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Introduccién:

El uso de agro-quimicos en el control de enfermedades que afectan el tabaco es la
estrategia fitosanitaria mas extendida entre los productores de la solanacea por
ello ha sido notable el deterioro del recurso suelo y la contaminacion del mismo
(Favel 2005). Entre las alternativas que se han desarrollado para contrarrestar el
anterior efecto se encuentra el uso del control biolégico, fundamentalmente en
tabaco se ha aplicado con buenos resultados el microorganismo antagonista
Tricoderma spp. el cual ha mostrado actividad anti-oomycetes contra Phytophthora
nicotianae y anti-fingica contra Rhizoctonia solani. Sin embargo existe un gran
potencial en el uso de otros antagonistas particularmente con los géneros
bacterianos Bacillus spp. y Pseudomonas spp., los cuales son abundantes en el
suelo y la rizosfera de las plantas y podrian se usados como principio activo
(Lugtenberg y Kamilova., 2009) en la elaboracién de bio-productos con
aplicabilidad en el cultivo del tabaco. El presente trabajo tuvo como objetivo aislar
bacterias a partir de muestras de suelo de los géneros Bacillus y Pseudomonas y
evaluar su capacidad antagoénica in vitro frente a cinco hongos fitopatégenos del
tabaco representados por aislamientos de Phytopthoptora nicotianane, Fusarium
spp. Rhizoctonia solani, Cerathoriza y Sclerotium rolfsii.

Materiales y métodos

Los fitopatdgenos utilizados fueron cinco especies de hongos que afectan tabaco:
Rhizoctonia solani (RSA), Sclerotium rolfsii (Sr), Cerathoriza, (TA) Fusarium
oxysporum (F35.2) y Phytophthora nicotianae (P32.6).

Procesamiento de las muestras de suelo y rizosfera:
Se colectaron 14 muestras (4 de suelo y 10 de rizosfera) de diferentes localidades y
cultivos y se procesaron segun procedimiento descrito por Fernandez-Larrea (1999).

Tabla 1. Muestras colectadas para el aislamiento de bacterias de los géneros
Bacillus

# de Tipo de Cultivo Localidad
muestra muestra

1 Suelo de Escoba amarga | Instituto de Investigaciones de
rizosfera Tabaco, San Antonio de los Bafios

2 Suelo de Frijol Instituto de Investigaciones de
rizosfera Tabaco, San Antonio de los Bafios

3 Suelo de Frijol Instituto de Investigaciones de
rizosfera Tabaco, San Antonio de los Bafios

4 Suelo de Maiz Instituto de Investigaciones de
rizosfera Tabaco, San Antonio de los Bafios

5 Suelo de Tabaco var Instituto de Investigaciones de
rizosfera Burley Tabaco, San Antonio de los Bafios

6 Suelo de Tabaco var Instituto de Investigaciones de
rizosfera Habana 2000 Tabaco, San Antonio de los Barios

7 Suelo de Yuca Instituto de Investigaciones de




rizosfera Tabaco, San Antonio de los Barfios
8 Suelo de Frutabomba Instituto de Investigaciones de
rizosfera Tabaco, San Antonio de los Bafios
9 Suelo Papa var Red La | CCS Frank Pais, Glira de Melena
Soda
10 Suelo de Papa var Red La | CCS Frank Pais, Guira de Melena
rizosfera Soda
11 Suelo de Papa var Red La | CCS Frank Pais, Glira de Melena
rizosfera Soda
12 Suelo Papa var Carl Finca La Morenita, Guira de Melena
White
13 Suelo Papa var Carl CCS Alvaro Reynoso, Alquizar
White
14 Suelo Papa var Carl CCS Alvaro Reynoso, Alquizar
White

Aislamiento de bacterias del género Bacillus spp y Pseudomonas.
Para el aislamiento de bacterias se utilizé el protocolo descrito por (Reinoso y cols.,
2007; De la Fuente y cols., 2004).

