima y bajo las cuales se pudieran
realizar las pruebas antagonicas, se evaluaron diferentes condiciones de cultivo.

Se evalué una cepa de J. lividum donada por el Dr. Vance T. Vredenburg, ecélogo
de la Universidad Estatal de San Francisco. Se sembré en los medios de cultivo,
Tripticasa de soya y Triptona Gelatina hidrolizada Lactosa (TGhL) en los que se ha
reportado su crecimiento (Pantanella et al., 2007), y en Papa Dextrosa Agar (PDA).
Se hicieron ensayos con y sin antibioticos, como, sulfato de estreptomicina,
penicilina, gentamicina (discos de 10 ug), cloranfenicol (discos de 10 ug) vy
tetraciclina, debido a que Itersonilia sp. es un hongo dificil de cultivar y se ha
indicado su utilizaciébn para un mejor crecimiento (Comunicacion personal con
Diana Navarrete). Se incub6 por 48 horas a dos temperaturas, 23°C y temperatura
ambiente, las cuales han sido reportadas para su crecimiento (Garrity, 2000), al
cabo de dicho tiempo se realiz6 una determinacion cualitativa de crecimiento y

produccion de pigmento en las diferentes condiciones.

Igualmente, a partir de una cepa de ltersonilia sp. aislada de crisantemo, donada
por Diana Navarrete, Microbidloga de la Sociedad de Comercializacion
Internacional Jardines De Los Andes S.A., se tomaron discos de agar y se
colocaron en el centro de los medios de cultivo, TSA, PDA y TGhL, con y sin
antibiéticos como, penicilina (basados en los resultados obtenidos con J. lividum,
ver numeral 6.1) y tetraciclina, ya que este antibiotico influencia el crecimiento del
hongo (Comunicacion personal con Diana Navarrete). Se incubd a temperatura
ambiente, 23°C (temperaturas reportadas para su crecimiento (Horita y Yasuoka,
2002)) y 28°C (temperatura reportada para el crecimiento de la bacteria (Garrity,
2000)). La incubacion se llevo a cabo durante 10 dias, y se observé su crecimiento

cada 24 h en las diferentes condiciones de manera cuantitativa.
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Una vez realizados los ensayos, se establecieron las condiciones a utilizar durante

los enfrentamientos.

5.1.2 Banco de cepas:
Una vez establecidas las condiciones nutricionales, se realizdé un banco de cepas
para los dos microorganismos. Se realiz6 siembra masiva de J. lividum en medio
PDA, incubdndose a temperatura ambiente por 48 h. Posteriormente se realizo
coloracién de Gram para verificar la pureza del cultivo, se tomaron discos del
cultivo y se depositaron en tubos de microcentrifuga con glicerol al 25% como
crioprotector y se almacenoé en congelacion a -4°C (Pantanella et al., 2007).

Y se realiz6 la siembra de Itersonilia sp. en medio PDA depositando un disco
invertido en medio PDA, se incubd a temperatura ambiente por 10 dias, luego se
realizé una lamina con azul de lactofenol y coloracibn de Gram para verificar
morfologia y pureza, respectivamente. Se tomaron discos de agar con crecimiento
para depositarlos en tubos de microcentrifuga en 1 ml de agua destilada y se

almacenaron en congelacion a -4°C (Horita et al., 2005).

5.2 Evaluacion de la mejor metodologia entre las reportadas en la literatura para la

extraccion preliminar de violaceina de J. lividum.

5.2.1 Extraccién preliminar de violaceina de J. lividum:

Se evaluaron dos protocolos reportados en la literatura para la extraccion de
violaceina, uno en el que se obtenia violaceina a partir de los pellets resultantes
de la centrifugacion del cultivo, y otro en el que se obtenia a partir de los

sobrenadantes.

Se tomaron asadas de un cultivo puro en medio solido Triptona 1% de J. lividum y
se realizé una solucion en 100 ml de medio Triptona al 1% en un erlemeyer de 500
ml hasta obtener una densidad Optica de 1 abs a una longitud de onda de 660nm.
Se incubd durante 72 horas a temperatura ambiente en agitacién constante a 200
rpm, en condiciones de luz. Al cabo de dicho tiempo, se tomaron alicuotas de 10

ml y se depositaron en tubos falcon de 50 ml. Luego, se centrifugé a 3.661 xg
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durante 5 min. (Lu et al., 2009; Brucker et al., 2008; Matz et al., 2008). Se
separaron los sobrenadantes y los pellets en diferentes tubos. Se separaron dos
sets de tubos con sobrenadantes, el primer set se filtré a través de una membrana
de 0,22 micras, este resultante se denominé sobrenadante crudo y se refrigeré a
4°C para ser usado posteriormente en la prueba de Gauze.

Para el primer ensayo, los pellets se resuspendieron en 400 pl de medio Triptona
al 1%, se agregaron 400ul de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%, se
sometieron a agitacion y se incubaron por 5 min a temperatura ambiente (Lu et al.,
2009).

Para el segundo ensayo, se tomé el segundo set de los sobrenadantes resultantes

de la centrifugacion del cultivo (Brucker et al., 2008).

Los pellets y sobrenadantes se depositaron en conos de decantacién por separado
y manteniendo una relacion de 1:1 v/v se agregé acetato de etilo, se esperd a que
se separaran las fases (acuosa y organica) y se recogidé la fase organica,
realizando tres lavados sucesivos (relacion 1:3 v/v). La solucién resultante se
concentré a una presion reducida (240mbar) utilizado un rotaevaporador a 40°C,
hasta obtener 1/3 del volumen inicial, obteniendo como resultado extracto
preliminar de violaceina, el cual se refrigeré a 4°C (Lu et al., 2009; Matz et al.,
2004; Bruker et al., 2008; Pantanella, 2007).

Posteriormente, se realiz6 la misma prueba pero utilizando las dos fracciones,
sobrenadantes y pellets resultantes de la centrifugacion del cultivo de J. lividum y

mezclando el extracto resultante.

5.3 Evaluacién del crecimiento de ltersonilia sp. en interacciéon con J. lividum en

cultivo dual y frente a los extractos de violaceina.
5.3.1 Enfrentamiento dual:

Para esta prueba se realizaron 3 ensayos utilizando el medio escogido en el

numeral 5,1.
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5.3.2

En el primer ensayo se realizé una siembra inicial de un disco de medio con el
hongo a 3 cm del borde de la caja, se incubd durante 2 dias a temperatura
ambiente, y al cabo de dicho tiempo, se sembré la bacteria por estria desde la
mitad de la caja (4,5cm) hacia el otro extremo. A este ensayo se le denomino E1.

