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Resumen

Con el objetivo de evaluar el efecto de cuatro cepas de actinomicetos (CB14, EA2,
CD24 y B8) sobre Rhizoctonia solani en frijol comun, se realizo el enfrentamiento
in vitro de estas cepas contra el hongo fitopatégeno R. solani (AG4 HGI) por el
método de cultivo dual, asi como se evalud la compatibilidad in vitro entre las
cepas de actinomicetos. Finalmente, se determiné el efecto del recubrimiento a las
semillas de Phaseolus vulgaris cv. Quivican con cepas de actinomicetos aplicadas
de forma individual y combinadas, T. harzianum y Celest Top sobre la incidencia y
severidad de la enfermedad damping off en condiciones semicontroladas. Los
tratamientos se compararon con dos controles (positivo y negativo). Se utilizé un
disefio completamente aleatorizado con 8 tratamientos y seis réplicas. Los
resultados mostraron que las cepas de actinomicetos empleadas ejercieron un
efecto antagodnico in vitro sobre el hongo fitopatdgeno R. solani, destacandose las
cepas EA2 y B8 con porcentajes de inhibicion de 82,27 y 79,22 %,
respectivamente. De igual forma, se demostré que las combinaciones de las cepas
de actinomicetos empleadas no presentaron incompatibilidad alguna entre ellas.
En la incidencia del damping-off pre emergente, las cepas de actinomicetos CD 24
y CD24+B8 presentaron los mejores efectos de control; mientras en la post
emergencia la combinacion de actinomicetos CB14+EA2. El uso potencial de
actinomicetos para evitar la incidencia y severidad de R. solani en el cultivo del
frijol comun aporta una alternativa mas para la lucha contra este hongo en un

programa de manejo integrado.

Palabras clave: actinobacterias, antagonismo, damping off, incidencia, severidad,

tratamiento de la semilla
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1. Introduccién

El frijol comuan (Phaseolus vulgaris L), ocupa mas del 90 % del area cultivada total
de especies de Phaseolus en todo el mundo (Argaw y Akuma, 2015). En
particular, en paises de Asia, Africa y América Latina representa una de las
principales fuentes cal6rico-proteicas para cerca de 500 millones de personas
(Romero et al., 2013).

Los hongos fitopatdgenos del suelo representan, un grupo de microorganismos
que requieren métodos muy diferentes tanto para su estudio como para su control,
debido a su habitat y relaciones ecolégicas con bacterias, virus y otros hongos.
Entre las especies mas importantes se encuentra Rhizoctonia solani Kuhn, agente
causal de la rizoctoniosis, conocida en muchos lugares como chancro del cuello,
tallo hueco, damping off o marchitez de las posturas, pudriciones del tallo y
organos subterraneos, en numerosas plantas cultivadas y silvestres. El hongo
presenta amplia distribucién mundial informado en numerosos paises (Herrera,
2004).

Una de las medidas preventivas milenarias utilizadas por el hombre para reducir
las afectaciones causadas por agentes fitopatbgenos es el tratamiento a las
semillas (Syngenta, 2013). En Cuba, hasta la fecha, en el frijol comun solo se usa
el hongo antagonista Trichoderma spp. por sus mecanismos de accion sobre los

hongos fitopatégenos del suelo (Stefanova, 2007; Martinez et al., 2013).

A nivel mundial, se desarrollan investigaciones en la busqueda de nuevas
alternativas biolégicas principalmente de origen bacteriano entre las que se
destacan los actinomicetos, por su prolifica produccién de antibiéticos naturales y
metabolitos secundarios (Prashith et al., 2010).

Los actinomicetos son bacterias flamentosas, Gram positivas, que se encuentran
ampliamente distribuidas en el medio ambiente, son microorganismos con
propiedades quitinoliticas, alto contenido de guanina y citosina en su DNA,
caracteristica que los hace morfolégicamente diversos entre si y ayuda a

diferenciarlos de otras bacterias Gram positivas.



El uso de estos microorganismos como agentes de control biolégico de
enfermedades radicales es de gran interés en la actualidad. La presencia en la
rizosfera de Streptomyces spp., favorece el crecimiento de la planta y las protege
contra los hongos patdégenos del suelo, ya sea por la competencia de nutrientes o

por la produccion de metabolitos secundarios (Sanchez-Yanez et al., 2007).

Sobre la base de estos antecedentes, se plantea la siguiente hipétesis de trabajo:
Hipotesis

Si se encuentran cepas de actinomicetos compatibles y con accién antagonista

sobre Rhizoctonia solani, entonces se contara con un agente de control bioldgico,

para su empleo en el cultivo de Phaseolus vulgaris L.
Objetivo general

Evaluar el efecto de cepas de actinomicetos como agente de control biolégico

sobre Rhizoctonia solani en el frijol comun.
Objetivos especificos

1. Determinar la actividad antagdnica in vitro de cepas de actinomicetos sobre
Rhizoctonia solani

2. Evaluar la compatibilidad in vitro entre cepas de actinomicetos.

3. Evaluar el efecto de cepas de actinomicetos en el tratamiento a la semilla

sobre la incidencia y severidad de la enfermedad.



2. Revisién Bibliografica
2.1 Cultivo del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

2.1.1 Generalidades

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa comestible mas importante
en el mundo, cultivada en muchos paises, en especial América Latina y Africa;
siendo este una fuente importante de calorias, proteinas, fibras dietéticas,

minerales y vitaminas para la alimentacion humana (Rejane et al., 2018).

Se cultiva en zonas tropicales y subtropicales. Esta caracteristica permite
agruparla en las denominadas especies termdfilas, dado que no soporta bajas
temperaturas, y presenta una enorme variabilidad genética (Arias et al., 2007).
Segun Cronquist citado por Franco et al. (2004) su ubicacién taxonémica es:
Reino: Plantae, Division: Magnoliophyta, Clase: Magnoliopsida, Subclase:
Rosidae, Orden: Fabales, Familia: Fabaceae, Género: Phaseolus, Especie:

Phaseolus vulgaris L.

Socorro et al. (1989) describen que el frijol comun es una planta dicotiledénea de
consistencia herbacea, el ciclo bioldgico es corto de caracter anual, de tamafio y
habito variables, ya que hay cultivares de crecimiento determinado como

indeterminado (arbusto pequefio y trepadoras).

Las flores son vistosas, hermafroditas, por lo general zigomorfas. El fruto
generalmente es seco y dehiscente (legumbre). Las semillas presentan un hilum
especializado y complejo, pueden tener varias formas y ser de un solo color o
poseer varios colores. El sistema radical estd compuesto por una raiz principal, un
gran numero de raices secundarias y raicillas. Al germinar, es de crecimiento
rapido (UNEX, 2005).

2.1.2 Principales agentes fitopatégenos que inciden en el cultivo en Cuba

El frijol comun es afectado por alrededor de 50 enfermedades virales, entre las
gue se encuentra el mosaico comun del frijol (BCMV), mosaico dorado, amarillo y
moteado cloroético (Santalla et al., 1998). También las bacterias juegan un papel



importante,  principalmente  Pseudomonas phaseolicola Van Hall vy
Xanthomonas.phaseoli (E.F, Smith) Downson que produce el tizén bacteriano
(Socorro et al., 1989).

