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RESUMEN: Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) influyen de forma directa o
indirecta en el desarrollo de los cultivos. Este trabajo tiene como objetivos determinar la actividad
antagonica y el efecto inhibitorio de los metabolitos activos producidos por rizobacterias ante
fitopatdgenos que afectan a los cultivos del maiz y € arroz. Para ello se desarrollaron bioensayos in
vitro en € medio King B. Se utilizaron cepas de referencia y autoctonas de Pseudomonas fluorescens y
Burkholderia cepacia, previamente aidadas de la rizosfera del maiz variedad Francisco mejorado, para
determinar sus potencialidades como antagonistas de los patégenos fungicos Fusarium oxysporum,
Alternaria alternata, Curvularia sp. y Fusarium sp. Los resultados mostraron que la rizobacterias
estudiadas tienen actividad antagonica y sus metabolitos efecto inhibitorio ante los hongos fitopatdgenos
enfrentados, destacandose con € meor comportamiento las cepas de P. fluorescens MPf2, MPf3, J-143
y B. cepacia MPp8. Se observo un mayor efecto delasrizobacterias frente Curvularia sp. y A. alternata.
Estosresultados poseen valor préctico, pues se selecciona un conjunto de cepas potencialmente eficientes
en e control biolégico de patdgenos que podrian ser utilizadas en la agricultura en beneficio de los
cultivos del arroz y € maiz.
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ANTAGONIST ACTIVITY OF Pseudomonas fluorescens AND Burkholderia cepacia
STRAINS AGAINST RICE AND MAIZE PHYTOPATHOGENIC FUNGI

ABSTRACT: Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB) has been proved to exert a beneficial effect on
crop yield, directly or indirectly. This work was aimed to determine the antagonistic activity and
inhibitory effect exerted on different plant pathogens by rhizobacteria. A number of bioassays was
carried in vitro in King B medium. Previoudy isolated bacterial strains of Pseudomonas fluorescens
and Burkholderia cepacia, from corn plants var. Francisco mejorado, were assayed to determine their
potential as antagonists of the phytopathogenic fungi Fusarium oxysporum, Alternaria alternata,
Curwvularia sp. and Fusarium sp. The results showed the capability of inhibiting the pathogen growth
by the rhizobacterial strains, proving the best behaviour the strains P. fluorescens MPf2, MPf3, J-143
and B. cepacia MPp8. It was shown that there was a greater inhibitory effect on the fungi strains
Curvularia sp. Al and A. alternata M 2. Considering these results, the bacterial strains were competent
for pathogen biocontrol, and could be used in agriculture as valuable growth promoting agents in maize
and rice crops.
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INTRODUCCION agricultura moderna, ya que permitiria reducir la can-
o _ _ tidad de fertilizantes y plaguicidas quimicos que con-
La aplicacion de bacterias promotoras del creci-  taminan el medio ambiente y deterioran el suelo, des-

miento vegetal (PGPB) es una alternativa viable tanto pojandolo de la materia organica y erosionandolo.
en paises con una agricultura subdesarrollada, que  Dentro de esta clasificacion se agrupan multiples gé-
carecen de fertilizantes, como en los que practican la neros bacterianos, como Pseudomonas, Bacillus,
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Azotobacter, Acetobacter, Azospirillum, Burkholderia,
Herbaspirillum y Klebsiella (9,18).

Las PGPB pueden promover el crecimiento por
vias directas o indirectas, cuyos elementos especifi-
cos no han sido debidamente caracterizados. Los
efectos directos pueden evidenciarse en ausencia de
otros microorganismos, es decir, la planta solo
interactla con el microorganismo en estudio; mien-
tras que los mecanismos indirectos se pueden obser-
var en la interaccién del microorganismo de interés
con un fitopatégeno, mediante la cual se reducen los
efectos dafiinos en el vegetal (10,15).

Entre los mecanismos de control biolégico media-
dos por rizobacterias ampliamente reconocidos se
encuentran: la competencia por un nicho ecoldgico o
sustrato, la sintesis de compuestos inhibitorios como
sideroforos, antibidticos, enzimas liticas y
detoxificadoras (1), asi como la induccién de resis-
tencia sistémica en la planta (7,11).

Las bacterias de los géneros Pseudomonas y
Burkholderia, son de los grupos mas estudiados porque
tienen la capacidad de producir reguladores del creci-
miento vegetal y otros metabolitos con efecto antagoni-
co y represivo del crecimiento de patdégenos en la
rizosfera (6), por lo que resulta de gran importancia la
caracterizacion y seleccién de cepas autoctonas de es-
tos géneros, los cuales muestran efecto antagénico ante
patdégenos que atacan a cultivos de importancia econo-
mica, de forma tal que se puedan aprovechar sus po-
tencialidades como agentes de control bioldgico.