En el segundo ensayo se realizé el mismo procedimiento, pero se sembré
inicialmente la bacteria en la mitad de la caja y luego de 2 dias de incubacion a
temperatura ambiente, se sembrd el hongo a 3cm del borde de la caja. A este
ensayo se le denominé E2.

En el tercero, se realizé la siembra de los dos microorganismos de manera

simultdnea. A lo que se le denominé ES.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se incubaron a temperatura
ambiente por 10 dias una vez se habian sembrado los dos microorganismos.
Adicionalmente se realizé la siembra del hongo y de la bacteria en cajas de petri
separadas con el mismo medio de cultivo, como controles para verificar su
viabilidad (Ramirez et al., 2006).

Este procedimiento permitié evaluar el momento del crecimiento en el que se
generaria la posible inhibicion. Se tomaron mediciones del diametro de las
colonias del hongo cada 24h y se determind la inhibicibn mediante la formula de
Porcentaje de Inhibicion Micelial:

PIM= Crecimiento hongo no influenciado — Crecimiento hongo influenciado * 100
Crecimiento hongo no influenciado

A partir de los datos obtenidos se realizd6 un analisis estadistico de donde se
obtuvieron medidas de tendencia central y de dispersién, como lo son: una media
aritmética, una varianza y una desviacion estandar, y se realiz6 un andlisis de

varianzas (ANOVA) para identificar el mejor tratamiento (Sentis et al., 2003).

Curva de crecimiento de J. lividum:
A partir de un cultivo puro en medio soélido triptona al 1%, con dos dias de

crecimiento, se inocularon 3 asadas en 20 mL de caldo triptona al 1%. Se incub6
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5.3.3

este pre-inéculo por 48 h a una temperatura de 25°C. Pasadas las 48 horas, se
establecio la densidad 6ptica (D.O) del pre-in6culo basados en esta D.O se ajusto
la concentracion mediante diluciones en el mismo medio de cultivo a un
equivalente de 10° (teniendo en cuenta que una D.O de 0.2 equivale a una
concentracion de 10° células/ml). Se tomaron 5 ml del pre-inéculo a una
concentracion de 10° células/ml, y se inoculd en un volumen de 45 mL de caldo
triptona 1%, en erlenmeyer de 250 mL (con el fin de obtener una concentracion
inicial para la curva de 10* células/ml). Se incubd en agitacion 180 rpm, a
temperatura ambiente durante 48 horas. Se realizaron mediciones cada 4 horas
durante todo el transcurso del tiempo (52 horas) en condiciones de esterilidad y
con un ambiente aséptico, tomando una alicuota de 1500 uyL, empleados de la
siguiente manera:

¢ 800 pL para medicién de D.O. (longitud de onda de 540 nm)

e 100 pL para la siembra en placa por triplicado.

e 100 pL para diluciones necesarias para siembras (diluciones 1/10 sucesivas

con volumen final de 1000 pL con caldo Triptona 1% como diluyente).

e 50 pL pararecuentos de camara de Neubauer.

e 450 pL de contra-muestra.

Este protocolo se realizé por duplicado.

Pruebas de Gauze:
Se evaluaron 3 tratamientos mediante pruebas de Gauze, utilizando, bacteria,

extracto preliminar de violaceina y sobrenadante crudo.

Para la bacteria, se evaluaron 2 concentraciones de un cultivo de J. lividum en
medio Triptona 1% liquido en 4 puntos de la curva de crecimiento de la bacteria.
Para esto se utilizaron cajas de petri con medio PDA, en las que, realizando la
forma de un triangulo equilatero (5 cm de cada lado), se depositaron alicuotas de
50 pL de medio estéril (control) y las diluciones 1/1000000 y 1/10000000 de los
diferentes puntos a evaluar (horas 16, 36, 52 y 72 de la curva de crecimiento), en
el centro del triangulo se depositdé un disco invertido de medio con el hongo

Itersonilia sp. (Li et al., 2005).
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Se llevé a cabo un procedimiento similar para el extracto preliminar de violaceina y
el sobrenadante depositando en los pozos alicuotas, asi: el primero con medio
triptona 1% estéril (control), el segundo con sobrenadante crudo o extracto
preliminar, segun sea el tratamiento, y el tercero con una dilucion 1/10 de la
fraccibn evaluada (extracto o sobrenadante) con medio Triptona 1% como
diluyente.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se incubaron a temperatura
ambiente por 10 dias. Se realiz6 medicion del radio de inhibicién y a partir de los
datos obtenidos se realiz6 un andlisis de varianzas para establecer el tratamiento

mas efectivo.
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6. RESULTADOS

6.1 Evaluacion de diferentes condiciones de cultivo:
Los resultados obtenidos en la evaluacion de diferentes medios de cultivo y
temperaturas para observar el crecimiento de J. lividum y la produccién de pigmento
en las diferentes condiciones, se muestran en la Tabla 6.1 La lectura de los resultados

se realiz6 de manera cualitativa.

Imagen del
resultado

Medio de
cultivo

Temperatura Crecimiento Pigmentacion

Tripticasa de
soya + 23°C + +
penicilina

TGhL + sulfato
de 23°C + -
estreptomicina
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TGhL + discos
de
gentamicina(*)

TGhL + discos
de
cloranfenicol

*)

TGhL +
glicerol +
penicilina

PDA +

tetraciclina

PDA

PDA

23°C

23°C

23°C

23°C

23°C

Ambiente

Disminucion Disminucion

de la de la
biomasa. pigmentacion.
+ +
+ +
+ +

Tabla 6.1 Resultados obtenidos en la evaluacion de diferentes condiciones de cultivo

para J. lividum. (*) Los datos descritos en los medios de cultivo con discos de

antibiéticos, son los que se generaron alrededor de los discos.

Como se observa, los medios de cultivo en los que se obtuvieron resultados positivos

para el crecimiento de la bacteria y produccién de pigmento fue en TSA, TSA + penicilina,

TGhL, TGhL + penicilina, TGhL + penicilina y glicerol y PDA a las dos temperaturas

evaluadas, 23°C y ambiente.

