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Resumen

La madera del Pino Caribe (Pinus caribaea) esta sometida a una serie de ataques microbio-
l6gicos, algunos de los cuales causan la pudricién y otros ocasionan cambios de coloracion en
el tejido de la madera; entre estos uno de los mas importantes es la mancha azul o mancha de
savia causada por algunas especies de hongos. La utilizacién de productos quimicos para el
control de la mancha azul resulta efectiva pero muy téxica y costosa por lo que se ha profundi-
zado en la busqueda de métodos bioldgicos para su control. Se obtuvo una cepa de Burkholde-
ria cepacia aislada de muestras de madera tomadas en el aserradero Coforven (Edo. Monagas),
que produce un principio activo contra Lasiodiplodia theobromae, un hongo aislado de madera
de pino manchada de azul. Se determind que el compuesto activo tiene naturaleza proteica,
pierde actividad al exponerse a temperaturas iguales o mayores de 50°C pero la mantiene al
conservarse a —20°C.
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Use of a strain of Burkholderia cepacia for the control of
the blue stain in the caribbean pine wood (Pinus caribaea)

Abstract

The wood of the Caribbean Pine (Pinus caribaea) endures various microbiological attacks,
some causing rottedness and others causing tissue colour changes, being the blue stain or sap
stain provoked by certain fungi, one of the most important. Chemical products employed in the
control of the blue stain are effective but very toxic and expensive as well. This has encouraged
the research for biological control methods. We have isolated a strain of Burkholderia cepacia
from wood samples obtained in the Coforven sawmill (Monagas State) which produces a princi-
ple active against Lasiodiplodia theobromae a fungus isolated from blue stained-pine wood.
This active compound shows proteinaceous properties, losing its activity when exposed at 50°C
or higher, but maintain it if stored at —-20°C.
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Introduccioén

La madera por ser un material de origen
organico, esta expuesta a una serie de ata-
ques causados por sistemas biolégicos como
bacterias, hongos, insectos, perforadores
marinos e incluso animales superiores, o por
causas no biolégicas como el fuego, desgaste
mecéanico y la accion de la intemperie (1).

Entre los hongos se encuentran algu-
nos que producen cambios de coloracion de
los tejidos de la madera y son descritos como
hongos manchadores, mientras que los que
crecen en la superficie de la madera son lla-
mados mohos. La mayoria de los hongos
manchadores y los mohos pertenecen al
Phylum Ascomycota y hongos Mitosporicos,
muy pocos mohos son del Phylum Zigomyco-
tay son clasificados entre los Mucorales (1).

Las manchas causadas por hongos
pueden tener coloraciones negra, azul, roja,
castafa, amarilla, marrony gris pero la mas
importante en la madera de Pino es la llama-
da mancha azul o de savia, caracterizada
por la tonalidad azul oscuro de la madera
atacada (2).

En la actualidad la lista de hongos que
causan la mancha azul es muy amplia, los
géneros reportados mas importantes son: Di-
plodia, Graphium, Hormodendron, Hormone-
ma, Leptographium, Sclerophoma, Trichoder-
ma y Ceratocystis (1). En Venezuela las prin-
cipales especies causantes del manchado
azul en la madera de Pino Caribe son Lasiodi-
plodia theobromae y Trichoderma sp. (3).

Estos hongos causan la degradacion de
la albura, consumen los componentes no
estructurales de la madera: almidoén, lipidos
y azlcares solubles. Posteriormente hay
una disrupcion general del sistema paren-
guimético en la maderay finalmente, ocurre
una degradacion parcial de la pared celular,
debilitamiento en las fibras enlazantes y
cambios adversos en dureza (4).

El azulado, que es la alteracién de color
pardo azul que adquiere la albura de la ma-
dera de coniferas tanto en rolas como en ma-

dera aserrada; se inicia con unas manchas
radiales de color oscuro que aparecen en la
superficie de la madera atacada. Posterior-
mente se colorea lentamente toda la seccidn
transversal de la albura a medida que el mi-
celio del hongo invasor penetra hacia el inte-
rior de la madera. Las hifas del micelio se de-
sarrollan principalmente en las células de
los radios lefiosos. Su desarrollo en las tra-
queidas es mucho menos marcado, puede
ocurrir una penetraciéon pasiva en la cual el
micelio pasa a través de las punteaduras
aureolares y una penetracion activa me-
diante la formacidn de microhifas (4).

