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RESUMEN

Dentro de las enfermedades que mas afectan al cultivo de platanos y bananos (Musa spp.) se
encuentra el Marchitamiento por Fusarium, causada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (Foc). Hasta el presente, los métodos quimicos y culturales empleados para su
manejo han sido poco efectivos. No obstante, una alternativa prometedora podria ser el
empleo de bacterias antagonistas. Este trabajo tuvo el objetivo de determinar la capacidad
antagonica de cepas de Bacillus spp. frente a Foc raza 1. Para ello, mediante cultivo dual, se
determind y cuantifico la actividad antagodnica de las cepas bacterianas, asi como su capacidad
de producir metabolitos antifingicos volatiles y difundidos. De las 17 cepas estudiadas, nueve
mostraron capacidad antifungica. De estas Ultimas, una no produjo ni difundidos ni volatiles
(CCIBP-B4), siete presentaron difundidos y solo una (CCIBP-A5) ambos tipos de metabolitos.
De todas las cepas estudiadas la CCIBP-A5, muestra las mejores potencialidades para el
posible uso en programas de manejo de Foc raza 1.

Palabras clave: biocontrol, cultivo dual, metabolitos antifiungicos, Musa spp.

In vitro antagonist of Bacillus spp. strains against Fusarium oxysporum
f. sp. cubense

ABSTRACT

Fusarium wilt, caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) is a diseases
that most affect the plantains and bananas (Musa spp.) cultivation. Until now, the chemical
and cultural methods used for its management have been ineffective. However, a promising
alternative could be the use of antagonist bacteria. This work had the objective of determining
the antagonistic capacity of Bacillus spp. strains against Foc race 1. By means of dual culture,
the antagonistic activity of the bacterial strains was determined and quantified, as well as
their capacity to produce volatile and diffused antifungal metabolites. Of the 17 strains studied,
nine showed antifungal capacity. Among then, one did not produce either diffused or volatile
(CCIBP-B4), seven presented diffused metabolites and only one (CCIBP-A5) both types of
metabolites. Of all the strains studied, CCIBP-A5 shows the best potential for possible use in
Foc race 1 management programs.
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INTRODUCCION

Los bananos (Musa spp.) estan considerados como
uno de los cultivos frutales tropicales de mayor
importancia a nivel mundial (Ploetz, 2015 a).

Para muchos paises de América Latina este
cultivo representa una fuente esencial de
ingresos y de alimentacion (Dita et al., 2013).

Sin embargo, su produccion se ve afectada por
numerosas enfermedades, entre las que se
encuentra el Marchitamiento por Fusarium. Esta
es considerada la de mayor efecto destructivo
sobre la planta (Anthony et al., 2017).

El agente causal es el hongo Fusarium
oxysporum Schlecht f. sp. cubense (E.F. Sm.)
Snyder & Hansen (Foc) que es genética y
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patogénicamente diverso, con mas de 20
grupos de compatibilidad vegetativa (VCG)
distribuidos en cuatro razas patogénicas
(Ploetz, 2015 a).

En la década de 1940 la raza 1 destruyo la
industria bananera en América Latina,
basada principalmente en el cultivar ‘Gros
Michel’. Este problema se solucionod
parcialmente con su reemplazo por
Cavendish (Stover et al., 1986). No
obstante, el hongo persiste en donde se
emplean cultivares susceptibles (Ploetz,
2015 a) como ‘Gros Michel’ (AAA), ‘Manzano’
(AAB), ‘Prata’ (AAB) y los bananos de coccién
tipo ‘Bluggoe’ (ABB).

Asi mismo, a principios de los afios 90 del
pasado siglo, aparecio en el sudeste asiatico
la raza 4 tropical (RT4), la cual, ademas de
infectar a los cultivares mencionados
anteriormente, afecta severamente a los
cultivares del grupo Cavendish (Ploetz, 2015
a; Ploetz, 2015 b). Aunque no existe
informacion oficial de la entrada de la raza
4 a América Latina, este hongo fitopatégeno
constituye una seria amenaza para la
industria bananera en esta region.