El dafio ocasionado por enfermedades fungicas foliares y radicales en el cultivo
del frijol comun constituye un serio problema, entre las mas frecuentes en nuestro
pais se encuentran: Mustia hilachosa (Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk., en
Cuba se conoce la enfermedad como marchitez de las posturas o damping off. El
estado anamorfico es: Rhizoctonia solani Kidhn. También existen otras
enfermedades tales como: Mancha angular (Isariopsis griseola Sacc.), Antracnosis
(Colletotrichum lindemuthianum Corda.), Marchitez por Fusarium (Fusarium
oxysporum f.sp. phaseoli Schitdl.), Mildio polvoriento (Erysiphe polygoni DC.),
Podredumbres de cuello y/o raices (Phytophthora spp. Mont. de Bary., Sclerotium
rolfsii Sacc, Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid y Pythium spp Pringsh., R.
solani Kuhn, y la roya (Uromyces phaseoli (Pers.) Wint. var. typica Arth.)
(Gonzalez, 1988).

2.2 Hongos fitopatégenos del suelo

2.2.1 Principales hongos fitopatégenos del suelo que afectan al frijol comun

en Cuba

Entre los hongos fitopatégenos del suelo que causan enfermedades radiculares en
el frijol coman se destacan las especies R. solani, S. rolfsii y M. phaseolina, los
cuales pueden ocasionar en nuestro pais pérdidas en el rendimiento agricola entre
un 25y un 50% (Diaz, 2011).

2.2.2 Caracteristicas generales de Rhizoctonia solani Kiihn

R. solani es el agente causal de la rizoctoniosis, también conocida en muchos
lugares como cancer del cuello, tallo hueco, dampimg off o marchitez de las
posturas, pudriciones del tallo y érganos subterraneos en un sin numero de

plantas cultivadas y silvestres (Mayea et al., 1983).

Taxonomia: Familia: Ceratobasidiaceae, Orden: Cantharellales, Subclase: Incertae
sedis, Clase: Agaricomycetes, Division: Basidiomycota, Reino: Fungi. Este hongo
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se clasifica dentro de la Clase: Deuteromycetes u hongos imperfectos. Orden:
Mycelia sterilia. En su estado anamorfico corresponde con Thanatephorus

cucumeris (Index-Fungorum, 2008).

En las plantas pequefias aparecen en el tallo e hipocotilo Ulceras de color pardo-
rojizo, de varios tamafos, delimitadas por un borde oscuro, las que luego se
vuelven asperas, se secan y destruyen la médula (Mayea et al., 1983). El hongo
ataca ademas las raices, causando pudriciones en la base de la planta (Gonzélez,
1988). El micelio es ramificado, las dicotomias son en angulo recto, tabicados a no
menos de 10 mm del punto de insercion (Mardec, 2007) y esta uniformemente
distribuido por la superficie del hospedante, aunque a veces se aglomera y forma
cordones visibles macroscopicamente. En los cordones de mayor espesor se
forman los esclerocios de color pardo intenso, son de forma aplastada y

redondeada, cubierto por un fieltro espeso y aterciopelado (Gonzéalez, 1988).

Las plantas mas viejas pueden ser atacadas, pero sobre éstas la invasion del
hongo se limita al tejido externo cortical, sobre el cual produce alargadas
quemaduras y lesiones rojizas. Una parte de su ciclo lo pasa saprofiticamente
sobre las particulas organicas del suelo o formando micorrizas, hasta que por
determinados factores se vuelve perjudicial para los semilleros provocando

pudriciones y otros trastornos (Mayea et al., 1983).

En cuanto a las condiciones Optimas para su reproduccion, requiere humedad alta
en la superficie del suelo. En los brotes de los cultivos, las condiciones mas
propicias se presentan en la salida de la segunda brotacién, debido a la mayor
densidad de follaje. Los suelos arcillosos favorecen la presencia de esta
enfermedad (Bayer, 2008). Los aislados de R. solani difieren en patogenicidad y
morfologia, asi como en caracteristicas culturales y fisiol6gicas. No es una especie
Unica, sino una coleccion de poblaciones que da origen al concepto de Grupo
Anastomosis (AG) en el cual se agrupan organismos de la misma especie que
pueden entrecruzar sus hifas. Se han dividido en 14 AG (1 al 13 y el AGBI)
(Gonzalez, 2002), subdividiéndose en grupos segun caracteres morfologicos,
bioquimicos y moleculares (Gonzalez, 2008). Los enfoques recientes para
caracterizar los distintos aislamientos incorporan caracteres que se obtienen a

través de técnicas moleculares como hibridizacion del ADN, el polimorfismo de la



longitud de los fragmentos de restriccion y la secuenciacion directa de genes,

entre otros.

Nerey (2009) realizé la caracterizacion morfologica, patogénica y molecular de 60
aislados de Rhizoctonia spp. a partir de muestras de frijol comun con sintomas
tipicos de la enfermedad tomadas en diferentes suelos de Cuba. Esta autora
obtuvo que la mayoria de los aislados cubanos pertenecen a los grupos de
anastomosis AG4 y AG2 de R. solani y que fueron capaces de causar lesiones de

pudricion del hipocotilo y raices del cultivo.

2.2.3 Microorganismos biocontroladores de hongos fitopatdogenos del suelo

Entre los microorganismos mas empleados en el control biolégico de hongos
fitopatdogenos del suelo se destaca el género Trichoderma Pers., el cual ha sido
investigado por diferentes autores en Cuba (Stefanova, 2007; Pérez et al., 2009;
Martinez et al., 2013). Otros microorganismos que han sido descritos como
antagonistas de hongos del suelo, se encuentran Bacillus subtilis Ehrenberg. como
antagonistas de S. rolfsii (Kimm et al., 1997);Pseudomonas fluorescens (Trevisan)
Migula. como antagonista de R. solani, S. rolfsii y M. phaseolina; Pseudomonas
cepacia y Bacillus cereus, como antagonistas de R. solani (Echavez y Gomez,
1997) y Rhizobium leguminosarum biovar. phaseoli como antagonista de R. solani
(Mora, 1996).

Pseudomonas aeruginosa Migula. tiene la capacidad de ser antagonista de varios
patdgenos asociados a las raices de las plantas ademas de producir sideroforos,

antibiosis e induccién de resistencia a la planta (Hernandez, 2005).

El GLUTICID (fungicida biol6gico compuesto por los metabolitos de P. aeruginosa)
se ha empleado también en el control de enfermedades foliares y del suelo
reduciendo las afectaciones por Alternaria solani Sor., U. phaseoli,
Pseudoperonospora cubensis (Berk. & M.A. Curtis) Rostovzev. y Mycosphaerella

fijiensis Morelet (Stefanova et al., 2001).

Bocourt et al. (2009) en una prospeccion de hongos fitopatbgenos del suelo con

potencialidades para el control bioldgico en agroecosistemas cubanos encontraron



en un suelo Ferralitico rojo con Nicotiana tabacum L., Arachis hypogaea L. y
Sorghum bicolor (L.) Moench., nueve especies, entre las que citan a: Aspergillus
candidus Link. antagonista de Sclerotium cepivorum Berk. y M. phaseolina;
Clonostachys rosa (Link) Schoers, Samuel, Seyfery WW. Gams. antagonista de
R. solani y Fusarium solani.,, y Paecilomyces lilacinus (Thorne) Samsan.,
biocontrolador de M. phaseolinay S. cepivorum.

2.3 Actinomicetos

Los actinomicetos representan un grupo ubicuo de microorganismos ampliamente
distribuidos en ecosistemas naturales. En un principio los actinomicetos se
incluyeron entre los hongos porque su morfologia y desarrollo presentaban gran
similitud, dotados de un micelio verdadero; debido a esto se les denominé “hongos
radiados”. Sin embargo, hoy en dia, dado su caracter procaribtico, se sustenta

muy bien su clasificacion como bacterias (Franco-Correa, 2009).

