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RESUMEN

Las cianobacterias son organismos fotosintéticos con una amplia distribucion en diferentes
ambientes, ya que poseen mecanismos celulares que las convierten en microorganismos muy
versatiles y adaptables. Su presencia en suelos determina la composicidn y fertilidad de éstos, ya que
se asocian con la liberacidon de ciertas sustancias que mejoran las caracteristicas fisico-quimicas,
incrementan la biodisponibilidad y mineralizacién de nutrientes, aumentan el desarrollo y crecimiento
vegetal y, ademas, desempefian un papel fundamental en la proteccién de los cultivos. De igual
manera, son conocidas por producir una gran variedad de compuestos bioactivos de gran utilidad en
distintos campos de la biotecnologia, incrementando el interés por el aislamiento e identificacion de
estas especies.

Bajo esta perspectiva, el objetivo principal del presente Trabajo Fin de Grado fue determinar
la capacidad de una coleccién de 10 cianobacterias aisladas de suelos de origen antropogénico, para
producir compuestos de interés relacionados con la inhibicion de patdgenos vegetales y la
estimulacién del crecimiento aéreo y radicular de plantulas de pepino. Siguiendo las consideraciones
precedentes, se determind el potencial biopesticida in vitro de la coleccién de cianobacterias,
mediante técnicas de enfrentamiento dual para controlar el crecimiento del agente fitopatdgeno
fungico Botrytis cinerea. Asi como por su capacidad para producir actividad quitinasa, descrita por su
importancia en el control de fitopatégenos. Adicionalmente, se evalud el cardcter fitoestimulante o
fitotéxico de dichas cepas sobre la germinacion de semillas de berro. Para finalizar, se seleccioné la
cepa que mostrd las mejores capacidades en los ensayos in vitro para su aplicacion posterior in vivo

con objeto de evaluar su potencial como agente de control bioldgico en plantulas de pepino.

Los resultados obtenidos mostraron, en cuanto al efecto biopesticida, que las cepas de
cianobacterias pueden actuar inhibiendo, en menor o mayor grado, el crecimiento de hongos
fitopatdgenos como B. cinerea, efecto potenciado en aquellas cepas de cianobacterias de la coleccion
donde fue detectada la actividad quitinasa. En cuanto al efecto fitoestimulante de los extractos de
cianobacterias, no mostraron un caracter fitotdxico importante sobre la germinacion de las semillas
de berro, incluso, algunas de ellas resultaron tener efectos fitoestimulantes. En cuanto al ensayo in
vivo, se comprobd que la aplicacidon de la cianobacteria 39C, provocd efectos beneficiosos en el
desarrollo aéreo y radicular de plantulas de pepino, ademas de paliar los dafios provocados por Botrytis
cinerea. En definitiva, se puede concluir que las cianobacterias aisladas de sustratos antropogénicos
son una fuente potencial de nuevas sustancias bioactivas de caracter biopesticida y fitoestimulante, lo

que justifica la relevancia de tales microorganismos desde un punto de vista agro-sanitario.

PALABRAS CLAVE: Cianobacterias, Quitinasa, Control bioldgico, Fitoestimulacion



ABSTRACT

Cyanobacteria are photosynthetic organisms with a wide distribution in different environments, since
they possess cellular mechanisms that make them very versatile and adaptable microorganisms. Their
presence in soils determines their composition and fertility by releasing certain substances that
improve physicochemical characteristics, increase nutrient bioavailability and mineralization, enhance
plant growth and development, and play a fundamental role in crop protection. Likewise, they are
known to produce a great variety of bioactive compounds of great utility in different fields of
biotechnology, increasing the interest in the isolation and identification of these species.

Under this perspective, the main objective of this Final Degree Project was to determine the capability
of a collection of 10 cyanobacteria isolated from anthropogenic soils to produce compounds of interest
related to the inhibition of plant pathogens and the stimulation of aerial and root growth of cucumber
seedlings. Following the preceding considerations, the in vitro biopesticidal potential of the
cyanobacteria collection was determined by dual confrontation techniques to control the growth of
the phytopathogenic fungal, Botrytis cinerea. As well as for their ability to produce chitinase activity,
described for its importance in the control of phytopathogens. Additionally, the phytostimulant or
phytotoxic character of these strains on the germination of cress seeds was evaluated. Finally, he strain
that showed the best in vitro assays was selected in order to subsequently being applied in vivo to
evaluate its capacity as biological control agent of cucumber seedlings.

The results obtained showed, regarding the biopesticidal effect, that cyanobacterial strains can act by
inhibiting, to a lesser or greater degree, the growth of phytopathogenic fungi such as B. cinerea, an
effect enhanced in those cyanobacterial strains of the collection where chitinase activity was detected.
As for the phytostimulant effect of the cyanobacterial extracts, they did not show a significant
phytotoxic character on the germination of cress seeds, and some of them even proved to have
phytostimulant effects. As for the in vivo test, it was found that the application of cyanobacteria 39C
caused beneficial effects on the aerial and root development of cucumber seedlings, in addition to
mitigating the damage caused by Botrytis cinerea. In short, it can be concluded that cyanobacteria
isolated from anthropogenic substrates are a potential source of new bioactive substances of
biopesticidal and phytostimulant character, which justifies the relevance of such microorganisms from

an agro-sanitary point of view.

KEYWORDS: Cyanobacteria, Chitinases, Biological control, Phytostimulation.



1.INTRODUCCION

1.1. Importancia de los microorganismos fotosintéticos en el mantenimiento de la salud y la
diversidad de los ecosistemas

El proceso metabdlico por el cual la energia luminosa se transforma en energia quimica,
utilizada para la sintesis de compuestos orgdnicos a partir de materia inorganica, es conocido como
fotosintesis. Durante la sucesidon de reacciones bioquimicas que ocurren intervienen distintas
biomoléculas esenciales tales como el agua y el didxido de carbono, que constituyen los elementos de
partida, y como productos finales se obtienen moléculas de naturaleza organica (azlcares) junto con
la produccién de oxigeno (Figura 1). La fotosintesis oxigénica es uno de los metabolismos mas
importantes que han evolucionado en la Tierra y que ha permitido la apariciéon de formas de vida
complejas (Fischer et al., 2016). Entre los organismos fotosintéticos destacan plantas, algas y algunos
tipos de bacterias.

Fotosintesis oxigénica
Energia solar

( Glucosa + oxigeno (

Dioxido de carbono + agua

[6C02 + 6H20 | | 6C6H1206 | + 602

| |
Materia inorganica Materia organica

FIGURA 1-FOTOSINTESIS OXIGENICA

Como consecuencias del desarrollo de la fotosintesis oxigénica, varian las concentraciones de
oxigeno y diéxido de carbono presentes en el aire. Este acontecimiento indica que la fotosintesis es un
proceso que afecta directa y continuamente a la composicion de la atmdsfera en la Tierra, sin embargo,
la generacion de este fendmeno podria ser previo. La “Gran Oxigenacidon” representd el origen de la
fotosintesis oxigénica y la aparicion y diversificacion de las vias metabdlicas y biosintéticas que
requieren oxigeno (Holland, 2006; Raymond y Segre, 2006). Asi, la atmdsfera existente se pudo formar
por el equilibrio de seres oxidantes y reductores en la superficie terrestre (Kaufman et al., 2007) donde
los principales productores primarios en la biosfera, en esta transicion, fueron las cianobacterias, a
través de la induccién de importantes cambios en los ciclos biogeoquimicos de varios elementos
basicos de la vida como carbono, oxigeno y azufre (Klatt, 2015; Soo et al., 2017). Este hecho permitié
el impulso de los organismos superiores debido al desarrollo del metabolismo aerobio presente en los
seres vivos y dio lugar a la vida multicelular compleja, asi como permitidé estimular la biodiversidad
(Soo et al., 2017). Los microorganismos fotosintéticos, por tanto, fueron claves en el proceso de

desarrollo de la vida y los saltos evolutivos tal y como se conocen hoy dia.

Una de las cosas que hace tan interesantes a las cianobacterias, mas alla de su capacidad para
realizar la fotosintesis oxigénica, es su ubicuidad, ya que se encuentran en muchos habitats distintos,
desde las tierras aridas hasta los glaciares y el océano abierto (Castenholz et al., 2001; Blank y Sdnchez-
Baracaldo, 2010). Las microalgas y las cianobacterias constituyen la base de la cadena alimentaria,

especialmente en ambientes acuaticos, ya que proporcionan compuestos organicos reducidos y sirven



de nutrientes para otros seres vivos. Ademas, son responsables de aproximadamente el 50% de la
produccién primaria de oxigeno. Las cianobacterias, por su parte, juegan ademds un papel importante
en la fijacion global del nitrégeno atmosférico (Luna, 2007). Son conocidas por formar asociaciones
simbidticas con varios tipos de organismos como plantas, hongos, esponjas, etc. Estos seres
procariotas no solo tienen la capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico, sino que actdan sobre la
materia organica, transformandola y ayudando, por tanto, en la descomposicion de residuos
organicos, asi como sobre aquellos que puedan resultar toéxicos o contaminantes para los ambientes;
y contribuyen a la mejora del crecimiento, la nutricién y proteccion vegetal, produciendo sustancias
bioactivas de interés y debido a su implicacidn en el ciclo de los nutrientes (Singh et al., 2016). En los
ecosistemas terrestres, las cianobacterias desempefian papeles importantes, ya que, gracias a su
metabolismo, pueden ser utilizadas para incrementar el nitrdgeno disponible para los seres presentes
y, junto a las microalgas, proporcionan nutrientes esenciales para las plantas, ademas de mejorar las

propiedades fisicoquimicas del propio suelo (Gongalves, 2021)

A pesar de la ubicuidad de las microalgas, estas se encuentran cominmente en ambientes
acuaticos y forman parte del fitoplancton, generando en torno al 90% de la produccidn primaria en
océanos. En relacién con los ecosistemas, pueden ser indicadoras de la salud de la hidrosfera, ya que
se ha comprobado que son sensibles a la alteracién en los parametros fisicoquimicos del habitat como
cambios frente al incremento de la temperatura superficial de los sistemas acuaticos o el aumento de
polucién, dando lugar a una agrupacién de color caracteristica conocida como “floraciéon de
fitoplancton” o bloom de cianobacterias (Lubiana, 2014) (Figura 2). Este incremento en la biomasa
acumulada en el ecosistema puede tener también efectos negativos debido a la generacion de
situaciones anoxigénicas para los demas organismos e incluso pueden resultar téxicas debido a la
secrecion de cianotoxinas (neurotoxinas, hepatotoxinas...) que causan problemas de salud grave tanto
para los organismos acuaticos como para las personas (Lucena, 2008).

FIGURA 2- FENOMENO DE LA FLORACION DE CIANOBACTERIAS. RECUPERADO DE

HTTPS://WWW.LGSONIC.COM/ES/CIANOBACTERIAS/



https://www.lgsonic.com/es/cianobacterias/

1.2. Microorganismos fototrofos como fuentes de compuestos de interés econdmico:
sustancias bioactivas

El uso de microorganismos en distintos procesos industriales es un sector en continuo
desarrollo, mediante el cual, se obtienen una gran variedad de compuestos de interés aplicables en
diferentes dareas. Esta tecnologia multidisciplinar se conoce como Microbiologia industrial o
Biotecnologia Microbiana. A lo largo de los afios en esta disciplina se ha usado una amplia gama de
microorganismos que han demostrado ser una fuente importante de productos de elevado valor
econémico (Morales et al.,, 2013). Actualmente, ha aumentado el interés por la aplicacidon de
microalgas y cianobacterias en procesos industriales, dando lugar a la Biotecnologia de Microalgas. El
uso inicial de estos microorganismos en la industria (Figura 3) estaba dirigido hacia la produccidon de
biomasa requerida para la obtencién de energias renovables (biocombustibles), asi como para su
utilizacidn en la alimentacién animal (acuicultura) y en la alimentacion humana (como suplementos
nutricionales o colorantes) (Priyadarshani y Rath, 2012; Anahas y Muralitharan, 2018).

