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RESUMEN

El desarrollo de inoculantes microbianos a partir de aislamientos de
rizobacterias con potencial para el control biologico de enfermedades de los
cultivos agricolas requiere de una rigurosa seleccion. Se obtuvieron
aislamientos bacterianos de la rizosfera de papa (Solanum tuberosum L.) y de
maiz (Zea mays L.) y de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.). Las colonias
que mostraron in vitro halos de inhibicion de los patogenos de cucurbitaceas:
Xanthomonas cucurbitae, Acidovorax avenae subsp. citrull y Fusarium
oxysporum, se seleccionaron como antagonistas. A partir de las caracteristicas
morfologicas, fisiologicas y bioquimicas las cepas antagonistas F16/95 y Xph se
identificaron con la especie Bacillus subtilis y la cepa 14A como Pseudomonas
putida. Las pruebas presuntivas de produccion de antibiocinas in vitro
sugirieron modos de accion de las rizobacterias relacionados con antibiosis y
competencia por el hierro mediante la produccion de sider6foros. Los resultados
indicaron el potencial de las cepas de rizobacterias antagonistas Bacillus
subtilis (F16/95, Xph) y Pesudomonas putida 14A para el control biolégico de
enfermedades de las cucurbitaceas.
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SCREENING OF RHIZOBACTERIA FOR THEIR ANTAGONISM AGAINST
MICROBIAL PATHOGENS OF CUCURBITS

ABSTRACT

Development of microbial inoculants from rhizobacterial isolates with potential
for biological control of crops diseases requires rigorous screening. Bacterial
isolates were obtained from the rhizosphere of potato (Solanum tuberosum L.),
corn (Zea mays L.) and from bean (Phaseolus vulgaris L.) seeds. Colonies that
showed in vitro inhibition zones of cucurbits pathogens Xanthomonas
cucurbitae, Acidovorax avenae subsp. citrull and Fusarium oxysporum were
selected as antagonists. Based on their morphological, physiological and
biochemical traits, strains F16/95, Xph were identified as Bacillus subtilis and
strain 14A as Pseudomonas putida. Presumptive antibiocines production tests
suggested modes of action of rhizobacteria related with antibiosis and
competition for iron by siderophores production. The results indicated the
potential of antagonistic rhizobacteria Bacillus subtilis F16/95, Bacillus subtilis
Xph and Pesudomonas putida 14A for the biological control of cucurbits
diseases.

KEYWORDS / rhizobacteria, diseases, cucurbitaceae, Bacillus subtilis,
Pseudomonas putida

INTRODUCCION

El in6culo transmitido por las semillas y el suelo es fuente de infeccion en el
campo, puede favorecer el desarrollo progresivo de la enfermedad en los
cultivos y reducir el valor comercial de la cosecha. Por otra parte, lotes de
semillas y material de trasplante infectados pueden ser causa de la
diseminacion de enfermedades en nuevas regiones.

Los cultivos de melon (Cucumis melo L.), melon de agua (Citrullus lanatus
Thunb.), pepino (Cucumis sativus L.), y calabaza (Cucurbita spp.) son afectados
por bacterias y hongos fitopatogenos. Entre los principales microorganismos
fitopatogenos transmisibles por semillas de cucurbitaceas se incluyen las
bacterias Xanthomonas cucurbitae y Acidovorax avenae subsp. citrulli. La
marchitez provocada por Fusarium oxysporum es la principal enfermedad
fungosa transmisible por el suelo.

Las infecciones severas por Xanthomonas cucurbitae en calabaza pueden
provocar pérdidas que exceden el 50% de la cosecha (Babadoost, 2002). La
bacteria Acidovorax avenae subsp. citrulli se considera un patégeno con alto
potencial de destruccion, capaz de causar pérdidas de hasta el 100% en
plantulas o plantas (Schaad y col., 2001, Mora-Umana y Araya, 2002).
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La pudricion de las plantulas es el sintoma de infecciones tempranas por
Fusarium oxysporum. La marchitez provocado por este patogeno se considera
uno de los problemas que mas afecta al melon en todo el mundo, en regiones
calidas y templadas (Zitter, 1999).

