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RESUMEN

El control de la Sigatoka negra representa un gran reto y requiere el
desarrollo de programas de manejo integrado que incluyan alternativas
biolégicas que permitan disminuir el uso de fungicidas quimicos. Sin
embargo, el empleo de bioproductos en Cuba para el control de esta
enfermedad es limitado. Este trabajo tuvo como objetivo determinar el
potencial de cepas de Bacillus spp. aisladas de la filosfera de Musa spp.
como agentes de biocontrol de Mycosphaerella fijiensis Morelet, agente
causal de la enfermedad. Se realizaron aislamientos de la filosfera de Musa
spp. y se comprobd la presencia de bacterias productoras de metabolitos
antifangicos (volatiles y difundidos) con caracteristicas promisorias para el
control biologico de M. fijiensis. Estos resultados constituyen un criterio
importante a tener en cuenta para la seleccion de estas bacterias como
agentes de control bioldgico, ya que, la multiplicidad de dichos mecanismos
es importante para el reforzamiento de las propiedades antifungicas y una
mejor eficiencia en el biocontrol. Se selecciond la cepa de Bacillus pumilus
CCIBP-C5 para dilucidar los mecanismos de accion implicados en la actividad
antifangica. El filtrado de cultivo esta cepa (FC) inhibié el crecimiento in vitro
de M. fijiensis, y provocd cambios en la morfologia y estabilidad membrana
citoplasmatica. Ademas, tuvo efecto sobre el patégeno y la expresion de la
enfermedad en plantas inoculadas artificialmente el cual dependido del
momento de aplicacion. A partir de los resultados se demostro la
presencia de varios mecanismos involucrados en el biocontrol que se
interrelacionan entre si. Como aporte de este trabajo se cuenta con una
coleccion de cepas bacterianas caracterizadas, con potencial para su
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empleo en la formulacion de bioproductos para el manejo de la Sigatoka
negra y protocolos para la determinacion de la actividad antifingica in vitro
frente de las cepas a M. fijiensis. Desde el punto de vista social ha
contribuido en la formacion de profesionales y estudiantes en el campo de la
Biologia y Agronomia. Se defendié una tesis de doctorado, dos de maestria
en Biotecnologia Vegetal y una de Licenciatura en Biologia. Los resultados se
han publicado en revistas cientificas de gran prestigio y se han presentado en
eventos cientificos. Estos resultados permitieron disponer por vez primera de
candidatos bacterianos para el manejo de la Sigatoka negra en Cuba.
Teniendo en cuenta las caracteristicas de las cepas obtenidas en este
trabajo, se vienen utilizando también en diferentes investigaciones para
validar su empleo como promotoras del crecimiento en la aclimatizacion de
plantas in vitro de Musa sp. (Biotecnologia Vegetal 15(3): 2015) y plantas in
vitro de papa (Solanum tuberosum L.) en casa de cultivo (Biotecnologia
Vegetal 15 (2): 115 - 122, 2015).

Comunicacion corta del resultado

Entre los principales problemas fitosanitarios del cultivo de platanos y
bananos en Cuba se encuentra la Sigatoka negra, causada por
Mycosphaerella fijiensis Morelet, que es la enfermedad mas importante que
ataca la superficie foliar y estad considerada como la mas perjudicial a nivel
mundial. El control de esta enfermedad representa un gran reto y para su
control se requiere del desarrollo de programas de manejo integrado de la
enfermedad que incluyan, entre otros, el uso de controles biol6gicos en
combinacidon con compuestos que promuevan o mejoren los mecanismos de
defensa de las plantas. Aunque se ha demostrado que determinados géneros
bacterianos, y en particular los Bacillus, pueden ser antagonistas in vitro de
M. fijiensis, son discretos los resultados que se tienen sobre el efecto de
estos en la interaccion Musa spp.-M. fijiensis. En tal sentido, una mejor
comprensién de las interacciones que alli se establecen, en particular,
microorganismo-microorganismo contribuiria a encontrar mejores meétodos
de control. Teniendo en cuenta estos antecedentes se plantedé como objetivo:
Determinar el potencial de cepas de Bacillus spp. aisladas de la filosfera de
Musa spp. como agentes de biocontrol de M. fijiensis.