INDUSTRIA
DE
MICROALGAS Y CIANOBACTERIAS
. . I | - .
e e . Compuestos . . s . .
Polisacéridos Lipidos . . Biopoliésteres Proteinas Pigmentos
bioactivos
B- 1,3- glucano, Poliinsaturados, Terpenos, Polihidroxibutirato Aminoacidos, Clorofilas,
Agentes gelificantes, 4cidos grasos e antibacterianos, y acido lactico Polipéptidos, carotenoides,
Celulosa, almidén  hidrocarbonados antivirales... enzimas ficobilinas
Uso Uso Uso quimico, Biopolimeros Uso en la nutricion Uso farmacéutico,
farmacéutico, farmacéutico, creacién de Plasticos humana, aplicacién cosmeético, nutricién
cosmético, nutracéutico, antibidticos, biodegradables como suplementos, humana, aplicacion
nutricion tecnologia vacunas, creacion proteinas Tecnologia de los
humana, alimentaria y agroquimicos y recombinantes, alimentos y uso
aplicacion generacion de uso cosmético vacunas y anticuerpos como aromatizantes
Terapéutica y energia
alimentaria

FIGURA 3-BATERIA DE POTENCIALES PRODUCTOS OBTENIDOS DE MICROALGAS Y CIANOBACTERIAS (MODIFICADO DE MATOS, 2017)

Justamente, el conocimiento sobre la capacidad de estos microorganismos para sintetizar una
extensa lista de productos despertd su interés en campos tan diversos como la industria farmacéutica,
biomedicina, cosmética, el tratamiento de aguas residuales y la agricultura, entre otros (de Morais et
al., 2015; Luna, 2007). Estos compuestos pueden ser obtenidos del metabolismo primario (proteinas,
acidos grasos, carbohidratos, vitaminas...) o a partir del metabolismo secundario (generalmente
compuestos con actividad antifungica, antiviral, etc.). A continuacién, a modo de ejemplo, se recogen

varios de los productos mas relevantes (Tabla 1) con una posicion firme en el mercado alimentario
(Borowitzka, 2013):



TaBLA 1- PRODUCTOS INDUSTRIA ALIMENTARIA MICROALGAS Y CIANOBACTERIAS (ADAPTADO DE BOROWITZKA, 2013)

Utilizado como aditivo alimentario
B-caroteno por su capacidad antioxidante y Dunaliella salina
por ser precursor de la vitamina A
. Aditivo alimentario y cultivo de Haematococcus
Astaxantina , .
salmon pluvialis
, Tradicionalmente usado en la Chlorella
Luteina . L, .
alimentacién de aves de corral zofingiensis
. Aditivo alimentario y alimentacién | Nannochloropsis
Zeaxantina . .
animal gaditana
Acido docosahexanéico Utilizados como suplementos Crypthecodinium
(DHA) nutricionales gracias a sus diversas cohnii
Acido gammalinoleico propiedades beneficiosas para la .
p . Artrospira
(GLA) salud, asi como en acuicultura

Respecto a la industria dedicada a la produccion de biocombustibles, prefiere usar microalgas
y cianobacterias para este fin en lugar de otras materias primas, ya que son ideales por mostrar una
alta tasa de crecimiento (cantidades elevadas de biomasa con bajo coste) y alta tasa fotosintética,
generando una elevada produccién de lipidos (John et al., 2011; Matos, 2017). De hecho, en la
actualidad se ha conseguido obtener altos rendimientos en la produccion de bioetanol, biodiésel,
biohidrégeno y biogas mediante la produccidn en masa de varias especies, algunas de las cuales se
muestran en la Tabla 2.

TABLA 2-EJEMPLOS DE MICROALGAS EN LA PRODUCCION DE BIOENERGIA

Chlorella vulgaris John et al., 2011

Nannochloropsis sp Scott et al., 2010
Chlamydomqﬁas Kruse y Hankamer, 2010
reinhardtii
Dunaliella salina Mussgnug et al., 2010

Teniendo en cuenta estas consideraciones, cabe destacar que la aplicacion de estos
microorganismos se ajusta al modelo de produccién y consumo conocido como economia circular,
donde los residuos pueden utilizarse como recursos para reingresar al sistema productivo, sobre todo
por su caracter multifuncional y versatil. Del mismo modo, dentro del concepto de economia circular,
cabe mencionar el uso de estos microorganismos en la biorremediacidn de suelos y aguas
contaminadas (Lian et al., 2018). Principalmente, las microalgas y cianobacterias tienen la capacidad
de captar metales pesados gracias a su capacidad quelante y a la tolerancia a altas concentraciones de
estos metales toxicos (biosorcion) en espacios celulares a través de varias estrategias bioquimicas
(Lozano et al., 2014). Ademas, se ha estudiado su aplicacion para mitigar el problema existente en el
aumento de la concentracion de CO2 atmosférico a través de la biofijacion, suponiendo una reduccién

|II

en el “efecto invernadero” (Herrera y Fernandez, 2017).



La industria farmacéutica y biomédica estan constituyendo uno de los ambitos mas
prometedores en el uso de microalgas y cianobacterias por la diversidad de compuestos bioactivos
generados con buenos resultados (Lozano et al., 2014). En este contexto, se han descrito actividades
antimicrobianas principalmente por acidos grasos de cadena larga, como el acido linolénico de
Spirulina, y actividades antivirales contra el Herpes simplex asociadas a la produccién de polisacaridos
por Porphyridium (Huheihel et al., 2002). De la misma forma, se han encontrado compuestos
bioactivos con capacidad antitumoral, en su mayoria carotenoides y acidos grasos poliinsaturados,
procedentes de microorganismos como Chlorella vulgaris y Spirulina que causan efectos analgésicos y

antiinflamatorios (por ejemplo, extractos etandlicos de Dunaliella salina) (Lozano et al., 2014).

Finalmente, conviene subrayar que en la agricultura el uso de estas especies de
microorganismos ha sido estudiado a lo largo de los ultimos afos, debido al incremento en la demanda
mundial de alimentos y a los cambios ambientales acontecidos, en busqueda de fuentes alternativas
mas respetuosas (Alvarez et al., 2021). Por tanto, dada la importancia de trabajar con sistemas
agricolas sostenibles, se esta priorizando y promoviendo el uso de estos microorganismos, con el
objetivo de mejorar el rendimiento y calidad del cultivo, con una menor demanda de recursos e
impactos sobre el medio ambiente. Teniendo en cuenta el efecto beneficioso por el uso de estos
microorganismos a nivel de planta, suelo y ecosistemas, a continuacidn, se describen algunas de las

ventajas mas relevantes descritas en bibliografia (Renuka et al., 2018; Alvarez et al., 2021) (Figura 4):

e Anivel de suelo: pueden mejorar las propiedades fisicas del suelo como la retencién de agua,
facilitando asi el crecimiento de las plantas. Adema3s, gracias a su capacidad para fijar nitrégeno,
pueden ser utilizadas como biofertilizantes, implicando un descenso en el uso de fertilizantes
quimicos. Por otro lado, su inoculacién en suelos aumenta la cantidad de materia orgdnica
presente y promueve la mineralizacion y movilizacion de los nutrientes existentes
(biomineralizacion). En resumen, estas caracteristicas guian hacia un incremento en la calidad
y fertilidad del suelo.

e A nivel de ecosistema y planta: en primer lugar, hay que destacar la implicacién de estos
microorganismos en los ciclos de los nutrientes, favoreciendo la solubilizacion de micro y
macronutrientes en el suelo, incrementando asi su biodisponibilidad. Por otro lado, cabe
destacar que las plantas influyen en las comunidades microbianas de la rizosfera segregando
diversos metabolitos a nivel radicular y, a su vez, los microorganismos influyen en el
crecimientoy la salud de las plantas (Sugiyama, 2019). Estos agentes microbianos en su mayoria
son considerados promotores del crecimiento vegetal, gracias a la excrecion de sustancias
bioactivas (aminodacidos, lipidos...) y a la produccién de fitohormonas (auxinas, citoquininas,
etc.). El efecto fitoestimulante de diversas microalgas y cianobacterias, ha sido objeto de
estudio en distintos cultivos tales como cereales, legumbres y hortalizas. De igual forma, se ha
demostrado que la aplicacion de consorcios entre cianobacterias y Chlorella vulgaris sobre el
cultivo de trigo, mejora su rendimiento, la germinacidon de semillas y fertilidad del suelo
(Shaaban, 2001). Por ultimo, en el mismo orden de ideas, estos microorganismos son
estudiados como fuentes alternativas de control biolégico de enfermedades, como opcién mas

sostenible al uso de plaguicidas y pesticidas quimicos altamente perjudiciales y ofreciendo una



alternativa mas ecoldgica para los agricultores y consumidores. Asi, se ha comprobado que las
microalgas y cianobacterias pueden ser usadas frente a algas, hongos parasitos y/o nematodos
a través de distintos mecanismos que van desde la inhibicién del crecimiento por produccion
de enzimas hidroliticas hasta la produccién de diversos metabolitos secundarios como fenoles

y compuestos bioactivos que les permiten actuar como agentes de control biolégico.

Suministro de nutrientes Promocién del crecimiento
mejorado a través de la actividad vegetal independientemente del
de los microorganismos contenido nutricional del

¥ . producto

s 7% ’
Uso de la biomasa como a2 Proteccién contra patégenos
nutriente Microalgas y cianobacterias y plagas

Mejora de las propiedades
fisicas del suelo

FIGURA 4-APLICACION DE MICROALGAS Y CIANOBACTERIAS EN AGRICULTURA. (MODIFICADO DE RENUKA ET AL., 2018)

En definitiva, los productos encontrados a partir del estudio de microalgas y cianobacterias
poseen grandes perspectivas de futuro para su aplicacién, introduciéndose en el mercado por ser

productos de alto valor econémico.

1.3. Cianobacterias y microalgas como agentes de control bioldgico frente a enfermedades
fungicas: Botrytis cinerea

Los hongos, organismos eucariotas pertenecientes al reino Fungi, a lo largo de la evolucién han
establecido diferentes interacciones tanto beneficiosas como perjudiciales con los organismos
existentes, especialmente estrechas con los vegetales. Asi, encontramos especies saprofitas, que viven
de la materia organica en descomposicidn; especies con un estilo de vida necrotrofo, que utilizan
toxinas o enzimas para matar y, posteriormente, poder usar los vegetales como fuente de nutrientes;
u hongos biotrofos, que obtienen nutrientes de tejidos vivos y, para terminar, los hongos
hemibiotrofos, caracterizados por un estilo de vida resultante de la combinacion de las anteriores
(Dickinson, 2004).

En lineas generales, los hongos fitopatdégenos son considerados los agentes causales
mayoritarios de enfermedades en plantas, y suponen un problema a nivel mundial puesto que
producen la pérdida masiva de cosechas en cultivos tan importantes como arroz, trigo, patata y
hortalizas. Esta situacion se ha ido agravando simultdneamente por el uso expandido de monocultivos

y las técnicas de control convencionales (como el uso de agroquimicos), asi como por la adaptacidn



genética de las especies fungicas (Dickinson, 2004). Por consiguiente, este hecho ha dado lugar a una

amplia variedad de enfermedades fungicas en plantas, destacando algunas de ellas en la Tabla 3.

TABLA 3- EJEMPLOS ENFERMEDADES FUNGICAS. (ADAPTADO DE DICKINSON, 2004).