En este sentido, el objetivo de este trabajo es de-
terminar la actividad antagoénica y el efecto inhibitorio
de los metabolitos producidos por las cepas estudia-
das ante hongos fitopatdgenos de los cultivos del maiz
y el arroz.

MATERIALESY METODOS

Cultivos microbianos: Se utilizaron nueve cepas
autoctonas de las especies Pseudomonas fluorescens
(MPf2, MPf3, MPf4, MPf5, MPf6 y MPf19) y
Burkholderia cepacia (MPp8, MPp16, MPp20), pre-
viamente aisladas de la rizosfera del cultivo del maiz
variedad Francisco mejorado en el afio 2002 (5). Como
controles fueron utilizadas las cepas de referencia
de B. cepacia 0057 y P. fluorescens J-143, pertene-
cientes a la Coleccion de Cultivos de la Facultad de
Biologia de la Universidad de La Habana. Todas las
cepas se encontraban conservadas en Caldo LB
(DUCHEFA BIOCHEME) con glicerol al 40%, a -20°C.

Se utilizaron cepas de los hongos fitopatégenos
Curvularia sp. Al, Fusarium sp. A2, Fusarium
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oxysporum M1 y Alternaria alternata M2, todas
gentilmente donadas por el Instituto de Investigacio-
nes de Sanidad Vegetal (INISAV) y conservadas en
tubos de cultivo con medio Papa Dextrosa Agar (PDA)
(DIFCO), a 4°C.

Determinacidn del efecto antagénico de las
rizobacterias ante fitopatégenos de los cultivos
del maiz y el arroz: Se desarrollaron bioensayos in
vitro para determinar el efecto antagonico de las ce-
pas bacterianas ante cepas de hongos fitopatdgenos
de los cultivos del arroz (Curvularia sp. A1, Fusarium
sp. A2) y el maiz (Fusarium oxysporum M1, Alternaria
alternata M2). En todos los casos se siguio la meto-
dologia descrita por Bashan et al. (3).

Para este estudio fue utilizado el medio King B,
compuesto por: 8.7 mL de glicerol, 1.5 g de peptona,
1.5gde K,HPO,y 1.5 g de MgSO, (todo por L de H,O
mili Q), teniendo en cuenta resultados precedentes
gue demostraban que en este medio de cultivo am-
bos grupos microbianos mostraban un buen creci-
miento (15) y que el mismo favorece la produccion de
metabolitos secundarios por parte de las bacterias
utilizadas como antagonistas (12).

Para ello los hongos se sembraron previamente
en el medio de cultivo seleccionado y se incubaron a
30°C+2°C durante 7 dias. Posteriormente, se reali-
zaron perforaciones en las placas previamente sem-
bradas con el hongo, en la parte central de la colonia,
utilizando un obturador con diametro de 5 mm. Los
parches fueron colocados en el centro de las placas
sembradas con la bacteria, utilizdndose un parche
para cada placa. Se sembraron ambos
microorganismos al mismo tiempo y se realizo la
incubacion a 30°C durante 7 dias. El efecto antagoni-
co de las bacterias fue determinado a través de medi-
ciones del didmetro de crecimiento del hongo (mm)
en comparacion con un tratamiento control donde no
se aplico el antagonista bacteriano. Las placas Petri
utilizadas tenian un diametro de 90mm.

Determinacién del efecto inhibitorio de
metabolitos producidos por las rizobacterias ante
fitopatégenos de los cultivos del maiz y el arroz:
Para determinar el efecto inhibitorio de los metabolitos
producidos por las cepas se realizaron bioensayos in
vitro (3). Para ello primeramente las placas Petri con
el medio de cultivo King B se sembraron con las dife-
rentes cepas de rizobacterias por diseminacion con
espatula de Drigalsky y se incubaron durante 48 ho-
ras a 30°C+2°C y 37°C+2°C, en dependencia de la
especie bacteriana. Una vez crecidas las bacterias,
las placas se sometieron a vapores de cloroformo
durante 30 minutos (5). Posteriormente fueron cola-



dos discos de 5 mm de diametro que contenian los
hongos patdgenos en el centro de las placas libres de
células.

Los discos de hongos fueron previamente obteni-
dos como se describe en el acépite anterior. El por-
centaje de inhibicién se determiné a través del dia-
metro de crecimiento del hongo (mm) en compara-
cion con el control.

En ambos casos se estableci6 un disefio Comple-
tamente Aleatorizado estableciéndose 10 réplicas por
tratamiento. Los bioensayos fueron repetidos 3 ve-
ces cada uno.