Estos microorganismos resultan ser abundantes en suelos, tanto o0 mas que las
mixobacterias; sin embargo, también se encuentran en ambientes acuéticos,
dulces y marinos (Leiva et al., 2004). Dentro de sus caracteristicas presentan un
olor tipico a suelo humedo por la produccién de un metabolito llamado geosmina,
presentan una actividad metabdlica alta, producen terpenoides, pigmentos y
enzimas extracelulares (Ezziyyani et al., 2004). Como la gran mayoria de bacterias
que son abundantes en el suelo, presentan un importante papel ecoldgico en el

mismo (Franco-Correa, 2009).
2.3.1 Caracteristicas generales y clasificacion

Los actinomicetos constituyen un grupo heterogéneo de microorganismos; son
bacterias Gram positivas que se caracterizan por su capacidad de formar
filamentos ramificados. El orden de los Actinomycetales comprende 63 géneros
constituyendo, aproximadamente del 20-60% de la poblacién microbiana del suelo
(Ezziyyani et al., 2004). Los actinomicetos se encuentran incluidos en el domino
Bacteria debido a varias razones: la pared celular estd compuesta por

peptidoglicano, el diametro de sus hifas es inferior al de los hongos (0.5 a 2.0 um),
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son sensibles a los antimicrobianos pero presentan resistencia a los antifingicos y
la disposicion de su material genético es tipicamente procariotica (Sylvia, 2005),
aunque se caracterizan por presentar un alto contenido de guanina y citosina en
su ADN, encontrandose entre el rango de 51 a 78% de G+C. Estas bacterias son
aerobias y algunas anaerobias, pudiéndose encontrar en animales o en el hombre;
son heterotrofas, por lo cual pueden utilizar fuentes de carbono simples, complejas
y compuestos moleculares organicos tales como acidos, azucares, polisacaridos,
lipidos, proteinas e hidrocarburos alifaticos. Utilizan como fuentes de nitrégeno,
amonio, nitratos, aminoacidos, peptonas y un gran numero de proteinas.
Frecuentemente, alcanzan grandes densidades poblacionales en suelos con alto
contenido de materia organica y amplias reservas de carbono asimilable y humus
(Leveau y Bouix, 2000).

La taxonomia de los actinomicetos ha avanzado mucho durante los ultimos treinta
afios, al mismo tiempo que el nUmero de géneros de este grupo, cuyo aumento
debe atribuirse en gran parte al interés industrial que poseen. En el Anexo 1 se
presenta un arbol filogenético con la descripcion del nUmero de géneros, ordenes

y subdrdenes (Prescott, 2002).

La mayoria de los actinomicetos son mesdfilos y su crecimiento se registra entre
25-30 °C, en temperaturas inferiores a 5 °C el crecimiento es nulo y a
temperaturas superiores a 55 °C solo algunas especies termofilicas de
Streptomyces sp., Thermomonospora sp. y Thermoactinomyces sp. son capaces
de crecer aunque el efecto de la alta temperatura posiblemente sea letal para el
microorganismo si estad acompafado de humedad (Stanley, 1994). De acuerdo a
la especie son afectados por la disminucién en la concentracion de oxigeno,
debido a que algunos de ellos son microaerofilicos y toleran bajas presiones
parciales de dicho gas en el suelo (Koneman, 2001).

Los principales géneros que se aislan a partir de suelos son Nocardia,
Streptomyces y Micromonospora, que pueden estar presentes como conidias o
como hifas vegetativas (Martin, 1980). Sin embargo, los métodos de aislamiento

convencionales muestran que el 95% de los actinomicetos aislados a partir de



suelo pertenecen al género Streptomyces. Algunos de estos microorganismos no
han sido identificados especificamente, y la posicion filogenética de algunos
subgrupos muestra que su divergencia corresponde con la de los géneros
tradicionales de actinomicetos (Rheims et al., 1999). Algunos géneros han sido
informados como fijadores de nitrogeno atmosférico, como Frankia y algunas
cepas de las familias Thermomonosporaceae y Micromonosporaceae (Franco-
Correa, 2008).

Los actinomicetos también han sido descritos como agentes de biocontrol por la
capacidad de producir enzimas biodegradativas como quitinasas, glucanasas,
peroxidasas entre otras, involucradas en el papel del micoparasitismo que llevan a
cabo estos microorganismos (Marquez et al., 2003). El género Streptomyces ha
sido descrito como colonizador de la rizosfera, capaz de ejercer biocontrol sobre
hongos fitopatdégenos, producir sideroforos, sustancias promotoras del crecimiento
vegetal “in vitro”, promover la nodulacion y ayudar a los bacteriodes de Rhizobium
a la asimilaciéon del hierro en la fijacion de nitrégeno en leguminosas, lo cual
contribuye indirectamente a la promocion de crecimiento vegetal (ToKala et al.,
2002).

El concepto de mycorrhiza helper bacteria (MHB) fue introducido en un Tansley
Review: Helper Bacteria: una nueva dimension de la simbiosis micorricica
(Garbaye, 1994) que ha conllevado a nuevas investigaciones en el sistema
modelo planta-hongo, en cuanto al significado de estas bacterias que promocionan
la formacion de las micorrizas y ocasionan muchos efectos fisiologicos en la
interaccion mutualista. El concepto de MHB es genérico, este depende del tipo de
simbiosis micorricica pero no de la posiciéon taxonémica de la bacteria (Artursson
et al., 2006). Ciertos actinomicetos (Rhodococcus, Streptomyces y Arthrobacter)
han sido identificados como bacterias que se asocian al micelio de hongos
ectomicorricicos (Burke et al., 2006) y solo hay una referencia de Streptomyces
coelicolor asociado a Glomus intraradices en cultivos de sorgo (Abdel-Fatah vy
Mohamedin, 2000).



2.3.2 Medios de cultivos para el aislamiento y multiplicacion de los

actinomicetos

La mayoria de los actinomicetos crecen en medios como agar nutritivo, agar
tripticasa soya, agar sangre o agar infusion cerebro corazon. Sin embargo, para la
diferenciacion y el desarrollo de esporas y/o pigmentos se necesita de medios
suplementados con quitina coloidal, extracto de suelo, avena, almidon con sales
inorganicas, agar agua con determinados polisacéaridos como fuente de carbono,

extracto de levadura o peptona (Bergey y Holt, 2000).

El crecimiento de las colonias de actinomicetos en medio sélido se puede ver a los
3 0 4 dias de incubacion, pero el desarrollo de micelio aéreo maduro con esporas
puede tardar entre 7 y 14 dias en desarrollarse y en algunas cepas de crecimiento
lento hasta mas de un mes de incubacién. El crecimiento en medios liquidos
estacionarios se restringe a la formacion de una pelicula en la superficie o quizas
un sedimento algodonoso dejando el medio liquido transparente. Por lo cual para
el crecimiento en medios liquidos se recomienda una agitacion a velocidades de
200 6 250 rpm para suministrar la mejor aireacion posible. A diferencia de las
bacterias no filamentosas, los actinomicetos pueden crecer formando “pellets” o
agrupaciones de filamentos en medios liquidos (Prescott, 2002). Se caracterizan
por no producir mucopolisacaridos como otras bacterias como las mixobacterias
(Ben et al., 1997) de ahi que se observen en placas de agar como colonias secas

y N0 cremosas.
2.3.3 Antagonismo sobre hongos fitopatégenos del suelo

El suelo representa una fuente éptima para el aislamiento de microorganismos con
actividad antagonica, los cuales pueden ser empleados como agentes de control.
Entre los mecanismos de accion que utilizan los microorganismos antagonistas
para el control biolégico se encuentran: antibiosis, competencia, parasitismo, lisis
celular y resistencia inducida en el hospedante. Diversos investigadores citan a las
quitinasas, glucanasas y proteasas como enzimas involucradas en el control

bioldgico de fitopatdgenos (Aceves et al., 2005; Yandigeri et al., 2015).
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Los actinomicetos se caracterizan por producir enzimas con actividad
antimicrobiana, aspecto que ha sido evaluado en relacién al biocontrol de
fitopatégenos (Park et al., 2002). El parasitismo de los hongos fitopatdogenos,
facilitado por la producciéon de enzimas hidroliticas, esta involucrado en el control
biolégico de enfermedades fungicas. Entre las enzimas hidroliticas, las quitinasas
son de suma importancia teniendo en cuenta que la quitina es el mayor
constituyente de la pared celular en la mayoria de los hongos fitopatdogenos. Las
quitinasas inhiben la germinacion de las esporas fungicas y la elongacion del tubo

germinativo y lisan los tipos hifales (Kishore et al., 2005).

