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Los microorganismos benéficos juegan un papel fundamental en el desarrollo
de los procesos de innovacion de la industria médica y agricola. Su origen
taxondmico diverso y su procedencia de diferentes habitats les han permitido
desarrollar mecanismos que pueden ser explotados en el desarrollo de pro-
cesos biotecnologicos (Yadav et al, 2017). Uno de los objetivos de los Ultimos
anos de la cmice y de las colecciones de microorganismos en el mundo ha
sido aumentar tanto la biodiversidad de los bancos como el nimero de sus
accesiones. Por ello, se ha realizado un exhaustivo trabajo para mejorar las
técnicas de aislamiento y conservacion de los recursos filogenéticos presentes
en diferentes habitats (Organizacién para la Cooperacién vy el Desarrollo Eco-
némicos [ocoe), 2007 World Federation for Culture Collections [wrcc], 2010).
La cmics, como su nombre o indica, tiene un interés particular en los microor-
ganismos que ofrecen proteccion contra enfermedades vy plagas (Bach et al,
2016; El-Tarabily & Sivasithamparam, 2006; Jaber & Alananbeh, 2018; Kumar
et al, 2012: Liu et al, 2013). Una vez crecidos en medios de cultivo, la conser-
vacion y exploracion de las caracteristicas de dichos microorganismos permi-
te direccionar su bioprospeccion y explotacion industrial (Delgado-Baquerizo
et al, 2016). Para garantizar la correcta preservacion de sus caracteristicas, es
indispensable evaluar periddicamente su viabilidad, pureza vy estabilidad (Ca-
leza et al, 2017, Cruz-Cruz et al, 2013), y, de ser necesario, se debe replantear
el método de conservacion, ya que es de suma importancia que una colec-
cién se maneje con los mas altos estandares de rigor y calidad.

La cmics estd conformada por 832 accesiones distribuidas en 3 grupos: 309
bacterias de los géneros Bacillus spp., Lysinibacillus spp. Paenibacillus spp.
y Pseudomonas spp. (igura 18a); 282 hongos fitopatdgenos y biocontrola-
dores, como Alternaria spp. Aspergillus spp., Beauveria spp. Fusarium spp.
Metarhizium spp., Mucor spp. Nomuraea spp., Paecilomyces spp. Penicillium
spp., Rhizoctonia spp. Rhizopus spp. Trichoderma spp. y Verticillium spp,
entre otros (figuras 18b y 18¢), y 241 levaduras de los géneros Aureobasidium
spp., Candida spp., Debaryomyces spp., Hanseniaspora spp. Issatchenkia
spp., Kodamaea spp., Kurtzmaniella spp., Meyerozyma spp., Pichia spp., Rho-
dotorula spp. y Wickerhamomyces spp. (figura 18d). Teniendo en cuenta el
interés agricola de esta coleccion, los géneros de los que el banco cuenta con
mayor diversidad de especies son Bacillus spp. —bacterias— vy Trichoderma
spp. —hongos—, los cuales han sido reportados por varios autores como mi-
croorganismos con potencial de uso como agentes biocontroladores (Benitez
et al, 2004 Fira et al, 2018 Guzman-Guzman et al, 2019; Liu et al, 2013;
Paraszkiewicz et al, 2017 Villarreal-Delgado et al, 2018).

Todos los microorganismos que conforman la colecciéon han sido aislados a
partir de diversos tipos de muestras, como suelo, fildsfera, rizosfera, frutos e
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Figura 18. Géneros y especies de las accesiones que conforman la Coleccion de Microorganismos
con Interés en Control Biolégico (cmics). a. Accesiones bacterianas; b. Accesiones de hongos
filamentosos; c. Especies de Trichoderma spp; d. Accesiones de levaduras.

Fuente: AGrRosAvIA, archivo cMmics, ci Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca. y ¢l La Libertad, Villavicencio, Meta



Conservacion y manejo de la diversidad microbiana en los Bancos de Germoplasma
para la Alimentacion y la Agricultura en Colombia

insectos. Estas muestras, a su vez, fueron colectadas en diferentes cultivos
ubicados en 17 de los 32 departamentos de Colombia (figura 19). El aisla-
miento de los microorganismos se realizd seleccionando muestras de plantas
sanas o que presentaban sintormas o signos de enfermedades, asi como de
insectos infectados con hongos o bacterias entomopatdgenas.

vajira
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Figura 19. Departamentos de origen de las accesiones de la cmic.
Fuente: AGrROSAVIA, archivo cmics, ai Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca. y ¢l La Libertad,
Villavicencio, Meta




92

A la fecha, se puede indicar que, del total de los microorganismos que confor-
man la coleccion, el 100 % de las accesiones bacterianas se ha caracterizado
morfologicamente; el 4 % y el 1 % de las accesiones de bacterias y hongos
filamentosos, respectivamente, han sido caracterizados biogquimicamente, y un
6 % de las accesiones de hongos filamentosos y un 64 % de las levaduras se
han caracterizado fisiolégicamente. Respecto a la identificacion por amplifica-
cion de regiones altamente conservadas, en cuanto al gen 16S rARN, un 43 %
de las accesiones bacterianas se ha identificado, y del gen 26S rARN —las
regiones ITS1 e ITS2— un 17 % y un 98 % de las accesiones de hongos fila-
mentosos Y levaduras, respectivamente; finalmente, un 3 % de las accesiones
bacterianas, un 14 % de los hongos filamentosos vy un 20 % de las levaduras
han sido evaluados por la accion inhibitoria de crecimiento sobre fitopatdgenos
0 insectos plaga.

Métodos de conservacion empleados en la cMicB

Como parte de los métodos utilizados en la coleccion, se encuentra la con-
servacion por congelacion vy liofilizacion, asf como la metodologfa de recolec-
tar, transportar y mantener la diversidad microbiana de muestras bioldgicas
como suelo, hojas, entre otros.

