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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la actividad antagonista de cepas de Bacillus, endófitas de la planta hiperacumuladora de níquel Leucocroton havanensis Borhidi, frente a los hongos Alternaria alternata (Fr.) Keissl. y a tres especies del género Fusarium.
 Se determinó la producción de sideróforos, cianuro de hidrógeno (HCN) y
 de enzimas líticas como amilasas, proteasas y lipasas. La actividad 
antagonista de las bacterias, frente a los hongos fitopatógenos, se 
evaluó in vitro en un cultivo dual. Los porcentajes de inhibición
 del crecimiento se compararon mediante un análisis de varianza de 
clasificación simple, seguido de una prueba de Tukey. El 100 % de las 
cepas produjeron proteasas, amilasas y HCN; mientras que, 11 de ellas 
produjeron sideróforos. Todas las cepas afectaron el crecimiento de los 
hongos, durante el ensayo de antagonismo. La cepa Bacillus sp. ER11 mostró el mayor porcentaje de inhibición de los hongos, con valores superiores al 70 % en todos los casos. 
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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. 
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INTRODUCCIÓN



El
 incremento alarmante del número de plagas y enfermedades en las plantas
 producen crisis en los sistemas agrícolas y alimentarios. Además, 
inciden en la productividad y ponen en riesgo la seguridad alimentaria 
en las zonas afectadas, con consecuencias económicas, sociales y 
ambientales (1). Los hongos constituyen una 
amenaza para la producción de alimentos; a su vez, causan grandes 
pérdidas en la calidad y cantidad de las cosechas. En este sentido, los 
géneros fúngicos Fusarium y Alternaria se encuentran entre
 los principales fitopatógenos que se reconocen por infectar a cultivos 
de interés económico como es el tomate (2,3). 
El
 empleo sistemático de productos químicos en la agricultura provoca el 
resurgimiento de plagas, la contaminación del medio ambiente, problemas 
de salud animal y humana, así como la aparición de cepas resistentes a 
estos compuestos (4). La mejora de la 
productividad agrícola de forma sostenible, con el objetivo de cubrir la
 demanda creciente, constituye uno de los desafíos identificados por la 
Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la 
Agricultura (FAO) para la estabilidad alimentaria y la disponibilidad de
 alimentos (1). Por esta razón, en los 
últimos años, se fomentan los estudios dirigidos al empleo de 
microorganismos antagonistas como controladores biológicos de estas 
plagas (5). 
Leucocroton havanensis
 Borhidi (Euphorbiaceae), conocida comúnmente como “Cuaba Amarilla”, es 
una planta hiperacumuladora de níquel, endémica de Cuba. Esta especie 
está geográficamente restringida a los matorrales xeromórficos 
denominados cuabales, en suelos de serpentina o ultramáficos (6).
 Estos son ecosistemas con altas concentraciones de metales pesados como
 níquel, cromo y cobalto; además, poseen bajas concentraciones de 
nutrientes esenciales como nitrógeno, fósforo, potasio y calcio; por 
estas características se consideran ambientes extremos (7).
Las
 bacterias endófitas de las plantas hiperacumuladoras de metales se 
destacan por sus características de promoción del crecimiento vegetal (8,9).
 Estas bacterias protegen a las plantas contra el estrés abiótico, 
mediante la producción de sustancias poliméricas extracelulares y de 
enzimas antioxidantes. Además de la protección contra el estrés biótico,
 suprimen los daños provocados por los fitopatógenos, mediante la 
síntesis de metabolitos bioactivos como enzimas hidrolíticas, 
sideróforos y cianuro de hidrógeno (HCN) (10). Las especies del género Bacillus
 spp. se reconocen por su capacidad de producir metabolitos con 
actividad antifúngica, específicamente enzimas líticas y lipopéptidos, 
que poseen acción antagonista frente a un amplio espectro de 
fitopatógenos fúngicos (11).
Las
 poblaciones microbianas que habitan en ambientes extremos como son los 
suelos ultramáficos son una fuente potencial de metabolitos bioactivos 
con impacto positivo en el desarrollo de la Biotecnología Agrícola y en 
la protección del medio ambiente (12). El 
objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antagonista de 
bacterias endófitas de la planta hiperacumuladora de níquel L. havanensis frente a cuatro especies de hongos fitopatógenos.

