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RESUMEN

El control bioldgico emerge como una estrategia promisoria en el manejo de las
enfermedades de las plantas. Bacterias del género Bacillus estan consideradas como
muy efectivas para controlar enfermedades foliares y de las raices. Esta investigacion
tuvo como principal objetivo caracterizar microbiolégicamente la cepa INIFAT- 101 de
Bacillus subtilis y demostrar su capacidad para producir, mediante fermentacion
sumegida, metabolitos extra e intra celulares con actividad bactericida y fungicida, lo cual
se evidencido al controlar el crecimiento “in vitro” de diferentes microorganismos
fitopatdgenos, como Alternaria solani , Alternaria porri y Xanthomonas vecicatoria. La
electroforesis SDS-PAGE evidencioé que existe mayor diversidad proteica en la biomasa
que en el sobrenadante libre de células. El bioproducto integral viable, resultante del
proceso fermentativo, mostré la mayor actividad fungicida y bactericida. Todas las
fracciones del bioproducto demostraron actividad estimuladora del crecimiento vegetal en
plantulas de tomate, destacandose el Integral Viable y el Sobrenadante Autoclaveado, ya
que se logro incrementar el area folear y el nimero de hojas en estas plantulas. Todos los
resultados confirman la potencialidad de esta cepa y sus metabolitos para lograr un efecto
estimulador del crecimiento vegetal.

BIOLOGICAL ACTIVITY OF THE PRODUCED METABOLIC FRACTIONS FOR THE
STUMP INIFAT-101 DE BACILLUS SUBTILIS BY MEANS OF SUBMERGED
FERMENTATION.

ABSTRACT

The biological control emerges like a promissory strategy in the handling of the ilinesses of
the plants. Bacterias of the gender Bacillus is considered as very effective to control
illnesses foliares and of the roots. This investigation had as main objective to characterize
microbiolégicamente the stump INIFAT - 101 of Bacillus subtilis and to demonstrate its
capacity to take place, by means of fermentation sumegida, extra metabolitos and cellular
intra with activity germicide and fungicide, that which was evidenced when controlling the
growth “in vitro” of different microorganisms fitopatégenos, like it would Alternate solani, it
would Alternate porri and Xanthomonas vecicatoria. The electroforesis SDS-PAGE
evidenced that bigger diversity proteica exists in the biomass that in the sobrenadante free
of cells. The viable integral bioproducto, resultant of the process fermentativo, showed the
biggest fungicidal activity and germicide. All the fractions of the bioproducto demonstrated
stimulative activity of the vegetable growth in tomato plantulas, standing out the Viable
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Integral and the Sobrenadante Autoclaveado, since it was possible to increase the area
folear and the number of leaves in these plantulas. All the results confirm the potentiality of
this stump and their metabolitos to achieve a stimulative effect of the vegetable growth.

INTRODUCCION

Como consecuencia de la aplicacion de los conceptos que dieron lugar a la Revolucion
Verde, se produjeron graves dafios a los ecosistemas, con perjuicios que seran dificiles
de reparar a corto y mediano plazo; en respuesta a tal situacion ha tenido lugar a escala
internacional el surgimiento de modernas concepciones de agricultura sostenible(Altieri,
1995)

Una importante funcion de algunas rizobacterias es su habilidad para colonizar de forma
efectiva la rizosfera y mantener una relacion estable con la superficie de las raices de las
plantas (Luttenberg and Dekkers, 1999). Las rizobacterias pueden interactuar con una
variedad de microorganismos del suelo que estan normalmente presentes en la rizosfera,
en algunos casos actian como agentes biocontrol contra bacterias fitopatdogenas
(Pintonet al., 2001).

Los bioplaguicidas elaborados a partir de microorganismos, se insertan como un todo
dentro del esquema del manejo integrado de plagas y enfermedades para dar respuesta
eficaz a la necesidad de proteger las especies agricolas (Powell, 1993)

El Bacillus subtilis es una bacteria que ha sido reportada desde tiempos muy remotos por
su capacidad de excretar diferentes antibidticos y enzimas que pueden tener efecto
antagonista en el control de plagas y enfermedades de las plantas. Ademas se reconoce
como potenciador de la germinacién y el vigor de las plantulas, favoreciendo el desarrollo
del sistema radical en diversos cultivos(Fall et al., 2004; Pal et al., 2004)

Cepas comerciales de Bacillus subtilis han sido reconocidas como agente biocontrol para
enfermedades fangicas de los cultivos (Emmert and Handelsman, 1999; Warrior et al.,
2002).