Con el fin de determinar las condiciones nutricionales y de temperatura que favorecen el

crecimiento de los dos microorganismos para poder establecer el medio de cultivo y la

temperatura de incubacion a utilizar en los ensayos de enfrentamiento y de Gauze, se

19



realizé la respectiva evaluacion del crecimiento de la cepa de Itersonilia sp., los resultados
obtenidos se muestran en la figura 6.1. La tabla de resultados se muestra en el anexo
11.1.

Crecimiento de Itersonilia sp. en diferentes medios de cultivo y temperaturas

50 Variable

—@&— PDA 23°C

—B— PDA 28°C
PDA Amb

—& - PDA + Tetraciclina
TSA

—«¢— TGhL

—w— TGhL + Penicilina

Crecmiento radial (mm)

Tiempo (dias)

Figura 6.1 Crecimiento de Itersonilia sp. en diferentes medios de cultivo y temperaturas.
Los datos graficados, corresponden a la media de los resultados arrojados en las

réplicas realizadas.

La evaluacion de las diferentes condiciones de cultivo para Itersonilia sp. se realizé de
manera cuantitativa. A partir los datos obtenidos en las tres réplicas de cada condicion, se
calcularon las medias y se obtuvo la grafica de crecimiento (Figura 6.1), con el analisis de
varianza ANOVA (anexo 11.2) se logré determinar que Itersonilia sp. presenté el mayor
crecimiento en el medio de cultivo PDA a temperatura ambiente, con un 95% de
confiabilidad, siendo los resultados estadisticamente diferentes para esta condicién frente
a las otras condiciones evaluadas.

Con base en lo anterior y teniendo en cuenta los resultados obtenidos para J. lividum, se
eligio el medio PDA y la temperatura ambiente para llevar a cabo las pruebas de

antagonismo, ya que favorece el crecimiento de los dos microorganismos evaluados.
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6.2 Banco de cepas:
Al realizar el banco de las cepas (figura 6.2.1), se verific6 morfologia y pureza de las
cepas. En las figuras 6.2.2 y 6.2.3 se muestran las ldminas realizadas.

Figura 6.2.1 Banco de ltersonilia sp. (A) y J. lividum (B).

Figura 6.2.2 Laminas con azul de lactofenol de Itersonilia sp. (A) Produccién de
balistosporas, (B) uniones en grapa, (C) clamidiosporas, (D) balistosporas.
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Figura 6.2.3 Lamina coloracion de Gram de J. lividum.

Se constituyd el banco de cepas de cultivo en PDA, medio de cultivo con las mejores

condiciones nutricionales para el desarrollo de los dos microorganismos.

6.3 Extraccién preliminar de violaceina de J. lividum:

Al realizar las pruebas para la extraccion preliminar de violaceina mediante los métodos
reportados, se encontré que tanto de los pellets como de los sobrenadantes es posible
obtener extracto, por lo cual se realizé la metodologia descrita en el numeral 5.3,
realizando la extraccion a partir de los pellets y sobrenadantes. Sin embargo, es necesario
mencionar, que en base en las caracteristicas fisicas de la violaceina, el mayor volumen
de extracto se obtuvo a partir de los sobrenadantes del cultivo de J. lividum. El proceso de

extraccion se muestra en la figura 6.3.

Figura 6.3 Proceso de obtencion de extracto preliminar de violaceina. A. Centrifugacion.

B. Pellet y sobrenadante separados. C. Cono de decantacion, fase superior contiene

violaceina y acetato de etilo. D. Rotaevaporacién. E. Extracto preliminar de violaceina.

6.4 Enfrentamiento dual:

En los ensayos realizados de enfrentamiento dual se encontr6 que Itersonilia sp.
disminuye notoriamente el crecimiento micelial al acercarse a la bacteria y detiene su
crecimiento al encontrarse con la misma. En la figura 6.4.1 se observa el comportamiento

descrito.
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CONTROL

Figura 6.4.1 Enfrentamiento dual J. lividum e Itersonila sp.

El crecimiento de Itersonilia sp. en los diferentes ensayos de enfrentamiento dual
realizados se muestran en la figura 6.4.2. La tabla de resultados se muestra en el anexo
11.3.

Crecimiento de Itersonilia sp. en enfrentamiento dual con J.lividum
20

Variable
—8— E1
—m— E2
-&-E3

[y
wv
L

Crecimiento (mm)
=

1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (dias)

Figura 6.4.2 Crecimiento de Itersonilia sp. en enfrentamiento dual con J. lividum.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el crecimiento del control de Itersonilia

sp. se obtuvieron los Porcentajes de Inhibicion Micelial (PIM) en cada uno de los ensayos.
Los resultados se muestran en la figura 6.4.3.
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Porcentaje de inhibicion micelial
en enfrentamiento dual

64,00

63,00

62,00

61,00

Media
de 60,00
PIM

59,00

58,00

57,00 |

56,00

55,00

E2

Ensayos

Figura 6.4.3 Porcentaje de Inhibicion Micelial en los ensayos de enfrentamiento dual. Los

datos graficados son las medias de los resultados de las réplicas realizadas.

Adicionalmente se realizé un andlisis de varianza ANOVA (anexo 11.4) y se determiné
con un 95% de confiabilidad que aunque el mayor PIM se gener6 en E2, el resultado de
este ensayo no es estadisticamente diferente al resultado obtenido en E3. Pero estos dos

si lo son con respecto a E1, el cual es menor.

6.5 Curva de crecimiento de J. lividum:
La curva de crecimiento obtenida para J. lividum se muestra en la figura 6.5. Los datos

completos se muestran en el anexo 11.5.

Curva de crecimiento de Janthinobacterium lividum

10 8e+8 r 3.0

- 6e+8

- 4e+8

51  2e+8

Log UFC/mL
o
Células totales/mL
Absorbancia 540 nm

2 T T T T T
[0} 10 20 30 40 50 60

Tiempo (horas)

—e— Log UFC/mL - células viables
—&— Células totales - recuento en camara
—m— Absorbancia 540 nm

Figura 6.5 Curva de crecimiento de J. lividum.
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En la gréfica, la curva de células viables muestra que la bacteria presenté una fase
exponencial hasta la hora 16, a partir de la cual entré en fase estacionaria, en la hora 32
entra en fase de muerte, donde se observa una disminucion drastica de las células
totales, pero en la hora 36 hay un aumento en la absorbancia lo cual coincide con una
nueva fase estacionaria en las células viables, debido a la produccion de violaceina, que
junto a la formacién de biofilms, que se observa al disminuir el recuento de células totales,
se generan a manera de supervivencia posibilitando una recuperacion en la viabilidad,
estabilidad en las células viables hasta la hora 44, en la que vuelve a entrar en fase de
muerte, sin embargo, la absorbancia, continla aumentando, lo que indica que la
produccion de violaeina continia mientras hayan células viables. La absorbancia nunca

decrece gracias a la presencia del pigmento.