Congelacion de accesiones microbianas

Los microorganismos que conforman la coleccion se encuentran conservados
bajo el método de congelacion a -80 °C, empleando glicerol como protectante.
Las bacterias son sembradas por agotamiento y por siembra masiva en agar
Luria-Bertani (L8) o en agar nutritivo (composicion en g/L: triptona: 10; extracto
de levadura: 5; cloruro de sodio: 10, y agar: 18) v se incuban durante 24 horas a
30 °C. A partir del crecimiento obtenido, se verifica la pureza de la cepa, tanto
macroscopica como microscopicamente, observando, con el objetivo de 100x,
las células bacterianas tefiidas con la coloracion de Gram. Una vez se verifica
la pureza, se procede a la conservacion bajo el método de congelacion, cuyo
proceso se describe en la figura 20. A partir de la caja con crecimiento masivo,
se ajusta una suspension concentrada (superior a 1x 107 células/mL) en un tubo
de ensayo que contiene 6 mL de solucion estéril de glicerol al 10 % vy peptona
al 01 %; la suspension se agita fuertemente hasta que esté completamente
homogénea y sin grumos, con el fin de garantizar que cada una de las células
quede recubierta por el crioprotectante. Ya con la suspension celular, se adiciona
1 mL de esta en viales estériles de 2 mL de capacidad y se dejan en refrigera-
cion durante 20 minutos, mientras el glicerol actla con las membranas de las
células (Kayingo et al, 2004). Finalmente, los viales se organizan en criocajas y
se almacenan a -80 °C en un ultracongelador.
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Bacteria Levadura Hongo filamentoso
24 horas en agar 1B 48 horas en agar YMA . l ‘ 15 dias en agar PoA
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Figura 20. Procedimiento para la conservaciéon de bacterias, levaduras y hongos filamentosos
con el método de congelacién a-80 °C.
Fuente: AGrRosAvIA, archivo cmics, ci Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca. y ci La Libertad, Villavicencio, Meta
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Esta misma metodologia es empleada para la conservacion de levaduras, te-
niendo en cuenta que estas son sembradas en YMa (yeast malt agar, extracto
de malta y extracto de levadura; composicion en g/L: extracto de levadura: 3;
extracto de malta: 3; sacarosa: 10; peptona: 5, y agar: 18) y se incuban durante
48 horas a 25 °C; en este caso también hay que verificar la pureza tanto ma-
croscopica como microscopicamente, mediante observacion de las células
tefiidas con azul de lactofenol, con el objetivo de 40x.

Para la conservacién de hongos filamentosos, se inoculan cajas de Petri que
contienen ppa (agar papa dextrosa, composicion en g/l sacarosa: 2, y agar
PpA: 39), con discos de agar que evidencien crecimiento micelial o esporula-
cién del hongo que se va a conservar. Los discos colonizados se ubican en el
centro de la caja, teniendo en cuenta que el lado con crecimiento quede en
contacto con el medio de cultivo. Las cajas se incuban a 25 o 28 °C durante
5-12 dias, dependiendo del género microbiano. En las cajas con crecimien-
to se observan, en un microscopio, con el objetivo de 40x, las estructuras
caracteristicas de cada género tefidas con azul de lactofenol. Una vez se
verifica la pureza y autenticidad de la cepa, se sacan de 3 a 5 discos de agar
con ayuda de un sacabocados estéril (de 5 mm,
aproximadamente) y se introducen, con un
asa recta, en viales de 2 mL previa-
mente esterilizados. A cada vial se
le adiciona la solucion protectan-
te de glicerol (10 %) y peptona
(01 %) hasta cubrir la totali-
dad de los discos (Kitamoto
et al, 2002). Los viales se
dejan en refrigeracion du-
rante 20 minutos, mien-
tras el glicerol actUa con
las membranas de las
células, y se ubican den-
tro de criocajas que se al-
macenan a -80 °C (figura
20) (Kayingo et al, 2004).

Con el fin de obtener una ma-
yor biomasa fungica para la con-
servacion, principalmente para los
hongos que evidencian colonias pe-
quefias, como Metarhizium spp., Beauve-

/N Esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum, v .
ria spp. y Lecanicillium spp., entre otros, se

parasitados por T. koningiopsis, cMicB

— -



ajusta la concentraciéon adicionando discos de agar en un tubo que contiene
de Ta 3 mL de polisorbato (01 %). A partir de dicha suspensién y como con-
trol de calidad, se torma una muestra con un asa redonda y se siembra ma-
sivamente sobre la superficie del medio a emplear, que en este caso puede
ser PpA 0 YMA. Finalizado el periodo de incubacién, se observan crecimientos
como los que se muestran en la figura 21

Figura 21. Crecimiento de Lecanicillium spp. a. Inoculacién de discos de agar; b. Inoculacion
distribuyendo una suspensién sobre el medio de cultivo Ppa.
Fotos: acrosavia, Archivo cwmica. cl Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca

La cmicB ha garantizado la viabilidad del 96 % de los microorganismos con-
servados con el método de congelacion, pertenecientes a diferentes géneros
microbianos, por un periodo de cerca de 20 afios, teniendo en cuenta que
los hongos de los géneros Metarhizium sp. y Rhizoctonia sp. son los que han
evidenciado una mayor pérdida de viabilidad en el tiempo en comparacion
con otros géneros de hongos filamentosos (Rico et al, 2005). Para este tipo
de microorganismos vy otros que también han evidenciado pérdida de viabili-
dad, se llevan a cabo procesos de investigacion en los que se evalla la con-
servacion mediante métodos alternativos, como conservacion en papel filtro
a —20 °C; conservacion como suspension en solucion de peptona-sacarosa
en papel filtro a =20 °C; gel silice; agua desionizada estéril; conservacion de
esclerocios a 20 °C, y conservacion en granos de arroz parbolizado, entre
otros (Bahamon et al, 2001, Gaino et al, 2010, Humber, 2012; Lépez Lastra
et al, 2002; Obando Castellanos et al, 2010).
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A pesar de los beneficios del glicerol como protectante, en el proceso de
aprendizaje sobre las metodologias para la conservacion de los microorga-
nismos se ha encontrado que la mezcla de glicerol con peptona prolonga la
viabilidad de la mayorfa de los microorganismos mencionados anteriormente
(figura 18). Por ello, en el protocolo de conservacion a —80 °C, se utiliza una
solucion de peptona ajustada al 01 % vy de glicerol al 10 %. Es importante
tener en cuenta que la concentracion de glicerol debe variar segin la tem-
peratura de almacenamiento, por o que se recomienda que, a temperatura
de —20 °C, la concentracién de glicerol sea del 50 % (Coleccion Espariola de
Cultivos Tipo [cecT], 2016).

En cuanto a la edad de las células por conservar, se ha descrito que, al tormar
cultivos bacterianos después de 24 horas y de levaduras después de 48, se
ha logrado obtener una alta recuperacion celular Morgan et al. (2006) indican
que durante la fase estacionaria se inducen diferentes estados fisioldgicos que
desencadenan respuestas al estrés, lo que favorece la supervivencia de las
células (mayor tolerancia) vy, por tanto, garantiza una mayor recuperacion de
células microbianas.

