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RESUMEN

ABSTRACT

La pudricién blanda bacteriana, causada por Pectobacterium
carotovorum, ocurre en una amplia variedad de cultivos y es una de
las mas severas enfermedades poscosecha de la papa (Solanum
tuberosum L.) en el mundo entero. El control de esta enfermedad se
basa fundamentalmente en la aplicaciéon de quimicos que contami-
nan el medio ambiente y deterioran la salud humana. Una de las
alternativas ecoldgicas adoptadas es el uso de microorganismos
como agentes de control biol6gico, entre los que se encuentran los
miembros del género Bacillus. El objetivo del presente trabajo fue
determinar el efecto protector de 23 cepas de Bacillus sp. sobre el
desarrollo de la pudricién blanda de la papa. Para ello se trataron
rodajas de papa con cultivos bacterianos de 24 h y posteriormente se
inocularon con una cepa de P. carotovorum a dos concentraciones
diferentes. Las rodajas se mantuvieron durante 24 h en condiciones
de temperatura y humedad favorables para el desarrollo de la
pudricién. Transcurrido este tiempo se evalu6 la efectividad de los
tratamientos respecto a los controles no tratados, y se tuvo en cuenta
la aparicién o no de los sintomas caracteristicos de la enfermedad.
Las cepas G15, G19 y G25 solamente tuvieron efecto protector en las
rodajas tratadas con la menor concentracién de P. carotovorum, mien-
tras que B1, G10, Q7 y Q18 inhibieron el desarrollo de la pudricién en
las dos variantes analizadas. El resto de las cepas estudiadas no
mostré proteccion, y en algunos casos se observé un incremento en
la severidad de las lesiones.

Palabras claves: Bacillus, control biolégico, Pectobacterium
carotovorum, Solanum tuberosum

Bacterial soft rot, caused by Pectobacterium carotovorum, happens in
a wide variety of cultivations and it is one of the most severe postharvest
diseases of potato (Solanum tuberosum L.) in the world. The control is
based fundamentally on the application of chemical products that
contaminate the environment and deteriorate human health. One of
the ecological alternatives adopted in this sense is the use of
microorganisms as biological control agents, the members of genera
Bacillus are among them. The objective of the present work was to
determine the protective effect of 23 Bacillus sp. strains on the
development of the potato soft rot. Potato slices were treated with 24 h
growth bacterial cultures and were inoculated with a strain of P.
carotovorum, using two different concentrations. The slices stayed
during 24 h in conditions of temperature and favourable humidity for
the development of the soft rot. Lapsed this time the effectiveness of
the treatments was evaluated in comparison with non treated controls
observing the appearance or not of disease characteristic symptoms.
G15, G19 and G25 strains only had protective effect in the slices tried
with the smallest concentration of P. carotovorum. While B1, G10, Q7
and Q18 inhibited soft rot development in two analyzed variants. The
rest of the studied strains did not show protection, so an increment in
lesions severity was observed in some cases.

Key words: Bacillus, biological control, Pectobacterium carotovorum,
Solanum tuberosum

INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum 1..) ocupa el cuarto lugar
entre los diez cultivos de mayor importancia en el mun-
do, superada iinicamente por el trigo, el arroz y el maiz.
Su produccién anual asciende a mas de doscientos mi-
llones de toneladas que repercuten en la alimentacién
de gran parte de la poblacién mundial [ Estévez et al.,
2001]. Enla produccién de papa el cultivo puede afec-
tarse por una serie de factores bidticos y abidticos que
disminuyen el rendimiento y calidad de las cosechas,

en especial por la presencia de danos en los tubérculos.
Los factores bioticos de mayor importancia son la pre-
sencia de plagas y enfermedades que generan elevados
costos de manejo y control [Gregory y Andrade, 1996].

Las condiciones tropicales y humedas resultan poco
favorables para el cultivo de la papa debido a que es
propenso a infectarse con numerosos microorganismos
patégenos fingicos y bacterianos, ademas de las difi-
cultades que se presentan para conservar los tubércu-
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los. Las enfermedades bacterianas de la papa provocan
generalmente pudriciones humedas y pueden ser origina-
das por microorganismos pertenecientes a variados géne-
ros [MINAGRI, 2000]. En Cuba la pudricién blanda, cau-
sada por Pectobacterium carotovorum, Dickeya chrysanthemi
y Pectobacterium atrosepticum, es una de las enfermeda-
des bacterianas que se presenta con mayor incidencia en
el campo, y las pérdidas durante el almacenamiento de
los tubérculos son considerables [ Galan, 2004].

El control de estos patégenos se dificulta mucho debi-
do a que la enfermedad se puede presentar en diferen-
tes etapas del desarrollo de la planta. Estas bacterias
ademas pueden sobrevivir en el suelo, el agua de riego
y la maquinaria agricola. Por el momento el control de
la calidad fitosanitaria de los tubérculos-semilla y la
aplicacion de productos quimicos son medidas que con-
tribuyen a disminuir los dafios [Galan, 2004].

