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DETERMINACION DEL EFECTO ANTAGONICO
DE UN BIOPREPARADO A PARTIR DE UNA CEPA
DE Burkholderia cepacia ANTE Fusarium sp

EN EL CULTIVO DEL GLADIOLO (Gladiolus sp)

Yuselin Toledo®, Annia Hernandez, Mayté Alvarez, Gloria M. Martin

y Ramona Marquez

ABSTRACT. The antagonistic effect of a native strain of
Burkholderia cepacia against the strains of Fusarium sp race
0and race 1 wasdetermined. Two in vitro experimentsand one
invivoweredevel opedin gladiolus. For thein vivo experiment,
plastic pots with approximately 5 kg Red Ferralitic soil from
“Las Papas’ Experimental Station were used. Healthy and
Fusarium-infected white bulbs were used. In the in vitro
experiments, aninhibition of 48to 73.68 % Fusarium (sp) race
0 and of 43.18 to 50.07 % race 1 was demonstrated. Inthein
vivo experiment, the 90 % of fungal growth was controlled, it
proving at the sametime plant growth stimulation in gladiol us.
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INTRODUCCION

La elaboracidn de productos naturales como alter-
nativa a los quimiotoxicos, que ademas de ser altamente
contaminantes y peligrosos a la salud resultan caros, es
esencial en paises subdesarrollados. Trabajar con
biopreparados formados por metabolitos activos de ori-
gen bacteriano, sin incluir la célula como tal, brinda mag-
nificas posibilidades para su utilizacion como estimulador
del crecimiento vegetal y/o agente de biocontrol, una vez
gue se aseguren las condiciones de formulacion del pro-
ducto (1).

La aplicacién de microorganismos rizosféricos en la
agricultura es una practica que internacionalmente ha
tomado auge en los ultimos afios. Burkholderia cepacia
se describe como una bacteria muy atractiva y de consi-
derable atencion por su gran diversidad genética, apare-
ciendo como patdgeno de plantas, saprofitico,

Yuselin Toledo, Reserva Cientifica; Ms.C. Annia Hernandez y Ms.C.
Mayté Alvarez, Investigadores Agregados; Ms.C. Gloria M. Martin,
Investigadora y Ramona Marquez, Especialista del departamento de
Biofertilizantes y Nutricion de las Plantas, Instituto Nacional de Cien-
cias Agricolas, Gaveta Postal 1, San José de las Lgjas, La Habana, Cuba

0 ytoledo@inca.edu.cu

11

RESUMEN. Se determind el efecto antagonico de una cepa
nativa de Burkholderia cepacia ante una cepa de Fusarium
sprazaOy razal. Paraello se desarrollaron dos experimentos
invitroy unoinvivo en el cultivo del gladiolo. Parael experi-
mento in vivo se utilizaron macetas pl asticas con aproximada-
mente 5 kg de suelo Ferralitico Rojo procedente delaEstacion
Experimental “ Las Papas’. Se utilizaron bulbos blancos sanos
einfectadosdeformanatural con Fusarium. Enlosexperimen-
tosin vitro se demostré unainhibicion del 48 a 73.68 % del
crecimiento de la cepa de Fusarium sp raza 0 y del 43.18 4l
50.07 delarazal. End experimentoin vivo selogro biocontrolar
€l 90 % del crecimiento del hongo, demostrandose al mismo
tiempo ademéslaactividad estimuladoradel crecimiento vege-
tal del biopreparado sobre el cultivo del gladiolo.

Palabras clave: Gladiolus, Burkholderia cepacia,
Fusarium, control biolgico, antagonismo

biorremediador, estimulador del crecimiento vegetal y
agente de biocontrol en diferentes cultivos de interés agri-
cola (2). Entre sus mecanismos de accién se destacan
elaumento de la toma de agua y nutrientes por la planta,
la produccién de fitohormonas y el biocontrol de patégenos.
En ese sentido, trabajar con cepas autéctonas y obtener
productos en ausencia de la célula aumenta su factibilidad
desde el punto de vista ecolégico.

El gladiolo es atacado por Fusarium oxysporum, patége-
no que causa grandes pérdidas anuales a los productores de
flores. La infeccién en un principio se origina en el campo, ya
gue el hongo puede permanecer en el suelo hasta seis afios.
El ataque se establece a través de las heridas o por las
propias raices en el cormo viejo y de este pasa al nuevo (3).