Por otro lado, no existen agentes quimicos
eficaces y econdmicamente viables para el
control de la enfermedad (Ploetz, 2015 b).
Una vez que el suelo es infectado por Foc
sus esporas pueden estar latentes durante
largos periodos de tiempo (Dita et al., 2010).
Ante este escenario, el uso de
microorganismos antagonistas resulta de
gran interés ya que pudiera representar una
alternativa mas econdémica y ecolégicamente
sustentable.

Varios estudios han demostrado que
determinadas cepas bacterianas bajo
condiciones controladas, suprimen el
crecimiento de Foc. Dentro de estos grupos
se han descrito cepas de los géneros
Streptomyces, Pseudomonas (Zhang et al.,
2013) y Bacillus (Xue et al., 2015).

Bacillus spp., en particular, ha sido
ampliamente estudiado como agente de
control biolégico debido a sus madaltiples
mecanismos de acciéon antagonista entre
los que se encuentran antibiosis,
competencia por los nutrientes e inducciéon
de resistencia sistémica en las plantas
(Chowdhury et al., 2015; Fan et al., 2017).
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Ademas, se distingue de otros géneros
bacterianos como Pseudomonas por formar
endosporas que les permiten sobrevivir por
largos periodos de tiempo bajo condiciones
ambientales desfavorables (Radhakrishnan et
al., 2017).

El laboratorio de Microbiologia del Instituto
de Biotecnologia de las Plantas, cuenta con
una coleccidon de cepas pertenecientes al
género Bacillus las cuales han mostrado
efectos antagonicos frente a diferentes
agentes patdgenos de cultivos de interés
agricola (Poveda et al., 2010; Cruz-Martin
et al., 2014). Sin embargo, la ausencia de
informacion sobre la posible capacidad
antifungica de estas cepas frente a F.
oxysporum f. sp. cubense, limita su empleo
como agentes de biocontrol en programas
de manejo del Marchitamiento por Fusarium.

Este trabajo tuvo como objetivo, por tanto,
determinar la capacidad antagoOnica de
cepas de Bacillus spp. frente a Foc raza 1
en ensayos in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Cepas de microorganismos

Se utilizaron 17 cepas de Bacillus spp. (Tabla
1) y una cepade Focraza 1l (CCa 1.1 VCG)
donada por el Instituto Nacional de Sanidad
Vegetal INISAV (La Habana). Todos los
microorganismos utilizados pertenecen a la
Coleccion de Cultivos Microbianos del
Instituto de Biotecnologia de la Plantas
(1BP).

Suspensiones bacterianas (SB)

Para el desarrollo de los diferentes
bioensayos, las cepas bacterianas fueron
subcultivadas a partir de cultivos puros
conservados a 4 °C en medio de cultivo Agar
Nutriente (AN) (Fluka). Se inocularon por
agotamiento por estrias en placas Petri de
90 mm de didmetro con medio de cultivo AN
y se incubaron a 30 ©C y oscuridad durante
24 h. A partir de la observaciéon de los
caracteres culturales de las colonias, en
microscopio estereoscopio (NOVEL), se
seleccionaron colonias con idénticas
caracteristicas, se resuspendieron en agua
desionizada estéril y cada suspension
resultante se ajust6 a DO ,=0.1 (— 5%10°
ufc miIt) en espectrofotometro (Eppendorf).
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Tabla 1 Cepas de Bacillus spp. empleadas en este estudio.

Cepa Procedencia Identificacion

1. CCIBP-P1 Contaminante de cultivo in vitro Bacillus sp.

2. CCIBP-M27 Contaminante de cultivo in vitro Bacillus subtilis

3. CCIBP-Sp105 Contaminante de cultivo in vitro Bacillus licheniformes
4. CCIBP-CC32 Contaminante de cultivo in vitro Bacillus licheniformes
5. CCIBP-Sp35 Contaminante de cultivo in vitro Bacillus subtilis

