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RESUMEN

El género Bacillus, y dentro de éste la especie B.subtilis, se reconoce mundialmente por sintetizar sustancias
antagonistas. Es por ello que la identificacion de cepas con potencial para ser utilizadas en la elaboracion de
bioproductos esde granimportanciaparalaagricultura. En este articul o 5 cepas manteni das sobre medio agarizado
en la coleccion del INIFAT fueron identificadas como B.subtilis, después de realizar 14 pruebas fisioldgico-
bioquimicas, ladescripcién morfol 6gica de las colonias crecidas en el medio sdlido Agar Nutriente, latincion de
Gramy deespora. La curvade crecimiento de estos microorgani smos demostré su posibilidad de reproduccion en
un medio demiel optimizado, donde lideran metabolitos con actividad bactericidafrente aXanthomonas campestris.
Lascepas A9 eINIFAT-101 mantienen este comportamiento aunque se utilice e producto autoclaveado. Teniendo
en cuenta que ademas son compatibles con Azotobacter chroococcum, las mismas son consideradas promisorias
en la busgueda de estrategias integrales de manejo de los cultivos que combinen el control biolégico y la
biofertilizacion.
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Characterization of Bacillus subtilis's strains with potential
for biological products elaboration

ABSTRACT

The Bacillus genus and among it the B. subtilis species are known worldwide by its ability to produce antagonist
substances. Therefore, theidentification of strains potentially useful for bioproduct el aboration isof great importance
for agriculture. Inthis paper 5 strains maintained over Agar medium onthe INIFAT collection wereidentified asB.
subtilisafter 14 physiological-biochemical tests, the macromorphol ogical description of colony growth over Nutrient
Agar and Granand spore tintion. The growth curve show the possibility of reproducing them in optimized honey
medium on which they can produce metaboliteswith bactericide activity against Xanthomonas campestris. Strains
identified asA 9 and INIFAT-101 maintained this behaviour despite the use of sterile products. Sincethese strains
are also compatiblewith Azotobacter chroococcumbacteriathey are consider promissory strainsto search integral
strategies of crop management combining biological control and biofertilizer.
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INTRODUCCION

Las especies del género Bacillus son capaces de
sintetizar, dentro de sus metabolitos, antibidticos
polipeptidicos que actdan sobre la pared celular de los
hongos, asi como sustancias biocidas que presentan
gran efectividad frente a control de algunas plagas y
enfermedades que atacan aloscultivos (Wu et al., 2009,
Guohong, 2007). Es por €llo que este género microbiano
se considera dentro de los mas efectivos en €l control
deenfermedades (Reinoso et al, 2006).

Bacillus subtilis ha sido una de las especies mas
estudiadas por su potencial antagonista (Reinoso et al,
2007; Bachy Diaz, 2008). En el INIFAT, desde 1988 se
trabaja en el aislamiento de cepas de este
microorganismo, desarrollandose diferentes tecnol ogias
de fermentacion. El perfeccionamiento de éstos y su
combinacién con otros microorganismos con
caracteristicas biofertilizantes ha arrojado excelentes
resultados, abriendo un nuevo campo en la
investigacion delasfermentacionesmixtasy e desarrollo
agricolaintegral (Tejeda et al., 2008).

No obstante, el aislamiento, seleccidny caracterizacion
de cepas pertenecientes a este género es un trabajo
permanente, quetiene como objetivo contar con aidados
més agresivosy, por lo tanto, mas efectivos, que puedan
ser combinados con otros microorganismos con
propiedades biofertilizantes como Azotobacter
chroococcum.

En la presente investigacion se caracterizaron
morfol &gica, fisioldgicay biogquimicamenteacinco cepas
pertenecientesal género Bacillus. Se determiné ademés
su comportamiento «in vitro» frente a Xanthomonas
campestris, asi como su competibilidad con Azotobacter
chroococcum.

MATERIALES Y METODOS

En €l estudio se utilizaron cuatro cepas pertenecientes
a género Bacillus conservados sobre medio agarizado
en e Ingtituto de Investigaciones Fundamentales en
AgriculturaTropica «Alegandro deHumboldt», INIFAT.

Para su caracterizacién se realizaron 14 pruebas
fisiol 6gico-bioguimicas (Harrigan y McCance, 1968),
ademés delacaracterizacion morfol 6gicadelascolonias
enel medio solidoAgar Nutriente (Martinez et al., 1985)
y delas células por medio de latincion de Gram y de
esporas (Harrigan y McCance, 1968). Los resultados
obtenidos se compararon con lasreferenciasdel Manual
de Sisteméti ca para Bacterias en sus ediciones de 1994
y 2004 (Holt et al., 1994y 2004).

