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Actividad antagonica de bacterias endofitas de
Leucocroton havanensis Borhidi frente a hongos
fitopatogenos

Antagonistic activity of endophytic bacteria from
Leucocroton havanensis Borhidi against phytopathogenic
fungi
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RESUMEN: El objetivo del estudio fue evaluar la actividad antagonista de cepas de Bacillus,
endofitas de la planta hiperacumuladora de niquel Leucocroton havanensis Borhidi, frente a los
hongos Alternaria alternata (Fr.) Keissl. y a tres especies del género Fusarium. Se determind la
produccion de siderdforos, cianuro de hidrégeno (HCN) y de enzimas liticas como amilasas, proteasas
y lipasas. La actividad antagonista de las bacterias, frente a los hongos fitopatogenos, se evaluo in
vitro en un cultivo dual. Los porcentajes de inhibicion del crecimiento se compararon mediante un
analisis de varianza de clasificacion simple, seguido de una prueba de Tukey. E1 100 % de las cepas
produjeron proteasas, amilasas y HCN; mientras que, 11 de ellas produjeron sider6foros. Todas las
cepas afectaron el crecimiento de los hongos, durante el ensayo de antagonismo. La cepa Bacillus sp.
ER11 mostré el mayor porcentaje de inhibicion de los hongos, con valores superiores al 70 % en todos
los casos.

Palabras claves: Bacillus, control bioldgico, Alternaria alternata, Fusarium, metabolitos bioactivos.

ABSTRACT: The objective of the study was to evaluate the antagonistic activity of Bacillus strains,
endophytes of the nickel hyperaccumulator plant Leucocroton havanensis Borhidi, against the fungi
Alternaria alternate (Fr.) Keissl. and three species of the genus Fusarium. The production of
siderophores, HCN and lytic enzymes, such as amylases, proteases, and lipases, was determined. The
antagonistic activity of the bacteria against the fungi were evaluated in vitro in dual culture. The
inhibition percentages were compared by analysis of variance and Tukey's test. All strains produced
proteases, amylases, and hydrogen cyanide (HCN), whereas 11 strains were detected to produce
siderophores. All strains affected fungal growth in the antagonism test. The strain Bacillus sp. ER11
showed the highest percentages of fungal inhibition, more than 70% in all cases.

Key words: Bacillus, biologic control, Alternaria alternata, Fusarium, bioactive metabolites.

ambientales (1). Los hongos constituyen una
amenaza para la produccion de alimentos; a su
vez, causan grandes pérdidas en la calidad y

INTRODUCCION

El incremento alarmante del numero de plagas

y enfermedades en las plantas producen crisis en
los sistemas agricolas y alimentarios. Ademas,
inciden en la productividad y ponen en riesgo la
seguridad alimentaria en las zonas afectadas, con

consecuencias econdmicas, sociales y

cantidad de las cosechas. En este sentido, los
géneros fungicos Fusarium y Alternaria se
encuentran entre los principales fitopatogenos
que se reconocen por infectar a cultivos de
interés econdomico como es el tomate (2,3).
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El empleo sistematico de productos quimicos
en la agricultura provoca el resurgimiento de
plagas, la contaminacion del medio ambiente,
problemas de salud animal y humana, asi como la
aparicion de cepas resistentes a estos compuestos
(4). La mejora de la productividad agricola de
forma sostenible, con el objetivo de cubrir la
demanda creciente, constituye uno de los desafios
identificados por la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(FAO) para la estabilidad alimentaria y la
disponibilidad de alimentos (1). Por esta razon,
en los ultimos anos, se fomentan los estudios
dirigidos al empleo de microorganismos
antagonistas como controladores biologicos de
estas plagas (5).

Leucocroton Borhidi
(Euphorbiaceae), conocida comunmente como
“Cuaba Amarilla”, es planta
hiperacumuladora de niquel, endémica de Cuba.
Esta especie esta geograficamente restringida a
los matorrales xeromorficos denominados
cuabales, en suelos de serpentina o ultramaficos
(6). Estos son ecosistemas con altas
concentraciones de metales pesados como niquel,
cromo Yy cobalto; ademas, poseen bajas
concentraciones de nutrientes esenciales como
nitrogeno, fosforo, potasio y calcio; por estas
caracteristicas se consideran ambientes extremos
@).