6. CCIBP-Er35 Contaminante de cultivo in vitro Bacillus pumilus

7. CCIBP-C5 Filosfera de Musa sp. Bacillus pumilus

8. CCIBP-F1 Filosfera de Musa sp. Bacillus subtilis

9. CCIBP-A5 Filosfera de Musa sp. Bacillus amyloliquefaciens
10. CCIBP-B.1 Filosfera de Musa sp. Bacillus sp.

11. CCIBP-A2 Filosfera de Musa sp. Bacillus sp.

12. CCIBP-A3 Filosfera de Musa sp. Bacillus sp.

13. CCIBP-F4 Filosfera de Musa sp. Bacillus sp.

14. CCIBP-B2 Filosfera de Musa sp. Bacillus sp.

15. CCIBP-B3 Filosfera de Musa sp. Bacillus sp.

16. CCIBP-B4 Filosfera de Musa sp. Bacillus sp.

17. CCIBP-B5 Filosfera de Musa sp. Bacillus sp.

Suspension micelial (SM)

Para obtener la suspension micelial, se
inocularon tres discos de micelio de Foc de 7
mm de didmetro, procedentes de colonias
previamente crecidas en Agar Papa Dextrosa
(PDA) (Difco), en Enlermeyer de 100 ml de
volumen con 50 ml de Caldo Papa Dextrosa
(PDB). Estos se incubaron en zaranda
termostatada (FLY-111B) a 28 °Cy 120 rpm
durante siete dias. Transcurrido ese tiempo,
se filtr6 en tamiz de 100 pm, se colecto6 el
micelio y se desechd el medio de cultivo
filtrado. Posteriormente, este micelio se
homogeniz6 con agua desionizada estéril en
mezcladora (Ultraturrax T25) durante un
minuto y luego se ajusto a una concentracion
en el orden de aproximadamente 10°
fragmentos de micelio mi.

Determinacion de la capacidad antagonica de
las cepas

Para determinar la capacidad antagdnica de
las cepas bacterianas se emplearon
Erlenmeyer de 100 ml de capacidad con 45 ml
de medio de cultivo PDA y se afiadieron 5 mi
de SM de Foc cuando el medio de cultivo se
enfrid hasta aproximadamente 45 °C. Esta

mezcla se homogenizdé y se vertié en placas
Petri de 90 mm de diametro (25 ml
aproximadamente por placa). Cuando el medio
de cultivo se solidifico, se inocularon las SB
mediante puncién (10 por placa). Como control
se emple6 agua desionizada estéril en lugar
de las cepas bacterianas. Las placas se
incubaron a 28 °C y oscuridad. Se incluyeron
dos réplicas por cada cepa y el ensayo se
repiti6 dos veces. La evaluacion se realiz6
diariamente hasta las 96 h mediante la
observacion de la presencia o no de halo de
inhibicién del crecimiento de Foc alrededor
del sitio de inoculacién.

Cuantificacion de la capacidad antagdnica de
las cepas

Para cuantificar la capacidad antagonica de
las cepas bacterianas que mostraron
actividad antifungica en el primer bioensayo,
se determiné el Porcentaje de Inhibicién de
Crecimiento Radial (PICR) en cultivo dual. Para
ello, se colocaron discos de micelio (7mm) de
Foc en el centro de placas Petri de 90 mm de
diametro que contenian medio de cultivo PDA
y AN en una proporcion 1:1. Se afiadieron
3.5 pl de cada SB a una distancia de 2 cm de
los discos de micelio. Las placas se incubaron
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a 28 °C en oscuridad. Como control se utilizé
agua desionizada estéril en lugar de las SB.
Se realizaron tres réplicas por cada cepa
bacteriana y el ensayo se repitio dos veces.
El efecto inhibitorio de las cepas fue medido
a los cinco dias de incubacion. Para el célculo
del PICR se empled la férmula descrita por
Hernandez-Rodriguez et al. (2010):

R1-R2
R1

PICR =

)100

doénde: R1= crecimiento radial (mm) del hongo
en el control y R2= crecimiento radial (mm)
del hongo en interaccion con la bacteria. Los
valores se analizaron estadisticamente
mediante las pruebas de H de Kruskal-Wallis
y U de Mann Whitney para p<0.05.