La curva de crecimiento de cada una de las cepas se
realizo en el medio de miel optimizado (Tejeda et al.,
2008) inoculado a razén del 5% (v:v). El proceso
fermentativo sellevd acabo en condiciones de zaranda
rotatoriaa32°C detemperatura, 200 r.p.m de agitacion,
durante 24 horas. Se completé con estadio estacionario
hasta consumar las 96 horas. Los conteos
microbioldgicos para conocer la concentracion
alcanzada se efectuaron seguin las normas 1SO 4833:
1991 (1991) el SO 6887: 1993 (1993) referidaspor Martinez
etal., (2007), alas24, 48y 96 horasdeiniciado € proceso.

Paramedir laactividad «in vitro» frente aXanthomonas
campestris se utilizé el procedimiento descrito por
Kavanagh en 1974, citado por Rios (2007) apartir dela
medicion del halo de inhibicion en el medio agarizado
Miller Hinton envenado con el patégeno. Para el

experimento se utilizaron tanto los productosintegrales
viables como los autoclaveados (10 minutos en
autoclavea 1.5 atmosferas). El halo (cm) fuemedido a
las 24y 48 horas de incubacion a30°C de temperatura.

La compatibilidad frente Azotobacter chroococcum se
determin6 mediante el mismo método sobre medio de
cultivo LPGA envenenado con A.chroococcum. En los
pocillos de 7 mm se colocaron las muestras de los
productos obtenidos mediante el proceso fermentativo
descrito. El halo de inhibicion (cm) se midié a las 48
horas de incubacién a igual temperatura que el
experimento anterior.

Los resultados obtenidos en las pruebas de
compatibilidad y antagonismo fueron procesados
estadisticamente segiin un Analisisde Varianzay Prueba
de Rangos M ltiplesde Duncan al 5% de significacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION formulaciones en funcion de incrementar su actividad
bactericiday fungicida
Todas las cepas en estudio presentaron caracteristicas
similares(Tabla 1), lasquecoinciden conladescripcion  Las curvas de crecimiento de las cepas en el medio de
realizada para el género Bacillus (Holt et al., 1994y  miel optimizado (Figura 1) indican la posibilidad de
2004). El procedimiento utilizado para €l aisamiento  empleo del mismo con fines agricolas, a alcanzarse
(shock térmi co) ratificaestaubicacion. valores de concentracion superior alas 10° UFCxmL™
(Martinez et al., 2007). Seria no obstante conveniente
Lacaracterizacion fisiol égico-bioquimica(Tabla2) las  valorar sucomportamiento en presenciade otrasfuentes
incluyedentro de B.subtilis, dada laconcordanciadela  de carbono y energia, teniendo en cuenta el potencial
mismacon ladescripcion del Manual de Sisteméticapara  de utilizacion de azticares determinado en este estudio
Bacterias(Holtetal., 1994y 2004). paratodasellas. Podrian aparecer variantes que permitan
la obtencién de mayores concentraciones del
microorganismo y/o unincremento en laproduccion de
metabolitos secundarios asociados al crecimiento.

Todas las cepas evidencian la gran versatilidad
metabdlica del género (Holt et.al, 1994, 2004). Este
comportamiento se debe explotar en la busqueda de

Tabla 1. Caracteristicas morfoldgicas de las cinco cepas del género Bacillus conservadas sobre medio agarizado
en el INIFAT

Cepa Tincién de Gram Tincion de esporas | Morfologia (Agar Nutriente)

BSN Bacilos G+ Espora central Colonias blancas, bordes irregulares, levantadas
en el medio, con presencia de cristales en el
interior

BSC Bacilos G+ Espora central Colonias blancas, bordes irregulares, levantadas
en el medio, con presencia de cristales en el
interior

BS 2 Bacilos G+ Espora central Colonias blancas, bordes irregulares, levantadas
en el medio, con presencia de cristales en el
interior

A9 Bacilos largos G+ Espora central Colonias blancas, bordes irregulares, levantadas
en el medio, con presencia de cristales en el
interior

INIFAT-101 | Bacilos Gram+ Espora central Colonias blancas, bordes irregulares, sobre lo
planas, levantadas en el medio, con presencia
de cristales en el interior

Tabla 2. Resultados de las diferentes pruebas fisiol 6gico-bioguimicas realizadas a los cinco cepas del género
Bacillus conservadas sobre medio agarizado en el INIFAT

Cepa Cat |Ox |HL [Gel |Cit |[Ind | AIm | NaCl | NaCl | NaCl | Utilizacién de azlcares
2% |5% [7% | Xl [Glu |Man | Ara

BSN + + + + + - + + + + + + + +

BSC + + + + + - + + + + + + + +

BS 2 + + + + + - + + + + + + + +

A9 + + + + + - + + + + + + + +

INIFAT-101 + + + + + - + + + + + + + +
HL: Hung Leifson Man: manitol Ind: indol Gdl: gelatina Xil: xilosa Ara arabinosa
Alm: almidoén NaCl: cloruro de sodio Glu: glucosa Cit: citrato Cat: catalasa
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Figura 1. Curvas de crecimiento de cinco cepas de
Bacillus subtilis en medio de miel optimizado.

