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Resumen

El suelo es el medio que propicia el crecimiento de las plantas. Es un biosistema activo que contiene
diversos microorganismos que cumplen multiples funciones. Los patégenos hospederos del suelo son
la principal limitacion para la salud y el rendimiento de las plantas. En el tratamiento de enfermedades
se han estudiado y practicado estrategias con base bioldgica como una opcién en la produccion agri-
cola. Una mejor aplicacion del biocontrol depende del entendimiento de la comunidad microbiana.

En este articulo se describe un caso de estudio que utiliza la rofia comtin de la papa (Streptomycesa spp.)
y un suelo que suprime la enfermedad. Un campo que tiene una historia de cultivo de papa de déca-
das demostr6 un declive en la rofia comun, por lo cual se considerd que tenia un suelo supresor de
enfermedades. Un campo contiguo al suelo supresor presenté una gran presiéon de enfermedades y



se consideré como conducente a las enfermedades. Se recolectaron muestras de los suelos de ambos
campos y se extrajo la totalidad del ADN gendmico. Al analizar la estructura, la diversidad y el enri-
quecimiento de las comunidades microbianas en los suelos usando la dilucién en placas en medios
de cultivo semiselectivos y la metagendmica, se identificaron microorganismos benéficos, incluyendo
bacilos, pseudomonas, Streptomynces no patégenas, Lysobacter, entre otros. La poblacion enriquecida
y la alta diversidad de estos microorganismos beneficiosos son las razones por las cuales existe una
supresion de las enfermedades. Se aislé la cepa bacteriana Bacillusamyloliquefaciens BACO3 del suelo
supresor de enfermedades y se caracteriz6 en actividades de control bioldgico. Esta mostré un amplio
espectro de actividades antimicrobianas y una gran eficacia para el control de la rofia comtn de la
papa y otras enfermedades. Lo anterior se discutird en cuanto al uso de esta informacién para enten-
der las practicas culturales y las estrategias de disefio efectivo del tratamiento de enfermedades.

Abstract

Soil is the medium for supporting plant growth. It is an active living biosystem that contains various
microorganisms with various functions. Soil borne plant pathogens are the main constraints to plant
health and yield. In disease management, biologically based strategies have been studied and practiced
as an option in agricultural production. Better biocontrol application depends on understanding the
microbial community.

A case study is described using potato common scab (Streptomyces spp.) and soil that is suppressive to the
disease. A field with decades of history of potato cultivation showed a decline of potato common scab,
which was considered to contain disease-suppressive soil. A field adjacent to the suppressive soil showed
a high disease pressure was considered as disease-conducive soil. Soil samples were collected from both
fields, and total genomic DNA was extracted. By analyzing the structure, diversity and enrichment of
soil microbial communities using dilution plating on semi-selective culture media, and metagenomics,
beneficial microorganisms have been identified, including bacilli, pseudomonds, non-pathogenic Strep-
tomces, Lysobacter, and others. Enriched population and high diversity of these benifical microorga-
nisms are the reason of disease suppression. A bacterial strain Bacillusamyloliquefaciens BAC03 was
isolated from the disease-suppressives oil and characterized in biological control activities. It showed a
broad spectrum of antimicrobial activities and strong efficacy in controlling potato common scab and
other diseases. It will be discussed in using this information on how to understand cultural practices and
design effective strategies of disease management.

Introduccion

El suelo es el medio para sustentar el crecimiento de
las plantas. Es un biosistema activo vivo que contie-
ne diversos microorganismos con distintas funciones
(Bakker et al., 2014, Panke-Buisse et al., 2015). Estos
microorganismos incluyen diversos tipos de taxones
que favorecen la sanidad vegetal, asi como fitopato-
genos. Los fitopatdgenos hospederos del suelo son
los principales limitantes para la sanidad vegetal y la
productividad (Dees y Wanner, 2012, Hao et al., 2009,
Lorang et al., 1989, Postma et al., 2008). Por ejem-
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plo, la sarna comun de la papa (scp) causada por
Streptomyces spp. (Labruyere, 1971), que amenaza la
industria de la papa en Estados Unidos, que mueve
UsD 3,5 mil millones (NASS, 2010) debido a la falta
de métodos eficaces de control (Wanner et al., 2014,
Thomson et al., 2006). El agente causal Streptomyces
spp. corresponde a un grupo de estreptomicetos que
tienen diversos antecedentes genéticos y conforman
un complejo de comunidades patégenas (Goyer et
al., 1996, Hao et al., 2009, Jiang et al., 2012). Son



habitantes persistentes del suelo que sobreviven sa-
profiticamente durante largos periodos en ausencia
de hospederos.