Determinacion de la produccion de
metabolitos volatiles y/o difundidos

Para determinar sila inhibicidon del crecimiento
fungico de Foc era ocasionada por la
produccién de metabolitos secundarios
antifungicos difundidos y/o volatiles, se siguio
el protocolo propuesto por Cruz-Martin et al.
(2012), con algunas modificaciones. Se
utilizaron las cepas bacterianas que mostraron
halo de inhibicidn en los primeros bioensayos.

Para determinar la capacidad de produccién
de metabolitos antifungicos difundidos en una
placa Petri de 150 mm de diametro se afadio
medio de cultivo PDA mezclado con una SM
de Foc. Cuando el medio de cultivo se solidifico
se le coloc6 encima un filtro estéril de acetato
de celulosa (Sartorius) de 0.22 ym. Se
depositaron sobre la superficie del filtro las
SB (3 pl por cepa) separadas por 2 cm. Como
control se empled agua desionizada estéril en
lugar de las SB y como control del crecimiento
bacteriano se siguio el mismo procedimiento,
pero sin utilizar membrana. Las placas se
incubaron a 28 °C y oscuridad y se les retir6
la membrana a las 48 horas de incubacion y
se dejaron bajo estas condiciones 24 horas
mas. Se utilizaron dos réplicas por cada cepa
y el experimento se repiti6 dos veces. Se
tomaron como positivos los aislados
bacterianos que produjeron un halo de
inhibicion del crecimiento de Foc.

Con el objetivo de determinar produccion de
metabolitos antifungicos volatiles por las cepas
bacterianas en una de las tapas de placas
Petri de 50 mm de didmetro se afiadiéo medio
de cultivo AN y se inoculé una SB (50 ul).
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Sobre las otras tapas que contenia medio de
cultivo Agar Sabouraud (AS) (Fluka) se inocul6
un disco de micelio de 7 mm de diametro de
Foc. Cuando la humedad del in6culo
bacteriano se absorbié completamente, se
colocaron las dos tapas una frente a la otra
y se sellaron con Parafilm® para evitar la
pérdida de los metabolitos volatiles. Como control
se emple6 agua desionizada estéril en lugar de
las SB. Las placas se incubaron a 28 °C y
oscuridad constante durante seis dias. Se
incluyeron dos réplicas por cada tratamiento y
el experimento se repitid dos veces. Se tomaron
como positivas las cepas bacterianas que
produjeron inhibicion del crecimiento de la
colonia de Foc con respecto al control.

Procesamiento estadistico de los resultados

El procesamiento estadistico se realiz6 con el
paquete estadistico Statistic Package for
Social Science (SPSS) version 23 para
Windows. Se comprobdé la normalidad de los
datos a través de la prueba de Kolmogorov-
Smirnov y la homogeneidad de varianzas
mediante la prueba de Levene. Cuando no se
cumplieron los supuestos se emplearon
pruebas no parameétricas para p<<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con la metodologia empleada, se obtuvo como
resultado que de las 17 cepas de Bacillus spp.
evaluadas, nueve (53%) produjeron halos de
inhibicion del crecimiento de Foc raza 1 (Tabla
2). Dentro de estas, se encontraron cepas
identificadas en estudios previos como B.
subtilis, B. licheniformis y B. amyloliquefaciens.

Varias investigaciones han corroborado las
potencialidades de cepas de estas especies
como agentes de biocontrol. Por ejemplo,
se ha informado que B. subtilis tiene
capacidad de esporular, producir
endotoxinas, antibidticos y proteinas con
actividad antifingica (Agrios, 1997). Esta
especie constituye, quizas, una de las mas
estudiadas debido a su efecto inhibitorio sobre
el crecimiento de diferentes hongos dentro
de los que se encuentra F. oxysporum y son
varios los bioproductos comercializables que
contienen a B. subtilis como componente
biolégico activo (Zhang et al., 2011; Lacomote
et al., 2016). Otros autores como Alvindia y
Natsuaki (2009), sefialaron las potencialidades
antagonicas de B. amyloliquefaciens. Ellos
indicaron que aplicando una cepa de esta
especie, aislada del fructoplano del banano,



Biotecnologia Vegetal Vol. 17, No. 4, 2017

se reducia significativamente la incidencia de
la podredumbre de la corona causada por los
agentes fungicos Fusarium semitectum (Berk
y Ravenel) y Colletotrichum musae (Berk y
Curtis).