6.6 Prueba de Gauze:

De los tratamientos evaluados mediante la prueba de Gauze, el sobrenadante crudo y el
extracto preliminar de violaceina, no generaron ninguna inhibiciéon al hongo Itersonilia sp.,
el cual crecié por encima de los discos impregnados. Sin embargo en presencia de la
bacteria, a la hora 16, aunque el hongo crecié sobre los discos, en el reverso de la caja se
observa una disminucion del crecimiento del micelio de sustrato. En el ensayo con la
bacteria a la hora 32 se observé una disminucién en la esporulacién, en la hora 56 se una
inhibicion total del hongo alrededor de los discos. Mientras que en la hora 72 el hongo
crecié sin presentar ningun tipo de inhibicién. Los resultados se muestran en la figura

6.6.1. y en lafigura 6.6.2 Los datos completos se muestran en el anexo 11.6

Figura 6.6.1 Prueba de Gauze. A. Con sobrenadante, B. Con extracto preliminar de
violaceina, C. Con bacteria en hora 16, D. Con bacteria en hora 32, E. con bacteria en
hora 56, F. Con bacteria en hora 72.
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Halo de inhibicion

Inhibicion en prueba de Gauze

15,3333

Tratamiento

Figura 6.6.2 Inhibicion en prueba de Gauze. Los resultados que se muestran son las

medias de las 3 réplicas realizadas para cada tratamiento.

Con los datos obtenidos en las mediciones de la inhibicién en cada tratamiento, se realizd

un andlisis de varianza ANOVA (anexo 11.7) y con un 95% de confiabilidad se determin6

gue la mayor inhibicion se gener6 a la hora 56 del crecimiento de la bacteria en la dilucion

1/1000000 siendo estadisticamente diferente al resto de tratamientos.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Se realiz6 una evaluacion de diferentes condiciones de cultivo para los dos
microorganismos buscando encontrar la temperatura y el medio adecuado para realizar
las pruebas de antagonismo, de tal forma que tanto bacteria como hongo presentaran el

mejor crecimiento en las condiciones dadas.

En la evaluacion de dichas condiciones de cultivo para J. lividum, se encontrd que se ve
inhibida por los antibidticos gentamicina, cloranfenicol y tetraciclina, todos ellos
producidos por actinomicetos y cuyo mecanismo de accién se basa en la inhibicién de
sintesis de proteinas, al interactuar con los ribosomas en las etapas de iniciacion vy
elongacién de las mismas (Sanchez et al.,, 2004). Esta sensibilidad del género
Janthinobacterium sp. frente a los antibiéticos producidos por actinomicetos fue descrita
por Garrity (2000) y Brenner et al. (2005). Se observo, adicionalmente en los medios
TGhL y TSA, como lo han reportado Pantanella et al. (2007), August et al. (2000) y Garrity
(2000) que J. lividum crece produciendo pigmento en medios sencillos que contengan
triptéfano, debido a que la violaceina se deriva de este compuesto, y la pigmentacion se
ve estimulada por la presencia de glicerol, debido a que funciona como un co-sustrato
para el crecimiento de la bacteria, mientras ésta puede emplear todo el triptéfano para
producir violaceina, y por la presencia de penicilina, debido a que la bacteria posee la
capacidad de producir R-lactamasas para romper el anillo B-lactdmico de la penicilina y

todos los demas antibiéticos de este grupo.

Mediante la realizacién de esta prueba se encontré que la bacteria presenta crecimiento y
produccion de pigmento antifiingico en un medio que aun no habia sido reportado para su
cultivo, y que es especifico para el crecimiento de hongos y levaduras, lo cual permite
estudios de interacciones, el medio PDA. Shirata et al. (2000) habian reportado el
crecimiento y produccion de pigmento de la bacteria en medio PSA (papa, sacarosa,
agar), Lu et al. (2009) en su estudio habian sugerido que al parecer algin componente del
extracto de papa promueve la produccién de pigmento por parte de la bacteria. Teniendo
en cuenta lo reportado, para la produccion de pigmento, la bacteria requiere de triptéfano,
ya que ha sido mencionado como la Unica molécula precursora en la biosinteis de
violaceina (Lu et al., 2009), y de acuerdo con los estudios de Wissar y Ortiz (1988), donde

afirman que la papa contiene una buena cantidad de aminoécidos, siendo relativamente
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alta la cantidad de triptéfano y lisina, se podria deducir que la bacteria al crecer en PDA,
adquiere el triptéfano de la papa contenida en el medio y aunque este medio posee un pH
de aproximadamente 5,6, el amplio rango de pH en el que crece esta bacteria (Garrity,
2000), le permite no verse inhibida como sucederia con la mayoria de bacterias y al
contrario, el bajo pH promueve también la produccion del pigmento, como ya habia sido
sugerido por Lu et al. (2009) en su estudio. Sin embargo, contrario a lo reportado por
Mendes et al. (2001) en un estudio realizado a Chromobacterium violaceum (otra bacteria
productora del metabolito) indicaron que la glucosa afecta la produccion de violaceina, y
Pantanella et al. (2007) quienes afirmaron que en presencia de glucosa J. lividum no
produjo pigmentacién, en este medio se indujo una buena pigmentacion por parte de la
bacteria J. lividum, con igual intensidad a la presentada en medios de cultivo con adicion

de glicerol y penicilina.

Por otro lado, Itersonilia sp. Unicamente presenté el mejor crecimiento en el medio PDA,
especifico para hongos, y generd un crecimiento muy reducido en los medios TSAy TGhL
en los que la bacteria habia presentado buen crecimiento. Esto se puede deber
principalmente por el pH de estos medios, ya que en ambos es de aproximadamente 7,
mientras ltersonilia sp. crece a pH de 5,5-6,5, los mismos pH que prefiere el crisantemo
(Vences et al., 2009). El medio PDA si presenta el pH adecuado para su crecimiento ya
gue es de 5,6. La adicion de tetraciclina para inhibir flora bacteriana en el medio, no
genera ninguna influencia en el crecimiento del hongo, como se habia indicado al iniciar el
estudio, mientras que como ya se habia dicho, si inhibe el crecimiento de J. lividum, por lo

gue el medio escogido para las pruebas de antagonismo fue el PDA sin antibi6ticos.

