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RESUMEN

Se ha comprobado que los fertilizantes y controladores bioldgicos a base de mi-
croorganismos benéficos productores de metabolitos de interés, inducen el creci-
miento vegetal y actuan contra microorganismos patogenos y plagas que afectan
los agroecosistemas. Por lo tanto, su uso constituye una préctica eficiente de
produccion limpia que ayuda a reducir el impacto ambiental causado por el uso de
agroquimicos. En este trabajo se evaluo la capacidad antagonica y quitinolitica de
15 cepas bacterianas y una levaduriforme, aisladas de residuos lignocelulosicos
de higuerilla (Ricinus communis). La actividad antagonica de cada cepa se deter-
mino por la capacidad de inhibir el crecimiento del hongo fitopatégeno Fusarium
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equiseti, en medio de cultivo PDA. Solamente la bacteria Bacillus subfilis,
presento una inhibicion significativa del crecimiento del hongo equivalente
al 76,08%. Por lo tanto se demuestra que la cepa de Bacillus subtilis puede
ser empleada en la formulacion de inoculantes microbianos. La capacidad
quitinolitica de las cepas se definio por el crecimiento del microorganismo
y por la formacion de halos de hidrolisis alrededor de las colonias sobre el
medio de cultivo suplementado con quitina coloidal. Ninguna de las cepas
evaluadas mostro capacidad para degradar quitina.

ABSTRACT

It has been shown that fertilizers and biological controllers based on be-
neficial microorganism producing metabolites induce plant growth and act
against pathogens and pests that affect agro ecosystems. Therefore, its
use constitutes an efficient practice of clean production that allows to re-
aduce the environmental impact caused by the use of agrochemicals. In this
work, we investigated the antagonistic and chitinolytic activity of 15 strains
of bacteria and one yeast, isolated from lignocellulosic residues of castor
(Ricinus communis).The antagonistic activity of each strain was evaluated
on the basis of the ability to inhibit the growth of the plant pathogen fun-
gus Fusarium equiseti, in PDA culture. Only the Bacillus subtilis showed a
significant inhibition of the fungus growth, and it was 76,08%. Therefore,
the Bacillus subtilis strain can be used in the development of microbial
inoculants. The chitinolytic capacity of the strains was defined on the basis
on the fungus growth and the development of hydrolysis halos around the
colonies, in a colloidal chitin based culture. None of the strains showed
ability to degrade chitin.

RESUMO

Tem sido demonstrado que os fertilizantes controladores biologicos feitos
com microorganismos benéficos que sdo proautores de metabolitos de
interesse, induzem o crescimento das plantas e atuam contra 0s agentes
patogénicos e pragas que afetam as agroecossistemas. Pelo qual, sua
utilizagdo constitui uma pratica eficiente de produgdo mais limpa que aju-
0a & redugao do impacto ambiental causada pela utilizagao de produtos
agroquimicos. Neste estudo foi avaliada a capacidade antagonista e qui-
tinolitica de quinze cepas de bactérias e duma leveduriforme, isoladas de
residuos lignocelulosicos da mamoneira (Ricinus communis). A agao an-
tagonista de cada uma das cepas foi determinada por meio da capacidad
de inibigao do crescimento do fungo fitopatogénico Fusarium equiseti, no
meio de cultura PDA. Sémente a bacteria Bacillus subtilis, presentou uma
inibigao significante do crescimento do fungo e foi de 76,08%. Assim de-
monstra-se que a cepa de Bacillus subtilis pode ser usada na formulagao
de inoculantes microbianos. A capacidade quitinolitica das cepas definiu-
se pelo crescimento do microorganismo e atraves da formagdo dos halos
de hidrdlise ao redor das colonias acima do meio de cultura suplementado
com quitina coloidal. Nenhuma das cepas avaliadas mostrou ter a qualida-
de para degradar quitina.
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INTRODUCCION En [9] se utilizo Bacillus subtilis para el control de Al-

Los sistemas agricolas son atacados por plagas y en-
fermedades que causan disminucion en la produccion y
por lo tanto grandes pérdidas economicas. El tratamien-
to de éstas comunmente se realiza utilizando indiscrimi-
nadamente plaguicidas y fungicidas que aumentan los
costos e impactan negativamente el medio ambiente.

La busqueda de sostenibilidad ha llevado a realizar
estudios con microorganismos antagonistas como
agentes de control, que tienen la capacidad de produ-
cir metabolitos biologicamente activos e interferir en la
supervivencia o desarrollo de los patogenos [1].

La manera de interactuar contra los patdgenos no se co-
noce con exactitud aunque se sabe que el control biolo-
gico se basa en mecanismos de antibiosis, competencia
por alimento y por espacio, induccion de resistencia en
la planta, lisis celular y micoparasitismo entre otros [2,3].

Uno de los géneros mas estudiados por su capaci-
dad antagonista y su amplia diversidad metabolica
es Bacillus [4].

