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Resumen

Ralstoniasolanacearum Smith, causante de la marchitez bacteriana, es considerada uno
de los patdgenos de mayor relevancia, por su nivel de afectacion y por el amplio nimero
de especies de importancia econdémica que ataca, entre ellas, el Pimenton
(CapsicumanuumL.), en este cultivo puede llegar a causar pérdidas econdmicas
considerables ya que su control es dificil. En la busqueda de alternativas para el manejo
del patogeno y del cultivo, esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el potencial
biocontrolador y bioestimulante de microorganismos bacterianos aislados de la rizosfera
y filoplano de pimentén y de tres productos comerciales para tal fin, se colectaron
muestras de plantas de pimentdn ubicadas en zonas de produccién agricola del estado
Carabobo, de las cuales se realizaron aislamientos; las bacterias obtenidas fueron
confrontadas in vitro con R. solanacearum, seleccionando las cuatro mas promisorias
por su actividad antagonista para ser utilizadas en pruebas de umbraculo y campo,
incluyendo ademas productos comerciales para determinar la capacidad de biocontrol y
promotor del crecimiento en plantas de pimentdn. Las bacterias mas promisorias como
biocontroladoras fueron identificadas por pruebas fenotipicas y moleculares. El disefio
de experimentos fué un completamente aleatorizado tanto para los ensayos in vitro
como en umbréculo. En el ensayo en campo el disefio fue un bloques al azar
conformado por cuatro bloques donde la unidad experimental estuvo conformada por
tres plantas. Para todos los ensayos se efectu6 el ANAVAR con un nivel de
significancia de 5% en aquellos casos donde no hubo una distribucion normal de los
errores se realizo la prueba no paramétrica de Kruskall y Wallis. Las cuatro bacterias
seleccionadas por mayor antagonismo in vitro contra ralstoniasolanacearum fueron tres
de la rizésfera y una del filoplano, dos ubicadas en el género Pseudomonas,una en
Serratia y otra en Bacillus. En umbréculo la mayor eficiencia como biocontrolador fue
observada en los tratamientos conformados por la bacteria Serratiasp y el producto
comercial Biorend® con un 91,6 % de eficiencia la de los los demés tratamientos vario
de 41,6% a 66,6% siempre superior al testigo que fue de 16,6% . En cuanto a la
capacidad de promocion del crecimiento, en umbraculo, la mayoria de los tratamientos
aumentaron la altura de planta, diametro del tallo, numero de hojas y rendimiento con
respecto al testigo, Serratiasp fue la que indujo el mayor incremento en casi todas las
variables consideradas, incrementando el rendimiento de frutos en un 108 %. Por otra
parte, en el ensayo realizado en campo, algunos tratamientos se comportaron inferiores
al testigo en los parametros medidos, sin embargo, se evidencié un aumento en el
rendimiento de los tratamientos conformados por las bacterias antagonistas. La
capacidad de cada cepa bacteriana de producir enzimas quitinoliticas, sider6foros, acido
cianhidrico, indolacético y solubilizar fosfato fue diferente. La actividad quitinasa se
detectd en Serratia y Pseudomonas, la capacidad de produccion de siederoforos, acido
cianhidrico y solubilizar fosfato principalmente en las cepas de Pseudomonas. Con esta
investigacion se demostrd el potencial de los microorganismos bacterianos para ser
usados como biocontroladores y biofertilizantes.

Palabras clave: Control biologico, PGPR, Marchitez bacteriana, Mecanismos de
accion, rendimiento
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INTRODUCCION

El pimenton (Capsicum annuum) pertenece a la familia Solanaceae, es originario de
Ameérica tropical, especificamente entre México, Pert y Bolivia. El género (Capsicum)
estd ampliamente distribuido en todos los continentes, teniendo un gran margen
adaptativo, inclusive siendo superior al de otras hortalizas como el tomate (Solanum
lycopersicum Mill) y la berenjena (Solanum melongera L) (Nuez et al., 2010).

Es una hortaliza de consumo mundial, estando presente en la cocina de la mayoria de
los paises en el mundo, a grandes rasgos su uso culinario es bien conocido como
condimento, especia y colorante entre otros. Sin embargo, la importancia de este cultivo
radica en que constituye una importante fuente nutricional y generadora de empleo, ya
que requiere grandes cantidades de mano de obra para su manejo y cosecha (Bosland et
al., 2000).

En Venezuela se encuentra entre las cuatro hortalizas méas consumidas por afio, su
popularidad aumenta constantemente debido a su valor alimenticio y mano de obra
requerida dentro del proceso de produccién, comercializacién e industrializacion. Una
de las principales limitantes en la produccion de este cultivo es la Marchitez bacteriana
causada por Ralstonia solanacearum, patdgeno de amplia distribucion en zonas
tropicales y templadas y, actualmente catalogada como la segunda bacteria fitopatégena

mas destructiva a nivel mundial.( Mansfieldet al., 2012)

Esta bacteria presenta gran variabilidad genética y es capaz de sobrevivir en el suelo por
varios afios, asociada a los restos de cultivo y a la rizosfera de plantas. Por presentar una
fase saprofita en su ciclo de vida, la bacteria aumenta sus posibilidades de supervivencia

en el suelo, incluso en ausencia de plantas hospedantes (Hayward, 1991).

La amplia gama de hospedantes, su distribucion y alta variabilidad, hacen dificil el
manejo de esta enfermedad. Las practicas culturales adecuadas, rotacion de cultivos,
control biolégico y el uso de hospedantes resistentes pueden brindar un mejor control de

la misma (Barbosa et al., 2011).



Una demanda creciente y un constante aumento de la poblacion mundial exigen que la
produccion de alimentos por unidad de superficie cultivada de tierra aumente
drasticamente, preferentemente con un minimo de impacto sobre los ecosistemas
naturales. Una forma de lograr un mayor rendimiento seria la reduccion de las pérdidas
de cultivos causadas por patdgenos y plagas, que equivale a un estimado de 25 a 40% de
la produccion total. Con este fin deben implementarse estrategias sostenibles y
respetuosas del medio ambiente para la proteccién de cultivos (Sobhy et al., 2014)

Los microorganismos antagonicos usualmente provienen de la microflora autoctona o
del entorno mismo del ser afectado, lo que permite que no existan desequilibrios
dinamicos en la naturaleza al emplearlo. Esto ultimo es el principal atributo en el
empleo de biocontroles, ya que no sugiere ninguna modificacion artificial, tal como los
residuos de los quimicos, ni probable alteracion a las caracteristicas naturales del

organismo tratado (Guerrero, 2004).

El control biologico con el uso de bacterias promotoras del crecimiento es una
alternativa para el manejo de patdgenos habitantes del suelo, considerados de dificil
control (Thanh, et al., 2009). Las rizobacterias son conocidas por promover el
crecimiento de plantas, asi como la disminucion de la cantidad de enfermedades (Van
Loon et al., 1998; Whipps, 2001). El control de enfermedades por la colonizacion de las
raices de las plantas realizados por bacterias antagonistas puede ocurrir directamente,
por medio de competencia, espacio, nutrientes y nicho ecoldgico, por la produccion de
sustancias antimicrobianas o indirectamente, por medio de la induccion de resistencia
sistémica (ISR) (Haas y Defago, 2005).

Tomando como referencia, el hecho que la Marchitez bacteriana es una limitante en la
produccion de hortalizas a nivel nacional, se realizo esta investigacion, con el objeto de
evaluar el efecto de cepas antagonistas aisladas de plantas de Pimenton y tres productos
comerciales para el control in vitro e in vivo del patégeno, de igual manera evaluar el
efecto de estas bacterias como promotoras de crecimiento, con el fin de contribuir en un

futuro programa para el manejo fitosanitario de Ralstonia solanacearum



OBJETIVOS

GENERAL

Determinar el efecto de bacterias antagonistas y bioestimulantes comerciales sobre el
control de Ralstonia solanacearum en plantas d pimentén (Capsicum annuum L)

ESPECIFICOS
1. Evaluar in vitro la capacidad antagonista a Ralstonia solanacearum de

bacterias aisladas de la rizosfera y filoplano en plantas de pimentdn.

2. ldentificar mediante pruebas fisiologicas, bioquimicas y moleculares las
bacterias antagonistas mas promisoras in vitro.
3. Evaluar en condiciones de umbraculo la capacidad biocontroladora de las

bacterias mas promisorias in vitro y de bioestimulantes comerciales a Rasltonia
solanacearum.

4. Determinar en umbraculo el efecto de las bacterias antagonistas mas promisorias
in vitro en elcontrol de Ralstonia solanacearum sobre algunas variables
biométricas en plantas de pimenton.

5. Evaluar en campo el efecto de productos comerciales y bacterias antagonistas,
sobre variables biométricas en plantas de pimenton.

6. Identificar algunos de los mecanismos de biocontrol realizado por las bacterias

antagonistas mas promisoras en in vitro.



Marco tedrico
Generalidades sobre el Pimenton (Capsicum annuum L.)

Las hortalizas tienen una funcion importante en la dieta del pueblo venezolano, por lo
que son consideradas dentro del grupo de alimentos de consumo diario. Su cultivo es
esencial debido al alto valor alimenticio que poseen, ademas de los ingresos econémicos
que generan por unidad de superficie. Entre las hortalizas de mayor consumo se
encuentra el Pimentdén (Montafio y Simoza , 2002). Este cultivo es miembro de las
solanaceas una familia que incluye al tomate (Lycopersicon esculentumMill ),papa
(Solanum tuberosum L.), vy el tabaco (Nicotiana Tabacum L.); en general su uso
culinario es bien conocido como condimento, especia, colorante y hortaliza. (Bosland et
al., 2000).

Clasificacion taxondmica del Pimentén
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae

Género:Capsicum

La taxonomia dentro del género Capsicum es compleja debido a la gran variabilidad de
formas existentes en las especies cultivadas y a la diversidad de criterios utilizados en la
clasificacion (Nuez et al., 1996). EI nimero total de especies que componen el género
no esta bien definido, probablemente entre 25 y 27. Sin embargo, existe un consenso
sobre la existencia de cinco especies domesticadas: C. annuum, C. baccatum,
C.chinense, C. frutescens y C. pubescens. (Vallejo et al., 2004). La mayoria de las
especies cultivadas del género Capsicum son originarias de Ameérica tropical
encontrando formas silvestres a lo largo del macizo andino, desde México hasta el norte

de Chile y noreste de la Argentina (Vallejo y Estrada, 2004).

La planta es de aspecto lampifio, tallos erguidos y crecimiento limitado, con altura y

forma de desarrollo muy variables en funcion del cultivar y de las condiciones del

4



cultivo. Las hojas enteras, con un peciolo largo o bien casi seésil, tienen una forma
lanceolada y ovalada, con el borde entero o ligeramente sinuado en la base. Las flores
suelen nacer solitarias en cada nudo, con el pedunculo torcido hacia abajo en la antesis.
El céliz, de una sola pieza, esta formado por sépalos verdes que persisten y se endurecen
hasta madurar el fruto. La corola es usualmente blanca lechosa, con la base de los
pétalos formando un tubo muy corto. El fruto es una baya hueca con la superficie lisa y
brillante, de color amarillo, anaranjado, verde o rojo y forma muy variable caracteristica
del cultivar. En el interior de la baya discurren 2 o 4 tabiques incompletos a lo largo de
la pared del fruto, uniéndose solo en la base sobre la placenta, en esta region se insertan
las semillas, aplastadas normalmente de 4 a 5 mm de color blanco amarillento (Nuez et
al., 2003).

Son una fuente rica de Vitamina A, la cual no se encuentra por si en el fruto. El
pimenton contiene provitaminas alpha, beta, gamma, carotenoides y criptoxanthinas las
cuales pueden ser transformadas en Vitamina A, estos elementos le atribuyen
propiedades anticancerigenas. También contiene una de las cantidades mas ricas de
vitamina C entre otros vegetales pudiendo contener seis veces mas que una haranja
(Bosland y Votava, 2000).

Los frutos contienen glucosa (90-98 %) y sacarosa. Un alto porcentaje (20-24 %) de
materia seca correspondiente a fibra. Ademas, se encuentran acidos volatiles, lipidos,

amino&cidos, proteinas, &cidos organicos y sustancias minerales. (Vallejo et al., 2004).

Su ciclo de cultivo es anual, la planta es de porte variable entre los 0,5 metros (en
variedades de cultivo al aire libre) y mas de 2 metros (gran parte de los hibridos
cultivados en invernaderos); los requerimientos edafoclimaticos Optimos para su
desarrollo son de 21 -24 °C, 50 -70 % HR, suelos franco —arenosos, pH entre 6,5y 7
(Nuez et al., 2010).

En Venezuela la produccion de pimentdn estd localizada mayormente en la region
Centro-occidental, donde los estados Lara, Falcdn y Yaracuy aportan el 60% de la
produccién nacional. EI 40% restante se localiza en Aragua, Carabobo, Guaérico,

Trujillo y la region nororiental del pais (Montafio y Simoza, 2002)



Algunos de los cultivares mayormente utilizados en nuestro Pais son “Cacique”

“Magistral” “Anaconda” y “Acero”

Principales enfermedades que afectan al pimenton en Venezuela.

Un variado grupo de patdgenos se han reportado en el cultivo de Pimentdn, entre ellos
Rhizoctonia solani, Phytophthora sp., Fusarium oxysporum y bacterias como Ralstonia
solanacearum, y Xanthomonas spp.,( Pernezny et al.,2003) las cuales han mostrado un

repunte en los ultimos afios especialmente en la zonas de Aragua y Carabobo.

Ralstonia solanacearum

Se caracteriza por ser una bacteria cosmopolita, extremadamente variable, adaptada a
gran numero de plantas, sobre las mas variadas condiciones edafoclimaticas,
principalmente en las regiones tropicales y sub-tropicales del mundo afectando a cientos
de especies de plantas en 54 familias. La bacteria es responsable de considerables
pérdidas en muchos cultivos horticolas especificamente en solanaceas como la papa,
tomate y pimenton donde deja inutilizadas grandes extensiones al ser un agente
contaminante del suelo. (Rodriguez, 2007). Debido al impacto econdémico causado por
este patdgeno ha sido uno de los primeros en secuenciarse su genoma (Salanoubat et al.,
2002), actualmente esta situada en el segundo lugar entre las diez especies bacterianas

fitopatdgenas mas destructivas a nivel mundial.b Mansfield et al., 2012

A nivel infra-subespecifico R. solancearum, ha sido clasificado de acuerdo al rango de
hospedante, distribucién geografica, patogenicidad, relaciones epidemiolégicas y
propiedades fisioldgicas; los conceptos de raza y biovar, son los mas utilizados con
fines de clasificacion (Hayward, 1991). Asi, a traves del tiempo fueron descritas 5 razas
basadas primariamente en la gama de hospedante : La raza 1 afecta principalmente a las
solandceas como papa, tomate, tabaco, también otros cultivos como bananos diploides
(Musa paradisiaca) amani (Arachis hypogaea L.) entre otras, la raza 2 ataca bananos
triploides (enfermedad del Moko) y otras especies del genero Musa y Heliconia,
mientras que la raza 3 afecta tomate y papa particularmente en ambientes frios, pero no
es altamente virulenta en otros cultivos de solanéceas, la raza 4 afecta al jengibre
(Zingiber officinale) y la raza 5 a la mora (Rubus ulmifolius) (Arauz, 1998; Hayward,
1983; Buddenhagen et al., 1962). Cinco biovares (I, II, I1I, IV y V) diferenciados



basadndose en su habilidad para producir acidos a partir de tres disacaridos (celobiosa,
maltosa, lactosa) y la oxidacion de tres alcoholes hexosa (dulcitol, manitol y sorbitol)
(Goto, 1990).

R. solanacearum es una bacteria Gram-negativa, no fluorescente, las colonias pueden
producir un pigmento castafio a marron en medios de cultivo complejos (Denny y
Hayward, 2001). No hidroliza gelatina o lo hace muy débilmente, ni almidon, reduce
nitratos, produce gas, oxida glucosa, no crece a 4° C o a mas de 40° C, no crece apH 4 o
9. Es oxidasa y catalasa positiva,es un bacilo mévil de 0,5-0,7 um x 1,5-2,5 um con

flagelo polar (uno o cuatros cuando se presentan), aerébicos estrictos (EPPO, 2004).

Epidemiologia y ciclo de vida

Para que la bacteria cause enfermedad primero debe penetrar en el hospedante. La
mayoria de las cepas de R. solanacearum ingresan en la planta a través de heridas.
(Denny, 2006). Esta bacteriapuede encontrarse en plantas enfermas o en restos de
cosecha, 6rganos de propagacion vegetativa, sobre plantas hospederas silvestres y en el
suelo (Agrios, 2005). La bacteria se dispersa principalmente a través del suelo,
sobreviviendo en este medio por largos periodos de tiempo. Ademas, es posible su
diseminacion por medio del agua, equipo, materiales infectados y trasplante (Aphis y
PPQ, 2004)

Altas poblaciones del patdégeno en la superficie del suelo, pueden infectar plantas
después de una lluvia o durante la misma. La evidencia mas directa de una fase epifitica
y la transmision aérea es mediante la salpicadura del agua de lluvia considerandose

entonces una importante fuente de propagacion (Hayward, 1991).

La supervivencia de la bacteria es afectada por la temperatura, humedad y otros factores
fisicos y quimicos del suelo, siendo mas favorables las temperaturas altas de 28°C a
35°C. (Coutinho, 2005). En climas frios (menos de 18°C), Yy en altitudes superiores a
2,500 msnm, la bacteria crece muy lentamente y convive con el cultivo, en infeccion
latente, sin ocasionar dafios aparentes ni sintomas visibles. Otros factores del suelo que
afectan la capacidad del patégeno de causar enfermedad incluyen la profundidad,
materia organica, los desechos de la planta hospedantesy el tipo de suelo. (Denny,
2006).