Para la reactivacion de los diferentes microorganismos, se retira un criovial
y se descongela a una temperatura promedio de 37 °C. posteriormente, el
trabajo se realiza a temperatura ambiente. A partir de los viales que contienen
la suspension celular, se siembra por el método de aislamiento, con un asa
redonda, una muestra de la suspension sobre el medio de cultivo agar 18 o
nutritivo, para bacterias, y YMa, para levaduras. Las cajas con muestra bacte-
riana se incuban durante 24 horas a 28 o 30 °C, y las cajas con muestras
de levadura se incuban durante 48 horas a 25 o0 28 °C. Finalizado el periodo



de incubacion, se realiza el proceso correspondiente de verificacion de pure-
za observando las caracteristicas macroscopicas y microscopicas tipicas de
cada género microbiano. Para el caso de hongos filamentosos, una vez se
descongela el vial, se toma, con ayuda de un asa recta, un disco de agar v se
ubica en el centro de una caja de Petri que contiene ppoa. Como se menciond
anteriormente, una vez se evidencia el crecimiento del hongo, se verifica la
pureza y autenticidad observando las caracteristicas macroscopicas y micros-
copicas caracteristicas del microorganismo reactivado.

Liofilizacion de accesiones microbianas

Para la liofilizacion de los microorganismos, primero se realiza una suspension
de células (bacterias y levaduras) o conidios (hongos filamentosos) en la solu-
cion protectante seleccionada para tal fin (figura 22). Teniendo en cuenta que
la cmice se compone de diversos géneros bacterianos y de hongos, se evalla
el uso de diferentes protectantes, como la solucion de leche descremada al
10 % més glutamato sddico al 1 % o una solucion de glucosa al 10 % y gela-
tina al 1 %. Para llevar a cabo el proceso de liofilizacion, asi como para el de
congelacion, se preparan las cepas que se van a liofilizar como se describe
en el proceso de congelacién, tomando las células, preferiblemente, del inicio
de la fase estacionaria.

Para la conservacion de los diferentes microorganismos bajo este método, se
ajustan suspensiones en la solucion protectante a entre 1x 108 y 1x10° células/
mL, para bacterias, y a cerca de 1x 10/, para levaduras y hongos filamentosos.
Estas concentraciones son recomendadas teniendo en cuenta el tamafio de
las células v los conidios (cect, 2016). A partir de la suspensién homogeneiza-
da, se distribuyen 0,5 mL de la muestra en viales estériles de 10 mL de capa-
cidad, y a cada vial se le pone un tapdn de caucho tipo T, dejando un espacio
disponible para que se pueda llevar a cabo el proceso de sublimacion.
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Las muestras son congeladas por dos horas a
-80 °C y posteriormente son introduci-
das en el liofilizador. La programa-
cion del equipo se realiza de la
siguiente manera: 24 horas
de secado a -45 °C y con
una presion de vacio no

Aureobasidium sp., cmics >
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superior a 1 hPa. Cada una de las bandejas del liofilizador se programa para un
aumento progresivo de la temperatura: 5 horas a -35 °C, 5 horas a -28 °C, 5
horas a —10 °C, 5 horas a 10 °C vy, finalmente, 4 horas a 28 °C. Al terminar el
proceso de liofilizacién, se realiza el sellado de los viales al vacio empleando un
compresor de 10 caballos de fuerza. Por Ultimo, los viales son retirados, sellados
con un agrafe metélico y conservados en refrigeracion a entre 4y 8 °C.

1. Caracterizacion
macroscopica

Bacteria Levadura Hongo filamentoso
24 horas en agar LB 48 horas en agar YMA 15 dias en agar PpA

\

2. Verificar pureza
microscopicamente

\ v

3. Ajustar concentracion 3. Ajustar concentracion
celular a>10” de conidios a >10”

,:. '

4. Adicionar protectante y
homogeneizar

\

5. Dispensar 0,5 mL en viales de vidrio

\

6. Liofilizar

\

7. Sellar y almacenar a 4 °C

AN,

Figura 22. Procedimiento para la conservacién de bacterias, levaduras y hongos filamentosos
con el método de liofilizacién.
Fuente: Archivo cmic, acrosavia. il Tibaitaté, Mosquera, Cundinamarca, v ¢f La Libertad, Villavicencio, Meta



La reconstitucion de los lidfilos se realiza con una solucion salina o con un
medio de cultivo alto en nutrientes en una relacion 11 (Costa et al, 2002). Las
células se dejan rehidratar por un periodo de 20 minutos, con el fin de garan-
tizar una mayor recuperacion celular (Morgan et al, 2006). Luego, sobre el
medio correspondiente, se siembra la suspension obtenida en la caja de Petri,
y una vez se evidencie crecimiento microbiano, se realiza la verificacion de la
pureza y autenticidad de la cepa.

Recoleccion, transporte y mantenimiento
de muestras biologicas

Con el propodsito de aislar nuevos microorganismos vy ampliar la biodiversidad
de la cmicB a partir de muestras de suelo y hojas, entre otras, se ha empleado
el buffer salino (pH: 7, KH,PO,: 44 pM; NaCl: 155 mM; Na,HPO,: 2709 uM)
descrito por Liao y Shollenberger (2003). De acuerdo con los resultados ob-
tenidos por estos autores, este buffer permite la conservacion a largo plazo de
los microorganismos presentes en las diversas muestras recolectadas; es decir,
esta metodologfa ofrece la posibilidad de replantear las estrategias de aislamien-
to, como los componentes de los medios de cultivo utilizados, vy, dependiendo
de los resultados obtenidos, existe la posibilidad de procesar nuevamente las
muestras utilizando un enfoque diferente. Posteriormente, una vez la muestra se
encuentre en el laboratorio, es necesario adicionar dimetilsulféxido (omso) estéril
con una concentracion de entre el 05 v el 10 % del volumen final. Inmediata-
mente después de adicionar el bmso, la muestra debe ser congelada a -80 °C.

Es importante resaltar que, dependiendo de los microorganismos que se desee
aislar, se pueden emplear diferentes medios de cultivo. Por ejemplo, el uso de
medios de cultivo minimos permitiré el aislamiento de microorganismos oligo-
tréficos. Otras condiciones que pueden incrementar el nimero de aislamientos
por muestra y el aislamiento de microorganismos ain no cultivados son la so-
nicacion de las muestras, la siembra de diluciones altas, el aumento en el tiem-
po de incubacion, la reproduccion de las condiciones ambientales del sitio de
muestreo (temperatura, pH, condiciones osmdticas, superficie, etc), el cocultivo,
el tipo de agar (sélido o semisdlido) y el uso de suplementos como aminoacidos
y vitaminas (Kato et al, 2018; Overmann et al, 2017 Stewart, 2012).

