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Resumen

Con el objetivo de determinar el efecto de tres cepas de actinomicetos (CB14, EA2
y B8) sobre Macrophomina phaseolina en frijol comun, se realiz6 el enfrentamiento
in vitro de estas cepas contra el hongo fitopatégeno M. phaseolina (CCibp-MP2)
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 tizén ceniciento del tallo en condiciones
semicontroladas. Los tratamientos se compararon con dos controles (positivo y
negativo). Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado con 8 tratamientos y
seis réplicas. Los resultados mostraron que las cepas de actinomicetos empleadas
ejercieron un efecto antagénico in vitro sobre el hongo fitopatégeno M. phaseolina,
destacandose la cepa B8 con un porcentaje de inhibicion de 82,07 %. De igual
forma, se demostr6 que las combinaciones de las cepas de actinomicetos
empleadas no presentaron incompatibilidad alguna entre ellas. En la incidencia del
tizon ceniciento del tallo pre emergente, las cepas de actinomicetos B8 y B8+EA2
presentaron los mejores efectos de control; mientras en la post emergencia y
severidad de la enfermedad las combinaciones de actinomicetos CB14+EA2 y
B8+CB14.

Palabras clave: actinobacterias, control biolégico, incidencia, severidad, tizon

ceniciento del tallo, tratamiento de la semilla
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1. Introduccién

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es la especie mas conocida del género
Phaseolus en la familia Fabaceae. Es una especie anual nativa de Mesoamérica y
Surameérica, y sus numerosos cultivares se cultivan en todo el mundo para el
consumo, tanto de sus legumbres verdes como de sus semillas frescas o secas
(de Ron et al., 2016; Rejane et al., 2018)

En Cuba es uno de los principales rubros de la economia campesina en varias
regiones, de mucha importancia como generador de ingresos y empleo rural y
como producto béasico en la dieta alimenticia de la poblacion por su alto contenido
de proteinas y de elementos minerales esenciales. A su cultivo se dedican mas de
120 000 pequefios productores, con una produccion de 99 200 t al afio, que no
son suficientes para abastecer el consumo interno, por eso se ha hecho necesario
la importacién de més 130 000 t de este alimento (ONEI, 2014).

En muchos lugares donde se cultiva el frijol comun, las enfermedades son el factor
mas importante en la reduccion del rendimiento agricola. Entre los
microorganismos causantes de enfermedades se encuentran los hongos del suelo,
existiendo en nuestro pais, de clima subtropical, condiciones favorables para el
desarrollo y proliferacion de una vasta y heterogénea microbiota del suelo. Se
destacan entre las especies mas importantes Rhizoctonia solani Kiihn, Sclerotium
rolfsii Sacc, Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. y Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) (de Bary), las que pueden ocasionar pérdidas en el rendimiento agricola de
hasta un 90 % en América Latina (CIAT, 1988), y entre 25 y 50 % en Cuba
(Gonzalez, 1988).

M. phaseolina es agente causal del tizon ceniciento del tallo que ocasiona la
muerte de plantulas de frijol comun pre y post-emergencia, reduce el vigor de las
plantas adultas, asi como el rendimiento agricola (Mayek et al., 1997). Los
sintomas tipicos causados por el patdgeno en frijol incluyen la aparicion de
lesiones oscuras e irregulares en los cotiledones, marchitez, clorosis sistémica,

defoliacion prematura, madurez temprana o muerte en plantas adultas y epinastia
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(Olaya y Abawi, 1996). Las infecciones tardias causan la aparicién de areas grises
en los tallos, donde se producen los microesclerocios y picnidios del hongo (Abawi
y Pastor, 1990).

El interés por el control biolégico de los organismos patégenos de plantas ha
aumentado considerablemente con el transcurso de los afios debido al uso
excesivo de plaguicidas, peligrosos para la salud y el medio ambiente, ademas de

elevar los costos de produccion y precios de los alimentos (Franco- Correa, 2009).

Numerosos estudios demuestran la importancia de los actinomicetos;
especificamente las especies del género Streptomyces (Goodfellow y Williams,
1983) citado por El-Tarabil y Sivasithampara (2006), por la capacidad de producir
enzimas biodegradativas como quitinasas, glucanasas, peroxidasas y otras,
involucradas en la actividad micoparasitica contra varios agentes fitopatdbgenos
(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
nodulacién y ayudar a los bacteriodes de Rhizobium a la asimilacion del hierro, en
la fijacibn de nitrdgeno en leguminosas, lo cual contribuye indirectamente a la

promocién del crecimiento vegetal (ToKala et al., 2002).

Una ventaja de los microorganismos biocontroladores es que protegen a la planta
de los agentes patdégenos. Por tanto, es necesario desarrollar una agricultura
organica sostenible usando recursos naturales nativos para disminuir

paulatinamente el uso de agroguimicos.
Problema

Las afectaciones causadas por M. phaseolina sobre el rendimiento agricola en el
cultivo del frijol comdn, indican la necesidad del empleo de nuevas alternativas

biolégicas, como los actinomicetos.



Hipotesis

La determinacion de cepas de actinomicetos compatibles y con accién antagonista
sobre Macrophomina phaseolina, permitira su uso como agente de biocontrol en el

cultivo del frijol comun.

Objetivo general

Determinar cepas de actinomicetos como agentes de biocontrol sobre

Macrophomina phaseolina en el frijol comun.

Objetivos especificos

1. Determinar la accion antagonica in vitro de cepas de actinomicetos sobre
Macrophomina phaseolina.

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

3. Evaluar el efecto de cepas de actinomicetos en el tratamiento de la semilla
de frijol comdn sobre la incidencia y severidad de la enfermedad por
M. phaseolina.



2. Revision bibliografica
2.1 Cultivo del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)
2.1.1 Distribucién e importancia

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, fibra dietética, minerales

y vitaminas para la alimentacion humana (Argaw y Akuma, 2015).

La produccién mundial de frijol comdn crecié a una tasa promedio anual de 1.6 %
entre 2003 y 2014, para ubicarse en 25.1 millones de toneladas. Esta tendencia se
deriva de un crecimiento promedio anual de 0.5 % en la superficie cosechada y de
1 % en el rendimiento promedio. En siete paises se concentr6 el 63 % de la
produccion mundial de frijol comun en el 2014: India (16.4 %), Myanmar (14.9 %),
Brasil (13.1 por ciento), Estados Unidos (5.3 %), México (5.1 %), China (4.1 %) y
Tanzania (4.1 %) (FIRA, 2016)

2.1.2 Caracteristicas generales

El género Phaseolus se clasifica dentro de la familia Fabaceae. Se cultiva en
zonas tropicales y regiones templadas. La intolerancia a las bajas temperaturas la

agrupa en las denominadas especies terméfilas (Arias et al., 2007).