Se han realizado ensayos de forma experimental mediante el tratamiento
quimico de semillas de calabaza para el control de la Mancha bacteriana de las
cucurbitaceas causada por Xanthomonas cucurbitae (Moffett y Wood, 1979;
Lyon y Riedel, 2003; Ozdemir y Zitter, 2003) y de semillas de melén de agua
para el control de la Mancha bacteriana del fruto provocada por Acidovorax
avenae subsp. citrulli (Larson y col., 1999). Se recomienda como el mas
efectivo método de manejo de estas enfermedades la siembra de semillas libres
de las bacterias fitopatogenas.

El resultado limitado del tratamiento quimico de las semillas de cucurbitaceas
para el control de ambas enfermedades bacterianas y la baja efectividad de
fungicidas y fumigantes para el control de Fusarium oxysporum debido a la
rapida recolonizacion del suelo por el hongo (Egel y Martyn, 2007), han dirigido
la investigacion hacia la busqueda de una alternativa al tratamiento quimico
para proteger semillas y plantulas de infecciones durante las etapas de
germinacion y brotacion.

La bacterizacion de semillas con rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR por sus siglas en inglés), que ademas de promover el crecimiento
de las plantas las protegen contra agentes tales como bacterias y hongos
fitopatogenos por su efecto antagonico frente a estos microorganismos
(Kloepper y Schroth, 1978; McSpadden y Fravel, 2002), es una alternativa que
despierta interés, ya que los agentes de control biologico se seleccionan a partir
de su interaccion con los agentes nocivos en el medio ambiente y despliegan
diversos mecanismos de accion en comparacion con los pesticidas (Fravel,
2005).

La seleccion de rizobacterias como potenciales gentes de control biologico
constituye un campo de investigacion y desarrollo en expansion (Yadegari y
col., 2008) por sus perspectivas de aplicacion en agroecosistemas sustentables.

Se han llevado a cabo investigaciones sobre el tratamiento de semillas de
cucurbitaceas con PGPR para el control de patéogenos fungosos (Ongena y col.,
1999; Benhamou y col., 2000) y bacterianos (Liu y col., 1995; Santos y col.,
2006)

El objetivo de esta investigacion fue aislar, seleccionar, caracterizar e identificar
rizobacterias por su actividad antagonica in vitro frente a Xanthomonas
cucurbitae, Acidovorax avenae subsp. citrulli y Fusarium oxysporum, como
potenciales agentes de control biologico de la Mancha bacteriana de las
cucurbitaceas, la Mancha bacteriana del fruto y la marchitez por Fusarium.
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MATERIALES Y METODOS
Origen de los aislamientos

Las muestras analizadas se colectaron en areas de produccion de la provincia
de Camagliey. Se tomaron muestras de tubérculos de papa (Solanum tuberosum
L.) procedentes de plantas en las cuales se observo desarrollo del sintoma de
pudricion blanda bacteriana en el tallo, mientras los tubérculos estaban
aparentemente sanos. Se seleccionaron semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
que no presentaban sintomas del Tizon comun del frijol, en contraste con la
mayoria de los granos en la muestra. Las muestras de raices de maiz (Zea mays
L.) se tomaron de plantas seleccionadas por la ausencia del sintoma del tizon
de la hoja provocado por Bipolaris turcicum a diferencia de las restantes.

Aislamiento de rizobacterias

Las rizobacterias se aislaron a partir de la preparacion de diluciones decimales
seriadas del agua de lavado de tubérculos de papa, suspension de semillas de
frijol molidas en agua destilada estéril y segmentos de lcm de las raices de
plantas de maiz colocados en 1 ml de solucion de MgSO4 0.1M (Burr y col.,
1978). Se sembraron 100 pl de la dilucion 10-7 de cada muestra sobre los
medios Agar Nutritivo (AN) y Agar B de King (KB) en placas de Petri mediante
diseminacion con espatula de Drigalski. Los cultivos se incubaron a 28 °C
durante 48 horas. La produccion de pigmento fluorescente en KB se comprobo
bajo luz ultravioleta.