Los actinomicetos producen una amplia variedad de hidrolasas extracelulares
importantes en la descomposicion de la materia organica en el suelo; estos
parecen tener importancia entre la microbiota (Valois et al., 1996). El antagonismo
de los actinomicetos contra hongos ha sido demostrado para una amplia variedad
de patdégenos de plantas, tales como Alternaria, Rhizoctonia, Verticillum, Fusarium
y Macrophomina sp. Por ejemplo, la cepa 5406 de Streptomyces sp. ha sido usada
en China por mas de 30 afios para proteger los cultivos de algodon de hongos
fitopatdogenos del suelo (Valois et al., 1996). Adicionalmente, Lahdenpera et al.
(1991) desarrollaron un biofungicida que contiene células de Streptomyces
griseoviridis para proteger los cultivos contra infecciones de Fusarium y Alternaria.
Por otro lado, Streptomyces sioyaensis exhibe antagonismo contra varios hongos
fitopatbgenos como Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp., Colletotrichum
higginsianum, Acremonium lactucum H.J. Lin, C.Y. Chien & JW. Huang y

Fusarium oxysporum Schltdl (Hong et al., 2002).
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3. Materiales y métodos

El presente trabajo se realizo en el Departamento de Microbiologia del Centro de
Bioactivos Quimicos, Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas, Santa
Clara, Villa Clara, Cuba; durante el periodo comprendido entre octubre de 2017 y
mayo de 2018.

Cepas de actinomicetos y hongo fitopatégeno

Se emplearon cuatro cepas de actinomicetos pertenecientes a la coleccion de
cultivos microbianos del propio Centro, seleccionadas a partir de su actividad
antagonista “in vitro” frente a cuatro hongos fitopatégenos que afectan el frijol
comun (Garcia, 2014) (Tablal).

Tabla 1. Cepas de actinomicetos utilizadas en los estudios

Cepas Origen Lugar

CB-14 | Sedimento | Cueva de Bellamar. Matanzas

EA-2 Endofito Arco Iris, Santa Clara. Villa Clara

CD-24 | Rizosfera | Cayo Las Dunas. Villa Clara

B-8 Riz6sfera | Jardin Botanico UCLV

Se utilizé el hongo fitopatdgeno Rhizoctonia solani (cepa AG4 HGI) perteneciente
a la coleccion de cultivos microbianos del laboratorio de Microbiologia de la

Facultad de Ciencias Agropecuarias.

3.1Determinacién de la actividad antagdnica “in vitro” de las cepas de

actinomicetos contra R. solani

Para determinar la actividad antagoOnica in vitro se sembraron 4 cepas de
actinomicetos en placas de Petri con Agar caseina almidén a pH 7, luego se
incubaron (Incubadora, Modelo: Memmert) en la oscuridad entre 28-30 °C por

siete dias para permitir el crecimiento, esporulacion y produccion de metabolitos
12



secundarios. El hongo fitopatégeno se sembré en Agar Papa Dextrosa (PDA) e
incubaron en la oscuridad a 28 °C, tres dias previos a la realizacion del ensayo de
bioactividad. Ambos microorganismos se enfrentaron mediante cultivo dual en
placas de Petri de 90,0 mm de didmetro con medio de cultivo PDA (Davila et al.,
2013; Wu et al., 2016; Sellem et al., 2017). Se colocaron en un extremo de la
placa un disco de 7 mm de diametro de micelio del hongo fitopatdégeno (tomado
del crecimiento en placa de Petri inoculada con suspension micelial en medio de
cultivo PDA) y en el extremo opuesto otro disco de 7 mm con micelio del
actinomiceto y 5 cm de separacién entre ellos. También se sembraron discos de 7
mm en el centro de placas de PDA sin actinomicetos como control de crecimiento
de R. solani. Los cultivos se incubaron a 28+2 °C y oscuridad, y cada 24 horas se
medié el crecimiento radial del micelio de los hongos hasta los siete dias de

incubacion.
Se medio6 el porcentaje de inhibicién para cada pareja de hongo-actinomiceto se
determino por la siguiente formula:

C.micelial (R.solani).—C.micslial (actinomiceto)

PICR (%) = x 100

C.micelicl (R. solani)

(Misk y Franco, 2011, Cuesta et al., 2012).

P

Control

Figura 1. Montaje del enfrentamiento dual Actinomiceto/hongo. ®

Actinomiceto, ® Hongo Fitopatdgeno.
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El experimento se mont6 bajo un disefio completamente aleatorizado con cinco

réplicas por tratamiento (cepas de actinomicetos) y control (hongo fitopatdogeno).
3.2 Evaluacion de la compatibilidad entre cepas de actinomicetos

Para determinar la compatibilidad in vitro de las cepas de actinomicetos en
estudio, se sembraron las mismas por separado en placas de Petri de 90 mm de
diametro con Agar Caseina Almidon a pH 7. Estas se incubaron en la oscuridad
entre 28-30 °C por siete dias para permitir el crecimiento, esporulacion y
produccion de metabolitos secundarios. Pasado este tiempo de incubacién, se
extendié con un hisopo estéril las esporas de la cepa a compatibilizar de forma
perpendicular a las otras cepas. Luego los cultivos se incubaron en las mismas
condiciones antes descritas y se hicieron observaciones diarias hasta los 15 dias.
El criterio que se utilizé para determinar la compatibilidad entre las cepas de
actinomicetos fue la no existencia de zonas de inhibicidbn ni sobrecrecimiento de

acuerdo a lo descrito por Zaim (2018).

3.3. Evaluacion del efecto de cepas de actinomicetos en el tratamiento a las
semillas de frijol comun sobre la incidencia y severidad de la enfermedad

causada por R. solani

Con el objetivo de evaluar el efecto del tratamiento a la semilla con cepas de
actinomicetos (CB14, EA2, CD-24 y B8) sobre la incidencia y severidad de la
enfermedad causada por el hongo fitopatdbgeno R. solani, se realiz6 un

experimento en condiciones de casa de cultivo.

Para ello, se utilizd suelo Pardo mullido medianamente lavado segun la
clasificacion de Hernandez et al. (2015) proveniente de un suelo anteriormente

sembrado con maiz (Zea mays L.).