Actualmente se aboga por el uso de practicas agricolas
ecoldgicas como el control biolégico mediante el uso de
microorganismos antagonistas, los cuales pueden limi-
tar la iniciaciéon y propagacion de las enfermedades
causadas por patégenos vegetales mediante mecanis-
mos de competencia, antibiosis, induccién de resisten-
cia, entre otros [ Fernandez-Larrea, 2001].

Varias especies de los géneros Bacillus, Paenibacillus y
Brevibacillus producen sustancias antimicrobianas, de

las cuales se han descrito mas de de setenta antibioticos
de bajo peso molecular y naturaleza polipeptidica, en-
tre las cuales B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus,
B. circulans, B. cereus, Brevibacillus laterosporus y
Paenibacillus polymyxa son los mayores productores.
Los metabolitos secundarios producidos por algunas
de estas especies inhiben el crecimiento de bacterias y
hongos, por lo que se ha sugerido su uso como un méto-
do suplementario para la proteccién de las plantas con-
tra microorganismos fitopatégenos [Foldes et al., 2000].

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto pro-
tector de diferentes cepas del género Bacillus sobre el
desarrollo de la pudricién blanda de la papa.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron como material biol6gico 23 cepas del gé-
nero Bacillus conservadas en agar nutriente (Biocen) y
aisladas de suelos procedentes de regiones paperas de
diferentes municipios de la provincia de La Habana
(Tabla 1). Estas cepas se seleccionaron en considera-
cién a su actividad antagénica in vitro frente a cepas de
Pectobacterium carotovorum, Dickeya chrysanthemi y
Pectobacterium atrosepticum (datos no publicados). Se
emple6 ademas la cepa P, carotovorum 2046 conservada
en medio GYCA (glucosa, extracto de levadura, carbo-
nato de calcio, agar).

Tabla 1. Procedencia de las cepas del género Bacillus utilizadas

Cepas Procedencia Cepas Procedencia

Gl Municipio de Giiines G29 Municipio de Giiines
G2 Municipio de Giiines G30 Municipio de Giiines
G10 Municipio de Giiines Q6 Municipio de Quivican
Gl1 Municipio de Giiines Q7 Municipio de Quivican
G12 Municipio de Giiines Q12 Municipio de Quivican
G14 Municipio de Giiines Q13 Municipio de Quivican
Gl15 Municipio de Giiines Q18 Municipio de Quivican
G17 Municipio de Giiines S1 Municipio de San José
G18 Municipio de Giiines Bl Municipio de Giiines
G29 Municipio de Giiines B2 Municipio de Giiines
G23 Municipio de Giiines B4 Municipio de Giiines
G25 Municipio de Giiines

Para el crecimiento de las especies del género Bacillus se
utilizaron frascos erlenmeyers de 1 L de capacidad con
100 mL de medio caldo nutriente (Biocen). Los frascos se
inocularon con una suspensién bacteriana correspondiente
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aunvalorde 0,5 enla escala de Mac Farland (1 x 10® ufe/mL)
preparada a partir de cultivos de 24 h de crecimiento en
agar nutriente. Los cultivos se colocaron en zaranda orbital
termostatada durante 24 h a 30°Cy 120 rpm.
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Elinéculo de P, carotovorum se obtuvo a partir de culti-
vos de 24 h de la bacteria fitopatégena en medio GYCA.
Con agua destilada estéril se prepararon suspensiones
ajustadas a un valor de densidad 6ptica de 0,05y 0,1
respectivamente, a una longitud de onda de 580 nm.

Tubérculos-semilla certificados de la variedad Spunta
procedentes de Holanda se desinfectaron superficial-
mente con alcohol 70%, luego se sumergieron en
hipoclorito de sodio a 3% durante 3 min, se lavaron
con abundante agua destilada estéril y se colocaron en
un flujo laminar durante 1 h. Rodajas de papa de 1 cm
de grosor se sumergieron durante 1 min en los cultivos
de Bacillus spp. Las rodajas tratadas se colocaron en el
flujo laminar durante 30 min para eliminar la hume-
dad superficial. Posteriormente se inocularon con 10 LLL
de las suspensiones preparadas de la cepa Pectobacterium
carotovorum 2046. Cada rodaja se inocul6 en tres pun-
tos diferentes, y se emplearon como controles rodajas
sin tratar inoculadas con la bacteria fitopatégena y
previamente sumergidas en agua destilada estéril y
rodajas tratadas con cultivos de Bacillus spp. sin ino-
cular. Se utilizaron seis rodajas por tratamiento y se
colocaron en placas Petri con papel de filtro humedeci-
do con agua destilada estéril y se incubaron a 30°C du-

rante 24 h. Transcurrido este tiempo se determiné la
efectividad de los tratamientos mediante inspeccién
visual y observacién de la apariciéon o no de sintomas
caracteristicos de la enfermedad.