Seleccion inicial de rizobacterias antagonistas. Las placas de los aislamientos
donde crecieron colonias separadas y de bordes delimitados se asperjaron con
una suspension de la bacteria fitopatégena Xanthomonas cucurbitae cepa
1408/00 a una concentracion de 108 ufc/ml (Burr y col., 1978) y se incubaron
a 28 °C por un periodo adicional de 24 horas. Las colonias que mostraron zona
de inhibicion de la bacteria fitopatogena se recuperaron en medio AN y se
incubaron a 28 °C durante 24 a 48 horas hasta que se observo crecimiento.

Conservacion. Determinacion de la pureza y conteo de células viables

Las rizobacterias seleccionadas se conservaron por congelacion a -70 °C en
medio Caldo Triptona Soya (TSB) con glicerol al 20 % como crioprotector. El
control de la pureza se realizo mediante la siembra de rizobacterias por
agotamiento en medio Agar Triptona Soya (TSA) y se crecieron en el medio TSB
durante 24 horas con agitacion a 250 rpm, ambos cultivos se incubaron a 28
°C.

Se realiz6 tincion de Gram segun el método modificado por Hucker y se
observo al microscopio optico la morfologia de las células y reaccion al
colorante de Gram. La morfologia de las colonias se observo al microscopio
estereoscopico.
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La viabilidad se determiné a partir de las diluciones decimales seriadas en
solucion salina (NaCl 0,9%) hasta llegar a 10-7. De cada dilucion se tomaron

100 L, qu
medio AN. Los cultivos se incubaron a una temperatura de 28 °C. Se contaron

las unidades formadoras de colonias (ufc) en la dilucion que tenia entre 30 y

300 colonias y se realizo la determinacion de la concentracion utilizando la
siguiente ecuacion:

C= X. D. 100 ufc/ml

Donde X: media del conteo de las placas; D: factor de dilucion =1/dilucion;
100: conversion de ul-ml. Se determiné el coeficiente de variacion,
considerandose el ensayo valido cuando este fue menor del 20%.

Ensayo de interaccion in vitro.
Interaccion rizobacterias-bacterias fitopatogenas

Las rizobacterias purificadas se diluyeron hasta concentracion de 108 ufc/ml,
para cada uno de los aislamientos se deposité una gota de 10 ul, a razon de
tres manchas por placa, en cada una de tres placas en medio AN para los
cultivos Gram positivos y medio KB para los Gram negativos, las cuales fueron
incubadas a 28°C por 48 horas. Transcurrido este tiempo se sometieron a
tratamiento con vapores de cloroformo durante tres minutos para que
perdieran su viabilidad. Las cepas de bacterias fitopatéogenas Xanthomonas
cucurbitae 1408/00, Acidovorax avenae subsp. citrulli 672/01, cultivadas en AN
se diluyeron aproximadamente a una concentracion de 108 ufc/ml y se
anadieron a tres mililitros de Agar Agua 0,5%. La mezcla se disperso sobre las
placas que contenian las cepas tratadas con cloroformo, posteriormente se
incubaron a 28°C durante 48 horas, Transcurrido este periodo se comprobo la
actividad antagonica de las rizobacterias por la presencia de halos de inhibicion
del crecimiento de las bacterias fitopatéogenas alrededor de las manchas
(Kloepper y Schroth, 1981; Liao, 1989).

Interaccion rizobacterias-hongos fitopatogenos

Las rizobacterias se sembraron por manchas como se describié anteriormente,
en placas en medio Agar Papa Dextrosa (PDA) y se incubaron a 28°C durante
48 horas, pasado este periodo se coloco en el centro de la placa un disco de 5
mm de diametro de las diferentes cepas de hongos cultivados en PDA. Se
realizaron tres réplicas para cada hongo a estudiar y se incubaron por 5 dias a
28°C. Transcurrido este periodo se evaluo la actividad antagonica de las
rizobacterias, observando la inhibicion del crecimiento del micelio en el limite
hacia la zona de crecimiento de las rizobacterias (Digat y Gardan, 1987).

Caracterizacion de las rizobacterias

Entre las cepas de rizobacterias que demostraron actividad antagonica se
escogieron dos cepas correspondientes a bacilos Gram positivos y una cepa de
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bacilos Gram negativos, las cuales se caracterizaron mediante los métodos
microbiolégicos descritos por Harrigan y McCance (1968).