MATERIALES Y MÉTODOS



Microorganismos empleados



Se utilizaron 12 cepas bacterianas pertenecientes al género Bacillus (denominadas Bacillus sp. ER1hasta ER12), endófitas de la planta hiperacumuladora de níquel L. havanensis.
 Todas estas cepas pertenecen a la colección de cultivos microbianos del
 Departamento de Microbiología, Facultad de Biología, Universidad de La 
Habana. Además, se emplearon cuatro cepas de hongos fitopatógenos: Alternaria alternata (Fr.) Keissl., Fusarium moniliforme J. Sheld. F-22, Fusarium solani (Mart.) Sacc. F-29 y Fusarium oxysporum
 Schltdl. F-44, pertenecientes a la colección de microorganismos del 
Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Caña de 
Azúcar (ICIDCA), gentilmente donadas a la Facultad de Biología de la 
Universidad de La Habana. 

Producción de sideróforos, HCN y enzimas líticas



La producción de sideróforos se determinó 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 producción de
 sideróforos. Para determinar la producción de HCN se prepararon 
precultivos en caldo nutriente suplementado con 4,4 g.L-1 de glicina, los que se incubaron a 150 rev.min-1
 durante 18 horas. Se inocularon placas del mismo medio modificado 
agarizado. En la tapa de cada placa, se colocó un papel de filtro 
Whatman no.1 al que se le añadió una solución de carbonato de sodio 2 % 
(p/v) y de ácido pícrico 0,5 % (p/v). Las placas se sellaron con 
parafilm e incubaron 96 horas a 28ºC. El desarrollo de una coloración de
 naranja a rojo en el papel de filtro se consideró positivo a la 
producción de HCN (14).
La
 producción cualitativa de enzimas hidrolíticas extracelulares se 
realizó en medios sólidos con diferentes sustratos. La producción de 
lipasas se determinó en el medio Agar Nutriente suplementado con Tween 
80; la de proteasas, en el medio Agar Leche y la producción de amilasas,
 en el medio Agar Almidón. La inoculación de los aislados se hizo 
mediante una estría en los medios y se incubaron durante cinco días a 
28ºC. Para la interpretación de los resultados se siguió las 
indicaciones de Harrigan y McCance (15).

Actividad antagonista in vitro frente a hongos fitopatógenos



La
 actividad antagonista de las bacterias endófitas de la planta 
hiperacumuladora de Ni, se determinó a través de un cultivo dual, en una
 relación de volumen de los medios fundidos de 50:50 de Agar Extracto de
 Malta y Agar LB. Cada bacteria se inoculó por triplicado en placas 
Petri de 90 mm de diámetro, formando un triángulo equilátero y en el 
centro se colocó un ponchete, de 5 mm de diámetro, de un cultivo de 
siete días del hongo fitopatógeno a evaluar (16).
 Las placas se incubaron por siete días a 28ºC. La actividad antagónica 
se determinó por la comparación estadística de los diámetros de las 
colonias de los hongos en presencia y ausencia de los aislados 
bacterianos (testigo). Se determinó el porcentaje de inhibición teniendo
 en cuenta la siguiente ecuación (17): 

					
I = [(R1 - R2) / R1] x 100  




				
donde:R1

- Promedio de las mediciones del diámetro de la colonia fúngica del testigo (hongo en ausencia de la bacteria).


R2

- Promedio de las mediciones del diámetro de la colonia fúngica en presencia de la bacteria.


I

- porcentaje de inhibición del crecimiento fúngico frente al aislado evaluado.




Para
 comparar los porcentajes de inhibición del crecimiento se utilizó un 
Análisis de varianza de clasificación simple, seguido de una prueba de 
comparación múltiple de medias Tukey con nivel de significación 0,05.
 Previamente se verificó 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 análisis estadísticos. Todos los 
análisis se realizaron con el empleo del programa STATISTICA versión 8.0
 (StatSoft 2007). 


RESULTADOS Y DISCUSIÓN



Producción de sideróforos, HCN y enzimas líticas



Se
 produjeron sideróforos en 11 de las 12 cepas evaluadas, las que 
mostraron una coloración 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 detectó la producción de lipasas. (Tabla 1)

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

	Cepas	Producción de 	amilasas	proteasas 	lipasas
	sideróforos	HCN
	ER1	+	+	+	+	+
	ER2	+	+	+	+	+
	ER3	+	+	+	+	-
	ER4	+	+	+	+	-
	ER5	+	+	+	+	+
	ER6	+	+	+	+	+
	ER7	+	+	+	+	+
	ER8	-	+	+	+	-
	ER9	+	+	+	+	+
	ER10	+	+	+	+	+
	ER11	+	+	+	+	+
	ER12	+	+	+	+	+



