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RESUMEN

En el estudio de comunidades microbianas asociadas a los cultivos han sido encontrados microorganismos con
efectos beneficiosos para suprimir enfermedades. En la interaccion Musa-M. fijiensis poco se conoce sobre el
efecto de factores bidticos. El presente trabajo tuvo como objetivo: aislar, identificar y caracterizar cepas bacterianas
con actividad antifingica frente a Mycosphaerella fijiensis. Se realizaron los aislamiento bacterianos de la filosfera
de bananos y se identificaron morfoldgica y bioquimicamente. Para la caracterizaciéon de la actividad antifingica se
determind la producion de compuestos difusibles. De los aislados bacterianos fue seleccionado el CCIBP-B.1, ya
que exhibié un marcado efecto inhibitorio del crecimiento de Mycosphaerella fijiensis y se identific6 como
perteneciente al género Bacillus. Los compuestos exudados al medio de cultivo mostraron un efecto inhibitorio en
el crecimiento de M.fijiensis y produjeron deformaciones en las hifas. Estos resultados sugieren una excrecion por
parte de CCIBP-B.1 de metabolitos antifingicos. Los resultados pudieran contribuir a profundizar en el conocimiento
de la interaccion planta microorganismo con el fin de trazar estrategias mas eficientes de mejoramiento de Musa.
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ABSTRACT

Microorganisms with profitable effects to eliminate disseases have been found in the study of microbial
communities associated with plants. Little is known about biotic factors in the interaction of Musa-M. fijiensis.
This paper was aimed to isolate, identify and characterize bacterial strains with antifungal activity against
Mycosphaerella fijiensis. Bacterial strains from phyllosphere were isolated and, morfologically and biochemically
identify . The antifungal activity of bacteria were determined by the production of difusibles compounds in
culture media. The isolate CCIBP-B.1 was selected because it showed a marked inhibitory effect in the micelial
growth of Mycosphaerella fijiensis and it was identified as Bacillus.spp. The compounds exudated in culture
media by CCIBP-B.1, showed an inhibitory effect on the micelial growth and produced malformation in hyphae
of Mycosphaerella fijiensis. Results contribute with new approaches and perpectives in the biological control
and management of M. fijiensis using the data known about Musa-M. fijiensis interactions to design more
efficient Musa breeding strategies.
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INTRODUCCION

Las fermedades flngicas que afectan a los platanos
y bananos, en particular la Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis Morelet), tiene un gran
impacto econdmico, social y ambiental. Los costos
de manejo de esta enfermedad en plantaciones
comerciales son muy altos, asi como el dafio al
medio ambiente que conlleva el uso excesivo de
productos quimicos. La aparicién de cepas de
Mycosphaerella fijiensis menos sensibles o
resistentes a los fungicidas usados tradicionalmentes
asi como el incremento mundial de las demandas
por las medidas de bioseguridad ha propiciado un
aumento en el interés de encontrar alternativas
bioldgicas para el control de la Sigatoka negra (Marin
etal., 2003).

Muchos son los microorganismos que se encuentran
naturalmente asociados a las plantas, ya sean

endofita o saprofiticamente, sin producir
enfermedades, y a los cuales se le han demostrado
efectos beneficiosos (Beattie, 2007). La resistencia
a patégenos y la promocion del crecimiento han sido
los méas estudiados. Varias son las especies de
bacteria que han sido seleccionadas, como posibles
controles biolégicos, por promover el crecimiento y
la sanidad de los cultivos. En el patosistema Musa-
M. fijiensis, poco se conoce sobre el efecto de
factores biodticos en dicha interaccion. El
conocimiento de la biologia de la interaccién planta-
microorganimo y microorganismo-microorganismo
pudiera brindar nuevas estrategias para el
mejoramiento génetico (Collinge et al., 2008).

Especies de bacterias tales como Pseudomonas
spp. (Gonzalez et al., 1996), Serratia entomophyla,
Serratia marcescensy Bacillus cereus (Rivero et al.,
2003) han sido estudiadas para el control de M.
fijiensis. En particular, las especies del género
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Bacillus poseen caracteristicas especiales, tales
como: la formacién de endosporas termorresistentes
a agentes perjudiciales como la desecacion, la
radiacion, los acidos grasos y los desinfectantes
quimicos (Setlow, 2006), asi como una amplia gama
de compuestos quimicos que excretan al medio de
cultivo con actividad antimicrobiana que les posibilita
ocupar un lugar importante como agentes de control
biolégico (Chan et al., 2009; Ongena et al., 2005).