Australia

Dafio ambiental
Estados Unidos

India y Japdn

Darios econdmicos
A nivel mundial

Europa

A nivel poblacional,
Europa causante de hambrunas

Siguiendo las consideraciones precedentes, en los ultimos afios han surgido alternativas al
control tradicional de plagas y enfermedades. Inicialmente, a través del uso de organismos
modificados genéticamente, seguido de la busqueda de nuevos agentes de control bioldgico. El control
bioldgico con microorganismos se sustenta a través de la interaccidon que establece el agente de
control bioldgico con el fitopatdgeno, presentando un cardcter antagonista que le permite bien inhibir

directamente el crecimiento del patégeno o competir por los nutrientes y/o el espacio.

El hongo fitopatégeno Botrytis cinerea, causante de la enfermedad del moho gris, es bastante
dificil de controlar, debido a su modo de accién y al elevado rango de huéspedes que afecta
(Williamson et al., 2007). Ademas, presenta una alta tasa de reproduccion y variabilidad genética
(Fedele et al., 2020), lo que le permite desarrollar facilmente resistencias contra los fungicidas
existentes. Otro rasgo para tener en cuenta es su ciclo de vida corto y la capacidad de quedarse durante
periodos prolongados en los cultivos gracias a la generacion de esclerocios, produciendo bastantes
pérdidas postcosecha. Por estas caracteristicas, Botrytis cinerea es considerado como el segundo

patdgeno vegetal de mayor importancia a nivel global (Abbey et al., 2019).

B.cinerea destaca ademas por ser un hongo con estilo de vida necrotrofo, lo que se asocia con
la sintomatologia general de las enfermedades que produce: la podredumbre, cuyo color varia entre
marrén, gris e incluso amarillo en los drganos afectados (Romanazzi y Feliziani, 2014). Tiene la

capacidad de afectar a distintos drganos de las plantas que coloniza, como se observa en la Figura 5.



FIGURA 5-SINTOMAS BOTRYTIS CINEREA EN FRESAS (A), FRAMBUESAS (B) Y EN PETALOS DE ROSA (C) (WILLIAMSON ET AL., 2007)

El control bioldgico de Botrytis cinerea, mediante el empleo de microorganismos e insectos ha
sido investigado en diversos tipos de cultivos sobre los que el desarrollo de la enfermedad puede llegar
a provocar pérdidas econdmicas de gran importancia, como es el caso del tomate o la uva. Hay
antecedentes del empleo de levaduras, hongos, cianobacterias y microalgas. A continuacién, se
describen los mecanismos de accion empleados frente a este agente fitopatdgeno que incluyen
antibiosis, parasitismo, produccién de siderdforos y resistencia sistémica inducida, principalmente
(Figura 6) (Roca-Couso et al., 2021):

{ Mecanismos de accidn de agentes de control microbiano contra Botrytis
cinerea

L Compuestos
I

volatiles
& Biosintesis de

antibidticos

Respuesta

Hongos

P { ..., Le*adu; @ indicida
W

Sintesis
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enzimas \
hidroliticas

Competicién

(nutrientes y
%A/ espacio)
Produccién
de sideréforos %

FIGURA 6-IMIECANISMOS DE CONTROL DE ABCS CONTRA BOTRYTIS CINEREA. (MODIFICADO DE ROCA-CAUSO ET AL., 2021)

v

(n Antibiosis: el agente de control impide la supervivencia o inhibe el desarrollo de B. cinerea,
mediante la produccién de antibidticos, de metabolitos de origen microbiano, asi como de
enzimas hidroliticas, compuestos volatiles y sustancias toxicas. A continuacion, en la Tabla
4, se exponen algunos ejemplos de compuestos producidos por microorganismos que han
tenido éxito en el control de B.cinerea:
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TABLA 4- EJEMPLOS DE COMPUESTOS CON CAPACIDAD ANTIMICROBIANA CONTRA B.CINEREA

Pirrolnitrina | Pseudomonas cepacia | (Bautista-Bafios, 2006)
Surfactina Bacillus spp (Pedraza et al., 2020)
Quitinasa Streptomyces lydicus (Nicot et a., 2016)

B-1,3- Pichia anomala (Roca-Couso et al., 2021)
glucanasa

2-nonanona Bacillus subtilis (Chen et al., 2008)

Alcohol Aureobasidium (Di Francesco et al.,
fenelitico pullulans 2015)
Killer toxin P. membranifaciens (Santos et al., 2004)
Gliotoxina Trichoderma sp. BV1 | (Roca-Couso et al., 2021)

(1 Competencia por sustrato: se incluye desde la competencia por nutrientes hasta la
competencia por espacio. Por ejemplo, los hongos necrotrofos, como es el caso de B.
cinerea, cuando inician la necrosis, otros organismos saprofitos empiezan a competir por
el mismo sustrato (Kéhl et al., 2019).

(1) Parasitismo: es muy comun en fitopatologia la existencia de hongos parasitos de otros
hongos fitopatdgenos, fendmeno que se denomina como hiperparasitismo. A modo de
ejemplo, se ha comprobado el éxito de Gliocladium roseum contra B.cinerea por actuar
como micoparasito en las diferentes estructuras del hongo (hifas, esclerocios, etc.)
(Chaves y Wang, 2004).

(IV) Respuesta sistémica: se consigue la activacién del sistema de defensa de la planta. En este
mecanismo, los sistemas de sefializacion molecular son claves para la expresidén de genes
implicados en la produccion de moléculas de respuesta como proteinas relacionadas con
patogénesis (PR). Entre otros, destaca la produccion del acido salicilico, que induce la
expresion de estas proteinas permitiendo desarrollar resistencias frente a distintos
patégenos (Diaz et al., 2014). Asu vez, el acido salicilico se ha comprobado que posee una
baja capacidad quelante, pero junto a la produccidén de sideréforos por parte de
Pseudomonas aeruginosa, ha propiciado el desarrollo de resistencia contra B.cinerea en
tomate (Audenaert et al., 2002).

En esta revisidn cabe destacar, que los agentes de control microbioldgico comiunmente
utilizados frente a Botrytis cinerea corresponden a bacterias, levaduras, hongos e incluso virus. Sin
embargo, hay que mencionar la creciente importancia en esta area de los extractos de microalgas y
cianobacterias.

Los extractos de microalgas han dado buenos resultados en la inhibicién del crecimiento de
hongos causantes de enfermedades de importancia agraria y econdmica. Estos extractos han sido tan
exitosos porque en su composicion estan presentes sustancias activas con capacidad antifungica como,
por ejemplo, compuestos fendlicos y dacidos grasos. Los compuestos fendlicos son metabolitos
secundarios antioxidantes de microalgas y cianobacterias con un papel importante en la proteccion
ante diversos tipos de estreses bidticos y abidticos, gracias a las propiedades antimicrobianas,

fungicidas y antioxidantes de los mismos (Gongalves, 2021). De manera similar, los acidos grasos son



constituyentes muy importantes en estos microorganismos y les confieren la capacidad de actuar
contra patégenos vegetales, de igual forma que los compuestos fendlicos. No obstante, a pesar de
haber sido aplicados mayoritariamente en forma de extractos microbianos, los estudios recientes
estan encaminados hacia la aplicaciéon de microalgas vivas in situ como agentes de control bioldgico.
Por ejemplo, el aceite de Chlorella protothecoides disuelto en metanol y etanol mostré una gran
inhibicidn del crecimiento micelial de Botrytis cinerea, donde mencionaron la posible implicacion que
podrian tener los compuestos fendlicos en el proceso antagdnico contra el fitopatégeno (Ozgimen,
2018). Asi mismo, se han descrito otras microalgas que consiguen reducir la infeccidn del fitopatégeno
B.cinerea, como es el caso de Laminaria digitata en cultivos de vid (Aziz et al., 2003). Otro ejemplo
relacionado es el caso de la aplicacién de Scenedesmus obliquus, que retiene el crecimiento del hongo
a diferentes concentraciones (Schmid et al., 2022). También cabe sefalar el trabajo descrito sobre el
efecto de la aplicacion de Spirulina platensis y Chlorella vulgaris, cuya aplicacion conjunta reduce de
forma directa la produccién de esporas por parte de Botrytis cinerea y, con ello, al crecimiento del
hongo, estableciendo un nivel cero de dafo por la enfermedad en el cultivo de fresa (Kim et al., 2020).

De manera andloga, los extractos de cianobacterias presentan compuestos de interés que
engloban desde compuestos fendlicos, flavonoides, carotenoides como B-caroteno, polisacaridos o
fitohormonas como el acido salicilico (Gongalves, 2021). Todos ellos hacen posible que las
cianobacterias sean consideradas agentes de control biolégico, ya que su aplicacién aporta efectos
antifungicos, antibacterianos, antivirales e incluso actividad antialgal. Las especies que muestran
mayor actividad antifungica pertenecen a los géneros Anabaena sp y Nostoc sp. Ademas de que existe
un numero considerado de especies de cianobacterias que inhiben o impiden el crecimiento de
hongos, se ha demostrado que un mismo tipo de cianobacteria puede actuar contra diferentes
fitopatdgenos. En concreto, las especies Nostoc muscorum y Calothrix elenkenii son caracteristicas por
influir sobre todo en hongos que producen “Damping off” como Rhizoctonia solani, Pythium ultimum,
mientras que otras cianobacterias, como las pertenecientes a la especie Fischerella muscicola,
erradican enfermedades fungicas como el mildit polvoroso, la roya parda o el tizén del arroz, causadas
por un amplio rango de fitopatdgenos con un similar modo de actuacién a B.cinerea (Shingh et al.,
2016).

En cuanto a Botrytis cinerea y el efecto biopesticida de las cianobacterias, muchas especies
han mostrado la capacidad de reducir significativamente el dafio o el crecimiento de este fitopatégeno,
destacando la efectividad de los géneros Anabaena sp., Calothrix sp., Nodularia sp., Nostoc sp.,
Oscillatoria spp (Kim, 2006). En la busqueda de componentes especificos de cianobacterias, se han
hecho analisis preliminares de proteinas como las ficobiliproteinas donde se ha constatado que su
produccién, por parte de las especies Arthrospira platensis y Hydropuntia cornea, redujo la incidencia,
severidad, germinacién de esporas y crecimiento del micelio del patégeno con éxito en cultivo de
tomate (Righini et al., 2020). De manera similar, en el cultivo de la fresa, muy perjudicado por este
patdgeno, se probaron in vitro extractos a diferentes concentraciones de Anabaena sp y sus
polisacaridos, dando como resultado la inhibicion del crecimiento de Botrytis cinerea y la reduccién en
laincidencia de la enfermedad que produce, planteando la posibilidad de ser un agente preventivo de

interés (Righini et al., 2019). De forma general, se ha podido constatar que las cianobacterias se



consideran un prometedor agente de control bioldgico frente a B. cinerea, gracias a la produccion de

sustancias bioactivas con un efecto biopesticida.

El estudio de microorganismos fototrofos como agentes de control biolégico esta teniendo un
crecimiento exponencial en los Ultimos afos. Los bioproductos basados en cianobacterias podrian ser
aplicados con fines muy diversos, desde un punto de vista agricola, dicese como biofertilizantes,
fitoestimulantes y biopesticidas. El desarrollo de procesos que ayuden a obtener el maximo potencial
de estos microorganismos es fundamental y prometedor, siendo las cianobacterias aun muy
desconocidas en este ambito, se plantean como una fuente importante de herramientas

agrobiotecnoldgicas aun sin explotar.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Los sistemas agricolas tradicionales basados en el uso de fitosanitarios y fertilizantes quimicos
estan contribuyendo de manera notable a la contaminacidn y erosidn de suelos y acuiferos, asi como
acrecentando la problematica actual de generaciéon masiva de residuos toxicos de dificil gestion,
procedentes de dichas practicas agricolas. En este contexto, se planteé como objetivo general del
presente Trabajo Fin de Grado la “caracterizacidn de cianobacterias procedentes de suelos naturales
y de origen antropogénico en funcidn de su capacidad para interaccionar con cultivos vegetales como
agentes de control de enfermedades de plantas”.