Evaluacion de 1la actividad hemolitica, pectolitica y reaccion de
hipersensibilidad en tabaco

Se sembraron las rizobacterias antagonistas en medio Agar Sangre y se evaluo
la actividad hemolitica por la aparicion de zonas claras alrededor de
crecimiento.

La actividad pectolitica se determiné en tubérculos de papa mediante la técnica
de Stanier y col. (1966). La prueba de hipersensibilidad en hojas de tabaco se
realizo segln la técnica descrita por Klement y col. (1964). El control negativo
fue agua estéril y el control positivo la bacteria fitopatogena Pseudomonas
cichorii cepal43/01. Se observo por un periodo de hasta 24 hora

Caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas

Se determiné la produccion de la enzima catalasa; reduccion de nitrato;
hidrolisis de gelatina, almidon y caseina; produccion de indol y acetoina;
utilizacion de citrato; produccion de acido a partir de carbohidratos;
crecimiento en concentraciones 2 , 5, 7 y 10% de cloruro de sodio; rango de
temperatura de crecimiento de las cepas esporuladas que se incubaron a 4, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, y 60° C y de las cepas no esporuladas, que se
incubaron a 4, 20, 25, 30, 35y 40° C.

Las bacterias caracterizadas preliminarmente como bacilos Gram positivos
esporulados se identificaron segun la clave de Claus y Berkeley (1986) para el
género Bacillus. Las cepas antagonistas Gram negativas que produjeron
pigmentos fluorescentes en medio KB se identificaron mediante la clave
dicotomica propuesta por Bossis y col. (2000).

Pruebas de produccion de antibiocinas por rizobacterias

La interaccion rizobacterias-bacterias fitopatogenas para la determinacion de la
produccion de antibiocinas se realizo en tres medios de cultivo segun la prueba
presuntiva descrita por Liao (1989). Se inocularon placas de los medios B de
King, AN y B de King suplementado con FeCl3 0.01M, depositando tres gotas
de 10 ul de las suspensiones de rizobacterias a la concentracion de 108 ufc/ml
en cada una de tres placas de cada medio y se incubaron a 28 °C por 48
horas. Transcurrido este tiempo se sometieron a tratamiento con vapores de
cloroformo durante tres minutos. Las cepas de las bacterias fitopatogenas
Xanthomonas cucurbitae 'y Acidovorax avenae subsp. citrulli a una
concentracion de 108 ufc/mL se anadieron a tres mililitros de agar acuoso
0,5%. La mezcla se disperso sobre las placas que contenian las cepas retadas,
posteriormente se incubaron a 28 °C durante 48 horas, transcurrido este
periodo se analizo la actividad antagonica de las rizobacterias segun los
presuntos metabolitos producidos en cada uno de los medios probados de
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acuerdo con la presencia de halos de inhibicion del crecimiento de las bacterias
fitopatogenas. .

Para determinar la produccion de antibiocinas por las rizobacterias en la
interaccion frente a hongos fitopatégenos sobre el medio PDA, se evalud la
inhibicion del crecimiento radial del micelio fungoso comparado con un control
en ausencia de antagonistas (Buysens y col., 1996). El parasitismo y la
produccion de enzima extracelulares se determiné mediante la observacion de
la degradacion del micelio al microscopio estereoscopio y lisis de las hifas
mediante el microscopio 6ptico (Pleban y col., 1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y seleccion de rizobacterias antagonistas

Los aislamientos obtenidos a partir de las rizosferas de papa y maiz y de la
espermosfera de frijol mostraron halos de inhibicion del crecimiento de la
bacteria fitopatéogena Xanthomonas cucurbitae cepa 1408/00 (fig.1A) alrededor
de siete colonias, las cuales fueron seleccionadas (fig. 1B) como potenciales
antagonistas. Las colonias rotuladas como 14A y 14B mostraron fluorescencia
bajo luz ultravioleta en el medio KB

Fig. 1. A: Aislamiento de rizobacterias potenciales antagonistas de
Xanthomonas cucurbitae 1408/00. Se observan halos de inhibicion de la
bacteria fitopatogena alrededor de las antagonistas. B: Seleccion y purificacion
de rizobacterias antagonistas.