En cuanto a las temperaturas evaluadas, el hongo Itersonilia sp. en concordancia con lo
descrito por Horita y Yasuoka (2002), no presenté crecimiento a una temperatura de 28°C,
temperatura a la que ha sido reportado el crecimiento de la bacteria, sin embargo, la
temperatura ambiente fue la mejor para el desarrollo del hongo y de la bacteria, gracias a
gue ambos crecen en la naturaleza en condiciones medioambientales y necesitan
adaptarse a los cambios de temperatura que se presentan durante el dia y la noche, sin
verse afectados por ellos, por lo cual la temperatura escogida fue la temperatura

ambiente.
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Al realizar el proceso de extraccion preliminar de violaceina de J. lividum de acuerdo con
las metodologias descritas por autores que ya han realizado el procedimiento (Lu et al.,
2009; Matz et al., 2004, Brucker et al., 2008) se establecié que se obtiene mayor volumen
de violaceina si se utilizan las dos fracciones resultantes de la centrifugacion, pellets y
sobrenadantes. Muchos autores han optado por utlizar solamente los pellets
probablemente porque es donde se observa mayor pigmentacion una vez se ha realizado
la centrifugacién y las fracciones estan separadas, segun Lu et al. (2009) los
sobrenandantes se pueden descartar debido a la muy baja concentracion de violaceina
presente en ellos, sin embargo, en los ensayos realizados, se encontré que aunque los
sobrenadantes no parecen contener el pigmento a simple vista, de ellos se extrae el
mayor volumen del componente con las caracteristicas fisicas y quimicas en el que se
encuentra la violaceina. Brucker et al. (2008) utilizan los sobrenadantes y descartan los
pellets sin especificar la razén de ello. Sin embargo, el estudio realizado por Matz et al.
(2008) quienes también realizaron la extraccion de sedimentos celulares y sobrenadantes
de los cultivos de células de bacterias productoras de violaceina, revelé que ésta se
almacena intracelularmente aumulandose en el periplasma, ademas de estar asociada a
la membrana externa; por lo cual se puede decir que es posible extraer este metabolito de
ambas fracciones, ya que al realizar la centrifugacion, el metabolito asociado a membrana
se queda en el sobrenadante, y al realizar la ruptura de las células del pellet con el dodecil

sulfato de sodio (SDS), se obtiene la porcion almacenada en el interior de las células.

De esta manera se realiz6 el método empleando las dos fracciones, y se utilizé SDS
(Matz et al., 2004) ya que este detergente provoca una gran disrupcion de membranas
con efecto de lisis (Sanchez et al., 2005) para poder obtener la violaceina intracelular y
con la ayuda del acetato de etilo, éster miscible en alcohol, se separa la violaceina del
agua contenida en el medio (Negrén et al., 1999). La fase superior resultante contiene
acetato de etilo y violaceina, ademéas de muchos otros compuestos. El acetato de etilo, se

evapora por rotaevaporacién a presion reducida (Brucker et al., 2008).

En las pruebas de enfrentamiento dual se encontré una disminucion en el crecimiento del
hongo al acercarse a la bacteria y una inhibicion al encontrarse con ella, sin embargo, al
evaluar los tres ensayos con tiempos de siembras diferentes para los dos
microorganismos, se encontré que el porcentaje de inhibicion micelial del hongo

disminuye cuando este es sembrado 2 dias antes que la bacteria; esto indica que el
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hongo se puede adaptar mejor al nuevo medio antes que la bacteria y sin tener ningun
tipo de estrés. Sin embargo, los otros ensayos, en el que se puso a crecer la bacteria 2
dias antes y en el que se sembraron los dos microorganismos simultdneamente, no
presentaron diferencias estadisticamente significativas, debido a que la bacteria tiene una
velocidad de crecimiento mucho mayor que el hongo, y los dos dias de ventaja no hacen
la diferencia en la inhibicion del hongo. Por lo cual, para proximos ensayos se puede optar
por realizar el ensayo del tratamiento E3, ya que disminuye tiempo en la investigacion.

El mecanismo por el cual J. lividum provoca la inhibicion de otros microorganismos es
gracias a la produccién de metabolitos, dentro de los que se encuentra la violaceina, la
cual causa apoptosis de manera general por desaminar varios tipos de aminoacidos en
las células de bacterias, parasitos, hongos y demas (August et al., 2000). Ademas, se ha
descrito que puede deberse a la combinaciéon de la produccion de metabolitos y la

competencia (Brucker et al., 2008).

Asi mismo, al realizar las pruebas de Gauze se encontrdé una inhibicién de Itersonilia sp.
en presencia de la bacteria, pero no en presencia del sobrenadante y del extracto, debido
posiblemente a que se utilizé un diluyente no adecuado (caldo Triptona 1%), ya que la
violaceina es miscible en etanol y no en agua. Sin embargo, Fernandez (2001) afirma que
la mayoria de microorganismos antagonistas no tienen un unico modo de accién frente a
los patégenos, lo que haria pensar que el efecto antagonico de J. lividum frente a
Itersonilia sp. no se debe Unicamente a la violaceina, sino que en la interaccién pueden
estar involucrados otros metabolitos, y la presencia misma de la bacteria. Muchos autores
han mencionado que la bacteria produce otro metabolito con capacidad antifungica, el
indol-3-carboxaldehido, el cual no fue tenido en cuenta en este estudio y que como es
soluble en agua no quedé atrapado en la extraccion realizada. Brucker et al. (2008)
afirman que la produccién de violaceina esté relacionada con la densidad de biomasa de
la bacteria, ya que es un metabolito generado a partir del proceso de quorum sensing
entre las bacterias de un cultivo, ademas afirma que el antagonismo de la violaceina esta

asociado a la presencia de la bacteria.

Esto mismo se ve reflejado al observar los resultados obtenidos frente a la bacteria en
diferentes horas de su crecimiento y compardndolos con lo obtenido en la curva de

crecimiento. Lu et al. (2009) en su investigacion encontraron que hay un aumento del
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pigmento cuando el crecimiento de las células de la bacteria ha cesado, tal como lo que
se gener6 en este estudio donde la absorbancia continu6 aumentando mientras la
bacteria estaba en fase estacionaria y a la hora 36 aumenté la absorbancia, cuando la
bacteria habia entrado en una fase de muerte, esto puede deberse a que la produccion de
volaceina se da en mayor cantidad en condiciones de estrés, junto a la produccién de
biopeliculas (ambos procesos regulados por quorum sensing) como mecanismos de
supervivencia de la bacteria (Pantanella et al., 2007).

