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RESUMEN

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, causa pérdidas considerables en todas
las areas donde se cultivan Solandceas. Su manejo se realiza por métodos quimi-
cos, biologicos y tradicionalmente por los agricultores utilizando jugo de fique. Se
aislaron bacterias presentes en el jugo de fique y se evaluo el antagonismo contra
PR infestans empleando el principio de la técnica de Bauer—Kirbyel. Se selecciond
el aislado con mayor inhibicion para realizar una fermentacion en jugo de fique
estéril y pruebas de antagonismo contra P infestans en cajas de agar tomate
enmendadas con caldo fermentado. Finalmente, se realizo la caracterizacion mo-
lecular del aislado seleccionado mediante la secuencia parcial del gen ribsomal
16S rRNA. Se obtuvo 41 aislados, de los cuales ocho presentaron inhibicion del
crecimiento In Vitro de P infestans. Se selecciond el aislado M46 para las pruebas
de antagonismo en placas de agar tomate enmendadas con 200 uL de caldo fer-
mentado y se alcanzo un porcentaje de inhibicion del 95,4% del crecimiento de P
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infestans. El aislado M46 se identifico como Bacillus sp con un porcentaje
de identidad del 85% con B. cereus. La cepa de Bacillus sp M46 tiene po-
tencial como agente de control para el patogeno P. infestans.

ABSTRACT

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, has caused considerable losses in
all areas where are cultivated the Solanaceae. Its control has been done by
chemical, biological, and traditionally by farmers using sisal juice. We iso-
lated bacteria present in the sisal juice. These were tested for antagonism
to P infestans using the principle of Bauer-Kirby technique. The isolate with
most inhibition zone was submeted to fermentation in Sterile sisal juice
and was also tested for antagonism against P infestans on tomato agar
amended with the fermented broth. Finally, we performed the molecular
characterization of isolates selected using the 16S rRNA gene ribosomal.
We obtained a total of 41 isolates, eigth of which showed good growth
inhibition in vitro of P infestans. The M46 Isolate was selected for testing
of antagonism in tomato agar plates amended with 200ul of fermented
broth and reached a rate of 95,4% inhibition of growth of P infestans. The
M46 isolate was identified as Bacillus sp M46 with a percentage identity of
85% with Bacillus cereus. The strain of Bacillus sp. M46 has potential as a
control agent for the pathogen P. infestans.

RESUMO

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, causou perdas consideraveis em
todas as areas onde foram cultivadas as Solanaceae. Seu controle tem
sido feito por compostos quimicos, biologicos, e tradicionalmente os agri-
cultores ocontrolam-10 diretamente usando suco de sisal. Foram isoladas
bactérias do suco de sisal, as quais foram testados para o0 antagonismo
de Pinfestans utilizando o principio da técnica de Bauer-Kirby. O isolado
com maior inibigao foi levado a fermentagéo com suco de sisal estéril e
posteriormente submetido ao proceso de antagonismo contra Pinfestans
no meio de cultura de agar tomate com caldo fermentado. Finalmente, foi
realizada a caracterizagdo molecular de isolados selecionados usando o
gene 16S rRNA ribsomal. Obtivemos um total de 41 isolados, dos quais
8 mostraram uma boa inibicao de crecimento in vitro de P infestans. O
isolado M46 foi selecionado para o teste de antagonismo em placas do
meio de cultura agar tomate alterado com 200! de caldo fermentado, este
alcangou uma taxa de 95,4% de inibigao do crescimento /n vitro de Pinfes-
tans. O isolado M46 foi identificado como Bacillus sp com uma identidade
percentual de 85% a cepa de B.cereus. Bacillus sp M46 tem um potencial
como agente de controle para o patogeno Pinfestans.

INTODUCCION

El Oomiceto Phytophthora infestans (Mont) De Bary, agente causal de la
gota o “tizon tardio” de la papa, se considera como la enfermedad mas
importante de este cultivo y la mayor causa del uso de agroquimicos [1].
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Este patogeno se encuentra ampliamente difundido en
todos los lugares del mundo donde se desarrolla el
cultivo de la papa, asi como en las zonas donde se
produce tomate, especie en la que igualmente causa
grandes pérdidas debido a la reduccion en rendimien-
tos y los altos costos de manejo. Su incidencia en
aquellas areas se acentua en épocas de alta humedad
relativa y temperaturas bajas, ocasionando la muerte
de hojas, tallo y tubérculos de la planta [2,3,4].