Seleccidn de cepas con actividad antifangica

Se lograron seleccionar 10 aislados de Bacillus spp. con actividad
antifungica frente a M. fijiensis y el 55% de estos produjeron metabolitos
difundidos y volatiles con efecto antifungico (Biotecnologia Vegetal 12
(3):179-182, 2012). Estos resultados evidenciaron que la microbiota de
platanos y bananos constituye una fuente de posibles candidatos para su uso
como controles biolégicos (Biotecnologia Vegetal 16(1): 53- 61, 2016) .

Se seleccionod la cepa CCIBP-C5 como modelo para realizar los experimentos
posteriores y se identifico como Bacillus pumilus. Su filtrado de cultivo (FC)
afect6 las estructuras de reproduccion de M. fijiensis e inhibio
significativamente la germinacion de los conidios y el crecimiento in vitro. Se
constato el estrés oxidativo provocado en el micelio cuando se aplico el FC
gue provocéd dafios a nivel de lipidos y/o proteinas y un cambio en la
permeabilidad de las membranas, que permiten explicar en parte las
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deformaciones observadas en el micelio y las estructuras de
reproduccion de M. fijiensis (Tropical Plant Pathology. 42:121-125, 2017)
Teniendo en cuenta los dafios provocado por el FC a estas estructuras, se
pudiera esperar que, en condiciones naturales, pudiera reducir la
concentracion del in6culo del patégeno capaz de producir infeccion. Estos
hallazgos evidencian el efecto antifungico del FC y justifican su estudio como
agente de biocontrol

Determinacion del efecto de FC sobre la expresion d e la

enfermedad

El efecto de FC sobre el desarrollo de la enfermedad en casa de cultivo
dependio del momento de su aplicacion (antes o después de la inoculacién
de M. fijiensis). En las plantas del tratamiento control las hojas se
observaron completamente necrosadas a los 70 dias posteriores a la
inoculacioén (dpi). En contraste, las plantas en presencia del FC mantenian gran
proporcién de tejido verde, las lesiones aparecieron de forma aislada y nunca
coalescieron. Con una unica aplicacion del filtrado de cultivo de la cepa CCIBP-
C5 (después de inoculado el patdégeno), se logré una eficiencia de 33,6 % en
el control de la enfermedad a los 70 dpi. Ademas, se destaca que este
resultado se alcanzo6 con solo una aplicacion y que no contenia preservantes,
conservantes ni estabilizantes que lo protegieran de la accion de la luz del Sol,
el agua de riego, entre otros factores ambientales a los que estuvo expuesto, o
cual resalta alin mas su potencial.

Efecto del filtrado de cultivo bacteriano sobre la respuesta de plantas
de Musa

Ademés de la accion antifungica directa del FC sobre M. fijiensis, el filtrado
bacteriano induce los mecanismos de defensa de la planta: las plantas de
‘Grande naine’ en condiciones de casa de cultivo aumentaron la actividad de
enzimas relacionadas con la respuesta de defensa vegetal asi como también
mostraron cambios en los niveles de ROS y de compuestos fendlicos cuando
se les aplicd el filtrado bacteriano. Estas respuestas fueron detectadas
también a nivel histolégico, y fueron independiente de la presencia de M.
fijiensis (Biotecnologia Vegetal, 15(2):97-103, 2015) . Los resultados
obtenidos en este estudio sugieren que existio, ademas de la accion
antifungica directa del FC sobre M. fijiensis, una induccion de mecanismos de
respuesta de defensa en la planta por el filtrado bacteriano. No siendo
necesario para ello la presencia del patégeno. Estos resultados refuerzan el
potencial biotecnolégico del filtrado del cultivo de la cepa B. pumilus CCIBP-
C5.