Su accion se ha evaluado sobre una gran diversidad de
hongos patogenos que causan enfermedades en vegeta-
les, entre ellos Fusarium oxysporium, Pythium ultimun,
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Phytophtora nico-
tianae, Fusarium moniliforme, Fusarium solani 3], Cur-
vularia sp. y Pyricularia grisea que afectan el cultivo del
arroz, Fusarium oxysporium var v cubensis que afecta la
germinacion y el desarrollo de semillas de tomate [5,6].

Una de las especies de Bacillus mas representativa ha
sido Bacillus subtilis por su efecto antagonista y por
la capacidad que posee de producir compuestos fun-
gicidas como la Iturina, antibidtico de naturaleza lipo-
peptidica muy estudiado en el control biologico [7].

Los resultados de diversas investigaciones confir-
man su gran versatilidad al utilizarlo como biofertili-
zante en diferentes cultivos, como se refiere a conti-
nuacion: en [3] inocularon cultivos de aguacate con
la bacteria antes y después de la cosecha llegando
a la conclusion que posee un efecto semejante al de
los fungicidas comerciales.

En [8] se comprobd la influencia de la cepa SL-13 de
Bacillus subtilis sobre el crecimiento de plantulas de
tomate y su actividad antifungica contra el patégeno
Rhizoctonia solani.

ternaria porri en plantas de cebolla, alternando aplica-
ciones de fungicidas con las del producto biologico
[9]. Actualmente se comercializan muchos productos
a base de Bacillus subtilis siendo Estados Unidos el
lider en este campo [3].

Ademas como productor de quitinasas este microor-
ganismo ha sido empleado para recuperar materiales
bioactivos como antioxidantes y quitina, a partir de re-
siduos de cascara de camaron.

Después de la fermentacion, su actividad quitinolitica
le permite degradar la estructura de la pared celular de
los hongos fitopatogenos y los exoesqueletos de in-
sectos considerados plagas en la agricultura, realizan-
do asi un control biologico que contribuye a disminuir
la aplicacion de productos quimicos [10].

También se han encontrado cepas de Bacillus thurin-
giensis con actividad quitinolitica, por esta razon se
utiliza como biocontrolador en sistemas de agricultura
sostenibles [10, 11].

Cuba cuenta con una coleccion de cepas de esta especie
que son utilizadas en control biologico de gran variedad
de insectos y organismos considerados plagas en la agri-
cultura, el 40% de todos los controladores biol0gicos son
formulados a base de Bacillus thuringiensis [12].

La quitinasa purificada de Bacillus cereus inhibe el
crecimiento de los hongos fitopatogenos Fusarium
oxysporum y Pythium ultimum, segun lo demostraron
Chang, Chen, y Wang en su investigacion [13].

Los desechos marinos se consideran eficaces induc-
tores de la produccion de quitinasas bacterianas, de
hecho, se esta investigando la bioconversion de capa-
razones de camarones y cangrejos para la produccion
de biofungicidas [14]; en Taiwan estan trabajando so-
bre la bioconversion de los residuos del procesamien-
to de mariscos con el fin de utilizar la enzima como
biofertilizante y ademds pretenden encontrar com-
puestos bioactivos y enzimas Uutiles beneficiosas para
la salud humana y el medio ambiente [14].

METODO

Para Ia realizacion de las pruebas de antagonismo y
produccion de quitinasas, se utilizaron 15 cepas del
genero Bacillus y una levadura (cuadro 1), aisladas de
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Cuadro 1. Lista de microorganismos evaluados y codigo de
identificacion.

Microorganismo Cadigo

Bacillus pumilus GIBI 000187 _AG_B

Bacillus altitudinis GIBI_000188_AG_B

Bacillus pumilus GIBI 000189 AG B

Bacillus pumilus GIBI_000192_AG_B

Bacillus pumilus GIBI_000193 AG_B

Bacillus sp. GIBI_000194_AG B
Bacillus sp. GIBI_000195_AG B
Bacillus sp. GIBI_000197_AG B
Bacillus sp. GIBI_000199_AG B
Bacillus subtilis GIBI_000200_AG B
Bacillus sp. GIBI_000201_AG_B

Bacillus pumilus GIBI_000203_AG_B

Bacillus pumilus GIBI_000204 AG B

Bacillus pumilus GIBI_000206_AG_B

Bacillus sp. GIBI_000208 AG B
Rhodosporidium
paludigenum GIBI_000209_AG_Y

residuos lignocelulosicos provenientes de la indus-
trializacion de la higuerilla, recolectados en un cultivo
del municipio de Palestina, Caldas con las siguientes
condiciones climaticas: 1050 msnm, Temperatura
media 23°C, precipitacion promedio anual de 2200
mm, Humedad relativa del 76%.

Las cepas fueron suministradas por la Coleccion de mi-
croorganismos de la Universidad Catélica de Manizales.