La meta en la produccién agricola es reducir o eli-
minar los fitopatégenos y mejorar la productividad
y calidad potencial de los cultivos. Dado que existen
estrategias de control, como los productos quimicos,
y las variedades resistentes cumplen en el manejo de
la scp, el control biologico ha sido un interés en las
ultimas décadas (Loria y Kempter, 1985, Thomson et
al., 2006, Wanner et al., 2014). La aplicaciéon de un
mejor control bioloégico depende de entender la co-
munidad microbiana. En este articulo trataremos un
estudio de caso que utiliza la sarna comun de la papa
en suelo supresivo a la enfermedad, con la esperanza
de dilucidar la biologia y el ecosistema que brindan
informacion basica para el manejo de la enfermedad.

Suelo supresivo a la enfermedad

Un campo (N 42°43.014’; W 84°27.972°) en East Lan-
sing, Michigan, mostré una disminucion de la scp
después de recibir mas de 25 afios de cultivo de papa
(Hao et al., 2009). Nuestra hipdtesis fue que la dismi-
nucién de la enfermedad se debid al suelo supresivo a
la enfermedad, por tal razén este campo en particu-
lar fue designado como supresivo a la sarna (ss). Por
el contrario, un campo (N 42°42.937’; W 84°27.975’)
cercano al campo ss, con pocos afios de cultivo de

papa, tuvo una presion mucho mayor de la enferme-
dad, y este fue referido como suelo conductivo (sc)
de la enfermedad (Tabla 1). Ambos suelos son franco
arenosos con propiedades fisico-quimicas similares.
Con base en esta observacion de campo e hipdtesis, se
hicieron experimentos de invernadero y de laborato-
rio con el fin de confirmar la supresion de la enferme-
dad y los factores bioldgicos, en caso de que hubiera
algunos que contribuyeran a esta supresion.

Los factores bioldgicos son el principal
actor en la supresion de la enfermedad

En un ensayo de invernadero, el suelo recolectado del
campo ss se utilizé para diferentes tratamientos. El
suelo ss fue esterilizado en autoclave dos veces (120
minutos cada vez) en 24 h, y se mezcl6 con suelo SS
no esterilizado a diferentes ratios. El indculo Strep-
tomyces scabies en vermiculita se mezcl6 con el suelo
con el nivel del inéculo final ajustado a 10° unida-
des formadoras de colonias (Urc) cm™ de suelo. Se
sembro6 papa o rabano en ensayos separados en las
mismas configuraciones de macetas. Los resultados
mostraron que la severidad de la scp se correlaciond
negativamente con el porcentaje del SS (no esteriliza-
do en autoclave) en el suelo (Figura 1), lo que encajo
en un modelo de regresion lineal simple con R*> 0,90
(P < 0,05). Esto demostrd que la supresion de la en-
fermedad es transferible.

Tabla 1. Porcentaje del indice de enfermedad de la sarna comin de la papa en dos campos evaluados en mdltiples

afos en East Lansing, Michigan.

Ao Suelo conductivo Suelo supresivo
2007 94,4 10
2008 93,8 28
2010 60 34
2012 No disponible 4

Nota: Las lesiones de la enfermedad en tubérculos de papa se calificaron con base en una escala de 0 a 5: 0 = sin
sintomas, 1 = 1 a 10 % de la superficie con lesiones superficiales o levantadas, 2 = 11 a 25 % de la superficie con
lesiones superficiales o levantadas, 3 = 26 a 50 % de la superficie con lesiones superficiales o levantadas, 4 = 50 %
de la superficie con lesiones superficiales o levantadas o < 25 % superficie con lesiones hundidas y 5= > 50 % de la
superficie con lesiones superficiales o levantadas, o > 25 % superficie hundida. El indice de severidad de la enfer-
medad se calculé como ¥ (calificacién x nimero de tubérculos con esa calificacion) / nimero total de tubérculos

de papa evaluados.

125



En un segundo ensayo de invernadero, el suelo ss
fue tratado a diversas temperaturas durante 30 minu-
tos, y se utilizo para llenar macetas de plastico para
la inoculacién con S. scabies y la siembra con papa
o rdbano, como se describié anteriormente. Los re-
sultados indicaron que el tratamiento de temperatura
afectd la supresion de la enfermedad. El incremento
de la temperatura, empezando en 60 °C para el trata-
miento del suelo, redujo significativamente el efecto
de la supresion de la scp por el suelo ss. Esto sugirio
que las temperaturas mas altas eliminaron las pobla-
ciones de microorganismos benéficos y diversos gru-
pos de microorganismos que tienen diferentes um-
brales de tolerancia a la temperatura. Estos microor-
ganismos fueron responsables de la supresion de la
enfermedad (Meng et al., 2002a).