Si el propdsito del muestreo es la recoleccion y conservacion de los acidos
nucleicos, se aconseja el uso de N, liquido, de soluciones como la ofrecida
por Qiagen, conocida como LifeGuard Soil Preservation Solution, o de buffers
como el Nap buffer (eoTa Na, 2H.,0: 0,019 M; C,H,Na,O, 2H.,0: 0018 M;
NH,SO,: 3,8 M, pH: 5,2) (Camacho-Sanchez et al, 2013).
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Autentificacion de cepas

Entre las metodologias y caracteristicas evaluadas para determinar la pureza
y la autenticidad de las diferentes accesiones de la coleccién, empleamos
las descritas en las tablas 1-3. Dichas metodologias se aplican segin el mi-
croorganismo a evaluar (cect, 2016; MacWilliams, 2009; Orberé Ratdn, 2004,
Papavizas, 1985; Pirez & Mota, 2006; Public Health England [pHE] & National
Health Service [NHs], 2019; Realpe et al, 2002; Rodicio & Mendoza, 2004;
Seifert, 1996; Sosa Lépez et al, 2011, Sukarno et al, 2009; Wang & Zheng,
2012: Zare & Gams, 2008).

Tabla 1. Caracterizacién de bacterias de la Coleccion de Microorganismos
con Interés en Control Biolégico (cmics)

,,, Caracteristicas morfoldgicas " . o |dentificacion
Tincion ) o Caracteristicas fisicoquimicas
(macro y microscopicas) molecular

Margen de la colonia: entero, irregular v sin Asimilacion o capacidad de utilizar Secuenciacion
determinar diversos compuestos como fuente de regiones del
Unica de carbono o nitrdgeno gen 16S rARN

Forma de la colonia: circular, ondulada, lobulada,  Fermentacion de diferentes
filiforme, rizoide, surcada y sin determinar azlcares: glucosa, sacarosa, manitol

Caracterfsticas 6pticas: opaca, traslcida, Motilidad
transparente, iridiscente, brillante y sin
determinar

Tincic
neen Elevacion de la colonia: plana, elevada, R-hemoalisis (Bacillus spp); catalasa

crateriforme, puntiaguda, convexa y sin
100 determinar

de Gram

Apariencia de la colonia: aracnoide, harinosa,
lisa, venosa, rugosa vy sin determinar

Textura de la colonia; fluida, mucoide, cremosa,
membranosa y sin determinar

Color: difusion de pigmento, coloracion de Gram,
produccion de filamentos y esporulacion

Fuente: acrosaviA, equipo del al Tibaitatéd, Mosquera, Cundinamarca
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Tabla 2. Caracterizacion de levaduras de la cmics

Caracteristicas morfologicas (macro y

microscopicas)

Caracteristicas fisicoquimicas

|dentificacion
molecular

Tincion azul de
lactofenol

Difusion del pigmento

Color del pigmento

Margen de la colonia: entero, irregular y sin
determinar

Forma de la colonia: rizoide, surcada y sin
determinar

Color de la colonia

Caracteristicas Opticas: opaca, traslicida,
transparente, iridiscente, brillante y sin
determinar

Elevacion de la colonia: plana, elevada,
crateriforme, puntiaguda, convexa y sin
determinar

Apariencia de la colonia: aracnoide,
harinosa, lisa, venosa, rugosa y sin
determinar

Textura de la colonia: fluida, mucoide,
cremosa, membranosa vy sin determinar

Forma de la célula

Asimilacién o capacidad de
utilizar diversos compuestos
como fuente Unica de carbono o
nitrégeno

Fermentacion de diferentes
az(Ucares

Crecimiento en diferentes
temperaturas

Crecimiento con diferentes pH

Adherencia

Tolerancia a radiacion uv

Secuenciacion
de regiones del
gen 26S rARN

Fuente: acrosavia, equipo del ai Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca

Rhodotorula mucilaginosa en microscopia de contraste, accesion cmics. N
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Tabla 3. Caracterizacién de hongos filamentosos de la cmica

T Caracteristicas morfolégicas Caracteristicas |dentificacion
incién
(macro y microscopicas) fisicoquimicas molecular

Caracteristicas del micelio: tipo de talo, tamarfio, pared, Crecimiento Secuenciacion de
color y formacion de clamidosporas en diferentes regiones del gen
temperaturas TS1elTS2

Caracteristicas de los conidiéforos: forma, color, tamafio | Crecimiento con
(um), ramificacion, métula, fidlide, estipite, collarete, diferentes pH
conidiogénesis y cadenas de conidios

Presencia de ascomas vy presencia de células maviles Adherencia
Forma de las células Tolerancia a
radiacion uv

Fase dicariota
Tipo de esporangio
Reproduccion sexual
Tincion azul de
lactofenol Difusién y color del pigmento
Margen de la colonia: regular e irregular
Forma de la colonia: surcada

Apariencia de la colonia: filamentosa, seca y himeda

Textura de la colonia: lanosa, algodonosa, pulverulenta,
granulosa, lisa y aterciopelada

Didmetro de la colonia en dias
Temperatura de crecimiento en grados centigrados
102 Medio de crecimiento y esporulacion

Color de la superficie de la colonia

Color del reverso de la colonia (codigo)

Fuente: AGrosAVIA, equipo del ai Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca

Caracterizacion fisiologica

Para la cmics es importante realizar la caracterizacion fisioldgica de cada acce-
sion para determinar su capacidad de crecer en diferentes rangos de tempe-
ratura, pH y actividad de agua (a, ). Si el objetivo es seleccionar un agente con
actividad bioldgica para el control del crecimiento de otros microorganismos,
algunos de los criterios de seleccién son que demuestren tolerancia a factores
de estrés abidtico, como radiacion uv; que tengan capacidad de sobrevivir en
condiciones ambientales adversas; que no sean exigentes nutricionalmente,
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y que se puedan producir en medios de cultivo eco-
nomicos. Las cepas élite seleccionadas, ademas,
deben demostrar estabilidad genética (Wilson
y Wisniewski, citados por Liu et al, 2013).

Actualmente, en la cwvics, se lleva a cabo
la caracterizacion fisiologica de las le-
vaduras, que fueron aisladas principal-
mente de filésfera de frutos v hojas, v
son expuestas constantemente a con-
diciones ambientales adversas (Marti-
rosyan & Steinberger, 2014; Mercier &
Lindow, 2000; Thapa et al, 2017). Con
este objetivo, los curadores de la colec-
cion seleccionan un grupo de levaduras
a evaluar, teniendo en cuenta el lugar de
origen v el sustrato del cual fueron aisladas.
Una vez seleccionados los aislamientos, se re-
activan en medio de cultivo Yma, se incuban du-
rante 48 horas a 25 0 28 °C y, finalizado el periodo
de incubacion, se verifica su pureza.