Las muestras de rizosfera y espermosfera analizadas en esta investigacion se
seleccionaron porque presentaban una notable reduccion en el desarrollo de los
sintomas de las enfermedades provocadas por patogenos conocidos, hecho que
se ha atribuido al control biolégico ejercido por organismos antagonistas de
fitopatogenos, de forma natural (Cook y Baker, 1983), presentes en la rizosfera
(Burr y col., 1978; Whipps, 2001) y en la espermosfera (Da Luz, 1993; Walker y
col., 1998).

Las cepas aisladas en esta investigacion se consideran dentro del grupo de las
rizobacterias, un grupo particular de bacterias diversas filogenéticamente, que
se denominan asi porque se encuentran en las raices y son aisladas a partir de
la superficie radical y del suelo que la rodea inmediatamente; pueden presentar
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interacciones con las plantas que promueven o inhiben el crecimiento de éstas
(Kloepper y col., 1980).

Los exudados radicales tales como aminoacidos, azucares y acidos organicos
son una importante fuente nutricional para las bacterias que colonizan las
raices.Diferentes investigadores (Kloepper y Schroth, 1981; Jiménez y col.,
2001) han obtenido aislamientos de rizobacterias antagonistas a partir de la
rizosfera de papa (Solanum tuberosum L.); Hebbard y col. (1992) han aislado de
la rizosfera de maiz (Zea mays L.). La espermosfera de varias especies de la
familia Leguminosae ha sido el origen de aislamientos de rizobacterias
antagonistas (Walker y col., 1998).

Conservacion. Determinacion de pureza y viabilidad de las cepas

Las cepas seleccionadas como potenciales antagonistas y conservadas en los
bancos de células a -70°C alcanzaron una viabilidad de aproximadamente 108 a
109 ufc ml -1. La mayoria de las cepas purificadas correspondi6 a bacilos Gram
positivos y solo dos cepas resultaron bacilos Gram negativos.

Interaccion in vitro rizobacterias - microorganismos fitopatogenos

Las cepas de rizobacterias seleccionadas como potenciales antagonistas de
Xanthomonas cucurbitae cepa 1408/00, una vez purificadas mostraron efecto
inhibitorio in vitro sobre el crecimiento de las bacterias fitopatogenas
ensayadas, entre ellas Xanthomonas cucurbitae cepa 1408/00 y A. avenae
subsp. citrulli cepa 672/01, patogénicas en cucurbitaceas (Tabla 1A). Excepto
las cepas 14A y 14B, las restantes suprimieron el crecimiento radial del micelio
de los hongos fitopatégenos probados, habitantes del suelo (Tabla 1B).

Tabla 1A. Resultado de la interaccion in vitro entre cepas de rizobacterias
antagonistas potenciales y cepas de bacterias fitopatogenas.

Halo de inhibiciéon (mm)2

Antagonistas X. A. avenae subsp. E. X. axonopodis
cucurbitae citrulli 672 /01 chrysanthemi pv. phaseoli
1408/00 123/00 433/01
F16/95 19.0 17,5 20,0 19,0
F16 A 16,0 15,5 12,5 14,5
F16 B 16,0 12,5 14,0 12,6
14A 18,5 16,0 18,0 17,0
14 B 18,0 15,0 17,0 16,0
Xph 17,5 17,0 17,0 20,0

a Promedio de tres réplicas
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Tabla 1B. Resultado de la interaccion in vitro entre cepas de rizobacterias
antagonistas potenciales y cepas de hongos fitopatogenos.

Halo de inhibicién (mm)2

Antagonistas F. oxysporum R. solani S. rolfsii. S. battaticola
F16/95 12,8 12,3 12,5 12,8
Fl6 A 10,5 12,0 10,0 10,4
F16 B 10,0 10,5 10,2 10,0
14A 0,0 0,0 0,0 0,0
14 B 0,0 0,0 0,0 0,0
Xph 12,6 13,3 12,4 12,0

a Promedio de tres réplicas

La aplicacion del procedimiento de seleccion de rizobacterias antagonistas in
vitro posibilito la obtencion de siete cepas potenciales antagonistas de
fitopatogenos, de acuerdo con los resultados del ensayo. Este constituye el
procedimiento usual para seleccionar agentes bacterianos de control biologico
de enfermedades (Krauss, 1999).