Comunidades microbianas Unicas en
suelo supresivo a la enfermedad

Con el fin de entender las comunidades microbianas
del suelo ss, se recolectaron muestras de suelo circun-
dante de los campos ss y sc para hacer la compara-
cidn. Ademais, se recolectd suelo rizosférico durante
el periodo de crecimiento de la papa. Mediante el mé-
todo de dilucion en placa, se sembraron suspensio-
nes de suelo en medios de agar semiselectivos. En la
mayoria de los ensayos el ss presentd cifras mas altas
de poblacion de hongos totales, bacterias totales, es-
treptomicetos, pseudomonas fluorescentes y bacilos
en la mayoria de las muestras de suelo analizadas. Sin

Figura 1. Efecto de la mezcla de
suelo sobre la sarna comun de la
papa. (Meng et al., 2012a)

Severidad de la sarna

embargo, la mayoria de estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (P < 0,05) (Meng et al.,
2012a). Esto se debe a que el método basado en me-
dios semiselectivos solamente puede separar grupos
principales de microbios y, por tanto, es un ensayo de
baja resolucion.

Para analizar mas a fondo las comunidades del
suelo se realizo el polimorfismo de longitud de frag-
mentos de restriccion terminal (T-RFLP, por sus siglas
en inglés). Se extrajo ADN de las muestras de suelo
y se aplicd la técnica de la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) con los
cebadores FAM-63F (5-CAG GCC TAA CAC ATG CAA
GTC-3’) marcado con 6-carboxifluoresceina, y 1387R
(5-GGG CGG WGT GTA CAA GGC-3’) (Marchesi et al.,
1998), seguido por la digestion de los productos con
las enzimas Rsa I y Msp 1. En cuanto al andlisis de los
fragmentos T-RELP digeridos con Rsa Iy Msp, ambos
tuvieron como resultado dos clusteres idénticos para
ss y sc. Esto indic6 que existen dos comunidades mi-
crobianas diferentes que habitan en estos dos tipos de
suelos (Meng et al., 2012a).

Las bacterias antagdnicas contribuyen a
que el suelo suprima S. scabies

Se probaron aislamientos de Bacillus, Pseudomonas
fluorescentes, Streptomyces y bacterias totales, aisla-
dos por la dilucion en placa (como se describié an-
teriormente), para determinar el antagonismo contra

R?=0,95
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Streptomyces scabies in vitro mediante un ensayo de
coplaca (Yoshida et al., 2001). Una suspension de es-
poras (100 pl) de la cepa 1019 de S. scabies con una
concentracion de 10° urc ml! se extendid en una pla-
ca de agar con extracto de malta y levadura (YME, por
sus siglas en inglés) con aislamientos bacterianos de
prueba inoculados en la misma placa, que fueron in-
cubados a 28 °C durante mas de tres dias, y se registrd
el nimero de antagonistas.

Un total de 5.285 colonias bacterianas individuales
se obtuvieron en placas con medios semiselectivos e
incluyeron aislamientos que representaron bacterias
totales, pseudomonas fluorescentes, estreptomicetos
y bacilos. En total, 961 (18 %) aislamientos, incluidos
573 y 388 aislamientos de ss y sc, respectivamente,
mostraron antagonismo contra S. scabies. En los cua-
tro grupos muestreados de 2007 a 2010, la frecuencia
de las bacterias antagénicas en SS (0,27, 0,19, 0,49 y
0,24 para bacilos, bacterias totales, pseudomonas y es-
treptomicetos, respectivamente), fue mayor que en sc
(0,23; 0,13; 0,30; y 0,18 para bacilos, bacterias totales,
pseudomonas y estreptomicetos, respectivamente),
pero solamente las diferencias en las frecuencias de
pseudomonas y estreptomicetos fueron significativas
(P < 0,05). Resulta interesante que aunque la poblacién
total de estreptomicetos fue mas alta en ss, la de estrep-
tomicetos patogenos fue significativamente menor, y
la de los antag6nicos mayor que en sc. Por tanto, las
poblaciones mas altas de bacterias antagdnicas, como
pseudomonas, bacilos y estreptomicetos antagénicos,
contribuyeron a la supresion de la enfermedad.