Verticillium sp., cMica N

La caracterizacion fisiolégica de levaduras se lleva a

cabo en microplacas de 96 pozos (figura 23). En cada pozo se adicionan 180
uL de medio y se inoculan con 20 pl de cada levadura ajustada a una con-
centracion de 1x 10° células/mL. Una vez se realiza la inoculacion, se toma la
lectura de absorbancia del tiempo Oy esto se realiza, nuevamente, después de
48 horas de incubacion, empleando un lector de placas ajustado a una longjtud
de onda de 405 nm
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La evaluacion del crecimiento a diferentes pH se realiza en el caldo Sabou-
raudy se ajustaapHde 3,45, 6,7 8y 9 con HCly NaOH. Para la evaluacion
del crecimiento a diferentes temperaturas, se emplea el caldo Sabouraud, y
las microplacas se incuban a 4, 25, 30, 35 y 40 °C durante 48 horas. Adicio-
nalmente, se evalla el crecimiento en un medio de cultivo con baja disponibi-
lidad de agua (a,), para lo cual se prepara el medio Sabouraud suplementado
con glucosa a una concentracion final del 50 % vy el 60 %. Las microplacas
empleadas para la evaluacion a diferentes concentraciones de glucosa se
incuban a 28 °C, durante 48 horas, con agjtacion constante a 125 rpm. Te-
niendo en cuenta la diferencia entre la absorbancia final (48 horas) y la inicial
(tiermpo 0), se determina cualitativamente el crecimiento de cada levadura
como se describe en la tabla 4 (Kurtzman et al, 2010). Finalmente, todos los
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Tabla 4. Evaluacion cualitativa del crecimiento

Absorbancia obtenida Crecimiento cualitativo

00a009 -

01a 0,250 +
0,251a 0500 ++
0501a 0,750 .
0751a1 RS

Fuente: AGROSAVIA, equipo del al Tibaitata,
Mosquera, Cundinamarca

— 1. Preparar
suspension celular

\

Levadura

48 horas en YMa 2. Inoculacién en placas multipocillo

- 018 mL de caldo Sabouraud
- 0,02 mL de la suspension celular (109)

\

3. En el lector de placas multipocillo, tomar
lectura inicial de la o a 405 nm

\

4. Toma de lecturas cada 2 h o del punto
final de la curva en el lector de placas

Figura 23. Metodologia para la caracterizacion fisiologica de levaduras.
Fuente: Archivo cmics, AGrosavia. ¢l Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca, y ¢ La Libertad, Villavicencio, Meta



datos son reportados en la base de datos del Banco de Germoplasma de
Microorganismos y quedan a disposicién de las personas interesadas.

La cmics cuenta con alrededor de 300 accesiones bacterianas pertenecientes
al género Bacillus spp. Este género comprende cerca de 268 especies y 7
subespecies (PHE & NHs, 2015). Teniendo en cuenta tanto la estrecha relacion
entre las diferentes especies como su insuficiente divergencia en el gen 16S
rARN, es necesario el uso de otras herramientas, como la evaluacion de sus ca-
racteristicas bioquimicas, para su clasificacion taxondmica. Esta caracterizacion
permite identificar y seleccionar aquellas especies que no causen infecciones
en humanos y puedan ser empleadas en procesos de bioprospeccion, con
el fin de determinar su potencial uso para el control de patégenos como, por
ejemplo, Aspergillus flavus, Rhizoctonia solani'y Glomerella cingulata var. or-
biculare, entre otros (Kong et al, 2010; Neher et al, 2009; Yang & Sung, 2011),
asi como para la produccion y obtencién de compuestos antimicrobiales con
diferentes estructuras, la produccion de agentes surfactantes y probidticos,
entre otros usos (Fira et al, 2018; Paraszkiewicz et al, 2017).

Prueba de hemolisis

Diferentes especies del género Bacillus spp. tienen la habilidad de inducir
hemodlisis cuando crecen en el medio de cultivo agar sangre (tabla 5) (pHE
& NHs, 2019; Realpe et al, 2002). Con el fin de elucidar, entre las diferentes
cepas bacterianas, cuéles tienen la capacidad de producir hemodlisis, se reali-
za el siguiente procedimiento: a partir de un cultivo de 24 horas en el medio
de cultivo agar L8, se toma una muestra de la bacteria con ayuda de un asa
estéril y se inocula una estria sobre el medio de cultivo. Las cajas se incuban

a 30 °C durante 48 horas y posteriormente se observan las caracteristicas de 105

Figura 24. Prueba de hemdlisis. a. Resultado positivo; b. Resultado negativo para diferentes
accesiones del género Bacillus de la cmics.
Fuente: Archivo cmics, AGRosAvIA. €I Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca
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Tabla 5. Especies del género Bacillus con capacidad hemolitica

Microorganismo/grupo Resultado

B. anthracis No hemolitico (ocasionalmente puede
producir una hemolisis débil)

Especies incluidas dentro del grupo de B. cereus R-hemoliticos
(B cereus, B. mycoides, B. pseudomycoides,
B. thuringiensis y B. weihenstephanensis)

Especies incluidas dentro del grupo de B. subtilis B-hemoliticos

Fuente: acrosaviA, equipo del a Tibaitata, Mosquera, Cundinamarca, con base en pHe y NHS (2019)

la colonia para determinar si corresponden a cepas no hemoliticas, &-hemo-
liticas o a-hemoliticas. Los ensayos se deben realizar por triplicado y deben
contar con un control positivo y negativo (figura 24) (Realpe et al, 2002).

Catalasa

La produccion de perdxido se debe a la presencia de las peroxidasas. Estas
enzimas son de interés por su potencial redox y su capacidad de oxidar com-
puestos resistentes a la degradacion. En consecuencia, la evaluacion de esta
caracteristica en diferentes microorganismos ha aumentado por su posible
aplicacion y uso en varios sectores de la industria (Falade et al, 2019). Entre
las pocas especies de Bacillus reportadas por la produccion de peroxidasas,
se encuentran B. megaterium (Patil, 2014) v B subtilis (Rao & Kavya, 2014),
dado que esta capacidad se le atribuye principalmente a las actinobacterias
(Falade et al, 2019).