Preparacion del in6culo de los actinomicetos

Los actinomicetos se subcultivaron en erlenmeyer con 100 mL de Caldo Triptona
Soya (BioCen) y se colocaron en un agitador orbital Gerhardt, durante cinco dias a

120 rpm y temperatura a 28+2 °C. El inOculo se ajustd a una concentracion total de
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9,5 x 10° células mL™* mediante el empleo de la camara de Neubauer, al

microscopio optico (Motic) y aumento 400X.
Preparacion del inéculo de Trichoderma harzianum (cepa A-34)

Para la multiplicacion de T. harzianum (cepa A-34) procedente del Instituto de
Investigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV) se utilizaron erlenmeyer estériles de
250 mL en los que se vertieron 100 mL del medio de cultivo liquido Caldo de Papa
Dextrosa (BioCen), a un pH de 5,5. En cada frasco se inocul6 un disco de micelio
de 10 mm de diametro del cultivo previamente crecido durante 72 h en el medio de
cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) y se colocaron en un agitador orbital Gerhardt,
durante tres dias a 120 rpm y temperatura aproximada a 28+2 °C. El inGculo se
ajusté a una concentracion de 2,5 x 10° conidios mL™ mediante el empleo de la

camara de Neubauer, al microscopio 6ptico (Motic) con aumento 400X.

Material vegetal utilizado en el experimento

Se emplearon semillas de P. vulgaris L. cv. Quivican (Testa blanca) registradas en
el Listado oficial de variedades comerciales (MINAG, 2016) procedentes de la
Unidad Estatal Basica (UEB) Semillas Villa Clara. El poder germinativo de las
semillas empleadas fue de 100%, las que fueron desinfectadas con hipoclorito de

sodio al 1% y lavadas con agua destilada estéril durante 3 min.

Recubrimiento de las semillas

Las semillas se recubrieron segun la metodologia de Hamdi (1985) modificada por
Cupull et al. (2003), la cual emplea zeolita procedente de la cantera de San Juan
de los Yeras, Ranchuelo, Villa Clara (0,5 mm de diametro de particulas) como
sustrato y almidén de yuca preparado al 8% como adherente. A 5 g de zeolita se
afiadieron 5 mL de suspension de los agentes bioldgicos a la concentracidon antes
referida. La proporcién de semilla/zeolita empleada fue de 7g de semillas:1g de

zeolita (m/m). Se secaron al aire durante 48 h y se sembraron posteriormente.
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Multiplicacion del hongo fitopatégeno R. solani

Para la multiplicacién del hongo fitopatégeno R. solani se utilizaron 2 Erlenmeyer
estéril con 100 g de arroz con cascara en 100 mL de agua destilada y se esterilizd
a 121°C en autoclave durante 1h, pasado 24 horas y a temperatura ambiente se
inoculé con 4 discos de micelio del hongo de 1 cm de diametro y se incubaron
entre 28-30 °C por 10 dias.

Inoculacién

El hongo fitopatégeno se inoculd al suelo al 2 % lo que significa que a 4419 se le
afadieron 9g del inoculd en recipientes plasticos (marca Magenta), con capacidad
de 450 g, homogenizando suelo-hongo fitopatdégeno 48 h antes de la siembra. En
cada magenta se sembraron de forma manual tres semillas, las cuales ya estaban
recubiertas con los agentes biologicos. La humedad del suelo se mantuvo
agregando inicialmente150 mL de agua destilada por magenta y manteniendo el
riego periédicamente segun las necesidades de las plantas y de forma uniforme.
Se utilizaron ocho tratamientos (cepas de actinomiceto EA2, CB14, CD-24y B8) y
la combinacion de las cepas CB14+EA2 y las cepas CD24+B8, que se
compararon con T. harzianum (cepa A-34), Celest Top FS 312
(tiametoxan+difenoconazol+fludioxonilo) a dosis de 0,192 L. ia/kg de semilla y
otros dos controles (positivo y negativo) con seis réplicas bajo un disefio
completamente aleatorizado. El control positivo consistidé en no realizar tratamiento
de semilla e inocular el hongo fitopatégeno y el control negativo no se hizo

tratamiento de la semilla ni se inocul6 el suelo con el hongo fitopatégeno.
3.3.1 Incidencia de la marchitez de las posturas

Se evalué el porcentaje de incidencia de la marchitez de las posturas
preemergente a los 7 dias posteriores a la siembra de las semillas, y el porcentaje
de incidencia postemergente a los 21 dias posteriores a la germinacion de las

semillas, mediante las férmulas descritas por Nawar (2007).
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Ingid Numero de semillas no germinadas 100
idenci - te =
% Incidencia pre —emergente Numero total de semillas sembradas *

Nimero de plantas muertas
U de incidencia post — emergenete = — — x 100
Nimero de plantas sobrevivientes

A las semillas no germinadas o plantas con lesiones en el hipocotilo, raices y/o
tallo se colocaron en camara humeda y preparaciones microscopicas para
confirmar la identidad del hongo fitopatégeno que se inoculd. Para esto ultimo se

empled los criterios descritos por Watanabe (2002).
3.3.2 Severidad de la marchitez de las posturas

Se evalué el porcentaje de severidad de la enfermedad en raices y tallos a los 21
dias posteriores a la inoculacion de R. solani, mediante la formula de Towsend y
Heuberguer (1943) y el empleo de las escalas propuestas por Keijer et al. (1997) y

Bradley et al. (2001), respectivamente (Anexo 2).

T(nxwv)
S (%) = W}( 100

S = Severidad

n = NUmero de plantas con grado de la escala
v = Grado de ataque segun la escala

G = Numero total de grados

N = Numero total de plantas observadas

Procesamiento estadistico de los datos

El procesamiento estadistico de los datos consistio en andlisis de varianza de
clasificacion simple (ANOVA), previa comprobacion de la normalidad y
homogeneidad de varianzas. Se realizaron comparaciones de medias mediante
las pruebas de Tukey y H de Kruskal-Wallis (p<0,05). Se empled el paquete
estadistico Statistic Package for Social Science (SPSS) v. 21 sobre Windows.
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4. Resultados y discusién

4.1 Determinacion de actividad antagénica in vitro de las cepas de

actinomicetos contra R. solani

El ensayo de antagonismo in vitro mostré que las cuatro cepas de actinomicetos,
mostraron actividad antagonica sobre R. solani (Tabla 3.). Las cepas que
mostraron los mayores porcentajes de inhibicion fueron la EA 2 y B8 con valores
de 82,27y 79,22 %, respectivamente (Tabla 3 y Figura 2).

Tabla 3. Porcentaje de inhibicion de cepas de actinomicetos sobre el crecimiento

micelial de R. solani

Cepas Porcentaje de inhibicion
(%0)

B8 79,22 a

CB14 72,96 b

CD24 73,69 b

EA2 82,27 a

E.E (2) 1,23

C.V (%) 5,57

(a, b) Medias con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la prueba de
Tukey (p<0,05) n=5
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Figura 2. Ensayo de antagonismo in vitro de cepas de actinomicetos contra

R. solani

Estos resultados corroboran los obtenidos por Abyad et al. (1996) al evaluar cepas
de actinomicetos aislados de la rizésfera contra patdégenos del tomate. Estos
autores encontraron que las cepas de Streptomyces pulcher, S. canescens y
S. citrofluorescens, fueron las mas activas contra Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, Verticillium albo-atrum y Alternaria solani. De igual forma, Castillo et al.
(2001) informaron cepas de actinomicetos aislados de la rizosfera de plantulas de

papa con porcentajes de inhibicién de hasta 87 % contra R. solani.

Otros autores, tales como Molano et al. (2000) determinaron la inhibicion in vitro
del crecimiento de Fusarium oxysporum a partir de la actinomicina, un antibiotico
producido por Nocardia sp., cepa aislada de una muestra de suelo rizosférico de
liguen (Mosquera-Colombia). La produccion de dicho metabolito secundario
resultd ser téxico para el hongo fitopatégeno. También Gomes et al. (2000), en su
ensayo de inhibicién de crecimiento micelial de agentes fitopatégenos por cepas
de actinomicetos, encontraron la inhibicién total del crecimiento de Fusarium

solani, Fusarium graminearum Link ex. Grey. y Fusarium oxysporum.