Evaluacién de la capacidad antagénica

La actividad biolégica de los aislados bacterianos frente a los hongos se evalué in vitro
mediante el método de enfrentamiento dual (Landa y col., 1997; Soylu y col., 2005).

A los cinco dias se midi6 el crecimiento de los fitopatdgenos excepto para Fusarium sp
y P. nicotianae que se midi6 a los cinco y 10 dias respectivamente. Se calcul6 el
porcentaje de inhibicién del crecimiento del micelio con relacion al testigo:

% inhibicién = [(DCC - DCT)/DCC] x 100;

DCC: diametro de la colonia control; DCT: didmetro de la colonia tratada.

Pruebas bioquimicas en la identificacion preliminar de las bacterias escogidas.
Bacillus Presencia de esporas, KOH 3%, Catalasa Manual de Bergey (Claus y
Berkeley, 1986).

Pseudomonas Formacion de pigmento fluorescente en King B, KOH 3%, O/F Manual
de Bergey (Holt y col., 1994).

Amplificacion de laregién 16S rRNA de los aislados de Bacillus y Pseudomonas
mediante PCR (reaccién de cadena de la polimerasa).

El ADN de los aislados bacterianos fue procesado por el Kit de extraccion de ADN
gendmico de la firma Promega. Se utilizaron los oligonucle6tidos universales para la
amplificacién del gen bacteriano 16S rRNA, Weisburg y cols., 1991. El PCR fue
realizado en un termo-ciclador PTC-200 MJ Research con el siguiente programa de
tres pasos fundamentales repetidos 35 veces 1) Desnaturalizacion a 94°C por 1
minuto, 2) Hibridacion al ADN a 55°C por 1 minuto y 3) Extensién a 72°C por
Iminuto. En el caso de los aislados de Bacillus se utilizaron ademéas los
oligonucledtidos BacR y BacF, Garbeva y cols., 2003 que son especificos para las
especies de este género. Los genes amplificados fueron observados y fotografiados
en gel de agarosa al 1.2 % tefiido con Bromuro de Etidio.

Resultados y Discusion

De las 14 muestras de suelo se procesaron 80 colonias con caracteristicas
morfologicas similares al género Bacillus y 22 a las del género Pseudomonas. A pesar
de que 80 colonias fueron gram-positivas y se observo la presencia de endosporas
solo 15 de estos aislados mostraron actividad antagénica frente al menos dos de los




fitopatdgenos en el enfrentamiento dual. Sin embargo a pesar de que las bacterias con
similares a Pseudomonas mostraron pigmento fluorescente es presencia del medio
King B solo el aislado Py61 mostré antagonismo frente a Ceratorhiza y P. nicotianae.

Evaluacién de la capacidad antagdnica en Bacillus.

Los 15 aislados bacilares mostraron efecto antagénico contra al menos dos de los
hongos fitopatégenos empleados (tabla 2). Frente a Sr 14 aislados produjeron
inhibicion del crecimiento entre 48,2 y 85,2 %. Para RSA los 15 aislados inhibieron el
crecimiento entre 42,2 y 88,2 %. En el caso de TA 12 bacilos fueron capaces de inhibir
entre 28,2y 63,3 %. El crecimiento de Fusarium (F35.2) fue inhibido entre 30,3 y 49,2
% por nueve 9 bacilos. El aislado de P.nicotianae (P32.6) fue inhibido por 6 bacilos
que mostraron porcentajes entre 36,3 y 88,9 %. Los aislamientos By-6 y By11-6 fueron
capaces de inhibir el crecimiento de todos los fitopatégenos.

El efecto inhibitorio se evidencié a través del cambio morfoldgico provocado en la
colonia del hongo al no crecer en la vecindad de la bacteria, figuras 1 y 2. En el
enfrentamiento con RSA se observé ademas un micelio ralo y oscurecido en la zona
mas cercana al antagonista. En esta misma zona para TA se produjo un
engrosamiento del micelio. En el caso de Sr se observé la delimitacion fisica en el
enfrentamiento dual por los microorganismos. En P32.6 se produjo un
empobrecimiento del micelio que puede ser apreciado en la figura 1.