La metodologia que se Utiliza para realizar esta prueba es la descrita por The
American Society for Microbiology (aswm), en la que, a partir de una caja con
entre 18 y 24 horas de incubacion, se toma una colonia pura con ayuda de un
asa estéril y se extiende sobre una l&mina portaobjetos teniendo cuidado de
no llevar pedazos de agar. Empleando una pipeta de Pasteur, se adiciona so-
bre la muestra una gota de perdxido de hidrogeno (H,0.) al 3 %. La muestra
con perdxido no se mezcla, vy, una vez se adicione, se debe observar la for-
macion de burbujas, que indica reaccién positiva para catalasa. Como control
positivo, se sugiere emplear una cepa de Staphylococcus aureus (Lopez-Prie-
to et al, 2019).
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Actividad biologica

La cmice tiene un interés particular en la bUsqueda de microorganismos que
demuestren un potencial biotecnoldgico para el sector agropecuario, especial-
mente en aquellos que tengan capacidad biocontroladora sobre fitopatége-
nos y plagas de interés agricola.

La exploracion de las caracteristicas y los atributos bioldgicos de las cepas que
conforman la coleccion se realiza para nutrir la base de datos, que sirve de in-
sumo para procesos de bioprospeccion. Por ello, es indispensable llevar a cabo
no solo la evaluacion de la caracterizacion fisioldgica, sino también el estudio de
la actividad antimicrobiana o antagdnica, para determinar, asi, los efectos bené-
ficos 0 adversos de un microorganismo sobre un organismo objetivo. El grupo
de investigacion de Control Bioldgico de Plagas Agricolas de AGrosaviA, que inicid
la cmics, ha desarrollado, estandarizado y validado metodologias que permiten
evaluar la actividad antagénica de diferentes géneros microbianos con interés
biotecnoldgico, con el fin de seleccionar aquellos que evidencien un potencial de
Uso para el desarrollo de bioinsumos de uso agricola.

Teniendo en cuenta que la cmics ha aislado y actualmente conserva varias
cepas de hongos entormopatégenos, a continuacion se describe la ruta que
varios investigadores han seguido para realizar el estudio de la actividad in-
secticida de hongos como Metarhizium spp., Nomuraea spp. y Paecilomyces
spp., entre otros. En primer lugar, se desarrollan metodologias que permiten
determinar las condiciones nutricionales o fisicoquimicas requeridas por el
microorganismo para su optimo crecimiento Y, por tanto, alcanzar una alta
produccion masiva de conidios o estructuras de infeccion (Aguirre et al, 2009,
Cruz Barrera et al, 2019). Simulténeamente, se determina la concentracion,
frecuencia y meétodo de inoculacion efectiva

del agente de control bioldgico sobre
los insectos objetivo. A modo
de glemplo, para el caso de
larvas de plagas como

Bacillus sp., cMics >
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Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) vy Diatraea
saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae), entre otras, se han seleccio-
nado métodos de inoculaciéon como, por ejemplo, la infecciéon tépica o la
sumersion de las larvas en una suspension conocida de conidios del hongo
entomopatdgeno evaluado (figura 23).

Para determinar la actividad biocontroladora de microorganismos sobre hon-
gos fitopatbgenos como Botrytis cinerea, Penicillium digitatum y Fusarium
oxysporum, se han descrito metodologias que permiten determinar el tipo de
efecto antagdnico, directo o indirecto, asi como el modo de accion: parasitis-
mo, inhibicién o competencia (figura 25)
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Figura 25. Patosistemas empleados para la evaluacién de la actividad biolégica de Rhodotorula
mucilaginosa para el control de Botrytis cinerea en flor. a. Flor con signos de B cinerea (control);
b. Flor inoculada con R. mucilaginosa'y el patégeno (inoculacién de larvas Diatraea saccharalis
con Beauveria bassiana); c. Larva infectada; d. Inoculacion tépica por gota.

Fuente: Archivo cmics, Acrosavia. al Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca.



A continuacion, en la tabla 6, se listan las referencias que detallan las me-
todologias que se han desarrollado para evaluar la actividad antagdnica de
accesiones que conforman la cmics.

Tabla 6. Referencias para metodologias de autentificacion de cepas de la cmics.

Microorganismos/organismos Actividad bioldgica

Beltran Acosta et al. (2012)

Bosa y Cotes (1997)
Bosa O. et al. (2004)
Cotes et al. (2011)
Espinel et al. (1998)

Garcia et al. (2018)
Gonzélez-Garcia (1997)

Ochoa y Cotes (1998)

Pérez et al. (1997)

Raymond C. et al. (2004)

Rubio C. et al. (2004)

Torres y Lopez (1997)

Torres-Torres y Cotes (1999)

Rhizoctonia solani, Trichoderma koningiopsis
ThOO3, Trichoderma asperellum Th034 y
Solanum tuberosum

Bacillus thuringiensis y Spodoptera frugiperda
Nomuraea rileyi y Spodoptera frugiperda
Levaduras filosféricas y Botrytis cinerea

Metarhizium anisopliae y Rhammatocerus
schistocercoides (Orthoptera: Acrididae)

Beauveria bassiana (Bals) Vuill y Diatraea sp

Verticillium lecanii (Zimm)) Viegas
(Deuteromycete: Moniliales) y Trialeurodes
vaporariorum (Westwood) (Homoptera:
Aleyrodidae)

Pseudomonas fluorescens, Streptomyces
coelicolory Trichoderma hamatum

Bacillus thuringiensis y Tecia solanivora (Povolny)
(Lepidoptera: Gelechiidae)

Hongos entomopatdgenos: Metarhizium
anisopliae (Mt019 y Mt020), y garrapata:
Boophilus microplus

Trichogramma lopezandinensis (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) y Tecia solanivora
(Lepidoptera: Gelechiidae)

Premnotrypes vorax (Coleoptera: Curculionidae),
Beauveria sp. y Metarhizium sp.

Hongos entomopatogenos y Premnotrypes vorax
(Coleoptera: Curculionidae)

Control bioldgico y
promocién de crecimiento

Control biologico
Control biologico
Control biolégico

Control biologico

Control biologico

Control biolbgico

Control biolégico
Control biologico vy actividad

insecticida

Control biologico

Control biolbgico

Control biolégico

Control biologico

Fuente: AGrosAvIA, equipo del cl Tibaitats, Mosquera, Cundinamarca
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Caracterizacion de fenotipos microbianos

Para la determinacién de los fenatipos de la colecciéon se han establecido las
metodologias de placas multipozo v la utilizacion de varios medios de cultivo,
los cuales se describen a continuacion.

Placas multipozo

El empleo de placas multipozo permite la caracterizacién de numerosos fe-
notipos en bacterias, levaduras y hongos filamentosos. Entre las ventajas y
desventajas de este método, se encuentran las siguientes (Corral-Lugo et al,
2012):

Ventajas:

« Evaluacion répida del crecimiento microbiano bajo diferentes condiciones
nutricionales y abidticas, como diferentes medios de cultivo o diferentes
temperaturas de crecimiento.