2.2.0bjetivos especificos

Para la consecucidn del objetivo principal indicado, se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

i.  Analizar laidoneidad de una coleccién de cianobacterias para crecer in vitro en funcién
del tipo de medio de cultivo, sélido o liquido.

ii. Evaluar el efecto fitoestimulante y/o fitotdxico de extractos obtenidos a partir de una
coleccidn de cianobacterias.

iii. Estudiar la produccién de sustancias bioactivas en relacion con su interés para el
control biolégico de hongos fitopatégenos.

iv. Determinar el efecto biopesticida de las cianobacterias frente al hongo fitopatégeno
Botrytis cinerea.

v.  Comprobar el posible efecto promotor del crecimiento vegetal y biopesticida in vivo

de la cepa seleccionada .



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Disefio experimental

Para la consecucidn de los objetivos planteados se desarrollaron diferentes experimentos que
se ejecutaron de acuerdo con el esquema indicado en la Figura 7 a partir de la coleccién de

cianobacterias:

I El primer experimento consistid en la recuperacién de las cepas crioconservadas tanto en
medio liquido como en sdlido, para realizar un ensayo de viabilidad.
Il. En el segundo bioensayo, se examind la produccidn de sustancias bioactivas por parte de estos
microorganismos, concretamente la actividad quitinasa
M. Posteriormente, se hicieron ensayos in vitro relacionados con el indice Germinacion y el
potencial antagonista frente a Botrytis cinerea mediante el protocolo de “cultivo dual”.
V. Finalmente, un ensayo in planta para comprobar el efecto fitoestimulante y/o fitotdxico de la

coleccién, asi como su potencial biopesticida.

Crioconservadas
Coleccién de trabajo: cianobacterias —)

e Recuperacioén de la coleccidon
Medio solido y liquido: BG11

Ensayo

viabilidad

Produccion de quitinasa

Test de germinacion
Enfrentamiento dual S

Ensayo
in vivo

FIGURA 7- DISENO EXPERIMENTAL



3.2. Medios de cultivo

A continuacion, se describen los distintos medios de cultivos utilizados para la realizacion de

los distintos ensayos, asi como su composicién y preparacion:

Medio BG-11 (Allen y Steiner, 1968):

0 O O 0O O O O O O

NANO3 ottt e re e et st see e senns 1,5g/L
KoHPO4 * BH20 ettt st 0,04 g/L
MESO4 = TH20 ittt e et 0,075 g/L
CACly * 2H20 oottt ces e e s e s eneree 0,036 g/L
ACIHO CIEIICO e 0,006 g/L
Citrato amonico fErriCo .....ccvvvveeieieeieiceece e 0,006 g/L
N2C03 cov et et eee et eee e see s seeceseesseeeneessesenesesesseeeseeee 0,02 g/L
EDTA oot ces e e see s eeesee s eeeses s eneses s eenseeee 0,001 g/L
Solucion de oligoelementos .......ccccvvvevercerveieinenecneeees imL

Para la elaboracidon de este medio de cultivo se partié del preparado comercial liquido

(SigmaAldrich, 73816-250 mL) a partir del cual se prepard tanto medio sdlido en placas de Petri como

medio liquido en tubos de ensayo. En el caso del medio sélido, se adicionaron 10 mL/L del preparado

de BG-11, 1 mL/L de solucidn de oligoelementos y 20 g/L de agar bacterioldgico (Panreac, A0949.0500-

EQ) completando con 900 mL de agua destilada en un matraz aforado de 1000 mL. En el caso del medio

liquido, se agregaron 5 mL de BG-11, 10 plL de la solucién de oligoelementos y se completé el medio

con 500 mL de agua destilada, y se repartid a razén de 10 mL de medio por tubo de ensayo. El pH se

ajustd hasta 7 y los medios fueron autoclavados a 121 °C durante 20 minutos. Tras la esterilizacidn, el

medio sélido se repartid en placas de Petri de 9 cm de didmetro.

La solucion de oligoelementos y su preparacion es la descrita segln (Pochon y Tardieux, 1962):

o O O O O O o o O o©

Acido nitrilotriacético @l 99 % ....ccoeveeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeene 1,5g/L
MRNSO4 H20 oo 0,5g/L
Y LYo YR LT o J oSS 3,0g/L
NBC et e e e e e e e e eee e e e eeeees 0,1g/L
CaCI2 2H20 oooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeee e 0,1¢g/L
ZNSO4 H20 e 0,1g/L
CUSO4 5H20 et 0,1g/L
ATK(SO8)2-12H20 oo eeeeeeeeeeeeeesseee 0,1¢g/L
R To T 0,1g/L
NaxMO0OOs - 2H20 e 0,1g/L

Su preparacion consistié en la disolucion del acido en 100 mL de agua destilada, para lo que se

ajustod el pH a 6,5 utilizando como base KOH saturado. Tras ello, se afiadié cada componente indicado

en la lista con 300 mL de agua destilada y, finalmente, se enraso hasta 1 L en el matraz aforado con

agua destilada.



Solucioén Salina (SS, 0,9%):
0 Cloruro s6dico (NaCl) ....cccceuvreveerevcinrreeeeeeree e 9,0g/L

La solucidn salina se utilizé varias veces para resuspender los cultivos puros de las cepas de
cianobacterias y para llevar a cabo diluciones de los microorganismos. Para elaborarla, se disolvieron
9 gramos de cloruro sédico (NaCl) en 1000 mL de agua destilada vy, tras ello, se vertieron en frascos de

250 mL que fueron autoclavados a 121 °C durante 20 minutos.

Medio BG11 suplementado con Quitina coloidal:

O BG11 cOMErCial..uceiieiecece et 10 mL/L
O Y-F- | g - F- [t (=T g o] [o =4 Tolc SRR 20,0 g/L
O QUItING €Ol0IAL ...ovieeieeiece e s 5g/L

O ElemMENtOS Traza .....cceceevevreeeeiereeteree ettt e er s 1 mL/L

Este medio se prepard en un matraz aforado de 1000 mL, al cual se adicioné quitina coloidal
5g/L, 10 mL BG11 comercial y 990 mL de agua destilada v, tras ello, el pH de esta solucion se ajustd
hasta 7. Posteriormente, se esterilizdé el medio a 121 °C durante 20 minutos. Se vertid en placas de
Petri de 9 cm de didmetro. Este medio se utilizd para comprobar la produccidn de actividad quitinasa
por parte de las cianobacterias.

Agar Agua (AA):
O Agar bacteriolOZICO. ..ottt e 10,0 g/L

El medio agar agua se prepard utilizando agua destilada (1000mL) con 10 gramos de agar
bacterioldgico y se autoclavé a 121 °C durante 20 minutos. Seguidamente, se vertié en placas de Petri

de 9 cm. Este medio se empled como medio base en los ensayos de enfrentamiento in vitro.

Agar Patata Dextrosa (PDA):

O Agar bacteriolOZICO ...ovviireererce et 15,0 g/L
LI C1 [V TTo 1Y 1T 20,0 g/L
O Peptona de Patata ... veereercce e e e 4,0¢g/L

Para elaborar PDA se disolvieron 19,5 gramos de un preparado comercial (PanReac AppliChem,
413758.1210) mas 2,5 gramos de agar bacteriolégico en un un matraz aforado con 500 mL de agua

destilada que se autoclavaron a 121 °C durante 20 minutos.



3.3. Coleccidn de cianobacterias

Para la realizacion de este Trabajo Fin de Grado se utilizaron 10 cepas de cianobacterias
procedentes de una coleccion perteneciente al grupo de investigacidon BIO-175 de la Universidad de
Almeria, previamente aisladas de suelos naturales y de origen antropogénico, cuyo cédigo y género se
indican en la Tabla 5. Dichas cepas se recuperaron tanto en placas Petri con medio de cultivo sélido
BG11, como en tubos de ensayo con 50mL de medio BG11 en formato liquido, a partir de crioviales
conservados a -80 °C. Los cultivos se incubaron en un fitotrén (Equitec) a 25 °C y 60% de humedad

durante 15 dias con un fotoperiodo 12/12.

TABLA 5- COLECCION DE CEPAS EVALUADAS DURANTE EL PRESENTE TRABAJO

Oscillatoria

Uncultured cyanobacterium
Uncultured cyanobacterium
Trichormus

Uncultured cyanobacterium
Nodosilinea

Leptolyngbya
Characiochloris

Trichormus

Klebsormidium

3.4. Hongo fitopatdgeno

En este trabajo se empled Botrytis cinerea como agente fitopadgeno de interés. Se trata de un
hongo causante de la enfermedad del “moho gris”. Dicho hongo fue suministrado en formato
liofilizado por la Colecciéon Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, referencia 20973). Durante el desarrollo
de los diversos ensayos, el hongo fitopatdgeno se mantuvo en cultivo activo en placas de agar patata
dextrosado (PDA), las cuales fueron mantenidas a 4 °C en oscuridad y sometidas a resiembras
mensuales (Figura 8). La temperatura de incubacién requerida por este hongo para los ensayos in vitro
fue de 25 °C.

FIGURA 8- CULTIVO EN PDA DE B.CINEREA



3.5. Ensayo de viabilidad

Entre los métodos de conservacién a largo plazo, la congelacidon proporciona una mayor
estabilidad genética, ya que evita que aparezcan nuevas generaciones en el cultivo y se mantenga lo
mas similar posible al aislamiento original. Esta metodologia propicia mayor viabilidad celular y
permite mayores tiempos de supervivencia al reducir el metabolismo microbiano. Para comprobar que
esto es asi, se llevd a cabo la recuperacidn de la coleccidn de cianobacterias crioconservadas a -80°C,
en tubos de ensayo que contenian medio BG11 liquido y en el mismo tipo de medio BG11, pero en su
formato sdlido en placas de Petri. Posteriormente, los cultivos fueron incubados en el fitotrén (Equitec)
a 25 °C y 60% de humedad durante 15 dias con un fotoperiodo 12/12. Tras este tiempo, las cepas
crecidas en el medio sélido fueron aisladas en nuevas placas de Petri con medio BG11. El resumen del

proceso se representa en la Figura 9.

Incubadas en cdmara
durantel5 dias, a 25°C, con
12 horas fotoperiodo

Aislamiento
en nuevas
placas con
BG11

Recuperacion tras incubacién en medio
solido

Cepas conservadas en criobiolas (-80°C)

= > T ieS 19
Recuperacion tras incubacién en medio
liquido

FIGURA 9- ENSAYO VIABILIDAD

3.6. Determinacion cualitativa de la actividad quitinasa

En este apartado, se describe la determinacidn cualitativa de la actividad enzimatica quitinasa

por parte de la coleccién de cianobacterias utilizadas en el presente trabajo.

El procedimiento consistid en adicionar 3 gotas de 10 plL del extracto de cada una de las
cianobacterias recuperadas en medio BG11 liquido, sobre las placas de BG11 suplementadas con
quitina coloidal. En el caso de las cianobacterias recuperadas en medio BG11 sélido, una pequefa
cantidad de su biomasa se resuspendio con ayuda de un asa de platino en tubos eppendorfs con 500
uL de solucidn salina estéril y, posteriormente, se adicionaron 3 gotas de 10 puL de cada una de ellas al
medio de BG11 suplementado con quitina coloidal. Las placas se incubaron durante 7 dias en el fitotrén
(Equitec) a 25°Cy 60 % de humedad, con un fotoperiodo de 12/12.