La prevencion y el manejo de esta enfermedad ha
sido una gran preocupacion en diferentes areas a ni-
vel mundial [5]. Al respecto, Govers (2001) [6] opi-
na que la clasificacion erronea de P infestans como
hongo, ha causado muchas décadas de retraso, dado
que gran parte de los ingredientes activos de los fun-
gicidas no son tan efectivos para el control de los
Oomicetos, ademas, se ha limitado el conocimiento
de la biologia de este patdgeno. Es de destacar, que
el desarrollo de fungicidas debe estar asociado a en-
zimas particulares y otros procesos bioquimicos que
son unicos para los Oomycetes, puesto que poseen
una maquinaria bioquimica y molecular diferente a
otros hongos fitopatogenos [6].

En la actualidad, el control efectivo del tizon tardio se
basa en el uso de fungicidas de sintesis quimica [4],
lo que permite reducir las pérdidas causadas por esta
enfermedad. No obstante, el manejo indiscriminado de
estos productos, ocasiona efectos perjudiciales en la
salud de los productores, los consumidores y el medio
ambiente, permitiendo ademas la aparicion de pobla-
ciones nuevas y mas agresivas de P infestans [5, 7,
8]. Por esta razon, recientemente se buscan nuevas
alternativas para el control de la enfermedad entre las
que se destaca el uso de microorganismos 0 com-
puestos naturales como el jugo de fique.

El jugo de fique es un subproducto organico de origen
vegetal, resultante de la obtencion de fibras de plantas
del género Furcraea [9], esta compuesto por agua, celu-
losa, parte organica y amorfa (con sacarosa, proteinas,
nitrogeno, fosforo, calcio, potasio, saponinas y sapo-
geaninas) y minerales [10]. Su uso en la agricultura
tradicional ha sido empirico y existen experiencias por
parte de agricultores quienes hablan de las bondades
de su utilizacion como repelente, fertilizante, herbicida,
fungicida, liquido edafico y con propiedades curativas
en enfermedades foliares de actividad sistémica [3, 10].

En este sentido, con el objetivo de determinar el papel
de los microorganismos del jugo de fique, en este estu-

dio se evalud la actividad antagonica de bacterias ais-
ladas del jugo de fique sobre el patogeno P infestans.

METODO

Aislamiento de microorganismos a partir
del jugo de fique

Para el aislamiento de los microorganismos se reali-
z0 una fermentacion batch del jugo de fique durante
6 dias a 30°C, cada dos dias de fermentacion se to-
maron 10 mL de muestra y se realizaron diluciones
seriadas hasta 106, de las tres dltimas diluciones se
tomaron 100 uL y se inocularon en cajas de Agar
Plate Count (PCA) suplementadas con jugo de fi-
que. Los aislados obtenidos se agruparon teniendo
en cuenta la descripcion de sus atributos culturales
como: forma, margen, elevacion, superficie, textura
0 consistencia, propiedad oOptica, tamario, configu-
racion y color [11, 12, 13, 14, 15]. Ademas, se hizo
una descripcion de sus caracteristicas microscopi-
cas através de la respuesta que presentaron a tincion
de Gram [11, 12, 13].

Pruebas de antagonismo contra
Phytophthora infestans

Los aislados obtenidos del jugo de fique se inocularon
en caldo nutritivo suplementado con glucosa (20 g.L
') y se sometieron a un proceso de fermentacion por
9 dias, a 32°C y 130 rpm. Se realizd la extraccion de
los metabolitos de acuerdo al protocolo del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable [16] con
las siguientes modificaciones: se reemplazo el acido
trifluoroacético por acido tricloroacético y se agrego
acetato de etilo en proporcion 1:1. Los extractos ob-
tenidos se sometieron a las pruebas de antagonismo
contra P infestans en agar tomate y aplicando la téc-
nica de sensidiscos, los cuales fueron impregnados
con 150 uL de cada solucion de metabolitos obtenida.
Posteriormente, se ubicaron en cajas de petri previa-
mente inoculadas con discos de 1,36 cm de diametro
del patdgeno; las cajas se llevaron a incubacion a una
temperatura promedio de 18°C. y se sigui6 el creci-
miento del patdgeno durante ocho dias, finalmente se
midio el halo de inhibicion generado por el sensidisco
frente al patogeno.

