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Actividad de cepas de bacterias quitinoliticas
antagonistas a Alternaria solani in vitro
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RESUMEN. Se evalud in vitro la actividad quitinolitica de dos cepas de Pseudomonas fluorescens y 14 cepas
de Bacillus sp. antagonistas a Alternaria solani. Los medios de cultivo utilizados fueron agar+quitina y agar
nutriente + quitina. El crecimiento de las colonias en los medios fue variable,pero la mayoria de ellas alcan-
zaron mayor desarrollo en agar nutriente + quitina debido al uso de la otra fuente nutricional. Se determiné
una correlacidn significativa entre el crecimiento de la colonia y la transparencia en el medio agar + quitina,
mientras que para el medio agar nutriente+ quitina no se encontro relacién entre la actividad quitinolitica y
el crecimiento de la colonia en presencia de otra fuente de crecimiento.Las cepas Q1, Q2, Q3,Q4, Q5,A30y
A31 de Bacillus sp.produjeron mayor quitinasa que las demds cepas,por lo cual pueden ser consideradas pa-
ra la evaluacion in vivo.
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ABSTRACT. Activity of chitinolytic bacterial strains antagonistic to Alternaria solani in vitro. The
chitinolytic activity of two strains of Pseudomonas fluorescens and 14 strains of Bacillus sp., antagonists of A.
solani, were evaluated in vitro.The culture mediums utilised were agar + chitin and nutrient agar + chitin. The
growth of the colonies on the mediums was variable, but the highest of these reached greatest development on
nutrient agar + chitin due to use of the other nutrient source. A significant correlation was determined between
growth of colony and transparency of the agar medium + chitin, whilst for the nutrient agar medium + chitin
no relation was found between chitinolytic activity and colony growth in the presence of the other source of
growth. The strains Q1,02,03,04,Q5,A30 and A31 of Bacillus produce more chitinase than the other strains
and therefore may considered for evaluation in vivo.

Key words: Bacillus sp., Pseudomonas fluorescens, Alternaria solani, Biological control,Chitinolytic bacteria.

Introduccion Mitchell y Alexander (1963),citado por Skujins ef

La lisis de microorganismos ha sido atribuida por va-
rios investigadores a la accidon de antibidticos, enzi-
mas, aminodcidos y fagos (Carter y Lockwood 1957,
Sohler et al. 1958, Whinberg y Pilgren 1958, Welshimer
1951, citados por Morgan 1963).

En la interaccién antagdnica entre las poblacio-
nes de microorganismos en el ambiente natural, la li-
sis producida por enzimas es uno de los mecanismos
mas comunes. Una especie puede eliminar a otra de-
bido a la digestion de la célula o hifa por parte de las
enzimas producidas por ésta.
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al. (1965) observaron que todas las bacterias micoliti-
cas producian quitinasa, lo cual podia degradar la pa-
red celular del hongo que contenia quitina, como uno
de sus principales componentes.

El presente trabajo se realizé con el objetivo de
evaluar la actividad quitinolitica de diferentes cepas
de bacterias antagonistas de Alternaria solani para se-
leccionar las mejores.

Materiales y métodos
El trabajo se realiz6 en el laboratorio de Fitopatologia

*  CATIE. Area de Fitoproteccién. Direcciéon actual: Escuela de Agricultura de la Region Tropical Himeda. Correo electrénico: sokumoto@earth.ac.cr

** CATIE. Area de Fitoproteccién. Turrialba, Costa Rica.
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del Centro Agrondémico Tropical de Investigacién y
Ensefianza (CATIE) Turrialba,Costa Rica.

Se utilizaron 16 cepas de bacterias quitinoliticas
(Cuadro 1),las cuales fueron aisladas entre enero y ju-
lio de 1992. El antagonismo fue evaluado siguiendo la
metodologia de Okumoto (1992) y Okumoto y Busta-
mante (1993).

Cuadro 1. Cepas de bacterias utilizadas en la prueba de ac-
tividad quitinolitica de acuerdo a su origen, fecha de recolec-
cion en 1992 y nivel de antagonismo.

Cepas
Bacterias Coédigo Origen! Fecha Antagonismo?
(%)

Pseudomonas A6 T2 9-1 447

fluorescens

P. fluorescentes A18 T8 9-1 60,2

Bacillus sp. A27 T6 9 enero 90,8
A28 T6 9 enero 91,8
A29 T6 9 enero 83,2
A30 T6 9 enero 85,7
A31 T6 9 enero 90,1
A32 T6 9 enero 79,2
B57 T5 17 enero 36,7
C6 T5 24 enero 45,7
C8 T7 24 enero 32,9
Q1 T5 17 julio -3
Q2 T5 17 julio -
Q3 T5 17 julio -
Q4 T5 17 julio -
Q5 T5 17 julio -

1: Cepas aisladas de hojas con aplicaciones de fungicida: T2,
Quitina: T5, Quitina+fungicida: T6, Quitina+leche: T7, Quiti-
na+leche+fungicida: T8.