El frijol comin es una planta dicotiledonea de consistencia herbacea, ciclo
bioldgico corto, caracter anual y tamafio y habitos variables, ya que hay tanto
variedades de crecimiento determinado como indeterminado (arbusto pequefio y
trepadoras) (Socorro et al., 1989). Las flores son vistosas, hermafroditas, por lo
general zigomorfas (UNEX, 2005). 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 (UNEX, 2005).
El sistema radical estd compuesto por una raiz principal, un gran nimero de raices
secundarias y raicillas. Al germinar, es de crecimiento rapido. Este cultivo posee la
capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico por la simbiosis con la bacteria del género

Rhizobium a partir de la formacién de nodulos en sus raices (Quintero, 2002).
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2.1.3 Clasificacion taxondmica

Segun Cronquist citado por Franco et al. (2004) su ubicacion taxonémica es:
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Rosidae

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Phaseolus

Especie: Phaseolus vulgaris L.

2.1.4 Principales probleméticas agrondmicas del cultivo en Cuba

La produccion de frijol comun es afectada por muchos factores agronémicos como
son la fertilidad del suelo, suelos con inadecuadas condiciones fisicas, la
presencia de plagas y enfermedades, deficiente calidad de la semilla y su
conservacion, condiciones climaticas adversas. En Cuba, el descenso de los
rendimientos de este grano se origina fundamentalmente por el déficit nutricional

asi como por la incidencia de plagas y enfermedades (MINAG, 2003).

Las enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos del suelo son de gran

importancia en este cultivo sobre todo en regiones calidas (Mora, 1996).

De acuerdo con la Direccion Nacional de Sanidad Vegetal, las enfermedades que
mas afectan al cultivo del frijol comin en Cuba son las de origen viral y las
fungicas (Roya, causada por Uromyces phaseoli y las pudriciones radiculares
causadas por R. solani, S. rolfsii y M. phaseolina) la cuales causan dafos severos
(Lastres y Soza, 2009).

Los hongos fitopatdégenos del suelo constituyen un grupo de microorganismos que

por su habitat y sus relaciones ecologicas con otros grupos, requieren metodos

particulares tanto para su estudio, como para su combate, si se les compara con

los productores de enfermedades foliares y de almacén (Herrera y Camara, 1988).

Las formas de propagacion, de infeccion y de supervivencia son igualmente

distintas a las de los hongos patdégenos aéreos, destacandose ademas que las
5



partes de las plantas que atacan se circunscriben a la porcion subterranea de
estas (raices, bulbos, tubérculos y base del tallo), aunque pueden afectar partes
aéreas gque incluyen hasta los frutos (Tello, 1984). Estos hongos constituyen un
grupo de organismos patdgenos para los cuales no existen medios eficientes de

control.

2.2 Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. Caracteristicas generales

Este hongo fitopatogeno es considerado un serio problema en el sur de los
Estados Unidos, el Caribe, América Central y Suramérica, provocando grandes
pérdidas en diferentes cultivos, entre los que se destaca el frijol comuan (Hall,
1991). M. phaseolina pertenece a la Familia Botryosphaeriaceae, Orden
Botryosphaeriales, Subclase Incertae sedis, Clase Dothideomycetes, Division

Ascomycota, Reino Fungi (Index-Fungorum, 2008).

Es un hongo fitopatégeno del suelo que infecta a mas de 500 especies de plantas
y tiene una amplia distribucién geogréfica (Cardona, 2006); es muy variable, con
aislados que difieren en el didmetro de los microesclerocios asi como en la
presencia o ausencia de picnidios. Los microesclerocios se mantienen en la tierra
y en los desechos de las plantas infectadas y sirven como fuente primaria de
in6culo. Se ha encontrado que pueden persistir dentro del suelo al menos tres
afios (Dhinga y Sinclair, 1977). La penetracion al tejido se produce directamente y
lo invade extra e intracelularmente; este hongo produce enzimas pectinoliticas y

toxinas de importancia para la patogénesis (Mayek et al., 2001).

En semilleros produce dampimg off pre y post-emergente con una reduccion del
vigor de las plantas (Mayek et al., 2004). El hongo causa clorosis, defoliacion
prematura, maduracién temprana, acaparamiento y muerte de la planta (Roy et al.,
2008; Suryawanshi et al., 2015). Los cotiledones de las semillas portadoras de la
enfermedad aparecen manchados de color pardo oscuro a pardo violaceo y en las
hojas y tallos de las plantas adultas se puede observar necrosis acompafada de
las fructificaciones del hongo. La presencia de M. phaseolina en las semillas es la
causa de la descalificaciéon de las legumbres como material de propagaciéon
(MINAG, 2007).



2.2.1 Sintomatologia de la enfermedad tizon ceniciento del tallo

La enfermedad puede presentarse en cualquier estado de desarrollo de la planta
(Diaz, 1985). En el caso del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.), la pudricion
carbonosa ataca particularmente en condiciones de sequia y de altas temperaturas
durante ciertas etapas del crecimiento del cultivo, en regiones aridas (Diaz, 1992;

Mayek et al 1997), aunque también se ha observado en regiones tropicales.

M. phaseolina ocasiona la muerte de plantulas de frijol en pre- y post-emergencia,
reduce el vigor de las plantas adultas, asi como el rendimiento de la semilla
(Mayek et al., 1997). Los sintomas tipicos causados por el hongo fitopatégeno en
el frijol comdn incluyen la aparicion de lesiones oscuras e irregulares en los
cotiledones, marchitez, clorosis sistémica, defoliacibn prematura, madurez
temprana o muerte en plantas adultas y epinastia (Olaya y Abawi, 1996). Las
infecciones tardias causan la aparicion de areas grises en los tallos, donde se

producen los microesclerocios y picnidios del hongo (Abawi y Pastor, 1990).

Las estructuras infectivas de M. phaseolina germinan y luego infectan los tallos de
las plantulas cerca de la superficie del suelo, en la base de los cotiledones en
desarrollo y penetran a través de la raiz. El hongo produce chancros negros con un
margen bien definido y a menudo presentan anillos concéntricos. Se observa una
pudricion carbonosa dentro del tallo. EI hongo afecta los hipocoétilos y produce
manchas oscuras hundidas tan pronto como los mismos emergen del suelo. Los
cotiledones de las semillas portadoras de la enfermedad aparecen manchados de
color pardo oscuro o pardo violaceo y en las hojas y tallos de la planta adulta se
pueden observar necrosis acompafadas de las fructificaciones del hongo
(Netzahualcoyotl et al., 2004).

