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RESUMEN

La busqueda de alternativas a los plaguicidas agricolas que se emplean para el manejo de la Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis Morelet) incluye la seleccion de cepas de microorganismos con potencial para el
control de este patdgeno. El objetivo del trabajo fue caracterizar cepas bacterianas aisladas de la filosfera de
Musa spp. con efecto antifingico frente a M. fijiensis. Se realizé una caracterizacién morfoldgica, cultural,
fisioldgicay molecular de las cepas y se cuantificé la actividad antifingica de estas mediante cultivo dual. Se
comprobd la diversidad de bacterias con propiedades antifingicas frente a M. fijiensis presentes en la filosfera
Musa spp. Ademas, se constatd que la filosfera de estos cultivos puede utilizarse como fuente de obtencion
de posibles controles biolégicos de M. fijiensis.
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Bacterial strains diversity in Musa spp. phyllosphere with antifungal
activity against Mycosphaerella fijiensis Morelet

ABSTRACT

The search for alternatives to agricultural pesticides used for the management of black Sigatoka (Mycosphaerella
fijiensis Morelet) includes the selection of microorganisms strains with potential for the control of this pathogen.
The objective of the work was to characterize bacterial strains isolated from the phyllosphere of Musa spp.
with antifungal effect against M. fijiensis. A morphological, cultural, physiological and molecular characterization
of the strains was performed and the antifungal activity of these strains was quantified by dual culture. It was
verified the diversity of bacteria with antifungal properties against M. fijiensis present in the phylosphere of
Musa spp. In addition, it was found that the phyllosphere of these crops can be used as a source of obtaining
possible biological controls of M. fijiensis.

Keywords: bacteria, biocontrol, Black Sigatoka, epiphytes

INTRODUCCION como miembro de la microbiota epifita,

especialmente cuando se requiere disminuir

El control biolégico para patégenos foliares, puede
ser una alternativa complementaria dentro del
manejo de enfermedades, la cual frecuentemente
involucra la aplicacion del microorganismo
antagonista sobre la superficie de la hoja (Agrios,
2005). El uso de productos bioldgicos esta
encaminado ademas del propio control, lograr la
seguridad alimentaria, al adquirir alimentos libres
de sustancias téxicas (Cawoy et al., 2011).

Sin embargo, el éxito de dicho antagonista
depende de su capacidad para establecerse

el in6culo del patégeno (Marin et al., 2003).
Por tal motivo, el uso de antagonistas
microbianos nativos deberia preferirse al uso
de antagonistas aislados de otros ambientes,
pues los primeros se encuentran adaptados
a las condiciones que determinan el habitat
en la superficie de la hoja (Ceballos et al.,
2012).

Las tendencias actuales en la basqueda de
alternativas a los plaguicidas agricolas
incluyen el aumento del uso de los procesos
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de seleccion para identificar cepas de
microorganismos con potencial para el
control de patégenos causantes de
enfermedades. Esta etapa preliminar, podria
proporcionar herramientas adicionales para
las alternativas de manejo de enfermedades
con productos biolégicos que posean
diferentes mecanismos de accién que los
plaguicidas quimicos (Alvindia, 2012).

Entre las enfermedades foliares mas
desbastadoras de los platanos y bananos
(Musa spp.) se encuentra la Sigatoka negra,
causada por el ascomicete Mycosphaerella
fijiensis Morelet. Estd considerada la
enfermedad mas limitante de estos cultivos
ya que reduce el rendimiento y la
productividad dentro de la plantacién
(Churchill, 2011).

En la busqueda de productos bioldgicos
efectivos contra M. fijiensis se han estudiado
diferentes microorganismos (bacterias y
hongos) asociados a estos cultivos (Alvindia
y Natsuaki, 2008; Ceballos et al., 2012). Por
esta razén el objetivo del trabajo fue
caracterizar fisiolégica, bioquimica y
molecularmente bacterias presentes en la
filosfera de Musa con efecto antifungico frente
a M. fijiensis.

MATERIALES Y METODOS
Cepas bacterianas

Para este estudio se emplearon 19 cepas
bacterianas pertenecientes a la Coleccion de
Cultivos Microbianos del Instituto de
Biotecnologia de las Plantas (IBP). Estas
fueron aisladas de la filosfera de diferentes
cultivares de Musa spp. y se seleccionaron
por su actividad antifingica in vitro frente a
M. fijiensis (Poveda et al., 2010).