2: Porcentaje de inhibicion sobre la longitud de tubo germina-
tivo del testigo (Okumoto 1992).

3: No evaluado.

En el experimento se evalud la actividad quiti-
nolitica de las 16 cepas de bacterias en los dos me-
dios de cultivo utilizados, agar+quitina y agar nu-
triente + quitina.

La suspensién bacterial fue preparada de un cul-
tivo desarrollado en el medio agar nutriente+quitina
por 24 h a 30°C y ajustada a 108 celulas/ml, utilizando
una cdmara de conteo y colorimetro.

Se colocé 1 gota (0,03 ml) de la suspension bacte-
rial en un orificio de 6 mm de didmetro previamente
hecho con un sacabocado, en el centro de una caja de
Petri conteniendo medio de cultivo.

Se midi6 el didmetro de la colonia y la zona trans-
parente alrededor del orificio para calcular la superfi-
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cie (mm?2) de ambos. Las mediciones se hicieron 24 h
después de la siembra,continuando las lecturas 2, 4,6,
8y 11 dias después.

Los datos se sometieron a un anélisis de varianza,
incluyendo las correspondientes pruebas para los
efectos de los factores y de las interacciones.

Se estim6 el coeficiente de correlacion para cono-
cer la relacién entre el antagonismo y la actividad qui-
tinolitica de las cepas evaluadas.

Resultados y discusion

En el medio de agar nutriente+quitina, la mayoria de
las cepas, excepto la A6,crecieron formando una colo-
nia un dia después de la inoculacién (Fig. 2). En el ca-
so de agar+quitina aparecen colonias dos dias después
de la inoculacioén, para la cepa A32. (Fig.1).

El crecimiento de las colonias en los diferentes
medios de cultivo fue variable, determinandose inte-
raccién altamente significativa (P<0,01) entre los me-
dios y las cepas evaluadas (Fig. 3, Cuadro 2 y 3).La ma-
yoria de las colonias alcanzaron mayor desarrollo en el
medio agar nutriente+quitina con respecto al agar
+quitina, debido al uso de otra fuente de nutricion. Es-
to coincidi6 al estudio realizado por Okumoto (1992)
que el medio de cultivo con agar+nutriente obtuvo
mayor aislamiento y crecimiento de cepas de Bacillus.
Sin embargo, las cepas A18 y A30 crecieron menos en
agar nutriente+quitina que en el agar+quitina.Esto in-
dica que estas dos cepas no podrian utilizar muy bien
la otra fuente de nutricién en presencia de la quitina.

Las figuras 4 y 5 presentan el crecimiento de una
zona transparente producida por las cepas evaluadas
en el medio agar+quitina y agar nutriente+quitina,
respectivamente. Se encontré una interaccion alta-
mente significativa (p<0,01) entre los medios y las ce-
pas bacterianas con respecto al drea debajo de la cur-
va de crecimiento de transparencia (ACCT)
producida por las cepas bacterianas.

El valor del area debajo de la curva de crecimien-
to de la transparencia para cada cepa de las bacterias
se muestra en la figura 6. Las cepas A6, A18 y C6 no
produjeron transparencia a los 11 dias después de la
inoculacién, las cuales fueron confirmadas como ce-
pas quitinoliticas (Okumoto 1992), es decir, un perio-
do de 11 dias no es suficiente para que aparezca trans-
parencia en ellas.

Las cepas A29,A32, B57 y C8, produjeron trans-
parencia sdlo en el medio agar+quitina, debido a que
no utilizaron muy bien la quitina como fuente de car-
boén en presencia de agar nutriente+quitina quizés, por
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Figura 1. Crecimiento de colonia producida por cada cepa
bacterial en agar+quitina durante 11 dias.

la razén antes mencionada. Ademads, la cepa A30 ob-
tuvo mayor desarrollo de transparencia entre las ce-
pas evaluadas en agar+quitina.

Las cepas Q1, Q2, Q3,04, Q5,A28 y A31, produ-
jeron mds transparencia en el agar nutriente+quitina
que en el agar+quitina. Las cepas, Q1, Q2, Q3, Q4 y
Q5 desarrollaron marcadamente la transparencia
(Cuadro 2y 3).