En la industria maderera se utilizan
fungicidas para preservar la madera de
aquellos hongos que causan manchas o de
los que causan pudricion. Existen diferen-
tes tipos de preservadores para impedir el
desarrollo de los hongos, todos son sustan-
cias quimicas que suelen ser muy toxicas a
los humanos, ademas de darles caracteristi-
cas negativas a la madera como olor y colo-
res desagradables. En aserraderos naciona-
les, para controlar la mancha azul en made-
ra aserrada de Pino Caribe, se emplea Pen-
taclorofenato de Sodio que reportan como
efectivo pero téxico y muy caro. En algunos
paises lo consideran cancerigeno, por lo que
ha sido sustituido por el Busan 1009 (Meti-
len-bistiocianato + Tiocianometil benzotia-
zol). Este agente presenta menor toxicidad
que el anterior (5) pero el desarrollo de la
mancha azul en la superficie de la madera
ocurre unos dias después del tratamiento.

Como una alternativa al empleo de los
productos quimicos ya mencionados, cada
dia se considera méas factible el control biol6-
gico. Basados en la existencia de microorga-
nismos capaces de afectar el crecimiento de
hongos, ya sea por inhibicion o muerte del
mismo, Nnos propusimos en este trabajo la
busqueda de cepas microbianas productoras
de metabolitos capaces de impedir el desa-
rrollo de hongos manchadores sobre la ma-
dera de Pino Caribe. Hasta donde conocemos
esta seria la primera vez que se trata de con-
trolar biolégicamente el manchado azul.
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Materiales y Métodos

Muestras de madera

Se utiliz6 madera de Pino Caribe (Pinus
caribaea var hondurensis) sanay manchada
de azul, proveniente del aserradero COFOR-
VEN en el estado Monagas. Las muestras se
conservaron a temperatura ambiente aisla-
das unas de otras, hasta su posterior uso.

Aislamiento de microorganismos de la
madera de Pino Caribe

Hongos de crecimiento externo

Sobre las manchas azules presentes en
madera contaminada se realizdé un raspado
con un bisturi estéril, el raspado se agregé
en la superficie de capsulas de Petri de 100 x
15 mm con agar papa-dextrosa (Hi Media).
Estas cajas se incubaron en ausencia de luz
en una estufa a 30°C durante 5 dias hasta
observar el crecimiento de hongos.

Hongos de crecimiento interno

Se empled la metodologia reportada
por Cedefio y col. (6). Para ello pequefios tro-
zos de madera manchada de azul se sumer-
gieron durante 5 min en una solucion de hi-
poclorito de sodio al 0,525%; posteriormen-
te se lavaron con agua destilada estéril y se
colocaron directamente sobre la superficie
de cajas de Petri con agar papa-dextrosa. Se
incubaron en ausencia de luz en una estufa
a 30°C durante 5-7 dias hasta observar cre-
cimiento de hongos.

Aislamiento de otros microorganismos

Directamente en el aserradero y de di-
ferentes ambientes, trozos de madera de
aproximadamente 3 x 3 X 2 cm y aparente-
mente libres de mancha azul, se introduje-
ron en frascos de 100 mL de capacidad que
contenian una infusién de papa-dextrosa
solidificada con gelatina comercial. Estas
muestras se incubaron en la oscuridad en
una estufa a 30°C durante 5 dias hasta ob-
servar crecimiento de microorganismos.
Luego se hicieron repiques en medio agar

papa-dextrosa y agar nutritivo y se incuba-
ron en igual condicién. Se lograron aislar co-
lonias de hongos y bacterias que se sembra-
ron en cufias y tacos de los mismos medios
conservandose a 4°C hasta su utilizacion.