Este trabajo tiene como objetivo determinar el efecto
biocontrolador de Burkholderia cepacia ante Fusarium sp
en el cultivo del gladiolo.

MATERIALES Y METODOS

Para cumplimentar estos objetivos se tomo una cepa
nativa de Burkholderia cepacia, aislada de la rizosfera del
cultivo del maiz, procedente del cepario de rizobacterias del
INCAy se ejecutaron dos experimento in vitro y uno in vivo.
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Experimentos in vitro

Ensayo in vitro no. 1. Se inocularon 100 pL de la cepa de
B. cepacia en estudio en el centro de las placas que
contenian Medio Papa Dextrosa Agar (PDA) (BIOCEN)y
se disemino con espatula de Drigalski. Se incubd a 37°C
durante 72 horas.

Las cepas de Fusarium sp., raza 1y raza 0, proce-

dentes del cepario de hongos fitopatdgenos de la “Liliana
Dimitrova” (IIH), se utilizaron para obtener una suspen-
sion de esporas que se colocaron por separado en poci-
llos ubicados en las placas de PDA, previamente sem-
bradas con la bacteria. El porcentaje de inhibicion se
determino después de siete dias de crecimiento del hon-
go a 28°C.
Ensayo in vitro no. 2. Este experimento se realizé para
determinar el efecto inhibitorio de los metabolitos acti-
vos, producidos por B. cepacia contra las razas del hon-
go fitopatdgeno en estudio. Para ello se mantuvieron las
mismas condiciones de inoculacion e incubacion de la
bacteria; posteriormente, las placas que contenian dicha
cepa se expusieron a vapores de cloroformo durante 15
minutos con el objetivo de eliminarla.

Seguidamente las cepas de Fusarium sp.,razaly
raza 0, se inocularon en el centro de la placa de PDA 'y
se incubaron durante siete dias a 28°C. El efecto antago-
nico de la bacteria e inhibitorio de los metabolitos produ-
cidos por ella se determiné mediante el didmetro de cre-
cimiento del hongo; con dichos datos se calculé el por-
centaje de inhibicién (4). En ambos ensayos se estable-
cié un tratamiento control con las razas de la cepa de
Fusarium sp en estudio y se realizaron cinco repeticio-
nes por tratamiento.

Experimento in vivo

Caracteristicas del suelo y variables climaticas. El experi-
mento se ejecutd en el area central del INCA, en el periodo
de octubre-diciembre de 1999. Para ello se emplearon
macetas plasticas que contenian tres bulbos de gladiolo y
aproximadamente 5 kg de suelo Ferralitico Rojo proceden-
te de la Estacion Experimental “Las Papas”, a los cuales
se les determinaron algunas propiedades quimicas en el
Laboratorio de Analisis Quimico del Departamento de
Biofertilizantes y Nutricion de las Plantas (INCA). Se de-
terminaron el pH-H,O (método potenciométrico), la mate-
ria organica (%) (Walkley-Black), P (ppm) (Oniani), Ca*,
K"y Mg?" intercambiables (cmol.kg™) (Maslova) (5). En
la Tabla | se muestran las caracteristicas quimicas inicia-
les del suelo utilizado.

Tabla |. Caracteristicas quimicas del suelo

Tipo de suelo K c& Mg P MO  PH
(cmol kg™) (ppm) (W HO)
FerdiicoRojo 076 155 407 1754 370 7.38

El suelo estudiado, de pH neutro, tiene un contenido
medio de materia orgénica, esta altamente fosfatado y
posee un alto contenido de Mg y Ky medio de Ca. Las
variables climéticas se describen en la Tabla Il.
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Tabla Il. Variables climéaticas

Meses del afio Temperatura Precipitacion Humedad
(°C) (mm) relativa (%)
Experimento 1
Octubre 25.40 127.0 84.00
Noviembre 23.60 79.7 84.00
Diciembre 20.90 11.7 79.00
Promedio histérico 23.6 226.88 80-85

Material vegetal. Se utilizaron bulbos de gladiolos blan-
cos, de tamafio homogéneo, sanos e infectados de for-
ma natural con Fusarium sp. Estos fueron previamente
incubados en refrigeracién durante tres meses.
Inoculacién. Se utilizé un biopreparado sélido formado
por un inoculante liquido a base de metabolitos activos
de la cepa de B. cepacia, inmovilizado en turba molida
tamizada estéril. Como método de inoculacion se utilizo
el recubrimiento de semillas (6).