3.7. Bioensayos de germinacion en semillas de berro (Test de Zucconi)

Con la finalidad de comprobar el posible efecto fitotdxico y/o fitoestimulante de la coleccion
de cianobacterias recuperada, se procedid a la realizacion de bioensayos de germinacién en semillas

de berro (Lepidium sativum), mediante la técnica descrita por Zucconi et al. (1981).

Para realizar esta prueba se partié de 20 mL de cultivo liquido de cada cepa de cianobacteria,
el cual se centrifugd a 5000 rpm durante 5 minutos y se resuspendid en 20 mL de agua destilada estéril.
Posteriormente, se separaron por un lado 10 mL de la suspension (tratamiento directo) y por otro, 2,5
mL a los que se les afadio 7,5 mL de agua destilada estéril (dilucidén %) del cultivo. Todas las muestras,
directas o diluidas, fueron sometidas a un proceso de rotura celular mediante sonicacién (Sonicador
Branson 150, Amplitud 40%, 3 minutos).

A continuacidn, se incorpord un papel de filtro estéril en cada placa de Petri empleada para el
ensayo que se humectd con 2 mL del extracto correspondiente en cada caso (directo y diluido para ca
cianobacteria probada). Seguidamente, sobre el papel de filtro se colocaron con ayuda de pinzas de
acero estéril 25 semillas de berro por placa. El efecto de cada extracto se ensayd en un total de 100
semillas por cianobacteria ensayada. Finalmente, estas placas se incubaron en condiciones de
oscuridad durante 48 horas a una temperatura de 25 °C. Simultdneamente, se realizd el mismo
procedimiento sustituyendo el extracto de cianobacteria por agua destilada estéril para obtener el
control del ensayo. El procedimiento se representa de forma esquematica en la Figura 10.
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Simultdneamente, — i Afadir 2mL de cada extracto en
realizar un. °°,’_“"?I con Colocar 25 semillas de Lepidium °°"d;°i°'|‘es d: e;'etri_"dad tras Ic:brir
agua estéril afiadiendo sativum a cada placa, en condiciones cRcapiaca Ce T etcon papeide
las semillas filtro estéril

de esterilidad con ayuda de pinza
estéril
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durante 48 horas a 25°C

FIGURA 10- BIOENSAYO DE GERMINACION EN SEMILLAS DE BERRO



Transcurrido el tiempo de incubacién, se procedié a calcular el indice de Germinacién,
teniendo en cuenta el porcentaje de semillas germinadas y la elongacién de la radicula (mm), aplicando

la siguiente férmula:

F=— = = = = = = =

%G x %L
I 10:(

|
—) 100I
%Gc x %Lc x |
|

e o o o e e e = =

Donde:

%G y %Gc: Porcentaje de semillas germinadas en las muestras y en la placa control,

respectivamente

%Ly %Lc: Porcentaje de crecimiento de las raices, en mm, de las muestras y en la placa

control, respectivamente

3.8. Bioensayo de antagonismo frente a Botrytis cinerea mediante el protocolo de “cultivo
dual”

En primer lugar, como paso previo al ensayo, se resuspendid biomasa de las cianobacterias

crecidas en medio sélido durante 15 dias, en solucion salina estéril al 0.9%.

El enfrentamiento dual entre el hongo fitopatdgeno Botrytis cinerea y las cepas de
cianobacterias se realizé en placas de Petri con pocillos. Para ello, se afiadié en cada placa Petri una
fina capa de medio agar agua (AA) y una vez solidificada, se colocaron cuatro Torrecillas de Oxford de
acero inoxidable previamente esterilizadas. Luego, se vertid6 medio PDA a sobrefusion y una vez
solidificado, se retiraron las Torrecillas con ayuda de pinzas en condiciones de asepsia, generandose
cuatro pocillos equidistantes en la placa. Para el enfrentamiento, se anadieron 70 uL de cada extracto
de cianobacteria en los cuatro pocillos (Figura 11) y en el centro se dispuso con ayuda de un
sacabocados, un disco de Botrytis cinerea cultivado y crecido con anterioridad en PDA en condiciones
de esterilidad. De la misma forma, se prepard una placa control del hongo fitopatégeno en ausencia

de extracto de las cepas antagonistas.



Pocillo formado por Torrecilla de
Oxford con alicuota cianobacteria
(70ut)

Hongo fitopatégeno
(Botrytis cinerea)

O

Placa de Petri
con base AA + PDA
a sobrefusion

FIGURA 11- ENFRENTAMIENTO DUAL: ESQUEMA DISPOSICION DE PLACA DE PETRI

Seguidamente, se incubaron las placas en condiciones de oscuridad a 25 °C durante 7 dias, tras
lo cual se midié el crecimiento del hongo obtenido con la media de los dos didmetros de crecimiento
del hongo en presencia y ausencia del agente antagonista. Para determinar el grado de inhibicion de
las cepas antagonistas frente al hongo, se utilizé una variacién del protocolo descrito por Landa et al.

(1997), aplicando la siguiente férmula:

Donde:
I: indice de inhibicion (%)
C: crecimiento del agente fitopatdgeno en ausencia de la cepa antagonista (mm)

T: crecimiento del agente fitopatdgeno en presencia de la cepa antagonista (mm)

3.9. Ensayos in vivo

Se prepard inicialmente una mezcla de sustrato estéril compuesta de sustrato organico y
vermiculita en proporcidn 3:1 (v:v). El sustrato se repartioé en bandejas de semillero de 77 alveolos y
se humedecié. En cada alveolo se sembrd una semilla de pepino (Cucumis sativus) variedad Ashley
(Batlle) y se procedié a su germinacion en oscuridad durante 4 dias a 25 °C, con una humedad entorno
al 60%. Una vez germinadas las semillas, las bandejas se expusieron a fotoperiodo (12/12) y se
mantuvieron tres semanas, hasta que alcanzaron el tamano adecuado (al menos con una hoja

verdadera), para la aplicacion de los tratamientos. Se analizaron 30 plantas por tratamiento.
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3.9.1. Efecto biopesticida frente al desarrollo de los sintomas provocados por Botrytis cinerea en
plantulas de pepino

Para llevar a cabo este ensayo, se inocularon las plantulas con extractos de cianobacterias a
nivel de sustrato . Paralelamente, se prepard una suspensidén de esporas de B. cinerea a partir de un
cultivo fresco del hongo en medio PDA, crecido durante 7-10 dias. La suspension del hongo se obtuvo
recogiendo las esporas presentes en el cultivo en placa, en 10 mL de solucién salina estéril.
Seguidamente se elimind el micelio fungico mediante filtracién con muselina estéril, y la suspension
de esporas fue cuantificada en cdmara de Neubauer, ajustando la densidad de inéculo a 10° ufc/mL.
Finalmente, se procedid a la infeccion de las plantas via foliar, aplicando tres pulverizaciones por
planta. El ensayo se completé con un bloque de plantas control, germinadas en ausencia de
tratamientos. Transcurridas 3 semanas desde la infeccidon con B. cinerea, se evalud el nivel de afeccion
de las plantas infectadas. Para ello, se considerd la utilizaciéon de una escala de dafio estableciéndose
el valor de 1 para las plantas mds sanas, 2 para las plantas afectadas y 3 para las plantas muertas.

3.9.2. Efecto fitoestimulante sobre el crecimiento en plantulas de pepino

Con objeto de evaluar el efecto de la aplicacién de la cianobacteria en plantulas de pepino, se
llevo a cabo la evaluacidon de parametros relacionados con la estimulacién del crecimiento aéreo y
radicular a partir de los bloques de plantas infectadas y no infectadas con Botrytis cinerea. Tales como
numero de hojas verdaderas, longitud del tallo (cm), longitud de la raiz (cm), didmetro del tallo (mm),

peso fresco (g), peso seco (g).

3.10. Andlisis estadistico

Todos los resultados fueron procesados mediante el programa Microsoft Office Excel 2010,
para la elaboracion de las tablas y figuras descriptivas de los datos obtenidos. Ademas, se llevd a cabo
un analisis estadistico a través del programa Statgraphics Centurion XVIII, en concreto, se realizé un
analisis de la varianza (ANOVA) multifactorial a un intervalo de confianza del 95%. Ademas, se empled
el Test de Minima Diferencia Significativa de Fisher (LSD) mediante el cual se pudo identificar qué

niveles dentro de cada factor fueron significativamente diferentes (P<0,05).

4. RESULTADOS Y DISCUSION
En este apartado se recogen los resultados conseguidos tras la ejecucion de la metodologia
experimental planteada en el apartado anterior (Figura 7), permitiendo completar los objetivos

planteados en el presente TFG.



4.1. Viabilidad de la coleccidon de cianobacterias

A continuacién, en la Tabla 6 y en la Figura 12 se recogen los resultados de las cianobacterias
de la coleccién que pudieron ser recuperadas en cada tipo de formato (sélido y liquido) para el medio
de cultivo BG11, tras el proceso de crioconservacion a -80 °C durante un periodo de 1 afio.

TABLA 6- CIANOBACTERIAS RECUPERADAS EN CADA TIPO DE FORMATO, SOLIDO Y LiQUIDO, EN MEDIO BG11

Oscillatoria
Uncultured 5 Sf
cyanobacterium
Uncultured 5 Sf
cyanobacterium
Trichormus Si NO
Uncultured 5 Sf
cyanobacterium
Nodosilinea Si NO
Leptolyngbya Si NO
Characiochloris NO NO
Trichormus NO NO
Klebsormidium Si NO
100%
80% 80%
80%
60%
40%
40%
20%
0%
Medio liquido Medio sdlido Porcentaje global

FIGURA 12- PORCENTAJE DE RECUPERACION DE LA COLECCION DE CIANOBACTERIAS TRAS EL PERIODO DE
CRIOCONSERVACION

Como se observa en la Figura 12, el porcentaje de recuperacién global fue del 80%, ya que, de
un total de 10 cepas estudiadas, sélo 2, 44Cy 45C, no se pudieron recuperar ni en medio sélido ni en
medio liquido. En el caso del medio liquido, el porcentaje de éxito fue mayor, pudiéndose recuperar
un mayor numero de cepas (8), respecto a la viabilidad observada a partir de medio sélido (4). Con
esta informacion, se puede deducir que el medio de crecimiento escogido, BG11, es indicado para el
crecimiento de las cianobacterias, ya que aquellas que se recuperaron crecieron sin impedimentos, sin
embargo, el formato liquido es mas apto para la recuperacién de las cepas tras un periodo prologando

de conservacién a bajas temperaturas. Ademds, dada la viabilidad de la coleccién tras su



crioconservacion a largo plazo, el método de conservacion escogido se presente conveniente para las

cianobacterias.

El creciente uso de microorganismos con propdsitos biotecnoldgicos, ha hecho necesario la
conservacion de distintos tipos de cepas de referencias (Acosta-Ovallos, 2019). Por tanto, los métodos
de conservacion de microorganismos son herramientas fundamentales en el trabajo de laboratorio,
para lo cual se debe de llevar a cabo la bisqueda de diferentes técnicas de mantenimiento de los
cultivos microbianos que permitan conservar al maximo las caracteristicas de interés, afectando en la
menor medida posible a su estabilidad. De esta forma, los principales criterios para escoger un método
de conservacién adecuado son la conservacion de su posterior viabilidad, el coste del proceso, la
frecuencia de uso, la pureza y la cantidad de cultivo minima necesaria (Huertas et al., 2006). Estos
criterios tienen el objetivo de asegurar fundamentalmente la estabilidad bioquimica, fisiolégica y

genética de los organismos que van a ser conservados (Acosta-Ovallos, 2019).