Ensayo de actividad antifiungica contra
el hongo causante del manchado azul

Los microorganismos a ensayar aisla-
dos de las muestras de madera provenientes
del aserradero, dependiendo de si eran hon-
gos o bacterias, fueron sembrados en fiolas
de 125 mL con 50 mL de caldo papa-dextrosa
o caldo nutritivo respectivamente, e incuba-
dos en la oscuridad en una estufa a 30°C con
agitacién durante 24 h, los cultivos se centri-
fugaron a 5000 g durante 15 min y luego se
filtraron a través de filtros con poros de 0,45
um de didametro. Los hongos causantes del
manchado azul aislados de madera mancha-
da se sembraron en cépsulas de Petri con
agar papa-dextrosa, en el centro de las cua-
les se colocé posteriormente un disco de pa-
pel de filtro de 2 cm de didmetro, impregnado
con sobrenadante de los cultivos obtenidos a
partir de la madera no manchada. Las cap-
sulas de Petri se incubaron en la oscuridad
en una estufa a 30°C durante 48 h, y se de-
termind la existencia de halos de inhibicién
alrededor del papel de filtro.

Identificacion de las bacterias con
actividad antifungica

Para identificar las bacterias presentes
en los cultivos, que presentaron actividad
antifingica se realizaron observaciones
morfoldgicas de los cultivos al fresco con mi-
croscopio 6ptico, y también en preparados
para microscopia electrénica de transmi-
sion. Ademas se realizaron las siguientes
pruebas: coloraciones con la tincion de
Gram, determinacion de esporas, motilidad
y las siguientes pruebas bioquimicas: cata-
lasa, oxidasa, reducciéon de nitrato, creci-
miento en presencia de NaCl al 6,5%, fer-
mentaciéon de gluconato, xilosa, arabinosa,
glucosa, lactosa, uso del citrato, presencia
de ureasay produccién de pigmentos (7). Fi-
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nalmente en la identificacion definitiva se
empled un sistema automatizado con micro-
placas GN2 MicroPlate de Biolog, INC.
Hayward CA. USA, en el que se prueba la ha-
bilidad de los microorganismos Gram nega-
tivos para oxidar 95 fuentes de carbono.
Este conjunto de ensayos permitié identifi-
car la bacteria que tenia actividad antifungi-
ca como Burkholderia cepacia.

Se prepar6 una suspensioén bacteriana
de cada aislado para su estudio bajo micros-
copia electronica de transmision (TEM), se
resuspendieron en buffer fosfato pH 7,0 y se
colocaron sobre rejillas cubiertas con Fon-
var y protegidas contra la oxidacion. Luego
de decantadas sobre las rejillas, se resus-
pendieron in situ en una solucion de acido
fosfotungstico al 1% en tampon fosfato 0,1
M, pH 7,2, sometiéndose luego a una deshi-
dratacion por vacio progresivo. Luego las
muestras se recubrieron con oro mediante
un ionizador al vacio y se montaron en bases
de aluminio adheridas con una suspension
de plata micelar.

Pruebas realizadas para caracterizar el
principio activo con actividad
antifungica

1) Efecto de la temperatura

Se cultivé B.cepaciay se incubaron 100
L de sobrenadante filtrado, a temperaturas
de 35, 40, 50, 60, 70, 80 y 95°C durante 30
min. Como control se emplearon 100 pul de
sobrenadante sin calentar.

2) Efecto del congelamiento

Muestras de 100 pL de sobrenadante
filtrado de B.cepacia se congelaron a —20°C
durante 30 dias y se realizaron las pruebas
de actividad como ya fue indicado. Los resul-
tados se compararon con sobrenadante obte-
nido de cultivos frescos y mantenido a 4°C.

3) Efecto de proteasas

En esta prueba se utilizé una proteasa
comercial de Staphylococcus aureus y tam-

bién tripsina. Se us6 100 pL de sobrenadante
filtrado, y en el caso de la proteasa de S au-
reus se afiadieron 10 pL de la preparacion, y
para la tripsina apenas trazas. El primero de
ellos se incubd a 37°C y el segundo a tempe-
ratura ambiente durante 1 h. La actividad se
probd como ya fue indicado. Como control se
usO sobrenadante sin tratar y también se
realizé un ensayo en el que el hongo azul se
traté directamente con las proteasas.

4) Efecto del sobrenadante de B. ce-
pacia sobre el micelio del hongo de la
mancha azul

En una fiola con 100 mL de sobrena-
dante filtrado se colocé un trozo de micelio
aéreo del hongo causante de la mancha azul
proveniente de un cultivo de 48 h en agar
papa-dextrosa. Se incub6 a 30°C durante 24
h. Al cabo de ese tiempo se recuperd el mice-
lio por centrifugacién a 9000 g durante 10
min, se lavé dos veces con agua destilada es-
téril centrifugando cada vez a 9000 g duran-
te 10 min. Este micelio se sembro en capsu-
las de Petri con agar papa-dextrosay se in-
cubd a 30°C durante 48 h. Como control se
us6 micelio tratado de igual manera pero
con agua esteril en lugar de sobrenadante.