También, es de destacar que seis de las nueve
cepas que mostraron actividad antifingica
frente a este patdgeno, fueron aisladas de
muséaceas y sefialadas en investigaciones
previas por tener actividad antifingica frente
a Pseudocercospora fijiensis Morelet (Cruz-
Martin et al., 2016). Estos resultados
constituyen un criterio positivo para el empleo
de dichas cepas como posibles controladores
biolégicos en este cultivo y evidencia las
potencialidades de la microbiota natural para
defender a las plantas de agentes
fitopatdgenos. Algunos autores sugieren que
las cepas bacterianas autdctonas de
determinados ecosistemas, comparadas con
cepas exoticas, podrian tener mayor eficiencia
como PGPB y agentes de biocontrol
(Hernandez-Rodriguez et al., 2010). Esto se
debe a que el éxito de los microorganismos
antagonistas depende, en gran medida, de
su capacidad para establecerse como miembro
de la microbiota epifita, especialmente cuando
se requiere disminuir el inéculo del patégeno.
Por tal motivo, el uso de antagonistas
microbianos nativos deberia preferirse antes
del uso de antagonistas aislados de otros
ambientes, pues los primeros se encuentran
adaptados a las condiciones que determinan
su habitat (Cruz-Martin et al., 2016).
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Con la metodologia empleada se encontraron
diferencias significativas en cuanto al
potencial antifingico in vitro de las cepas
evaluadas (Tabla 2).

La cepa que produjo los mayores valores de
PICR fue CCIBP-AS5, identificada previamente
como B. amyloliquefaciens. Estos resultados
concuerdan con un estudio realizado por
Abdallah et al. (2017) donde se indicé que
cinco cepas de Bacillus spp. (B. tequilensis
SV39, B. subtilis SV41, B. methylotrophicus
Sv44, B. amylolequifaciens subsp. plantarum
SV65, y B. tequilensis SV104) aisladas de
plantas de Solanum lycopersicum L. (tomate),
tenian gran potencial inhibitorio frente a F.
oxysporum f.sp. lycopersici (Sacc.) Snyder
& Hans. Estos autores, utilizando una
metodologia similar, demostraron que las cepas
de B. subtilis y B. amylolequifaciens empleadas
en el estudio, inhibian el crecimiento micelial
de F. oxysporum f. sp. lycopersici en 75.3%
y 64.3% respectivamente.

Otros autores han informado las
potencialidades antagonicas de cepas de B.
amyloliquefaciens frente a Foc (Cao et al.,
2011; Xu et al., 2013; Yuan et al., 2015). En
este sentido, Xue et al. (2015) demostraron
que la cepa NJN-6 de esta especie bacteriana,
en combinacidon con compost, producia el
decrecimiento significativo de la colonizacién
del hongo en la rizosfera de plantas de
banano, aspecto de gran interés en el manejo
de la enfermedad.

Tabla 2. Actividad antifingica in vitro de cepas bacterianas de Bacillus spp.

frente a Foc raza 1.

PICR Metabolitos Origen
Cepas Medias + DE Difundidos  Volatiles filosfera de
Musa spp.
CCIBP-A5 77.18 592 a + + +
CCIBP-P1 70.55 + 3.88 b + - -
CCIBP-F1 63.87+ 6.29 bc + - +
CCIBP-F4 63.47 + 9.96 bc + -
CCIBP-Sp105 64.52 + 6.57 bc + - -
CCIBP-M27 68.48 + 5.34 bc + - -
CCIBP-A3 63.42 = 3.75 C + - +
CCIBP-B5 53.50+ 3.57 d + - +
CCIBP-B4 48.62+ 2.51 e - - +

Letras desiguales indican diferencias significativas por prueba H de Kruskal-
Wallis y U de Mann Whitney para p<0.05 - No produce; + Produce. DE Desviacion

Estandar
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Por otro lado, las observaciones microscoépicas
del frente de inhibicién entre Foc y la cepa
con mayor efecto antagonico, revelaron
cambios morfolégicos en las hifas tales como:
distorsiones y dafios en la integridad de la
pared celular con ruptura y derrame del
contenido celular (Figura 1).

