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RESUMEN: Se evalu6 el control in vitro de Burkholderia cepacia (cepa CCIBP-E-556), Serratia
plymuthica (cepa ATCC 1270) y Bacillus subtilis (cepa ATCC 6051), sobre Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goid, utilizando el método de cultivo dual.Se midio el radio de la colonia del hongo y se determing el
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial. B. cepacia produjo el mayor efecto sobre el aislado de M.
phaseolina, provocando un porcentaje de inhibicién del 43,5%, y ocasionando cambios en la apariencia del
micelio, que se observaron en la zona de inhibicion con el uso del microscépico éptico. Por su parte, S.
plymuthica y B. subtilis provocaron valores de inhibicion del crecimiento micelial en M. phaseolina por debajo
del 10%, lo que indica que dichas cepas no poseen potencial como agentes de control bioldgico de este
fitopatdgeno. Se deben efectuar estudios posteriores con la cepa de B. cepacia a nivel de casa de cultivo y
campo, para determinar su utilidad en el control biol6gico del fitopatdgeno.
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frijol, Phaseolus vulgaris, fitopatégeno.

In vitro antagonism of bacterial strains against Macrophomina phaseolina Tassi (Goid)

ABSTRACT: The in vitro control of strains of Burkholderia cepacia, Bacillus subtilis and Serratia
plymuthica against Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid was evaluated by the dual culture method. The
radius of the fungal colony was measured, and the inhibition percentage of the radial growth determined.. The
B. cepacia strain showed the strongest inhibitory effect on the M. phaseolina isolate with a 43.5% of inhibition,
also causing changes in the mycelium appearance on the inhibition zone, which were observed with the optical
microscope. S. plymuthica and B. subtilis showed values of mycelia growth inhibition lower than 10% indicating
that these strains were not useful as biological controls of this pathogen. Greenhouse and field studies on the
B. cepacia strain are required to determine its potential use as a biological control agent of the pathogen.

Key words: antifungal activity, biocontrol, Burkholderia cepacia, Serratia plymuthica, Bacillus subtilis, common
beans, Phaseolus vulgaris, phytopathogen.

Dentro del grupo de las leguminosas que poseen
semillas comestibles, el frijol comun (Phaseolus
vulgaris L.) es uno de las mas importantes en el mun-
do. Actualmente se encuentra distribuido en los cinco
continentes y es componente esencial de la dieta,
especialmente en Centroaméricay Sudamérica (1). En
Cuba, se produce en todo el pais, pues representa un
producto de alta demanda, debido al habito de consu-
mo y necesidades nutritivas, constituyendo la princi-
pal fuente proteica de origen vegetal al alcance de la
mayoria de la poblacion (2).

La produccion de frijol es afectada por muchos fac-
tores como, baja fertilidad del suelo, presencia de pla-
gas y su conservacion. En Cuba, el descenso de los
rendimientos de este grano se origind, fundamental-
mente, por el déficit nutricional y la incidencia de pla-
gas (3).

El fitopatégeno Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goid es un microorganismo que habita el suelo, infec-
ta mas de 500 especies de plantas y tiene amplia
distribucién geogréafica (4). Las semillas de las legum-



bres pueden diseminar el hongo en su cubierta. Cuan-
do estan infectadas, no germinan o se produce la muer-
te de las plantulas poco después de la germinacion,
constituyendo causa de descalificacién de estas como
material vegetal de propagacion.

En Cuba, la presencia en semillas de frijol contami-
nadas con M. phaseolina origina la descalificacion de gra-
nos como material de siembra. Un ejemplo de ello, fue lo
ocurrido en los afios 2009 y 2010, donde solo en la Pro-
vincia Villa Clara se desecharon 5,5t de semillas de frijol
comun que no se utlizaron para nuevas plantaciones.

El combate eficaz de M. phaseolina, resulta dificil,
pues los tratamientos basados en el uso de fungicidas,
incidieron negativamente en la nodulacién de las legu-
minosas por la accion de bacterias fijadoras de nitro-
geno (5), por lo que resulta imprescindible erradicarlo
de las semillas, previo a la siembra.