Teniendo en consideracion la potencialidad de este género bacteriano y la posibilidad real
de introducir biopreparados en la Agricultura cubana, como alternativas bioldgicas para el
control de enfermedades, que afectan los rendimientos en cultivos de importancia
econdmica; esta investigacion responde a la necesidad de conocer la actividad biologica
las diferentes fracciones activas del biopreparado liquido obtenido por la fermentacion
sumergida de la cepa cubana INIFAT-101 de Bacillus subtilis, capaz de controlar
diferentes enfermedades provocadas por bacterias y hongos fitopatdgenos, asi como
estimular el crecimiento y desarrollo de las plantas.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajé con la cepa INIFAT-101 de Bacillus subtilis , la cual se fermenté en zaranda
mediante cultivo sumergido durante 96 horas a 200 rpm de agitacion y 30 °C de
temperatura, en erlenmeyers de 500 mL, con 50 mL de volumen efectivo y 10 % de razén
de inoculacion.
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Las diferentes fracciones del biopreparado se obtuvieron mediante centrifugacién a 10000
rpm a 4° C, obteniéndose sobrenadantes libres de células y biomasa, en algunos casos
los sobrenadantes fueron autoclaveados a 121 °C durante 10 minutos y en otros casos
filtrados mediante membrana 0.2 um. La biomasa obtenida fue lavada y resuspendida en
H.O estéril a pH 7 y luego autoclaveada igualmente que el sobrenadante.

La evaluacion de la actividad biologica de cada fraccion fue determinada mediante las
siguientes técnicas:

a) Actividad antifungica: Se utilizaron discos de 7 mm de los hongos fitopatégenos
Alternaria porri y Alternaria solani, provenientes de medio Agar Czapek a pH 6.5, los
cuales fueron colocados en el mismo medio envenenado con las diferentes fracciones
del biopreparado de Bacillus subtilis. Se determiné el % de control, teniendo en
cuenta el crecimiento del micelio (mm) del hongo en cada caso comparado con el
testigo.

b) Actividad antibacteriana: La bacteria patdgena evaluada fue Xanthomonas vesicatoria.
Se midio el halo de inhibicion provocado por el efecto antibiético de los metabolitos
obtenidos durante la fermentacion, utlizando el método de difusion en placas
(Kavanagh, 1974).

c) Actividad bioestimuladora del crecimiento vegetal: Se utilizaron 3 bandejas/tratamiento
y 30 semillas de tomate/bandeja, se aplicé 25 mL de biopreparado/bandeja. Al cabo de
los 21 dias se midid, segun las plantas germinadas: la altura, el didmetro del tallo, el
largo de la raiz, el area foliar, el largo del tallo y el nimero de hojas.

d) Determinacién de las proteinas totales y el analisis de electroforesis: Las muestras de
sobrenadante y pellet se aplicaron a un gel de 15 % de poliacrilamida de
electroforesis (SDS-PAGE). Al sobrenadante se le realizO previamente la
determinacion de la concentracion de proteinas totales por la técnica de COMASSIE.
Luego se precipitdé con TFA (Acido Trifluoracético) y se lavé con acetona a —20 °C,
aplicandose en los pocillos 20, 25 y 30 ug para el sobrenadante. El pellet (biomasa)
fue resuspendido en buffer sample y aplicado en el mismo gel 5,10 ,15, 20 y 25 pL por
pocillo, con una concentracién proteica de 5; 10 ; 20 y 0.25 pg respectivamente Se
aplicaron 5 proteinas patrones (A, B, C, D y E), A: Albumina bovina 66 KDa, B:
Albumina de huevo 45 KDa, C: Tripsinégeno 24 KDa, D: p- Lactoglobulina 18.4 KDa,
E: Lisosima 14.3 KDa. Los reactivos utilizados fueron todos de calidad purisima.