« Estudiodelaproducciénde metabolitos, como siderdforos o antimicrobianos.
« Evaluacion de fenotipos microbianos, como la formacion de biopeliculas.
 Evaluacion simulténea de varias accesiones en la misma placa.

« Alta reproducibilidad de los datos.

« Obtencién rapida de resultados.

Desventajas:

e La densidad optica no estd Unicamente relacionada con el crecimiento
microbiano.

» Menor crecimiento microbiano ocasionado por una menor ratio entre el
volumen del medio de cultivo liquido vy el de oxigeno.

« El poliestireno no es necesariamente la superficie usada por bacterias en
condiciones naturales para formar biopeliculas.

Medios de cultivo para diferenciacion de fenotipos

Al igual que para el aislamiento de los distintos microorganismos, el medio de
cultivo v las caracteristicas ambientales que se proporciona para su crecimiento
son cruciales para lograr que un fenotipo sea expresado en condiciones de
laboratorio. Factores como la fuente de carbono, la fuente de nitrégeno v su



concentracion en el medio de cultivo permitirén la visualizacion o no del feno-
tipo microbiano de interés. En un estudio reciente en el que se evalud la capa-
cidad de tres cepas de Rhizobium sp. de solubilizar roca fosférica, se observod
que el cambio de extracto de levadura (0,5 g/L) por NH,SO, (0,5 g/L) fue sufi-
ciente para evidenciar un incremento de entre el 40 y el 60 % en la capacidad
de estos microorganismos de solubilizar fosfato (Amaya-Gémez et al, 2020).
Adicionalmente, se evidencié que la sustitucion del manitol por fructuosa como
fuente de carbono llevd a una reduccién en esta actividad microbiana.

Ya que el carbono es uno de los nutrientes més relevantes para la caracteriza-
cion fisioldgica de las accesiones, la cmics profundiza en su diversidad metabo-
lica haciendo uso de placas multipozo. Con estas placas es posible evidenciar
répidamente la capacidad de cada microorganismo de usar diferentes fuentes
de carbono, y con esta informacion se procede a caracterizar diferentes fenoti-
pos, teniendo en cuenta la diversidad metabdlica de cada accesion.

Debido a que la motilidad microbiana es uno de los fenotipos de competencia
que les permite a las bacterias colonizar huéspedes eucariotas, la evaluacion
de este fenotipo también se encuentra entre las caracterizaciones fisiologi-
cas que se realizan para la caracterizacion de los microorganismos que ha-
cen parte la coleccion. En primer lugar, se evalUa la motilidad tipo swimming
(Kearns, 2010) en el medio Bromfield preparado con una concentracion de
agar del 0,3 %; en este, la alta cantidad de agua presente permite que las bac-
terias motiles se desplacen dentro de los poros de agar. Dado que este tipo
de motilidad es dependiente de flagelos, este ensayo permite evidenciar de
manera indirecta la presencia de estos organelos en las accesiones, aunque
esto debe ser corroborado por tincion y microscopia.

El otro tipo de moatilidad que se caracteriza es la motilidad en superficie De
acuerdo con Kearns (2010),
las bacterias pueden mo-
verse  sobre  superficies
empleando  motilidad  tipo
swarming, twitching, sliding
o gliding El tipo de motilidad
empleado depende de si el
movimiento entre la pobla-
cién del organelo utilizado
como motor de movimiento

Rhodotorula mucilaginosa, cMics >

m
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y las sefales ambientales detectadas es coordinado o no. En concordancia
con este Ultimo factor, es necesaria la evaluacion de este fenotipo bajo distin-
tas condiciones nutricionales y abidticas.

En la figura 26 se puede observar un ejemplo de matilidad en superficie de
dos cepas de Burkholderia sp., la M15 y la M18, con capacidad de solubilizar
fosforo. Si bien M15 fue incapaz de moverse en medio minimo (vm) (Robert-
sen et al, 1981) con una concentracion de agar del 0.6 %, al adicionar extracto
de suelo al 01 % y al 1 % (v + £s) a este medio, se observo la expansion
de la colonia. En el caso de M18, se puede observar que esta cepa presentd
este fenotipo bajo todas las condiciones evaluadas. En ambos casos se pue-
de observar que la forma de la colonia es diferente bajo cada condicién de
estudio, lo que puede deberse a los tipos de motilidad en superficie que se
estan evidenciado en cada medio de cultivo. Si el propdsito fuera comprobar
qué tipo de motilidad en superficie se presenta en cada caso, serfa necesaria
la caracterizacion de este fenotipo en mutantes de cada cepa U otros deter-
minantes implicados en cada tipo de motilidad (Amaya-Gémez et al, 2020).

b. ES0,1 % Cc. 1% ES

Figura 26. Motilidad de Burkholderia sp. M15 y M18 en superficie. a. Medio minimo (Mm) (Robertsen
et al, 1981); b. MM suplementado con 01 % de extracto de suelo; ¢. MM suplementado con 1 % de

extracto de suelo.
Fuente: Archivo cMICB, AGROSAVIA. CI La Libertad, Villavicencio, Meta



Para identificar los nutrientes requeridos para la induccién de un fenotipo
microbiano, se puede emplear el método descrito por Rajeswari et al. (2015).
Con el disefio estadistico Plackett-Burman es posible identificar los nutrientes
y la concentracion requerida para la induccion de un fenotipo microbiano. En
su estudio se describe el uso de este método para inducir la produccién de un
antimicrobiano en una cepa de Streptomyces sp. Al igual que las condiciones
nutricionales del medio de cultivo, los factores ambientales, como el pH del
cultivo, la temperatura y el tiempo de incubacion, entre otros, son esenciales
para la manifestacion de los fenotipos bajo estudio. El disefio Plackett-Bur-
man puede ser también empleado para la identificacion de los factores abid-
ticos mas relevantes.

Caracterizacion bioquimica de bacterias

Para la caracterizacion del recurso bioldgico con que cuenta la coleccion, se
realiza la evaluacion de las propiedades bioquimicas de los microorganismos
que la conforman. La determinacion de estas caracteristicas permite identifi-
car el potencial que tiene cada accesion, v los resultados obtenidos brindan
informacién base para el disefio apropiado de procesos de produccioén, for-
mulacién y obtencidn de la molécula de interés v para continuar con proyec-
tos de investigacion més especificos (Fira et al, 2018).