La crioconservacion es un método de conservacién a largo plazo, fundamentado en la
congelacion a bajas temperaturas (desde -70 °C a -196 °C) de los microorganismos con ayuda de
crioprotectores. En este caso, las cianobacterias de la coleccidn se conservaron en crioviales. Este
método de conservacion es uno de los mas utilizados, por permitir la conservacion en periodos largos
de tiempo y mostrar una recuperacion de los microorganismos entre el 50 y 100% de sobrevivencia
(Zuberer, 1987). No obstante, la viabilidad y estabilidad de los microorganismos se ve influenciada
fundamentalmente por cinco factores (Arrebola et al.,, 2008): fase y tiempo de crecimiento del
microorganismo, para observar el momento idéneo de conservacidn; empleo de crioprotectores, ya
gue existen diferentes compuestos pero se debe de elegir el adecuado segun el microorganismo a
conservar; temperatura de almacenamiento, mejor cuanto mds baja sea la temperatura; formato de
almacenamiento, que facilite el uso de cada cepa conservada sin necesidad de alterar al resto de

miembros de la coleccidn; y, finalmente, velocidad de congelacion y descongelacion.

A pesar de que la conservacion mediante congelacidon estd estandarizada para distintos
microorganismos, no todos pueden ser conservados con la totalidad de los métodos existentes. En el
caso de microalgas y cianobacterias, comunmente se ha utilizado el método de conservacion a corto
plazo a temperaturas de refrigeracion, en torno a 4 y 15 °C. Sin embargo, este método, tanto con las
cianobacterias como con otros microorganismos, presenta el inconveniente de que las cepas son mas
susceptibles a la contaminacidn y a la alteracidn tanto genética como fisioldgica, ademads de que es un
método que exige bastante mano de obra, ya que requiera de resiembras periddicas (Rastoll et al.,
2013). Por ende, numerosos estudios empezaron a utilizar métodos de conservacién alternativos,
llegando a la conclusion de que la congelacién es una de las mejores técnicas de conservacion con
menor indice de alteraciones (fisiologicas, genéticas, etc.) de las cepas iniciales de cianobacterias.
Esteves-Ferreira et al. (2013) evaluaron diferentes métodos de conservacidn de cianobacterias, donde
los resultados de mayor viabilidad (78-98%) se presentaron tras la crioconservacién. Torres (2015)
desarrollé e implementé un protocolo de crioconservacién con cianobacterias nativas de Jalisco,
donde obtuvo un porcentaje de viabilidad mayor al 70% y, ademas, asegurd la estabilidad fisioldgica
tras un afio y medio de conservacién a -80 °C, observando el mantenimiento de la capacidad para

acumular compuestos de interés comercial. Rastoll et al. (2013), por su parte, evaluaron la



crioconservacion con ayuda de dos crioprotectores, empleando 111 cepas de cianobacterias. El
porcentaje de viabilidad alcanzado superd el 90%, incluso tras 15 dias desde la descongelaciéon de los
cultivos. Asi mismo, demostraron que la mejor sustancia protectora fue el dimetilsulféxido. A pesar de
lo estandarizado que se encuentra este método de conservacién siguen siendo pocos los protocolos

disponibles para el caso especifico de las cianobacterias.

En cuanto al medio de cultivo empleado en este trabajo, los resultados obtenidos indican que
se trata de un medio adecuado para la recuperacion de cianobacterias. De manera general, un medio
de cultivo mineral bajo condiciones controladas y adecuadas de luz y temperatura es adecuado para
el cultivo de cianobacterias y el Unico factor de crecimiento usualmente requerido por distintas
especies suele ser la vitamina B12. De esta forma, aunque se han estudiado varios medios de cultivo
solidos y liquidos, el medio BG11 es uno de los que proporcionan un mejor crecimiento, aislamiento y
purificacién de un amplio nimero de cianobacterias. De hecho, varios medios de cultivo utilizados para

este grupo microbiano son modificaciones de la férmula original de BG11 (Rippka et al., 1981).

4.2. Evaluacion de la produccién de sustancias de interés: quitinasa

La quitina es un polisacdrido cuya estructura consta de mondmeros unidos por enlaces - 1,4
de unidades de N-acetil-D-glucosamina (NAG), los cuales le otorgan soporte, estabilidad y gran
resistencia (Sastoque-Cala, 2005). La quitina es considerada el segundo polimero de mayor abundancia
en la naturaleza, ya que esta ampliamente distribuido y se encuentra principalmente en organismos
como crustaceos e insectos. (Lucas-Bautista et al., 2019). Asi pues, este biopolimero es sintetizado por

una gran diversidad de organismos desde hongos, bacterias, levaduras y plantas hasta artrépodos y

humanos (Kumar et al., 2018). A pesar de la estabilidad que le confiere la estructura al polimero frente
a la temperatura y deterioro por razones quimicas, la quitina es susceptible a las enzimas de tipo
glucdsido-hidrolasas denominadas quitinoliticas, que actuan hidrolizando los enlaces B- 1,4 de las
unidades de N-acetil-D-glucosamina. En términos de patologia vegetal, estas enzimas son importantes
porque suponen un mecanismo de defensa para los cultivos frente a una infeccidn invasora de hongos
fitopatdgenos como Botrytis cinerea (Lucas-Bautista et al., 2019). Por este motivo, la busqueda de
organismos productores de este tipo de enzimas hidroliticas es interesante en la agricultura, para
ayudar a combatir tanto plagas de insectos como complejos fungicos de forma mdas sostenible en

comparacioén con los fungicidas y fitosanitarios quimicos existentes.

La evaluacidn de la actividad quitinasa se llevd a cabo con la finalidad de cumplir el segundo
objetivo especifico del trabajo, permitiendo dar el primer paso en el reconocimiento de las posibles
cepas de la coleccién que pudieran inhibir el crecimiento del hongo fitopatdgeno B. cinerea a través
de la actividad enzimatica evaluada. En la Tabla 7 se muestra la ausencia o presencia de la actividad
quitinasa en la coleccién de trabajo, representadas con el nimero cero y uno, respectivamente. En la

Figura 13 se muestran fotos de las cianobacterias que presentaron actividad quitinolitica positiva.



TABLA 7- RESULTADO DETERMINACION ACTIVIDAD QUITINASA

Oscillatoria
Uncultured
cyanobacterium
Uncultured
cyanobacterium
Trichormus
Uncultured
cyanobacterium
Nodosilinea
Leptolyngbya
Characiochloris
Trichormus
Klebsormidium
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FIGURA 13- A: ACTIVIDAD QUITINOLITICA CIANOBACTERIAS 39C Y 46C. B: ACTIVIDAD QUITINOLITICA DE LA CIANOBACTERIA 41C

En este trabajo, mostraron actividad quitinasa las cepas bajo la denominacion 39C, 41Cy 46C,
de las cuales sélo estd identificado el género de la cianobacteria 46C (Klebsormidium), mientras que la

39Cy 41C no han podido ser caracterizadas.

El estudio de la actividad quitinasa en términos de control biolégico ha sido ampliamente
estudiado. De esta forma, se han encontrado diversos microorganismos con bastante potencial en la
produccién de estas enzimas hidroliticas, bacterias como Bacillus pumlius, hongos como Aspergillus
flavus y actinomicetos como Streptomyces pratensis (Kumar et al., 2018). A pesar de que las
cianobacterias son tan interesantes por ser, junto a las microalgas, buenas fuentes de compuestos
bioactivos en diferentes dmbitos, las propiedades antiflingicas de sus metabolitos han sido poco
estudiadas, sin embargo, se conoce que las enzimas hidroliticas pueden jugar un papel fundamental
para el control biolégico de patdgenos (Gupta et al., 2013).
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En la linea de investigacidn de enzimas hidroliticas secretadas por cianobacterias en relacién a
la inhibicién de patdgenos vegetales, encontramos trabajos como el desarrollado por Prasanna et al.
(2008) donde se evaluaron los efectos inhibitorios frente a diferentes hongos fitopatdgenos a partir de
extractos de cianobacterias pertenecientes al género Anabaena. En dicho trabajo se determind el
potencial de varias cepas en este sentido, encontrando homdlogos de la quitinasa que funcionaron
frente a varios patdgenos. Asi mismo, en el articulo elaborado por Prasanna et al. (2013) encontraron
una gran actividad quitinolitica por parte de Anabaena laxa y Anabaena variabilis responsable de la
inhibicion mostrada frente a Fusarium moniliforme y F. oxysporum f.sp. lycopersici. En estudios
anteriores de los mismos autores, y relacionado con lo indicado por Gupta et al. (2010), se determiné
la posible relacién directa entre la produccién de enzimas hidroliticas, como los homédlogos de

quitinasas, y la inhibicién de hongos fitopatégenos por parte de la cianobacteria Calothrix sp.

En definitiva, a pesar de lo poco explorado que estd el papel de las enzimas hidroliticas
relacionadas con la quitina por parte de las cianobacterias, no cabe duda de la necesidad de continuar
investigando esta propiedad, por su mayor interés para la aplicacidn en la agricultura como agentes
inhibidores de hongos fitopatdégenos importantes como Botrytis cinerea, ademds de actuar como

compuestos que pueden reforzar la inmunidad de las plantas (Kumar et al., 2018).
4.3. Efecto fitoestimulante in vitro

Uno de los objetivos especificos del presente trabajo consistiéo en determinar la capacidad
fitoestimulante o fitotdxica de la coleccidn de trabajo mediante un ensayo de germinacion. Para ello,
la metodologia empleada fue el test de Zucconi (Zuconi et al., 1981), usado para la evaluacion de la
germinacion y el crecimiento de la radicula en semillas de referencia (berro) y, en este caso, probando
el posible potencial fitoestimulante de la coleccidn. Las cianobacterias fueron aplicadas a través de un
tratamiento directo, sin dilucién, e indirecto, con una dilucién %. En la Figura 14 se representan los
efectos recogidos por los distintos extractos sonicados de cada una de las cianobacterias en funcién
del tratamiento.
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FIGURA 14- EFECTOS DE LA APLICACION DE LAS CIANOBACTERIAS DE TRABAJO, EN TRATAMIENTO DIRECTO Y DILUIDO, SOBRE LA
GERMINACION EN SEMILLAS DE BERRO

La adaptacidon del ensayo de Zucconi a diferentes extractos y objetos de estudio, como en este
caso, extractos de cianobacterias sobre semillas de berro, ha hecho que se determinen unos valores
de indice de germinacion de referencia para considerar al microorganismo estudiado como fitotdxico,
fitoestimulante o que no presentan efectos téxicos ni estimulantes sobre la planta estudiada. Asi,
valores de indice de germinacidn por encima del 80% se consideran ausentes de fototoxicidad, aunque
tampoco especialmente fitoestimulantes. Valores por debajo del 80%, expresan una posible
fitotoxicidad por parte del elemento estudiado. Por el contrario, un indice de germinacidn que se sitie
por encima del 100% permite considerar a la cianobacteria como promotora del crecimiento vegetal
(fitoestimulante) (Zuconi et al., 1981).

En vista de los resultados representados en la Figura 14, de manera global se puede decir que
las cianobacterias, tanto en tratamiento directo como indirecto (dilucién %), presentaron valores entre
el 60 y 97%, salvo algunas excepciones. Esto indica que la mayoria de los extractos de cianobacterias,
no son considerados excesivamente fitotdxicos, pero también se descarta la consideracion del efecto
fitoestimulante. Ademas, el indice de germinacién obtenido en las cepas 37_C directo (71,26%),
41C_1/4 (78%,33C y 44C diluidas, en la %) y 42C_directo (72,59%) mostraron los valores mas bajos,
por lo que se considerd que su aplicacidn ejercia un efecto fitotdxico sobre las semillas de referencia,
destacando la cianobacteria 38C_directo, por presentar el mayor efecto fitotéxico al mostrar el menor
indice de germinacién (61,27%).