Una de las alternativas empleadas para garantizar
que las semillas estén libres de patdgenos flingicos en
el momento de la siembra es el uso del control biologi-
Co, estrategia bien documentada en varios cultivos (6).

El empleo de Trichoderma spp ., agente de control
biolégico por excelencia, resultd exitosa en el control
de otros fitopatdgenos del suelo como Sclerotium rolfsii
Sacc., Rhizoctonia solani Kiihn y Pythium spp. (7,8).
En relacién a M. phaseolina se refirid que sus estruc-
turas pueden ser afectadas por Trichoderma (6,9,10).

Las rizobacterias también se estudiaron como agen-
tes de control biolégico para este patégeno. Sing et al.
(12) aislaron Bacillus subtilis (BN1) de la rizofera de
Pinus roxburghii que resulté ser efectiva en el manejo
de M. phaseolina. En general, muchas bacterias son
objeto de investigaciones por la capacitad que tienen
de promover el crecimiento de las plantas, ya sea di-
rectamente, por la facilitacion de adquisicion de
nutrientes o modulacién de los niveles de las
fitohormonas, o indirectamente, por la disminucion de
los patégenos (12).

Teniendo en cuenta estos criterios, este trabajo tuvo
como objetivo determinar el efecto antifingico de ce-
pas bacterianas frente a una cepa de M. phaseolina
aislada de semillas de frijol.

Se evaluaron tres cepas bacterianas: Burkholderia
cepacia (cepa CCIBP-E-556), identificada a través de
técnicas bioquimicas tradicionales y de analisis de
acidos grasos (13); Serratia plymuthica (cepa ATCC
1270) y Bacillus subtilis (cepa ATCC 6051) estas ulti-
mas, pertenecientes a la coleccién americana de cul-
tivos tipo. Por su parte, el aislado de M. phaseolina
(CCIBP-Mp1) empleado en el ensayo, se obtuvo, a partir
de semillas de frijol infectadas, provenientes de fincas
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particulares ubicadas en el municipio de Camajuani,
Villa Clara, Cuba. Todos estos microorganismos for-
man parte de la Coleccién de Cultivos Microbianos del
Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP, Cuba).

Para la evaluacion de la actividad antifingica in vitro
de las cepas bacterianas frente a M. phaseolina se
utilizé el método de cultivo dual (14).

Se inoculé una suspensién bacteriana a una con-
centracién de 10° ufc.ml* de cada una de las cepas,
en forma de estria en un bode de la placa Petri (90 mm
@) con medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA,
Spectrum). Se dejé que la humedad de los in6culos
fuese absorbida por el medio de cultivo y se colocé un
disco de micelio (6 mm) del fitopatégeno, obtenido a
partir de colonias de 7 dias de cultivo, a una distancia
de 70 mm del cultivo bacteriano. Se analizaron tres
réplicas por cada cepa bacteriana y se emple6 agua
desionizada estéril como control, siguiendo el mismo
procedimiento. Las placas se incubaron en la oscuri-
dad, a 28°C durante 120h.

Al concluir el tiempo de incubacion, se midio el ra-
dio de la colonia del hongo con una regla graduada,
tanto en los tratamientos como en los controles y se
determind el porcentaje de inhibicion del crecimiento
radial (PICR) segin Rahman et al. (15).

PICR= ((R1- R2)/R1) 100

donde: R1- radio de la colonia del patégeno en au-
sencia de la bacteriay R2- radio de la colonia del pat6-
geno en presencia de la bacteria

Los valores de PICR se compararon con un anali-
sis no paramétrico mediante la prueba de Kruskal-
Wallis, para ello se empleé el paquete estadistico
SPSS para Windows versién 19.0.