Las bacterias endofitas de las plantas
hiperacumuladoras de metales se destacan por
sus caracteristicas de promocion del crecimiento
vegetal (8,9). Estas bacterias protegen a las
plantas contra el estrés abidtico, mediante la
produccion de poliméricas
extracelulares y de antioxidantes.
Ademas de la proteccion contra el estrés biotico,
suprimen los daflos provocados por los
fitopatdgenos, mediante la sintesis de metabolitos
bioactivos como enzimas hidroliticas, sider6foros
y cianuro de hidrogeno (HCN) (10). Las especies
del género Bacillus spp. se reconocen por su
capacidad de producir metabolitos con actividad
antifngica, especificamente enzimas liticas y
lipopéptidos, que poseen accidon antagonista
frente a un amplio espectro de fitopatdogenos
fungicos (11).

Las poblaciones microbianas que habitan en
ambientes extremos como son los suelos

havanensis

una

sustancias
enzimas

ultramaficos son wuna fuente potencial de
metabolitos bioactivos con impacto positivo en el
desarrollo de la Biotecnologia Agricola y en la
proteccidon del medio ambiente (12). El objetivo
de este trabajo fue evaluar la actividad
antagonista de bacterias endofitas de la planta
hiperacumuladora de niquel L. havanensis frente
a cuatro especies de hongos fitopatdgenos.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos empleados

Se utilizaron 12 cepas  bacterianas
pertenecientes al género Bacillus (denominadas
Bacillus sp. ERlhasta ER12), endofitas de la
planta hiperacumuladora de niquel L. havanensis.
Todas estas cepas pertenecen a la coleccion de
cultivos microbianos del Departamento de
Microbiologia, Facultad de Biologia, Universidad
de La Habana. Ademads, se emplearon cuatro
cepas de hongos fitopatdgenos:
alternata (Fr.) Keissl., Fusarium moniliforme J.
Sheld. F-22, Fusarium solani (Mart.) Sacc. F-29
y  Fusarium  oxysporum  Schltdl.  F-44,
pertenecientes a la coleccidon de microorganismos
del Instituto Cubano de Investigaciones de los
Derivados de la Cafia de Azicar (ICIDCA),
gentilmente donadas a la Facultad de Biologia de
la Universidad de La Habana.

Produccion de sideroforos, HCN y enzimas
liticas

Alternaria

La produccion de sideroforos se determind
mediante el método del Cromo Azurol S (CAS)
(13) inoculando los aislados en agar CAS. La
presencia de un halo amarillo alrededor de las
colonias bacterianas fue indicativa de la
producciéon de siderdforos. Para determinar la
produccion de HCN se prepararon precultivos en
caldo nutriente suplementado con 4,4 gL' de
glicina, los que se incubaron a 150 rev.min’
durante 18 horas. Se inocularon placas del mismo
medio modificado agarizado. En la tapa de cada
placa, se coloco un papel de filtro Whatman no.1
al que se le afiadid una solucion de carbonato de
sodio 2 % (p/v) y de acido picrico 0,5 % (p/v).
Las placas se sellaron con parafilm e incubaron
96 horas a 28°C. El desarrollo de una coloracion
de naranja a rojo en el papel de filtro se considero
positivo a la produccion de HCN (14).
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La produccion cualitativa de enzimas
hidroliticas extracelulares se realizd en medios
solidos con diferentes sustratos. La produccion de
lipasas se determind en el medio Agar Nutriente
suplementado con Tween 80; la de proteasas, en
el medio Agar Leche y la produccion de
amilasas, en el medio Agar Almidéon. La
inoculacion de los aislados se hizo mediante una
estria en los medios y se incubaron durante cinco
dias a 28°C. Para la interpretaciéon de los
resultados se sigui6 las indicaciones de Harrigan
y McCance (15).