Se establecieron los siguientes tratamientos:

T1- Control (semillas sanas)

T2- Control (semillas infectadas)

T3- Semillas sanas mas biopreparado

T4- Semillas infectadas mas biopreparado.
Determinaciones. Se determinaron la germinacion (tres
periodos de emergencia), altura de las plantas (cm), el
tamafio de la espiga (cm), nUmero de flores y cormos por
planta.

Andlisis estadistico. El experimento se repitié dos ve-
ces. Se establecieron 15 observaciones por tratamiento.
Los datos fueron procesados segun un disefio completa-
mente aleatorizado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento in vitro. En la Figura 1 se muestra el efecto
antagonico de la cepa bacteriana estudiada frente a las
dos razas del hongo fitopatdgeno Fusarium sp. Se obser-
vé que frente a Fusarium sp raza 1, la accion de B. cepacia
produjo un 50.07 % de inhibicion del crecimiento del hon-
go y por su parte para la raza 0 se produjo un 48 % de
inhibicion.

Diversos autores han informado la efectividad de apli-
car cepas de Pseudomonas sp como agentes de
biocontrol (7, 8). Se ha demostrado el efecto antagdnico
de Pseudomonas sp PPS y PS11 ante diferentes hongos
fitopatdgenos; en dichos experimentos se observo que la
cepa PS11 provoco un 60 % de inhibicion de Sclerotium
rolfsiiy la PPS un 25 % del crecimiento micelial de este
hongo (9).

Asimismo se demostré que cuando se aplican ce-
pas de Pseudomonas fluorescens PF1y PF7 al culti-
vo del arroz, se logran reducir los sintomas provoca-
dos por R. solani (10). Resultados similares fueron
encontrados en cafia de azucar contra Colletotrichum
falcatum (11).
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Fusarium sp raza 1: control (A), antagonismo (B)
Fusarium sp raza 0: control (C), antagonismo (D)

Figura 1. Efecto antagénico de B. cepaciaante Fusarium sp

En esta investigacion se evidencia que los
metabolitos activos producidos por B. cepacia inhiben el
crecimiento de las dos cepas de Fusarium sp estudiadas
(Figura 2). Al eliminar la bacteria y enfrentar el
biopreparado que contiene los metabolitos segregados
por esta durante su desarrollo, se sigue manifestando un
efecto limitante para los hongos fitopatdgenos emplea-
dos en este estudio. Consideramos que este efecto pue-
da deberse fundamentalmente a la existencia de sustan-
cias antifingicas y sideréforos en el biopreparado; am-
bas sustancias se producen en la fase estacionaria del
crecimiento y su accion es independiente de la presen-
cia de la célula bacteriana.

A

Fusarium sp raza 0 Fusarium sp raza 1

Figura 2. Efecto inhibitorio de los metabolitos de B.
cepaciaante Fusarium sp

Diversos estudios han demostrado la produccién de
sideroforos por cepas de B. cepacia, las cuales fueron
crecidas en los medios King B y Sirope Fructosa (12).
Por su parte, algunos autores demostraron la presencia
de alcaloides quinolisidinicos, de naturaleza antibiética, en
cultivos de cepas microbianas de este mismo género (13).

Elin6culo demostro un 73.68 % de inhibicion para la
raza 0 y un 43.18 % para la raza 1. Estos resultados
demuestran que para el caso de B. cepacia, los
metabolitos desempefian un papel rector en el biocontrol,
cuestion que permitiria trabajar con un biopreparado con
los metabolitos activos en ausencia de la célula, lo que
aumentaria su factibilidad desde el punto de vista
ecoldgico.