Todo esto explica que la mayor inhibicién se hayan generado en la hora 56 debido a que
en ese tiempo se detectd la mayor cantidad de violaceina sintetizada por la bacteria, pero
aun habian células viables, mientras que a juzgar por el comportamiento de la curva de
crecimiento, en la hora 72, ya la bacteria estaba en fase de muerte, y en esta hora no se
generd ningun tipo de inhibicién, volviendo a ratificar que la violaceina sola no afecta el
crecimiento del hongo, sino gque es su accidn en asociacién con la presencia de la
bacteria viable y que existen otros factores que estan influyendo en dicha inhibicién, lo
cual es muy positivo, ya que el tener varios mecanismos de accién en los agentes
antagonistas es una caracteristica importante para su seleccién como agentes de control
biolégico ya que si éste posee varios modos de accién reduce la posibilidad de que el

microorganismo patdégeno desarrolle resistencia frente a éste (Fernandez et al., 2001).

31



8. CONCLUSIONES

o El medio PDA y la temperatura ambiente son las mejores condiciones de cultivo para

evaluar interacciones entre J. lividum e Itersonilia sp.

e La mejor metodologia de las reportadas en la literatura para la extraccioén preliminar
de violaceina en mayor volumen fue la realizada a partir de las dos fracciones

resultantes de la centrifugacion del cultivo de J. lividum, pellets y sobrenadantes.

e EIl hongo Itersonilia sp. se ve inhibido en presencia de la bacteria, en la hora 56 de

crecimiento de la misma.
CONCLUSION GENERAL
La bacteria Janthinobacterium lividum se considera antagonista del hongo fitopatégeno

Itersonilia sp. en condiciones nutricionales y de temperatura adecuadas para el

crecimiento de los dos microorganismos.

32



9. RECOMENDACIONES

Cuando se realizo la extraccion preliminar de violaceina no se determind la presencia de
la misma por cromatorgrafia como lo han realizado otros autores, sino que Unicamente se
utilizaron las caracteristicas quimicas, fisicas y la metodologia reportada para realizar la
extraccion. Brucker et al. (2004) afirma que una concentracién de 1.82uM de violaceina
inhibe el crecimiento del hongo B. dendrobatidis, sin embargo, en este estudio no se
realizo la cuantificacién del metabolito. Por lo que se recomienda realizar la verificacion de
la presencia de violaceina por cromatografia y la cuantificacion de su concentracion en
estudios posteriores, ademas de llevar a cabo ensayos en medios liquidos que faciliten la
difusién del metabolito y la utilizacion de diluyentes a base de etanol, en el cual es

miscible la violaceina.
Adicionalmente, se recomienda hacer estudios para identificar el mecanismo por el cual

se genera la inhibicién de Itersonilia sp. y realizar extraccion de otros metabolitos como el

indol-3-carboxaldehido para probar su accion frente al hongo estudiado.
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11. ANEXOS

11.1 Tabla de resultados de la evaluacion de las diferentes condiciones de cultivo

para ltersonilia sp.

Los resultados que se muestran a continuacion son las medias de los datos obtenidos a

partir de las 3 réplicas de cada medio de cultivo.

Tiempo Crecimiento ltersonilia (mm)
(dias) PDA23°C | PDA28°C | PDAAmb. | PDA+T | TSA | TGhL | TGhL +P
1 0,0 0,0 0,0 0,0 00 | 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 00 | 0,0 0,0
3 5,0 0,0 5,3 5,0 25 | 2,8 2,0
4 10,6 0,0 11,3 10,0 50 | 5.6 4,7
5 16,0 0,0 18,0 14,7 80 | 66 6,7
6 22,0 0,0 24.6 20,3 | 11,0 82 8,7
7 28,0 0,0 31,7 26,3 | 140 96 9,7
8 34,0 0,0 38,7 323 | 17,0 11,0 10,7
9 40,0 0,0 45,7 38,7 | 200/ 12,4 12,7
10 46,0 0,0 49,3 443 | 230 13,8 14,7
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11.2 Anélisis de varianza ANOVA para la evaluacién de las diferentes condiciones

de cultivo para Itersonilia sp.

El andlisis de varianza se realizo en el software estadistico Minitab 15 en espafiol. Los

resultados obtenidos se muestran a continuacion:

ANOVA unid

Fuente GL
Medio 7
Error 13
Total 20

s =0,1331

Nivel
PDA + T
PDA 23°C
PDA 28°C
PDA Amb.
PDA23°C
TGhL
TGhL +P
TSA

Desv.Est.

ireccional: Crecimiento (mm) vs.

SC MC
6712,129 958,876
0,230 0,018
6712,359
R-cuad. = 100,00%
N Media Desv.Est.
3 44,330 0,000
2 46,250 0,354
3 0,000 0,000
3 49,387 0,098
1 46,000 *
3 13,807 0,081
3 14,707 0,081
3 23,100 0,173
agrupada = 0,133

F
54103,22 0,

R-cuad. (ajustado)

Medio

P
000

99, 99%

ICs de 95% individuales para la media

basados en Desv.Est. agrupada
e fom o o
(*
*
*
*
(‘k
*
*
*)
Fomm - Fomm - Fomm Fomm
0 15 30 45
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con J. lividum

11.3 Tablas de resultados de crecimiento de Itersonilia sp. en enfrentamiento dual

El
Tiempo (dias) | Caja 1 (mm) [ Caja 2 (mm) | Caja 3 (mm) | Media | Control | PIM
1 3,5 3.4 35 3,47 3,6 3,70
2 7 6,5 7,25 6,92 9 23,15
3 10,25 9,7 10,25 10,07 | 14,6 (31,05
4 12,25 12,3 12,2 12,25 21 [41,67
5 13 12,8 13 12,93 | 27,5 |52,97
6 16 16 16,25 16,08 | 33,25 |51,63
7 17 17,5 16,8 17,10 | 39,25 |56,43
8 18,3 18,9 17,5 18,23 44,5 (59,03
9 18,5 19,4 18,3 18,73 50 (62,53
10 18,5 19,5 18,4 18,80 | 56,1 |66,49