Cuando las plantas jévenes son afectadas, estas suelen morir o parte de las ramas
mueren y si son capaces de resistir las lesiones pueden seguir creciendo, una vez
adultas son resistentes, con el peligro de la afectacién de las vainas y los granos
(de la Garza y Diaz, 1989).



La patogenicidad en frijol comun origina sintomas tipicos de la enfermedad, las
plantulas recién emergidas presentan lesiones oscuras en el hipocotilo que se
extienden y estrangulan la base de los cotiledones. Las plantulas presentan una
lesion café-rojiza en el hipocotilo que avanza hasta estrangularla. Las infecciones

pueden provenir de semillas infectadas (Pupo y Heredia, 1998).
2.3 Métodos de lucha

Para el control de dicha enfermedad se utilizan diferentes métodos de lucha como
son las medidas culturales, la resistencia genética, la lucha quimica, la utilizacion

de controles biolégicos, entre otros.
2.3.1 Medidas culturales

Existen grandes posibilidades en la lucha contra la enfermedad mediante el empleo
de técnicas de cultivo apropiadas como son las siembras a profundidades
adecuadas. Profundidades de mas de 2 cm no son recomendadas a fin de evitar
las infecciones que se producen por el mantenimiento del hongo en los suelos,

dada las caracteristicas polifagas del mismo.
2.3.2 Resistencia genética

Existen posibilidades de la utilizacion de variedades de frijoles més resistentes
correlacionadas con un mayor contenido de antocianinas en sus hipocétolitos
(parte vulnerable al patdgeno). Existe una mayor resistencia de los frijoles del tipo
negro, en comparacion con los de color rojo o blanco. Durante los ultimos 45 afios
se ha venido demostrando y comprobandose por distintos investigadores la
relacion existente entre la resistencia a patégenos de gran nimero de cultivos y su

contenido de polifenoles o productos de oxidacion (Viteri y Linares, 2017).
2.3.3 Lucha quimica

La lucha gquimica ha sido un topico tocado por diferentes autores, pero no resulta
del todo efectiva a causa del dificil acceso de los distintos productos protectores de
las semillas. Bouhot (1967) demostré que la instalacion de M. phaseolina en las
vainas no favorece la formacion de aflotoxinas en la semilla ya que el hongo es un

patdgeno de esta. Wedgworth (1928) establecié que las posturas podian ser
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protegidas contra la Rhizoctonia y Macrophomina si se tratan primeramente las

semillas con compuestos mercuriales.

Peterson y Edgington (1971) demostraron que el Benomil, otro producto sistémico,
se descomponia rapidamente en soluciones acuosas y dentro de las plantas de
frijol comun en otros sistémicos, abriendo asi grandes posibilidades de control

contra las enfermedades fungicas.

Ellis et al (1976) emplearon los fungicidas Captan, Thiram y Benomil a una dosis de
50, 70 y 100 mg/40g de semilla respectivamente para tratar un lote de semillas de
frijol de mala calidad y comprobaron la penetraciéon del fungicida sistémico
Benomyl, el cual fue efectivo contra todos los hongos que infectaban el embrion de
la semilla. Igualmente, Peterson y Edgington (1971) estudiaron el transporte del
fungicida sistémico Benomil dentro de diferentes partes de la planta de frijol.
Plantas que ya tenian las vainas mostraron que el fungicida fue primeramente
trasportado al follaje, el fruto del frijol acumulé mucha mas cantidad de fungicida en

relacion con el follaje.
2.4 Microorganismos biocontroladores de hongos 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, 2006; Folgueras, 2010;
Reyes, 2011). Otros microorganismos han sido reportados como antagonistas de
hongos del suelo, entre los que se encuentran Bacillus subtilis (Ehrenberg) como
antagonista de S. rolfsii (Kimm et al., 1997); Pseudomonas fluorescens (Trevisan)
Migula como antagonista de R. solani, S. rolfsii y M. phaseolina; Pseudomonas
cepacia (Palleroni y Holmes) Yabuuchi 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) segun Hernandez (2005) tiene la capacidad de
ser antagonista de varios patdégenos asociados a las raices de las plantas,
ademas de producir siderdforos, antibiosis e induccién de resistencia a la planta.

Fue demostrado por Hernandez (2007) que el uso de cepas de Pseudomonas
9



aeruginosa (7NSK2) y Burkholderia cepacia (556) inhibieron el crecimiento radial

de los aislados de M. phaseolina.

El Gluticid (fungicida biolégico 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., Uromyces phaseoli Arth.,
Pseudoperonospora cubensis (Berk. y Curt.) Rostow. y Mycosphaerella fijiensis
Deigh (Stefanova et al., 2001).

Bocourt et al. (2009) en una prospeccion realizada en un suelo ferralitico rojo
sembrado con Nicotiana tabacum L., Arachis hypogea L. y Sorghum bicolor (L.)
Moench., encontraron nueve especies de hongos con potencialidades para el
control bioldgico, 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 (Mart.)
Sacc., y Paecilomyces lilacinus (Thorne) Samsan, biocontrolador de M. phaseolina
y S. cepivorum. Por otra parte, Cuervo et al. (1998) destacan que las micorrizas
vesicoarbusculares (MVA) Glomus fasciculatum (Thaxt.) Gerd. & Trappe y G.
mosseau, solas o en combinacion, disminuyeron el ataque de R. solani y Fusarium
oxysporum E.F. Sm. & Swingle. El control biolégico de enfermedades en plantas
es utilizado como una alternativa en aquellos casos de patdgenos en los cuales se
dificulta la aplicaciéon de otros métodos de combate, especialmente el uso de
productos quimicos. Varios ejemplos de patégenos como S. rolfsii Sacc, R. solani
y Pythium spp. han sido controlados biolégicamente utilizando bacterias

antagonistas (Szczech y Shoda, 2004).

En la Ultima década han aumentado los estudios de bacterias del género
Streptomyces que son capaces de inhibir el crecimiento micelial in vitro de
M. phaseolina y reducir significativamente la incidencia del tizon ceniciento del

tallo en diferentes cultivos (Gopalakrishnan et al., 2011; Yadav et al., 2013).
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2.5 Actinomicetos

2.5.1 Habitat e importancia

Los actinomicetos representan un grupo de microorganismos ampliamente
distribuido en ecosistemas naturales (Ghanem et al., 2000; Franco, 2009). En un
principio los actinomicetos se incluyeron entre los hongos porque su morfologia y
desarrollo presentaban gran similitud con éstos, dotados de un micelio verdadero;
debido a esto se les denomind “hongos radiados”. Sin embargo, hoy en dia, dado
sSu caracter procariotico, se sustenta muy bien su clasificacion como bacterias
(Koneman, 2001; Prescott, 2002; Franco, 2009).