Caracterizacion del filtrado

de cultivo

Se logré caracterizar el FC, sugiriendo la presencia de compuestos proteicos
con efecto antifungico sobre el micelio de M. fijiensis (Biotecnologia Vegetal
14(1):55-59, 2014). La fraccion dializada obtenida mostré similar efecto
antifangico que el FC. La corrida electroforética evidencié la presencia
de proteinas en la fraccibn semipurifica, sugiriendo la excrecién de
proteinas o sustancias peptidicas al medio de cultivo por parte de la cepa
CCIBP-C5. Posteriormente, se comprobd la actividad quitinolitica del FC y no
se observo actividad 3-1,3 glucanasa.
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Como parte del proceso de caracterizacion del FC se obtuvieron dos
fracciones mediante la extraccion con acetato de etilo (fracciones acuosa y
organica del FC). Ambas fracciones inhibieron el crecimiento del micelio y con
ambas se observaron deformaciones similares en el micelio. Los resultados
cromatograficos indicaron la presencia de compuestos de naturaleza
lipopeptidica. La presencia de lipopéptidos en el FC fue corroborada por
espectroscopia infrarroja a partir de metabolitos purificados.

Consideraciones

generales

La aplicacion del FC de la cepa CCIBP-C5, en plantas de banano con
presencia de M. fijiensis, logro retardar la evoluciéon de los sintomas, asi como
redujo la biomasa fungica

inicial, lo que permiti6 mantener mayor cantidad de tejido fotosintéticamente
activo durante el periodo evaluado (70 dias) en condiciones de casa de
cultivo. El desarrollo de un bioproducto a partir de la cepa CCIBP-C5 podria
contribuir al control de la enfermedad en programas de manejo integrado.
Atendiendo a los resultados podria

considerarse su uso solo o combinado con otros productos, siempre que se
demuestre

su eficacia en condiciones de campo, asi como su compatibilidad en las
formulaciones que se elaboren, para permitir a las plantas llegar a la
floracibn con un mayor numero de hojas activas, lograr un mejor llenado del
fruto y por tanto disminuir los efectos dafinos de la enfermedad.

Novedad Cientifica de este trabajo radica en que demostré el potencial de
bacterias cubanas aisladas de la filosfera de Musa spp. como agentes de
control de M. fijiensis. Se logré determinar el efecto del filtrado de cultivo de la
cepa Bacillus pumilus CCIBP- C5 sobre el patdégeno, las plantas de Musa
cv. ‘Grande naine’ en casa de cultivo y la expresion de la enfermedad, asi
como también se evidenciaron algunos de los mecanismos de accién sobre el
patdgeno. Con la caracterizacion del filtrado de cultivo de la cepa CCIBP-C5
se identifico la presencia de compuestos proteicos con actividad antifungica,
asi como, de enzimas liticas.La espectro espectroscopia infrarroja reveld la
presencia de lipopéptidos en el filtrado de cultivo.

Beneficio practico v social: =~ En general, el control de la Sigatoka negra
representa un gran reto y para su control se requiere del desarrollo de
programas de manejo integrado de la enfermedad que incluyan, entre otros, el
uso de nuevos fungicidas y controles biolégicos en combinacién con
compuestos que promuevan o mejoren los mecanismos de defensa de las
plantas. En Cuba es muy limitado el empleo de bioproductos para el control
de esta enfermedad, es por ello que el desarrollo de estrategias sostenibles
constituye una necesidad. A partir de la seleccion de cepas con actividad
antifangica, de determinar su efecto sobre el patdégeno, la enfermedad y la
respuesta en plantas asi como las caracteristicas de estos metabolitos, se
podra elaborar un bioproducto cubano eficaz para insertarlo en el programa
de manejo de esta enfermedad.

A partir de los resultados de este trabajo se dispone de una cepa bacteriana
aislada de la filosfera de Musa spp. productora de metabolitos de tipo



Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba Vol 8 No. 1

lipopéptidos y quitinasas, con actividad antifangica frente a M. fijiensis e
inductora de resistencia en plantas de Musa cv. ‘Grande naine’, cuya
siguiente evaluacion es en campo y la elaboracién a escala comercial de un
bioproducto para el control de la Sigatoka negra. Se cuenta con una coleccién
de bacterias de la filosfera de Musa spp. con actividad antifungica frente a M.
fijiensis que pueden también ser evaluadas. Ademéas se desarrollaron
protocolos para la evaluacion de la actividad antifingica in vitro de bacterias y
sus metabolitos frente a M. fijiensis, asi como, su efecto sobre plantas en
casa de cultivo. El trabajo también puede contribuir al desarrollo de una
metodologia para la seleccion de aislados bacterianos promisorios para el
control biologico de patdgenos fungicos.