Andlisis biométricos: Como punto de partida a
los porcentajes de inhibicién se les realizé la prueba
de normalidad de Shapiro y Wilk, haciendo uso de la
version simplificada (13), y la prueba de homogenei-
dad de varianza, a partir de las cuales se decidio rea-
lizar analisis no paramétricos.

Los datos fueron analizados utilizando la prueba no
paramétrica de comparacion multiple de Kruskal Wallis
seguido de la prueba de comparacion mdltiple de me-
dias no paramétrica de Student-Newman-Keuls (SNK),
con el paquete estadistico STATISTIC version 6.0.

RESULTADOS

Efecto antagonico de las cepas bacterianas en
estudio

Los resultados mostraron que las cepas de
rizobacterias ejercen efecto antagonico ante los
patégenos estudiados. Al establecerse la interaccion
entre los antagonistas bacterianos y las cepas de
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Fusarium sp. A2 y Curvularia sp. A1 se observaron
diferentes niveles en los porcentajes de inhibicion.

Al enfrentar las rizobacterias a la cepa de Fusarium
sp. A2, las cepas de P. fluorescens MPf3y J-143 se des-
tacaron por presentar los mayores porcentajes de inhibi-
cion, mostrando diferencias significativas con el resto de
los tratamientos (Fig. 1). Asimismo todas las cepas estu-
diadas mostraron efecto antagénico frente a la cepa de
Curvularia sp. Al. En este caso, las cepas P. fluorescens
MPf2, MP{3 y J-143 se destacaron por lograr una inhibi-
cion total del crecimiento del hongo, no mostrando dife-
rencias significativas con la cepa MPp8 (Fig. 1).

Por otro lado, al analizar el efecto antagdnico de las
cepas bacterianas en estudio ante los hongos
fitopatdgenos F. oxysporum M1y A. alternata M2, tam-
bién se observaron altos porcentajes de inhibicién del
crecimiento.

Con relacién a F. oxysporum M1, en la Figura 2 se
muestra que las cepas que presentaron los mayores
indices de inhibicién fueron las de P. fluorescens J-
143, MPf4, B. cepacia 0057 y MPp8.

Al interactuar las rizobacterias con A. alternata M2,
se observaron altos indices de inhibicién del crecimiento
del hongo, al compararse los tratamientos con el con-
trol (Figura 2). Las cepas mas destacadas fueron las
de P. fluorescens MPf2, MPf6 y B. cepacia MPp8, mos-
trando porcentajes de inhibicién superiores al 97%.

Efecto inhibitorio de los metabolitos producidos
por las rizobacterias en estudio

Resultados similares a los anteriores fueron en-
contrados al enfrentar los metabolitos activos produ-
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FIGURA 1. Porcentgje deinhibicién delasrizobacterias antel osfitopatdégenos del arroz: Fusariumsp. A2 (A) y Curvularia
sp. Al (B)./ Percentage of growth inhibition of rhizobacteria against rice phytopathogens: Fusarium sp. A2 (A) and
Curvularia sp. Al (B) caused by PGPB. L etras no comunesindican diferencias significativas entrelos tratamientos paraun

SNK no paramétrico (p<0.05).
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FIGURA 2. Porcentaje de inhibicion de las rizobacterias ante los fitopatdgenos del maiz: Fusarium oxysporumM1 (A) y
Alternaria alternata M2 (B)./ Percentage of growth inhbition of rhizobacteria against maize phytopathogens. Fusarium
oxysporumMZ1 (A) and Alternaria alternata M2 (B) caused by PGPB. L etras no comunesindican diferencias significativas

entrelostratamientos paraun SNK no paramétrico (p<0.05).
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FIGURA 3. Porcentaje de inhibicién de los metabolitos producidos por |as rizobacterias ante | os fitopatdgenos del arroz
Fusariumsp. A2 (A) y Curvularia sp. Al (B)./ Percentage of growth inhibition of rice phytopathogens: Fusarium sp. A2
(A) and Curvularia sp. Al (B) caused by metabolites produced by PGPB. L etras no comunesindican diferencias significa-
tivas entre los tratamientos paraun SNK paramétrico (p<0.05)

cidos por las rizobacterias a los hongos fitopatdgenos
en estudio, lo que indica el efecto inhibitorio de los
mismos.

Los metabolitos producidos por las cepas MPf2, MPf3
y MPp8 lograron inhibir totalmente el crecimiento del
hongo Fusarium sp. A2, mostrando diferencias signifi-
cativas con el resto de los tratamientos (Fig. 3). Los
metabolitos que menor inhibicién del crecimiento fingico
evidenciaron fueron los producidos por P. fluorescens
MPf5y MPf19, con diferencias significativas entre si.

Los metabolitos producidos por las cepas
bacterianas también inhibieron el crecimiento de
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Curvularia sp. Al (Figura 3), al igual que las cepas
MPf2, MPf3 y MPp8 inhibieron un 100% del crecimien-
to del hongo. En este caso las cepas que menor efecto
inhibitorio mostraron fueron las de B. cepacia 0057 y P.
fluorescens MPf19.