La supervivencia es uno de los principales obstaculos que enfrenta un patégeno en el
ciclo de la enfermedad. R. solanacearum es capaz de sobrevivir en el suelo en ausencia
de plantas hospedante por varios afios. (McCarter, 1991). Se ha reportado que la
bacteria puede sobrevivir en agua pura a 20-25 ° C por mas de 40 afios (Denny, 2006).
En paises de Europa la bacteria puede pasar el invierno en el agua de riego en estrecha
asociacion con hospedantes de malezas acuéticas asintomaticas, contribuyendo asi a la
propagacion del patdgeno en todas las vias fluviales (Elphinstone et al., 1998; Janse et
al., 1997)

Una vez introducido, el patdgeno sobrevive a profundidades de 1 m o mas, donde la
competencia microbiana es baja. Su persistencia en el suelo se reduce por el frio
extremo, y la presencia de microorganismos antagonicos, la supervivencia depende
también de la raza involucrada; La raza 1 suele persistir durante muchos afios en el
suelo debido a la cantidad de plantas hospedantes que afecta, mientras que otras cepas
tienden a persistir durante menos afios. (Martin & Francés, 1985; Champoiseau et al.,
2009)

Sintomatologia

En pimenton y tomate las hojas mas jovenes son las primeras que manifiestan sintomas
de marchitamiento, normalmente en el momento mas caluroso de dia. Si las condiciones
ambientales son favorables para el patdgeno la planta entera se marchita rapidamente.
Los tejidos vasculares del tallo muestran una coloracion castafa vy, al cortar, se observa
exudado de color amarillo o blanco (McCarter, 1991). Gotuzzo(1975) reporta que en
algunos casos la planta genera raices adventicias a lo largo del tallo como defensa al
déficit hidrico provocado por la obstruccién de los vasos.

Las etapas avanzadas de la enfermedad pueden incluir ocasionalmente maceracion de la
médula. En campo, el marchitamiento puede observarse en la tarde en las hojas
terminales o en un lado de la planta. A la mafana siguiente no hay signos de
marchitamiento y la planta parece sana. Dependiendo de la temperatura, humedad y
agresividad del patdgeno el marchitamiento completo de la planta ocurrira entre 5 y 14

dias después de que se presenten los primeros sintomas. EI marchitamiento bacteriano
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se puede distinguir de otras enfermedades porque el color de las hojas de plantas
afectadas se mantiene verde, mientras otras marchiteces, como la de Fusarium,

desarrollan un amarillamiento (Hong, 2011).

Se han utilizado varios métodos para detectar el patégeno. Una prueba simple para
determinar si una planta esta infectada con R. solanacearum es la prueba de exudado La
cual se realiza haciendo un corte transversal en el tallo observando el exudado
blanguecino en la superficie del corte. Una variante de esto es colocar la superficie
cortada del tallo en agua y en pocos minutos las bacterias saldran a la corriente,

resultando en hilos blanquecinos que emanan de la base del tallo (Hong, 2011).

Patogénesis

La marchitez bacteriana es una enfermedad de tipo vascular. Se caracteriza por la
invasion primaria a los vasos del tejido xilematico, la cual se propaga invadiendo
internamente el tejido vascular produciendo un taponamiento de los conductos,
consecuentemente la planta sucumbe ante una falta de hidratacion celular, ocasionando

de esta forma un marchitamiento vascular y por ende sistémico (Robinson, 2006).

Esta descrito que la bacteria es atraida quimiotacticamente (movimiento estimulado por
sustancias quimicas) hacia sus hospedantes por diversos aminoacidos, acidos organicos
y especialmente por exudados de la raiz (Alvarez, 2009) y que la concentracion de
oxigeno dentro de las células del hospedante también cumple importante funcién en la
localizacion de la planta por parte del patdgeno (Yao, 2007). Posteriormente, la
penetracion a la planta ocurre, generalmente, por la raiz, a través de heridas o en puntos
de emergencia de pelos radicales o raices laterales (se ha comprobado que también
puede penetrar por las hojas a través de los estomas) (Caruso, 2005), (Carmeille et al.,
2003

Una vez en el interior de su hospedante, la bacteria pasa una primera fase en el cortex y
posteriormente invade los haces conductores del xilema, donde se multiplica hasta
causar el marchitamiento y/o la muerte de la planta. Posteriormente, la bacteria se libera
de la planta al suelo, el agua o restos vegetales donde puede sobrevivir hasta encontrar

una nueva planta susceptible o reservorio (Alvarez, 2009).



La Severidad de la enfermedad que causa R. solanacearum es el resultado de multiples
factores que trabajan en conjunto. La produccion de polisacaridos extracelulares (EPS)
es importante para el desarrollo de la enfermedad, aunque su mecanismo de accion es
incierto. El factor de virulencia mas importante es el EPS1, polimero compuesto de N-
acetil galactosamina, desoxi-L-acido galacturénico y trideoxi-Dglucosa. Doce genes
estan involucrados en su biosintesis. La oclusion y ruptura de los vasos del xilema
debido a la alta presion osmdtica es lo que probablemente ocasiona el marchitamiento
(Agrios, 2005; Huang et al., 1997; Hugouvieux et al., 1996; Schell et al., 1988).

Otro factor de virulencia son las enzimas extracelulares que degradan las paredes
celulares de las plantas y aparentemente facilitan la entrada y diseminaciéon de la
bacteria. Las células del xilema, floema, corteza y medula adyacentes se desintegran
rapidamente, especialmente en plantas herbaceas suculentas (Husain y Kelman, 1958).
Los estudios histologicos de plantas de tomate y tabaco, invadidas por la bacteria,
revelan la ruptura de las pectinas de la laminilla media y de las paredes celulares. Esta
disociacion de los tejidos conductores causa el marchitamiento que caracteriza la
enfermedad. Las enzimas PME (Pectin metil esterasa) y PPG (poligalacturonasa) fueron
encontradas tanto en tejidos de hospedantes enfermos como en filtrados de cultivos de
R. solanacearum (Husain y Kelman, 1958). También, Allen et al., (1991) determinaron
la endogluconasa (Egl), y tres poligalacturonasas (PGs), que degradan la pectina,
principal componente de la pared primaria de las plantas y de la laminilla media.

Para invadir a sus hospedantes R. solanacearum utiliza el sistema de secrecion tipo Il
(SST3), esta maquina especializada es codificada por un grupo de unos 20 genes de
respuesta de hipersensibilidad y patogenicidad, pueden inyectar proteinas efectoras
directamente en las células hospedantes suprimiendo la respuesta inmune de la planta o
activando efectores que disparan la inmunidad (Cunnac et al., 2004, Jones y Dangl,
2006).

Dado que el ensamblaje del SST3 y la secrecion de las proteinas del efector requieren
mucha energia, los patdgenos a menudo no expresan la SST3 hasta que entran en
contacto con los tejidos del hospedante. Los genes SST3 en R. solanacearum son
inducidos especificamente en respuesta al contacto célula bacteriana-planta (Aldon et
al., 2000).

Estudios recientes también mostraron que el regulador SST3 hrpB y algunos genes
regulados por hrpB son inducidos en el crecimiento de bacterias dentro de las plantas

infectadas (Jacobs et al., 2012; Monteiro et al., 2012). Por otro lado, la expresién de
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genes asociados SST3 estd regulado por una variedad de factores ambientales (por
ejemplo, pH, fase de crecimiento, temperatura, nutricion; o densidad celular) de
diferentes maneras en diferentes bacterias (Arlat et al., 1992, Wei et al., 1992, Van Dijk
etal., 1999, Tang et al., 2006; Stauber et al., 2012).

Medidas de control

El control de R. solanacearum es dificil debido a que es un patdgeno que habita
principalmente en el suelo, tiene un amplio rango de hospedantes, larga sobrevivencia
en el suelo, y amplia variacion biologica (Martin y French, 1985). No se ha encontrado
un método de control que sea 100% eficaz, aunque en lugares donde se ha establecido
el patdgeno, se ha observado algun nivel de control mediante el uso de una combinacion
de diversos métodos (EPPO, 2004; Champoiseau et al., 2010). Estos métodos incluyen
practicas culturales, control quimico, control biolégico y resistencia (Martin y French,
1985, Champoiseau et al., 2010).

Con préacticas como la preparacion del suelo se intenta limitar la introduccion o reducir
la poblacion del patégeno. En los campos infestados, deben elegirse cultivares
resistentes 0 moderadamente resistentes. Los cultivares moderadamente resistentes
proporcionan el mejor método para el control; en cultivos como el tomate estan
comercialmente disponibles; Sin embargo, tienden a ser limitados en uso a ciertas

regiones geograficas (McCarter, 1991).

También se recomienda afiadir enmiendas al suelo con productos como timol, amonio
entre otros (Saddler, 2005, Ji et al, 2007, Santos et al., 2006). Uno de los métodos mas
simples para evitar la enfermedad es plantar en condiciones mas frescas y / 0 secas que

serian menos favorables para el desarrollo de la enfermedad Denny et al.,2006.

El uso de plantas no hospedantes para la rotacion ha ayudado a reducir la incidencia de
marchitez bacteriana en el campo. Estos cultivos no-hospedantes incluyen sorgo y maiz
(Denny, 2006). La alta humedad del suelo puede aumentar la poblacion de la bacteria,
por lo que se sugiere plantar en campos bien drenados. La contaminacion puede
reducirse mediante la aplicacion de précticas estrictas de saneamiento, tales como agua

de riego, trasplantes, maquinaria y estacas libres del patdgeno. El riego excesivo
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aumentara la poblacion de patdgenos; Por lo tanto el riego debe ser minimizado y

basado en los requerimientos de agua (Wang y Lin, 2005).

Otras estrategias como el control bioldgico pueden ayudar al desarrollo de medidas
alternativas de manejo. Las investigaciones en los ultimos afios sobre métodos de
control de la marchitez bacteriana han estado dirigidas principalmente hacia la
evaluacion de microorganismos antagonistas aplicados a la semilla o a las raices de las

plantas antes de la siembra (Diaz et al., 1999).

El control bioldégico ha ganado importancia recientemente ya que disminuye la
aplicacion de agroquimicos evitando el deterioro de los suelos y la acumulaciéon de
residuos quimicos en el ambiente. Esta estrategia es la utilizacion intencionada de
organismos vivos para reducir las actividades y las poblaciones de uno o méas patégenos
de plantas (Ceballos, 2009).

Los microorganismos antagonistas (bacterias, levaduras y hongos) tienen la capacidad
de ejercer un efecto de control bioldgico sobre diferentes patdgenos de interés y se han
empleado para controlar diversas enfermedades en plantas. En los Gltimos afos, el
control biol6gico ha sido objeto de estudio demostrando ser efectivo en el control de
enfermedades (Alvarez, 2012).

Los microorganismos antagonicos usualmente provienen de la microflora autoctona o
del entorno mismo del hospedante, lo que permite que no existan desequilibrios
dindmicos en la naturaleza al emplearlo. Esto ultimo es el principal atributo en el uso de
biocontroladores, ya que no sugiere ninguna modificacion artificial, tal como los
residuos de los productos quimicos, ni probable alteracién a las caracteristicas naturales
del organismo tratado (Guerrero, 2004). Para seleccionar a los microorganismos
antagonistas se deben considerar las siguientes caracteristicas generales (Diaz y Pons de
Labrador,1974):

- Efectivos a bajas concentraciones.
-Faciles de reproducir en medios de cultivo economicos.
-Efectivos para controlar un amplio rango de patégenos.

-Preparados para ser distribuidos en una forma facil.
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- No toxicos para los seres humanos.

- Resistentes a los pesticidas.

- Compatible con otros tratamientos (quimicos y fisicos).
- No patogénico para las plantas.

- Activos contra el patégeno de multiples formas.

Bacterias promotoras de crecimiento.

Kloeppler & Schroth (1978) introdujeron el término de rizobacterias, definiéndolas
como la comunidad bacteriana que coloniza competitivamente las raices de la plantas,
estimulan su crecimiento y reducen la incidencia de enfermedades. Posteriormente
Kloeppler y Schroth (1981) designaron a este grupo bacteriano como rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas en inglés: Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) (Jha et al., 2012)

Las PGPR son bacterias que habitan la rizésfera, region que fue descrita por Hiltner en
1904 como el area del suelo influenciada por los exudados de la raiz, la rizosfera
incluye el area unida a la raiz que se extiende a pocos milimetros de la superficie del
sistema radicular, ésta se caracteriza por albergar una gran variedad de microorganismos
en comparacién con el resto del suelo (Do Carmo et. al., 2011). Los exudados
rizosféricos incluyen aminoacidos, acidos grasos, nucleétidos, &cidos organicos,
fenoles, reguladores de crecimiento, esteroles, azlcares y vitaminas (Albareda et al.,
2006). Las rizobacterias compiten por estos metabolitos y por el sitio que ocupan sobre
la raiz de la planta; siendo las uniones entre las células epidérmicas y el area donde

emerge la raiz los sitios méas poblados (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

Por otra parte, Bashan y Holguin (1998) propusieron que el término PGPR deberia
actualizarse, ya que muchas de las bacterias que ejercen efectos beneficiosos en las
plantas pueden desarrollarse fuera del sistema rizosférico, y por lo tanto este término es
restrictivo. Dada la enorme expansion en el estudio de estas bacterias, actualmente se
propone la separacién en dos grupos: las PGPB o Bacterias Promotoras del Crecimiento
de las Plantas que afectan estrictamente el crecimiento vegetal, y las “biocontrol-
PGPB”, cuando se refiere a bacterias que controlan fitopatogenos, ya sea produciendo

sustancias inhibitorias o incrementando la resistencia natural de la planta. Los primeros
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estudios sobre PGPR se centraron més en el control biologico de enfermedades de las

plantas que en la promocién del crecimiento, (Kloepper et al., 1989).

El nimero de especies de bacterias identificadas como PGPR ha aumentado
recientemente como consecuencia de los numerosos estudios que abarcan una gama mas
amplia de especies de plantas y debido a los avances en la taxonomia bacteriana y en el
progreso en la comprension de los diferentes mecanismos de accion de las PGPR.
Dentro de las PGPR encontramos bacterias pertenecientes a un gran nimero de géneros
bacterianos como Azotobacter, Acetobacter, Azospirillum, Burkholderia, Pseudomonas

y Bacillus (Kloepper et al., 1989).

En general, las PGPR promueven el crecimiento de las plantas directamente ya sea
facilitando la adquisicion de nutrientes (nitrogeno, fésforo y minerales esenciales),
modulando los niveles hormonales de las plantas, o indirectamente disminuyendo los
efectos inhibidores de diversos patdgenos sobre el crecimiento y desarrollo de las
plantas en forma de agentes de biocontrol (Glick, 2012).

Las PGPR emplean una amplia variedad de mecanismos moleculares para mejorar el
crecimiento, produccion y la condicion fitosanitaria de las plantas, (Malik & Sindhu,
2011). Las sustancias que promueven el crecimiento vegetal pueden influir directa o
indirectamente sobre el metabolismo y fisiologia de la planta (Saleem et al., 2007). Los
mecanismos directos son aquellos en los cuales, los microorganismos actian sobre la
planta, uno de ellos es la produccion de promotores de crecimiento vegetal (también
Ilamados fitohormonas), como auxinas, giberelinas y citoquininas. La produccion de
estos metabolitos también genera una mejor regulacion de estomas, lo que evita su
deterioro el cual estd asociado a depresion del crecimiento y sintomas de
marchitamiento en la planta. Promueven un desarrollo radical mas ramificado jugando
un papel fundamental en la absorcion del agua y en el mejoramiento de la nutricion al
aumentar su acceso a los nutrientes en el suelo (Rivieros, 2008). Adicionalmente,
pueden promover el crecimiento vegetal mejorando la disponibilidad de nutrientes en el
suelo mediante solubilizacion de fosforo, fijacién de nitrégenos y producciéon de
sideroforos (Bobadilla y Rincon, 2008). Igualmente se ha demostrado que pueden
disminuir la resistencia a la conductividad hidraulica, lo cual le da a las plantas una

mayor tolerancia a periodos de sequia (Rivieros, 2008).
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Los mecanismos indirectos son aquellos con los cuales los microorganismos afectan el
crecimiento de fitopatdgenos, permitiendo un mejor desarrollo de las plantas
hospedantes (Van Loon, 2007), pueden eliminar a los fitopatdgenos a través de la
produccién de sustancias inhibitorias como enzimas liticas, antibidticos, sideréforos o
bacteriocinas, este mecanismo es conocido como biocontrol (Do Carmo, 2011).
También contrarrestan a los patégenos a través del incremento de la respuesta de
defensa de las plantas, a través de la estimulacion de la resistencia sistémica inducida

(ISR por sus siglas en inglés: Induced Systemic Resistance) (Van Loon, 2007).

MECANISMOS IMPLICADOS EN LA ACTIVIDAD PGPR

Fitoestimulacion.

Las fitohormonas son moléculas organicas que regulan la expresion de genes
implicados en el crecimiento y desarrollo vegetal, estos compuestos son sintetizados en
diferentes estructuras de la planta y su accion varia en funcién de los cambios
ambientales que modifican la expresion génica del organismo (Aguilar-Piedras et al.,
2008).

Las fitohormonas son mensajeros quimicos que influyen en la capacidad de las plantas
para responder a su entorno, influyen en los procesos fisiologicos de las plantas y en el
crecimiento por alteracion del balance hormonal (Asghar et al., 2004, Kang et al.,
2006). Son compuestos organicos generalmente eficaces a concentraciones muy bajas.
Los botanicos reconocen cinco grupos principales de hormonas vegetales: (i) Auxinas
(ii) giberelinas, (iii) etileno, (iv) citoquininas, y (v) acido abscisico. Solo los primeros
cuatro estan involucrados en la fitostimulacion por rizobacterias. Actuan mejorando el
crecimiento de las plantas debido a su efecto positivo sobre la division y crecimiento
celular, germinacion de las semillas, formacién de la raiz y elongacion del tallo (Taiz y
Zeiger 2000; Khalid et al., 2006).

Biofertilizacion

Hasta ahora el manejo nutricional tradicional para mantener una productividad alta en

los cultivos ha sido principalmente mediante el uso de fertilizantes; sin embargo en las

15



ultimas décadas los rendimientos no han aumentado proporcionalmente con el aumento
de la fertilizacion, lo que resulta en una poca eficiencia en el uso de productos sintéticos
y aumento del riesgo de dafios ambientales (Zhang et al. 2010).