Por otra parte, todas las cepas mostraron al menos capacidad para inhibir el
crecimiento de bacterias fitopatogenas. Se considera que cuando se prueban
aislamientos de hongos y bacterias del ambiente como candidatos para el
control biolégico, muestran al menos alguna capacidad para inhibir el
crecimiento de fitopatéogenos in vitro (McSpadden y Fravel, 2002).

Las cepas 14A y 14B sobre medio KB solo inhibieron el crecimiento de bacterias
fitopatogenas, lo que puede estar relacionado con los inconvenientes de la
seleccion in vitro. Se ha senalado que la inhibicion en estas condiciones tiene
lugar mediante la produccion de metabolitos que dependen fuertemente del
sustrato utilizado vy, ademas, la diferencia existente entre los sustratos
artificiales ricos en nutrientes en comparacion con los sustratos naturales, por
lo general limitados, representa una variacion de las condiciones en que ocurre
la interaccion antagonista-patogeno (Whipps, 1997).

Ambas cepas 14A y 14B se conservaron teniendo en cuenta estos
inconvenientes de la seleccion in vitro, que no hacen posible predecir el efecto
de la interaccion in vivo y, por esta razon no es recomendable descartar
ninguna cepa antagonista en esta fase de la seleccion (Krauss, 1999;
McSpadden y Fravel, 2002).

Caracterizacion e identificacion de las rizobacterias antagonistas

La caracterizacion e identificacion de las rizobacterias antagonistas hasta el
nivel de especie se llevd a cabo con las cepas de bacilos esporulados Gram
positivos F16/95 y Xph, y la cepa 14A de bacilos Gram negativos.

Evaluacion de 1la actividad hemolitica, pectolitica y reaccion de
hipersensibilidad en tabaco

Las cepas de bacilos esporulados Gram positivos no mostraron actividad
hemolitica en el medio Agar sangre. Las tres cepas antagonistas no produjeron
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reblandecimiento en las rodajas de papa a las 72 horas de incubacion. La cepa
14A fluorescente no indujo necrosis en los espacios internerviales de hojas de
tabaco en comparacion con el control positivo Pseudomonas cichorii cepa
143/01.

Se conoce que la actividad 3 hemolitica de algunos bacilos esporulados Gram
positivos esta relacionada con la patogenicidad a animales de sangre caliente
(Brock y Madigan, 1991), en tanto varias especies bacterianas provocan la
pudricion blanda en tubérculos de papa debido a la actividad de enzimas
pectoliticas (Stanier y col.,1966). Por otra parte, la reaccion de hipersensibilidad
ante la infiltracion de una cepa bacteriana en hojas de tabaco es un mecanismo
de defensa que despliegan las plantas para contrarrestar el efecto de los
fitopatogenos, esta respuesta permite determinar la patogenicidad de dicha
cepa (Klement y col., 1964).

Los resultados negativos mostrados por las cepas antagonistas en relacion con
la actividad de enzimas hemoliticas y pectoliticas, asi como de la reaccion de
hipersensibilidad en hojas de tabaco, permitid6 continuar la caracterizacion e
identificacion de las rizobacterias al determinar su inocuidad para las plantas,
animales y humanos.

Caracteristicas morfologicas, culturales, fisiologicas y bioquimicas

Las cepas antagonistas F16/95 y Xph mostraron células en forma de bacilos
con endosporas, Gram positivos, motiles, produjeron catalasa y utilizaron la
glucosa en condiciones aerobias. Estas caracteristicas permitieron su
identificacion como miembros del género Bacillus (Claus y Berkeley, 1986). Los
resultados de las pruebas fisiologicas y bioquimicas demostraron que las cepas
F16/95 y Xph estan estrechamente relacionadas con Bacillus subtilis
(Ehrenberg) Cohn y se identificaron con esta especie mediante la comparacion
con la cepa de referencia Bacillus subtilis ATCC 6633 y la clave determinativa
de las especies del género Bacillus (Claus y Berkeley, 1986).

Muchos representantes de este género viven en los suelos, o de forma epifitica
y endofitica en la rizosfera (Kajimura y col., 1995) y en la espermosfera (Walker
y col., 1998).