Actividad antagonista in vitro frente a

hongos fitopatogenos

La actividad antagonista de las bacterias
endofitas de la planta hiperacumuladora de Ni, se
determind a través de un cultivo dual, en una
relacién de volumen de los medios fundidos de
50:50 de Agar Extracto de Malta y Agar LB.
Cada bacteria se inocul6 por triplicado en placas
Petri de 90 mm de diametro, formando un
triangulo equilatero y en el centro se coloco un
ponchete, de 5 mm de diametro, de un cultivo de
siete dias del hongo fitopatégeno a evaluar (16).
Las placas se incubaron por siete dias a 28°C. La
actividad antagénica se determind por la
comparacion estadistica de los didmetros de las
colonias de los hongos en presencia y ausencia de
los aislados bacterianos (testigo). Se determino el
porcentaje de inhibicién teniendo en cuenta la
siguiente ecuacion (17):

I=[(R1-R2)/R1]x 100

donde:

R1 - Promedio de las mediciones del diametro
de la colonia fungica del testigo (hongo en
ausencia de la bacteria).

R2 - Promedio de las mediciones del diametro
de la colonia fungica en presencia de la
bacteria.

I - porcentaje de inhibicion del crecimiento

fungico frente al aislado evaluado.

Para comparar los porcentajes de inhibicion
del crecimiento se utiliz6 un Andlisis de varianza
de clasificacion simple, seguido de una prueba de
comparacion multiple de medias Tukey con nivel
de significacion 0,05. Previamente se verifico el
cumplimiento de las premisas de normalidad y
homogeneidad de varianzas, con el empleo de las
pruebas de  Shapiro-Wilks 'y  Levene,

respectivamente. Los datos se transformaron a
logaritmo antes de realizar los andlisis
estadisticos. Todos los analisis se realizaron con
el empleo del programa STATISTICA version 8.0
(StatSoft 2007).

RESULTADOS Y DISCUSION

Produccion de sideroforos, HCN y enzimas
liticas

Se produjeron sideréforos en 11 de las 12
cepas evaluadas, las que mostraron una
coloracion amarilla alrededor de las colonias
bacterianas en el medio con Cromo Azurol S.
Todas las cepas de Bacillus sp. produjeron HCN,
amilasas y proteasas; mientras que, en nueve de
los aislados se detectd la produccion de lipasas.
(Tabla 1)

El género Bacillus es uno de los mas
estudiados debido, fundamentalmente, a su
abundancia en diferentes plantas y a la
produccion de una gran diversidad de metabolitos
con actividad antimicrobiana (5,11). La
produccion de sider6foros en los endofitos es una
caracteristica comun, ya que se desarrollan con
bajos niveles de hierro en los tejidos de la planta
(18). Esta caracteristica se inform6 en todas las
bacterias endodfitas aisladas de las plantas
hiperacumuladoras de niquel Thlaspi goesingense
(Halacsy) F. K. Mey (19), Alyssum serpyllifolium
Desf. (20) y Noccaea caerulescens (J. Presl &
C.Presl) F. K. Mey (8).

Los sideroforos son compuestos que actilan
como agentes quelantes del Fe (III). Los
microorganismos que producen sider6foros
ofrecen doble beneficio para las plantas, pues
evitan la proliferacion de microorganismos
patogenos y, a su vez, propician un aumento del
crecimiento de la planta por la disponibilidad de
Fe (I1I) (21).

El HCN es un metabolito secundario volatil
que tiene potencialidades en el control bioldgico,
en la supresion del desarrollo de patdgenos,
ademas de un inductor de la resistencia en las
plantas (22). La produccion microbiana de HCN
se considera una importante caracteristica
antifungica. El cianuro actua como un inhibidor
metabolico general (23). Esta caracteristica se
observd en bacterias endofitas de la planta

roxburghii  Hook.f., las
también el crecimiento de los

Mussaenda cuales

inhibieron
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Tabla 1. Produccion de metabolitos bioactivos, por las cepas de Bacillus, endofitas de L.
havanensis./ Production of bioactive metabolites by endophytic Bacillus strains from L. havanensis.

Produccion de

Cepas

sideréforos HCN

amilasas proteasas lipasas

ER1 + +
ER2
ER3
ER4
ERS
ER6
ER7
ER8 -
ER9
ER10
ERI11
ER12

+ o+ + + o+ +

+ o+ + o+ + o+ o+ o+ o+

+
+
+
+

+
+

+ o+ + + o+ + o+ o+ o+
+ + + + + o+ + o+ o+ o+ o+
+ o+ o+

+ + + o+

patégenos fungicos Sclerotium rolfsii Sacc. y
Sclerotinia sclerotiorum (Purdy) (24).