El potencial de las PGPR para aumentar el crecimiento de las plantas y su participacion
en los ciclos de carbono, Nitrégeno, azufre y fosforo aumentan su eficacia en
agricultura sostenible. La aplicacion de PGPR para incrementar la disponibilidad de
nutrientes para las plantas es una practica importante y necesaria (Freitas et al., 2007) y
es muy Util para aumentar la concentracion de nutrientes de ciertos elementos esenciales
como N,P, K, Ca, Mg, Zn, Fe y Mn (Dursun et al., 2010)

Biofijacion de nitrogeno

El nitrogeno es el principal nutriente limitante para el crecimiento de las plantas
(Munees y Mulugeta, 2014, Chapin y Aerts, 2000). Es un componente esencial de los
nucleotidos, lipidos de membrana y aminoacidos (proteinas enzimaticas y estructurales)
(Marschner, 1995). La mayor parte de este elemento estd en forma gaseosa (N2)
inaccesible a animales y plantas (Pujic y Normand, 2009). La fijacion biologica del
nitrdgeno atmosférico es una actividad microbiana importante para el mantenimiento de
la vida en la tierra a través de la fotosintesis realizada por organismos fotosintéticos.
Alrededor de 175 millones de toneladas de nitrégeno atmosférico se reintroducen
anualmente en el ciclo de vida a través de la fijacion bioldgica. Este tipo de fijacion del
nitrdgeno se limita a los procariotas que poseen (a diferencia de la planta) un complejo
enzimatico (la dinitrogenasa) que cataliza la reduccion del nitrégeno atmosférico en
amoniaco (Weiens et al., 2010) Las bacterias fijadoras de nitrogeno incluyen tanto
procariotas rizosfericas libres (por ejemplo Achromobacter, Acetobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Azomonas, Bacillus, Beijerinckia,
Clostridium, Corynebacterium, Derxia, Enterobacter, Herbaspirillum, Klebsiella,
Pseudomonas, Rhodospirillum, Rhodopseudomonas y Xanthobacter) (Tilak et al., 2005)
y procariotas simbidticas rizosféricas que fijan el nitrogeno sélo en asociacién con
ciertas plantas. Este ultimo grupo comprende rizobios (Rhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium y Allorhizobium) asociados a plantas
leguminosas y cepas Frankia, bacterias filamentosas esporuladas asociadas con plantas

actinoricicas (Gray y Smith, 2005) Los miembros de este grupo forman nodulos en las
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raices de plantas leguminosas como: soya (Glycine max), chicharo (Pisum sativum),
mani y alfalfa (Medicago sativa). EI amonio generado por estas bacterias puede ser
usado por las plantas hospedantes como fuente de nitrégeno, dando a cambio la fuente

de carbono requerida por las bacterias (Fernandez et al., 2010)

En condiciones normales, los microorganismos fijadores se benefician del nitrégeno sin
excrecion de compuestos nitrogenados. Pero a su muerte y después de la
descomposicion, el nitrogeno estd disponible para las plantas proporcionando un
promedio de 25 kg Nha por afio. En la mayoria de los ecosistemas y a través de este
proceso, los microorganismos fijadores participan en la acumulacion de compuestos
nitrogenados con el tiempo (Vitousek et al., 2002). Este proceso es entonces suficiente
para mantener el stock de compuestos nitrogenados en el ecosistema y restaurar las
pérdidas.

Solubilizacion de fosfatos.

El fosforo después del nitrogeno es el segundo elemento mineral en el que la deficiencia
limita crucialmente el crecimiento de la planta (Nisha et al., 2014). Representa
aproximadamente el 0,2% del peso seco de la planta y es un componente esencial de los
acidos nucleicos, fitina y fosfolipidos. Desempefia un papel importante en la
fotosintesis, la respiracion, el almacenamiento, transferencia de energia, division celular
y la elongacion (Sagervanshi et al., 2012). Es esencial para la formacion de semillas que
contiene el mayor contenido de fosforo de la planta, la cual lo absorbe en formas mono
y dibasicas (H,PO,), (HPO,), (Keneni et al., 2010; Ramos Solano et al., 2008).
Desafortunadamente, la gran proporcion de fosforo del suelo (aproximadamente 95-
99%) esta en forma de fosfatos inorganicos u organicos insolubles, fosfatos de inositol,
fosfomonoésteres y fosfotriésteres) no asimilables por la planta (Pérez-Montano et al.
2014, Khan et al., 2007). El fosforo (altamente reactivo) se inmoviliza por precipitacion
con cationes Ca” + y Mg® + en suelos alcalinos y con Fez + y Al; + en suelos 4cidos
(Hesham y ElIKomy, 2005). Por lo tanto, cuando se aplica a un suelo agricola, gran
proporcion del fosfato inorganico soluble, se inmoviliza rapidamente no estando
disponible para la planta (Vikram y Hamzehzarghani, 2008).

Algunas PGPR poseen la capacidad de solubilizar el fosfato insoluble en el suelo con el
fin de ponerlo a disposicion de la planta. Estas PGPR son referidas por el acrénimo en

ingles "Phosphate Solubilizing Bacteria, PSB". El grupo PSB contiene a los géneros
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Pseudomonas, Azospirillum, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Arthrobacter,
Alcaligenes, Serratia, Enterobacter, Acinetobacter, Azotobacter, Flavobacterium y
Erwinia (Zaidi et al., 2009).

Las PSB producen el efecto solubilizante mediante la produccion de acidos organicos
tales como acido formico, propidnico, lactico, glicélico, fumarico, succinico (Vazquez
et al., 2000), gluconico, 2-cetoglucénico, oxalico, citrico, acético y mélico (Zaidi et al.,
2009). Estos acidos reducen el pH del suelo y provocan la disolucion del fosfato
insoluble. Las bacterias solubilizadoras de fosfatos también son capaces de mineralizar
el fosfato orgénico insoluble a través de la excrecion de enzimas extracelulares tales
como fosfatasas (catalizadores de la hidrolisis de ésteres fosforicos), fitasas y liasas C-P
(Weyens et al., 2010). Cabe sefalar que estos dos mecanismos (solubilizacién y

mineralizacion) pueden coexistir dentro de la misma PBS (Tao et al., 2008)

Quelacion del hierro (Produccion de siderosforos)

El hierro es esencial para toda forma de vida, esta involucrado en funciones biologicas
diversas y esenciales. Es el cofactor de muchas enzimas involucradas en la transferencia
de electrones (respiracion mitocondrial) o transferencia de oxigeno (hemoglobina), y en
la desactivacion del oxigeno radical (catalasas, peroxidasas) (Ganz, 2003). Es el cuarto
elemento méas abundante en la roca molida. No obstante esta cantidad de hierro esta en
la forma de iones férricos (Fe3 +) muy poco asimilada por los organismos vivos
(bacterias, plantas, etc.) (Ammari y Mengel, 2006). Para superar esta dificultad y
proporcionar hierro a la planta, las rizobacterias han desarrollado diversas estrategias de
captacion de hierro para sobrevivir y adaptarse a su medio ambiente. Una de estas

estrategias es la produccion de sideroforos.

El mecanismo de accion de los siderdforos inicia con la formacion de un complejo
sideroforo -Fe3+, unido posteriormente a receptores de membrana dependientes de la
limitacién por hierro (Vacheron et al., 2013), posteriormente el hierro es interiorizado y

reducido en el citoplasma bacteriano al ion activo Fe2+ (Beneduzi et al., 2012).

Los sider6foros son producidos por una amplia variedad de microorganismos (bacterias

y hongos) y algunas plantas (fito-sider6foros de gramineas) (Van der Helm vy
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Winkelmann, 1994). Agrobacterium, Bacillus, Escherichia coli, Pseudomonas,
Rhizobium y muchos hongos son capaces de producir estos compuestos quelantes de
hierro (Zahir et al., 2004). De acuerdo con la funcion quimica implicada en la quelacion
del hierro, los siderdéforos se clasifican en tres clases: fenol / catecol, hidroxamato e
hidroxicarboxilico. Hoy en dia, se conocen méas de 500 sideréforos y se determinaron
las estructuras quimicas de 270 de ellos (Hider y Kong, 2010). Varios estudios han
demostrado los efectos beneficiosos de los siderdforos bacterianos sobre la mejora del
crecimiento de las plantas, también estan implicados en la quelacion de otros metales de
rizosfera con baja disponibilidad a las plantas como el zinc y el plomo (Dimkpa et al.,
2009).

Las PGPR con capacidad de producir sideréforos adquieren ventajas competitivas en la
colonizacion de la raiz, competencia por el nicho ecoldgico e inhibicidn del crecimiento
de hongos fitopatégenos por la baja concentracion de Fe3+ disponible (Sunar et al.,
2013).

Acido indolacetico

El 4cido indolacético (AlA) incluye a las hormonas vegetales pertenecientes al grupo de
auxinas, que son moléculas sefial involucradas en la regulacion del desarrollo de las
plantas, especificamente en la organogénesis, division celular, diferenciacion celular y
regulacion de genes (Ryu y Patten, 2008). La estimulacion del crecimiento de las
plantas por las rizobacterias se asocia a menudo con su capacidad para producir AIA
(Patten y Glick, 2002). La produccion microbiana de AlA hace varias vias metabdlicas
(Persello-Cartieaux et al., 2003). Aungue algunas vias independientes del triptéfano se
han identificado en algunos microorganismos, el triptéfano sigue siendo el mas comuin y
principal precursor de la biosintesis del AIA po. Las cuatro principales vias metabdlicas
dependientes del triptéfano son: tryptophol, triptamina, acido indol-3-pirtvico y via
indol-3-acetamida (Bartel, 1997). Varios estudios han demostrado que algunos
microorganismos producen baja cantidad de auxinas en ausencia de L-triptéfano, se

convierten en fuertes productores de auxinas en presencia de el (Zahir et al., 2004).

En bacterias, la produccion de AIA ocurre a partir del triptofano por medio de la indol-

acetamida que se encuentra implicada en la generacidn de tumores en la planta; existe
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una ruta alternativa tomada por otras bacterias que involucra la utilizacion del acido 3

indol piravico como intermediario (Fett et al., 1987; Patten y Glick, 2002)

Controladores de estrés

Etileno

Algunas enzimas de las PGPR facilitan el crecimiento y desarrollo de las plantas
mediante la disminucion de los niveles de etileno. Tales bacterias ocupan la ACC -
desaminasa, precursor del etileno y lo convierte en 2-oxobutanoato y NH3.
Generalmente, el etileno es un metabolito esencial para el crecimiento y desarrollo de
las plantas (Khalid et al., 2006). Esta hormona es producida enddgenamente en la
mayoria de las plantas, y por diferentes procesos bioticos y abidticos en suelos; es
importante para inducir maltiples cambios fisiologicos (Saleem et al., 200). Bajo
condiciones de estrés generado por factores como salinidad, sequia, metales pesados y
patogenos, los niveles enddgenos de etileno aumentan significativamente afectando
negativamente al crecimiento en general de la planta. Altas concentraciones de etileno
inducen defoliacion y otros procesos celulares que pueden reducir el rendimiento de los
cultivos (Saleem et al., 2007; Bhattacharyya y Jha, 2012).

Ladegradacion del ACC crea un gradiente de concentracion entre elinterior y exterior de
la planta, favoreciendo su exudacién y, por lo tanto, una reduccién del nivel interno de
etileno. Esto, en combinacion con las auxinas que se pueden producirpor el mismo
microorganismo, genera un efecto considerable en importantes procesos

fisiolégicoscomo el desarrollo de sistemas radiculares (Glick et al., 1994).

Produccion de Acido cianhidrico (HCN)

La cianogénesis bacteriana se considera como parte de la capacidad de biocontrol de
tipos de cepas bacterianas que suprimen las enfermedades ocasionadas por patdégenos
en plantas de importancia economica (Blumer y Haas 2000; Siddiqui et al., 2006). La
produccion de HCN se relaciona con la disponibilidad nutricional de los precursores de
la via; como son los aminoacidos glicina y metionina, o de exudados radicales que
contengan glucosidos cianogénicos (Owen y Zdor, 2001). El &cido cianhidrico no

participa en el crecimiento, almacenamiento de energia o el metabolismo primario de
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las bacterias, pero generalmente se considera como un metabolito secundario que posee
un papel ecoldgico y confiere una ventaja selectiva a las cepas que lo producen (Vining,
1990).

El HCN es un compuesto altamente volatil toxico que interfiere en la respiracion celular
al inhibir la enzima citocromo oxidasa en las mitocondrias. Esto, a su vez, impide la
produccién de ATP (adenosina-5'trifosfato), la molécula que transfiere energia en la
célula. Por lo tanto, la célula se ve privada de energia, y como resultado, su crecimiento
se suprime. Ayuda en la supresion de patdgenos aerdbicos de la raiz (Schippers et al.,
1990). (Castric 1977). El acido cianhidrico en la rizosfera tiene diferentes efectos sobre
diferentes tipos de plantas; no obstante, ain no esta claro el papel de la produccién de

HCN en el control de patdgenos radiculares.
Produccion de quitinasas

La quitina es un homopolimero formado por residuos de N-acetil-D-Glucosamina con
enlaces B-1,4. Es el recurso renovable més abundante después de la celulosa. Se
encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza como un componente estructural de
crustaceos, hongos, protozoos e insectos (Hoster et al., 2005). La quitina y sus
derivados presentan un especial interés por encontrarse involucrados en diferentes
actividades bioldgicas como inmunoadyudantes, floculantes de lodos en aguas
residuales y disminucién del uso en agroquimicos. El uso comercial de la quitina se
centra en la necesidad de desarrollar soluciones enzimaticas de quitinasas estables y de
bajo costo, los residuos de mariscos han reportado ser una adecuada fuente de quitina, lo
cual promueve ain més el valor econémico de los productos marinos (Wang y Chang,
1997).

Las quitinasas son glicosilhidrolasas y se encuentran presentes en una gran variedad de
organismos como bacterias, hongos, insectos, plantas y animales. Estas enzimas juegan
papeles fisioldgicos y ecoldgicos importantes. Los invertebrados requieren quitinasas
para la degradacion parcial de sus exoesqueletos viejos y las plantas las utilizan como
un mecanismo de defensa contra microorganismos fitopatdgenos (Hoster et al., 2005).
Las bacterias producen quitinasas principalmente para degradar quitina y usarla como
fuente de energia. Adicionalmente, algunas bacterias quitinoliticas, son agentes
potenciales para el control biolégico de enfermedades de plantas causadas por diversos

hongos fitopatdgenos, pues hidrolizan la quitina presente en la pared celular del hongo.
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Las bacterias fitopatogenas también pueden ser controladas por estas enzimas debido a
que algunas presentan actividad lisozimal, lo cual permite la degradacién de la pared
celular bacteriana (De la Cruz et al., 1992). Estas enzimas pueden ser producidas por
muchas especies bacterianas, entre las mas conocidas se encuentran los géneros

Aeromonas, Serratia, Myxobacter, Vibrio, Streptomyces y Bacillus (Hoster et al., 2005).

Los péptidos antimicrobianos contenidos en las bacterias quitinoliticas ejercen su
actividad interactuando con la membrana celular del microorganismo
desestabilizadndola, con un posterior efecto de lisis celular, o causando poros transitorios
que le permiten al péptido ingresar al citoplasma e interactuar con moléculas receptoras
que alterarian funciones fisiologicas vitales para el microorganismo, entre estas
moléculas estarian proteinas involucradas en la sintesis de componentes como la pared
celular, acidos nucleicos o la traduccion de proteinas (Ng-Choi et al., 2014; Maréti et
al., 2011; Marlow et al., 2009; Liau et al., 2003).

Resistencia sistémica inducida

La interaccién de algunas PGPR con su planta hospedante puede reducir el nimero de
enfermedades de la planta o la severidad de la sintomatologia de la infeccién generada
por algunas bacterias, hongos, virus, nematodos y algunos insectos patégenos (Poupin
et al., 2013). Esto ocurre porque algunas de las rizobacterias desencadenan en las
plantas un proceso de capacidad defensiva por periodos prolongados (“inmunidad”),
conocido como resistencia sistémica inducida (ISR, por sus siglas en Inglés) (Lucas et
al., 2013). La ISR comparte muchas propiedades con la respuesta inmune innata, este
proceso depende dela sefializacion del &cido jasmonico y etileno en la planta. La
acumulacion de estas moléculas coordinan a nivel sistémico la activacion y el
mejoramiento de la capacidad de defensa (Bordiec et al., 2011); mediante mecanismos
como: el reforzamiento de la pared celular, la produccion de fitoalexinas anti-
microbianas, las enzimas peroxidasa, quitinasa, f1-3 glucanasa, fenilalalina amonio
liasa, proteinas relacionadas con la patogénesis y produccion de biosurfactantes (Sunar
et al., 2013). Algunos organelos y moléculas bacterianas inducen la ISR, tales como:
lipopolisacaridos (LPS), flagelo, acido salicilico, sider6foros, lipopéptidos ciclicos, el
factor antifingico Phl, molécula AHLs y los degradadores de compuestos volatiles
producidos por Bacillus subtilis. A diferencia con otros mecanismos de biocontrol, para

desencadenar el mecanismo ISR no se requiere que la cepa colonice la raiz de la planta
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de forma extensiva, como ha sido reportado para Bacillus altitudinis, B. cereus, B.
subtilis (Poupin et al., 2013). Otros ejemplos de rizobacterias capaces de promover ISR
en plantas son: B. amyloliquefaciens, B. pasteuri, B. pumila, B. mycoide, B. sphaericus,
Burkholderia phytofirmans, Rhizobium leguminosarum; P. putida 89B-27 y Serratia

marcescens (Bhattacharyya, 2012).
Bioestimulantes en la agricultura

En la actualidad el mayor desafio para la humanidad es la seguridad alimentaria de las
generaciones actuales y futuras. Una demanda creciente y un constante aumento de la
poblacion mundial exige que la produccion de alimentos por unidad de superficie
cultivada de la tierra tenga que aumentar drasticamente, preferentemente con un minimo
de impacto sobre los ecosistemas naturales (George, 2011). Una forma de lograr un
mayor rendimiento sera la reduccion de las pérdidas de cultivos causadas por patdgenos
y plagas, que se estiman de un 25 a 40% de la produccion total. Para este fin, deben
desarrollarse estrategias sostenibles y respetuosas del medio ambiente. (Sobhy, 2014)

Mejorar la presencia y la eficacia de los agentes de control biolégico nativos
podria ser una de esas estrategias, la induccion de resistencia en vegetales, puede
promover resistencia a enfermedades en plantas, mediante el uso de diferentes

inductores y compuestos naturales de las plantas. ( Sobhy, 2014)

Quitosano

Uno de los productos con capacidad de inducir resistencia en plantas es el quitosano, el
cual es un polisacarido natural derivado por N - desacetilacion de la quitina, compuesto
por dos tipos de unidades estructurales distribuidas de manera aleatoria (distribucid
Bernouliana) a lo largo de la cadena, la N-acetil-D—glucosamina y la D—glucosamina,
las cuales se encuentran unidas entre si por enlaces del tipo  (1—4) glicosidicos. Es un
componente importante de las conchas de los crustaceos: como camarones y cangrejos.
En afios recientes el quitosano y sus derivados han sido utilizados como alternativas

para una agricultura sostenible (Larez, 2006)

Los mecanismos de accién por los cuales el quitosano (con distintos grados de
acetilacion), y por extension sus derivados, ejercen dicha actividad no han sido

dilucidados completamente; sin embargo, hay algunos mecanismos propuestos para
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explicar acciones especificas, como por ejemplo: interaccion electrostatica entre el
quitosano cargado positivamente (polielectrolito catidnico) y algunas bacterias con
membranas celulares cargadas negativamente (Gram negativas como la Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa,Staphylococcus  typhimurium, etc.) alteran
significativamente las propiedades de barrera de la membrana exterior del

microorganismo (Helander et al., 2001).