La cepa 14A mostro células en forma de bacilos Gram negativos, motiles,
produjo pigmento fluorescente en el medio KB y el metabolismo de la glucosa
fue estrictamente aerobio. A partir de estas caracteristicas se identific6 dentro
del grupo fluorescente del género Pseudomonas; de acuerdo con el esquema
determinativo de Lelliott y col. (1966) se ubico en el grupo de especies del
género Pseudomonas que no son fitopatogénicas ni necrogénicas.

La identificacion hasta el nivel de especie se basoé en la ausencia de hidrolisis
de la gelatina y de la actividad de la enzima desaminasa de triptéfano segun la
clave dicotéomica de Bossis (2000). Ademas, se compard la utilizacion de
diversos sustratos nutricionales de acuerdo con el perfil del kit API 20 NE
(bioMérieux) para la cepa de referencia Pseudomonas putida ATCC 27853. A
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partir de los resultados de estas pruebas se identifico6 la cepa 14A como
Pseudomonas putida.

Pseudomonas putida es una bacteria presente frecuentemente en el agua, los
suelos y especialmente en la rizosfera de las plantas. Se han aislado cepas de
esta especie que favorecen el crecimiento de las plantas y que estan implicadas
en la supresion natural de varias enfermedades mostrada por ciertos suelos
(Weller, 2007).

Se observo que la temperatura optima de crecimiento oscilé entre 25° C - 35° C
para la mayoria de los microorganismos en estudio. Este rango se considera
optimo para la mayoria de las bacterias de vida libre y permite su clasificacion
como mesofilos.

Las cepas Bacillus subtilis F16/95 y Xph y Pseudomonas putida 14A crecieron
adecuadamente a 30° C, valor muy cercano a la temperatura utilizada para el
aislamiento, por lo cual se seleccion6 esta temperatura para el crecimiento de
las rizobacterias en las pruebas.

Prueba de produccion de antibiocinas por rizobacterias

Las cepas F16/95 y Xph de Bacillus subtilis mostraron halos de inhibicion de
ambas cepas de bacterias fitopatogenas en los tres medios de cultivo
ensayados, mientras la cepa Pseudomonas putida 14A  solo inhibio el
crecimiento de las bacterias fitopatogenas en el medio KB (Tabla II).

Tabla 2. Inhibicion de Xanthomonas cucurbitae y Acidovorax avenae subsp.
citrulli por las cepas antagonistas en diferentes medios de cultivos.

| Medios X. cucurbitae A. a. subsp. citrulli
Cepas antagonistas | 1408/00 672/01
Bacillus subtilis KB A *
F16/95 AN + +
KB +Fe*3 + +
Bacillus subtilis__ KB + +
Xph AN + +
KB +Fe*3 + +
KB + +
Pseudomonas putida| AN
14A KB +Fe*3 - -

La actividad antibacteriana in vitro de Bacillus subtilis cepas F16/95 y Xph, y
de Pseudomonas putida 14A en el medio KB limitado en hierro, sugiere que su
modo de accion esta basado en la produccion de sideréforos, compuestos
capaces de formar quelatos con el hierro y transportarlo asi al interior de la
célula (Duijff y col.,, 1993; Leong y col., 1996). De esta manera los
microorganismos antagonistas fijan el hierro y lo tornan menos disponible a
otros incapaces de producir agentes similares de transporte del mineral
(Neilands, 1986; Buysens y col., 1996).
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La produccion de sideroforos por cepas de Pseudomonas putida y P. fluorescens
ha sido ampliamente estudiada (Kloepper y col., 1980; Barton y Hemming,
1993; Xie y col., 2006). También se ha informado acerca de cepas de Bacillus
subtilis que muestran esta capacidad (Grossman y col., 1993).

Las cepas Bacillus subtilis F16/95 y Xph inhibieron el crecimiento de las
bacterias fitopatogenas también en los medios AN y KB + Fe*3, lo cual sugiere
otro modo de accion diferente a la competencia por el hierro. En el caso de la
inhibicion en el medio KB suplementado con hierro, se ha demostrado que el
incremento de la concentracion de hierro en el medio incrementa a su vez la
produccion de metabolitos secundarios o antibioticos (Dunne y col., 1996).