Estos microorganismos resultan ser abundantes en suelos, tanto o mas que las
mixobacterias (Ben-Omar et al., 1997); sin embargo, también se encuentran en
ambientes acuaticos, dulces y marinos (Leiva et al., 2004). Dentro de sus
caracteristicas presentan un olor tipico a suelo himedo 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 las bacterias que son abundantes en el suelo, presentan un
importante papel ecoldgico (Franco, 2009). Por lo general se aislan de la
superficie del suelo y en profundidades entre 2,0 y 15,0 cm. El tamafio de la

comunidad depende del tipo de suelo (Tate, 2000).

Los actinomicetos son microorganismos productores de metabolitos secundarios
por excelencia. Hasta el presente, se conocen mas 10 000 compuestos bioactivos
producidos por estos microorganismos, fundamentalmente a partir del género
Streptomyces, los cuales producen mas de 7 600 antibidticos, muchos de los
cuales han encontrado aplicacion en la medicina humana, veterinaria y la
agricultura (Berdy, 2005).

2.5.2 Caracteristicas 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
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constituyendo, aproximadamente del 20-60 % de la poblacion microbiana del suelo
(Ezziyyani et al., 2004). Estos se encuentran incluidos en el Dominio 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), son sensibles a
los antimicrobianos pero presentan resistencia a los antifungicos y la disposicion
de su material genético es tipicamente procariético (Sylvia, 2005); aunque se
caracterizan por presentar un alto contenido de guanina y citosina en su ADN,
encontrandose en el rango de 51 a 78% G+C. Estas bacterias son aerobias y
algunas anaerobias, pudiéndose encontrar en animales o en el hombre; son
heterétrofas, por lo cual pueden utilizar fuentes de carbono simples, complejas y
compuestos moleculares organicos tales como acidos, azucares, polisacéaridos,
lipidos, proteinas e hidrocarburos alifaticos. Utilizan como fuentes de nitrogeno,
amonio, nitratos, amino&cidos, peptonas y un gran numero de proteinas (Leveau y
Bouix, 2000). Frecuentemente, alcanzan grandes densidades poblacionales en
suelos con alto contenido de materia organica y amplias reservas de carbono

asimilable y humus (Fernandez, 1988).

Los principales géneros que se aislan a partir de suelos son Nocardia,
Streptomyces y Micromonospora, que pueden estar presentes como conidios 0
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 (Lacey, 1973). Algunos de estos
organismos 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
reportados como fijadores de nitrogeno atmosférico, como Frankia y algunas
cepas de las familias Thermomonosporaceae y Micromonosporaceae (Valdes et
al., 2005; Franco-Correa, 2008).

2.5.3 Medios de cultivo utilizados para el aislamiento y multiplicacién

La mayoria de los actinomicetos crecen en medios como agar nutritivo, agar

tripticasa soja, agar sangre o agar infusién cerebro corazén. Sin embargo, para la
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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 polisacaridos 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
tres 6 cuatros dias de incubacién pero el desarrollo de micelio aéreo maduro con
esporas puede tardar entre siete y catorce dias en desarrollarse y en algunas

cepas de crecimiento lento hasta mas de un mes de incubacion.

2.5.4 Antagonismo sobre hongos del suelo

Los actinomicetos se caracterizan por producir enzimas con actividad
antimicrobiana, aspecto que ha sido evaluado en relacién al biocontrol de
fitopatogenos (Park et al., 2002). 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 fitopatdgenos. Las quitinasas
inhiben la germinacién de las esporas fungicas y la elongacion del tubo germinal y

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

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 accién 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 fitopatégenos (Aceves 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 biota microbiana de la rizésfera (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
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de Streptomyces sp. ha sido usada en China por mas de 30 afios para proteger
los cultivos de algodén de patdégenos del suelo (Valois et al, 1996).
Adicionalmente, Lahdenpera et al. (1991) desarrollaron un biofungicida que
contiene células de Streptomyces griseoviridis Anderson (L.E.), Ehrlich (J.), Sun
(S.H.) & Burkholder (P.R.) para proteger los cultivos contra infecciones de
Fusarium y Alternaria. Por otro lado, Streptomyces sioyaensis Nishimura exhibe
antagonismo contra varios hongos patdégenos como Pythium aphanidermatum
(Edson) Fitz., Colletotrichum higginsianum Sacc., Acremonium lactucum vy

Fusarium oxysporum Schlecht. emend. Snyder & Hansen (Hong et al., 2002).
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3. Materiales y métodos

El presente trabajo se realizé 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

Se emplearon tres 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 fitopatdgenos que afectan el frijol
comun (Garcia, 2014) (Tablal).

Tabla 1. Cepas de actinomicetos utilizadas en los estudios

Cepas Origen Lugar

CB14 | Sedimento | Cueva de Bellamar. Matanzas

EA2 Enddfito Arco Iris, Santa Clara. Villa Clara

B8 Rizésfera | Jardin Botanico UCLV

3.1 Determinacion de la actividad antagénica “in vitro” de las cepas de

actinomicetos frente a M. phaseolina

Para determinar la actividad antagoOnica in vitro se sembraron 3 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
secundarios. El hongo fitopatdgeno M. phaseolina (CCibp-MP2) se sembrd en
Agar Papa Dextrosa (PDA) e incub6 en la oscuridad entre 28-30 °C, tres dias
previos a la realizacion del ensayo de bioactividad. Ambos microorganismos se
enfrentaron mediante cultivo dual en placas de Petri de 90 mm de didmetro con
medio de cultivo PDA (Davila et al., 2013; Wu et al., 2016; Sellem et al., 2017). Se
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colocaron en un extremo de la placa un disco de 7 mm de diametro de micelio del
hongo fitopatégeno (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. Los
cultivos se incubaron entre 28-30 °C y oscuridad, y cada 24 horas se midi6 el

crecimiento radial del micelio de los hongos hasta los siete dias de incubacion.

Se midié el porcentaje de inhibicion para cada pareja de hongo-actinomiceto,

segun la siguiente formula:

C.micelial (M.phaseolina) — C.micelial (actinomiceto)

PICR (%) = x 100

C. micelial (M.phaseolina)

(Misk y Franco, 2011, Cuesta et al., 2012).
/—“\\

Control

TSR

Figura 1. Montaje del enfrentamiento dual Actinomiceto/hongo. #
Actinomiceto, ® Hongo Fitopatégeno.

El experimento se monté bajo un disefio completamente aleatorizado con cinco

réplicas por tratamiento (cepas de actinomicetos) y control (hongo fitopatégeno).