Para las 11 cepas estudiadas excepto Q1-Q5 por
su antagonismo,se calculd el coeficiente de correlacion
entre el antagonismo, como porcentaje de inhibicién
sobre el crecimiento del tubo germinativo y el creci-
miento de la colonia, y la zona transparente determi-
nado por el drea debajo de la curva de cada uno de
ellas. En el medio agar+quitina no se encontrd ningu-
na relacién entre el antagonismos y las otras variables.
Por el contrario, esta relacién si fue determinada para
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Figura 2. Crecimiento de colonia producida por cada cepa
bacterial en agar nutriente+quitina durante 11 dias.

agar nutriente+quitina.Sin embargo,esto no es confia-
ble, porque las cepas A6, A18, A32, B52, C6 y C8 no
produjeron zona transparente, por lo cual se distribu-
yeron formando un grupo (encima del eje-Y) en la re-
lacién entre antagonismo y transparencia.Estas obser-
vaciones confirman lo sefialado por Okumoto (1992),
de que con el sistema utilizado para la prueba de anta-
gonismo es dificil determinar la actividad quitinolitica.

Para todas las cepas estudiadas por su actividad
quitinolitica, se estimo el coeficiente de correlacién
entre las dos variables calculadas en los diferentes me-
dios de cultivo. Se determiné una correlacion alta-
mente significativa r>= 0,85 (P<0,01) entre el creci-
miento de la colonia y trasparencia en el medio de
agar+quitina;por tanto, en este medio el tamafio de la
colonia se incrementa a medida que aumenta la zona
transparente. Por el contrario, ello no se encontré en



el medio agar nutriente+quitina,ya que no existe rela-
cién (r2= 0,43) entre la actividad quitinolitica y el cre-
cimiento de la colonia en presencia de otra fuente de
nutricion.

Cuadro 2. Crecimiento de colonia y transparencia en el me-
dio de cultivo agar+quitina. Turrialba, Costa Rica.

Cepas Género Crecimiento
Colonia Transparencia

A6 P 106,7 cd 00c
A18 P 1762,7 bed 00c
A27 B 2459,4 abc 2477,5 abc
A28 B 1018,5 bed 1103,3 bc
A29 B 2322,8 abc 1585,3 abc
A30 B 6630,1ab 5369,0 ab
A3l B 2552,2 abc 2723,0 abc
A32 B 2079,5 abc 2103,0 abc
B57 B 2211,3 abc 2159,9 abc
Ccé6 B 996,2 bcd 00c
c8 B 1488,4 bcd 1976,3 abc
Q1 B 1067,4 bcd 1991,2 abc
Q2 B 1208,5 bcd 1806,3 abc
Q3 B 1361,6 bcd 2097,5 abc
Q4 B 2411,5 abc 2890,4 abc
Q5 B 1341,6 bed 2252,2abc

B: Bacillus sp.
P: P. fluorescentes

Cuadro 3. Crecimiento de colonia y transparencia en el me-
dio de cultivo agar nutriente+quitina. Turrialba, Costa Rica.

Cepas Género Crecimiento
Colonia Transparencia

A6 P 2284 e 00c
Al8 P 1480,5 de 00c
A27 B 7575,3 abc 2650,9 bc
A28 B 3604,3 cde 2583,0 bc
A29 B 4582,4 cde 00c
A30 B 4906,6 cde 2689,8 bc
A3l B 5787,0 cd 4608,3 abc
A32 B 6605,4 bc 0,0c
B57 B 6226,6 bed 0,0c
Cc6 B 4381,5 cde 00c
C8 B 12034,8 a 00c
Q1 B 7511,3 abc 7693,4 ab
Q2 B 10556,7 ab 10928,4 a
Q3 B 6655,6 bc 7222,0 ab
Q4 B 7676,5 abc 8286,1 ab
Q5 B 4486,3 cde 6050,4 abc

B: Bacillus sp.
P: P. fluorescentes
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Figura 3. Area debajo de la curva de crecimiento de colonia
en agar+quitina y agar nutriente+quitina.
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Figura 4. Crecimiento de transparencia producida por cada
cepa bacterial en agar+quitina durante once dias.
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Figura 5. Crecimiento de transparencia producida por cada
cepa bacterial en agar nutriente+quitiana durante
once dias.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, las cepas
Q1, Q2,Q3,0Q4, Q5,A30 y A31 pueden ser utilizadas
en una siguiente evaluacién in vivo, como agente de
control biolégico, ya que la produccién de quitinasa
fue considerablemente alta, con respecto a la de otras
cepas.

Ploper et al. (1991) observé que la adicién de
quitina mejoro la supervivencia de microorganismos
quitinoliticos y el tizén temprano Alternativa solani'y
la mancha foliar causada por Septoria sp.fueron con-
trolados por las cepas quitinoliticas previamente
probadas por su antagonismo, con una formulacién
de quitina.

Por lo tanto, se recomienda el uso de agar+quiti-
na para la prueba de actividad quitinolitica debido a
la mayor deteccién de las cepas quitinoliticas a corto
plazo. También, este medio de cultivo es util para la
conservacion de la caracteristica quitinolitica.
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