Para el procesamiento estadistico de los resultados se realizaron analisis de varianza con
la utilizacion del programa estadistico STATGRAPH.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las diferentes fracciones del biopreparado bacteriano, obtenido después del proceso
fermentativo batch a escala de zaranda, fueron evaluadas en cuanto a su actividad
bactericida y fungicida. En las figuras 1 y 2 puede apreciarse la superioridad del
biopreparado integral viable (IV), lo cual es légico teniendo en cuenta que la accién
antagonista de este bioproducto encierra la actividad del microorganismo viable y todos
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los metabolitos antimicrobianos producidos durante el proceso fermentativo, los cuales no
fueron inactivados por calor.
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Figura 1: Actividad bactericida de las fracciones del biopreparado. BLA: Biomasa Lavada

Autoclaveada; SA: Sobrenadante Autoclaveado; IV: Integral Viable; Integral
Aucoclaveado.

En el caso de la actividad fungicida (fig 2) el mejor comportamiento lo mostré el
Biopreparado Integral Viable (1V), lo cual concuerda con lo reportado por Castellanos en el
2004, en cuanto a la capacidad de esta cepa como antagonista frente a diferentes hongos
fitopatdgenos; se destaca ademas la efectividad del Sobrenadante Filtrado (SF), lo que
evidencia que existen algunos metabolitos que pueden ser sensibles a la temperatura,
aungque algunos de los producidos por esta cepa presentan estabilidad frente a la
temperatura de esterilizacion. La biomasa mostr6 mejor comportamiento antagonista que
el Sobrenadante Autoclaveado (SA) e incluso frente al bioproducto Integral Autoclaveado
(IA), lo que evidencia que al centrifugar y separar la biomasa se concentraron los
metabolitos intracelulares producidos por la bacteria.
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Figura 2: Actividad fungicida de las fracciones del biopreparado. BLA: Biomasa Lavada
Autoclaveada; SA: Sobrenadante Autoclaveado; SF: Sobrenadante Filtrado, IV: Integral
Viable; IA:Integral Aucoclaveado.

La concentracion de proteinas totales, determinada por la técnica de COMASSIE, fue de
0.067 mg/mL.

En las corridas de electroforesis SDS-PAGE (fig. 3) se evidencia, para el sobrenadante, la
presencia de 4 bandas proteicas de 60, 40, 33 y 18.4 KDa aproximadamente,
destacandose por su grosor e intensidad del resto la banda que aparece alrededor de los
33 KDa. En el caso del pellet se evidencio la presencia de estas mismas bandas con la
adicién de otras 6 bandas proteicas entre los 66 y 40 KDa, por lo que se puede decir que
hay mayor diversidad proteica en el pellet que en el sobrenadante y que las mismas
proteinas en la biomasa como cuerpos de inclusion (Razafindralambo, 1993).
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Figura 3: Electroforesis del sobrenadante y de la biomasa (pellet) del biopreparado.

La actividad estimuladora de las fracciones del biopreparado fue evaluada en el cultivo
de tomate en condiciones controladas, aqui se evidencid que todas las variantes
mostraron diferencias significativas con respecto al control, con incrementos del Niumero
de Hojas y el Area Foliar, las variantes Integral Viable (IV) y Sobrenadante Autoclaveado
(SA) resultaron las de mejor comportamiento, lo cual corrobora la potencialidad de esta
bacteria en el desarrollo y proteccidn fitosanitaria de las plantas, reconocida por diferentes
autores (Lazzarete et al.,1994, Korstens et al., 1997 Kiliam et al., 2002 y Tejeda, et al.,
2004). Las variantes donde estuvo presente la biomasa inactivada por calor (IA'y BLA) no
resultaron superiores al resto de los tratamientos, lo cual pudiera deberse a la presencia
de algun metabolito que al ser inactivado por calor pudiera convertirse en inhibitorio para
el desarrollo de las plantulas.
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Figura 4: Actividad estimuladora de las distintas fracciones del biopreparado en el cultivo
de tomate. IV Integral Viable; BLA Biomasa Lavada Autoclaveada; SA Sobrenadante
Autoclaveado; IA Integral Autoclaveado.

CONCLUSIONES

e El Bioproducto Viable (IV) mostré la mayor actividad fungicida y bactericida.

e La biomasa bacteriana presenta metabolitos intracelulares con marcada actividad
antibiotica “in vitro” frente a los dos hongos y a una bacteria fitopatégena,

e La electroforesis SDS-PAGE evidencié que existe mayor diversidad proteica en la
biomasa que en el sobrenadante.

e Todas las fracciones del bioproducto demostraron actividad estimuladora del
crecimiento vegetal en plantulas de tomate, destacandose el Integral Viable vy
Sobrenadante Autoclaveado.
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