Las muestras presentaron escasos aislados de Pseudomonas de los cuales Py61
inhibio el crecimiento de TAy P32.6 en 68,8 y 46,6 % respectivamente tabla 3.

Tabla 2 Resultados del enfrentamiento in vitro de aislados de Bacillus frente a cinco

hongos fitopatégenos del tabaco..
% % % %
Inhibicién | Inhibicién | Inhibicién | Inhibicién |% Inhibicion

Bacillus RSA Sr TA F35.2 P32.6

By33 51,8 57 38,5 30,3 0,0

By36 44.4 56,3 40,0 33,3 0,0

By6 66,7 75,6 63,3 40,0 36,3

Byll 59,3 0,0 0,0 0,0 69,6
By11-3 54,8 65,2 48,9 34,8 0,0
Byl1-4 54,8 57 45,2 41,5 0,0
By11-6 74,8 59,3 45,2 49,2 77,8
Byl12-32 65,9 69,6 0,0 0,0 0,0
Byl12-4 55,6 51,9 43 33,3 0,0
By12-6 51,9 55,6 43 33,3 0,0
Byl12-7 70,4 65,2 60 0,0 88,9
By12-8 42,2 48,2 28,9 0,0 77
By13-5 51,1 50,4 42 33,3 0,0
By13-82 88,2 85,2 48,2 0,0 80,0
By14-27 60 61,5 0,0 0,0 83,7
control 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabla 3 Resultados del enfrentamiento in vitro de aislados de Pseudomonas frente a
cinco hongos fitopatégenos del tabaco

Aislados S. rolfsii R. solani Ceratorhiza Fusarium P. nicotianae
de (Sr) (RSA) sp. (TA) sp.(F35.2) (P36.2)
Pseudomonas % inh % inh % inh % inh % inh
Py61 0 0 68,8 0 46,6
Testigo 0 0 0 0 0




Figura 1. Enfrentamiento dual de cepas de Bacillus spp. contra el aislado de
Rhizoctonia solani (RSA) A y Phytophthora nicotianae, P32.6, B.

Figura 2. Enfrentamiento dual de cepas de Bacillus spp. contra el aislado de
Ceratorhiza spp A y Sclerotium rolfsii B.

Pruebas bioquimicas

Tabla 4. Aislados de Bacillus escogidos del enfrentamiento dual.

Aislado arabinosa | manitol | Citrato | NaCl 7 % | Hidrélisis | Hidrdlisis
gelatina Almidén
By 6 + + ++ + + +
Byl11-6 ++ + ++ + + +
By13.82 ++ + ++ + + +
Byl12-7 ++ + ++ + + +
Bacillus spp. + + v + +




Tabla 5. Aislado de Pseudomonas spp. escogido del enfrentamiento dual.

Aislado Levan | oxidasa | catalasa HR Pudricion |Reduccién
tabaco papa Nitratos
Py61 + + + - - -
Pseudomonas + + + - - -
fluorescens

Las pruebas bioquimicas indican la de forma preliminar la presencia de especies
pertenecientes al género bacillus (tabla 4) y de Pseudomonas (tabla 5). No obstante
para una correcta identificacién a nivel de especie de los aislados bacterianos es
necesario realizar un analisis fenotipico que incluya un mayor niumero de pruebas
bioguimicas como las referidas en el sistema APl Biomeriux (APl 50CH
complementado con API 20E), descrito por Logan y Berkeley (1984).

Amplificaciéon de laregion 16S rRNA y BacR —BacF en Bacillus y Pseudomonas
Los aislados bacterianos escogidos por su actividad antag6nica para la amplificacion
del gen 16S rRNA fueron de Pseudomonas Py 61 y los Bacillus By 6, By 11.6, By 12.7
y By13-82. Sin excepcion mostraron una banda de 1300 pb, ademéas que en los
bacillus se observé una banda de ADN de 500 pb con los cebadores especificos,
figura 3.