Castillo-Fabelo et al. (2001) evaluaron in vitro 90 cepas de actinomicetos aislados

de la rizésfera de papa sobre R. solani y seleccionaron 24 cepas que mostraron
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porcentajes de inhibicion que oscilaron entre 72,4 a 68,8 %. Estos mismos autores
llegaron a la conclusiéon de que los actinomicetos de rizosfera de papa podrian ser

una fuente para el control biolégico de R. solani.

Segun varios autores, la resistencia a sustancias antagonicas, tales como las
quitinasas, puede ser una caracteristica importante para los microorganismos que

colonizan la rizosfera (Whipps, 2001, Nawani et al., 2002, El-Tarabily et al., 2003).

Ezziyyani et al. (2004) plantearon que los fendmenos de antagonismo en hongos
pueden ser explicados por diversos mecanismos incluyendo antibiosis vy
parasitismo; la inhibicion en el crecimiento micelial del hongo fitopatégeno
R. solani puede ser atribuido a la presencia de algunas sustancias inhibitorias
excretadas por los actinomicetos. El grado de inhibicion puede variar por factores

como: la temperatura, el pH y el medio de cultivo.

Los actinomicetos del suelo han revelado su amplia actividad antifangica (Tinatin y
Nuzrat, 2006). Se ha demostrado que protegen a varias plantas contra diversos
hongos fitopatdgenos transmitidos por el suelo. Estos, producen un conjunto de
compuestos antifangicos, entre los que se encuentra un miembro de la clase de
antimicina, que actdan inhibiendo el flujo de electrones en la cadena respiratoria
mitocondrial de los hongos fitopatbgenos y se han identificado en el género
Streptomyces (Schoenian et al., 2014).

Franco-Correa (2008) inform6 que la inhibicién del crecimiento micelial se da por
productos antifingicos y no por la produccion de la enzima quitinasa, ya que
cepas con actividad quitinolitica no produjeron inhibicion del crecimiento micelial.
Es importante tener en cuenta que no todos los antibidticos que posiblemente
producen los actinomicetos que se aislaron pueden inhibir o afectar el desarrollo
de los hongos evaluados.

Figen et al. (2015) evaluaron in vitro 73 cepas de bacterias antagonistas aisladas
de la rizésfera de plantas de té en el control de la pudricion de las raices causadas

por R. solani en frijol comun y papa en Turquia, donde obtuvieron 15 cepas que
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fueron efectivas contra este hongo fitopatdégeno al formar zonas de inhibicion entre

0,20-2,30 cm e inhibir el desarrollo del micelio.

Kamara y Gangwar (2015), aislaron 100 cepas de actinomicetos a partir de 30
muestras de suelo rizosférico de Catharanthus roseus y Withania somnifera en
diferentes lugares en Ludhiana, India con el objetivo de probar su actividad
antifangica contra siete hongos fitopatégenos: Alternaria alternata, Fusarium
oxysporum, Helminthosporium oryzae, Macrophomina phaseolina, Penicillium sp.,
Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii. Estos autores, informaron un total de 39
aislamientos con actividad antifungica, de ellos 9 cepas contra Alternaria alternata,
19 contra Fusarium oxysporum, 20 contra Helminthosporium oryzae, 14 contra
Macrophomina phaseolina, 10 contra Penicillum sp. y 16 contra Rhizoctonia
solani. También, concluyeron que estos actinomicetos del suelo rizosférico son
candidatos prometedores a utilizar como agentes de control biolégico contra

hongos fitopatdgenos.

Otros autores como Singh et al. (2015) aislaron 34 cepas de actinomicetos del
vermicompost y evaluaron su actividad antifangica in vitro e in vivo frente al hongo
fitopatdogeno R. solani. Del total de cepas, sélo 12 revelaron antagonismo a través
de su zona de inhibiciébn (> 20mm), asi como lograron reducir la enfermedad
damping off entre un 47 y 63 % en las plantas de tomate tratadas. Ademas,
encontraron que en estas plantas se indujeron enzimas relacionadas con la
defensa tales como peroxidasas, polifenol oxidasas, fenilalamina amonio liasas y

acumulacion de compuestos fendlicos y flavonoides.

Singh et al. (2016) aislaron un total de 80 cepas de actinomicetos a partir de
suelos de diferentes habitats de la region de Chambal, Madhya Pradesh, para
evaluar su capacidad antagénica in vitro contra los hongos fitopatégenos de la
soya Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum, Colletotrichum truncatum y
Rhizoctonia solani. De estos, solo un actinomiceto ACITM-1 mostré actividad

antifingica contra M. phaseolina, F. oxysporum, R. solani y C. truncatum.

4.2 Evaluacion de la compatibilidad entre cepas de actinomicetos
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En la Figura 3. Se observa la compatibilidad que exhibieron las cepas de
actinomicetos CB14 y EA2, asi como las cepas B8 y CD 24. Entre ellas no se
observaron halos de inhibicion ni sobrecrecimiento de una sobre la otra, quedando
asi demostrado su compatibilidad.

Figura 3. Ensayo de compatibilidad in vitro entre cepas de actinomicetos

Estos resultados son de suma importancia antes de evaluar in vivo el efecto
combinado entre cepas de un mismo microorganismo. Varios estudios han
sugerido que las combinaciones de agentes de biocontrol introducidos deben ser
compatibles entre si para una mejor y mas consistente supresién de la
enfermedad (Yobo 2005; Latha et al., 2011; Mudawi y Idris, 2014).

Investigaciones previas han establecido que las principales interacciones
consideradas hasta ahora incluyen un solo agente patdgeno y un Unico agente de
control biologico en la rizésfera del garbanzo (Khan et al., 2014; Amini et al., 2016;
Mehmood y Khan, 2016).

Por otra parte, Whipps (2001) informé que una forma de mejorar el control
biolégico en la rizosfera puede ser agregar una mezcla o combinaciones de
agentes de control biolégico, particularmente si exhiben diferencias o modos de
accion o habilidades complementarios para colonizar micrositios de raiz. Tales

interacciones multiples son la situacion normal en la rizosfera.
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Debe sefialarse que el uso de mezclas o combinaciones de diferentes cepas
puede practicarse siempre que ningun miembro de la mezcla sea inhibidor para
otro o interfiera excesivamente con otros microorganismos existentes en la
rizosfera (Whipps, 2001).

Maketon et al. (2008) estudiaron la eficacia de la formulacion comercial Trisan TM
de T. harzianum (AP-001) y Larminar TM de B. subtilis (AP-01), aplicadas solas o
en combinacion para suprimir tres enfermedades del tabaco, incluida la marchitez
bacteriana (Ralstonia solanacearum), desprendimiento de la hoja (Pythium
aphanidermatum) y mancha foliar (Cercospora nicotiana). T. harzianum AP-001 y
B. subtilis AP-01 solos poseian eficacias mas bajas en el control de
R. solanacearum en comparacion con su combinacion donde ocurria algun efecto
sinérgico. Su mezcla también fue efectiva en la supresion del desarrollo de la
enfermedad de la mancha foliar de la hoja. De acuerdo con estos resultados, Nel
et al. (2006) informaron que la formulacion comercial Patostop (Bacillus spp.,
Pseudomonas spp. y Gliocladium spp.) redujo la severidad de F. oxysporum f. sp.

cubense.

Amule et al. (2018) evaluaron el efecto de la inoculacion simple y combinada entre
actinobacterias, Rhizobium y rhizobacterias promotoras del crecimiento vegetal en
soya bajo condiciones de casas de cultivo y campo. Estos autores informaron que
el consorcio microbiano mejor6é el rendimiento de la soya y salud del suelo al

comparar con el control y la aplicacion simple de los microorganismos.