Teniendo en cuenta la necesidad de estudiar nuevas
vias de control frente a M. fijiensis se realiz6 este trabajo
con el objetivo de aislar, identificary caracterizar cepas
bacterianas de la filosferade banano con actividad
antifingica in vitro frente a M. fijiensis.

MATERIALES Y METODOS

El aislado de M. fijiensis CCIBP-Pf-39 perteneciente
ala coleccion de cultivos microbianos del Laboratorio
de Fitopatologia del Instituto de Biotecnologia de las
Plantas (IBP) fue empleado para todos los ensayos
donde se utilizaron suspensiones miceliales (5.10*
fragmentos de micelio.ml*) como indculo inicial.

Las bacterias fueron aisladas de la filosfera de plantas
de banano (Grande naine, Musa AAA) mediante el
método de lavado de las hojas (Gonzélez et al., 1996)
y empleando diluciones seriadas. Los aislados
obtenidos fueron subcultivados y mantenidos en

medio de cultivo Agar Nutriente (AN) a 4 °C

Los ensayos de actividad antifingica fueron llevados
a cabo segun el método de cultivo dual. Para ello,
se distribuyd un mililitro de una suspension micelial
de M. fijiensis (CCIBP-Pf-39) en placas de Petri
(90mm) con medio de cultivo Agar Papa dextrosa
(PDA) y fueron incubadas por dos dias, pasado este
tiempo se aplico en uno de los extremos de la placa
una alicuota de 7i | de suspension bacteriana (5.10°
ufc. mIt) y se incubaron a 28 °C durante 5 dias.Se
seleccion6 una cepay se evalud su crecimiento y la
produccion de metabolitos secundarios. Esta cepa
fue caracterizada morfolégica y bioquimicamente
siguiendo los criterios del Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology. Las cepas bacterianas sin
actividad antifingica fueron eliminadas.

Se realizaron estudios de crecimiento en dos medios
de cultivo, Caldo nutriente (CN)y M9 (NH,C (1g.I"),
Na,HPO, x 7H,0 (11 g. .I"), KH,PO, (3g.I"*), NaCl (5
g.I"), glucosa(4 g.I'" ), MgSO, (120 mg.I*), CaCl, (10
mg.I")), medio de cultivo salino empleado por Hou
et al. (2006) para la obtenciéon de metabolitos
antifingicos a partir de Bacillus subtilis. Para dicho
esperimento se se utilizd, como indculo inicial, una
suspension bacteriana conunaD.O, . =1. De esta
suspension se inocul6 1 ml en enlermeyer de 100ml
de capacidad con 50 ml de medio de cultivo. Los
frascos se incubaron en agitacion durante cinco dias,
a 120 rpm y 26 °C. Se incluyeron tres réplicas por
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medio de cultivo. Las evaluaciones se realizaron a
las 0, 6, 24, 48, 72, 96 h en las cuales se midié
D.O440nm-COMo blanco se emple6 medio de cultivo
sin inocular. Ademas, se determind actividad
antifingica con los filtrados de cultivos a las 96h de
incubacién mediante el método de dilucion en agar.

Para la caracterizacion de la actividad antifiingica
de la cepa bacteriana se determind la producién de
compuestos antifingicos difusibles y se empleo el
método descrito por Montealegre et al. (2003) con
pequefias modificaciones que se describen a
continuacion. En el centro de las placas de Petri de
70 mm de didmetro con medio de cultivo PDA, se
coloc6 una membrana de filtro de 0.2-im (Millipore).
En la mebrana se aplicé la suspensién bacteriana
(5.10° ufc.ml?). Las placas se incubaron por 72 horas
a 30°C pasado este tiempo se retiré la mebranay se
inoculd la suspension micelial de M. fijiensis.
Posteriormente se incubaron a 28°C durante 7 dias
y observo la presencia de crecimiento fangico
(presencia o no de crecimiento visible del micelio).
Se incluy6 un control con agua desionizada estéril
en lugar de la suspensién bacteriana. Se emplearon
tres réplicas y se repitié al menos tres veces.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los aislados bacterianos obtenidos fue
seleccionado el aislado CCIBP-B.1, ya que exhibié
un marcado efecto inhibitorio del crecimiento del
aislado de Mycosphaerella fijiensis. Se identificd
como perteneciente al género Bacillus. Este género
ha sido descrito en la literatura cientifica como
productor de una amplia gama de compuestos con
actividad antifingica tales como subtilina, bacitracina,
bacilinay bacilomicina, los cuales se encuentran dentro
de la famila de las iturinas (Alippi y Ménaco, 1994) asi
como otro lipopéctido como fengicina, los cuales
constituyen surfactantes y antibidticos con cierta
especificidad (Chang et al., 2009). Ademas algunas
proteinas con actividad antifingica (glucanasas y
quitinasas) han sido aisladas en este género bacteriano
(Huang et al., 2005).

