Diversidad de microorganismos

asociados a las plantas:
conocimiento y uso en la agricultura

Ph.D. Dagoberto Castro R
Universidad Catdlica de Oriente

) Juntos,
sanlos M2 que dos

Acreditacion

Institucional en

ALTAY
CALIDA™

Res. 9522 06/09/2019
M.EN. - 4 afios

Gracias a todos
hoy contamos con
la Acreditacion

Institucional en
Alta Calidad.

Seguimgs
avanzandgp.
\.




Agenda

01 Introduccioén




SALUD

Y BIENESTAR Y SANEAMIENTO

Efectos toxicoldgicos:

= Agudos

= Croénicos(carcinogenicidad, neurotoxicidad,
disrupciéon endocrina, genotoxicidad

= 200.000 muertes por intoxicacion aguda al afio en
el mundo (Mans, 2013

Ecotoxicologicos: gases invernadero, uso excesivo PN,

perdida biodiversidad, acidificacion suelos

- 2982 empresas registradas en Colombia
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De acuerdo con el ICA
(2017) Colombia
importd 43.3 millones
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de kilos. Las ventas
actualmente se estiman
en US 600 millones
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Argentina Chile Colombia Ecuador  Meéxico Peru
H Afio 2017 2017 2017 2017 2017 2017
M 2017 975843.08 213986.37 532467.51 200593.86 1455988.9 330068.39
W 2018 1160519.5 205522.83 490329.17 219923.07 1331837.2 246045.91
W 2019 1278498.8 235689.85 462365.73 208212.58 1331837.2 329921.65
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Malloch (1975) planted la hipdtesis de que "las plantas
terrestres son el producto de una simbiosis antigua vy
continua de un alga verde ancestral semiacuatica y un
hongo acuatico (...), y de hecho la evolucidn misma de las
plantas sdlo fue posible a través de tales asociaciones
mutualistas".

Paramycorrhiza of the
glomeromycotean type in the aerial axis

La evidencia fosil
directa mas temprana
de interacciones planta-
hongos proviene del
Chert Rhynie de 407
millones de afios
(Trewin & Rice, 2004)

Horneophyton
lignieri

—» Filosféricos

Microorganismos Epifitos y

Enddfitos: saprofitos

simbiontes, parasitos,
neutrales

Rizosféricos

v



Diversidad microbial de los suelos

organismos unicelulares, 10.000 a 100.000 / I
g de suelo

Arqueas

Protozoos

100 a 10.000 g/suelo.
Aportan a la fertilidad del suelo, previenen
la erosion

Se estima que un gramo de suelo contiene
alrededor de 90 — 100 (9*107) millones de
bacterias y localizados en la rizosfera (Glick,
2018). La relacién con plantas se inicié hace 80
a 100 millones de afios

Algunos hongos iniciaron su desarrollo hace
450 millones de afios (200.000/gr suelo)
(Micorrizas vegetales y endofitos)

- Descomponedores

- Mutualistas

- Parasitos

1 - 100 millones / gramo de

. éLos virus ?(especialmente ! Actinomycetes Qué efectos puede tener el uso
- bacteriof ) ti suelo. Intermedios entre de pesticidas y fertilizantes en el
acteriofagos) se estiman suelo?

hongos y bacterias. Participan

= f’ en (cien millones/gr) 1 x 108
RS (Roy et al., 2020)

en la formacién de humus

Nematodos: fitoparasitos y saprobios

Microartrépodos (colémbolos y acaros); ademas lombrices, insectos y otros



Rizobioma: rizosfera microbiana que comprende microorganismos asociados a la raiz

La zona de
maduracion se asocia
con descomponedores

La zona de elongacidn
es colonizada por
Bacillus subtilis

La zona apical esta
relacionada con un alto

activas.

numero de bacterias )

Células fronterizas o de borde
liberan flavonoids que atraen
Rhizobium, hifas de micorrizas y
arabinogalactonas que inducen a la
formacioén de biofilmes.
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Exudados radicales: senales y fuente de nutrientes a los microorganismos