Por el contrario, las excepciones fueron 42C_1/4, 44C_1/4, 45C_directo, y 46C en sus dos

tratamientos, las cuales mostraron indices de germinacién entre los valores del 100 y 128%, por lo que



quedd comprobado su capacidad de fitoestimulacion in vitro. De ellas, se destaca que los mayores
indices de germinacion presentados fueron asociados a la cianobacteria 46C, ya que en el tratamiento
directo alcanzé un valor de IG de 119% vy, en el caso del tratamiento diluido, este fue casi del 128%.

En cuanto al tipo de tratamiento, no es evidente la existencia de una correlacién entre la
aplicacién del extracto directo o del extracto diluido, de forma que el efecto provocado por la
cianobacteria parece ser resultado de la propia cepa analizada. Esto se puede argumentar observando
cada cepa y tratamiento, por ejemplo, en el caso de las cianobacterias 37C, 41C, 42C, 43C, 44C y 46C
presentaron indices de germinacidon mayores en el tratamiento diluido, lo que puede sugerir que, al
ser diluidas, el compuesto o los compuestos que pueden ejercer efecto negativo sobre el crecimiento
de las semillas se encuentra en menor concentracioén y, por tanto, los indices son mayores respecto al
extracto directo. Por el contrario, en el caso de las cianobacterias 39C, 40C y 45C, los valores de
germinacidon mayores fueron obtenidos con el tratamiento directo, lo que plantea la hipdtesis anterior
de forma invertida, ya que, al diluir los componentes con el tratamiento diluido %, estos se encuentran

en menor proporciény, por ende, el efecto estimulante se ve perjudicado.

Debido a las caracteristicas inherentes de las cianobacterias, estas se pueden utilizar en larama
de la biotecnologia que busca el reemplazo a las tecnologias contaminantes existentes por tecnologias
menos dafiinas, y el objetivo de uso de este tipo de microorganismos busca mejorar la produccion
sostenible de alimentos, metabolitos y fuentes de energias renovables (Singh et al., 2017). Esto ha
hecho que las cianobacterias sean calificadas como microorganismos altamente beneficiosos y
ampliamente reportados en diferentes tipos de suelo y situaciones ecoldgicas adversas (Garlapati et
al., 2019).

Las cianobacterias se han utilizado como biofertilizantes y agentes promotores del crecimiento vegetal
en diferentes cultivos como arroz, garbanzo, maiz y trigo (Maylan et al., 2020) gracias a diferentes
compuestos de interés sintetizados por las mismas. En un estudio llevado a cabo por Shariatmadari et
al. (2011) con diferentes extractos de cianobacterias, comprobaron que la aplicaciéon de Anabaena
vaginicola y Nostoc calcicola sobre cultivo de tomate, pepino y calabacin mostraban efectos positivos
en la germinacién y crecimiento de los mismos. Saadatnia y Riahi (2009) trabajaron con diferentes
especies de Anabaena (A. spiroides, A. variabilis, A. torulosa y A. osillarioides) las cuales fomentaron
una germinacién mas rdpida de los cultivos respecto al control y, ademas, se incrementaron
significativamente diferentes parametros de crecimiento (peso de la planta, longitud de raiz, peso
fresco y seco, etc.) sobre el cultivo de arroz. En el mismo orden de ideas, Jager et al.,, (2010)
investigaron el potencial de cepas de cianobacterias y microalgas secretoras de hormonas, basandose
en la actividad y contenido de citoquininas y auxinas, llegando a la conclusién de que existia una
correlacién de estas hormonas con la mejora en el crecimiento sobre el cultivo de maiz. Por otro lado,
surgen investigaciones centradas en los compuestos que pueden aportar beneficios a los cultivos
haciendo de las cianobacterias agentes promotores del crecimiento vegetal y, a su vez, como
biofertilizantes. Por ejemplo, Singh (2014) hizo una revisidn sobre la produccién de varios metabolitos
por parte de las cianobacterias, concluyendo que la aplicacidn de extractos de cianobacterias mejord
las condiciones fisico-quimicas en suelos salinos y, con ello, el crecimiento de los cultivos. A la vista de

los resultados obtenidos en el trabajo y la informacidn aportada por la literatura cientifica, se puede



concluir el futuro prometedor de las cianobacterias en la agricultura como agentes promotores del
crecimiento vegetal. Esto es debido a que presentan propiedades multifuncionales a nivel agrondmico
como facilitar la absorcion de nutrientes o mejorar el rendimiento de los cultivos. Sin embargo, a pesar
de las multiples funciones que pueden ejercer en los sistemas agricolas, el area de estudio sobre

cianobacterias es limitado, por lo que no debe cesar la investigacidn sobre las mismas.
4.4. Efecto antagonista in vitro frente a la enfermedad del moho gris

El presente ensayo in vitro consistid6 en comprobar el efecto antagonista por parte de la
coleccién de cianobacterias frente a Botrytis cinerea, a través del protocolo de enfrentamiento dual.
En este caso, la interpretacion de los resultados consistié en la observacidn del efecto biopesticida a
través de la apariciéon de los halos de inhibicidn en las placas y, para la cianobacteria bajo la
denominacién 39C, que se determind como una cepa de interés, se realizé la medida del diametro de
crecimiento del hongo fitopatdgeno en presencia de la cianobacteria respecto a la placa control que

contenia a B.cinerea. Los resultados del ensayo se recogen en la Tabla 8.

TABLA 3- RESULTADOS DEL ENSAYO DE ANTAGONISMO IN VITRO FRENTE A B.CINEREA

Oscillatoria Ausencia
Uncultured .
. Ausencia
cyanobacterium
Uncultured
. Detectada
cyanobacterium
Trichormus Ausencia
Uncultured
. Detectada
cyanobacterium
Nodosilinea Ausencia
Leptolyngbya Ausencia
Characiochloris Ausencia
Trichormus Ausencia
Klebsormidium Detectada

Las cianobacterias en las que se detectd capacidad supresiva frente al hongo fitopatdgeno
fueron las mismas que presentaron actividad quitinolitica (Tabla 7), denominadas bajo los cédigos 39C,

41Cy 46C. En la Figura 15 se muestran las fotos correspondientes al caracter antagonista presentado.



FIGURA 15- ENFRENTAMIENTO DUAL IN VITRO FRENTE B.CINEREA. A: 39C ; B: 41C; C: 46C
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FIGURA 16- INHIBICION DE LA CIANOBACTERIA 39C EN COMPARACION CON EL CONTROL DEL HONGO BOTRYTIS CINEREA

En la Figura 16 se representa el porcentaje de inhibicidn exhibido en el enfrentamiento dual in
vitro por parte de la cianobacteria 39C. Como se puede observar, el crecimiento del hongo
fitopatdgeno es total en ausencia de la cianobacteria antagdnica, lo que denota la inhibicidon debida al
microorganismo ensayado. Se considera que por encima del 20% de inhibicion un microorganismo es
antagonico y, en este caso, el extracto de la cianobacteria 39C mostré un porcentaje de inhibiciéon del
36%, comprobando asi el efecto biopesticida de la cianobacteria sobre Botrytis cinerea. Ademas, la

verificacion de la actividad de inhibicion se realizé sobre la 39C por ser una cianobacteria cuyo género



no ha podido ser identificado a pesar de haber sido estudiado, por lo que parecio interesante trabajar
con ella para el ensayo in vivo, puesto que abre la posibilidad de seguir investigando en su

caracterizacion.

El uso de microorganismos como agentes de control biolégico (ACBs) estd siendo una
alternativa prometedora hacia un futuro encaminado a la eliminacién de los pesticidas quimicos, asi
como de los fertilizantes, ya que muchos de los microorganismos considerados ACBs, también actian
como promotores del crecimiento vegetal. Los biopesticidas pueden actuar mediante diferentes
mecanismos, entre los que destacan la competencia por sustratos y espacio y la produccion de
sustancias con efecto antagdnico sobre el agente patdgeno (Kumar, 2018). A pesar de los diversos
estudios publicados acerca de las interacciones dadas entre las plantas y los microorganismos, es cierto
gue no se conoce el mecanismo que desencadena la proteccién frente al estrés bidtico inducido por
hongos fitopatdgenos por parte de las cianobacterias (Heil y Bostock, 2002). De hecho, surge la
hipédtesis de que la aplicacién de cianobacterias parece elevar la produccion de enzimas y compuestos

relacionados con la defensa en las plantas (Prasanna et al., 2013).

En lo referente a los compuestos bioactivos de las cianobacterias, se han descrito diferentes
capacidades antimicrobianas, antivirales, antibacterianas e incluso anticancerigenas. En términos de
agricultura, la mds interesante y con mayor auge en los Ultimos afios es la antifingica. Esto es asi
porque existe una diversidad de hongos fitopatégenos que causan la pérdida masiva de diferentes
cultivos vegetales, hongos del suelo como Sclerotinia sclerotiorum, especies de Fusarium y Pythium;
patdgenos foliares, como es el caso de los agentes causantes del oidio; y hongos que causan la
pudricidn, incluso postcosecha, como Botrytis cinerea o las especies de Colletotrichum que causan la

antracnosis (Righini y Roberti, 2019).

Como se mencioné anteriormente, las cianobacterias han sido menos explotadas que otros
microorganismos en este ambito. No obstante, se han empezado a utilizar diferentes extractos de
cianobacterias que han mostrado una inhibicidn significativa, al menos de forma preliminar, in vitro,
frente a hongos fitopatdgenos de importancia. Asi, encontramos que las especies mas estudiadas
pertenecen a los géneros Anabaena, Nostoc, Oscillatoria y Microcystic (Righini y Roberti, 2019).
Extractos de Anabaena laxa funcionaron contra distintos hongos y levaduras como Aspergillus oryzae,
Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae (Frankmolle et al., 1992). Asi mismo, el extracto etandlico
de Mycrocistis aureginosa exhibié capacidad antifungica frente a ocho hongos saproéfitos e, incluso,
hongos que afectan a personas (Khalid et al., 2010). En la investigacion llevada a cabo por Prasanna et
al. (2008), los autores utilizaron cepas de Anabaena encontrando actividad antifingica contra
Fusarium moniliforme y Alternaria solani por parte de 23 y 17 cepas, respectivamente. En el mismo
orden de ideas, se encontré que varias cepas de Anabaena y Calothrix inhibian el crecimiento de
especies de hongos como Fusarium y Rizhoctonia (Righiniy Roberti, 2019). En cuanto a Botrytis cinerea,
existen precedentes de trabajos in vitro como el desarrollado por Plascencia-Tenorio et al. (2012) que
trabajaron con el cultivo de la fresa y con cepas de bacterias, determinando que nueve cepas
mostraron potencial biopesticida sobre el patégeno y, aun mas, como agente preventivo de la
enfermedad, ya que hicieron el muestreo tanto antes de la cosecha como post-cosecha. En el cultivo

de mora, Calvo-Araya et al. (2012) trabajaron in vitro con 35 hongos filamentosos como posibles



antagonistas contra la enfermedad del moho gris, determinando que seis cepas de Thrichoderma
presentaron la mayor inhibicién y, por tanto, fueron seleccionadas como potenciales agentes de
control biolégico contra Botrytis cinerea. En la misma linea de trabajo con hongos antagonistas del
fitopatdgeno, Memenza-Zegarra (2009) demostraron la capacidad de cepas de Thricoderma viride para
inhibir a B.cinerea a través del micoparasitismo. Se ha de destacar que existen diversos estudios de
agentes antagonistas frente a B.cinerea, sin embargo, las cianobacterias han sido relativamente poco

usadas e investigadas.