Algunos autores han propuesto que la formacion del complejo polielectrolito que
blogquea fisicamente la membrana celular externa del microorganismo, impide el flujo

normal de nutrimentos/desechos, provocando la muerte bacteriana (Chung et al., 2004).

La quitina y, especialmente, el quitosano parecen llamados a seguir incrementando
fuertemente, y a corto plazo, su presencia como productos de origen natural en muchas
areas relacionadas con la agricultura. Las principales razones que permiten vislumbrar
este futuro inmediato son: la relativa facilidad de acceso y los bajos costos de los
materiales que permiten obtenerlos, la baja incidencia ambiental que parecen poseer
para la aplicacion de volimenes grandes, la baja toxicidad para humanos y animales, la
versatilidad de formas de usos (soluciones, hidrogeles, peliculas) y el amplio espectro
de uso que han encontrado en la agricultura y actividades relacionadas, abarcando
aspectos como enmiendas de suelo, proteccién de semillas, estimulacion del
crecimiento, induccion de mecanismos de defensa, proteccion de plantas contra
fitopatdgenos (raices, hojas, frutos), bactericida, nematicida, matriz para la liberacién de

agroquimicos, proteccion postcosecha de frutos y vegetales (Larez, 2008)

Nutricién mineral como agente de defensa para las plantas

El papel de los nutrientes de las plantas que estamos mas acostumbrados a considerar es
aquel relacionado con sus funciones en el metabolismo, a través del cual afectan el
crecimiento y el rendimiento de los cultivos. Sin embargo, la nutriciébn mineral también
tiene efectos secundarios sobre el crecimiento y el rendimiento, a través de su influencia
sobre el patréon de crecimiento, la morfologia y la anatomia de la planta y sobre su
composicion quimica. Cambios inducidos por los nutrientes en estas caracteristicas
pueden representar aumento o disminucion tanto de la resistencia como de la tolerancia

de la planta a las enfermedades. El efecto especifico que se produzca depende del
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nutriente en consideracion, la modificacion especifica en su disponibilidad o
concentracion (aumento o disminucion), la naturaleza del patdégeno y el genotipo
vegetal (Marschner, 1995).

La nutricién mineral afecta la susceptibilidad a las infecciones bacterianas de la misma
manera que afecta a las infecciones por hongos. El potasio (K) y el calcio Ca
desempefian un papel clave en la formacion de una barrera eficaz a las infecciones.
Cuando ambos elementos y a menudo, los niveles de nitrégeno (N) son deficientes ,

las plantas son més susceptibles a ataques bacterianos. (Datnoff et al., 2007)

Las relaciones de las enfermedades con el contenido de K son mas consistentes. En una
revision de 534 articulos de investigacion se encontré que el K redujo enfermedades
bacterianas y fungicas 70 % del tiempo y de los insectos y &caros 60 % del tiempo. A
diferencia de otros nutrientes, esta inferencia puede hacerse para K debido a que un
suministro adecuado por lo general resulta en un aumento de la resistencia al ataque de

todos los parasitos y plagas.(Datnoff et al., 2007)

Los fitofortificantes son productos que, sin ser fitosanitarios, permitena la planta
desarrollar defensas ante distintas enfermedades, asi como fortalecer el estado general
de la planta lo que la hace mas resistente frente a plagas o situaciones de estrés (
Santesteban et al., 2008)

En la actualidad existe un creciente interés en el uso de los fortalecedores de plantas
para aumentar o inducir la tolerancia de estas a estrés bidtico o a abioticos. Por
definicién, un fortalecedor de plantas protege a las mismas mediante la estimulacién de
los mecanismos de resistencia, defensa ataque o por competencia del organismo por
espacio y alimento (Sobhy, 2014) Idealmente los fortalecedores de plantas necesitan ser
de bajo riesgo y proporcionar un beneficio adecuado, como un aumento en el
rendimiento o el uso de riego reducido. Tradicionalmente, estos se conocen como
protectores de la salud del cultivo, y ayudan al crecimiento vegetal mediante la

prevencion o ataque a organismos no deseados. ( Cochranet al., 2012)
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MATERIALES Y METODOS

1. Ubicacién y desarrollo del ensayo.

La investigacion fue realizada en diferentes fases, la primera, in vitro y la segunda en
umbraculo se realizaron en el laboratorio y umbraculo de Bacterias Fitopatdgenas,
Instituto de Botanica Agricola de la Facultad de Agronomia, Universidad Central de
Venezuela, Maracay, Estado Aragua. Una fase de campo, en la unidad de produccién
Monverana C.A, Municipio Guaicaipuro estado Miranda y la identificacion molecular
de las bacterias y mecanismos de accion se llevo a cabo en el laboratorio de Virologia
Vegetal y Biotecnologia del Centro de Microbiologia ubicado en el Instituto

Venezolano de Investigaciones Cientificas ( IVIC).
2. Obtencién de Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum se tomo de la coleccion del laboratorio de Bacterias
Fitopatogenas de la Facultad de Agronomia, UCV. Para comprobar su viabilidad se
sembrd mediante estriado por agotamiento en capsulas de petri con los medios agar
nutritivo (AN) y cloruro de trifenil tetrazolio (TZC). Las colonias puras fueron
guardadas en bolsas plasticas para evitar la contaminacién con otros organismos y se

realizaron observaciones diarias para ver el crecimiento de la bacteria.
Pruebas de patogenicidad

Para corroborar la patogenicidad de Ralstonia solanacearum, se prepararon
suspensiones bacterianas de 48 horas de crecimiento sobre AN ajustadas a una
concentracién de 10® cel/mL (con la ayuda del tubo nimero 2 de la escala de Mc
Farland) (Barret, 1975), las cuales fueron inoculadas mediante infiltracion en tallos de
plantas de pimenton sanas, homogéneas en tamario y de buen vigor. Posteriormente se
cubrieron con bolsas pléasticas transparentes humedecidas con ADE durante 24 h, a fin
de proporcionar condiciones de alta humedad relativa (100 %), luego fueron colocadas

en umbréaculo observandose diariamente hasta la aparicion de sintomas.

Una vez manifestados los sintomas fue realizado el reaislamiento, para ello se tomaron
trozos de tallos afectados, los cuales fueron lavados tres veces con agua destilada estéril
y luego macerados en un mortero estéril con ADE. La siembra se realiz6 en medio TZC,

tomando una ansada del macerado y haciendo un estriado por agotamiento, cuando
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fueron observadas las colonias tipicas se pudo confirmar la presencia del patogeno

inoculado
3. Aislamientos de bacterias de la rizosfera

Para el aislamiento de las bacterias antagonistas de la rizosfera, se utilizo la metodologia
descrita por Gomez et al., (2005), con algunas modificaciones. Para ello se colectaron
plantas de zonas productoras de Carabobo, una vez trasladadas al laboratorio, las
muestras fueron procesadas tomando 10 g de raiz, las cuales se maceraron en un
mortero estéril afiadiéndole 90 ml de solucidén salina para obtener la solucion madre,
posteriormente se realiz6 una solucién seriada hasta 10™, y se extrajo con una pipeta
0,1 ml de cada de las diluciones para sembrarse por extension en superficie en placas de
Petri sobre los medios de cultivos AN y BK . Por cada dilucion se realizaron 3

repeticiones.

Transcurridas 48 horas en condiciones de laboratorio, se observo el crecimiento
bacteriano y fueron seleccionadas aquellas bacterias que crecieron desarrollando un halo
de inhibicidn a otras bacterias, también las que presentaron un alto nimero de colonias
y aquellas que al colocarlas en luz UV se observaran fluorescentes en el medio BK . De
estas colonias se realiz6 un estriado por agotamiento en los medios antes mencionados
con tres replicas por cada una, para obtener colonias aisladas y posteriormente cultivos

puros que fueron confrontados in vitro con Ralstonia solanacearum.
Aislamiento de bacterias filosfericas

Para realizar el aislamiento de las bacterias provenientes de la filosfera se utiliz6 la
técnica de maceracion propuestas por Rose (1975) con algunas modificaciones, para
ello se tomaron hojas sanas de plantas de pimentdn, las cuales se lavaron de manera
individual con agua destilada estéril, una fraccion de las muestras fueron colocadas en
beakers que contenian 50 ml y 100 ml de solucion salina estéril y otras con una
solucion de tween 80 al 5%, ambas se agitaron durante 10 min y luego fueron colocadas
sobre un agitador durante 24 h. Transcurrido ese periodo, se procedié a sembrar en los
medios AN y BK. La seleccion de las bacterias mas promisorias se realiz6 siguiendo la

metodologia descrita anteriormente.
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4. Confrontacion in vitro de los aislamientos bacterianos con Ralstonia

solanacearum

Los aislamientos bacterianos seleccionados de las muestras de la rizosfera y filoplano
fueron confrontados con el patdgeno, segun la metodologia descrita por Mariano et al
(2005) que consistié en preparar suspensiones bacterianas a partir de los aislamientos
puros obtenidos previamente, ajustados a una concentracién de 108 cel/ml con el tubo
namero 2 de la escala de Mc Farland (Barret, 1975). Luego se tomaron 10uL de las
suspensiones con la ayuda de una micropipeta y se agregaron a discos de papel de filtro

estériles de 9 mm de diametro sobre placas de petri estériles previamente identificadas.

Fue preparada una suspension de Ralstonia solanacearum ajustada a la misma
concentracion la cual se sembré por extension en superficie a razén de 0,1ml en los
medios AN y BK dejandose secar, seguidamente se colocaron 5 discos de papel de
filtro en cada medio, previamente impregnados con las bacterias aisladas de la rizosfera
y filosfera. Transcurridas 48 horas se observd y tomo nota de las bacterias que
produjeron halo de inhibicion, midiendo el mismo con una regleta desde el borde del
disco hasta el final de halo, luego las bacterias fueron conservadas en tubos eppendorf

para su uso en los ensayos in vivo.

5. Evaluacién en condiciones de umbraculo de la capacidad antagonista de las
bacterias mas promisorias in vitro y de 3 productos comerciales (fitofortificantes y

bioestimulantes) sobre Ralstonia solanacearum

Se utilizaron las tres (3) bacterias aisladas del rizoplano y una (1) del filoplano que
produjeron los mayores halos de inhibicion en las pruebas in vitro y tres productos
comerciales BIOREND®, BIOCLEAN® y PHYTO-POS-K® (Cuadro 1) los cuales
segun las especificaciones, favorecen el desarrollo de los mecanismos de resistencia en
las plantas. El ensayo se realizo en el umbraculo protegido contra insectos asignado al
Laboratorio de Bacterias Fitopatdgenas de la Facultad de Agronomia de la UCV. Se
tomo nota de la temperatura y humedad relativa durante todo el ensayo. La metodologia
utilizada para este ensayo, fue la descrita por Mariano et al (2005) con algunas
modificaciones y consistié en lo siguiente:

Se realizaron suspensiones de las bacterias seleccionadas de aproximadamente 48 horas

de crecimiento sobre el medio AN, las cuales fueron ajustadas a una concentracion de
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10® cel/ml segln la escala de Mac Farland (Barret, 1975), utilizando agua destilada.
Estas suspensiones se aplicaron en el sustrato de las plantas al igual que los productos
comerciales a excepcion del Phytophos-K que se aplicé foliarmente con una

asperjadora.

Las aplicaciones se realizaron semanalmente a razon de 200 cc por planta y los
productos se aplicaron segun las dosis recomendadas por las casas comerciales.
También se trataron plantas con agua corriente para tener un patrén de medidas de
plantas sin sintomas (tratamiento testigo), 30 dias después de las aplicaciones de los
tratamientos se realizd la inoculacion al suelo de Ralstonia solanacearum a la
concentracién de 10° cel/ml. Semanalmente se efectuaron observaciones, tomando
registro de las plantas que mostraran sintomas en cada uno de los diferentes
tratamientos, el ensayo se llevo a cabo hasta que el 80% de las plantas testigo (solo

agua) murieran por la marchitez bacteriana.

Cuadro 1. Tratamientos aplicados a plantas de pimenton con bacterias
antagonistas y productos comerciales para medir su efecto sobre el control a
Ralstonia solanacearum en condiciones de umbréculo.

Tratamiento Descripcion
T1 Plantas tratadas con la Bacteria 23
T2 Plantas tratadas con la Bacteria 1
T3 Plantas tratadas con la Bacteria F1
T4 Plantas tratadas con la Bacteria 7
T5 Plantas tratadas con Bioclean ®
T6 Plantas tratadas con Biorend ®
T7 Plantas tratadas con Phyto- Fos-k®
T8 Plantas tratadas con Agua
T9 Plantas tratadas con Ralstonia solanacearum

6. Determinacién en umbréaculo del efecto sobre variables biométricas de las
bacterias antagonistas mas promisorias in vitro enel control de Rastonia

solanacearum

Este ensayo se realizd en el umbraculo protegido contra insectos asignado al
Laboratorio de Bacterias fitopatdgenas de la UCV, se utilizaron plantas de Pimentdn del

hibrido Alliance las cuales se mantuvieron en bandejas de germinacion hasta el
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momento del trasplante (30 dias) en el que se pasaron individualmente a bolsas de
polietileno que contenian 10 Kg de sustrato estéril. Los tratamientos fueron
conformados por las 4 bacterias con mayor antagonismo in vitro (Bacterias
denominadas R1, R7, R23 y F1), tres de ellas como ya se menciond, aisladas de la
rizosfera y una del filoplano, y los productos BIOREND®, BIOCLEAN® y PHYTO
POS-K®. Se empled la metodologia de Mariano et al (2005) modificada, preparando
suspensiones bacterianas a una concentracién de 10%cel/mL (Barret, 1975), utilizando
cultivos puros de 48 horas de crecimiento. Al momento del trasplante se sumergieron
las plantulas en las suspensiones bacterianas, una vez sembradas, los tratamientos
fueron aplicados semanalmente (Cuadro 2) utilizando para el caso de las bacterias
antagonistas un volumen de 200 mL por planta a la concentracion previamente descrita
y los productos comerciales a las dosis sugeridas por las casas comerciales. Se dejo un

tratamiento control, al cual solo se le aplico agua.

Cuadro 2. Tratamientos aplicados en plantas de pimentdn en condiciones de
umbréculo para medir el efecto de bacterias antagonistas y productos comerciales
sobre variables biométricas

TRATAMIENTO DESCRIPCION

T1 Aplicacién en plantas de la Bacteria 7
T2 Aplicacion en plantas de Biorend ®
T3 Aplicacién en plantas de la Bacteria 1
T4 Testigo (Plantas tratadas con aguas )
T5 Aplicacién en plantas de Phyto- Pos-k®
T6 Aplicacion en plantas de la Bacteria F1
T7 Aplicacion en plantas de la Bacteria 23
T8 Aplicacién en plantas de Bioclean ®

Durante el ciclo del cultivo se realizaron mediciones semanales de: altura de las plantas,
namero de hojas, didmetro del tallo, nimero de frutos y rendimiento. La altura de las
plantas fue medida utilizando una cinta métrica, midiendo desde el cuello hasta la yema
terminal mas alta (cm), el grosor del tallo se realiz6 con la ayuda de un vernier digital
marca Neiko midiendo al nivel del cuello (mm). El nimero de frutos se obtuvo
mediante la cosecha de los pimentones cuando se encontraban fisiolégicamente
maduros (comenzando el viraje), luego se pesaron los frutos totales obtenidos por

tratamiento.
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7. Evaluacion en condiciones de campo del efecto de bacterias antagonistas y
productos comerciales sobre variables biométricas en el cultivo de
Pimenton.

El ensayo se realizd en la finca Monverana ubicada en la zona de Pozo de rosas estado
Miranda. La aplicacion de los tratamientos (Cuadro 3) se realizdé inmediatamente
después del trasplante a los 30 dds. Los productos comerciales y sus dosis fueron
aplicados de la forma recomendada por las casas comerciales. Las suspensiones de las
bacterias antagonistas se prepararon como fue descrito anteriormente, a razén de 200 cc
por planta. Entre cada tratamiento se dejaron plantas que actuaron como borduras para
evitar la contaminacion entre tratamientos. Las variables biométricas medidas fueron
altura de plantas, numero de hojas, didmetro del tallo, numero de flores y frutos y

rendimiento.

Cuadro 3. Tratamientos aplicados a plantas de pimentén en condiciones de campo
con bacterias antagonistas y productos comerciales.