Caracterizacion cepas

Se realiz6 una caracterizacion morfolégica,
cultural, fisiol6gica y molecular de las cepas.
Para ello se llevaron a cabo observaciones
microscéOpicas, se describieron Ilos
caracteres culturales y se determiné la
respuesta a pruebas bioquimicas de acuerdo
con los protocolos descritos en el Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology (Krieg y
Holt, 1984; Krieg y Holt, 1986).
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Para la caracterizacién molecular se empleé
la técnica de amplificacion de la regién 16S
ribosomal Para la purificacion del ADN
gendmico de los aislados bacterianos se
empleo el protocolo propuesto por Pereira de
Melo et al. (2009). Se utilizaron los cebadores
27F (5"AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3") y
907R (5"CCGTCAATTCMTTTRAGTTT 37)
gue amplifican regiones especificas de la
subunidad 16S del ADN ribosomal.

El producto de la amplificacién del gen de
16S fue aplicado en geles de agarosa 1%.
Las bandas fueron purificadas con el uso del
Kit GENECLEAN Il (Q-BlOgene) y el ADN
resultante se cuantificé en espectrofotometro
Nanodrop (Thermo scients). El amplicon fue
secuenciado por Macrogen Inc. (Seul, Korea)
y con las secuencias obtenidas se realiz6 un
arbol filogenético que fue elaborado mediante
el método del vecino mas cercano y las
secuencias se agruparon juntas basado en
un bootstrap de 1000. Las distancias
evolutivas fueron calculadas mediante el
método de Probabilidad M&xima Compuesta
(Tamura et al., 2004) y utilizando el programa
MEGA 7.0.14.

Cuantificacidn de la actividad antifungica

Para la cuantificacién de la actividad
antifingica de las cepas se emple6 el método
de cultivo dual y como inéculo fungico se
utilizaron suspensiones miceliares de M.
fijiensis. Se prepararon placas de Petri (90.0
mm) como se describe a continuacién. En
un Erlermeyer con 200.0 ml de Agar Papa
Dextrosa (PDA) (Fluka) fundido (~ 40 °C) se
afiadieron 20.0 ml de una suspension micelial
de M. fijiensis (para una concentracién final
de 5.0x10° fragmentos de micelio mlt). Se
homogeniz6 la mezcla y se vertié en las
placas de Petri. Cuando las placas estuvieron
secas, se afiadieron en el centro de la placa
7.0 ul de cada suspensién bacteriana (una
cepa por placa de Petri) ajustada a DO,,=0.1
(Eppendorf Biophotometer), a partir de
cultivos bacterianos de 24 horas de crecidos
en Agar nutriente (Biocen). Como control se
emplearon 7 pl de agua desionizada estéril
en lugar de la suspensién bacteriana. Las
placas se incubaron a 28°C durante 72 horas.

La evaluacién se realizé6 mediante la medicién
del halo de inhibicion (mm) del crecimiento
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del patdgeno a las 72 horas de incubacién.
Se emplearon tres réplicas por cada cepa
bacteriana y el ensayo se repiti6 tres veces.
Los valores obtenidos fueron analizados
estadisticamente mediante las pruebas de
Kruskal-Wallis y Mann Whitney, previa
comprobacién de los supuestos de
normalidad y heterogeneidad de varianza.

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de la caracterizacién de las bacterias
antagonistas aisladas de la filosfera de Musa
spp. se pudo comprobar la diversidad
presente entre estas cepas que poseen
actividad antifangica frente a M. fijiensis.

Se identificaron tres familias Bacillaceae,
Pseudomonadaceae y Micrococcaceae.
Predominaron los bacilos esporulados
(Bacillus) (52.6%) y otro 31.5% de las cepas
se agruparon como otros bacilos Gram+ no
formadores de esporas. Entre las
caracteristicas distintivas de las cepas
analizadas estuvo su diversidad
metabdlica ya que fueron capaces de
degradar in vitro varios sustratos tales
como caseina (63% de las cepas) gelatina
(53%) y almidén (11%). Las caracteristicas
principales de cada una de las cepas se
presentan en las tablas 1, 2, 3y 4.