A continuacion, el aislado que presento la mejor in-
hibicion del crecimiento de P infestans se sometio
a un proceso de fermentacion durante 6 dias en 100
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mL de jugo de fique filtrado y esteril. Este medio se
inoculo con la bacteria seleccionada a una densidad
optica de 0,015 + 0,01 y se llevo a incubacion a
32°C y 100 rpm. Transcurrido este tiempo para la
evaluacion de los antagonistas se utilizd un cultivo
previo de P infestans en agar-tomate del cual se
tomaron discos de 1,36 cm de diametro inoculados
con el patogeno y se sembraron en cajas de agar
tomate, enmendado con 200 uL (10000 ppm) del
caldo fermentado por el aislamiento seleccionado.
Después de ocho dias de incubacion a una tempe-
ratura promedio de 18°C se evalud el crecimiento
de P infestans en cada unidad experimental por me-
dicion del diametro de crecimiento. Los ensayos se
realizaron por triplicado y como control se utilizaron
cajas de agar tomate sin enmendar.

Secuenciacion de un fragmento del gen 16S
rRNA del aislado bacteriano mas antagdnico de
Phytophthora infestans

Se realizo la extraccion de DNA del aislamiento bacte-
riano que presentd la mayor inhibicion del crecimiento
de P infestans utilizando el protocolo de Rivera et al.
(1995) [17]. Para la amplificacion de un fragmento del
gen 16S rRNA se utilizaron los cebadores A (Directo)
5 GGAGCAAACAGGATTAGATACCC 3’y J (inverso) 5°
TTCTCCTAGGGCTACCTTGTTAC 3’ [18].

Para la reaccion de PCR se utilizé un volumen final de
50 uL con los siguientes componentes: 5 uL Buffer
KCL, 1 uL MgCI2 25 mM, 1 uL cebador A directo
20 uM, 1 uL cebador J inverso 20 uM, 0,2 uL Mix
DNTPs 2 mM, 0,4 uL Taq polimerasa, 1 uL de mues-
tra de DNA y se completo el volumen con 40,4 ul de
agua miliQ. EI programa de amplificacion fue el si-
guiente: 95°C por 2 min; 30 ciclos con las siguientes
caracteristicas: 94°C/2 min, 55°C71 min y 72°C/3
min; la extension final fue de 10 min a 72°C. El pro-
ducto de la PCR fue visualizado en gel de agarosa al
1%. Los amplificados se enviaron a MACROGEN (Co-
rea) para su secuenciacion. Una vez obtenidas las
secuencias se visualizaron en el programa Chromas
lite version 2.01, cada secuencia fue verificada en su
totalidad y se descartaron las que presentaron ruidos
por contaminacion, por falta de purificacion o errores
de traqueado propios del secuenciador utilizado en
el proceso de secuenciacion por MACROGEN. Pos-
teriormente, la secuencia seleccionada fue editada
en el programa BioEdit version 7.0.4. Finalmente, se
comparo con la base de datos GenBank [18].

RESULTADOS

Aislamiento de microorganismos a partir del jugo
de fique

Se obtuvieron 41 aislados, los cuales presentaron
caracteristicas macroscopicas de forma: puntiforme
(20%), irregular (15%) y circular (65%), margen: ente-
ro (80%), irregular (14%), lobulado y ondulado (3%);
elevacion: plana (78%), elevada (9%), umbonada (7%)
convexa y montanosa (3%); superficie: lisa (94%),
aspera y rugosa (3%); textura: mantecosa (97%) y
pegajosa (3%); propiedad optica: brillante (14%), bri-
llante traslucida (10%) y opaca (76%); tamario: peque-
na (37%) y mediana (63%); configuracion: redonda
(73%), irregular (14%), redonda con margen festonea-
do (5%) y filiforme (8%).