Tratamiento Descripcion
T1 Plantas tratadas con Agua
T2 Plantas tratadas con la Bacteria R1
T3 Plantas tratadas con Biorend®
T4 Plantas tratadas con la Bacteri R7
T5 Plantas tratadas Bioclean®
T6 Plantas tratadas con la Bacteria F1
T7 Plantas tratadas con Phyto- Pos-k
T8 Plantas tratadas con la Bacteria 23

8. Identificacion de algunos de los mecanismos de biocontrol de accion

realizado por de las bacterias antagonistas mas promisoras in vitro.

8.1. Solubilizacion de fosfato

Para detectar la capacidad de las bacterias como solubilizadoras de fosfato se sembraron
en el medio de cultivo selectivo Pikovskaya el cual estd compuesto por glucosa 10.0,
Ca3(P0O4)2 fosfato de calcio 5.0, (NH4)2S04 sulfato de amonio 5.0, KCI cloruro de
potasio 0.2, MgSO4.-7H20 sulfato de magnesio 0.1, MnSO4-2H20 sulfato de
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manganeso 0.0001, FeSO4 sulfato ferroso 0.0001, extracto de levadura 0.5 y agar 15.0.
El extracto de levadura y las diferentes sales proporcionan nitrégeno y otros nutrientes
necesarios para el crecimiento bacteriano. La incubacion se realizé durante quince dias
y la medicion se efectud a los 7 dias. Aquellas con crecimiento en el medio y con la
formacion de un halo alrededor de las colonias fueron consideradas solubilizadoras y
evaluadas mediante el indice de solubilizacion (IS) = diametro del halo (mm)/diametro
de la colonia (mm). Como control positivo se utilizd la bacteria Pseudomonas

aeruginosa Cepa” B” de la coleccion del laboratorio de bacterias de la UCV

8.2. Produccion de acido indolacético (AlA)

Para cuantificar la produccion de AIA de las rizobacterias se realizd una curva patron
tomando concentraciones de 0,5-1-2-3-4-5-10-15-20-25-30-35-40-45ug/mL de AIA
(Sigma®) a partir de una solucién stock de 3000 pg/mL. Luego se tom6 2 mL del
reactivo de Salkowsky y 4 mL del medio Burk’s y se adicioné el volumen de la
solucion stock para obtener la concentracion deseada, partiendo de un volumen final de
6émL (Cuadro 3). Se realizaron 3 réplicas por punto. Se dej6 reposar por 30 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente y se leyeron las absorbancias de los patrones a 530
nm en espectrofotometro marca Pharo 300 de Merck. Con los valores obtenidos se halld

la ecuacidn gue relaciona la concentracion de AlA en funcién de la absorbancia.

Concentraciones de Volumen a medir
AlA para construir de la solucion stock
curva patron 3000 pg/mL (uL)
pg/mL Para construir
curva patrén
0 0
0,5 1
1 2
2 4
3 6
4 8
5 10
10 20
15 30
20 40
25 50
30 60
35 70
40 80
50 100
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Luego se realizo la medicion de AIA producido por cada rizobacteria, para ello las
cepas fueron inoculadas por triplicado en 25 mL del medio Burk’s, seguidamente se
agrego6 100ppm de L- triptofano como inductor de AlA. Se incubaron en oscuridad por
48 h a 30°C en agitacion constante a 120 rpm. Al finalizar se centrifugaron alicuotas de
10 mL por centrifugacion a 8000 Xg por 20 min. La lectura se realizo utilizando el
reactivo de Salkowsky (50 mL de acido perclérico al 35 % y 1 mL de cloruro férrico
0.5M) en relacion 2:1, tomando 4 mL del sobrenadante bacteriano y adicionando 2 mL
del reactivo, dejandose reaccionar durante 30 min en oscuridad, para después medir la
absorbancia de cada muestra en espectrofotometro a 530 nm. El desarrollo de color rosa
indicé la presencia de AIA, el cual puede ir desde rosa claro a intenso dependiendo la

concentracion.

8.3.Produccién de &cido cianhidrico (HCN)

La evaluacion de produccion HCN se realizd6 empleando la técnica modificada de
sellado de placas descrita por Kremer y Souissi (2001), las bacterias antagonistas fueron
sembradas en agar tripticasa de soya suplementado 4,4 g/L de glicina. Se impregnd
papel Whatman nim. 1 de 9 cm de ¢ estéril con una solucion de picrato (acido picrico
al 0.5% en una solucién de carbonato de sodio al 2%) que se deposito en el interior de la
tapa de las cajas de Petri con el indculo bacteriano respectivo; las cajas se cerraron con
las tapas que contenian el papel filtro, se sellaron con Parafilm “para evitar la
volatilizacién del HCN producido y se incubaron a 28°C por 48 horas. Después del
tiempo de incubacion se observo el cambio de color del papel con picrato (amarillo a

naranja) que se consider6 como evidencia de la produccién de HCN.

De acuerdo con la intensidad del cambio de color, se categorizd la produccion segln
Sharma et al. (2011) como + amarillo-anaranjado; ++ anaranjado; +++ anaranjado-

marron; ++++ marrén; y +++++ marrén intenso.

8.4.Produccion de Sideroforos
Se inocularon 10 pL de cultivo bacteriano con concentracion de 10%cel/mL en capsulas
de Petri, con el medio cromo azurolS (CAS), el cual tiene un color verde-azulado

conferido por la formacién de un complejo CAS + Fe® + hexadeciltrimetilamonio. Ante
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una actividad quelantante fuerte, el hierro se une al quelantate en vez de al CAS,
determinando que el color vire a amarrillo-naranja. Por lo tanto la produccion de
sideroforods se detectard por la aparicién de halos amarillos alrededor de la colonia
bacteriana. Se dejaron incubar durante 24 horas a 37 °C, antes de realizar la lectura
(Ramos y Barboza, 2005). La cepa 2321 de la coleccion de bacterias del IVIC fue

utilizada como control positivo.

Capacidad para fijar nitrogeno

Crecimiento en medio solido libre de nitrégeno

Los aislados bacterianos se sembraron por medio de la técnica de estriado en agar
Ashby ) que contenia 20 g de Mannitol, 0.200 g de Fosfato dipotésico, 0.200 g de
Sulfato de magnesio 0.200, g de Cloruro de sodio 0.100 g de Sulfato de potasio, 5 g de
Carbonato de calcio y 15 g de Agar (Atlas, 1995; Gage, 2004; Valdés et al., 2005) y se
incubaron a 30 °C observando su crecimiento durante 7 dias de incubacion. Pasado el
tiempo de incubacion se evaluo el desarrollo y crecimiento en la superficie del medio.
Se consideraron como microorganismos con capacidad de crecimiento en ausencia de

nitrégeno a aquellos que crecieron sobre este medio de cultivo.

8.5.Actividad quitinolitica

Para determinar la actividad quitinolitica de las bacterias se preparé un medio a base de
quitina coloidal como sustrato, pesando 1 g de quitina coloidal (Sigma) y afiadiéndole
10 mL de HCI % se mantuvo en agitacion continua a 4 °C durante 24 horas.
Posteriormente se agregaron 250 mL de etanol frio al 70%, transcurrido el tiempo la
mezcla fue centrifugada a 8000 rpm por 30 min a 4 °C. El sedimento se lavé con agua
destilada estéril mediante centrifugacion a 8000 rpm durante 3 min a 4 °C hasta que el
olor a alcohol se elimind completamente. La quitina coloidal obtenida tenia una
suavidad, consistencia pastosa y se almacend a 4 °C hasta su uso posterior (Agrawal y
Kotasthane 2012).

Dialisis de quitina coloidal

La quitina coloidal que se utiliz6 como sustrato fue sometida a un proceso de dialisis
para eliminar metabolitos de bajo peso molecular o impurezas que pueden inhibir la

actividad de las enzimas quitinoliticas. Como primera medida se realizd6 un pre

34



tratamiento de las membranas de dialisis con una solucion de NaHCO 100mM y EDTA
10mM a 60°C durante 2 horas, a continuacion se repitid el paso anterior con la misma
solucidn fresca. Luego, la solucidn fue reemplazada por agua destilada y se mantuvieron
las mismas condiciones detratamiento. Posteriormente, se realizaron cinco ciclos de
lavado con agua destilada y se almacenaron las membranas a 4°C en agua destilada con
cloroformo al 0.1% (v/v). En fragmentos de 20 cm de longitud de membrana pretratada
se adicionaron aproximadamente 25mL de quitina coloidal, las membranas fueron
selladas y ubicadas en un recipiente con agua destilada que se llevo a dialisis a 4°C
durante 48 horas haciendo cambios periddicos del agua.

Determinacioén cualitativa de actividad quitinasa.

Para la determinacion cualitativa de la actividad quitinasa-positiva se prepard un medio
basal (MB) que contenia 0.3 g de MgSO4.7H20, 3.0 g de (NH4) 2S04, 2.0 g de
KH2PO4, 1.0 g de acido citrico monohidratado, 15 g de agar, 200 pL de Tween 80, 4.5
g de quitina coloidal y 0.15 g de purpura de bromocresol, el pH se ajustd a 4.7 y luego
esterilizado en autoclave a 121 °C durante 15 min. ElI medio tibio se vertié en placas
Petri, una vez solidificado se observé una coloracién amarilla brillante, posterior a esto
con una pipeta pasteur estéril se realizaron pozos de 0.5 cm en 4 bordes equidistantes en
el medio de cultivo agregando en cada pozo 20 pL de los aislados bacterianos
dejandose incubar en una estufa a 30°C hasta observar la formacion de zona de color,
que debe cambiar de amarrillo brillante a un violeta intenso. La prueba se realizé por
triplicado se utiliz6 Serratia marcesens, (G3), de la coleccion de bacterias como control
positivo y el efecto quitinolitico se pudo observar mediante la formacion de zona de
color, que cambia de amarrillo brillante a un violeta intenso (Agrawal & Kotasthane
2012).

9. ldentificacion molecular

9.1.Extraccion de &cidos nucleicos
Para el aislamiento del ADN bacteriano se utiliz6 la técnica de Sambrook y Rusell con
algunas modificaciones para lo cual se resuspendié la bacteria pura en 1 mL de Sulfato
de magnesio 10 uM vy centrifugo a 4500 g durante tres minutos, eliminando el
sobrenadante. Se resuspendié en 300 uL de buffer Tris HCI 0,1 M pH 8 y adiciond 40
puL de lizosima (20 mg/ml) y 5 pL de ARNasa (7000 U/ml), seguidamente fueron
incubadas a 37°C durante 5 minutos, a -20°C durante 10 minutos y finalmente a 80°C
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durante 10 minutos, mezclando vigorosamente entre cada incubacion. Se afiadieron 5
puL de proteinasa K (20 mg/ml) e incubdé a 60°C por 10 minutos invirtiendo
manualmente (5 a 10 veces) posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 8000 g
durante 1 minuto se tomo el sobrenadante sin tocar el boton y fue transferido a un tubo
eppendorf adicionandole 150 pL de isopropanol absoluto frio -20°C vy agito

suavemente.

Luego de una incubacion a -20°C durante 30 minutos se centrifugd a 10.000 g por tres
minutos, elimind completamente el sobrenadante y limpio el boton con 300 pL de
etanol 70% agitando por inversion y se volvio a centrifugar a 10.000 g durante 4
minutos eliminado perfectamente el sobrenadante. El pellet fue secado a 65 °C por
cinco minutos, resuspendido en 50 pL de agua pura desionizada estéril y refrigerado a
-20 °C para la amplificacion.

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 50 pL conteniendo 1 pL de
los primers, 0,5 pL de Taq polimerasa, 1 pL de dNTPs, 2 pL de MgCl2, 5 uL de PCR
buffer, 4 uL de ADN y 35,5 pL agua desionizada destilada estéril. Se incluyd un
control negativo sin muestra de ADN. La amplificacion se realizé en un termociclador
T3 (Biometra), con condiciones para la PCR descritas en el (Tab xx), y los primers
utilizados fueron  fD1 (ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y rP2
cccgggatccaagcttACGGCTACCTTGTTACGACTT)

Tabla XXX. Condiciones de PCR

95 °C x 8 minutos

95 °C x 2 minutos

42 °C x 30 segundos
72° C x 4 minutos

72 °C x 10 minutos

Ir al paso 2 por 35 veces
4 °C infinito

Luego de la amplificaciéon, se tomaron 5 pL de los productos de reaccion para

separarlos por electroforesis en gel de agarosa al 1.% suplementado con bromuro de
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etidio (10 mg/mL), El tamafio aproximado de las bandas generadas se comparo con el

marcador de peso molecular 1kb

Los productos de PCR del ADNr 16S fueron purificados con el Kit AccuPrep (Bioneer)

las cepas se enviaron a secuenciar a Macrogen, Corea (www.macrogen.com). utilizando

una modificacion del método de terminacion de la cadena de Sanger. Posteriormente,

fueron analizadas utilizando el programa de edicion de secuencias BioEdit

10. Caracteristicas bioquimicas de las bacterias mas promisorias in vitro.

Para la identificacion de las bacterias mas promisorias que resultaron antagonistas a los
patdgenos evaluados, se realizaron pruebas culturales, fisiolégicas y bioquimicas,
comprobando los resultados obtenidos con los del manual de Schaad et al., (2001) y el
Manual de Bergey's (Holt et al., 1994). Algunas pruebas fueron: color de las colonias,
requerimientos de oxigeno, tincion de Gram, tincién rojo Congo, catalasa, oxidasa,
fluorescencia, licuefaccion de gelatina, hidrolisis de almidén, pudricién de la papa,
formacion de colonias tipicas en medio tween 80, hipersensibilidad en tabaco,
produccién de levan, crecimiento en YCA a 41 °C, arginina dihidrolasa, reduccién de
nitratos a nitritos, produccion de sulfuro de hidrogeno, crecimiento a diferentes
concentraciones de NaCl, agar dextrosa rojo fenol, produccion de &cido a partir de:
arabinosa, galactosa, etanol, sorbitol, geraniol, polyethylene glicol.

11. Anélisis estadisticos
El disefio de experimentos fué un completamente aleatorizado tanto para los ensayos in
vitro como en umbraculo. El ensayo in vitro consto de N tratamientos con 3 repeticiones
cada uno, la unidad experimental estuvo conformada por la capsulas de Petri. En el caso
de los ensayos en umbraculo de biocontrol y promocion de crecimiento los mismos
constaron de 9 y 8 tratamientos respectivamente con 12 y 15 repeticiones cada uno,
donde cada planta representaba la unidad experimental. Para el ensayo en campo el
disefio fue un bloques al azar conformado por cuatro bloques donde la unidad
experimental estuvo conformada por tres plantas. Para todos los ensayos se efectuo el
ANAVAR con un nivel de significancia de 5% utilizando el programa Statistix 9.0, en
el caso de no haber una distribucion normal de los errores se realizé la prueba no

paramétrica de Kruskall y Wallis.
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Resultados y discusion

Caracterizacion morfoldgica de Ralstonia solanacearum

Al sembrar R.solanacearun en medio TZC se observaron colonias tipicas, fluidas
(mucoide) debido a la produccion de polisacaridos extracelulares (EPS), superficie
brillosa, lisa, bordes irregulares y color blanco con rojo en el centro de las colonias
(Figura 1A) y en agar nutritivo las colonias observadas fueron de color blanco lechoso,
fluidas y mucoides (Figura 1B) Estos resultados coinciden con lo sefialado por

(Champoiseau et al., 2009) y (Denny 2006), para la bacteria R. solanacearum

1B

gige T — X igura 1A
Colonia de Ralstonia solanacearun en medio de cultivo TZC. (1B) Colonia de Ralstonia
solanacearum en medio de cultivo Agar nutritivo

Patogenicidad de Ralstonia solanacearum

Las plantas mostraron sintomas de marchitez a las 48 horas de ser inoculadas (Figura 2')
Al realizar la prueba de flujo bacteriano después de unos segundos se observé la
presencia de la bacteria, que emand de los haces vasculares en forma de un hilo
continuo de color blanco (Figura 3 ) estos sintomas y signos son tipicos de plantas
afectadas por R.solanacearum (Escalona et al., 2006) (Prea et al., 2011).
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Figura 2. Prueba de patogenicidad de R. solanacearum en plantas de pimentén. Figura 3. Flujo
bacteriano emanando de tallo de Pimentdn

De los reaislamientos de la bacteria, en los medios de cultivos y TZC y AN, las colonias
desarrolladas mostraron las caracteristicas tipicas de crecimiento de Ralstonia

solanacearurun. (Champoiseau et al., 2009)

Aislamientos de bacterias de la rizosfera y filoplano.

En el proceso de aislamiento se pudo observar una densidad alta de microorganismos
asociados a la raiz y filoplano del piment6n, se seleccionaron un total de 32 bacterias

con posible potencial PGPB, 17 fueron aisladas de la rizésfera y 15 del filoplano
(Figura 4)

Figura 4. Colonias aisladas del rizosfera y filoplano de plantas de pimentdn
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Reyes et al., 2006 describen al suelo como un habitat complejo donde un gran nimero
de poblaciones microbianas interactian con los diversos sustratos, estando muchas de
estas poblaciones asociadas a las raices de las plantas en la zona rizosférica. Estas
poblaciones microbianas son capaces de ejercer efectos especificos sobre el crecimiento
vegetal como la produccion de fitohormonas, disolucion y mineralizacion de los
fosfatos, fijacién asimbidtica del nitrogeno atmosférico y produccion de sider6foros y
antibioticos (Vessey, 2003).

Xia et al., 2015 obtuvieron un total de 336 cepas bacterianas endofiticas aisladas a
partir de plantas de tomate, maiz, patilla y pimentdn. Al respecto, Rodriguez et al.,
2016 demostraron el potencial de 136 aislamientos bacterianos provenientes de hojas,

tallo, raices y rizosfera de cafia de azUcar.
Confrontacion in vitro de los aislamientos bacterianos con Ralstonia solanacearum

Todos los aislamientos de la rizésfera produjeronactividad antagénica in vitro a
Ralstonia solanacearum, al realizar la prueba no paramétrica Kruskal y Wallis, hubo
diferencias significativas entre los tratamientos con respecto al control (Cuadro 1).