La evaluacion de la capacidad antagonica de los mi-
croorganismos se realizé sembrando cada una de las
cepas en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa, se hicie-
ron dos lineas paralelas a 2 cm del centro de la caja de
Petri y luego se incubaron por 24 horas a 30°C. Poste-
riormente se sembrd en el centro un disco de 0,5 cm de
diametro del hongo fitopatogeno Fusarium Equiseti con
una semana de crecimiento previo.

Este ensayo se realizo por triplicado, se usé como
control negativo una cepa de Escherichia coli y un
testigo absoluto en donde se sembro nicamente el
disco de 0,5 cm del hongo.

Como parametros evaluativos, se midio el porcentaje
de inhibicion a partir del crecimiento radial del hongo
hacia el lado izquierdo y derecho, el cual se estimo

con base en la diferencia obtenida entre el crecimien-
to del patogeno confrontado con la cepa antagonica
y el crecimiento en el cultivo control.

Esta medicion se realizo a los 12 dias, tiempo en el
cual los controles fueron completamente invadidos,
este procedimiento se propone en [16]. Para selec-
cionar las cepas productoras de quitinasas, se sem-
braron las 16 cepas y el control positivo por estria
y picadura, en el medio suplementado con quitina
coloidal como dnica fuente de carbono, con el ob-
jetivo de inducir la actividad quitinolitica evidenciada
por la formacion de halos de hidrolisis alrededor de la
colonia y poder asi determinar posibles controlado-
res bioldgicos [17]. Para esta prueba se utilizo como
control positivo la bacteria Serratia marcescens re-
portada como degradadora de quitina [15].

La quitina coloidal utilizada en la elaboracion del me-
dio de cultivo para realizar esta prueba, se elabor¢ de
la siguiente manera: se diluyeron 40 g de quitina en
400 mL de HCI concentrado y se coloco en agitacion
constante (150 rpm) durante 2 horas.

Posteriormente se agregaron 2 L de agua destilada
fria y se agitd la mezcla rapidamente para facilitar
la formacion del precipitado de quitina. La solucion
resultante se filtro para obtener la pasta de quitina
coloidal a la que se le realizaron lavados sucesivos
con agua destilada (200 mL), con el fin de eliminar
los residuos de acido. La pasta obtenida se esterilizo
durante 15 min a 15 psi y se almacen6 a 4°C hasta
su posterior uso [18].

RESULTADOS

Los resultados de este trabajo muestran que el por-
centaje de inhibicion de crecimiento de las cepas
evaluadas respecto al control, fue estadisticamente
significativo solamente para la cepa Bacillus subti-
lis GIBI_000200_AG_B, que obtuvo un porcentaje
medio de inhibicion del 76,08% (figuras 2 y 3). Las
demas cepas no presentaron actividad antagonica.

Las pruebas realizadas para identificar las cepas pro-
ductoras de quitinasas determinaron que ninguna de
las evaluadas posee actividad quitinolitica, la forma-
cion del halo se evidencio unicamente en el control
positivo realizado con Serratia marsescens, una bac-
teria que posee alta actividad quitinolitica (Figura 4).
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Figura 1. Comparaciondel % de inhibicion de F. equiseti producida por
cada cepa.
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Figura 2. Inhibicion de F. equiseti (B. subtilis en el centro, los controles
negativos a los extremos).

CONCLUSIONES

Las potencialidades que tienen los microorganismos
presentes en los residuos generados a partir de la in-
dustrializacion de la higuerilla Ricinus communis, han

sido poco explorados, de ahi la importancia de identi-
ficarlas para emplearlas en procesos biotecnoldgicos.

La cepa Bacillus subtilis mostro tener capacidad para
inhibir el crecimiento del hongo fitopatogeno Fusarium
equiseti, como consecuencia de la facultad que po-
see de sintetizar compuestos como Surfactina, Ituri-
na y Fengicinas [19]; se conoce su efectividad en el
control de enfermedades de las plantas, esta actividad
despierta el interés para continuar utilizandola en dife-
rentes campos de la investigacion, bajo condiciones
apropiadas y controladas como en control bioldgico,
contra patogenos vegetales, como biofertilizante o
promotor de crecimiento vegetal en diferentes cultivos,
con el fin de confirmar su comportamiento en campo
y seleccionarla para la formulacion de biopreparados
que ayuden a mejorar la produccion en cultivos de im-
portancia economica.

El efecto de los agroquimicos utilizados para controlar
enfermedades y plagas que atacan los cultivos, puede
ser minimizado con el uso de inoculantes microbianos,
en este caso la cepa de Bacillus subtilis se debe tener
en cuenta en sistemas de produccion mas limpia.

Las pruebas cualitativas realizadas a las 16 cepas
para la deteccion de quitinasas, arrojaron resultados
negativos concluyendo asi que ninguna de las cepas
evaluadas posee capacidad de producir enzimas quiti-
noliticas, sin embargo se debe continuar investigando
con el fin de encontrar las condiciones necesarias para
que los microorganismos expresen estas enzimas.
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