Publicaciones realizadas y que guardan relacién con el trabajo
presentado:
1. Antifungal activity of Musa phyllosphere Bacillus pumilus

strain against
Mycosphaerella fijiensis. Mileidy Cruz-Martin, et al. Trop. plant
pathol. (2017)

42:121 - 125
2. Effect of Bacillus pumilus CCIBP-C5 on Musa-Mycosphaerella
fijiensis

interaction. Mileidy Cruz-Matrtin, et al. 3 Biotech 2017 (aceptada)
3. Diversidad de cepas bacterianas de la filosfera de Musa spp. con

actividad antifangica frente a Mycosphaerella fijiensis Morelet Mileidy
Cruz-Martin, et al.. Biotecnologia Vegetal 16(1): 53 - 61, 2016
4. Respuesta histoquimica de plantas de banano cv. ‘Grande naine’
inoculadas con Mycosphaerella fijiensis vy filtrado de cultivo de Bacillus
pumilus CCIBP-C5. Eilyn Mena, Mileidy Cruz-Martin, et al.,.
Biotecnologia Vegetal 15(2):97- 103, 2015.
5. Efecto de la temperatura, pH y detergentes sobre la actividad
antifangica de Mileidy Cruz-Martin, et al. Biotecnologia Vegetal 14 (1):55-59,
2014
6. Cuantificacion del crecimiento in vitro de Mycosphaerella fijiensis
mediante lecturas de absorbancia. Mileidy Cruz-Martin, et al.
Biotecnologia Vegetal 13
(4)219-224, 2013
7. Actividad antifungica in vitro de bacterias frente a
Mycosphaerella fijiensis
mediada por metabolitos difundidos y volatiles. Mileidy Cruz-
Martin, et al. Biotecnologia Vegetal 12 (3): 179-182, 2012

Eventos en los que se recogen los resultados del pr  esente trabajo

1- IX Congreso de Biotecnologia Vegetal BioVeg (2013)

2- 1l Simposio Internacional de Raices, Rizomas, tubérculos, platanos,
bananos y papaya (2013)

3- VIl Encuentro Latinoamericano del Caribe de Biotecnologia. REDBIO

(2013)

4- X Congreso de Biotecnologia Vegetal BioVeg (2015)

5- Il Simposio International de Salud Agropecuaria SISA 2015



Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba Vol 8 No. 1

6- Xll Simposio Internacional Biotecnologia Vegetal 2016
Tesis defendidas

- Potencial de cepas de Bacillus spp. aisladas de la filosfera de Musa
spp. como agentes de biocontrol de Mycosphaerella fijiensis Morelet.
(Tesis de Doctorado,

2015) IBP, Cuba. Autora: Mileidy Cruz Martin

- Mecanismos de accion del filtrado de cultivo de Bacillus pumilus
CCIBP-C5 en la interaccion Musa-Mycosphaerella fijiensis. (Tesis de
Maestria en Biotecnologia
Vegetal, 2016). IBP. Autora: Eilyn Mena Méndez

- Actividad antifungica de metabolitos bacterianos frente a

Mycosphaerella fijiensis
Morelet (Tesis de diploma, 2012). Autora: Eilyn Mena Méndez

- Efecto de filtrados bacterianos con actividad antifingica in vitro en la

interaccion
Musa-M. fijiensis en casa de cultivo (Tesis de Maestria en
Biotecnologia Vegetal
2010). IBP. Autora: Ivian Poveda

Premios

Premio Relevante por el Aporte Medioambiental en el Forum Provincial de
Ciencia y

Técnica (2016)

Premio Destacado Forum Municipal 2017