Sustratos de carbono
Senales moleculares
"  Quimiotaxis

—Rhizosphere
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Interacciones en la rizosfera. A) Interacciones planta — microbioma. B) Interacciones raiz — raiz. C) Interacciones
microbioma - planta (Vishwakarma et al, 2020)

Plant to Microbiome E Root-Root Microbiome to Plant
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Estos aspectos permiten la posibilidad de disefar y modelar arquitecturas de los sistemas radiculares con base al uso de

autoinductores de origen bacteriano y sintéticos, que permitan una mejor adaptacion de la planta a los diferentes ambientes y
condiciones de cultivo



Actinomicetos

Degradacion todo tipo de sustancias
organicas (celulosa, polisacaridos, grasas,
descomposicidon del humus. Produccidn de
antibidticos (estreptomicina, terramicina).
Como patoégeno: Roia de la papa

Hongos

Saprofitos (descomponedores)
Parasitos

Mutualistas (simbiosis)
Solubilizaciéon de PK.

coO,
eVOlUCiono

YO

Bacterias

Arqueas

Descomponedoras

Fijadoras de N

Solubilizadoras de P, K

Rizobacterias promotoras de crecimiento
SAR, ISR

Ciclos de N, P, Saprofitos (descomponedores)
Parasitos

Mutualistas (simbiosis)

Solubilizacion de PK, C, S

Estrés abidtico

PGP, ISR




Comunidades microbiales de la Bacterias, arqueas, hongos filamentosos, liquenes,
Filosfera - CMF briofitos, levaduras, protozoos + patogenos e insectos

6 Rain drops ‘
‘ Hair Parte aérea

‘ - —— Capa limite
"-m Filosfera
Cuticula lado adaxial
_ [ (S WSS WP PE— f— — -- ) .
-y , Epidermis |
l -
' 7
| Mesdfilo
de empalizada
‘ Endosfera
- MM foliar
: Sugars ‘ I ‘. B 'n.-‘\‘ ' - it m\ “ ‘
\ ..:..'..!; sk RO \\ ) 4 MeSOfI|O
‘5"/ \ \ ’ | esponjoso
o ") Epidermis
_W. .ﬂ”‘ﬂﬂﬁﬂ!ﬁ. Qﬁ- , N
Cuticula Filosfera
' T PPN . .. | lado abaxial
" 0,c0, Watervapor Methanol Capa limite
0
VOC )
Zona aerea

Tomado de Vacher et al., 2016.



Yo SO

Tipos de bioinsumos

Biofungicidas: estan
compuestos de
microorganismos beneficiosos
tales como hongos o bacterias
gue actuan sobre
enfermedades. p.e.
Trichoderma, Lecanicillium

Bioinsecticidas:
Microorganismos que ejercen
control en insectos. Beauveria,
Metarhizium, Lecanicillium

Bioherbicidas:

Microorganismos y metabolitos £

primarios y secundarios para el
control de arvenses. P.e.
Myrothecium verrucaria

Bionematicidas:
microorganismaos y parasitos
para el control de nematodos

Purpureocillium [Paecilomyces]
lilacinus.

Biomulusquicidas:
Microorganismos para el
control de moluscos (babosasy
caracoles): Pochonia sp.

Bioalgicidas: microorganismos
para el control de algas

Biobactericidas:
microorganismos para el
control de bacterias. Bacillus
subtilis, B. pumilus,B.
thuringiensis, Pseudomonas

Biorracionales: extractos
vegetales, semioquimicos,
endadfitos.

Biofertilizantes /
Biorremediacion :
Solubilizadores de P, K,
Transportadores de P. /
Precipitacion, lixiviacion,
biosorcion.