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, esporulacién y

produccion de metabolitos secundarios. Pasado este tiempo de incubacion, se
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extendidé 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 utilizd para determinar la compatibilidad entre las cepas de
actinomicetos fue la no existencia de zonas de inhibicién ni sobrecrecimiento de

acuerdo a lo descrito por Zaim (2018).

3.3. Evaluacién del efecto de cepas de actinomicetos en el tratamiento a la

semilla sobre la incidencia y severidad de la enfermedad

Cepas de actinomicetos y hongo fitopatdgeno M. phaseolina

Con el objetivo de evaluar el efecto del tratamiento de la semilla con cepas de
actinomicetos (CB14, EA2 y B8), sobre la incidencia y severidad de la enfermedad
causada por el hongo fitopatdgeno M. phaseolina (CCibp-MP2), se realizé un

experimento en condiciones de casa de cultivo.

Para ello, se utilizd6 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 erlenmeyers con 100 mL de Caldo Triptona
Soya (BioCen) y se colocaron en un agitador orbital Gerhardt, durante cinco dias a
120 rpm y temperatura entre 28-30 °C. El inéculo se ajustdé a una concentracion
total de 9,5 x 108 células mL* mediante el empleo de la cAmara de Neubauer y
microscopio optico (Motic) con aumento 400X.

Preparacioén del in6culo 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 inoculo un disco de micelio
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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 entre 28-30 °C. El inGculo
se ajustd a una concentracion de 2,5 x 108 conidios mL* mediante el empleo de la
camara de Neubauer, y microscopio optico (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. ElI 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 didmetro 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 biolégicos a la concentracion antes
referida. La proporcion de semilla/zeolita empleada fue de 7:1 (m/m). Se secaron

al aire durante 48 h y se sembraron posteriormente.

Multiplicacion del hongo fitopatégeno M. phaseolina

Para la multiplicacion del hongo fitopatogeno M. phaseolina se utilizé6 erlenmeyer
estéril con 100 g de arroz con cascara en 100 mL de agua destilada y se esterilizé
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 didmetro y se incubaron
entre 28-30 °C por 10 dias.

Inoculacién

El hongo fitopatdogeno se inoculd al suelo al 2 % en recipiente plasticos (marca
Magenta), con capacidad de 450 g, homogenizando suelo-hongo fitopatogeno
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48 h antes de la siembra. En cada magenta se sembraron de forma manual tres
semillas, las cuales ya estaban recubiertas con los agentes biolégicos. La
humedad del suelo se mantuvo agregando inicialmente 150 mL de agua destilada
por magenta y manteniendo el riego periodicamente segun las necesidades de las
plantas y de forma uniforme. Se utilizaron ocho tratamientos (cepas de
actinomicetos EA2, CB14 y B8) y la combinacion de las cepas CB14+EA2,
CB14+B8 y EA2+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 del tizén ceniciento del tallo causado por M. phaseolina

sobre semillas de frijol coman tratadas con actinomicetos

Se evalué el porcentaje de incidencia del tizon ceniciento del tallo pre-emergente a
los 7 dias posteriores a la siembra de las semillas y el porcentaje de incidencia
post-emergente a los 35 dias posteriores a la germinacion de las semillas

mediante las formulas descritas por Nawar (2007).

L Nimero de semillas no germinadas 100
idencia pre - te =
" Incidencia pre — emergente Numero total de semillas sembradas '

Nimero de plantas muertas
% 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 les realizaron camara humeda y preparaciones microscopicas para
confirmar la identidad del hongo fitopatdgeno que se inoculd. Para esto ultimo se

empled los criterios descritos por Watanabe (2002).
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3.3.2 Severidad del tizon ceniciento del tallo causado por M. phaseolina

sobre semillas de frijol coman tratadas con actinomicetos

Se evaluo la severidad de la enfermedad provocadas por M. phaseolina en raices
y tallos, mediante la formula de Towsend y Heuberguer (1943) y el empleo de la

escala propuesta por Van Schoonhoven y Pastor Corrales (1987) (Tabla 2).

) Eln = wv)
5 (%) = & <N = 100

S = Severidad

n = Numero de plantas por grado de la escala
v = Grado de atague segun la escala

G = Numero total de grados

N = Numero total de plantas observadas

Tabla 2. Escala para la evaluacion de la severidad de la enfermedad causada por

M. phaseolina en frijol comun

Grado Descripcion

1 [Sin sintomas visibles de la enfermedad

3 |Pudricién carbonosa restringida a los cotiledones. En Sclerotium rolfsii, 1|
% del hipocotilo con sintomas. Tejidos inferiores del tallo con lesiones
pequefias y susceptibles.

5 |Aproximadamente 10 % del hipocotilo y tejidos inferiores del tallo con
lesiones, acompafiadas con estructuras de fructificacion del hongo.

7 |Aproximadamente 25 % del hipocotilo y tejidos inferiores del tallo con
lesiones, acompafiadas con estructuras de fructificacion del hongo.

9 |Aproximadamente 50 % o mas del hipocotilo y tejidos inferiores del
tallo con lesiones, y gran numero de estructuras de fructificacion
del hongo.
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Procesamiento estadistico de los datos

El procesamiento estadistico de los datos consistio en analisis de varianza de
clasificacion simple (ANOVA), previa comprobaciéon de la normalidad vy
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 discusion

4.1 Determinacion actividad antagénica in vitro de los actinomicetos frente a

M. phaseolina

El ensayo de antagonismo in vitro (Tabla 3) mostr0 que las tres cepas de
actinomicetos mostraron actividad antagonica frente a M. phaseolina. La cepa que
mostré mayor porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial fue B8 con un valor
de 82, 07 % (Tabla 3 y Figura 2).

Tabla 3. Porcentaje de inhibicion de cepas de actinomicetos sobre el crecimiento
micelial de M. phaseolina

Cepas Porcentaje de inhibicion
(%)

B8 82,07 a

CB14 76,08 ¢

EA2 78,76 b

E.E () 0,98

C.V (%) 4,25

(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 frente a

M. phaseolina

Estos resultados se corresponden con los obtenidos por Priya (2012) el cual
obtuvo en su investigacion que el 18,5 % de las cepas enfrentadas contra varios
hongos fitopatdgenos presentaron porcentajes de inhibicién, tales como un 12,3 %
contra Fusarium solani, 30,7 % contra Phytophthora infestans, un 32,3 % contra
Macrophomina phaseolina y un 38,5 % contra Botrytis cinerea y Rhytisma

acerinum.