1 2 3 4 -+ 8 10

1300 pb
=500 pb

Figura 3. Carriles 1-4 Bacillus By 6, By 12.7, By 11.6 y 14.2, los carriles 5-8 muestran
las region especifica BacR-BacF. Los carriles 9 y 10 muestran el 16S rRNA de Py61y
de Escherichia coli respectivamente.

Discusion

En la evaluaciéon del efecto antagdnico contra R.solani (RSA) todos los Bacillus (15)
inhibieron el crecimiento del micelio en mas de un 50 % excepto By36 y By12.8 que
exhibieron porcentajes de inhibicion de 44.4 % y 42,2 % respectivamente. By 13-82
mostré la mayor capacidad antagobnica, 88,1 % contra RSA. Existen diferentes
reportes sobre el efecto antagénico de especies de Bacillus contra aislados del
patégeno Rhizoctonia solani. Reinoso y cols., 2007 informan la inhibicion in vitro
mediante Bacillus licheniformis y luego comprueban el efecto antimicrobiano de sus
metabolitos sobre Alternaria solani y R. solani. Faltin y cols., 2004, compararon la
eficacia de diferentes antagonistas contra R. solani y demostraron que los tratamientos
con Bacillus spp fueron los mas efectivos en el control del hongo. Especies como B.



subtilis, B. cereus, B. megaterium, B. thuringiensis y otros han sido formuladas
adecuadamente y utilizados en el tratamiento de semilleros, en el sistema radicular, y
directamente como bio-fungicida foliar, mediante aerosoles, en cultivos de importancia
econdmica como frijol, tomate, mango, fresa, arroz y flores ornamentales (Lumsden y
cols.,1995; EI-Mougy 2001; Boff y cols.,2002; Schisler y cols., 2004; Govender 2004;
Lee y cols.,2006; Elzein y cols., 2006); donde los principales agentes causales de
enfermedades de plantas han sido R. solani, Fusarium, Pythium y Phytophthora.

Un total de 14 Bacillus inhibieron el crecimiento de S. rolfsii en valores que superan el
50 % excepto By 12.8 que mostro valores de 48,2 % y By 11 que no presentd
antagonismo. El resultado es positivo contra este hongo ya que son las cepas del
hongo Tricoderma y no las de Bacillus spp. las mas utilizadas en el control de S. rolfsii,
debido a que Tricoderma desarrollan un parasitismo por las hifas del patégeno,
inhibiendo totalmente el desarrollo del micelio (Benhamou y Chet). 1996; (Howell
2003). Algunos trabajos de investigaciéon describen la actividad antagénica de géneros
bacterianos contra Sclerotium spp. patégeno de la cebolla, entre ellos estan Pantoea,
Bacillus y Paenibacillus (Paris y cols 2002). La actividad in vitro de los bacillus contra
S. rolfsii resulta promisoria para la continuidad de futuras investigaciones con los
metabolitos de estas bacterias, en particular By 13-82 que mostré valores de
inhibicion de hasta un 85,2 %.

En cambio los bacilos, 12 en total, presentaron porcentajes de inhibicion del
crecimiento del micelio frente al aislado de Ceratorhiza (TA). Los aislados By 6 y
By12.7 presentaron los mayores valores entre 60% y 63.3% respectivamente, el resto
de los bacilos exhibieron porcentajes menores del 50 % que oscilan entre 48,8 % y
28,9 %, finalmente tres aislados de Byl1l, By 12.32 y By 14.27 no tuvieron efecto
antagonico frente a TA; tabla 2. La inhibicion del crecimiento del micelio resulté mas
notable en RSA que en TA ya que los porcentajes en este ultimo resultaron mas bajos
y solo 12 de los bacilos de un total de 15 mostraron antagonismo. Este resultado
constituye el primer informe en Cuba de antagonismo entre Bacillus spp vy
Ceratorhiza sp desde que se reconociera su presencia por ITS-PCR en aislados
patogénicos en semilleros de tabaco, provocando damping off y asociados con
especies del complejo Rhizoctonia (Gonzalez y cols., 2009).