Prueba de actividad antifungica sobre
diversos hongos

Este ensayo se realiz6 como ya fue indi-
cado anteriormente pero en esta ocasion los
microorganismos de prueba fueron:

Aspergillus niger

Aspergillus orizae ATCC 11601
Candida utilis ATCC 9226
Curvularia sp.

Dedalea sprucei

Geotrichum candidum 13 Lactolabo
Kluyveromyces fragilis ATCC 8554
Saccharomyces cerevisiae
Trichoderma harzianum
Trichoderma viride ATCC 9414
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Resultados y Discusion

Aislamiento de microorganismos de la
madera de Pino Caribe

Se raspo la superficie de la madera de
pino para obtener los hongos con crecimien-
to externo se obtuvo un solo hongo en culti-
vo. Este hongo de crecimiento rapido y
abundante en cajas de agar papa-dextrosa
fue identificado como Rhizopus sp. El cual
fue descartado ya que al parecer no es el
causante de la mancha azul.

En el caso de las muestras de madera,
tratadas para aislar hongos de crecimiento
interno, se aislé un hongo negro con abun-
dante micelio aéreo de aspecto algodonoso,
septado y formador de clamidosporas. Por
este mismo método (6) otros autores obtu-
vieron un hongo con caracteristicas simila-
res que identificaron como Lasiodiplodia
theobromae agente causal de la mancha
azul en la madera de pino. Este hongo cuan-
do era cultivado en cajas de Petri con agar
papa-dextrosa, producia al comienzo colo-
nias blancas que luego eran grises termi-
nando en gris oscuro. Al observar muestras
de estas colonias con el microscopio 6ptico,
se observad la presencia de picnidios y dentro
de ellos los conidios que en un comienzo
eran hialinos y posteriormente adquirieron
coloracién marrény con un septo en la parte
central. Este conjunto de caracteristicas
nos permite suponer, que el hongo aislado
por nosotros a partir de la madera mancha-
da de azul es L. theobromae.

En el medio con gelatina papa-dextrosa
sembrado directamente en el aserradero a
partir de las muestras de madera, salvo en
dos casos siempre crecieron hongos en la
superficie del medio. Se tomd nota del as-
pecto superficial y la morfologia de las colo-
nias, y se aislaron un total de 17 cepas de las
cuales 5 eran levaduras, 4 hongos y 6 bacte-
rias con morfologia de bacilos y coco bacilos.
En los dos casos en que solo se aislaron bac-
terias, la madera se encontraba en un suelo
fangoso y no estaba tratada con preservativo

alguno. Ademas como algo particular el me-
dio paso al estado liquido como si la gelatina
hubiera sido hidrolizada.

Busqueda de microorganismos con
actividad antifungica sobre
Lasiodiplodia theobromae

De todos los microorganismos (bacte-
rias y hongos) aislados, los Gnicos que mos-
traron actividad antifungica produciendo
un halo inhibitorio de casi 3 cm de didmetro
sobre el crecimiento del hongo aislado por
nosotros, fueron los que en un principio de-
nominamos cepas 5 y 14 constituidas por
bacilos y que casualmente provenian de
aquellos medios en los que no hubo creci-
miento de hongos. Estas cepas fueron las
Unicas que se conservaron para los ensayos
posteriores.

Identificacion taxondmica de las cepas
5y 14

En las pruebas realizadas ambas cepas
dieron los mismos resultados, por lo que su-
ponemos que la cepa 5 y 14 podrian corres-
ponder a un mismo microorganismo. A par-
tir de ese momento decidimos emplear sélo
una de ellas quedandonos con la cepa 14.
Los resultados se presentan el la Tabla I. Al
observar la bacteria por la técnica de mi-
croscopia electrénica de transmision se
pudo observar una forma bacilar con un
diametro promedio de 0,2 pmy una longitud
variable entre 2 y 3 um. Se observé que la
cubierta celular o pared se encuentra plega-
da irregularmente y de su superficie emer-
gen numerosas estructuras flagelares en
forma individual o en paquetes. Finalmente
con las microplacas GN2 se pudo identificar
la cepa 14 como Burkholderia cepacia, anti-
guamente se denominaba como Pseudomo-
nas cepacia (8).