				
El género Bacillus es uno de los más 
estudiados debido, fundamentalmente, a su abundancia en diferentes 
plantas y a la producción de una gran diversidad de metabolitos con 
actividad antimicrobiana (5,11).
 La producción de sideróforos en los endófitos es una característica 
común, ya que se desarrollan con bajos niveles de hierro en los tejidos 
de la planta (18). Esta característica se informó en todas las bacterias endófitas aisladas de las plantas hiperacumuladoras de níquel Thlaspi goesingense (Halácsy) F. K. Mey (19), Alyssum serpyllifolium Desf. (20) y Noccaea caerulescens (J. Presl & C.Presl) F. K. Mey (8). 
Los
 sideróforos son compuestos que actúan como agentes quelantes del Fe 
(III). Los microorganismos que producen sideróforos ofrecen doble 
beneficio para las plantas, pues evitan la proliferación de 
microorganismos patógenos y, a su vez, propician un aumento del 
crecimiento de la planta por la disponibilidad de Fe (III) (21). 
El
 HCN es un metabolito secundario volátil que tiene potencialidades en el
 control biológico, en la supresión del desarrollo de patógenos, además 
de un inductor de la resistencia en las plantas (22).
 La producción microbiana de HCN se considera una importante 
característica antifúngica. El cianuro actúa como un inhibidor 
metabólico general (23). Esta característica se observó en bacterias endófitas de la planta Mussaenda roxburghii Hook.f., las cuales inhibieron también el crecimiento de los patógenos fúngicos Sclerotium rolfsii Sacc. y Sclerotinia sclerotiorum (Purdy) (24).
Las
 enzimas hidrolíticas ayudan a las bacterias endófitas a colonizar la 
planta; la producción de proteasas, celulasas, amilasas y lipasas 
inhiben el crecimiento de hongos fitopatógenos (25).
 La producción de metabolitos con actividad antimicrobiana es una de las
 características de interés en las bacterias empleadas en el biocontrol 
de microorganismos fitopatógenos.

Actividad antagonista in vitro frente a hongos fitopatógenos



Las 12 cepas afectaron el crecimiento radial de los cuatro hongos (Fig. 1).
 En ocho de las cepas (ER1, ER2, ER5, ER6, ER9, ER10, ER11 y ER12) el 
porcentaje de inhibición de todos los hongos fue superior a 50 %. Este 
resultado puede deberse a la producción de metabolitos bioactivos con 
actividad antifúngica; característica que presentaron estas cepas. La 
sensibilidad de los hongos frente a las bacterias endófitas en orden 
decreciente fue: Fusarium solani F-29, Fusarium oxysporum F44, Fusarium moniliforme F-22 y Alternaria alternata. 
La
 cepa ER8 mostró el menor efecto inhibitorio en el crecimiento radial de
 los cuatro hongos fitopatógenos. Esta es la única cepa, de las 
estudiadas, que no produce sideróforos y es una de las tres que no 
producen lipasas; estos son compuestos que tienen efecto inhibitorio en 
los hongos, por lo que la inhibición del crecimiento fúngico, en este 
caso, debe estar dado por la producción de otros metabolitos. 

					
[image: 2224-4697-rpv-34-02-e10-gf1.jpg]

Figura 1. 
		
Porcentaje de inhibición del crecimiento de los hongos fitopatógenos: (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.



				
El mayor efecto inhibitorio se observó en la cepa Bacillus sp. ER11, con valores superiores a 90 % de inhibición del crecimiento de los hongos F. oxysporum F-44 y F. solani F-29 y más de 70 % en F. moniliforme F-22 y A. alternata. Esto indica el potencial de esta cepa como antagonista de los fitopatógenos evaluados. 
Los resultados de este estudio están en correspondencia con los que se informaron en la literatura para especies del género Bacillus. El potencial antagonista de Bacillus subtilis SCB-1, endófita de la caña de azúcar, productora de amilasas, proteasas, celulasas y sulfactina, se observó frente de a Alternaria alternata (Fr.) Keissl. SC6.2 y Fusarium oxysporum Schltdl. SC7.1 (11). La cepa Bacillus amyloliquefaciens RWL-1 inhibió el crecimiento del Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Schltdl., tanto in vitro como in vivo
 en plantas de tomate. Esta cepa estimuló el crecimiento de las plantas y
 disminuyó considerablemente los síntomas de la enfermedad provocada por
 el patógeno (26). Las bacterias pueden provocar daños morfológicos 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 (17). 
La
 prospección de microorganismos productores de metabolitos antifúngicos,
 autóctonos de ecosistemas ultramáficos, reviste gran interés para la 
agronomía contemporánea. Este estudio reveló que las bacterias endófitas
 de la planta hiperacumuladora de níquel L. havanensis inhiben el
 crecimiento de hongos fitopatógenos y son una fuente de metabolitos 
bioactivos con potencialidades en el control de hongos fitopatógenos. 
Estas características convierten a estas bacterias en una potente 
herramienta para el desarrollo de un bioproducto con aplicación en el 
manejo integral de plagas.
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