La preponderancia del género Bacillus, en la
superficie de hojas de Musa spp. bajo las
condiciones de cultivo en Cuba coinciden con
los resultados referidos por Ceballos et al.
(2012) en Uraba, Colombia. Estos autores
encontraron que el 44% del total de las
bacterias cultivables, pertenecian al grupo de
bacterias aerdbicas formadoras de
endosporas. La presencia de estas
estructuras y la produccién de sustancias
con actividad antifingica puede ser la causa
del predominio de cepas pertenecientes al
género Bacillus. Estas caracteristicas les
permiten la subsistencia y competencia en
condiciones ambientales desfavorables
(Todar, 2003). Segun Setlow (2006), la
formacion de una espora genera un tipo de
células que pueden sobrevivir durante largos
periodos de tiempo con poco o nada de
nutrientes y le confieren resistencia a la
radiacion, el calor y productos quimicos.
También su actividad antimicrobiana puede
estar dada por la produccion de péptidos
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antimicrobianos (Arguelles-Arias et al.,
2009), enzimas liticas como glucanasas y
quitinasas (Rao-Podile y Neeraja, 2011) y
lipopéptidos. Los bioproductos basados en
Bacillus son ampliamente empleados en la
agricultura convencional y representan la
clase méas importante de productos viables
para el uso fitosanitario (Pérez-Garcia et al.,
2011). Segun Cawoy et al. (2011) entre los
bioproductos disponibles en el mercado
formulados a partir de bacterias, la mayoria
de ellos contienen especies de Bacillus.

Mediante el andlisis molecular se logré la
amplificacion del ADN bacteriano y se
corroboré la diversidad bacteriana presente
en la filosfera de Musa spp. (Figura 1).
Autores como Yang et al. (2001)
demostraron con estudios que no requieren
el cultivo del microorganismo, que los
habitantes de las hojas son mucho més
diversos que lo predicho por los estudios
tradicionales. Sumado a esto, Yadav et al.
(2010) y Zhang et al. (2010) en analisis de
las comunidades bacterianas de la filosfera
de plantas han revelado que estas son
diversas tanto cuantitativa como
cualitativamente.

El método de cultivo dual empleado permitié
cuantificar la actividad antifingica in vitro de
las cepas bacterianas frente M. fijiensis
CCIBP-Pf-83 (Figura 2).

En cuanto a la actividad antifangica,
propiedad que fue utilizada como criterio de
seleccion, también se observaron diferencias
significativas entre las cepas mediante el
meétodo de evaluacion empleado (Tabla 5).

Se observaron halos de inhibicién bien
definidos a las 72 horas de incubacién y estos
oscilaron entre 11.2 y 42.0 mm. Mediante
esta técnica se pudieron observar diferencias
entre las cepas en cuanto a la actividad
antifingica in vitro y corroborar los resultados
anteriores sobre la diversidad de las
bacterias presentes en la filosfera de
bananos (Ceballos et al., 2012). Incluso,
dentro de una misma familia se observaron
diferencias significativas en cuanto al
didmetro del halo de inhibicién, de ahi la
importancia de realizar este tipo de
determinaciones cuantitativas para la
seleccidn de cepas.
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Tabla 2. Principales caracteristicas de otros bacilos Gram+ no formadores de esporas aislados

de lafilosfera de Musa spp.

Caracteristicas CCIBP-A4 CCIBP-A6 CCIBP-C1 CCIBP-C2 CCIBP-C3 CCIBP-C4
Color colonia Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo  Amarillo
(AN) claro oscuro claro Rosado claro claro
Catalasa + + + + + +
Hugh y Leifson
oxidativo - - - - - -

fermentativo + + + + + +
Indol - + + - + +
Hidrdlisis
almidon + - - - - -
Hidrdlisis
caseina + - + - + -
Hidrdlisis
gelatina + - + + + -
Voges
Proskauer - - - - + -

Tabla 3. Principales caracteristicas de las cepas de la familia
Pseudomonadaceae aisladas de la filosfera de Musa spp.