De las bacterias aisladas de la rizosfera se evidenci6 dos caracteristicas distintivas que
afectaron el desarrollo de Ralstonia, las cuales fueron, inhibicion y crecimiento sobre el
patogeno; solo la cepa R1 produjo halo de inhibicion (Figura 5) mientras que el resto de
las bacterias crecieron sobre R. solanacearum, impidiendo su desarrollo, (Figura 6) se

puede inferir que los mecanismos usados por estos microorganismos fueron antibiosis y

competencia respectivamente.
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Figura 5. Prueba de biocontrol. Efecto de antibiosis in vitro de la cepa R1

sobre R. solanacearum

Las cepas R1, R23, R7 y R8 fueron las que mostraron mayor efecto de biocontrol sobre
R. solanacearun con radios entre 4 cm a 6,12 cm. Los diferentes grados de actividad
antagonica, se pueden atribuir a la capacidad de los aislamientos de producir

compuestos antimicrobianos que acttan en el control de patdgenos, una alta tasa de

crecimiento y versatilidad metabdlica. (Brown, 2010)

Figura 6. Prueba de biocontrol. Crecimiento de las cepas R23 y R7 sobre R. solanacearum

Con respecto a las bacterias aisladas del filoplano los radios obtenidos en las pruebas de
antibiograma variaron de 0,7 cm a 2,7 cm (Cuadro 2) encontrdndose diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control. Todos los aislamientos obtenidos
del filoplano crecieron sobre Ralstonia solanacearum, impidiendo su desarrollo, pero en

menor proporcién al compararlas con las bacterias aisladas de la rizosfera

Cuadro 1. Comparacién de halo de inhibicién de R. solanacearum producidos por
las bacterias aisladas de la rizésfera

Aislados rizobactericos Grupo Promedio media
aritmética (cm)

R7 A 6,12
R1 AB 51

R23 AB 4,96
R20 AB 4,86
R8 ABC 4,64
R22 ABCD 3,84
R9 ABCD 3,24
R3 ABCD 2,8

R13 ABCD 2,74
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R10 ABCD 2,5

R26 ABCD 2,46
R6 ABCD 2,1
R14 ABCD 1,54
R27 BCD 1
R17 CD 0,74
R25 D 0,5
R19 D 04

P (0,05) Prueba no Parametrica Kruskal y Wallis . Cada valor acompafiado de una letra hace referencia a un grupo especifico

Cuadro 2. Comparacién de halo de inhibicion de R. solanacearum producido por las
bacterias aisladas del filoplano

Aislados epifiticos GrupoPromedio media aritmética(cm)
F1 A 2,72
F2 AB 2,354
F21 AB 2,3
F15 AB 1,98
F17 AB 1,68
F19 AB 1,76
F4 AB 2,06
F18 AB 1,56
F7 AB 1,58
F20 AB 1,2
F3 AB 13
F30 AB 1,12
F31 AB 1,14
F8 AB 0,78
F5 B 0,72

P (0,05) Prueba no Parametrica Kruskal y Wallis . Cada valor acompafiado de una letra hace referencia a un grupo especifico

Con respecto al tema, Kurabachew y Wydra, 2013 evaluaron el potencial in vitro de 150
rizobacterias aisladas de plantas de tomate; 13 aislamientos redujeron el crecimiento del
patdgeno con zonas de inhibicion de 5,4 a 21,5 mm, siendo las cepas correspondientes a
los géneros Bacillus spp y Pseudomonas spp las que produjeron los mayores halos.
Samad et al., 2017 demostraron el efecto in vitro de los compuestos volatiles
producidos por microorganismos Yy las interacciones beneficiosas entre PGPRs y
plantas, lo que resulta en la induccion de resistencia sistémica contra elementos biéticos

y abidticos, promocidn del crecimiento e inhibicion de patégenos fungicos y bacterianos
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Estos agentes de biocontrol pueden actuar principalmente, por antagonismo directo
contra R. solanacearum o por induccion de resistencia sistémica como se muestra en
trabajos conducidos para identificar el modo de accion de rizobacterias (Haas &
Défago, 2005). Ralstonia solanacearum es un patdgeno habitante del suelo y la efectiva
colonizacién del sistema radicular por bacterias antagonistas puede evitar el ataque del
patdgeno y la posterior invasion del sistema vascular (Nguyen & Ranamukhaarachchi,
2010). Por lo tanto, la actividad antagonista presentada "in vitro™ por las rizobacterias

puede tener un papel importante en la reduccion de la marchitez bacteriana.

Los géneros Pseudomonas spp., y Bacillus spp., han sido ampliamente reportados
debido a la capacidad de inhibir el desarrollo de diversos fitopatdgenos, por la
produccién de metabolitos como fenazinas, 2,4-Diacetylphloroglucinol (DAPG),
pirrolnitrina (Prn), pioluterina (PIt) para Pseudomonas sp., (Baehler et al, 2005), y la
produccion de Iturina A y surfactina zwittermicina y kanosamina para el género
Bacillus sp. (Kinsella et al, 2009; Asaka-Shoda; 1996); los cuales acttan inhibiendo el
crecimiento o el metabolismo de patdgenos como Fusarium spp., Ralstonia
solanacearum, Phytophthora capsici, y Rhizoctonia solani (Idris et al, 2007, Sang et al,
2008)

Por otra parte, el control de patdgenos con bacterias epifitas ha sido subestimado,
especialmente si es comparado con el uso de bacterias endofiticas y de las rizobacterias,
Filho et al., (2010) exponen que el interés de su estudio esta relacionado con la
capacidad de estos microorganismos para ocupar nichos ecoldgicos en el filoplano y su
amplio efecto antagonico contra patdgenos. Los bio-surfactantes, antibioticos,
bacteriocinas, sintesis de compuestos organicos volatiles (VOCs), sideroforos,
competencia por espacio y nutrientes estan relacionados con los efectos antagénicos de
las bacterias epifitas sobre el crecimiento del fitopatdgenos (Beattie y Lindow, 1999),
sin embargo estudios recientes demuestran que las bacterias epifitas también actuan
como inductores de la resistencia sistémica inducida (ISR) en plantas lo cual puede

derivar en control de patdgenos sistémicos . Filho et al., (2010)

En el 2015 Caicedo y colaboradores evaluaron la capacidad de bacterias del filoplano de
los géneros Pseudomonas y Bacillus para reducir la gravedad de Xanthomonas citri.

Estos efectos se asociaron con la alteracion en la fijacion bacteriana y la formacion de
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biofilm, factores que se sabe que contribuyen a la virulencia Xcc. Por otra parte, se
demostrd que las bacterias son capaces de intervenir en la comunicacion célula - célula
(quorum sensing) de Xanthomonas, representando de esta manera, una herramienta muy

valiosa en el proceso de control biolégico

Evaluacion en condiciones de umbraculo de la capacidad antagonista de las
bacterias mas promisorias in vitro y de 3 productos comerciales (fitofortificantes y

bioestimulantes) sobre Ralstonia solanacearum

Para los ensayos in vivo fueron seleccionadas las bacterias Bacillus sp, Serratia sp,
Pseudomomas sp y Pseudomonas aeruginosa, por su eficacia in vitro, junto con los
tratamientos ya preestablecidos.Los primeros sintomas de marchitamiento se observaron
siete dias después de la inoculacién con Ralstonia solanacearun (Segunda semana de
observacién) en los tratamientos Phyto pos-k®, Bioclean®, Pseudomonas Yy
Pseudomonas aeruginosa, en contraste con los tratamientos Serratia sp y Biorend® en
el que el periodo de incubacion se retraso de 14 a 21 dias respectivamente después de la
inoculacién. Durante la realizacion del ensayo la temperatura y humedad relativa del
umbraculo oscilo diariamente entre 28 y 35°C y de 100% a 60%, respectivamente,

presentando un promedio semanal de 29,3°C y 76,2 % de Hr.

Se encontraron diferencias altamente significativas entre los tratamientos, siendo
Serratia sp y Biorend® los que ejercieron el mayor efecto bactericida, con una
eficiencia de biocontrol de 91,6% cada uno, (Cuadro 3). La cepa Bacillus sp mostro
una eficiencia de biocontrol de 66,6 % mientras que Pseudomonas y Bioclean®
alcanzaron un 58,3%, los tratamientos conformados por Phyto Pos-K y Pseudomonas
aeruginosa fueron los que ejercieron menor efecto biocontrolador con un 41,6% y 50 %

respectivamente

Con respecto al porcentaje de mortalidad, los tratamientos conformados por Serratia sp
y Biorend® fueron los que presentaron los valores mas bajos, afectando solo un 8,3 %
de las plantas inoculadas con Ralstonia (Cuadro 4) en contraste con Pseudomonas
aeruginosa y Phyto Pos-K en los que la mortalidad alcanzé 50% y 58,3%
respectivamente, el tratamiento a base de Bacillus sp obtuvo 33,3% de mortalidad

mientras que Pseudomonas sp y Bioclean® fue de 41,6%. En cuanto al tratamiento que
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consistio solo en la inoculacién de la bacteria patogénica (Control positivo) obtuvo el

mayor numero de plantas afectadas, alcanzando un 83,3% de plantas muertas.

Cuadro 3. Porcentaje de eficiencia de biocontrol y comparaciones de medias de los tratamientos

Porcentaje de eficiencia Grupo
de biocontrol
SERRATIA T1 91,6 298.33 A
BIOREND® T6 91,6 293.11A
BACILLUS SP 66,6 343.79 AB
PSEUDOMONAS SP 58,3 355.55 AB
BIOCLEAN® 58,3 323.09 AB
PSEUDOMONAS AERUGINOSA 50 355.55 AB
PHYTO- POS-K 41,6 374.37 AB
TESTIGO 16,6 413.5B
P(0,05) Prueba no Paramétrica de Kruskal y Wallis. Cada valor acompafiado de una letra hace referencia a

un grupo especifico.

Cuadro 4. Porcentaje de mortalidad de plantas por R. solanacearum

Tratamiento Porcentaje de
mortalidad
Serratia sp 8,3
Bacillus sp 33,3
Pseudomonas 50
aeruginosa
Pseudomonas sp 41,6
Bioclean® 41,6
Biorend® 8,3
Phyto pos-k® 58,3
Agua 0
Testigo 83,3333333

Todas las cepas bacterianas ejercieron un efecto reduciendo la incidencia de la
enfermedad, no obstante, no hubo correlacion entre los valores obtenidos in vitro. La
cepa Pseudomonas sp obtuvo mayores valores de crecimiento sobre Ralstonia in vitro
sin embargo fue moderadamente efectiva al ser usada en los ensayos in vivo, Serratia sp
tuvo menos efecto inhibitorio que Pseudomonas sp in vitro, sin embargo, fue
significativamente mas efectiva en los ensayos en plantas. Esta inconsistencia en los
resultados ha sido observada en otros estudios (Maji et al., 2014) Aunque los ensayos en
laboratorios pueden ser rapidos, sencillos y econémicos los resultados dependen de la
disponibilidad de nutrientes en el medio requeridos para que las bacterias antagonistas
produzcan sustancias inhibidoras (Chen et al., 2003, McSpadden Gardener et al. 2005)
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Singh et al., 2016 evaluaron el efecto de aislados de suelo rizosférico en tomate
encontrando que las cepas de B. amyloliquefaciens DSBA-11 y DSBA-12, B. cereus, B.
subtilis y B. pumiluss disminuyeron significativamente la incidencia de la marchitez
bacteriana en el tomate y aumentaron el crecimiento de la planta. Encontrando una
eficacia maxima de biocontrol en los tratamientos de DSBA-11 y DSBA-12 de B.
amyloliquefaciens, este efecto pudo ser atribuido a la produccion de antibioticos por
bacterias antagonistas en la rizésfera que suprimio la poblacion de la bacteria patdgena.

El género Bacillus es considerado como uno de los colonizadores mas comunes de las
plantas (Mahaffee y Kloepper, 1997), desempefiando un papel importante en el
biocontrol de patdgenos vasculares (Weber et al., 2007; Narayanasamy, 2013), el cual
destina a la sintesis de antibi6ticos entre el 4-5% de su genoma (Stein, 2005). Entre los
antibiodticos producidos por este microorganismo, se encuentran lipopéptidos ciclicos de
las familias de las surfactinas, iturinas y fengicinas, compuestos antimicrobianos, que
causan dafio en la membrana celular de los patdgenos ocasionando vacuolizacion

(Ongena and Jacques, 2008).

La introduccion de bacterias antagonistas autdctonas de plantas de pimenton confirio
una disminucion del tiempo de incubacién, incidencia y severidad en los ensayos
realizados por Yanti et al.,, 2017 Los aislados bacterianos demostraron 100% de
eficiencia de biocontrol hasta terminar el ensayo.Wydra y Semrau (2005) también
informaron una reduccion comparable de la enfermedad asociada con los agentes de
biocontrol Bacillus spp. yPseudomonas fluorescens sefialando al acido cianhidrico,
sideroforos y la induccidn de resistencia como posibles mecanismos de accion para el
biocontrol.  Wydra y Semrau (2005) también reportaron la reduccién de R.
solanacearum asociada a los agentes de control bioldgico Bacillus spp y Pseudomonas

fluorescens.

Chandrasekaran y colaboradores realizaron un estudio de meta -analisis sobre el
impacto de los bicontroladores en Ralstonia solanacearum confirmando que las
bacterias antagonistas redujeron significativamente la severidad de la marchitez
bacteriana en comparacién con las plantas no tratadas en mas del 49% de los casos.
Especies de Pseudomonas spp. tuvieron mayor efecto biocontrolador que cepas del

género Bacillus spp.; P. fluorescens redujo significativamente la incidencia de la
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marchitez bacteriana, teniendo alto potencial para ser utilizado en el manejo del
patdgeno. Existen varios determinantes bacterianos como la produccion de
lipopolisacéridos, sider6foros y &cido salicilico por cepas de P. fluorescens implicados
en la induccion de resistencia sistémica en plantas (Abo-Elyousr et al., 2012; Dey et al.,
2014; Maji y Chakrabartty, 2014, Zhou et al., 2014).

Como se constatd en los resultados in vivo, la bacteria que produjo mayor efecto
biocontrolador fue Serratia sp, frecuentemente asociada con plantas. En algunos
estudios, las cepas de este género S. plymuthica, S. marcescens y S. liquefaciens han
actuado, inhibiendo la ocurrencia de algunas enfermedades fungicas como Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium oxysporum, Pythium ultimum, Sclerotinia sclerotiorum, y
Botrytis cinera . Yazici y colaboradores sugieren que algunos de los mecanismos de
accion contra estos patogenos es la produccion de metabolitos antifungicos y la
competencia por nutrientes. Para la supresion de A. solani in vitro por el S. plymutica, se
demostrd la produccion macrdlidos clorados y haterumalida (NA, B, NE y X), que a su
vez han suprimido la formacién apotecial en Sclerotinia sclerotiorum y ralentizé la
germinacion de esporas de varios hongos filamentosos. S plymuthica también produce
pirrolnitrina y 1-acetil-7- cloro - 1 - H - 7 - cloro - 1 - H - indol que suprime la
formacion de hongos germinacion de esporas (Kamensky et al., 2003)

Xue et al.,, 2012 resaltaron la importancia de la rizocompetencia de los aislados
bacterianos para tener un buen efecto como biocontrolador, evaluando la capacidad de
varias cepas de Serratia sp, Bacillus cereus y Pseudomonas aeruginosa de colonizar
las raices en plantas de tomate y su capacidad antagonica in vitro e in vivo. Las cepas
de Serratia spp demostraron particularmente mayor control sobre Ralstonia
solanacearum in vivo concardenado con una mayor actividad como colonizadora de la
raiz lo cual resaltan como una posible efecto de biocontrol. Una buena habilidad para
colonizar la rizésfera ha sido identificada como un gran factor para un biocontrol

eficiente. (Raaijmakers et al. 1999).

La capacidad de ser competitiva y de formar biofilms podria proporcionar ventajas
selectivas en la rizosfera. Por otra parte la expresion de enzimas liticas de la pared
celular vegetal esta relacionada con la rizocompetencia y el ingreso del microorganismo
al interior de los tejidos vegetales proporcionando otra herramienta para el biocontrol
Xue et al., 2012.
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Como se ha mencionado las PGPR pueden competir con éxito a R. solanacearum por
los nichos y nutrientes tales como compuestos organicos que pueden ser necesarios para
la reactivacion de propagulos y / o posterior proliferacion y colonizacién de raiz por el
patégeno (Dijk y Nelson, 2000, Fravel et al., 2003). Un aspecto importante de esta
competencia es la colonizacion adecuada, que se ha relacionado con el biocontrol. En
este estudio se podria sefialar como una hipdtesis la capacidad colonizadora de Serratia
sp sobre las raices y la supresion de la enfermedad, aunado a una alto potencial de esta

cepa como competidora.

Por otra parte, el tratamiento 6 correspondiente al producto comercial a base de
quitosano, Biorend® desempefio un control eficiente sobre el patdgeno. El efecto
antimicrobiano de este biopolimero ha sido ampliamente estudiado y comprobado a
través del tiempo, sin embargo, su mecanismo de accion todavia no ha sido bien
dilucidado. Una de las principales razones para que el quitosano posea actividad
antimicrobiana es la presencia de un grupo amino con carga positiva a pH inferior a 6.3
(carbono 2) el cual interactla con las cargas negativas de la pared celular de los
microorganismos, generando un rompimiento o lisis de estas estructuras, que lleva a la
pérdida de compuestos proteicos y otros constituyentes intracelulares Rabea et al., 2003
Ademas, el quitosano tiene propiedad quelante, lo que permite que este biopolimero se
pueda ligar selectivamente a metales presentes en las estructuras externas de los
microorganismos, inhibiendo asi la produccion de toxinas Cuero et al., 1999. También
se ha reportado que el quitosano puede inhibir enzimas debido a la interaccién

quitosano-ADN que altera la sintesis de ARN mensajero. (Valencia ,2015)

Recientemente, se han llevado a cabo varios estudios sobre la actividad antibacteriana
del quitosano contra algunas bacterias como: Xanthomonas sp. patdgena a Euphorbia
pulcherrima, X. axonopodis pv. Poinsettiicola yPectobacterium carotovora Ademas
Algam et al., reveld que el quitosano tiene fuerte actividad antibacteriana in vitro sobre

Ralstonia solanacearum. (Valencia 2015)

El hadrami et al., 2010 resaltan el poder del quitosano y sus derivados para actuar como
potentes inductores, potenciando una bateria de respuestas celulares tanto localmente
alrededor de los sitios de infeccion como sistematicamente para alertar a partes sanas de

la planta. Estos incluyen los eventos de sefializacion temprana, asi como la acumulacion
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de metabolitos relacionados con la defensa y proteinas tales como fitoalexinas y

proteinas PR.