239
empresas
productoras
de
bioinsumos
registradas
en

Colombia



Marco normativo:

= Convenio de diversidad bioldgica (CDB) /1992

= Decision Andina 391/1996

= Resolucion 068370/2020 Registro bioinsumos de uso

agricola
iclami ificacion Patogénesis i6 Envio '
Aislamiento  Identificacion blancgos Formulacion p,,ebas estras Pruebas de Reg(ljstro del
s de eficacia . estabilidad EBELE
bioldgicos Lania (marca,

etiquetas)




>542-3-ITS U4

TGATTCGAGGTCAACTATAAAAAGTTGGGGGG ACGGCAGTGGACCGCGCCGGGCTCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACT
GCGCAG
AGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATTTAAGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAG
TCCACAG
GGGACTTGAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCA
CTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTT
TGAT

TCAT AACCACTCAGAAGATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGA
AGCAA
CAATTAAAGGTATGATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTG
TTACGAC ACTTCCACAA

>542-3-ITS5
ACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAATCATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCAA
ACCTTC

TGAAT TTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATC
GATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGT
CAGTAT
TCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGGCTGGTTT
TCCAGC
ACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCG
CGGTCC
ACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCG

GAGGA AAAGAAACCAACTCAACC

Cortesia BIOQUIRAMA SAS



Formulacion es la mezcla del ingrediente activo con otros materiales para facilitar su aplicacion tales

comao:

= Disolventes
= Dispersantes
= Excipientes

= |nertes

=

Polvo - Talco (P) oo h.umecta.b.le e C trad i Concentrado liquido para
soy uco, con arcillas o Silicato de ‘toncentrado Concentrada (SC) q p

Yo iono Calcio vy aditivos emulsionable (EC) aplicacion ultra bajo
— - GLES volumen (UBV)



. . Elaboracion
Diseno Pruebas

evaluacion !
y ) de calidad
de formula

(estabilidad)

Registro del Producciony

de la producto comercializacion

Escalamiento

y eficacia

formula

=  Bjofertilizante:

= pH = Pureza

= Densidad = Concentracion inoculante, bioabono

= Color = Viabilidad = Bjocontrolador -

= Olor = % germinacion Agente microbial i Concepto

Macroorganismo

= Actividad bioldgica
Extracto vegetal

(Reactivacion)
Pruebas en condiciones
de campo

toxicoldgico




Equipos para el proceso de escalamiento comercial

~s ‘: b i B
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Procesos de esterilizacion de medios  semiescalamiento en agitador orbital

Fermentacion en biorreactores Dispensado y tapado automatico Tamizaje y formulacion de suspensiones

concentradas.
Yo SOY UC’
~ eVOlUClono

Cortesia BIOQUIRAMA SAS



INTERACTOR:
Mosca blanca
(Trialeurodes
,,,,,,,, - vaporarorium;
e Bemisia tabaci) \
Gusanos en L
cultivos Afidos (Aphys
(Spodoptera, gossypii, Myzus
Heliothis) persicae)
Prevencidon y manejo
de insectos plaga
Thrips
Pulguilla (Frankliniella
(Epitrix sp) occidentalis;
Thrips palmi)

S -

Minadores
(Liriomyza sp)

Cortesia BIOQUIRAMA SAS



Bacillus pumilus

Bacterias del género Bacillus:

= Bacillus subtilis

Bacillus thuringiensis var. kurstaki
Bacillus pumilus

= Bacillus amyloliquefaciens

Pseudomonas fluorescens
[ |

PROMOBAC ®

Otros microorganismos de C.B.

= Trichoderma sp
= Gliocladium sp

www.bioguirama.com

Bacillus subtilis

yo soy UcO:
S eVOluClono



http://www.bioquirama.com/

Pochonia chlamydosporia para el control de huevos de nematodos y moluscos

-

ﬁiﬁuiﬂ;ﬂa : "

-

Soluciones Ecolgicas gl

POKONIA

CONTROL BIOLOGICO DE NEMATODOS,
BABOSAS Y CARACOLES

Aislamiento (A), caracterizacion (B), estudios
COMPOSICION GARANTIZADA o
eI S de patogenicidad (huevos del nematodo
e L Meloidogyne spp., infectados (C) y ensayos
de campo con P. chlamydosporia para el
manejo de nematodos (D)

Cortesia BIOQUIRAMA SAS



Produccion biotecnoldgica de hongos formadores de micorrizas

ENDORHIZA®
(MIKORHIZE SC)

MIKORHIZE SC g

—TLUAAR RO

Producto biotecnolégico en formulacion
liguida ideal para aplicar en semilleros,
enraizamiento, en cultivos establecidos en
campo compuesto por:

- Rhizophagus irregularis

- Rhizophagus clarus

- Rhizophagus aggregatus

- Claroideoglomus etunicatum

= Favorece absorcion de
nutrientes y agua

=  Mejora el desarrollo de
raices y tallos

= Reduce el uso de
fertilizantes

= |ncrementa tolerancia a
estrés ambiental




Gliocladium sp. Para el control de
Alternaria, Botrytis, Fusarium, Pythium, Phytophthora,

Cortesia BIOQUIRAMA SAS




Endofitos microbiales

Un endodfito es un microorganismo
(generalmente hongos o bacterias)

gil:]e cgj'::rar;nlfz i;ggggi;efizlss Estrés bidtico: hidrico, Estr,és abidtico:
ser transmitidos por semillas o salinidad, acidez, patogenos,
captados del suelo toxicidad, déficit insectos,
nutricional herbivoros
Tolerancia a  salinidad,
osmoproteccion,  enzimas ¢ N ISR, antibidticos,
antioxidantes, tolerancia a B metabolitos secundarios,
T°, sideroforos, quelacion de resistencia a herbivoros.
metales e I

..............................................................

Tolerancia a estrés

Tolerancia a estrés bidtico mediada por

abidtico mediada por SFi
endéfitos Produccién de AlA, GAs, endofitos

Actividad ACC desaminase,
produccién metabolitos,
fijacion N, solubilizacion PK.

Promocién de Adaptado de
crecimiento mediado por Nanda, SB. Mohanty, 2018.
endofitos




Zona de salida microbial

Los microorganismos estimulan la elongacion de los pelos radicales y )
salen por las puntas de estos donde las paredes son delgadas. Zona de entrada a la célula vegetal

Los microorganismos vuelven
e N intracelulares en las células _
Bacteria (flecha) en

meristematicas células del

/_/R parénquima radical
e e e e cerca del apice
R meristematico

- S
——---------\\“\\\\
-------------\\\‘ N
—_—--

e —

Los microbios entran a
los espacios
periplasmaticos
celulares nutrientes del

Los nutrientes extraidos de los
microbios por oxigeno reactivo
producido por NOX en las membranas

Los microorganismos salen - ) )
plasmaticas de células radicales

de las raices por agotamiento suelo
de nutrientes
Bacteria (flechas) emergiendo > Los microbios se recargan con
de los pelos radicales en una . .
, ) nutrientes en la rizosfera .
plantula de millo. Adaptado de White et al. 2018



Principales atributos de endéfitos y hongos formadores de micorrizas

NN

Atributos fungales Verdaderos Otros endofitos Micorrizas Ectomicorrizas
endofitos foliares arbusculares

Grupo fungal Ascomycota Ascomycota, Glomeromycota Basidiomycota
Basidiomycota

Plantas hospedantes Pastos Herbaceos, forestales Pastos, herbaceos Arboles
predominantes

Transmision Via semillas Esporas del aire Aire y esporas Esporas en el aire
Organo ocupado Tejidos foliares Tejidos foliares Raices Raices
Consideracion Si Desconocida Si Si

mutualistica

Principal efecto en el Induccién de defensa Desconocida Absorcién P Absorcion N
huésped
Beneficio al hongo Nutricion, refugio Desconocido Adquisicion C Adquisicion C

I €V Hartley et al., 2009.



Inoculacién vitro con suspensiones de T. asperellum, B. bassiana y B.
subtilis

Castro, Gaviria,

Dominguez y
Aislamientode T. Vanegas. UCO-
asperellum y B. subtilis de T g AN T S P . Proyecto Mentha
la rizosfera de Mentha

. . . . Regalias. 2021
spicata Establecimiento de materiales en condiciones de vivero




Muestra 542-3: Nuestra identificacion indica que la secuencia obtenida corresponde a la especie de hongo Metarhizium anisopliae con
un 99% de cobertura y una identidad de secuencia del 99.45% (E value: 0.0).