En una investigacion similar, El-Hussein et al. (2014) evaluaron la actividad
antifangica in vitro de 104 aislamientos de actinomicetos frente a los hongos
fitopatbgenos Drechslera halodes, Alternaria alternata, Alternaria sesami y
M. phaseolina, encontrando un aislado de actinomicetos (R92) que era altamente

antagonista frente a todos los hongos fitopatégenos probados.

Harikrishnan et al. (2014) aislaron un total de 132 cepas de actinomicetos de
diferentes suelos de la rizosfera de arroz de Tamil Nadu, India, con el propésito de
evaluar su actividad antagonista frente a 4 agentes fitopatdbgenos que afectan el
cultivo del arroz. De ellos, 57 mostraron actividad antagonista hacia Rhizoctonia
solani, agente causal del tizon de la vaina de arroz y los otros hongos patdgenos
tales como M. phaseolina, Fusarium oxysporum, Fusarium udum y Alternaria

alternata presentaron zonas de inhibicién variable.

Malleswari (2014) evalud in vitro la actividad antagonista de 219 aislados
bacterianos obtenidos a partir de muestras de suelo de la rizésfera de plantas
medicinales y aromaticas contra M. pheseolina. Del total de aislados bacterianos

s6lo 43 cepas mostraron actividad antagoénica contra el hongo fitopatégeno, y un
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sélo aislado mostrd la maxima inhibicion del crecimiento micelial (52,22%) por el
meétodo de cultivo dual. Este autor seleccion6 los mejores candidatos bacterianos

para su posible uso dentro de los sistemas de manejo integrado de la enfermedad.

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 fitopatdgenos: Alternaria alternata, Fusarium
oxysporum, Helminthosporium oryzae, M. phaseolina, Penicillium sp., R. solani y
Sclerotium rolfsii. Estos autores, informaron un total de 39 aislamientos con
actividad antifingica; de ellos 9 cepas contra Alternaria alternata, 19 contra
Fusarium oxysporum, 20 contra Helminthosporium oryzae, 14 contra
M. phaseolina, 10 contra Penicilium sp. y 16 contra R. solani. También,
concluyeron que estos actinomicetos del suelo rizosférico son candidatos
prometedores a utilizar como agentes de control biolégico contra hongos

fitopatdégenos.

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 fitopatégenos transmitidos por el suelo. Estos producen un conjunto de
compuestos antifingicos, entre los que se encuentra un miembro de la clase de
antimicina, que acttan inhibiendo el flujo de electrones en la cadena respiratoria
mitocondrial de los hongos fitopatégenos, y se han identificado en el género
Streptomyces (Seipke et al., 2011; Seipke et al., 2012; Schoenian et al., 2014).

En el presente trabajo, aunque no se determiné la capacidad enzimatica
extracelular de las cepas evaluadas, se puede inferir a partir del halo de inhibicién
gue provocaron sobre M. phaseolina, que son altas productoras de enzimas liticas
extracelulares tales como quitinasas y glucanasas. Este resultado corrobora lo
planteado por Hoster et al. (2005) y El-Tarabily (2006) quienes plantean que las
actinobacterias previene el crecimiento de organismos fitopatdgenos debido a su
capacidad de producir enzimas quitinasas, las cuales estan presentes en la

mayoria de las especies del genero Streptomyces spp. (Kampfer et al., 2014).
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Solans et al. (2016) evaluaron el potencial de biocontrol in vitro de 32 cepas de
actinobacterias contra los hongos fitopatdgenos Cercospora sojina, Macrophomia
phaseolina, Phomopsis sp., Fusarium oxysporum y Fusarium verticilloides. Del
total de cepas, 8 fueron seleccionadas por inhibir el crecimiento de los hongos
fitopatdégenos.

Shrivastava et al. (2016) evaluaron in vitro la actividad de biocontrol de una cepa
de Streptomyces aureofaciens K20 aislada de un suelo con problemas de
salinidad contra M. phaseolina mediante el método de cultivo dual. Estos autores
informaron que la actinobacteria inhibi6 el crecimiento micelial de M. phaseolina al

provocar una zona de inhibicion de 27+1,33 mm.

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 antagonica in vitro contra los hongos fitopatdégenos de la
soya M. phaseolina, F. oxysporum, Colletotrichum truncatum y R. solani. De estos,
solo un actinomiceto ACITM-1 mostré actividad antifungica contra M. phaseolina,

F. oxysporum, R. solani y C. truncatum.

Vijayabharathi et al. (2018) informaron sobre la actividad antifingica de una cepa
de Streptomyces griseoplanus SAI-25 aislada de la rizosfera del arroz contra el
hongo fitopatégeno M. phaseolina, agente causal de la pudricion carbonosa en
sorgo, sugiriendo su uso como una alternativa dentro del manejo de esta plaga en

el marco de una agricultura sostenible.

Las rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR) como
inoculantes microbianos en los cultivos agricolas desempefian un papel importante
en el biocontrol de los hongos fitopatdgenos transmitidos por el suelo. Estos
inhiben el crecimiento de agentes patégenos mediante la secrecion de antibiéticos,
toxinas, bio-surfactantes, enzimas de degradacion de la pared celular, quitinasas,
glucanasas. La antibiosis es un modo de accién altamente eficaz de las PGPR en
la supresion de enfermedades transmitidas por el suelo como el trigo, el arroz, el
maiz, el garbanzo y la cebada. Muchas cepas bacterianas de PGPR tales como

Pseudomonas, Bacillus, Acetobacter, Paenibacillus, Streptomyces y otras han sido
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implicadas como agentes de control biolégico, lo que sugiere que muchas cepas

bacterianas tienen potencial para ser usadas con este proposito.

Muchos investigadores han demostrado que Streptomyces spp. produce valiosos
metabolitos bioactivos con actividades de amplio espectro como antibacterianos,
antimicéticos, antiparasitarios, antitumorales, antivirales, insecticidas y herbicidas
(Baltz, 2008; Liu et al., 2008).

Actualmente estdn disponibles en el mercado internacional 5 formulaciones
comerciales de bioproductos obtenidos a partir de diferentes cepas de
Streptomyces para el control de agentes fitopatégenos de plantas transmitidos por

semillas y suelos (Krishna et al., 2018).
4.2 Evaluacion de la compatibilidad entre cepas de actinomicetos

En la Figura 3. se observa la compatibilidad exhibida entre las cepas de
actinomicetos CB14+EA2, CB14+B8 y B8+EA2. Como se observa no existio

inhibicion del crecimiento ni sobrecrecimiento entre las cepas.

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

Estos resultados son de suma importancia previo a la evaluacion in vivo del efecto
combinado entre cepas de un mismo microorganismo. Varios estudios han
sugerido, que a menudo el uso de cepas individuales resulta inconsistente en el
control de una enfermedad. Una de las estrategias para superar tal efecto es
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combinar dos 0 mas microorganismos beneficiosos en las preparaciones de

biocontrol (Raupach y Kloepper, 1998).