Los Streptomyces spp. patégenos son
menores en suelo SS

Con poblaciones mas altas de bacterias antagonicas
existentes en el suelo ss, pensariamos que la poblacion
de Streptomyces spp. patdgenos es menor. De hecho,
nuestros resultados confirmaron esto. Para este ensayo
se seleccionaron al azar Streptomyces spp. de ss y sc.
Estos aislamientos fueron inoculados en tubérculos de
papa en rodajas con tampones miceliales (Loria et al.,
1995). Se observaron lesiones necroticas en los discos
de papa y se midieron después de cinco dias de incu-
bacién en la oscuridad. La frecuencia de los estrepto-
micetos patogenos fue mas alta en la rizésfera que en el
suelo circundante. El sc rizosférico tuvo una frecuen-

cia significativamente mas alta de estreptomicetos pa-
togenos que el ss. Ademas, no se encontrd ninguna di-
ferencia en la frecuencia de estreptomicetos patdgenos
del suelo circundante entre los suelos ss y sc.

La metagendmica revela la estructura de
las comunidades microbianas

La tecnologia de secuenciacion de proxima genera-
cién ofrece una poderosa herramienta para analizar
la mayoria de las comunidades microbianas del sue-
lo, especialmente para aquellas especies no cultiva-
bles (Rosenzweig et al., 2012). En nuestro estudio se
recolectaron muestras de suelo durante el aumento
del volumen del tubérculo, en la interface suelo-raiz
de las plantas de papa (cv. ‘Snowden’) del sc y se
extrajo ADN del ss de cada muestra. Se realizaron
reacciones PCR por triplicado mediante el sistema
PCR de Alta Fidelidad de Roche (Roche Diagnostics
Gmbh, Mannheim, Alemania) con el ADN extraido
como plantilla. A fin de definir las regiones V4 y
V5 del gen 16S rrNa, el cebador incluy6 un ceba-
dor directo conformado por el Adaptador 454A de
25 bp, un cédigo de barras de 10 bp, seguido por
el cebador universal bacteriano 16S-577F (5-cG-
TATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGBARCODEAYTGGGYD-
TAAAGNG-3’) de 15 bp; y el cebador inverso com-
puesto por al Adaptador 454B de 25 bp y el cebador
universal bacteriano 16S-926R (5’-CTATGCGCCTT-
GCCAGCCCGCTCAGCCGTCAATTCMTTTRAGT-3") de
18 bp. Se efectuaron analisis bioinformaticos y com-
putacionales (Rosenzweig et al., 2012).

En las comunidades microbianas del suelo, sc pre-
sentd una abundancia significativamente mayor de los
filos Deinococcus-Thermus (cs: 5,6 %; ss: 2,6 %) y Fir-
micutes (cs: 7,3 %; SS: 4,5 %). Especialmente, sc tuvo
una abundancia mayor de Acetobacteraceae (cs: 1,2
%; ss: 0,5 %), Bacillaceae (sc: 1,8 %; ss: 0,2 %), mien-
tras que las muestras ss presentaron mayor abundan-
cia de acidobacterias Grupo 6 sin clasificar (sc: 1,2
%; sS: 8,6 %), Nocardioidaceae (sc: 1,0 %; ss: 2,6 %),
Pseudomonadaceae (sc: 0,04 %; ss: 0,5 %), acidobac-
terias Grupo 11 sin clasificar (sc: 0,0 %; SS: 0,2 %)
y Bacilli sin clasificar (sc: 0,04 %; ss: 0,4 %). Hubo
una diferencia significativa (prueba de Kolmogo-
rov-Smirnov, P = 0,01) en la distribucién entre los gé-
neros bacterianos entre los tipos de suelo. Cuarenta y
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un géneros de bacterias difirieron significativamente
en la abundancia relativa entre los suelos ss y sc (a
= 0,05: Wilcoxon). El suelo sc presenté una mayor
abundancia media de Bacillus (sc: 1,4 %; ss: 0,1 %),
Trupera (sc: 5,5 %; ss: 0,07 %), Bacillales sin clasificar
(sc: 1,3 %; ss: 0,3 %) y Bradyrhizobiaceae sin clasificar
(sc: 2,6 %; ss: 0,5 %), mientras que las muestras SS
tuvieron una mayor abundancia media de Lysobac-
ter (sc: 0,04 %; ss: 0,2 %) y Rhizobium (sc: 0,08 %;
ss: 0,2 %). Mediante la metagenomica se han hallado
mas grupos funcionales y taxonémicos. Por ejemplo,
hemos encontrado que Lysobacter y Rhizobium se en-
riquecieron en los suelos supresivos.