La observacion de la interaccion in vitro entre B. subtilis cepas F16/95 y Xph y
los hongos fitopatogenos ensayados, no evidencio la degradacion del micelio al
microscopio estereoscopio, ni la lisis de las hifas mediante el microscopio
optico. Este resultado descarta el parasitismo como modo de acciéon, ya que
éste se refiere a la capacidad de las bacterias para degradar la pared celular de
las esporas fungosas, pasando asi los nutrientes del hongo fitopatogeno a la
bacteria, lo cual provoca la inhibicion del crecimiento fungoso (Pleban y col.,
1997).

La antibiosis puede explicar el efecto inhibitorio de ambas cepas antagonistas
sobre bacterias y hongos fitopatogenos en los medios de cultivo que se
ensayaron, s i se toma en consideracion que Bacillus subtilis es uno de los
mayores productores de antibioticos del género, entre los cuales se incluyen
compuestos lipopolipéptidos ciclicos tales como las iturinas que permiten la
competencia de B. subtilis frente a otros organismos, bien matandolos o
reduciendo su tasa de crecimiento (Romero y col., 2007).

La cepa Pseudomonas putida 14A no desplegd in vitro el mecanismo de
antibiosis, aunque fenazinas, floroglucinol, pirrolnitrina y pioluterina son los
cuatro antibioticos mas comunes producidos por especies de Pseudomonas
como agentes de biocontrol (Weller, 2007).

El proceso aplicado en esta investigacion para la seleccion de rizobacterias
antagonistas se ajusta a las contribuciones iniciales en el desarrollo de agentes
de control biologico; sin embargo, las tendencias actuales comprenden el mayor
uso de procesos biorracionales de seleccion para identificar microorganismos
con potencial para ejercer el control biologico, el desarrollo de sistemas de
ensayo y bioensayo de alto rendimiento que facilite la seleccion de cepas
superiores, asi como la aplicacion de técnicas de biologia molecular para la
identificacion.

Como continuidad de la seleccion de potenciales antagonistas in vitro, resulta
pertinente la realizacion de experimentos in vivo con las cepas antagonistas
Bacillus subtilis F16/95 y Xph y Pseudomonas putida 14A, de manera que se
permita el despliegue de los mecanismos de control biolégico mediante los
cuales las rizobacterias pueden promover indirectamente el crecimiento de las
plantas (Lugtenberg y Kamilova, 2009).
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CONCLUSIONES

Se aislaron siete colonias bacterianas que mostraron halos de inhibicion in vitro
frente a cepas de Xanthomonas cucurbitae cepa 1408/00 y se seleccionaron
como potenciales antagonistas.

Las cepas de rizobacterias caracterizadas como bacilos Gram positivos
esporulados mostraron antagonismo in vitro frente a las cepas de hongos y
bacterias fitopatogenos ensayados, mientras las cepas de rizobacterias Gram
negativas no esporuladas mostraron efecto antagonico solo frente a bacterias
fitopatogenas.

Se identificaron las cepas F16/95 y Xph como Bacillus subtilis y la cepa 14A se
identifico como Pseudomonas putida..

Las cepas de F16/95 y Xph de Bacillus subtilis inhibieron el crecimiento de X.
cucurbitae 1408/00, A. a. subsp. citrulli 672/01 y F. oxysporum en los tres
medios ensayados y presuntamente despliegan modos de accion in vitro
combinados por antibiosis y competencia por el hierro mediante la produccion
de sideroforos.

La cepa Pseudomonas putida 14A inhibi6o el crecimiento de las bacterias
fitopatogenas en el medio limitado en hierro y presuntamente despliega in vitro
la competencia por el hierro mediante la produccion de sideréforos.

RECOMENDACIONES

- Desarrollar experimentos in vivo mediante la bacterizacion de semillas de
cucurbitaceas con las cepas antagonistas Bacillus subtilis F16/95 y Xph y
Pseudomonas putida 14A que permitan el despliegue de los mecanismos de
control biologico de las enfermedades Mancha bacteriana de las cucurbitaceas
causada por Xanthomonas cucurbitae, Mancha bacteriana del fruto provocada
por Acidovorax avenae subsp. citrulli y Marchitez provocada por Fusarium
oxysporum.

- Incrementar la seleccion de cepas antagonistas como potenciales agentes de
control biolégico de enfermedades de las cucurbitaceas.
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