Aparicion de la actividad antifungica

Para posteriores ensayos se obtuvo el
principio activo libre de células y paraello se
comenzé determinando en que momento de
la fase de crecimiento comienza a detectarse
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la actividad del compuesto antifangico de B.
cepacia.

Al crecer en caldo nutritivo presenté
una velocidad de crecimientode 0,4 h™, y un
tiempo de generacion de 2,5 h alcanzandose
la fase estacionaria luego de 25 horas de cre-
cimiento. Diferentes muestras fueron toma-
das a lo largo del cultivo detectandose la ac-
tividad antifingica recién a partir de las 20
h y aumentando hasta alrededor de las 24 h.
Podemos afirmar que los elementos respon-
sables de la actividad antifungica parecen
de origen extracelular ya que es excretado al
medio y su produccidon comienza a partir del
fin de la fase exponencial incrementandose
en la fase estacionaria. No es descartable
que el compuesto se produzca desde el co-
mienzo de la fase de crecimiento, pero su
concentracion no sea lo suficientemente ele-
vada como para poder ser detectada por el
método empleado.

Caracterizacion parcial del compuesto
antifangico

En relacion a la estabilidad térmica la
actividad fue detectable hasta los 40°C, tem-
peraturas mayores inactivaron el sobrena-
dante. También comprobamos que el com-
puesto mantiene su actividad después de un
mes de almacenamiento a -20°C, lo que fa-
voreceria la posibilidad de conservar prepa-
raciones del mismo durante tiempos largos
sin perdida de actividad. Inferimos que el
compuesto antifungico es de naturaleza
proteica ya que la tripsina y proteasas pro-
veniente de S. aureus eliminaron la capaci-
dad de inhibir el crecimiento de L. theobro-
mae. Finalmente suponemos que el efecto es
de naturaleza fungostatica, ya que luego de
resuspender el micelio aéreo del hongo en el
sobrenadante de cultivo de B cepacia éste
pudo posteriormente reanudar el creci-
miento. Esto indica que el compuesto an-
tifingico no ataca al hongo ya crecido, y es
necesario que éste se encuentre en creci-
miento activo para que pueda ser afectado.

Tabla 1
Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas
de lascepas5y 14

Coloracion de Gram -

Produccién de Esporas -
Motilidad
Catalasa
Oxidasa
Fermentacién de:
Xilosa
Arabinosa -
Glucosa +
Lactosa -
Gluconato -
Empleo del Citrato
Ureasa
Nitrato Reductasa
Crecimiento en NaCl 6,5%
Produccién de: Piocianina -
Fluresceina

+ + 4+

Efecto del extracto activo sobre otros
microorganismos

Al ensayar el extracto activo sobre dife-
rentes microorganismos se encontré que
habia efecto inhibitorio sobre todos los hon-
gos estudiados, solo en Saccharomyces cere-
visiae y Kluyveromyces fragilis no se detectd
la formacién de halos inhibitorios. El extrac-
to de la cepa de B. cepacia provoco un efecto
cuantificable sobre los hongos filamentosos.
Existen diversos reportes en los que la in-
dustria agricola considera a B. cepaciacomo
un posible agente de control biol6gico (9,
10-17). Ademas tiene una extraordinaria
versatilidad metabdlica y puede degradar
substratos aroméaticos presentes en herbici-
das y pesticidas, algunos con potencial car-
cinogénico utilizandolos como fuentes de
carbono. Uno de estos compuestos degrada-
dos por esta bacteria es 2, 4, 5 clorofenoxi
acetato (2, 4, 5-T), un potente herbicida que
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no se degrada con facilidad y persiste largos
periodos de tiempo en el ambiente (12).