Microorganismos beneficiosos para el
control de la enfermedad

Al analizar la estructura, la diversidad y el enriqueci-
miento de las comunidades microbianas en el suelo

Figura 2. Efecto inhibitorio

de la cepa BACO3 de Bacillus
amyloliquefaciens (tres o dos
colonias en la placa) en seis
especies o aislamientos de
Streptomyces patégeno (fondo
de la placa) mediante un ensayo
de cocultivo. Las zonas claras son
las areas en donde no se observo
crecimiento de Streptomyces spp.

a. S. aureofaciens, b. S. scabies,
c. S. acidiscabies, d. Streptomyces
sp. AC-1, e. 0095, f. DS 3024
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mediante la dilucion en placas en medios de cultivo
semiselectivos y la metagendmica, se han identificado
microorganismos benéficos, incluidos bacilos, pseu-
domonas, Streptomyces no patdégenos, Lysobacter y
otros. La poblacién enriquecida y la alta diversidad
de estos microorganismos benéficos son la razén de
la supresion de la enfermedad (Figura 2).

Un ejemplo es esa cepa BAC03 de Bacillus amylo-
liquefaciens que fue originalmente aislada del suelo
ss (Meng et al., 2012b, 2015a,b). La bacteria produ-
ce LCI, una sustancia antimicrobiana polipéptida con
amplio espectro. También produce volatiles organicos
y hormonas vegetales. Sus bioactividades incluyen la
actividad antagdnica, la promocién del crecimiento

de plantas y la induccién de resistencia a enfermeda-
des en plantas (Tabla 2). Tiene actividades antimicro-
bianas mas fuertes en comparacion con el agente de
control biolégico comercial Bacillus subtilis QsT713
(ingrediente activo de Serenade’).




Aplicacion de agentes de control
bioldgico: de las promesas a la practica

El objetivo final de estudiar las comunidades micro-
bianas en el suelo es hallar una manera para controlar
mejor las enfermedades en plantas. Hemos aprendido
que el suelo supresivo a la sarna contiene una cantidad
de bacterias beneficiosas (Meng et al., 2012 a,b). Estos
microbios pueden emplearse de multiples maneras. Una
estrategia es reincorporar al suelo determinados mi-
croorganismos en donde los agentes de control biol6gi-
co fueron aislados para controlar la poblacién patogena.
Hemos seguido estudiando la cepa BAC03 en ensayos de
campo. Al empapar el suelo con la suspension bacteriana

10 dias después de la siembra, la sarna comun de la papa
se redujo de manera significativa (Meng et al., 2013). En
el mismo ensayo, BAC03 fue mejor que cualquier otro
tratamiento de suelo o para plantas, tales como Rega-
lia, aceite esencial y el quimico pentacloronitrobenceno.
Este resultado fue consistente durante varios afos y en
multiples localizaciones (Meng et al., 2013). Otra ma-
nera de utilizar los microorganismos beneficiosos es la
regulacion de las comunidades microbianas, tanto en
estructura como en poblacion, mediante practicas cul-
turales y otros métodos. Esto puede tener un mayor po-
tencial en el manejo de enfermedades, lo cual depende
exclusivamente de entender las comunidades microbia-
nas en el suelo y los factores que pueden afectarlas. El
suelo supresivo a enfermedades es un ejemplo de ello.

Tabla 2. Actividades antimicrobianas de la cepa BACO3 de Bacillus amyloliquefaciens en comparacion con la cepa

QST713 de Bacillus subtilis en placas de agar.

Diametro de la zona de inhibicion (cm)

Patogeno de prueba

BACO03 QST713
Streptomyces scabies 49173 2,53 * 1,70
S. acidiscabies 49003 0,86 * 0,23
Agrobacterium tumefaciens 2,18 * 1,80
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 2,40 * 1,90
Trichoderma harzianum 2,00 * 1,40
Cryphonectria parasitica 1,50 * 1,20
Phytophthora capsici 1,05* 0,70
Phytophthora cambivora 1,15* 0,70
Botrytis cinerea 2,00 * 0,85
Rhizoctonia solani 1,60 * 0,85
Sclerotinia sclerotiorum 1,80 * 0,50

Nota: * indica que la actividad de BACO3 fue significativamente mas fuerte que QST713.
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