Estos resultados concuerdan con los referidos
por otros autores. Segun Getha et al. (2005)
y Ameena y Yien (2013), los cambios
observados en la morfologia de las hifas de
Foc, resultan indicios tipicos de la actividad
de compuestos extracelulares que pueden
funcionar como enzimas liticas o como
antibidticos. Diferentes especies de Bacillus,
poseen proteinas con actividad antifUngica que
pueden causar lisis y alteraciones morfologicas
en las hifas (Sansinenea y Ortiz, 2011).

Todas las cepas evaluadas, con excepcion
de CCIBP-B4, mostraron actividad antifingica
por la presencia de metabolitos difundidos.
La cepa CCIBP-A5 que causo el mayor PICR
de Foc produjo tanto metabolitos difundidos
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como volatiles (Tabla 2). En presencia de estos
ultimos se observaron cambios en la coloracion
y textura de la colonia fungica con respecto
a la cepa control (Figura 2). Este hallazgo
resulta interesante ya que muestra la
versatilidad de esta cepa en mecanismos para
la inhibicién del crecimiento fingico que han
sido descritos en investigaciones precedentes
para diferentes especies del género Bacillus.
Por ejemplo, Sérgio et al. (2016) demostraron
que la inhibicion del crecimiento de F.
oxysporum y Rhizoctonia solani (J.G.Kuhn)
R.T.Moore fue causada por la producciéon de
compuestos volatiles de una cepa de B.
subtilis. También, Sharifi y Ryu (2016)
demostraron que los metabolitos volatiles de
Bacillus sp. tienen la capacidad de producir
cambios en la pigmentacion de F. oxysporum
y Botrytis cinerea (Mont.) de Bary y que este
efecto depende de la dosis empleada. Ellos
indicaron que estos compuestos son capaces
de inhibir el crecimiento de hongos
fitopatdgenos y que existe una linealidad entre
la concentracion en el medio de cultivo y el
grado de supresion.

Pt

Figura 1. Cambios en la morfologia de las hifas de Foc raza 1 en presencia de la
cepa bacteriana CCIBP-A5 a los cinco dias de incubacion. Morfologia normal de las
hifas (A). Observacién con microscopio 6ptico (400x) del frente de inhibicion

entre ambos microorganismos (B).

“ CCIBP-A5

Figura 2. Colonias de Foc raza 1 en experimento para la detecciéon de
metabolitos antifingicos volatiles, a los seis dias de incubacion en

condiciones in vitro.
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Los resultados anteriores corroboran hallazgos
previos de otros autores sobre las
interacciones microorganismo-
microorganismo. En este sentido, Agrios
(1997) indic6 que muchos microorganismos
inhiben el crecimiento de otros a través de la
excrecion de metabolitos tales como
antibidticos, toxinas y biosufactantes.
Ademas, Poveda et al. (2010) y Cruz-Martin
et al. (2012), siguiendo esta misma
metodologia, demostraron que aislados de
Bacillus spp. de la filosfera de Musa spp.
tenian efecto antifungico frente a P. fijiensis
a través de la produccion de metabolitos
difundidos al medio de cultivo. También Sérgio
et al. (2016) informaron que un aislado de B.
subtilis presentaba un elevado potencial
antagonico frente a varios hongos
fitopatégenos, dentro de los que se incluia F.
oxysporum, a través de la produccion de
estos tipos de metabolitos.

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo demostraron
el potencial antifungico que presentan cepas
del género Bacillus, pertenecientes a la
Coleccion de Cultivos Microbianos del
Instituto de Biotecnologia de las Plantas
frente Foc raza 1. Ademas, las metodologias
usadas pudieran constituir un criterio
importante a tener en cuenta para la
seleccion de bacterias como agentes
potenciales de control biolégico ya que la
multiplicidad de sus propiedades antifingicas
refuerza una mejor eficiencia como agentes
antagonistas.
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