B cepacia puede antagonizar y reprimir
muchos patdgenos de plantas. Previene la
rofia causada en hojas y tallos por el hongo
Alternaria sp. al inhibir la germinacion de
sus esporas. Ataca el hongo Aphanomyces
euteiches, el cual causa la podredumbre de
raices en guisantes y alfalfa (14, 15). Tam-
bién puede prevenir las enfermedades que
especies de Pythium ocasionan en pepinosy
guisantes (16). Para prevenir estas enferme-
dades, B. cepacia provee un ambiente apa-
rentemente amigable en comparacion a los
potentes y téxicos fungicidas que no pueden
ser degradados en el ambiente.

En la industria forestal especies de hon-
gos pertenecientes a los géneros Fusarium,
Pythium, Rhizoctonia, Cilindrocarpum y Bo-
trytis ocasionan grandes perdidas economi-
cas. Estos hongos de amplia distribucion im-
piden la germinacién adecuada de las semi-
llas e incluso en ocasiones logran matar las
plantulas recién transplantadas. Se conoce
una cepa de B cepacia que es una éxitosa ino-
culante en semillas y raices, suprimiendo es-
tos hongos en una variedad de coniferas (17).

Segun la literatura revisada, no se en-
controé referencia al uso de B. cepacia como
control biolégico contra el hongo responsa-
ble del manchado azul de la madera, y po-
dria ser una alternativa eficaz ademés de
amigable con el ambiente, en la lucha contra
este hongo que ocasiona perdidas conside-
rables en la industria maderera.

Antes del empleo definitivo de cualquie-
ra de estas cepas bacterianas habria que
considerar sus efectos sobre la salud huma-
na, ya que B cepaciaesta asociada con un in-
cremento en la enfermedad y muerte de pa-
cientes con fibrosis cistica (18, 19, 20). Esta
observacion hace que la dispersién delibera-
da de la misma en el ambiente se considere
con cuidado. Parece evidente que la aplica-
cién agricola de B. cepacia ocasionaria una
contaminacion de tierras y aguas incremen-
tandose la exposicion a los humanos. Re-

cientemente, en un intento de establecer el
riesgo representado para los humanos por
B. cepacia, se compararon dos aislados de
origen clinico de dos pacientes con fibrosis
cisticay dos aislados provenientes de las rai-
ces de plantas de arroz y maiz (21). Se estu-
diaron varias caracteristicas fenotipicas de
las cepas en cuestion y se concluy6 que son
completamente diferentes las aisladas de la
rizosfera de aquellas de origen clinico. Entre
las diferencias importantes esta que las ce-
pas aisladas de la rizosfera no son capaces de
adherirse a células uroepiteliales humanas.
Posteriormente varios de estos autores (13)
compararon las secuencias del rDNA riboso-
mal 16S y se encontrd que los secuencias de
los aislados clinicos eran idénticas entre si
pero diferentes a la de los aislados del suelo.
Esto se consider6 como una evidencia de di-
vergencias evolutivas entre los aislados de la
rizosfera y su contraparte clinica. Por su-
puesto el analisis de tan sélo 4 aislados no es
suficiente para recomendar una aplicacion
segura de cepas provenientes de la rizosfera.

La bacteria se encuentra tan presente
en la naturaleza que hay quien afirma que la
misma se encuentra en el suelo, pantanos,
bajo las ufias de humanos, en cada papa y
cebolla en las tiendas. Es importante esta-
blecer la potencial patogenicidad (bioseguri-
dad), de las cepas aisladas del ambiente para
el hombre y los animales. Desde un punto de
vista taxonomico B cepacia pertenece al me-
Nos a cinco genomovars (22) y aparentemen-
te las cepas a ser empleadas en la agricultura
pertenecen al grupo V siendo el genomovar il
probablemente el patdégeno (23).

Conclusiones

Se aisl6 a partir de muestras de madera
aparentemente sana de Pino Caribe, una
cepa de Burkholderia cepacia. Esta cepa
produce un compuesto con actividad fun-
gistatica contra una gran cantidad de hon-
gos filamentosos. También tiene actividad
contra Lasiodiplodia theobromae al menos
uno de los hongos causante de la mancha
azul en la madera aserrada de Pino Caribe.
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Esta cepa bacteriana, luego de estudios adi-
cionales que determinen su inocuidad para
el hombre podria ser utilizada con éxito
como un control biolégico en el combate
contra la mancha azul, siendo asi una alter-
nativa al empleo de los muy toxicos fungui-
cidas de origen quimico.

10.
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