RESULTADOS Y DISCUSION

El control biolégico de P. carotovorum mediante espe-
cies de microorganismos antagonistas se ha estudiado
por varios grupos de investigacién debido al amplio ran-
go hospedero y a la gran importancia econémica que
poseen los cultivos que esta bacteria puede afectar. Se
han utilizado como alternativas el empleo de Erwinia
herbicola [Vanneste et al., 1995], Pseudomonas fluo-
rescens [Abdel-Alim et al., 2001] y Trichoderma hamatum
[Blom, 2001]; sin embargo, los resultados mas
promisorios han sido in vitro e in vivo, con especies del
género Bacillus productores de sustancias con activi-
dad antibacteriana [Bernal et al., 2002] [Sharga y Lyon,
1998] [Abdel-Alim et al., 2001].

En el estudio realizado el tratamiento de las rodajas de
papa con las cepas B1, G10, Q7 y Q18 previno total-

mente el desarrollo de la pudricién blanda en todas las

variantes del experimento (Fig. I).

sl ol

Figura 1. Efecto protector de la cepa G10 en rodajas de papa inoculadas con la mayor

concentracion de la cepa P, carotovorum 2046. A la derecha se muestran los controles de

P. carotovorum 2046 y G10.

En experimentos realizados por otros autores se han
producido resultados similares. Tal es el caso de Sharga
y Lyon (1998), quienes emplearon una cepa de Bacillus
subtilis productora de antibiéticos para tratar rodajas

de papa y raices de la planta, con el objetivo de inhibir
el desarrollo de la pudricién blanda ocasionada por P, ca-
rotovorum 'y P. atrosepticum. Estos autores solamente
emplearon en los tratamientos suspensiones de la cepa
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antagonista preparadas con agua y no los cultivos li-
quidos como en este trabajo. Es por esto quizas que
solamente hubo resultados positivos, que se traducen
en la disminucion de la severidad de las lesiones cuan-
do emplearon una alta concentracién de Bacillus
subtilis, mientras que en este estudio se pudo evitar
completamente la aparicién de lesiones caracteristicas
de la pudricién blanda con las cepas antes menciona-
das, lo cual pudiera deberse a la accion antibacteriana
de los metabolitos producidos por estos aislados
bacterianos que son excretados al medio de cultivo.

Las cepas B2, G15 y G25 solamente mostraron efecto
protector en aquellas rodajas inoculadas con la menor
concentracién de P, carotovorum (I'ig. 2). Esta diferen-
cia respecto a los resultados con las cepas B1, G10, Q7

y QI8 puede estar relacionada con la produccién de
metabolitos antibacterianos de menor actividad biolo-
gica inhibitoria, cuya accion se ve limitada por la densi-
dad de bacterias fitopatégenas presentes en el medio al
que son vertidos. También es posible que la produccién
de estos compuestos en las cepas antes mencionadas co-
mience en etapas mas tardias del crecimiento, por lo que
en el momento de tratar las rodajas sus concentraciones
en el medio de cultivo no son suficientes como para lo-
grar un efecto igual al obtenido con B1, G10,Q7y Q18.
De hecho se plantea que la produccion de sustancias con
actividad antimicrobiana por parte de especies del géne-
ro Bacillus esta muy relacionada con la fase estacionaria
del crecimiento microbiano y en particular con la etapa

de esporulacion [Schallmey et al., 2004].

-

Figura 2. Efecto protector de la cepa B2 en rodajas de papa
inoculadas con la menor concentracién de la cepa P, carotovorum
2046. A la derecha se muestran los controles de P. carotovorum

2046 y B2.

El resto de las cepas de Bacillus spp. estudiadas no
inhibieron el desarrollo de la pudricién blanda. Algu-
nas como G11,G12y G14 provocaron cambios de colo-
racion de color beis a pardo oscuro en las rodajas trata-
das, aunque no se observaron sintomas de pudriciéon
blanda. La cepa B4 produjo modificaciones drasticas
en las rodajas tratadas y el control; se observaron cam-
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bios de color de beis a marrén con presencia de fetidez
y una gran maceracion del tejido del tubérculo. Con
anterioridad otros autores han aislado algunas espe-
cies del género Bacillus, productoras de enzimas
pectinoliticas y proteoliticas, causantes de la pudriciéon
blanda en algunos cultivos [US EPA, 1997] [ Kararah
etal.,1985].
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CONCLUSIONES
* Lascepas B1, G10, Q7 y Q18 inhibieron el desarrollo

de la pudricion blanda en las rodajas inoculadas con
ambas concentraciones de P, carotovorum utilizadas.

* Lascepas B2, G15 y G25 solamente tuvieron efecto
protector en las rodajas inoculadas con la menor con-
centracién de P, carotovorum.

e La cepa B4 produjo un incremento en la severidad
de los sintomas de la enfermedad.
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