Fusarium spp. es un hongo patégeno de tabaco, donde especies de F. oxysporum f.
sp nicotianae provocan la marchitez de la planta y la necrosis del tallo (Shew y Lucas.,
1991). Un total de 9 bacilos presentaron actividad antagdnica contra el aislado de
Fusarium spp (F35.2). El maximo porcentaje de inhibicidon obtenido se comprob6 en By
11-6 con 49,2 %. El resto de los Bacillus (9) presentaron antagonismo con valores de
inhibicion del crecimiento del micelio superior al 30,1 % y 6 de estos no mostraron
actividad antagonica. Los resultados obtenidos en Fusarium spp no fueron 6ptimos en
comparacion con las numerosas investigaciones que informan del control biolégico
positivo del género Bacillus spp frente a las formae specialis de Fusarium oxysporum
(Jacobsen y cols., 2004). Aislados de la especie Bacillus polimyxa inhibieron el
crecimiento de las hifas en F. oxysporum por la presencia de un péptido llamado
Fusaricidina A segun Kajimura y Kaneda., 1996. Otra especie utilizada en el control de
F. oxysporum fitopatogénico es B. subtilis. Esta especie sintetiza compuestos
antibioticos tales como Bacilisina, lturina y Mersacidina con una amplia actividad
antifingica contra las formas especiales en este género (Chung y cols., 2007). El
crecimiento del aislado patogénico de tabaco Phytopthora nicotianae (P32.6) fue
inhibido por 7 bacilos. A pesar de que result6 el patbgeno menos afectado en cuanto a
cantidad de bacilos con actividad antagdnica, los resultados en el porcentaje de
antagonismo fueron promisorios. Un total de 5 aislados presentaron un porcentaje de
inhibicion superior al 75 %; son los casos de Byl12- 8 (77 %), By11-6 (77,8 %), By13-
82 (80 %), Byl4-27 (83,7%) y By 12-7 con el maximo valor de 88,9 %. El control
guimico en el caso de los oomycetes como P. nicotianae se realiza con efectividad
mediante los fungicidas sistémicos metalaxyl, fosetyl Al y otros ( Davis.,1982; Schwinn
y Staaub., 1995; Parra y Ristaino 2001; Xiao y cols., 2002) sin embargo los



incovenientes de residualidad de fungicidas debido a la sobre-aplicacion del mismo, el
impacto ecoldgico en el agro-ecosistema y la aparicibn de resistencia en las
poblaciones del patégeno ha contribuido al desarrollo del bio-control para estos
microorganismos. La aplicacion de bacterias de los géneros Streptomyces spp. Yy
Serratia spp. han sido exitosas en plantaciones de diversos cultivos de importancia
econdémica como citricos, y solanaceas (Amorin y Melo., 2002; Queiroz y Melo., 2006).
La aplicacion de cepas de Tricoderma harzianum (A-34) en plantaciones de tabaco en
Cuba es una practica agro-ecoldgica efectiva en el control del oomycete, (Muifio y
cols., 2001) sin embargo recientes investigaciones revelan la existencia de cepas de
Bacillus con actividad anti-oomicetes in vitro las cuales podrian constituir el principio
activo en la fabricacion de un bio-producto (Ros y cols., 2008).

En las 14 muestras de suelo y rizosfera se escogieron un total de 22 aislados del
género Pseudomonas crecidas en medio KB y con pigmento fluorescente. Si embargo
solo el aislado Py61 mostré actividad frente a dos de los fitopatdgenos; Ceratorhiza y
P.nicotianae. Este género bacteriano es uno de los mas utilizados en el control
biolégico, incluso existen bio-productos comerciales que utilizan como principio activo
cepas del antagonista en el control de numerosos fitopatégenos (Butt y cols., 1999).
Las Pseudomonas fluorescentes son un grupo de bacterias predominantes en la
rizosfera y el suelo, lo cual contrasta con la poca contribucion de estas bacterias en las
muestras procesadas. Las Pseudomonas fluorescentes contribuyen a la bio-
remediacién, promoviendo el crecimiento de la planta e interviniendo en la reduccion
de fitopatdégenos (Li y cols., 2000). Los mecanismos de biocontrol en este género
involucran la produccion de sideroforos, antibiticos y enzimas extracelulares con
actividad bioldgica inhibitoria (Ellis y cols.,2000).