Todos los aislados se conservaron en tubos con agar nu-
tritivo inclinado y se mantienen en el Cepario del Grupo
de Biotecnologia Microbiana de la Universidad de Narifio.

La caracterizacion microscopica permitio determinar
que 25 aislados eran Gram positivos (60%), 14 Gram
negativos (34%) y 2 Gram variables (6%). Las agrupa-
ciones morfoldgicas encontradas fueron: cocobacilos
Gram negativos (15%), Bacilos esporulados Gram po-
sitivos (32%), Bacilos grandes Gram positivos (15%),
Bacilos cortos Gram positivos (4%), Bacilos cortos
Gram negativos (19%), Bacilos grandes Gram varia-
bles (5%) y Cocos Gram positivos (10%).

Los aislados bacterianos encontrados en este estudio
utilizaron el jugo de fiqgue como sustrato para su creci-
miento, dado que éste contiene una serie de compuestos
como celulosa, sacarosa, glucosa, fructosa, proteinas,
fosforo, calcio, potasio, minerales y agua [10], los
cuales, pueden ser aprovechados por diferentes
comunidades bacterianas. Por lo tanto, el jugo de fique
se convierte en un medio de cultivo para determinadas
poblaciones microbianas que a través de un proceso
de bioconversion metabdlica pueden transformar este
sustrato en metabolitos bacterianos de interés.

Pruebas de antagonismos contra Phytophthora
infestans

Utilizando el protocolo de extraccion de metabolitos
del Instituto de Investigaciones Biologicas Clemen-
te Estable [16] con modificaciones, se encontrd que
existen diferencias estadisticas significativas en la in-
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hibicion del crecimiento de P, infestans (P<0,05) entre
los cuales se destacan los aislados bacterianos: M21,
M105, M14B, M56B, M6, M7A, M17 y M46 (figura 1).

Teniendo en cuenta que el aislado M46 presento la
mayor inhibicion del crecimiento de P infestans, este
microorganismo se sometio a fermentacion duran-
te 6 dias a 35°C y 100 rpm en jugo de fique estéril,
después del ensayo de antagonismo en cajas de agar
tomate enmendadas con caldo fermentado, se encon-
tro un porcentaje de inhibicion del crecimiento de P
infestans del 95,46%, en contraste, con el tratamiento
control, que unicamente estaba conformado por jugo
de fique sin fermentar con la bacteria M46 donde se
observo crecimiento normal del patogeno (figura 2).

Teniendo en cuenta estos resultados se puede concluir
que son las bacterias presentes en el jugo de fique las
responsables del control del fitopatogeno cuando los
agricultores adicionan jugo de fique sobre cultivos de
papa y otras solanaceas, ya que se observo un efecto
inhibitorio /n vitro del crecimiento de P infestans con
los metabolitos bacterianos impregnados en sensidis-
cos y en agar tomate enmendado con jugo de fique
fermentado con el aislado M46.

Caracterizacion molecular parcial del aislamiento
bacteriano M46

De acuerdo con los resultados del analisis de la se-
cuencia parcial del gen ribosomal 16S rRNA se conclu-
ye que el aislado M46 es una bacteria que pertenece
al género Bacillus sp, y presento un 85% de identidad
con la especie Bacillus cereus EIF 59 con codigo de
acceso HM480354.

Figura 1. Antagonismos de P infestans con los extractos de
metabolitos obtenidos de los aislados bacterianos presentes en el jugo
de fique.

Figura 2: P infestans en Agar tomate enmendadas con 200 ul de
caldo fermentado inoculado con el aislado bacteriano M46. a) inoculo
en un medio enmendado. b) control en medio sin enmendar.

Discusion

Como se evidencia en los resultados, el uso de mi-
croorganismos para el control biologico de las enfer-
medades es una alternativa eficiente que contribuye al
desarrollo de una agricultura sostenible y disminuye
los efectos asociados a la aplicacion sistematica de
productos quimicos que ocasionan efectos como el
resurgimiento de microorganismos, desarrollo de re-
sistencia genética, contaminacion del ambiente y afec-
taciones a la salud humana [19, 20].