La cepa de B. cepacia CCIBP-E-556 mostro activi-
dad antifingica frente a M. phaseolina (CCIBP-Mp1l),
inhibiendo en 43,5% el crecimiento radial (Tabla). Esta
cepaprovocé cambios en la apariencia del micelio del
hongo fitopatdégeno, el que se observé de color blanco
y sin formacion de esclerocios. Por su parte, B. subtillis
ATCC 6051y S. plymuthica ATCC 1270, no mostraron
efecto antifungico significativo frente a M. phaseolina.

Numerosos autores refirieron la eficacia de aisla-
dos de B. cepacia para el control de hongos
fitopatdégenos (15, 16,17). Por ejemplo, Rahman et al.
(15), seleccionaron cepas de B. cepacia que mostra-
ron una adecuada capacidad biocontroladora sobre
Colletotrichum gloesporioides (Penz.) Penz. & Sacc.
en Carica papaya L., pues inhibié la germinacion del
100% de los conidios del hongo fitopatégeno en sélo
24h. De igual modo, Satya et al. (18) encontraron que
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TABLA. Actividad antifingica in vitro de cepas
bacterianas frente a Macrophomina phaseolina (CCIBP-
Mpl)./ In vitro antifungal activity of bacterial strains
against a Macrophomina phaseolina isolate (CCIBP-
Mp1).

Cepas bacterianas PICR (%) *
error tipo

Burkholderia cepacia (CCIBP- 43,48+ 0,53a

E-556)

Serratia plymutica ATCC 1270 6,36+0,86 b

Bacillus subtillis ATCC 6051 2,17+ 0,27 ¢

Medias + error tipo. Valores con letras diferentes
muestran diferencias significativas (P<0.05)

Burkholderia sp. (TNAU-1) redujo significativamente la
incidencia de M. phaseolina en plantas de Vigna radiata
L., lo que provoco un incremento en los porcentajes de
germinacién y tamafio de las plantas, cuando las apli-
caciones se realizaron a las semillas y al suelo.

Los resultados obtenidos con las bacterias de los
géneros Serratia y Bacillus, no coincidieron con infor-
mes previos (11, 19), lo que pudiera estar relacionado
con las cepas bacterianas empleadas. Estas, en de-
pendencia del lugar de aislamiento y de las condicio-
nes de cultivo, puede tener o no, la capacidad de pro-
ducir metabolitos con efecto antifingico.

En el andlisis microscépico (400x), las hifas en la
zona de inhibicion, se observaron de aspecto anormal
con deformaciones en sus extremos (Figura).

Estos hallazgos coinciden con lo sefialado por Minaxi
y Saxena (20), quienes informaron la presencia de frag-
mentacion, hinchamiento, perforaciones vy lisis de hifas
de M. phaseolina, en presencia de B. cepacia BAM-6,
en su estudio utilizando microscopia electronica.

Diversas cepas de B. cepacia fueron referidas como
productoras de una amplia gama de metabolitos
antifiingicos como pyrrolnitrin, fenazina y cepabactin,
los que influyen en el crecimiento y morfologia del
micelio fangico (21). De igual modo, la presencia de
compuestos antifungicos en B. cepacia frente a
Rhizoctonia solani fue informada (17). Algunos de es-
tos compuestos pudieran ser los responsables de las
alteraciones observadas en el micelio de M. phaseolina
en este estudio, aspecto que sera objeto de investiga-
ciones futuras.

Teniendo en cuenta la actividad in vitro de B. cepacia
frente a M. phaseolina, se deben acometer en el futuro
estudios a nivel de casa de cultivo y campo, de mane-
ra de obtener evidencias que avalen el uso de esta
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FIGURA. Microfotografia del micelio de Macrophomina
phaseolina. A) aspecto normal en el tratamiento control. B)
Deformidades exhibidas por el micelio en presencia de
Burkholderia cepacia (CCIBP-E-556) (400x)./
Photomicrography of Macrophomina phaseolina mycelia.
A) Control. B) In the presence of Burkholderia cepacia
(CCIBP-E-556) (400x).

cepa bacteriana en el control biol6gico de este patdge-
no, lo que representaria una via econémica y
medioambientalmente promisoria para disminuir la in-
cidencia de la enfermedad.
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