Li et al., 2013 proponen que el modo de accion del quitosano es probablemente mas
complejo de lo inicialmente formulado, implicando una serie de eventos que pueden
conducir en Ultima instancia al proceso de muerte, no restringiéndose a una Unica
molécula diana sino a una secuencia de eventos moleculares "no dirigidos" que tienen
lugar simultdneamente o sucesivamente. Sin embargo, los mecanismos complejos por
los cuales estos procesos estan acoplados o interrelacionados no han sido

completamente comprobados.

El tratamiento 5, compuesto en su mayoria, a base de fermentos de lactobacillus,
Bioclean® alcanzd un porcentaje de biocontrol de 58,8 % este producto es utilizado
como fitofortificante y actia potenciando los mecanismos de defensa en las plantas.
Las bioproteinas y los &cidos organicos constituyentes son elaborados por una bacteria
perteneciente al género Lactobacillus. Los acidos orgéanicos producidos estimulan a la
planta para hacer frente al estrés bidtico generado por el ataque de hongos y bacterias
fitopatdgenos. Para efectos de este ensayo este tratamiento produjo un control
medianamente eficaz, sin embargo se pudo observar en las plantas una fuerte etiolacién
y desprendimiento de las hojas, Toralba, 2012 y Santiago et al., 2010 en pruebas in
vitro contra Ralstonia solanacearum y varias especies fungicas, constatan el poder de
los fermentos de lactobacillus como antagonista.

El tratamiento conformado por los nutrientes Foforo (P) y Potasio (K) ( Phyto- Fos-
k®)logré un porcentaje de eficiencia de biocontrocontrol de 41,6% el menor valor de
todos los tratamientos a excepcion del control. A pesar que investigaciones realizadas
comprueban que el manejo nutricional de los cultivos es una herramienta Util para el
control de enfermedades, no fue suficiente para evitar la infeccion y desarrollo de la

enfermedad.

Determinacion en umbréaculo del efecto sobre variables biométricas de las
bacterias antagonistas mas promisorias in vitro enel control de Rastonia

solanacearum
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Los resultados obtenidos mostraron que la mayoria de los tratamientos aumentaron el
rendimiento, altura de planta, didmetro del tallo y numero de hojas con respecto al
testigo, encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre algunos
tratamientos hasta la semana 7 de medicion (Cuadro 5) .Serratia sp fue la que indujo el
mayor incremento en casi todas las variables consideradas, 1o que se reflejo en un
aumento del rendimiento de frutos en un 108 % con respecto al testigo ( Cuadro 6) .
Las bacterias Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas sp aumentaron el rendimiento
en un 72% y 61% respectivamente y Bacillus sp 49%. En cuanto a los productos
comerciales, el que tuvo mejor comportamiento fue el fertilizante foliar a Phyto Pos-K
obteniendo un 67% de rendimiento mientras que Biorend y Bioclean 22% y 2%
respectivamente

Cuadro 5. Comparacion de respuesta de los tratamientos a variables biométricas en
condiciones de umbraculo.

N° DE HOJAS DIAMETRO DEL TALLO LONGITUD DE

PLANTA

Tratamiento Media Tratamiento Media Tratamiento Media

Pseudomonas 344 A Serratia sp 8.98 A Serratia sp 447 A
aeruginosa

Serratia sp 33.3A Pseudomonas 8.96 A Phytopos-k® 435A

aeruginosa

Bacillus sp 31.0AB Bioclean® 8.94 A Bacillus sp 433 A

Phytopos-k® 30.2 ABC Bacillus sp 8.75 AB Biorend® 42.3 AB

Biorend® 30.0 ABC Biorend® 8.52 AB Pseudomonas 41.7AB

Sp
Pseudomonas 28.3BC Pseudomonas 8.27 AB Pseudomonas 41.5AB
sp sp aeruginosa
Testigo 26.BC Phytopos-k® 8.25AB Testigo 37.8BC
Bioclean® 259C Testigo 7.06 B Bioclean® 358C

Con respecto a las otras variables evaluadas se evidencio que Pseudomonas aeruginosa
y Serratia sp influyeron satisfactoriamente. De manera general se observd que la
aplicacion de todas las cepas bacterianas logro estimular longitud de la planta, numero
de hojas y grosor del tallo al compararlas con el testigo (Cuadro 6). Igualmente, los
productos comerciales en su mayoria ejercieron un efecto sobre las variables medidas,
pero en menor proporcion con respecto a las cepas bacterianas, a excepcion del
producto Bioclean® que en las variables longitud de planta y numero de hojas se

comporté menor que el testigo
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(Cuadro 6) Variacion porcentual con respecto al testigo de variables biométricas y
rendimiento en umbréculo

TRATAMIENTO DIAMETRO DEL LONGITUD DE N° DE RENDIMIENTO
TALLO LA PLANTA HOJAS
Pseudomonas sp
8,5 3,9 6,8 61,85
Biorend®
17,5 10 11,6 22,4
Bacillus sp
15,8 12,4 14,9 49,1
Phyto pos-k
11,8 13,7 12,7 68
Pseudomonas
aeruginosa 21,1 16,3 27,1 72,3
Serratia sp
17 18,7 23,8 108,4
Bioclean®
14 -4,3 -4,08 2

Al respecto, Sanchez et al., 2014 evaluaron el efecto de rizobacterias del género
Pseudomonas en el cultivo de Lechuga, el experimento en invernadero evidencio que
las cepas Pseudomonas fluorescens FR1, Pseudomonas sp. FR2 y UVvLO27

incrementaron de manera significativa la biomasa y el desarrollo de las plantas

El aumento de masa seca, mediado por bacterias, es cominmente reportado como una
respuesta a la inoculacién, lo que permite un mejor acceso de los nutrientes del suelo a
la planta (Sharan y Nehra, 2011). Por otra parte, la capacidad de absorcion de las raices
promovida por rizobacterias se basa en la posible conversion de los exudados
radiculares en sustancias promotoras de crecimiento vegetal como auxinas y
citoquininas (Cassan et al., 2014). En diversos estudios, se ha encontrado que las
bacterias del género Pseudomonas sp. poseen la propiedad de producir estas sustancias,
cuya principal ventaja es inducir la iniciacion radicular e incrementar la formacién de

raices y pelos radiculares (Diyansah et al., 2014).

Martinez et al., 2013 demostraron que cepas del género Bacillus presentan propiedades
bioquimicas y fisioldgicas relacionadas con la promocion del crecimiento vegetal
mejorando la germinacion de semillas de tomate, mientras que en las plantulas
incrementaron la biomasa .En cuanto al crecimiento de las plantulas de pimenton, las

cepas mostraron un efecto positivo ambas variables evaluadas .

Por otra parte, el género Serratia sp se ha utilizado como un promotor del crecimiento y

biocontrolador en plantas, Amaresan et al., 2011 evaluaron el efecto de cepas de
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Serratia, Bacillus y Arthorobacter en pimentdn y tomate demostrando la promocion del
crecimiento en las plantas y el potencial de biocontrol. EI fendbmeno promotor del
crecimiento es atribuible a la capacidad de los aislados de producir AlA , el AIA influye
positivamente en el crecimiento y desarrollo de las raices, aumentando asi la absorcion
de nutrientes (Khalid et al., 2004).

Evaluacion en condiciones de campo del efecto de bacterias antagonistas y

productos comerciales sobre variables biométricas en el cultivo de Pimentdn

Los resultados obtenidos muestran que las bacterias Bacillus spp, Pseudomonas
auruginosa, Pseudomonas spp y Bioclean® ejercieron un efecto inferior al tratamiento
control (agua) en las variables longitud de plantas, numero de flores, y numero de frutos
mientras que Serratia, Biorend® y Phyto Pos-K® incrementaron estos valores con
respecto al testigo (Cuadro 7). Por otra parte, en contraste a los resultados previos, se
evidencié un aumento por parte de todas las cepas bacterianas en el rendimiento del
fruto con respecto al testigo, Bacillus spp incremento este valor 55% mientras que
Serratia, Pseudomonas auuoginosa, y Pseudomonas spp influyeron positivamente en un
31,1%, 30,3% y 19,8% respectivamente. En cuanto a los productos comerciales se
evidencio un aumento del rendimiento con valores desde 6,6% hasta 23,7%. A pesar
que la mayoria de las cepas bacterianas se comportaron de manera similar, en general,
hubo una respuesta positiva a la inoculacién con respecto al testigo. Aungue esta mejora
en las variables biométricas no fue estadisticamente significativa, los resultados
muestran un mayor rendimiento para los tratamientos inoculados, lo cual puede

representar una contribucion importante para los productores. (Figura 7)

Cuadro 7. Variacion porcentual con respecto al testigo de variables biométricas y
rendimiento en umbraculo en plantas de pimenton con diferentes tratamientos

TRATAMIENTO LONGITUD DE N° DE FLORES N° DE FRUTOS RENDIMIENTO

LA PLANTA
Bacillus sp
-2,7 -12,8 -17,9 55
Biorend®
1,6 6,1 4,3 6,6
Pseudomonas sp
-16,1 -15,9 -17,9 19,8
Bioclean®
-9,7 -11,3 -12 12,3
Pseudomonas
aeruginosa 5,8 -15,9 -8 30,3
Phyto pos-k®
6,1 9,2 16 23,7
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Figura 7. Efecto del rendimiento de los tratamientos sobre plantas de pimenton en
campo.

Pérez, 2011 indica que el rendimiento puede ser considerado como el atributo principal
para la produccién de cualquier cultivo. Un factor decisivo para aumentar el
rendimiento es el cuaje del fruto, este requiere de la conjuncion de dos factores: un
estimulo inicial que provoque el crecimiento del ovario y su capacidad de acumular
metabolitos y una disponibilidad suficiente de éstos. Esta disponibilidad es critica
durante la fase de abscision y determina el cuajado final del fruto. Es el cuajado, o

amarre de frutos y no la floracion el factor que determina la cosecha en los frutuales.

Las auxinas y citocininas estan implicadas en el amarre del fruto. Esta participacion se
ha demostrado utilizando inhibidores de su sintesis o su accion, ademas, se ha descrito
que el amarre se puede aumentar mediante la aplicacion de hormonas, los
biofertilizantes pueden contener compuestos hormonales en su contenido, lo cual puede

ayudar o influir en mayor amarre de fruto (Torres 2002).

Arikan y Pirlak 2016, evaluaron el efecto de cepas de Bacillus sobre el rendimiento y
propiedades del fruto de fresa, aplicaciones florares incrementaron el rendimiento
encontrandose  diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos,

incrementando el cuaje del fruto entre 50% y 70% pudiendo atribuir este efecto a la
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capacidad de estas bacterias de estimular la produccién de auxinas, citocininas y

giberalinas .Davies 2004).

Para explicar la relacion entre las auxinas y giberalinas en el cuaje del fruto Tiwari et
al., 2011 realizaron un estudio en el cultivo de pimenton reconociendo la importancia de
la auxina como sefial temprana, estos resultados indican que en C. annuum, al igual que
en Arabidopsis y tomate, la auxina es el principal inductor actuando en parte, al inducir
la biosintesis de la giberelina. Curiosamente, la giberelina no contribuye
significativamente al tamafio final del fruto, pero parece desempefiar un papel
importante en la prevencion de la abscision de las flores y frutos, un factor determinante
de la pérdida de produccion en pimenton y un proceso facilmente inducido por las
condiciones ambientales y de crecimiento (Pressman et al., 1998) . Al mismo tiempo, la
giberelina junto con la auxina parece equilibrar la division y expansion celular durante

el crecimiento de fruto. Tiwari et al., 2011

Diversos autores han demostrado la capacidad in vitro de Bacillus de producir AlA, con la utilizacion
de triptéfano como inductor en el medio de cultivo (Ali et al., 2009). Rodriguez 2013 evalud el
efecto de Bacillus subtilis en tomate, demostrando que la inoculacion de las plantas
incidié en el incremento de las longitudes del tallo y raiz, asi como los pesos del tallo y
la raiz. Bacillus subtilis ha sido reportado como promotor de crecimiento vegetal
efectivo cuando ha sido inoculado en plantas de calabacin (Cucurbita pepo)
(Maldonado et al., 2008), tomate, pimenton y cebolla (Allium cepa) (Izzeddin y Medina,
2011),

Por otra parte, los miembros del género Bacillus tienen la capacidad de formar esporas
bacterianas, las cuales son resistentes a condiciones de estrés y permiten la
supervivencia del microorganismo (Ahemad y Kibret, 2014). Se ha demostrado que
Bacillus se encuentra entre las bacterias con capacidad para formar biopeliculas que se
usan en manejos de agroecosistemas. Esta formacion es importante, ya que disminuye
el riesgo de susceptibilidad de las bacterias que las conforman ante condiciones
medioambientales adversas. La capacidad de formar biopeliculas en la superficie de la

planta puede constituir una ventaja competitiva (Cairns et al.,2014)

Yanti et al., 2017 midieron el efecto de 42 cepas aisladas de pimentdn, cinco de ellas
mostraron la habilidad de aumentar crecimiento y produccion, incrementando la altura,

numero de hojas, rendimiento del fruto y disminuyendo el tiempo de floracion. De
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acuerdo con Nguyen y Ranamukhaarachchi (2010) aislados rizobactericos resultaron en
el mayor peso en frutos de tomate y pimenton comparados con el control. El uso de
rizobacterias para aumentar el rendimiento y la proteccion de los cultivos es un enfoque

prometedor en los sistemas modernos de agricultura sostenible.

La divergencia en los resultados obtenidos en campo y umbraculo demuestra que el
efecto promotor del crecimiento de estos microorganismos puede variar por maltiples
razones, entre ellas, competencia por la colonizacién de la rizésfera y a la
quimioatraccion que ejercen los distintos exudados radicales producidos por las plantas
que ademé&s promoverian la interaccion planta-microorganismo (Kumar et al., 2011).
También se puede ver desfavorecida por factores abitticos que influyen en la
supervivencia de los microorganismos, como la humedad del suelo, régimen de
temperatura, pH, textura, O2, disponibilidad de nutrimentos y factores bi6ticos como
antagonismo microbiano y la competencia (Loredo — Osti et al., 2004) durante el
desarrollo de esta investigacion hubo presencia sobre el cultivo de los patégenos
Cercospora spp, Alternaria spp y al finalizar el ensayo Xanthomonas, lo que indica que
quizas no hayan sido las condiciones dptimas durante todo el tiempo del estudio, otro
factor que pudo haber repercutido en las variables medidas es la capacidad de los
microorganismos de adaptarse a diferentes ecosistemas, las cepas bacterianas inoculadas
en campo, (Pozo de rosas, Estado Miranada) fueron aisladas de plantas de Pimentdn
recolectadas en una unidad de produccion ubicada en Mariara (Carabobo ) esta zona es
similar en condiciones climaticas al lugar donde se realiz6 el ensayo en umbréaculo, en
el que el rendimiento fue considerablemente mayor que en campo . Las temperaturas en
Mariara varian de 16°C a de 30,6 °C lo que contrasta con las condiciones climaticas de

Pozo de rosas, (Estado Miranda) con temperaturas que oscilan entre los 8 C°y 30 C°
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Algunos mecanismos de accion realizados por las bacterias en estudio

Produccion de quitinasas

Los resultados indicaron que tres de las cuatro cepas evaluadas mostraron actividad
quitinolitica, (Figura 9). La bacteria Serratia sp, fue la que ejercid mejor efecto, al
producir los mayores halos a las 72 horas de evaluacion, Pseudomas aeruginosa y
Pseudomonas sp también mostraron actividad quitinolitica mientras que la cepa
Bacillus sp fue la unica que no mostré crecimiento ni halo de hidrolisis. (Figura 9). La
actividad quitinasa se corrobor6 con un cambio de color de amarillo a pdrpura alrededor
del in6culo sembrado, (Figura 8) esto se debe a la degradacién de quitina en N-acetil

glucosamina .

El sistema quitinolitico de Serratia marescens ha sido ampliamente estudiado. (Kolstad,
2013) S. marescens produce varias quitinasas GH18-ChiA, ChiB, ChiCl y ChiC2, la
ultima resultante de una modificacion postraduccional de ChiC1. Estas enzimas tienen
diferentes mecanismos de accion, que permiten una hidrélisis mas eficiente de la quitina
(Beier, 2013), (Suzuki et al., 2002). Por otra parte (Rodriguez, 2013) evalud el efecto
quinitolitico de 16 cepas bacterianas correspondiente en su mayoria al género Bacillus,
ninguna de las cepas evaluadas tuvo efecto quitinolitico, lo cual coincide con esta

investigacion en la cual la cepa Bacillus sp fue la Unica con un resultado negativo.

Figura 8. Produccién de quitinasas, testigo positivo Serratia marcesens
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Figura 9. Halos de hidrolisis formados por la produccién de quitinasas. (A) Serratia sp. (B)
Pseudomonas aeruginosa. (C)Pseudomonas sp. (D) Bacillus sp.

Produccion de Acido cianhidrico (HCN).

las bacterias Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas sp fueron positivas para la
produccion de &cido cianhidrico obteniendo una coloracion naranja-café, nimero tres en
la escala cualitativa. Las cepas Serratia sp y Bacillus sp sembradas en el medio no
produjeron cambios en la coloracién del papel, lo que se considera negativa para la
produccién de HCN (Figura 10)

( Kundan et al., 2015) sefialan que el HCN es sintetizado principalmente por especies
de Pseudomonas y Bacillus actia como un agente eficaz para el control bioldgico de las
malezas, también puede inhibir la cadena de transporte de electrones y el suministro de
energia a la célula, lo que lleva a la muerte de las mismas. Por otra parte ( Jan et al.,
2011) comentan que el acido cianhidrico producido por la P. aeruginosa es un
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compuesto muy importante involucrado en el efecto antagonista de inhibicion del

crecimiento micelial de hongos fitopatdgenos.