Caracteristicas CCIBP-Al1 CCIBP-C6
Color colonia en AN Beige Blanco
Motilidad + +
Catalasa + +
Hugh y Leifson
oxidativo + +
fermentativo - -

Indol

Hidrdlisis almidén
Hidrdlisis caseina
Hidrdlisis gelatina

Voges Proskauer

Teniendo en cuenta los resultados de la
caracterizacién de las cepas bacterianas tanto
bioguimica, fisiolégica, molecularmente asi
como de su actividad antifungica se pudo
constatar la diversidad existente en las
bacterias presentes en la filosfera de Musa
spp., que poseen actividad antifingica frente a
M. fijiensis. Estos resultados coinciden con los

referidos por otros autores como Osorio et al.
(2004) para las condiciones de cultivo en
Colombia.

Los resultados alcanzados en este trabajo
reafirman, ademas, lo planteado por Redford
et al. (2010) acerca de que las bacterias
presentes en la filosfera no son simples
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Tabla 4. Principales caracteristicas de las cepas de la familia
Micrococcaceae aisladas de la filosfera de Musa spp.

Caracteristicas

CCIBP-C7

Color colonia (AN)
Agrupacion
Catalasa

Hugh y Leifson
oxidativo
fermentativo

Indol

Hidrdlisis almidon
Hidrolisis caseina
Hidrdlisis gelatina

Voges Proskauer

Beige

Tétradas

+

Tabla 5. Actividad antifingica in vitro de diferentes cepas bacterianas
frente a Mycosphaerella fijiensis (CCIBP-Pf 83) en cultivo dual a las
72h de incubacion.

Cepas

bacterianas

Diametro del halo de

inhibicién (mm)

Rangos medios

CCIBP-B.1
CCIBP-Al
CCIBP-A2
CCIBP-A3
CCIBP-A4
CCIBP-AS5
CCIBP-A6
CCIBP-B1
CCIBP-B2
CCIBP-B3
CCIBP-B4
CCIBP-B5
CCIBP-C1
CCIBP-C2
CCIBP-C3
CCIBP-C4
CCIBP-C5
CCIBP-C6
CCIBP-C7

29.5
20.1
28.7
33.0
38.2
32.0
24.0
294
29.7
40.6
34.5
33.8
35.3
32.0
36.3
42.0
35.7
11.2
36.3

78.7 ef
7421
72.5fg
95.1 de
138.1 bc
92.4 de
45.6 g
88.2 def
73.3f
155.8 ab
119.7 bed
105.9 cd
116.2 cd
95.1 de
116.2 cd
165.1 a
109.3 cd
9.3h
115.3 cd

Valores de rangos medios con letras desiguales indican diferencias
entre las medias segun Kruskal-Wallis/Mann Whitney para p<0.05
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Figura 1. Diversidad genética de bacterias antagonistas de Mycosphaerella fijiensis aisladas de la
filosfera de Musa spp. basada en las secuencias del 16S rDNA. El arbol filogenético fue elaborado
mediante el método del vecino mas cercano y las secuencias se agruparon juntas basado en un
bootstrap de 1000. Las distancias evolutivas fueron calculadas mediante el método de Probabilidad

Maxima Compuesta utilizando MEGA 7.0.14.

Control CCIBP.

cc:has»‘_

Figura 2. Actividad antifingica in vitro de cepas bacterianas aisladas de |a filosfera de Musa
spp. frente a M. firensis en cultive dual en medio de culiivo PDA después de 72h de

incubacidn a 28°C y oscuridad.

habitantes de la superficie de las hojas sino que
estan intimamente relacionadas con las plantas
gue colonizan y tienen una influencia directa o
indirecta en la composicion de
microorganismos asociados al cultivo. Es por
ello que la filosfera de Musa spp. puede
constituir una fuente importante de obtencion
de bacterias con caracteristicas promisorias
para el control biol6gico de M. fijiensis. Un
conocimiento exhaustivo de estos
microorganismos, sus caracteristicas y su
relacion con M. fijiensis y la planta permitira la

elaboracion de bioproductos eficientes para el
control de esta enfermedad.

CONCLUSIONES

Las bacterias antagonistas de Mycosphaerella
fijiensis aisladas de la filosfera de Musa spp.
son diversas en caracteres morfoldgicos,
culturales y fiisiol6gicos con presencia de
representantes de tres familias y predominio
del género Bacillus. Pueden constituir una fuente
importante de candidatos para la elaboracién
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de productos biolégicos que puedan insertarse
en el manejo de la enfermedad.
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