Al enfrentar los metabolitos producidos por las
rizobacterias a los hongos fitopatégenos A.
alternata M2 y F. oxysporum M1 también observa-
ron diferentes niveles de inhibicién. Las cepas que
mostraron mayores porcentajes de inhibicidn frente
a Fusarium oxysporum M1 fueron MPf2, MPf3,
MPp8 y MPp16.
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FIGURA 4. Porcentgje de inhibicidn de los metabolitos producidos por |as rizobacterias ante | os fitopatdégenos del maiz:
Fusarium oxysporum M1 (A) y Alternaria alternata M2 (B)./ Percentage of growth inhbition of maize phytopathogens:
Fusarium oxysporum M1 (A) and Alternaria alternata M2 (B) caused by metabolites produced by PGPB. Letras no
comunesindican diferencias significativas entre | os tratamientos paraun SNK paramétrico (p<0.05).

Se mostro un alto nivel de inhibicion al enfrentarse
los metabolitos producidos por las cepas al
fitopatdégeno A. alternata M2 (Fig. 4). En todos los tra-
tamientos se encontraron porcentajes de inhibicion del
crecimiento fangico con valores superiores al 94%,
sin diferencias significativas entre los tratamientos. De
este modo se corrobora la sensibilidad del hongo ante
los productos del metabolismo de las rizobacterias en
estudio.

DISCUSION

En este trabajo se demostré que las cepas de
rizobacterias utilizadas tienen efecto antagonico e in-
hibitorio ante los hongos fitopatégenos Curvularia sp.
Al, Fusarium sp. A2, Fusarium oxysporum M1y
Alternaria alternata M2, lo que corrobora resultados
obtenidos por otros autores que han sefialado el efecto
de las bacterias asociadas a las plantas en el control
bioldgico de patogenos (6, 19).

Las cepas de P. fluorescens y B. cepacia estudia-
das y sus metabolitos activos ejercen efecto antago-
nico e inhibitorio ante los hongos Fusarium sp. A2,
Curvularia sp. A1, F. oxysporum M1y A. alternata M2,
destacandose por el mejor comportamiento las ce-
pas MPf2, MPf3, J-143 y MPp8.

Se observé un mayor efecto de las rizobacterias
antagonistas estudiadas frente a los hongos
fitopatégenos Curvularia sp. Al y A. alternata M2.

Las respuestas obtenidas podrian estar relaciona-
das con la produccion de metabolitos de naturaleza

antibiotica. De hecho, Velazquez et al. (17) demos-
traron que la cepa de Burkholderia cepacia 0057, uti-
lizada en este estudio, producia alcaloides
quinolisidinicos de naturaleza antibidtica. También se
ha sefialado la capacidad que tienen las cepas de
Pseudomonas de suprimir patégenos presentes en la
rizosfera, a través de la produccion de 2,4 dimetyl-
phloroglucinol y pirrolnitrina (16).

En este caso, también podrian haber influido los
sideroforos, si se tiene en cuenta que el medio de
cultivo utilizado para el desarrollo de los bioensayos
posee bajo contenido de hierro, lo que favorece la
produccidn de este tipo de metabolito. En este senti-
do, diferentes autores (6, 12), sefialaron que cepas
autdctonas cubanas pertenecientes a las especies en
estudio al crecer en medios de cultivo con concentra-
ciones limitadas de hierro, tales como el King By el
Sirope fructosa (Sp.), producian sideréforos a partir
de las 10 horas de crecimiento de la bacteria.

Asimismo, se demostré que cepas de las espe-
cies B. cepacia y P. fluorescens producian diferentes
tipos de sideroforos (2, 6, 8), los que podrian estar
involucrados en el antagonismo microbiano y en la
resistencia sistémica inducida (RSI) en diferentes sis-
temas planta-patogeno.

Nuestros resultados evidencian que los metabolitos
activos de origen bacteriano desempefian una fun-
cion vital en las interacciones microbianas. Sin em-
bargo, se ha sefialado que los antagonistas
microbianos no poseen un Unico modo de accion, y
que no es facil determinar con precision los mecanis-
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mos que intervienen en las interacciones entre los
antagonistas y los fitopatogenos (4, 14).

Estos resultados poseen valor practico pues se eva-
[Ga un conjunto de cepas con efecto antagénico ante
patdégenos que afectan a los cultivos del arroz y el maiz,
las que podrian ser utilizadas en la biotecnologia agrico-
la con vistas a obtener biopreparados en beneficio de
cultivos de interés econémico, una vez que se estudie
su efecto en interaccion con la planta.
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