Por otra parte, Droby (2001) y Meyer y Roberts (2002) informaron que las mezclas
de agentes de biocontrol tienen la ventaja de ejercer un amplio espectro de accion,
aumentar la eficacia y confiabilidad del control biolégico en general al asegurar la

induccion de enzimas de defensa sobre las cepas individuales.

Whipps (2001) informé que una forma de mejorar el control biologico en la
rizosfera puede ser agregar una mezcla o combinaciones de agentes de control
bioldgico, particularmente si exhiben diferencias o modos de accién o habilidades
complementarios para colonizar micrositios de raiz. Tales interacciones multiples
son la situacion normal en la rizésfera. Este mismo autor, sefiala que el uso de
mezclas o combinaciones de diferentes cepas puede practicarse siempre que
ningin miembro de la mezcla sea inhibidor para otro o interfiera excesivamente

con otros microorganismos existentes en la rizosfera.

4.3 Evaluacion del efecto de cepas de actinomicetos en el tratamiento a la

semilla sobre la incidenciay severidad de la enfermedad

4.3.1 Incidencia del tizén ceniciento del tallo causado por M. phaseolina

sobre semillas de frijol coman tratadas con actinomicetos

En la Figura 4 se muestran los porcentajes de incidencia pre-emergente de la
enfermedad tizon ceniciento de tallo provocado por el hongo fitopatégeno
M. phaseolina al tratar las semillas de frijol comin con las cepas de actinomicetos,
T. harzianum y Celest Top. Se encontraron diferencias estadisticas significativas

entre los tratamientos.
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Figura 4 Porcentaje de incidencia pre-emergente del tizon ceniciento del tallo en
semillas tratadas con cepas de actinomicetos, T. harzianum y Celest Top a los 7

dias de la inoculacion del suelo con M. phaseolina

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

Los menores porcentajes de incidencia se hallaron en los tratamientos donde las
semillas se protegieron con las cepas de actinomicetos B8+EA2 y B8, los cuales a
su vez no difirieron estadisticamente del control negativo, pero si del resto de los
tratamientos. Valores intermedios de incidencia de la enfermedad se encontraron
para los tratamientos en los que las semillas fueron recubiertas con T. harzianum,
la combinacion de las cepas de actinomicetos (B8+CB14 y CB14+EA2) y el
tratamiento con el producto quimico Celest Top. Entre estos tratamientos no se
encontraron diferencias estadisticas, pero si con respecto al control positivo, que

exhibié los mayores porcentajes de incidencia.
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Los resultados obtenidos con las cepas de actinomicetos B8 y la combinacion
B8+EA2 en la reduccién de la incidencia pre-emergente de la enfermedad, indican
el control efectivo que ejercieron estas cepas en la inhibicion del desarrollo del
hongo fitopatdgeno M. phaseolina, al permitir la germinacion de las semillas a
diferencia de los otros tratamientos biologicos (cepas de actinomicetos B8+CB14,
CB14+EA2, B8 y T. harzianum), que no lograron frenar el proceso infectivo de
M. phaseolina, haciendo posible que se manifestaran pudriciones de los

cotiledones de las semillas e impedir su germinacién (Figura 5).

Figura 5. Sintomas pre-emergentes de la enfermedad tizon ceniciento del tallo
provocada por el hongo fitopatbgeno M. phaseolina en los tratamientos. Control
positivo (A-B) y Celest Top (C)

Diversos autores han encontrado resultados favorables al aplicar rizobacterias
como agentes de control biolégico en otros sistemas planta-patégeno. Por
ejemplo, Hernandez et al. (2008) al aplicar las cepas de P. fluorescens en el
cultivo del frijol comuan, lograron disminuir la cantidad de lesiones provocadas por
Colletotrichum lindemuthianum. Pujol et al. (2005) aplicaron una cepa de
P. fluorescens para controlar los altos indices de afectaciébn provocados por

Erwinia amylovora en plantas de pera, obteniendo resultados satisfactorios.

La disminucion de la incidencia de los hongos fitopatdgenos ante la presencia de
bacterias antagonistas ha sido bien documentada. De acuerdo con Raaijmarkers
et al. (2009) los microorganismos biocontroladores afectan las actividades
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metabdlicas de los patdgenos del suelo, asi como la distribucién temporal y

espacial de estos, a través de la competencia, antagonismo e hiperparasitismo.

Gopalakrishnan et al. (2011) demostraron que cinco cepas de actinomicetos
(CAI-17, CAI-68, CAI-78, KAI-26 y KAI-27) ejercieron buen efecto biocontrolador

sobre el tizon ceniciento del tallo en el cultivo del sorgo.

Yadav et al. (2013) demostraron que la cepa de Streptomyces sp. S160 inhibié en
un 50 % el crecimiento micelial in vitro de M. phaseolina y redujo
significativamente la incidencia del tizon ceniciento del garbanzo en un 33,3 % en
invernaderos. Este experimento también revelé que el tratamiento de las semillas
de conjunto con la aplicacion de suelo sustent6 la mejor germinacion de la semilla
(88,6 %), mejor indice de vigor (7326,91) y mayor reduccion en la incidencia del
tizon ceniciento (12,5 %) al compararlo con la aplicacién del tratamiento y el suelo
solos. Esta cepa de Streptomyces también incrementé el crecimiento y la actividad

de las enzimas relacionadas con la defensa de las plantas de garbanzo.

Estos resultados se corresponden con informes anteriores que destacan las
potencialidades de Streptomyces como agentes de control biolégico. Por ejemplo,
Streptomyces ambofaciens controld la caida de las hojas en el tomate y la
marchitez por Fusarium en el algodon (Reddi y Rao, 1971). Lee y Hwang (2002)
recomendaron el uso de S. lipmanii como agente de control de la piriculariosis del
arroz causado por Magnaporthe grisea. Kanini et al. (2013) informaron la
capacidad de Streptomyces rochei ACTAIS5I para proteger las semillas de tomate
del efecto patogénico de Fusarium oxysporum. También se ha informado que el
filtrado de cultivo de S. spectabilis CMU-PA101 controla la mancha purpura
causada por Alternaria porri (Khamna et al., 2009).

Al analizar el porcentaje de incidencia post-emergente, de forma similar al
experimento anterior se hallaron diferencias estadisticas entre los tratamientos
evaluados. Las combinaciones de las cepas de actinomicetos B8+CB14 vy
CB14+EAZ2 fueron las que lograron la mayor proteccion biolégica de las plantas, al
exhibir los menores porcentajes de incidencia post-emergente del tizon ceniciento

del tallo, sin diferencias estadisticas con los tratamientos donde se aplico
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T. harzianum y Celest Top. Los tratamientos de las semillas con el resto de los
agentes bioldgicos no tuvieron diferencias estadisticas entre ellos, pero si con

respecto al control positivo (Figura 6).