E2
Tiempo (dias) | Caja 1 (mm) [ Caja 2 (mm) | Caja 3 (mm) | Media | Control PIM
1 0 0 0 0 0 0,00
2 0 0 0 0 0 0,00
3 3 4 3,5 3,50 3,7 5,41
4 7,1 6,3 6,5 6,63 | 9,12 |27,27
5 10,25 9,3 9,5 9,68 | 154 |37,12
6 12 11,5 11 11,50 | 22,1 |47,96
7 13,5 12,8 12,5 12,93 | 28,5 |54,62
8 15 15,5 15,5 15,33 | 33,8 [54,64
9 16,5 15,9 16 16,13 | 39,6 |59,26
10 17 16,5 17 16,83 | 45,2 62,76

E3
Tiempo (dias) | Caja 1 (mm) [ Caja 2 (mm) | Caja 3 (mm) | Media | Control | PIM
1 0 0 0 0 0 0,00
2 0 0 0 0 0 0,00
3 3,5 3,5 3,1 3,37 3,7 9,01
4 7,25 6,5 7 6,92 | 9,12 |24,16
5 10,5 9,5 10 10 15,4 (35,06
6 12,25 11 12 11,75| 22,1 |46,83
7 13 12,5 13,5 13,00 | 28,5 |54,39
8 16,25 15,5 15,5 15,75| 33,8 (53,40
9 16,75 16 16,5 16,42 | 39,6 (58,54
10 17,25 17 17,5 17,25 | 45,2 (61,84




11.4 Anélisis de varianza ANOVA para los PIM en ensayos de enfrentamiento dual.

El andlisis de varianza se realiz6 en el software estadistico Minitab 15 en espafiol. Los

resultados obtenidos se muestran a continuacion:

ANOVA unidireccional:

PIM vs. Ensayo

Fuente GL SC MC F P
Ensayo 2 0,002267 0,001134 10,61 0,011
Error 6 0,000641 0,000107

Total 8 0,002908

S = 0,01034 R-cuad.

Nivel N Media
E1l 3 59.026
E2 3 62.758
E3 3 61.836

Desv.Est. agrupada

= 77,96% R-cuad. (ajustado) = 70,61%

ICs de 95% individuales para la media

basados en Desv.Est. agrupada

Desv.Est. -t Fm——————— e e
0,01578 (-—-=---—- Hmm o — )
0,00639 [ —— N, )
0,00553 [ —— X )
——t Fo———— Fo————— Fo———
0,580 0,600 0,620 0,640
= 0,01034
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11.5 Tabla de resultados curva de crecimiento J. lividum.

Abs | Abs | Promedio | Camara | Cdmara | Promedio | Recuento | Recuento | Promedio Log
Tiempo| A B abs A B Camara A B Recuento | UFC/ml
4 0,03 | 0,03 | 0,0305 |2,74E+03|2,86E+03| 2,80E+03 | 3,10E+06 | 3,80E+06 | 3,45E+06 6,54
8 0,06 | 0,06 0,06 1,44E+04 | 1,55E+04 | 1,49E+04 | 5,80E+06 | 5,50E+06 5,65E+06 6,75
12 0,06 | 0,07 0,064 2,32E+04 | 2,44E+04 | 2,38E+04 | 2,10E+07 | 2,70E+07 2,40E+07 7,38
16 0,34 | 0,22 | 0,2805 |2,54E+05|2,65E+05| 2,60E+05 | 4,70E+08 | 4,50E+08 | 4,60E+08 8,66
20 1,19 | 0,98 | 1,0835 |3,60E+07|3,15E+07| 3,38E+07 | 6,10E+08 | 5,30E+08 | 5,70E+08 8,76
24 1,52 | 1,21 | 1,3628 |4,30E+08 |3,80E+08| 4,05E+08 | 6,40E+08 | 6,20E+08 | 6,30E+08 8,80
28 1,75 | 1,45 1,600 |7,18E+08|6,48E+08| 6,83E+08 | 7,90E+08 | 7,80E+08 | 7,85E+08 8,89
32 1,37 | 1,52 1,444 |2,80E+08|2,55E+08 | 2,68E+08 | 4,10E+08 | 4,30E+08 | 4,20E+08 8,62
36 1,84 | 1,62 | 1,7295 |4,30E+07|3,50E+07| 3,90E+07 | 7,60E+07 | 7,40E+07 | 7,50E+07 7,88
40 2,49 | 1,83 2,1615 |4,60E+07 |1,80E+07| 3,20E+07 6,90E+07 | 6,30E+07 6,60E+07 7,82
44 2,65 |2,26| 2,4505 |2,30E+07|1,70E+07| 2,00E+07 | 5,30E+06 | 5,60E+06 | 5,45E+06 6,74
48 2,68 2,30 | 2,4885 |2,28E+07|1,87E+07| 2,08E+07 | 4,50E+03 | 4,80E+03 | 4,65E+03 3,67
52 2,71 | 2,33 2,522 | 2,34E+07 | 1,76E+07 | 20500000 | 3,20E+02 | 3,70E+02 | 3,45E+02 2,54

Abs: Absorbancia

Ay B: Réplicas

UFC: unidades formadoras de colonias

Camara: Recuento en camara

Recuento: recuento en placa
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11.6 Tabla de resultados de pruebas de Gauze

Los resultados que se muestran a continuacion son las medias de los datos obtenidos a

partir de las 3 réplicas de cada tratamiento.

Inhibicién (mm)
Replicas Sobrenadante Extracto Balcteria ho:a 16 Balcteria ho:a 32 Balcteria ho:a 56 Ba::teria ho:a 72
DIn DIn DIn DIn DIn DIn DIn DIn
S |Dn1/10| £ | Din1/10 1/10°| 1/10" |[1/10°| 1/10’ |1/10°| 1/10" |1/10°| 1/10’
1 0 0 0 0 0 0 5 3 15 9 0 0
2 0 0 0 0 0 0 4 3 16 10 0 0
3 0 0 0 0 0 0 5 3 15 9 0 0
Media |0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,67 3 15,33 9,33 0,00 0,00
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11.7 Anélisis de varianza ANOVA para pruebas de Gauze.