La actividad antagdnica de algunos microorganismos
frente a otros esta relacionada con la sintesis de mo-
léculas toxicas volatiles y enzimas hidroliticas, lo cual
a su vez, depende del sustrato utilizado para el creci-
miento del microorganismo, las relaciones con otros
microorganismos presentes en el ecosistema y la frac-
cion celular activa [19]. En general, entre los agentes
de control bioldgico mas utilizados se encuentran los
géneros: Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter,
Enterobacter, Flavobacterium, Pseudomonas, Rhizo-
bium, Serratia, Streptomyces, Xanthomonas, Tricho-
derma y Bacillus [20, 21].

Es de senalar que las especies del género Bacillus,
como la cepa M46 reportada en este trabajo, son de
interés como agentes de control bioldgico porque tie-
nen rapido crecimiento en medio liquido, forman en-
dosporas resistentes al calor y producen varios tipos
de metabolitos de naturaleza peptidica y lipopeptidica,
entre los que se encuentran micobacilinas, iturinas,
bacilomicinas, micosubtilinas, fungistatinas, meta-
bolitos antiflingicos volatiles y enzimas quitinoliticas,
razon por la cual, estos microorganismos se han re-
portado como eficientes para el control de hongos
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fitopatogenos de los géneros Rhizoctonia, Alternaria,
Sclerotinia, Fusarium, Uromyces, Gaeummanomyces,
Pythium y Phytophthora [20, 22, 23].

Asi mismo, especies del genero Bacillus como Baci-
llus firmus se ha reportado como agente inhibitorio del
crecimiento micelial /n vitro de Phytophthora capsisci
Leo, con un porcentaje de inhibicion del 41% [19]. Sin
embargo, con Bacillus sp. M46 se obtuvo inhibicion del
95,46% para el crecimiento de P infestans; en conse-
cuencia los metabolitos producidos por esta bacteria
tienen potencial de uso en el sector agricola dado su ca-
racter organico y biodegradabilidad y de esta manera se
contribuye a disminuir el impacto ambiental que causan
los fungicidas xenobidticos [24, 25].

Yongjun et al. [26] evaluaron la eficiencia de resistencia en
plantas de tomate inducidas por aislados de rhizobacteria
(Burkholderia gladioli, Miarmiensis avidus, Acinetobacter
quenomo sp y B. cereus) contra la enfermedad del tizon
tardio causada por P, infestans. Encontraron que en hojas
de plantas pre-inoculadas con los aislados bacterianos
Se presento una aparente lesion tres dias después de la
inoculacion, sin embargo, cinco dias mas tarde, la seve-
ridad de la enfermedad fue menos que la de las plantas
control. Los rangos de proteccion por la pre-inoculacion
con los aislados bacterianos alcanzaron el 50%.

Considerando los anteriores resultados, es posible
elaborar un bioinsumo para utilizar In situ Bacillus sp.
M46 como agente controlador de fitopatdgenos, ya que
es necesario implementar métodos alternativos para el
control de P infestans debido a la creciente demanda por
la seguridad de los productos agricolas, la aparicion de
poblaciones de patogenos resistentes a fungicidas, y los
problemas ambientales causados por el uso desmedido
de los fungicidas.

En este estudio se probo que bacterias presentes en el
jugo de fique tienen actividad antagonica frente al pato-
geno P infestans de manera individual crecidas en un
medio con glucosa y también utilizando como sustrato el
jugo de fique que se considera como un residuo agroin-
dustrial causante de graves problemas de contaminacion
en los sectores aledanos al procesamiento de la cabuya

CONCLUSIONES

Probablemente los metabolitos producidos por las co-
munidades microbianas presentes en el jugo de fique
son las que ejercen control biologico de P infestans

cuando los agricultores aplican jugo de fique sobre los
cultivos de papa y otras Solanaceas.

Bacillus sp. M46 tiene potencial como agente de con-
trol biologico de P infestans utilizando jugo de fique
como sustrato para su crecimiento.

Es posible utilizar jugo de fique como sustrato para el
crecimiento de bacterias antagonicas de P infestans y
contribuir asi a la preservacion del medio ambiente y a
la sostenibilidad de los cultivos que son infectados por
este phytopatogeno.
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