70 a
60
50
o, 40
° 30 b
20 I o
10 C C C C
0 B s m m m ¢
A Q/\‘ﬂ’ P <R & Q,'\b‘ W N
Oe\ X & A O x qfo
.\Q Q;b e\'t?) Q;‘fl) q)x ®'\b‘ (\Q;
&L F TP o
< 00(\

Tratamientos

Figura 6. Porcentaje de incidencia post-emergente del tizon ceniciento del tallo en
semillas tratadas con cepas de actinomicetos, T. harzianum y Celest Top a los 35

dias posteriores a la inoculacién del suelo con M. phaseolina
Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas segin la prueba no paramétrica
H de Kruskal-Wallis (p<0,05) n=24

Estos resultados se corresponden con los obtenidos por Kumar et al. (2013)
quienes evaluaron la eficacia de Streptomyces sp. S160 en condiciones de
invernadero a través del tratamiento de semillas y la aplicacion del suelo. La
aplicacion del suelo dio como resultado una reduccion del 74,8% de la
podredumbre carbonosa causada por M. phaseolina y el tratamiento de la semilla
mostré una reduccion del 64,5%, en comparacion con el control (20,85%). Sin
embargo, una combinacion de tratamiento de semillas y aplicacion del suelo con el
agente de control bioldgico resultdé ser mas efectiva y redujo la podredumbre de
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carbon en un 87,5%. Estos autores concluyeron que este resultado fue posible al

efecto sinérgico de ambos tratamientos sobre los tratamientos individuales.

Abou-Elaid et al. (2014) evaluaron tres métodos de aplicacion de los agentes
biolégicos T. harzianum, T. viride y 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 fue donde
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.

Villela (2014) evalud la eficacia in vivo de 19 aislados de Bacillus, obtenidos de la
rizosfera y rizoplano de plantas de frijol comuan, para el control del hongo
fitopatogeno M. phaseolina. Los resultados obtenidos indicaron que la cepa RP 5,
aislada del rizoplano, fue la méas efectiva en proteger las plantas de la infeccion
por el hongo fitopatdégeno, al causar una mejor colonizacién de las raices de las

plantas.

Sabatéa et al. (2018) evaluaron el efecto in vivo del tratamiento de las semillas de
frijol comun con varias cepas de Bacillus spp. aplicadas de forma individual y
combinada contra Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) y obtuvieron que la inoculacién de
las semillas con las combinaciones de las cepas B14+P12, B14+B19 o B19+P12

redujo el efecto del patégeno y el progreso de la enfermedad.

4.3.2 Severidad del tizon ceniciento del tallo causado por M. phaseolina

sobre semillas de frijol coman tratadas con actinomicetos

En la Figura 7 se observan los porcentajes de severidad de la enfermedad tizén
ceniciento del tallo a los 35 dias posteriores a la inoculacion con M. phaseolina.
Los menores porcentajes se encontraron en los tratamientos con las
combinaciones de las cepas de actinomicetos B8+CB14 y CB14+EAZ2, los cuales a

su vez no difirieron estadisticamente de T. harzianum y Celest Top.
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Figura 7. Porcentaje de severidad del tizén ceniciento del tallo en semillas
tratadas con cepas de actinomicetos, T. harzianum y Celest Top a los 35 dias
posteriores a la inoculacion del suelo con M. phaseolina

Letras diferentes 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 B8 y la
combinacion B8+EA2 con diferencias estadisticas entre ellas y con respecto al
control positivo. Este resultado demuestra la baja eficacia bioldgica que tuvieron

estos tratamientos en la proteccion de las plantas (Figura 8).
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Figura 8. Lesiones en el tallo y raices del cultivar de frijol comun Quivican a los 35
dias posteriores a la inoculacion del suelo con M. phaseolina.

(A-B) Combinacion de actinomicetos B8+EA2, (C-D) Control positivo, (E-F) Cepa de
actinomiceto B8

Estos resultados se corresponden en parte con los obtenidos por Thilagavathi et
al. (2007), quienes evaluaron la efectividad individual y combinada de varias cepas
de los agentes de biocontrol T. vriride, P. fluorescens y B. subtilis contra M.
phaseolina, el agente causal de la pudricién de las raices en Vigna radiata bajo

condiciones de casa de cultivo y campo. Estos autores informaron una reduccién
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de la incidencia de la enfermedad con la combinacion de una cepa de P.

fluorescens y T. viride al compararla con las cepas individuales y el control.

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), aplicada sola 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 solo 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 y la caida. 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.

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

M. phaseolina y R. solani.

Arias (2015) en estudios en frijol comun encontré actividad antagonica in vitro e in

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

Amule et al. (2018) evaluaron el efecto de la inoculacién 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 mejord el rendimiento de la soya y salud del suelo al

compararlo 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
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eficacia esta asociada a sus propiedades antagodnicas y competitividad en la zona

de la rizosfera.

Después de analizados los experimentos, relacionados con el efecto del
tratamiento de las semillas con actinobacterias antagonistas sobre la incidencia y
severidad del tizon ceniciento del tallo en frijol comun, concluimos que las cepas
utilizadas tienen potencial para ser usadas como agentes de biocontrol de

M. phaseolina en condiciones de campo.
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5. Conclusiones

. La cepa de actinomiceto que mostré6 mayor actividad antagonica in vitro

frente a M. phaseolina fue B8.

. Las cepas de actinomicetos CB14+EA2, B8+CB14 y B8+EA2 son

compatibles entre si.

. Las semillas tratadas con la cepa de actinomiceto B8 y su combinacién con
la cepa EA2 (B8+EA2) presentaron el mejor control de la incidencia pre-

emergente del tizdn ceniciento del tallo.

. Las semillas tratadas con las combinaciones de las cepas de actinomicetos
CB14+EA2 y B8+CB14 presentaron el mejor control de la incidencia post-
emergente y severidad del tizon ceniciento del tallo, sin diferencias con el

hongo antagonista T. harzianum y el Celest Top.
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6. Recomendaciones
1. Repetir la evaluacion del efecto del tratamiento de las semillas de frijol
comun con las mejores combinaciones de cepas de actinomicetos frente a

M. phaseolina en condiciones semicontroladas.

2. Extender el periodo de evaluacion de la enfermedad tizon ceniciento del

tallo a méas de 35 dias posteriores a la inoculacion con M. phaseolina.
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