Se ha informado la efectividad de biopreparados,
obtenidos a partir de metabolitos activos de origen
bacteriano en el biocontrol. Tal es el caso de la aplica-
cion de antagonistas bacterianos para el control del
damping off en maiz causado por especies de Phytiumy
Fusarium (14).
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Se han demostrado los efectos benéficos de la
cepa de Pseudomonas aeruginosa 7NSK2, en la pro-
mocidn del crecimiento de las plantas y en el biocontrol
de Botrytis cinerea en frijol. Los autores no obtuvieron
respuestas similares al trabajar con la cepa 7NSK2-
562, mutante en la produccion de &cido salicilico y
piochelin (15). Estos resultados demuestran una vez
mas el papel que desemperian los metabolitos activos
y especialmente los sideréforos en la actividad del
biocontrol.

A pesar de que muchos estudios han utilizados los
ensayos en agar para determinar la inhibicién de
patogenos inducida por rizobacterias promotoras del cre-
cimiento vegetal, esta practica es controversial. El ensa-
yo en Agar aunque sencillo de realizar presenta la des-
ventaja de no contar con la planta, lo cual puede ser de-
terminante para la supervivencia, colonizacién y actividad
inhibidora de la bacteria hacia el hongo patdégeno (16).
Experimento in vivo. Los resultados obtenidos demues-
tran un efecto bioestimulador y biocontrolador del
biopreparado en estudio en el cultivo del gladiolo para las
condiciones evaluadas.

En cuanto a la germinacion, se puede observar que
las semillas inoculadas con el biopreparado en estudio,
tanto sanas como infectadas, logran salir del periodo de
dormancia primero que el control sin inocular (Tabla I11).
En el caso del control con semillas infectadas, solo logra
germinar el 6.66 %, pereciendo al cabo de los 10 dias.
Resultados similares fueron encontrados por otros auto-
res en el cultivo del gladiolo al detectarse la afectacion
del proceso de germinacion, lo que conlleva a la obten-
cién de plantas débiles y amarillentas al principio del cul-
tivo, las cuales se van pudriendo por la base del tallo
hasta perecer (3).

Tabla Ill. Efecto sobre la germinacion

Tratamientos Periodos de emergencia
1ro. 2do. 3ro.
T1 - - 100 %
T2 - - 6.66 %
T3 100 % - -
T4 100 % - -

Las condiciones climéticas no ejercieron un efecto
marcado sobre el desarrollo del hongo, ya que los datos
informados para el periodo en que se desarrollaron los
experimentos se comportaron dentro de la media histori-
ca para la zona.

Se ha demostrado el efecto bioestimulador de este
biopreparado sobre otros parametros fisioldgicos del cul-
tivo, como es el caso de la altura (Figura 3).

Incrementos en el crecimiento de las plantas fue-
ron encontrados por diversos autores al inocular la cepa
de Burkholderia cepacia MCI7 en el cultivo del maiz.
En este experimento también se demostr6 el efecto
biocontrolador de dicha cepa ante Fusarium moniliforme
en este cultivo (8).
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En este experimento se manifestd una relacion di-
recta entre la altura y las variables tamafio de la espiga,
namero de flores y cormos por planta para cada trata-
miento (Figura 4). En todos los casos se destacan los
tratamientos donde se aplico el biopreparado, no mos-
trandose diferencias significativas entre semillas sanas e
infectadas para un p<0.001. Estos resultados se corres-
ponden con los obtenidos en el cultivo de la papa, utili-
zando productos de origen bacteriano y semillas sanas e
infectadas con Phytophthora infestans (17).
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Figura4. Tamafio de la espiga (A), nUmero de cormos (B)
y namero de flores por planta (C)

Los experimentos in vitro e in vivo han demostrado
gue los sideroforos desempefian un importante papel en
el biocontrol de diferentes hongos fitopatdgenos que ata-
can a cultivos de interés econdmico. Los resultados ob-
tenidos en este experimento demuestran el efecto
biocontrolador del biopreparado estudiado, que incluye
sideréforos ante Fusarium sp.

En el experimento in vivo se logra controlar el 90 %
del hongo, cuestién que no ocurre en el experimento in
vitro. Esto podria deberse a que en la interaccion planta-
bacteria, el producto bacteriano logra inducir resistencia a
la planta'y con ello prepararla para el ataque del patégeno.

En esta investigacion se demostro la efectividad de
aplicar biopreparados a partir de metabolitos activos pro-
ducidos por rizobacterias promotoras del crecimiento ve-
getal pertenecientes a B. cepacia en la estimulacion del
crecimiento y como agente de biocontrol en el cultivo del
gladiolo.
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