Resultados similares obtuvieron Zaim et al. (2018) al evaluar el efecto combinado
de la bacteria antagonista B. subtilis con T. harzianum en el tratamiento de la
semilla del garbanzo contra F. oxysporum f.sp ciceris en condiciones
semicontroladas. Los mismos informaron una reduccion de la severidad de la
enfermedad del 93,67 % al aplicar ambos antagonistas, ademas de sugerir que su
eficacia esta asociada a sus propiedades antagonicas y competitividad en la zona

de la riz6sfera.
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4.3 Evaluacion del efecto de cepas de actinomicetos en el tratamiento de las
semillas de frijol comun sobre la incidencia y severidad de la enfermedad
provocada por R. solani

4.3.1 Incidencia de la marchitez de las posturas

El analisis del efecto de los actinomicetos sobre el porcentaje de incidencia de

damping off pre-emergente en el cultivo mostré6 diferencias estadisticas

significativas entre los tratamientos (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de incidencia de damping-off pre-emergente en semillas
tratadas con cepas de actinomicetos, T. harzianum y Celest Top a los 7 dias

posteriores a la inoculacion del suelo con R. solani.
Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas segun la prueba no paramétrica
H de Kruskal-Wallis (p<0,05) n=24

Los menores porcentajes de incidencia fueron obtenidos en los tratamientos
donde se protegieron las semillas con las cepas de actinomicetos CD 24, la
combinacion CD24+B8 y el tratamiento quimico con Celest Top, sin diferencias
estadisticas significativas entre ellos e inferiores al control positivo. Entre el
tratamiento con Celest Top y el control positivo no se hallaron diferencias
estadisticas. Los tratamientos donde las semillas fueron recubiertas con la
combinacion de cepas de actinomicetos CB14+EA2, B8 y T. harzianum fueron los
gue tuvieron los mayores porcentajes de incidencia de la enfermedad, sin

diferencias estadisticas entre ellos y superiores al control positivo.

Los resultados obtenidos con las cepas de actinomicetos CD24 y la combinacion
CD24+B8 en la reduccién de la incidencia pre-emergente de la enfermedad,
indican el control efectivo que ejercieron estas cepas en la inhibicion del desarrollo
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del hongo fitopatdbgeno R. solani, al permitir la germinacién de las semillas a
diferencia de los otros tratamientos biologicos (cepas de actinomicetos
CB14+EA2, B8 y T. harzianum), que no lograron frenar el proceso infectivo de
R. solani, provocar pudriciones de los cotiledones de las semillas e impedir su

germinacion (Figura 5).

Figura 5. Sintomas de damping off pre-emergente provocados por R. solani en los
tratamientos con las cepas CB14+EA2 (A), B8 (B) y T. harzianum (C)

Las interacciones microorganismo-microorganismo y planta-microorganismo que
se establecen en la zona de la rizosfera depende de las funciones de los

microorganismos asociados. En muchos microorganismos ha sido demostrada su

eficacia para controlar enfermedades causadas por agentes patdgenos fungicos.
Entre los mecanismos que se describen se encuentran la competencia por
nutrientes y nichos, produccion de metabolitos y supresion de agentes patdégenos
de plantas (Egamberdieva et al., 2011).

Getha et al. (2005) demostraron que los actinomicetos son agentes potenciales de
control biolégico contra hongos fitopatdgenos como Fusarium sp., por ser fuente
de metabolitos secundarios, antibioticos y enzimas liticas. Davila et al. (2013)
destacaron que, de 70 actinomicetos aislados, 25 fueron antagonistas para

Alternaria sp., Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Colletotrichum sp.

En Cuba, Garcia (2014) selecciond siete cepas de actinomicetos eficientes, las
gue mostraron actividad antagonista in vitro frente a S. sclerotiorum, S. rolfsii,

M. phaseolinay R. solani.
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Arias (2015) en estudios en frijol comun encontré actividad antagoénica in vitro e in

Vivo, en el tratamiento a la semilla con actinomicetos contra M. phaseolina.

En la literatura consultada son pocas las referencias relacionadas con el efecto de
la combinacion de cepas de actinomicetos en el control de la marchitez de las
posturas causada por R. solani en frijol comun, estos fundamentalmente se

informan para otros hospedantes del hongo fitopatdgeno.

Ashour y Afify (1999, 2000) informaron que la mezcla de cepas de Bacillus y
Pseudomonas spp. fueron mas efectivas en el control bioldgico de la marchitez de
las posturas en algoddn bajo condiciones de campo que cuando se aplicaron de

forma individual.

Gupta et al. (2002) encontraron que la bacterizacién de las semillas de mani con
Pseudomonas fluorescens (cepa GRC2) redujo la enfermedad pudricion
carbonosa provocada por M. phaseolina en un suelo infectado, al compararla con
el control. Landa et al. (2004) informaron que el tratamiento de las semillas y el

suelo con los agentes de biocontrol Bacillus megaterium, B. subtilis y

Pseudomonas fluorescens redujeron significativamente la intensidad de la

enfermedad marchitez por Fusarium en garbanzo.

Omara et al. (2017) encontraron que la inoculacion combinada de las semillas de
soya con Bradyrhizobium japonicum (St 110) + Methylobacterium aminovorans +
B. megatherium var. phosphaticum (B6) + T. viride en el momento de la siembra
redujeron el damping-off de las plantas por R. solani. Este conocimiento es

necesario para el establecimiento de un manejo integrado de los cultivos.

Con respecto al porcentaje de incidencia post-emergente, de forma similar al
experimento anterior se hallaron diferencias estadisticas entre los tratamientos
evaluados. La combinacion de las cepas de actinomicetos CB14+EA?2 fue la que
logré la mayor proteccion biolégica al no encontrarse plantas con sintomas de

marchitez de las posturas. Los tratamientos a las semillas con el resto de los
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agentes biolégicos no tuvieron diferencias estadisticas entre ellos, pero si con

respecto al control positivo (Figura 6).
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Figura 6. Porcentaje de incidencia de damping-off post emergente en semillas
tratadas con cepas de actinomicetos, T. harzianum y Celest Top a los 21 dias

posteriores a la inoculacion del suelo con R. solani

Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas segun la prueba no paramétrica
H de Kruskal-Wallis (p<0,05) n=24

Varios autores han informado la excelente actividad de biocontrol de varias cepas
de Streptomyces contra algunos hongos fitopatégenos del suelo como Pythium
spp., Fusarium spp. (Reddy y Rao, 1971), Rhizoctonia solani (Rothrock y Gottlieb,
1981) y Phytophthora spp. (Papavizas y Sutherland, 1991). Su actividad de control
biolégico a menudo se realiza antes de que los hongos patdgenos infecten por
completo a sus respectivos hospedantes. Estos microorganismos han sido el
centro de atencion sobre enfoques hacia el desarrollo de estrategias de control

bioldgico contra agentes patdgenos transmitidos por el suelo (Samac et al., 2003).

Conn et al. (2008) informaron que el tratamiento de las semillas con Streptomyces
spp. enddfito. y Micromonospora spp. antes de la siembra, protegié a Arabidopsis
thaliana de la infeccibn por Erwinia carotovora y F. oxysporum. Los

estreptomicetos son capaces de inducir los mecanismos de defensa en la planta.
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Esta observacion implica que los antagonistas microbianos penetraron las semillas

durante su germinacion y colonizaron las plantulas.