Los aislados de Bacillus mas promisorios para la continuidad de las investigaciones
con metabolitos y experimentos in vivo son aquellos que inhibieron todos los
fitopatdgenos en el ensayo de enfrentamiento dual in vitro, por ello fueron escogidos
para la posterior identificacion con pruebas bioquimicas APl y secuenciacion de la
region 16S-23S RNA los siguientes aislados: By-6, By 11-6, Byl2-7 y By 13-82,
aunque los dos ultimos no inhiben a Fusarium spp presentan un elevado porcentaje de
inhibicion contra P. nicotianae; lo cual es muy importante por ser este oomycete un
patégeno de alta incidencia en un cultivo intensivo como tabaco.

Amplificacion de laregion 16S rRNA y BacR —BacF en Bacillus y Pseudomonas.
El PCR realizado con los cebadores universales mostré una banda de 1300 pares de
bases en las muestras de Bacillus y el aislado de Pseudomonas. El tamafio de la
banda coincide con lo informado en la literatura por Bossis y cols., 2000. Las regiones
del 16S r RNA en el genoma de bacterias son utilizados en la taxonomia molecular
como herramienta para los investigadores cuando se requiere un diagnéstico rapido y
preciso; esta regién del genoma es muy conservada dentro de los géneros bacterianos
pero variable en determinada zonas inter-génicas como el caso de la regién interna
que se transcribe entre los genes 16S y 23S, Oger y cols 1998. La amplificacién del
16S r RNA mas el andlisis con enzimas de restriccion podria ser una via de
diagnostico para determinar que especie de Bacillus y de Pseudomonas constituyen
los aislados escogidos en la investigacion. Ademas existe la opcion de secuenciar la
region amplificada y luego comparar con las bases de datos para las especies
relacionadas. En el caso de los bacilos utilizamos ademés los cebadores especificos
que son capaces de detectar las especies presentes en diferentes ecosistemas y que
fueron empleados anteriormente por Garbeva y cols., 2003. La amplificacién con
estos cebadores corrobora la presencia de Bacillus en los aislados mencionados
anteriormente como lo mas efectivos del estudio. Entre las especies de Bacillus mas
comunes en los agro-ecosistemas y que ademas son bio-controladores se han
informado B. licheniformis, B. megaterium. B. subtilis. B. thuringiensis, B. cereus, B
mycoides. B. firmus y B. pumilus y B. amiloliqufaciens entre otros, Garbeva y cols.
2003.



Conclusiones
Se aislaron bacterias con caracteristicas morfolégicas similares a las descritas
para los géneros Bacillus y Pseudomonas.
Dieciséis aislados de Bacillus (15) y Pseudomonas (1) mostraron actividad
antagonica in vitro contra al menos dos de los hongos fitopatégenos
Los aislados By6, Byl1l-6, Byl2-7, Byl3-82 de Bacillus spp. y Py 61 de
Pseudomonas fueron se seleccionados para los experimentos de antagonismo in
Vivo.
Fueron amplificados por PCR los genes 16S r RNA de Bacillus y Pseudomonas.

Recomendaciones.
Obtener un mayor numero de aislamientos del género Pseudomonas.
Realizar pruebas bioquimicas para ambos géneros
Realizar experimentos de antagonismo con metabolitos en ambos géneros
Complementar o identificar los aislados mas promisorios mediante secuenciacion
del gen 16S rRNA en ambos géneros.
Realizar experimentos in vivo en condiciones controladas para los aislados de mayor
actividad antagénica previamente identificados.
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