En definitiva, teniendo en cuenta los estudios previamente descritos sobre el papel de las
cianobacterias y su actividad antifungica, se puede confirmar que hasta el momento los trabajos a este
respecto han estado centrados fundamentalmente en géneros determinados y poco a poco se han ido
descubriendo posibles compuestos implicados, como es el caso de enzimas hidroliticas mencionadas
en el apartado 4.2 (quitinasas), compuestos fendlicos, terpenoides, como noscomin de Nostoc
commune que presentd inhibicion incluso frente a bacterias, acidos grasos, como el acido
hexadecanoico, y proteinas como las ficobiliproteinas, entre otros. Por lo tanto, queda mucha
caracterizacién aun por realizar y trabajo posterior a la fase de laboratorio para corroborar el potencial

que se intuye sobre este grupo microbiano.

4.5. Evaluacién del ensayo in vivo

Como se viene desgranando, las cianobacterias juegan un papel fundamental como agentes
promotores del crecimiento vegetal y son buenas candidatas para prevenir y/o remediar
enfermedades flngicas. Por ello, se hace evidente la necesidad de extrapolar los ensayos in vitro con
buenos resultados a ensayos in vivo para aprovechar al maximo los papeles desarrollados por las
cianobacterias, ya que suponen una gran alternativa para los sistemas agricola sostenibles. Por tanto,
en el presente trabajo se decidié realizar un ensayo in vivo para complementar el Ultimo objetivo

especifico y, de esta forma, finalizar el objetivo general.

A partir de los resultados obtenidos en los apartados anteriores, se llegd a la conclusién de la
importancia de la cianobacteria denominada bajo el cddigo 39C, que mostrd la capacidad de crecer
tanto en medio sélido como liquido, presenté un indice de germinacién del 87% en el tratamiento
directo y, aun mas, presentd actividad quitinasa positiva, asi como antagonista frente a B. cinerea en
condiciones in vitro. Por tanto, para determinar la posibilidad de que dicha cepa sea considerada como
un potencial agente de control bioldgico y/o un agente con efectos bioestimulantes, se llevaron a cabo

dos ensayos in vivo sobre cultivo de pepino (Cucumis sativus).
4.5.1. Efecto biopesticida in planta por la cianobacteria seleccionada sobre Botrytis cinerea

En primer lugar, se presentan los resultados obtenidos en el ensayo in vivo sobre plantulas de
pepino que fueron previamente inoculadas con el extracto de la cianobacteria 39C y, posteriormente,
pulverizadas con esporas del agente fitopatdégeno. Ademas, se recogen los resultados de plantas que
no se inocularon con la cianobacteria de interés, pero si fueron infectadas con Botrytis cinerea y plantas

control que fueron crecidas sin extracto de cianobacteria y sin Botrytis cinerea (Figura 17).



En este ensayo se evaluaron los parametros de crecimiento en los vegetales (longitud de raiz,
tallo, nimero de hojas, peso seco y fresco, didmetro y relacidn tallo/raiz) cuando alcanzaron el estadio
de plantula, es decir, tras la aparicidn de las primeras hojas verdaderas, tanto en las plantas control
como en las plantas infectadas y en las plantas crecidas con extracto de la cianobacteria e infectadas
con Botrytis cinerea, para cada una de las cuales se ha utilizado el promedio de los parametros medidos

de las 30 plantulas cultivadas bajo los diferentes tratamientos.
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FIGURA 17- REPRESENTACION GRAFICA VALORES DE CRECIMIENTO EN PLANTULAS INFECTADAS CON BOTRYTIS, TRATADAS CON 39C
MAS B. CINEREA Y PLANTULAS CONTROL. A: LONGITUD TOTAL, TALLO, RAizZ, Y RATIO R/T . B: DIAMETRO, PESO SECO, PESO FRESCO Y
NUMERO DE HOJAS.

Como se puede observar en la Figura 17A, los resultados son los esperados, ya que todos los

parametros evaluados son mayores en las plantas sin ningun tipo de tratamiento (control) y, ademas,



las plantas tratadas con la cianobacteria e infectadas con Botrytis cinerea poseen mayores medidas en
comparaciéon con las plantas tratadas solo con Botrytis cinerea, lo que sugiere en primera instancia,
que la cianobacteria tiene efectos fitoestimulantes sobre el cultivo y/o efectos biopesticidas contra el
agente fitopatdgeno. Por el contrario, los resultados representados en la Figura 17B muestran mayores
pardmetros de didmetro de tallo y nimero de hojas en las plantulas infectadas con Botrytis cinerea en
comparacion con las demas plantas. Respecto al peso fresco y al peso seco, las diferencias no fueron
significativas entre los tres tipos de plantas, incluso, aquellas tratadas con la cianobacteria e infectada
con el hongo, presentaron menor peso. A pesar de los resultados, no se puede descartar que la
cianobacteria seleccionada no deba seguir siendo estudiada para su caracterizacién y poder encontrar

el compuesto que conlleva a la inhibicién de B.cinerea

En los ultimos anos se han desarrollado numerosas formulaciones basadas en el empleo de
agentes de control biolégico de todo tipo frente a la enfermedad que causa Botrytis cinerea, debido a
las dificultades asociadas al uso del control quimico y a la gran demanda para la reduccion del uso de
pesticidas (Nico et al., 2016).  Algunos de los productos basados en microorganismos utilizados a
este respecto a nivel comercial son Botector®, contiene como compuesto activo la levadura
Aureobasidium pullulans; Serenade®Max, contiene una cepa de Bacillus subtilis que, ademas, inhibe la
infeccion de Botrytis en diferentes cultivos como fresa, kiwi, tomate, pepino y pimiento, gracias al
repertorio de compuestos antifingicos que posee como es el caso de diferentes clases de lipidos que
causan el colapso de la membrana de los hongos, permitiendo la eliminacion del patdgeno;
Actinovate®, es un compuesto comercial basado en el actinomiceto Streptomyces lydicus, actla
mediante competicion de sustrato, parasitismo directo y secrecidn de compuestos antifungicos como
enzimas hidroliticas del tipo quitinasas, peroxidasas y glucanasas (Nico et al., 2016). Sin embargo, el
mundo de las cianobacterias no estd tan desarrollado de forma general, ya no solo contra este hongo
fitopatdgeno, sino como antagonistas de otros patégenos vegetales. Algunos ejemplos ya han sido
mencionados en anteriores apartados, destacando que las especies de Anabaena, Oscillatoria,
Calothrix y Nostoc han sido probadas como posibles agentes de control bioldgico contra Botrytis
cinerea por presentar un caracter antagénico. A pesar de que este grupo de microorganismos no haya
sido tan estudiado, no debe de cesar la investigacion en ellos, ya que se han reportado como
microorganismos multifuncionales en el sector de la agricultura y, lo mas interesante, es que

representan una alternativa bioldgica sostenible al reemplazo de las practicas existentes.

4.5.2. Efecto fitoestimulante in planta por la cianobacteria seleccionada

Para finalizar el ensayo in vivo, era interesante comprobar el posible efecto fitoestimulante del
extracto de la cianobacteria de interés, 39C, por lo que se midieron los mismos parametros que en el
caso anterior, pero sin ningun tipo de infeccidn por patégenos. Asi pues, los resultados recogidos para
este apartado pertenecen a las plantas control y a plantas solamente tratadas con el extracto de la

cianobacteria (Figura 18).
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FIGURA 18- REPRESENTACION GRAFICA DE LOS VALORES DE CRECIMIENTO EN PLANTULAS CONTROL (SIN TRATAMIENTO) Y PLANTULAS
TRATADAS CON EL EXTRACTO DE CIANOBACTERIA 39C. A: LONGITUD TOTAL, TALLO, RAIZ Y RATIO R/T. B: DIAMETRO, NUMERO DE
HOJAS, PESO SECO Y PESO FRESCO.

A pesar de que la cianobacteria de interés (39C) presenté un indice de germinacién en el
ensayo de Zucconi del 82%, valor que no indica un efecto fitoestimulante, pero tampoco fitotdxico, los
datos representados en la Figura 14 resultaron ser bastante positivos. Como se puede observar, todos
los parametros analizados (excepto el ratio R/T) fueron mayores en las plantulas tratadas con el
extracto de la cianobacteria que en las plantulas control, sugiriendo asi que la cianobacteria utilizada
para el ensayo in vivo puede tener efectos fitoestimulantes en el crecimiento del cultivo de pepino
empleado. No obstante, como se ha mencionado en apartados anteriores, la cianobacteria de interés
no se ha podido identificar y, este motivo, da pie a seguir trabajando e investigando acerca de este

microorganismo y sus propiedades o compuestos que hacen que resulte beneficiosa para la planta.

A la vista de los resultados obtenidos, se puede confirmar que las cianobacterias pueden
formar parte del grupo de microorganismos considerados agentes promotores del crecimiento de

plantas por ser organismos multifuncionales a nivel agronémico. El impedimento para su posible



aplicacion en agricultura resurge del conocimiento limitado acerca del tipo de interaccion o
mecanismos que presentan. Sin embargo, dada la importancia que estan adquiriendo los
microorganismos bioestimulantes en la agricultura, los investigadores estan tratando de descubrir
algunos de los componentes implicados en la fitoestimulacidn. Por ejemplo, Hussain y Hasnain (2011)
estudiaron la secrecion de hormonas, centrandose en un sistema de citoquininas y auxinas para
observar el crecimiento en condiciones de campo, determinando una correlacién positiva entre las
hormonas segregadas procedentes de las cianobacterias y los parametros de crecimiento de las
plantas. Osman et al. (2010) estudiaron el potencial de Nostoc etophytum y Oscillatoria augustissima
como biofertilizantes, revelando que la inoculacién sobre guisante aumentd el valor nutricional y el
ahorro del 50% en fertilizantes quimicos. Ademads, Singh y Datta (2007) inocularon Anabaena variabilis
en arroz, observando que la cianobacteria fijadora de nitrégeno mejoré el crecimiento y el rendimiento
del cultivo. Jager et al., (2010) demostrd que la inoculacidén de biomasa de cianobacterias y microalgas
mejoré la respuesta en estudios de regeneracidn de maiz. Hormonas de crecimiento secretadas por la
cianobacteria Phormidium foveolarum mejoraron el crecimiento y la germinacién de las plantulas de
arroz (Guptay Lata, 1964).

En definitiva, las cianobacterias, y los numerosos habitats que son capaces de colonizar, son una fuente
de bioprospeccion interesante desde el punto de vista agrobiotecnolégico, ya que se postulan como
potenciales agentes de control biolégico con capacidad fitoestimulante y biopesticida frente a
fitopatdgenos de gran repercusién econdmica, lo cual podra ademas trascender en aplicaciones mucho

mas sostenibles a nivel ambiental.

5. CONCLUSIONES
A continuacidn, se recogen las principales conclusiones extraidas tras la realizacion de este trabajo:

l. Las cepas de cianobacterias muestran un nivel de viabilidad alto en medio BG11 tras
una conservacion a largo plazo mediante congelacién a -80°C, siendo el formato

liguido el que mejor porcentaje de recuperacion de cepas permite.

Il. Las cianobacterias ensayadas en el presente trabajo no presentan, en general, efecto
fitotéxico para su aplicaciéon en semillas. Ademas, la concentracién de extracto
aplicado, en este caso, es irrelevante, ya que el tratamiento diluido y concentrado no

presentaron diferencias significativas.

1. La actividad quitinasa encontrada en la coleccidon de cepas fue escasa, no obstante,
existe una relacion entre las cepas con potencial quitinolitico y aquellas que mostraron

caracter supresivo in vitro frente al hongo fitopatdgeno ensayado.

V. El ensayo in vivo demostré el potencial de la cianobacteria 39C como agente de control
biolégico frente al agente causal del moho gris, Botrytis cinerea, asi como promotor
del crecimiento vegetal, segln los parametros de crecimiento y produccién vegetal

estudiados.
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