Abou-Elaid et al. (2014) evaluaron tres métodos de aplicacion de los agentes
biolégicos T. harzianum, T. viride and B. subtilis para el control de los hongos
fitopatdgenos Fusarium solani, M. phaseolina y R. solani, agentes causales de la
pudricion de las raices en uva bajo condiciones de campo Estos autores
obtuvieron que en las combinaciones de los métodos empleados fueron donde se
lograron reducir los porcentajes de incidencia y severidad de la enfermedad,
considerando el mismo como una técnica promisoria a utilizar en la uva en

condiciones de campo.

Las actinobacterias endofiticas pueden producir enzimas que degradan las
paredes de las células fangicas, especialmente por la produccién de quitinasas.
Mas del 90% de los microorganismos quitinoliticos son actinomicetos (Gupta et al.,
1995). La produccién de quitinasas por actinomicetos y por estreptomicetos en
particular hace que estos microorganismos sean agentes prometedores de control
biolégico microbiano (Krishna- Prasad et al., 2018).

4.3.2 Severidad de la marchitez de las posturas

En la Figura 7 se observa los resultados obtenidos al recubrir las semillas con
cepas de actinomicetos, T. harzianum y Celest Top sobre la severidad de la
enfermedad en raiz y tallo de frijol comun a los 21 dias posteriores a la inoculacion
con R. solani. El andlisis estadistico de los datos mostré diferencias significativas

entre los tratamientos.
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Figura 7. Porcentaje de severidad de la marchitez de las posturas en raiz y tallo
provocado por R. solani al tratar las semillas con cepas de actinomicetos,

T. harzianum y Celest Top a los 21 dias posteriores a la inoculacion
Letras dieferentes sobre las barras indican diferencias significativas segun la prueba no
paramétrica H de Kruskal-Wallis (p<0,05) n=24

Los mayores porcentajes de severidad de la enfermedad se alcanzaron en los
tratamientos donde se recubrieron las semillas con la cepa de actinomiceto CD 24,

Celest Top y control positivo, los cuales mostraron diferencias estadisticas entre

ellos. Este resultado demuestra la baja efectividad biol6gica que tuvieron estos

tratamientos en la proteccion de las plantas (Figura 8).




Figura 8. Lesiones en el tallo y raices del cultivar de frijol comun Quivican a los 21

dias posteriores a la inoculacion con R. solani

Valores intermedios se alcanzaron en los tratamientos con las combinaciones de
las cepas de actinomicetos CD24+B8 y B8, las cuales también difirieron
estadisticamente. La combinacion de las cepas de actinomicetos CB14+EA2 y
T. harzianum fueron las que mostraron los menores valores de severidad de la
enfermedad, sin diferencias estadisticas entre ellas, pero si con respecto al control
positivo.

Este ultimo resultado indica la efectividad biol6gica que tuvo el tratamiento a las
semillas de frijol comun con la combinacion de las cepas CB14+EA2 en la
reduccion de la enfermedad, de manera similar al tratamiento con el hongo
antagonista T. harzianum, por lo que se presenta como una nueva alternativa

biolégica para el cultivo de esta leguminosa.

Estos resultados corroboran los obtenidos por Procopio et al. (2012) quienes
plantean que los actinomicetos, y particularmente las especies de Streptomyces,
producen un amplio espectro de antibibticos, los cuales les permiten desarrollar
interacciones simbidticas con las plantas, protegiéndolas de diversos agentes
patdgenos; al mismo tiempo, los exudados de las plantas promueven el

crecimiento de Streptomyces.

La mayoria de las actinobacterias del suelo son productoras de varias clases de
enzimas extracelulares que incluyen nucleasas, lipasas, glucanasas, xilanasas,
amilasas, proteinasas, peptidasas, peroxidasas, quitinasas, celulasas, ligninasas,
pectinasas, hemicelulasas y queratinasas. Todas estas enzimas juntas
contribuyen a su potencial de control biolégico contra una amplia gama de
fitopatdogenos, debido a que la mayoria de los patdgenos fungicos y bacterianos
tienen constituida su pared celular por polimeros como quitina, glucano, celulosa,
proteinas y lipidos (Gupta et al, 1995; Fodil et al., 2011).
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Bautista et al. (2007) y Scherwinski et al. (2008) informaron que las cepas
pertenecientes al género Bacillus redujeron la severidad de la enfermedad entre
un 12-83 % vy las del género Pseudomonas entre un 52-57 %. Estudios previos
realizados por estos autores, comunicaron a los géneros de bacterias antagonistas
Bacillus, Pseudomonas y Streptomyces como exitosos en el control biolégico de

R. solani.

Figen et al. (2015) probaron in vivo a 73 aislados bacterianos antagonistas frente a
R. solani en papa y frijol comun bajo condiciones de casa de cultivo y obtuvieron
que tres cepas tuvieron efecto en la reduccién de los niveles de infeccion por
R. solani, con valores entre 12-83 % comparados con el control. Este estudio
revelé que los agentes de biocontrol pudieran tener un papel importante en el

manejo de las pudriciones de las raices en papa y frijol coman.

Omara et al. (2017) evaluaron cinco rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR) en el biocontrol de R. solani en soya e informaron una reduccion
de la enfermedad damping off e incremento de la salud de las plantas en todos los

tratamientos.

Los resultados obtenidos en esta investigacion relacionados con el uso potencial
de actinomicetos para evitar la incidencia y severidad de R. solani en el cultivo del
frijol comun aporta una alternativa mas para la lucha contra este hongo en un

programa de manejo integrado en condiciones de campo.

5. Conclusiones

1. Las cepas de actinomicetos empleadas ejercieron un efecto antagdénico
sobre el hongo fitopatégeno R. solani destacandose las cepas EA2 y B8

bajo condiciones in vitro.
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2. Las combinaciones de las cepas de actinomicetos empleadas no

presentaron incompatibilidad alguna entre ellas.

3. En la incidencia del damping-off pre emergente, las cepas de actinomicetos
CD 24 y CD24+B8 presentaron los mejores efectos de control; mientras en

la post emergencia la combinacion de actinomicetos CB14+EAZ2.

4. Los menores porcentajes de severidad de la enfermedad se obtuvieron al
tratar las semillas con la combinacién de las cepas de actinomicetos
CB14+EAZ2 sin diferencias con T. harzianum a los 21 dias posteriores a la

inoculaciéon de R. solani.

6. Recomendaciones

1. Identificar molecularmente las cepas de actinomicetos empleadas en
el estudio.
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2. Evaluar el empleo del tratamiento a las semillas de frijol comun con las
combinaciones de cepas de actinomicetos CD24+B8 y CB14+EA2 en otras

condiciones, con diferentes cultivares y tipos de suelo.
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ANEXOS

Anexo 1. Relaciones taxonomicas Yy filogenéticos de la clase Actinobacteria (Prescott,

2002).
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Anexo 2. Escala para la evaluacién de la severidad de la enfermedad causada por

R. solani en frijol comun

ORGANO GRADO DESCRIPCION
AFECTADO
0 Ausencia de sintomas.
1 Decoloracion amarillenta-marrén cerca del
i hipocaotilo.
Raiz
2 idem al anterior + lesiones o puntos

(Keijer et al., 1997)
marrén en la zona.

3 Superficie  completamente marrén o
lesiones cubriendo mas del 75% de la

superficie radical.

4 Domping off pre emergente, plantulas

muertas o en estado de marchitez.

1 Ausencia de lesiones en el hipocotilo.
2 Lesiones superficiales en el hipocotilo
(decoloracién amarillo-marron).
Tallo
3 Lesiones profundas en el tejido.
(Bradley et al., 2001)
4 Plantulas muertas o en estado de

marchitez