El analisis de varianza se realizé en el software estadistico Minitab 15 en espafiol. Los

resultados obtenidos se muestran a continuacion:

ANOVA unidireccional: Inhibicidén vs. Tratamiento

Fuente GL SC MC F P
Tratamiento 11 797,6389 72,5126 870,15 0,000
Error 24 2,0000 0,0833

Total 35 799,6389

S = 0,2887 R-cuad. = 99,75% R-cuad. (ajustado) = 99,64%
Nivel N Media Desv.Est.
Bacteria hl6 D1nl1/10° 3 0,000 0,000
Bacteria hl6 DInl1/107 3 0,000 0,000
Bacteria h32 Dlnl/lO6 3 4,667 0,577
Bacteria h32 D1nl/107 3 3,000 0,000
Bacteria h56 Dlnl1/10° 3 15,333 0,577
Bacteria h56 Dlnl/10° 3 9,333 0,577
Bacteria h72 Dlnl/10° 3 0,000 0,000
Bacteria h72 D1n1/107 3 0,000 0,000
Extracto 3 0,000 0,000
Extracto DInl/10 3 0,000 0,000
Sobrenadante 3 0,000 0,000
Sobrenadante DInl/10 3 0,000 0,000

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada
Nivel -4 o o o
Bacteria hl6 DIn1/10°  (*)
Bacteria hl6 Dlnl/20’ (*)
Bacteria h32 Dlnl1/10° *)
Bacteria h32 Dlnl/10’ (*)
Bacteria h56 Dlnl1/10° (*
Bacteria h56 Dlnl/10’ (*
Bacteria h72 Dlnl1/10°
Bacteria h72 Dlnl/10’
Extracto (
Extracto D1Inl/10 (
Sobrenadante (
Sobrenadante D1nl/10 (

Desv.Est. agrupada = 0,289
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11.8 Medios de cultivo usados en el trabajo de grado.

MEDIO PDA
COMPONENTES CANTIDAD (g/L)
Infusién de papa 4
Dextrosa 20
Agar 15

INDICACIONES: Disolver los componentes del medio en agua destilada y aforar
a un litro, calentar hasta ebullicion, tapar y autoclavar por 15 minutos a 121°C.

MEDIO PDA + tetraciclina

COMPONENTES CANTIDAD (g/L)
Infusion de papa 4
Dextrosa 20
Agar 15

INDICACIONES: Disolver los componentes del medio en agua destilada y aforar a
un litro, calentar hasta ebullicion, tapar y autoclavar por 15 minutos a 121°C, dejar
enfriar un poco y agregar 30mg/L de tetraciclina.

MEDIO TSA
COMPONENTES CANTIDAD (g/L)
Tripticasa 15
Peptona de soya 5
Cloruro de sodio 5
Agar 15

INDICACIONES: Disolver los componentes del medio en agua destilada y aforar a
un litro, calentar hasta ebullicion, tapar y autoclavar por 15 minutos a 121°C.

MEDIO TSA + penicilina

COMPONENTES CANTIDAD (g/L)
Tripticasa 15
Peptona de soya 5
Cloruro de sodio 5
Agar 15

INDICACIONES: Disolver los componentes del medio en agua destilada y aforar a
un litro, calentar hasta ebullicion, tapar y autoclavar por 15 minutos a 121°C, dejar
enfriar un poco y agregar 200mg/L de penicilina.
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MEDIO TSA + sulfato de estreptomicina

COMPONENTES CANTIDAD (g/L)
Tripticasa 15
Peptona de soya 5
Cloruro de sodio 5
Agar 15

INDICACIONES: Disolver los componentes del medio en agua destilada y aforar a
un litro, calentar hasta ebullicién, tapar y autoclavar por 15 minutos a 121°C, dejar
enfriar un poco y agregar 300mg/L de sulfato de estreptomicina.

MEDIO TGhL
COMPONENTES CANTIDAD (g/L)
Triptona 16
Gelatina hidrolizada 4
Lactosa
Agar 10

INDICACIONES: Disolver los componentes del medio en agua destilada y aforar a
un litro, calentar hasta ebullicién, tapar y autoclavar por 15 minutos a 121°C.

MEDIO TGhL + penicilina

COMPONENTES CANTIDAD (g/L)
Triptona 16
Gelatina hidrolizada 4
Lactosa
Agar 10

INDICACIONES: Disolver los componentes del medio en agua destilada y aforar a
un litro, calentar hasta ebullicién, tapar y autoclavar por 15 minutos a 121°C, dejar
enfriar un poco y agregar 200mg/L de penicilina.

MEDIO TGhL + sulfato de estreptomicina

COMPONENTES CANTIDAD (g/L)
Triptona 16
Gelatina hidrolizada 4
Lactosa
Agar 10
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INDICACIONES: Disolver los componentes del medio en agua destilada y aforar a
un litro, calentar hasta ebullicién, tapar y autoclavar por 15 minutos a 121°C, dejar
enfriar un poco y agregar 300mg/L de sulfato de estreptomicina.

MEDIO TGhL + penicilina + glicerol

COMPONENTES CANTIDAD (g/L)
Triptona 16
Gelatina hidrolizada 4
Lactosa
Agar 10

INDICACIONES: Disolver los componentes del medio en agua destilada y aforar a
un litro, calentar hasta ebullicién, tapar y autoclavar por 15 minutos a 121°C, dejar
enfriar un poco y agregar 200mg/L de penicilina y 10 g/L de glicerol.

MEDIO Triptona 1%

COMPONENTES CANTIDAD (g/L)
Triptona 10
Agar* 15

INDICACIONES: Disolver los componentes del medio en agua destilada y aforar a
un litro, calentar hasta ebullicién, tapar y autoclavar por 15 minutos a 121°C.
*No agregar en medio liquido.
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11.9 Coloraciones usadas en el trabajo de grado.

A. Coloraciéon de Gram:

1.

N o o &

Tomar una asada del cultivo y depositarla en la mitad de una lamina
portaobjetos mezclandola con una gota de agua.

Con la ayuda de una pinzas, pasar la lamina sobre la llama del mechero para
fijar.

Una vez seca, colocar una gota de cristal violeta y dejar por 1 min. Luego
enjuagar.

Colocar una gota de lugol, dejar por 1 min. y enjuagar.

Colocar una gota de alcohol acetona, dejar por 30 seg. Y enjuagar.

Colocar una gota de fucsina, dejar 1 min. y enjuagar.

Secar y observar al microscopio. Para observar a 100 x se debe colocar una
gota de aceite de inmersion.

B. Azul de lactofenol:

1.
2.

Poner una gota de azul de lactofenol sobre la lamina portaobjetos.

Con ayuda de una aguja de diseccion o una cinta pegante transparente tomar
micelio del hongo.

Colocar sobre la gota de azul de lactofenol.

En el caso de usar aguja, colocar una laminilla sobre la gota de azul de
lactofenol.

Observar al microscopio con un aumento de 40x.
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