Se encontraron diferencias en cuanto a la velocidad
de crecimiento en los medios de cultivo evaluados
(Figura 1).

Al evaluar el efecto de los filtrados de cultivos de ambos
medios de cultivo frente a M. fijiensis no se observé
actividad antifingica en el filtrado obtenido con el medio
de cultivo M9. En la literatura cientifica se ha
documentado ampliamente el efecto de las condiciones
de cultivo y en particular la composicion del medio de
cultivo en en el crecimiento y la produccién de
compuestos por parte de las células bacteriana. Por
ejemplo, Leifertetal. (1995) evaluaron ocho medios de
cultivo para la produccion de antibiéticos a partir de
cepas de Bacillus pumillus y B. subtilis, y encontraron
diferencias tanto a la velocidad como a la produccion o
no de los compuestos antiflngicos.
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Figura 1. Curva de crecimiento del Bacillus sp. (CCIBP-B.1) en dos medios de cultivo (Caldo nutriente y M9).

Figura 2. Antagonismo de Bacillus sp. (cepa CCIBP B.1) frente a Mycosphaerella fijiensis A) cepa de M. fijiensis
crecida en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (control). B) Inhibicién del crecimiento de M. fijiensis en presencia
de los metabolitos baterianos C) Micelio de M. fijiensis en el control D) Deformaciones de las hifas de M. fijiensis

en presencia de exudados de CCIBP B.1.

Los compuestos difundidos al medio de cultivo por
la cepa CCIBP-B.1 mostraron un efecto inhibitorio
en el crecimiento de M.fijiensis. No se aprecié
crecimiento micelial en las placas con presencia de
metabolitos bacterianos excretados y el micelio
afiadido como in6culo se observd con consistencia
acuosa. El dafio causado por los metabolitos
bacterianos en el crecimiento micelial fue observado
microscopicamente. Estos estudios revelaron la
presencia de hifas de aspecto anormal con deformacion
e hinchamiento en sus extremos (Figura 2).

Las transformaciones observadas en las hifas pueden
corresponderse a una afectacion en la pared celular,
debido al efecto téxico de los metabolitos que
interfieren con los procesos normales de crecimiento.
Segun Huber et al. (1966) la apariencia vacuolar del
micelio puede ser probablemente causada por la

accion de los metabolitos bacterianos los cuales
penetran ala célulay causan disolucion protoplasmita
y desintegracion.

Podile y Prakash (1996) refirieron la lisis y disolucion
del micelio de Aspergillus niger por la accion de la
cepa AF1 de Bacillus subtilis asi como Daami-
Ramada et al. (2006) lo refiere en Fusarium spp.
También fue observado por Silva et al. (2001) como
resultado del tratamiento de Rhizoctonia solani con
B. subtilisy B. lentimorbus, tales deformaciones fueron
achacadas a la secrecion de antibiéticos por estas
bacterias ya que no fue detectada la presencia de
enzimas involucradas en el biocontrol tales como
glucanasas, proteasas y quitinasas.

Similares deformaciones fueron observadas por
Basha y Kandasany (2002) en hifas de Curvularia
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lunata en presencia de la fraccion proteica de exudados
de Bacillus sp. cepa (BC 121) aislada de la rizosfera.
Igualmente, observaciones de este tipo han sido
realizadas en el antagonismo de cepas de Burkhorderia
cepacia y Pseudomonas aeruginosa frente a
Colletotrichum gloesporioides (Rahman et al., 2007).

Al transferir el micelio de M. fijiensis tratado con los
metabolitos bacterianos a placas de Petri con medio
de cultivo PDA libre de estos se observo al cabo de
los 7 dias que no hubo crecimiento visible del micelioy
no cambid su aspecto. Este resultado demuestra el
efecto fungicida de los metabolitos difundidos al medio
de cultivo, traducido en un dafio irreversible al micelio.

CONCLUSIONES

Este estudio basico condujo a que la cepa CCIBP-
B.1 perteneciente al género Bacillus mostré
propiedades antagonistas frente a M. fijiensis
probablemente mediante la excrecion de sustancias
antifingicas que inhiben el crecimiento micelial.
Estas observaciones y estudios posteriores pueden
contribuir al conocimiento de la interaccion
microorganismo-microorganismo con el fin de disefiar
nuevas y mas efectivas estrategias de mejoramiento
genético de Musa y a la formulacién de productos
bioldgicos para el control de la Sigatoka negra.
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