Se evidencia ademas la producci6n de metabolitos con
actividad bactericida frente a patégeno Xanthomonas
campestris (Figura2), lo queindicaquelas cepas pueden
ser vadidas parautilizar el producto de su fermentacion
end control del mismo. El comportamiento de Bacillus
subtilis frente a este género bacteriano fue validado en
condiciones de campo, en las variedades de tomate
Chonto eINIFAT-28, por Tgjedaet al ., (2008), quien logré
reducir entre 40 y 65 % la incidencia de la mancha
bacteriana causada por otra especie X. vesicatoria pv
vesicatoria. SedestacanlascepasBSN,A 9 eINIFAT-101,
quienes muestran control sobre € patégeno desde las
24 horasdeiniciado € experimentoy lo mantienenalna
las 48, |o que indica que los metabolitos producidos no
son volétiles.

Para el caso del producto autoclaveado (metabolitos
termoestables) sdlo se presenta actividad paralas cepas
A9 e INIFAT 101(Figura 3), comportamiento que
incrementa el valor de ambas para la elaboracion de
controles biol 6gicos que resistan altas temperaturas de
almacenamiento sin afectacion de su potencial. Seria
conveniente por esta razdn realizar experimentos
similares con otros organismos fitopatdgenos, pues de
esta forma se puede conocer si ademas tienen amplio
espectro de accion, 1o que seriamuy favorable desde el
punto de vista practico.

4.5 - 024 horas 048 horas
44 ™ a
T 35 ]
e
c 34 a
S 25. a
Qo ] b
S 21
()
o 1,5 u
o
T 17
0,5 -
a C b C a
0 - T T T
1 2 3 4 5
cepas
1. BSN 2.BS2 3.A9 4.BSC 5. INIFAT-101
24 horas: Esx: 0.155 CV(%): 7.67
48horas: Esx: 0.102 CV(%):27.03

Figura 2. Actividad viable de las cuatro cepas de Bacillus
subtilis frente a Xanthomonas campestris
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Figura 3. Actividad de los productos autoclaveados
de las cinco cepas de Bacillus subtilis frente a
Xanthomonas campestris

A estos alentadores resultados se une que las cepasA9
e INIFAT-101 mostraron los menores valores de
inhibicion del crecimiento de la bacteria Azotobacter
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chroococcum (Figura4), lo queratificasuidoneidad no
sblo para elaborar productos capaces de controlar al
patégeno Xanthomonas campestris, sino para la
produccion de variantes mixtas que tengan ademas un
efecto estimulador del crecimiento.
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Figura 4. Compatibilidad de las cuatro cepas de Bacillus
subtilis 'y Azotobacter chroococcum

Se deberian continuar estudios de formulacion,
determinacion de espectro de accion frente aorganismos
fitopatdgenos y validacion de efectividad en
condiciones controladas y de campo con las cepasA 9
e INIFAT-101, teniendo en cuenta su versatilidad
metabdlica, posibilidades de producci6n de metabolitos
termoestables con actividad bactericida y su alta
compatibilidad para ser combinado con otros
microorgani smos.

CONCLUSIONES

» Las cuatro cepas conservadas en € INIFAT sobre
medio agarizado utilizadasen el estudio pertenecena
la especie Bacillus subtilis.

» Todaslas cepas pueden reproducirse en un medio de
miel optimizado con la produccién de sustancias
antagonistas frente a Xanthomonas campestris.

» LascepasA 9 eINIFAT-101 constituyen variantes
promisorias para la elaboracién de bioproductos
teniendo en cuenta la produccién por parte de las
mismas de metabolitostermoestablesy laposibilidad

de combinarse con bacterias fijadoras de nitrégeno
como Azotobacter chroococcum.

RECOMENDACIONES

Utilizar las cepas A 9 e INIFAT-101 para elaborar
inoculantes microbianos y determinar el efecto en
condiciones controladas y de campo de |os mismos, asi
como su espectro de accidn frente a otros patdgenos.
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