Por otra parte, en el caso de la identificacion de las diferentes especies del
género Bacillus spp., es necesario llevar a cabo la elaboracion de pruebas
bioquimicas que permitan determinar si un aislamiento corresponde a de-
terminada especie o no. Esta actividad es de suma importancia, dado que el
género Bacillus spp. comprende mas de 268 especies y 7 subespecies con
caracteristicas morfoldgicas y moleculares muy similares, que pueden llevar
a una clasificacion incorrecta (tabla 7) (PHE & NHs, 2019). También se aconseja
realizar pruebas de asimilacion o de fermentacion de determinados sustratos
(fuentes de carbono vy nitrégeno) y determinar tanto las caracteristicas de las
colonias en diferentes medios de cultivo como el crecimiento bajo condicio-
nes aerobias o anaerobias y en diferentes temperaturas y concentraciones
de sal (Alippi, 2019).

Actividad de proteasa

Las proteasas son uno de los grupos més importantes de enzimas comercia-
les e industriales que catalizan la hidrélisis de enlaces peptidicos en proteinas
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Tabla 7. Clasificacién taxonémica de especies del género Bacillus spp.
segun las caracteristicas fisicoquimicas evaluadas

+J< _ S** _

B. anthracis

B. cereus + + R =
B. megaterium - + R _
B. mycoides + - R a
B. thuringiensis + + R +
B. circulans - + R _
B. coagulans - + R _
B. licheniformis - + R _
B pumilus - + R _
B. subtilis - + R -
B. sphaericus — + R _

* B anthracis puede producir zonas delgadas alrededor de la colonia, por lo que se recomienda reconfirmar la reaccion.
** S sensible; R: resistente

Fuente: pHE & NHs (2019)

Trichoderma koningiopsis, cmics Vv




y péptidos (Bach et al, 2012). Los microorganismos representan una excelente
fuente de estas enzimas, debido a las ventajas econdmicas en la produccion,
la diversidad bioquimica y la posibilidad de manipulacion genética (Aguilar &
Sato, 2018). Para la evaluacion de esta caracteristica, empleamos la metod-
ologfa descrita a continuacion: se emplea agar skim milk (1 %) con 05 g/L de
NaCl y un pH de 7 (Herndndez Guzman, 2014). A partir de cultivos con 24
horas en agar LB, se inocula una suspension de 1x 10° células/mL en 50 mL
de caldo 18 (relacion de 15). Los erlenmeyer se incuban a 30 °C durante 60
horas a 130 rpm. Finalizado el tiempo de incubacion, el medio se centrifuga a
10.000 rpm durante 15 minutos con el fin de precipitar las células vegetativas.
Del sobrenadante libre de células se toman 5 mL y se pasan a través de un
filtro de 0,2 ym. A partir del extracto libre de células, se inoculan 3 gotas de
20 pL sobre discos de papel filtro ubicados sobre el medio skim milk. Como
testigo relativo, se emplea el caldo fermentado con células, y como testigo
negativo, el papel filtro inoculado con agua destilada estéril. Las cajas se in-
cuban a 30 °C durante 24 horas y se mide el halo de inhibicién evidenciado
alrededor de la colonia debido a la degradacion del medio skim milk por
accion de las proteasas presentes en la muestra.

Actividad de lecitinasa

Esta caracteristica se evalUa porque permite identificar las cepas de Bacillus
spp. que son potencialmente patdgenas (Sharaf et al, 2014). De cajas con 24
horas en medio L8, y con ayuda de un asa estéril, se toma biomasa celular y
se inocula por estria sobre el medio agar nutritivo suplementado con emul-
sion de yerma de huevo (8 %); las cajas se incuban a 30 °C durante 48 horas.
La prueba se considera positiva por la aparicion de una zona opaca alrededor
del crecimiento microbiano como resultado de la hidrélisis de la lecitina de la
yema de huevo (Bhat et al, 2013).

Test de indol

La evaluacion de esta caracteristica es importante, ya que el indol es una
molécula de sefalizacion intracelular en bacterias tanto Gram-positivas cormo
Gram-negativas. Esta molécula controla diversos procesos, como la comu-
nicacion celular (quorum-sensing), la formacion de esporas, la resistencia a
drogas, la formacion de biofilm vy la virulencia, entre otros (Smith et al, 2014).
Su evaluacion ha sido reportada para la identificacion de especies de Bacillus
Spp. junto con las pruebas de reaccion catalasa, reduccion de nitrato vy ureasa,
entre otras (Alippi, 2019).
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Para determinar la capacidad de las bacterias para producir indol a partir de
la hidrolisis del aminoé4cido triptdfano por la enzima triptofanasa, se emplea
la siguiente metodologia (Public Health Wales et al, 2010): cada una de las
accesiones se reactivan en el medio agar LB por agotamiento, y las cajas se
incuban durante 24 horas a 28 °C. Finalizado el periodo de incubacion, se
toma una colonia del bacilo crecido sobre el medio de cultivo con ayuda de
un asa recta y se siembra por puncion en el medio de cultivo sim (sulfide indo-
le motility). Se debe contar con un control, que corresponde a un tubo con el
medio sin inocular y tres réplicas por microorganismo (tres tubos). Los tubos
que contienen el medio siM inoculado se incuban a 28 °C por 48 horas. Una
vez finalizado el periodo de incubacion, se adiciona una gota del reactivo de
Kovac al tubo inoculado vy al tubo control, con el fin de observar un cambio de
color del medio inoculado con el bacilo con respecto al tubo control.

Identificacion molecular

La identificacion molecular de las accesiones bacterianas se realiza mediante
la secuenciacion del gen 16S rARN, empleando los primers universales 2/f
(5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) v 1492r (5-TACGGYTACCTTGTTAC-
GACTT-3) (Alippi, 2019). La identificacion de levaduras se realiza mediante
la amplificacion correspondiente al dominio D1/D2 de la subunidad mayor
(Lsu) del rARN (26S rARN), con los primers NL1F (5-GCATATCAATAAGCG-
GAGGAAAAG-3) y LRBR (5-GGTAAGCAGAACTGGCG-3) (Orberé Raton,
2004). Para la identificacion de hongos filamentosos, se realiza la amplifi-
cacion de un fragmento de los genes que codifican para la region intergénica
(ms), el factor de elongacion 1-a (EF-1a) v el de ergosterol (ERG-1). Los primers
empleados son: ITST (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3), 1TS4 (5-TCCTC-
CGCTTATTGATATGC-3), EF1-728F (5-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3),
EF1-986R  (5-TACTTGAAGGAACCCTTACC-3), RGIF (5-CGCTCCGT-
GCTTCTTCTTCTC-3) y ERGIR (5-CTTCTTCTCTCCCGTCTCC-3) (Samuels
et al, 2000).
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