>542-3-ITS U4 TGATTCGAGGTCAACTATAAAAAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGCTCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAG
AGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATTTAAGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGACTTGAG
GGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCA
CTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCA
TTTTTTTTTTAACCACTCAGAAGATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTTGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGCAA
CAATTAAAGGTATGATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGA
CTTTTTACTTCCACAA >542-3-ITS5
ACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAATCATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTC
TGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGT AGTAT
TCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGGCTGGTTTTCCAGC
ACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGLGLGGTCC
ACTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
AAAGAAACCAACTCAACC

Bacillus subtilis subsp. subtilis
Bacillus sp

Bacillus amyloliquefaciens DSM7
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Secuenciacion Molecular

>Forward Trichoderma asperellum
TACCGAGTTTACAACATCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACAGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACC
AGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTATTTCTTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCATTGAATCATC
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCAGGCGCGTATGTGAAGGTTCTGAGTCATTTGTTTTGTCTTGCAGCAAAATGAGAACATG
CTGGAATACTATATTTTGAGGTCCCCGGCGGGCCGCTGGTCC

>Reverse Trichoderma asperellum
ACCTGATCCGAGGTCAACATTTCAGAAAGTTGGGTGTTTTACGGACGTGGACGCGCCGCGCTCCCGGTGCGAGTTGTGCAAACTACAGCGCAG
GAGAGGCTGCGGCGAGACCGCCACTGTATTTTTGGGCCGGCACCCGTGTGAGGGGTCCCGATCCCCAACGCCGATACCCCGGAGGGGTTCGA
GGGTTGAAATGACGC

Castro, Gaviria,
Dominguez y
Vanegas. UCO-
Proyecto Mentha
Regalias. 2021




Pruebas de antagonismo B. subtilis, T. asperellum vs Rhizoctonia solani

Castro, Gaviria,

Planta inoculada con dos Dominguezy

o imbi Vanegas. UCO-
endoritos 'y un simbionte Proyecto Mentha

(Rhizophagus spp) Regalfas. 2021




El suelo esta vivo: calidad y salud

La salud del suelo y la calidad del suelo se definen como su capacidad para
funcionar como un sistema vital dentro de los limites del uso de la tierra.

' La calidad del suelo esta relacionada con la funcién
-del suelo, mientras que la salud del suelo presenta el

'suelo como un recurso vivo finito, no renovable y
' dindmico. (Soil Quality and Soil Health, LAISHRAM et



. Microorganismos cultivables
" en medios nutritivos: '
. aislamiento y conteo en caja

. de Petri, nivel de comunidad
Perfil fisiologico

Diversidad microbiolég:ica

No cultivables in vitro:

. Métodos moleculares,
hibridacion (Phytochip), RT-
' PCR

Metagendmica

r—————-—- T T T T T -

—

o——o NI EL IR -1l —— Funcidn

' pH, textura, salinidad, nutrientes,
| cationes, materia organica

' Propiedades fisico - quimicas

.............................................. ]

Salud del
suelo

Actividad microbial: hidrolisis
FDA; respiracion

Métodos moleculares:

= Hibridacion (geochip);
= RT-PCR

= Metatranscriptonica

= Metagendmica

= Metaboldmica
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Adaptado de De Vicente,

2012.




= Minima labranza
= Rotacion cultivos
= Cultivos de cobertura
= Agricultura organica
= Fertilizacidon equilibrada quimica y organica
= Reforestacion
= Siembra de especies perennes en

suelos marginados
= Adicién de compost, biochar
= Uso eficiente del agua
= Materiales genéticos

Practicas inadecuadas

+»» Deforestacidn
s Quemas
+* Eliminacion de residuos vegetales

V4 ° \/
Buenas practicas para la ** Barbecho

. *¢* Monocultivos
gestion del C.O. en el suelo .
** Sobrepastoreo

+* Uso intensivo de agroquimicos




Sostenibilidad ambiental

50 millones de habitantes

Una persona genera al 30.000 tn/diarias

dia: 1.2 Kg de residuos,
y cerca del 50% son
vegetales.

1 tn de residuos produce
500 m3 de gas

1 persona consume 4 m3
al afo en promedio

5a 10tn/ha

Rendimientos: 1:3-4
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