(Deshwal y Kumar, 2013) indican que bacterias comoPseudomonas ejercen beneficios
sobre la planta por la produccion de metabolitos como HCN. De igual manera Kamei et
al., 2014 sefnalan que este metabolito secundario puede conferir una estrategia de
biocontrol y es comunmente producido por bacterias del género Pseudomonas lo cual
concuerda con los resultados de esta investigacion en el que solo las bacterias de este

género mostraron resultados positivos a la produccién de HCN.

Por otra parte, se han realizados investigaciones en las que se rechaza la hipotesis del
HCN como biocontrolador, no obstante puede regular la disponibilidad del fosfato. Uno
de los estudios iniciales sobre Pseudomonas productoras de HCN, concluy6 que el HCN
podria ser toxico para patdgenos de plantas (Voisard et al., 1989), sin embargo, estos
experimentos no excluyen la actividad de otros compuestos antimicrobianos producidos
por estas bacterias. Pal et al., (2000) concluyeron que el HCN era un agente de control
biolégico poco efectivo y que los productos bacterianos, como los pigmentos y los

antibidticos, eran mucho mas eficaces contra los patdgenos fungicos

Rijavec y Laspanje (2016) formularon una hipdtesis en la que la funcién ecoldgica del
HCN se basa en la liberacion de elementos del sustrato mineral. Estudios recientes
sobre la meteorizacion mineral en ambientes naturales (Frey et al., 2010; Lapanje et al.,
2012; Wongfun et al., 2014) indican que las bacterias productoras de HCN pueden
promover la movilizacion de elementos de minerales formadores de rocas. Llegando a
la conclusion que, al afectar la solubilidad de estos elementos, el HCN indirectamente

también puede interferir con la disponibilidad de fosforo.
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Figura 10. Cambio de color del papel Whatman debido a la produccion de HCN Figuras( Ay C). (A)
Pseudomonas sp. (B) Serratia sp. (C) Pseudomonas aeruginosa. (D) Bacillus sp.

Solubilizacion de fosfato

Las bacterias Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas sp mostraron capacidad
solubilizadora de fosfato en el medio tricalcico (Figura 11) con indices de 7,75 y 6,18
mm respectivamente considerandose “altas solubilizadoras ” (Cuadro 8) .La relacion del
halo y el indice de solubilizacion indica procesos de produccion de fosfatasas, fitasas y
acidos organicos, asi como la acidificacién del medio dada por la disminucién del pH (
Rodriguez et al ., 2012) Por otra parte las bacterias Serratia sp y Bacillus sp no
mostraron efecto solubilizador en el medio . Deshwal et al (2011) encontraron que
cepas de Pseudomonas mejoraron el crecimiento de plantas en cultivo de soya. Billah y
Bano ( 2015), en un ensayo de compostaje, reportaron incrementos de hasta 40% en la
cantidad de P disponible cuando el compost fue inoculado con una cepa
dePseudomonas sp.
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Figura 11 A. . Halos de solubilizacion de fosfato .( A) Pseudomonas aeruginosa. (B) Pseudomonassp.

Figura 11. Halos de solubilizacion de fosfato. Testigo positivo Pseudomonas aeruginosa cepa “B”

Corrales et al., 2014 demostraron el efecto solubilizador de 11 cepas de Bacillus, que
mostraron diferentes indices de solubilizacion, los autores comentan que la ausencia o
halos de solubilizacion pequefios en el medio de cultivo Pikovskaya no indica
necesariamente que el microorganismo no posea esta capacidad; los sitios de
aislamiento y el ambiente donde se encuentran las bacterias también influye en su
capacidad solubilizadora, ya que existen mecanismos inductores o de represion genética

reguladas por la disponibilidad de fésforo.

La solubilizacion de fosfato inorganico es uno de los principales mecanismos de
promocion del crecimiento por bacterias asociadas a las plantas. En la rizosfera, las
bacterias secretan acidos organicos que dan como resultado la solubilizacion del fosfato
a partir de complejos insolubles, lo que lo hace disponible para la absorcion de las
plantas (Richardson et al., 2009). Uno de los mecanismos de solubilizacion de fosfato
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mas importantes en bacterias es la produccion de acidos organicos de bajo peso
molecular que da como resultado la acidificacion del suelo o los medios ( Puente et al.,
2004; Khan et al., 2014). Estos acidos orgénicos pueden quelar el cation unido al

fosfato con sus grupos hidroxilo y carboxilo (Kpomblekou y Tabatabai, 1994)

Segun Chen et al, 2006 la produccion de acidos organicos es el mejor mecanismo para
la solubilizacion del fosfato, debido a que estos acidifican la célula microbiana y la
periferia permitiendo la liberacion del fosfato mediante la quelacion de los cationes
unidos a éste por el grupo hidroxilo y carboxilo presentes en los &cidos orgénicos entre
ellos acido férmico, citrico, oxalico, acético, propionico, lactico, gluconico, fumarico y
succinico. Zadeh et al, (2010) observaron una relacion proporcional entre pH acidos y la
solubilizacion del fosfato entre cepas de Pseudomonas sp. en cultivos de 8 dias en

medio liquido Pikovskaya.

Cuadro 8. Tamano de los halos e indice de solubilizacion a las 72 horas en medio
Pikovskaya

Especie Medida d halos a | Indice de

las 72 horas solubilizacion
Pseudomonas sp. 4,71875 7,75560897
Pseudomonas 5,28125 6,1889808
aeruginosa
Serratia sp. 0 0
Bacillus sp. 0 0

Produccién de sideréforos

Los resultados indicaron que las bacterias Bacillus sp, Pseudomonas aeruginosa y
Pseudomonas sp. mostraron una respuesta positiva para la produccion de sideroforos a
las 48 horas de medicion (Figura 12) que se pudo observar mediante la formacion de un
halo amarillo- naranja alrededor de la colonia, el cromo azurol sulfonato (CAS) tiene la
capacidad de formar un complejo con el hierro con un color azul a pH cercano a 5.6
cuando la bacteria crece sobre el medio CAS, la disponibilidad de Fe disminuye
drésticamente debido a que la mayor parte se encuentra quelado al CAS.La bacteria
tomael Fe sintetizando eéstas moléculas denominadas sideroforos los cuales tienen
mayor afinidad por el Fe que el mismo CAS, cuando el complejo se disocia se genera
un cambio en la coloracion del medio de cultivo el cual es indicativo de la capacidad

bacteriana para sintetizar sideréforos ( Sanchez, 2011) Las bacterias del género
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Pseudomonas mostraron cualitativamente mayor produccion de sideroforos al presentar
halos de mayor tamafio, seguida por Bacillus . La cepa Serratia sp. no presento cambios

en el medio CAS a las 48 horas, resultando negativo para esta prueba (Figural2)

Figura 12.Produccién de sideroforo

Pseudomonas sp. (B) Bacillus sp. (C) Serratia sp. (D)
Testigo positivo cepa 2321. (E) P monas aeruginosa. Observe la formacion de colonias

A

amarillo-naranja que indican la produccion de siedroforos.

Segun Goswam y colaboradores 2016, la mayor proporcién de bacterias productoras de
sideroforos generalmente pertenecen al género Pseudomonas, siendo las especies mas
estudiadas Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa, que liberan los
sideroforos del tipo piohelina y pioverdina (Haas y Défago, 2005). Estas bacterias
actuan mejorando la cantidad de hierro en la planta, inhibiendo el crecimiento de otros
microorganismos con la liberacion de antibidticos, y obstaculizando el crecimiento de
patdgenos al limitar el hierro disponible, generalmente hongos, que no pueden absorber
el complejo hierro-sideréforo (Shen, Hu, Peng, Wang, y Zhang, 2013)

Este tipo de mecanismos ha sido utilizado como biocontrol, Sasirekha et al., 2016
aislaron una cepa de Pseudomonas aeruginosa y evaluaron la capacidad de producir
sideroforos dando positiva en el medio CAS. Al probar su actividad antagonista in vitro

contra Rhizoctonia solani y Colletotrichum gloeosporioides en medio B de King con
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presencia y ausencia de FeCl3, se observo una reduccion significativa en el crecimiento
de R. solani con la suplementacion de FeCI3 en comparacion con el control (sin FeCl3),
lo que sugiere papel del antagonismo mediado por sideréforos . La actividad antifingica
no fue influenciada por FeClI3 en el caso de C. gloeosporioides, sugiriendo la presencia

de otros mecanismos antagénicos.

Cuadro 9. Actividad PGPB de las cepas bacterianas

Serratia sp | Pseudomonas Pseudomonas sp | Bacillus
aeruginosa sp

Poduccion de AIA
Solubilizacion de - + + -
fosfatos
Produccion de - + + +
sideroforos
HCN - + + -
Produccion de + + + -
quitinasas

Mediante los resultados obtenidos y como se puede observar en el cuadro 9 las bacterias
evaluadas en los diferentes medios poseen algunos mecanismos de accion que les
confieren la capacidad de estimular crecimiento en plantas ademas decaracteristicas
propias de microorganismos biocontroladores; como es el caso de la produccion de
sideroforos realizada principalmente por las dos bacterias del género Pseudomonas.
Serratia sp y Pseudomonas produjeron enzimas liticas como quitinasas relacionadas
principalmente con el biocontrol de patdgenos fangicos. Por otra parte las cepas del
género Pseudomonas fueron las Unicas capaces de producir HCN se demostro la
capacidad de las bacterias Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas sp como las Unicas
solubilizadoras de fosfato también la capacidad de biosintetizar sustancias promotoras
de crecimiento, como las auxinas dando positivas las bacterias las bacterias XX, FFF Y
KKDJ.

Identificacién molecular de los microorganismos

Los resultados de andlisis moleculares arrojaron que las cepas R1 y R23 pertenecen a

los géneros Bacillus sp. y Serratia sp. con un porcentaje de similitud de 99 % (Cuadro
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10) al ser comparadas con la base de datos del genbank. En el estudio de las cepas R7 Y
F1, la comparacién de las secuencias obtenidas indicé que los microorganismos
pertenecen al género Pseudomonas, la secuenciacion de los fragmentos evidenci6 un 99
a 100% de similitud con este género de esta manera fue posible la inferencia
taxondmica, aungue para la cepa F1 se pudo plantear la hipétesis de identidad a nivel de
especie identificandose como Pseudomonas aeruginosa. Se logro visualizar las bandas
después de la amplificacion mediante la electroforesis en gel de agarosa. (Figura 13)

Cuadro 10. Secuencias de las cepas con bases de datos NBCI

Cepas Descripcion % de
Bacterianas de género
R1 Bacillus sp. 99
R23 Serratia sp. 99
R7 Pseudomonas sp 99
F1 Pseudomonas
aeruginosal00

Figura 13. Amplificacion del gen ADNr 16S. Linea 1 cepa R1. Linea 2: Cepa R23, Linea 5:
Marcador de peso molecular 100pb, Linea 8: Cepa R7, Linea 9: Cepa F1

En relacion con las bacterias identificadas Kumar et al., 2015, Goswami et al., 2016,
Kundan et al., 2015 mencionan que los géneros Pseudomonas, Bacillus y Serratia

presentan caracteristicas de PGPR. Las bacterias del género Pseudomonas estan
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distribuidas ampliamente en suelos agricolas y sus propiedades han sido discutidas
siendo una de las PGPR mas promisorias por la capacidad de presentar diferentes
mecanismos de accion. Las cepas de Pseudomonas son capaces de solubilizar fosforo y
aumentar su disponibilidad a las plantas Oteino et al., 2015. Algunas cepas pueden
producir sideroforos que presentan una alta afinidad para la absorcion del hierro B.
Sasirekha et al., 2016 estos compuestos son capaces de aliviar los efectos negativos de
los patdgenos sobre las plantas.

Por otra parte, las cepas del género Bacillus, son unas de las mas abundantes en la
rizosfera, y su actividad PGPR ha sido estudiada por la alta capacidad de sintetizar
metabolitos, que afectan fuertemente el ambiente, al aumentar la disponibilidad de
nutrientes en las plantas. Especies de Bacillus han sido utilizadas como biofertilizantes
proporcionando efectos directos en el crecimiento debido a la produccion de hormonas
(Rojas et al., 2013) capacidad de Solubilizacion de fosforo (Sivasakthi et al., 2014), y
aumentar la eficiencia en la fijacion de nitrégeno, entre otros. También es conocida por
su actividad como biocontroladora, diferentes mecanismos se han discutido en este
contexto, entre ellos, la produccién de compuestos antimicrobianos (“antibi6ticos"),
antivirales y nematicidas, también la estimulacion de la resistencia sistémica inducida
por plantas (ISR, Doornbos et al., 2012) (Erlacher et al., 2014).

La cepa R23 fué identificada como Serratia sp, a estos microorganismos se les han
atribuido propiedades con potencial bicontrolador, principalmente por la produccién de
quitinasas (Wang et al., 2013) (Veliz et al., 2017) por otra parte también es conocido su
rol en la promocién de crecimiento debido a la capacidad de algunas cepas como
Serratia marcesens de producir amonio, acido indoalacetico, solubilizar fosfato entre
otras (Devi et al., 2016

Caracterizacién bioquimica y fisioldgica de las cepas bacterianas
Las pruebas bioquimicas y fisioldgicas formaron parte de una herramienta mas para la

identificacion de las bacterias, los resultados obtenidos coincidieron con la
identificacién molecular
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Cuadro 11. Caracteristicas fisiologicas y bioguimicas de las cepas bacterianas
antagonistas a Ralstonia solanacearum Mill
Pruebas culturales, Cepas Bacteria
fisioldgicas y bioquimicas
Serratia sp Pseudomonas Pseudomonas Bacillus sp

sp aeruginosa
KOH al 3% + + + -
Requerimiento de Oxigeno Aerdbica Anaerdbica Anaerdbica Aerdbica
facultativa facultativa
Oxidasa + + + -
Catalasa + + + +
Fluorescencia en BK - + + =
Tween 80 + + + +
Levan - - - -
Hidrélisis de almidén - - -
Licuefaccion de gelatina + + +
Produccion de H,S + - - -
Crecimiento a NaCL 7% +
Crecimiento a NaCL 10% + + + +

Acido a partir de:

Lactosa + +
Sorbitol + - - -
Xylosa + + + +
Sucrosa + - - +
Arabinosa + - - +
Trehalosa + - - +
Celobiosa + - - +

Las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de las cepas R7 y F1 identificadas como
Pseudomonas sp y Pseudomona aeruginosa fueron positivas para las
pruebas:fluorescencia en medio B de King, KOH, oxidasa, licuefaccion de la gelatina y
crecimiento a NaCl 7%,con respecto a hidrolisis del almidén dio negativa, y no
produjeron acidos a partir de los carbohidratos: Sorbitol, sucrosa, arabinosa, trehalosa y
celobiosa y crecimiento a 41°C (Cuadro 11) .Mediante los resultados obtenidos y
coincidiendo con lo sefialado por Schaad et al., (2001) y Bergey 1989 se puede inferir que

la cepa R7 es Pseudomonas aeruginosa.

La bacteria R1 fue positiva para las pruebas diferenciales de; hidrolisis de almidon,
crecimiento en NaCL al 7% y produccion de acidos a partir de arabinosa y Xylosa,

(Cuadro 11) lo cual concuerda con lo descrito por Bergey 1989 ySchaad et al., (2001)
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enel género Bacillus, sin embargo, los resultados obtenidos no fueron suficiente para
llegar a especie. Con respecto a la bacteria R23 identificada como Serratiasp presentd
caracteristica fisiologicas y bioquimicas que coinciden con el género como; crecimiento
en tween 80, en NaCl al 7% y 10% y produccidon de &cidos a partir de Sucrosa, lactosa,
xylosa, arabinosa y sorbitol (Cuadro 11) no obstante no fue posible llegar a la especie
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Conclusiones

1. Se aisl6 una diversa cantidad de microrganismos bacterianos provenientes de la

rizosfera y filoplano de plantas de pimenton.

2. Las cepas mas promisorias in vitro fueron las bacterias denominadas R7, RS,

R1, R23 aisladas de la rizosferay F1, F2 y F21 aisladas del filopano

3. Mediantemétodos moleculares y pruebas bioquimicasse identificaronlos
microorganismos mas eficientes en las pruebas in vitro.Se encontré que las
cepas R7 pertenece al géneroPseudomonas sp, Fla Pseudomonas aeruginosa,
R1 a Bacillus sp y R23 a Serratia sp.

4. Los tratamientos conformados por Serratiasp(T6) y Biorend® (T2) mostraron lo
mejores resultados de biocontrol in vivo

5. Serratia sp y Pseudomonas indujeron el mayor incremento del rendimiento con

respecto al testigo en condiciones de umbraculo.

6. Las cepas bacterianas, especialmenteBacillus spp incrementaron el rendimiento
en campo con respecto al testigo, sin embargo en menor proporcién al ensayo
realizado en umbraculo

7. Las bacterias solubilizadoras de fosfatos, productoras de HCN y de sideréforos
mas eficientes fueron las del géneroPseudomonassp.

8. La bacteria con mayor potencial quitinolitico fue Serratia sp

9. Los protocolos utilizados permitieron demostrar el potencial de los
microorganismos para ser usados como biocontroladores y biofertilizantes yla
efectividad que puedan tener sobre el biocontrol, nutricidn y el crecimiento de

las plantas de pimentdn.
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Recomendaciones

Realizar ensayos de biocontrol en zonas productoras de Tomate y Pimenton con

presencia de Ralstonia solanacearum.

Evaluar el efecto en umbraculo y campo de un consorcio bacteriano conformado por las

bacterias Serratia sp, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus sp y Pseudomonas sp.

Se sugiere hacer una comparacién de los microorganismos con respecto a diversos
tratamientos en los que se haga aplicacién de abonos quimicos y determinar en qué
proporcion pueden ser reemplazados los agroquimicos cuando se hacen inoculaciones

con las cepas bacterianas

Utilizar primers especificos para cada genero con el fin de lograr una identificacion

molecular masprecisa.

Evaluar la versatilidad in vitro e in vivo de las PGPB(Bacterias promotoras de

crecimiento en plantas) con diferentes patdgenos de importancia econémica .
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