Las enzimas hidroliticas ayudan a las bacterias
endofitas a colonizar la planta; la produccién de
proteasas, celulasas, amilasas y lipasas inhiben el
crecimiento de hongos fitopatdégenos (25). La
produccion de metabolitos con actividad
antimicrobiana es una de las caracteristicas de
interés en las empleadas
biocontrol de microorganismos fitopatogenos.

bacterias en el

Actividad antagonista in vitro frente a
hongos fitopatogenos

Las 12 cepas afectaron el crecimiento radial de
los cuatro hongos (Fig. 1). En ocho de las cepas
(ER1, ER2, ERS5, ER6, ER9, ER10, ERI1 y
ER12) el porcentaje de inhibicion de todos los
hongos fue superior a 50 %. Este resultado puede
deberse a la produccion de metabolitos bioactivos
con actividad antiflingica; caracteristica que
presentaron estas cepas. La sensibilidad de los
hongos frente a las bacterias endofitas en orden
decreciente fue: Fusarium solani F-29, Fusarium
oxysporum F44, Fusarium moniliforme F-22 y
Alternaria alternata.

La cepa ER8 mostrdé el menor efecto
inhibitorio en el crecimiento radial de los cuatro
hongos fitopatogenos. Esta es la tnica cepa, de
las estudiadas, que no produce sideréforos y es
una de las tres que no producen lipasas; estos son
compuestos que tienen efecto inhibitorio en los
hongos, por lo que la inhibicion del crecimiento

fingico, en este caso, debe estar dado por la
produccion de otros metabolitos.

El mayor efecto inhibitorio se observo en la
cepa Bacillus sp. ER11, con valores superiores a
90 % de inhibicion del crecimiento de los hongos
F. oxysporum F-44 y F. solani F-29 y méas de 70
% en F. moniliforme F-22 y A. alternata. Esto
indica el potencial de esta cepa como antagonista
de los fitopatdgenos evaluados.

Los resultados de este estudio estan en
correspondencia con los que se informaron en la
literatura para especies del género Bacillus. El
potencial antagonista de Bacillus subtilis SCB-1,
endofita de la cafia de azucar, productora de
amilasas, proteasas, celulasas y sulfactina, se
observo frente de a Alternaria alternata (Fr.)
Keissl. SC6.2 y Fusarium oxysporum Schitdl.
SC7.1 (11). La cepa Bacillus amyloliquefaciens
RWL-1 inhibiéo el crecimiento del Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici Schltdl., tanto in
vitro como in vivo en plantas de tomate. Esta
cepa estimuld el crecimiento de las plantas y
disminuy6 considerablemente los sintomas de la
enfermedad provocada por el patdgeno (26). Las
bacterias pueden provocar dafios morfologicos en
el micelio del hongo; estas alteraciones se
observaron en A. alternata durante un cultivo
dual con la cepa Bacillus subtilis ALICA
productora de proteasas, glucanasas y quitinasas
(7).

La  prospeccion de  microorganismos
productores de  metabolitos  antifungicos,
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Figura 1. Porcentaje de inhibicidon del crecimiento de los hongos fitopatdgenos: (A) Fusarium
solani F-29, (B) Alternaria alternata F-13, (C) Fusarium oxysporum F-44 y (D) Fusarium
moniliforme F-22, por las cepas bacterianas de Bacillus sp. / Percentage of growth inhibition of fungal
phytopathogens: (A) Fusarium solani F-29, (B) Alternaria alternata, (C) Fusarium oxysporum F-44
and (D) Fusarium moniliforme F-22 by Bacillus sp. strains.

autoctonos de ecosistemas ultramaficos, reviste
gran interés para la agronomia contemporanea.
Este estudio reveld que las bacterias endofitas de
la planta hiperacumuladora de niquel L.
havanensis inhiben el crecimiento de hongos
fitopatogenos y son una fuente de metabolitos
bioactivos con potencialidades en el control de
hongos fitopatogenos. Estas
convierten a estas bacterias en una potente
herramienta para el desarrollo de un bioproducto
con aplicacion en el manejo integral de plagas.
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